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RESUMO

As propriedades superiores da nanocelulose bacteriana (NCB) frente a celulose vegetal como a
alta pureza, alto grau de cristalinidade, nanoestrutura porosa, elevada capacidade de retencdo
de agua, excelentes forcas mecanicas, biodegradabilidade e biocompatibilidade, t€ém despertado
o interesse da sua aplicagdo na area médica, farmacé€utica, alimentos, cosméticos, ambiental,
eletronicos, téxtil, entre outras. Entretanto, o alto custo de produgdo tem limitado a sua produgao
em larga escala, incentivando o desenvolvimento de meios de cultivo alternativos a partir da
variacdo de fontes de carbono e nitrogénio. As frutas da familia Myrtaceae como a pitanga
(Eugenia uniflora), aragé (Psidium cattleianum) e jabuticaba (Plinia sp.) possuem propriedades
quimicas interessantes como meio de cultura, pela fonte de carbono e compostos bioativos. Até
o estudo em questdo, ndo foi relatado na literatura uma metodologia de produgdo de NCB a
partir de polpa de frutas nativas brasileiras. Nesse sentido, esse estudo tem como objetivo
desenvolver um processo de producio de nanocelulose bacteriana (NCB) em meio de cultivo a
partir de polpa de frutas nativas brasileiras para obtengao de NCB com um custo inferior e valor
agregado com a bactéria Komagataeibacter xylinus ATCC® 53524™, A bactéria foi cultivada
no meio liquido tradicional Hestrin & Schramm (HS) em cultura estatica a 30°C por 7 dias.
Seis condi¢des de fermentagdo (meio tradicional HS, meio HS com polpa de fruta, meios de
polpa pura - jabuticaba, pitanga ou aracd e modificagdes de HS com polpa de fruta) foram
testadas durante 15 dias para avaliar a produgdo de NCB. Além disso, realizou-se a
caracterizacdo dos meios de polpa de cada fruta, a partir do carbono e nitrogénio total, pH,
compostos fenodlicos, ¢ capacidade antioxidante pelos ensaios de ABTS (2,2'- azino-bis (3-
ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Também
foi avaliada as propriedades fisico-quimica dos biomateriais de NCB produzidos nos meios
onde mostraram maior rendimento, por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), capacidade de
retencdo de adgua, porosidade, resisténcia a tracdo, elasticidade e capacidade antioxidante. As
condi¢cdes com o meio de polpa pura de jabuticaba ou pitanga, sem a adicdo de outro
componente no meio, obteve-se rendimentos consideraveis comparadas as membranas de NCB
produzidas em meio HS. Assim as membranas a partir do meio de Jabuticaba (NCB-J)
apresentaram um rendimento de 4,09 g/L, pitanga (NCB-P) com rendimento de 4,33 g/L e HS
(NCB-H) com rendimento de 5,96 g/L. Além disso, as membranas de NCB-J ¢ NCB-P
mantiveram as propriedades caracteristicas das membranas de NCB, como alta capacidade de
retencao de dgua em torno de 98% e alta porosidade 73%, resisténcia mecanica, € a composi¢cao
quimica estrutural também foram mantidas. A produ¢do de NCB nas seis condi¢des foi obtida,
mas os resultados demonstraram o potencial dos meios de cultura a partir de polpa pura de
jabuticaba e pitanga. Assim, esse estudo aponta uma abordagem inovadora de produgdo de NCB
a partir de frutas nativas brasileiras, sem a adi¢cao de outros componentes complexos aos meios
garantindo um alto rendimento e baixo custo.

Palavras-chave: Celulose bacteriana; meios de cultura; Myrtaceae; Komagateibacter xylinus.



ABSTRACT

The superior properties of bacterial nanocellulose (BCN) compared to plant cellulose, such as
its high purity, high degree of crystallinity, porous nanostructure, high water retention capacity,
excellent mechanical strength, biodegradability and biocompatibility, have aroused interest in
its application in the medical, pharmaceutical, food, cosmetics, environmental, electronics and
textile fields, among others. However, the high cost of production has limited their large-scale
production, encouraging the development of alternative cultivation media based on varying
carbon and nitrogen sources. Fruits from the Myrtaceae family such as pitanga (Eugenia
uniflora), araca (Psidium cattleianum) and jabuticaba (Plinia sp.) have interesting chemical
properties as culture media, due to their source of carbon and bioactive compounds. Until this
study, no methodology for producing NCB from the pulp of native Brazilian fruits had been
reported in the literature. In this sense, this study aims to develop a process for producing
bacterial nanocellulose (NCB) in a culture medium from Brazilian native fruit pulp to obtain
NCB at a lower cost and with added value using the bacterium Komagataeibacter xylinus
ATCC® 53524™. The bacterium was grown in traditional Hestrin & Schramm (HS) liquid
medium in static culture at 30°C for 7 days. Six fermentation conditions (traditional HS
medium, HS medium with fruit pulp, pure pulp media - jabuticaba, pitanga or araca and
modifications of HS with fruit pulp) were tested for 15 days to evaluate NCB production. In
addition, the pulp media of each fruit was characterized based on total carbon and nitrogen, pH,
phenolic compounds and antioxidant capacity using the ABTS (2,2'- azino-bis (3-ethylbenzo-
thiazoline-6-sulfonic acid) and FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) assays. The
physicochemical properties of the NCB biomaterials produced in the media with the highest
yields were also evaluated by Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), water retention capacity, porosity, tensile strength, elasticity and
antioxidant capacity. The conditions with the pure jabuticaba or pitanga pulp medium, without
the addition of another component in the medium, obtained considerable yields compared to
the NCB membranes produced in HS medium. Thus, the membranes from the Jabuticaba
medium (NCB-J) showed a yield 0of 4.09 g/L, pitanga (NCB-P) with a yield of 4.33 g/L and HS
(NCB-H) with a yield of 5.96 g/L. In addition, the NCB-J and NCB-P membranes maintained
the characteristic properties of NCB membranes, such as high water retention capacity of
around 98% and high porosity of 73%, mechanical strength, and the structural chemical
composition were also maintained. NCB production was achieved under all six conditions, but
the results demonstrated the potential of culture media from pure jabuticaba and pitanga pulp.
Thus, this study points to an innovative approach to producing NCB from native Brazilian
fruits, without adding other complex components to the media, guaranteeing a high yield and
low cost.

Keywords: Bacterial cellulose; culture medium; Myrtaceae; Komagateibacter xylinus.
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1 INTRODUCAO

A celulose (CsHi100s) € o polimero mais abundante na Terra, considerado um produto
de alta relevancia no mercado mundial (GUPTA et al., 2019). Esse polimero pode ser
encontrado na parede celular de plantas, algas, fungos e bactérias (GUPTA et al., 2019;
RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015). A celulose vegetal ¢ a mais utilizada como
matéria prima em diferentes industrias, entretanto apesar de ser renovavel, apresenta
desvantagens, pela geracdo de efluentes prejudiciais ao meio ambiente, a partir de processos
quimicos de purificagdo (URAKI; KODA, 2015).

Diante desse cenario, a nanocelulose bacteriana (NCB) produzida por bactérias, se
apresenta como alternativa promissora. A NCB ¢ mais comumente sintetizada pela espécie
Komagataeibacter xylinus devido sua maior capacidade de producdo de NCB a partir de
diversas fontes de carbono e nitrogénio (GARCIA-SANCHEZ et al., 2020; KUROSUMI et al.,
2009; SRIKANDACE et al., 2022). As propriedades fisico-quimicas da NCB sao superiores a
celulose vegetal, tais como alta pureza (PARK; JUNG; KHAN, 2009), alto grau de
cristalinidade (SAMUEL; ADEFUSIKA, 2019), alta polimerizacdo (OKAJIMA; MATSUDA;
KAMIDE, 1991), forca de tensdo (FENG et al., 2015), elevada capacidade de retengdo de 4gua
(REBELO et al., 2018), biodegradabilidade e biocompatibilidade (TORRES; COMMEAUX;
TRONCOSO, 2012). As suas caracteristicas despertaram o interesse de varias indistrias, como
a biomedicina (WAHID et al., 2021a), engenharia de tecidos (BOUHLOULI et al., 2021),
alimentos (JAMSHEERA; PRADEEP, 2021), téxtil (PROVIN et al., 2021b), cosméticos
(MARTINS et al., 2021; ULLAH; SANTOS; KHAN, 2016), eletronicos (PENG et al., 2016),
papel (CAMPANO et al., 2018) entre outros.

A NCB apresenta inlimeras vantagens, mas o seu elevado custo do meio de fermentacao
que corresponde a quase 30% do custo total de produgdo, tem limitado as suas aplicacdes
industriais (ABOL-FOTOUH et al., 2020; JOZALA et al., 2016). O meio padrao utilizado para
producao de NCB ¢ o meio complexo Hestrin Schramm (HS), composto por glicose, extrato de
levedura, peptona, fosfato dissodico e acido citrico, (HESTRIN SCHRAMM, 1954). Contudo,
os componentes como o extrato de levedura e peptona elevam o custo do meio
(MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI, 2015). Nesse sentido, muitos estudos t€ém focado
em fontes alternativas de meio de cultura para produ¢do de NCB, com o intuito de reduzir o
custo de producao e/ou aumentar o rendimento da nanocelulose, e/ou reaproveitar residuos
agricolas e agroindustriais (SPEROTTO et al., 2021). Diferentes fontes nutritivas ja foram

avaliadas para a sintese de NCB, tais como: casca de café (RANI; APPAIAH, 2013), melago
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de cana de agucar (TYAGI; SURESH, 2016), extratos de agua quente de madeira (KIZILTAS;
KIZILTAS; GARDNER, 2015), suco de fruta (KUROSUMI, 2009), hidrolisado 4cido de palha
de arroz, hidrolisado acido de espiga de milho, suco de tomate, melago de cana e polpa de
laranja (KUMAR et al., 2019), efluentes da destilaria (JAHAN; KUMAR; SAXENA, 2018),
residuos de tabaco (YE et al., 2019), palha de trigo (CHEN et al., 2013), residuos agro residuos
de abacaxi (ALGAR et al., 2015), residuos téxteis a base de algoddo (HONG et al., 2012),
residuos de levedura de cerveja (LIN et al., 2014), casca de arroz (GOELZER et al., 2009) entre
outros. As alteracdes do meio de cultura implicam em alteragcdes das propriedades fisico-
quimicas da NCB, custo, rendimento e aplicagdes, com isso ainda € uma abordagem que precisa
ser explorada.

Uma alternativa inovadora na producao de NCB sdo os meios de cultura a partir de
frutas, pois o seu alto conteudo de aguicares e compostos bioativos podem ser aproveitados para
a sintese da NCB (CALDERON-TOLEDO et al., 2021; MINISTERIO DA SAUDE, 2002). No
Brasil temos as frutas da familia Myrtaceae que apresentam grande potencial econdmico, sendo
muitas de suas espécies utilizadas na alimentagdo, como a pitanga (Eugenia uniflora), araga
(Psidium cattleianum) ¢ jabuticaba (Plinia sp.) (MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Essas frutas
apresentam inimeros compostos bioativos, alto potencial antioxidante, aproveitavel fonte de
carbono, porém, a sua perecibilidade limita o seu uso comercial in natura.

Nesse sentido, uma abordagem inovadora foi proposta neste estudo, de avaliar
potenciais modificagdes do meio de cultivo a base de polpa de frutas da familia Myrtacea para
sintese de NCB com um novo valor agregado. Além de valorizar as frutas nativas, a producao
de biomateriais de NCB com o potencial das frutas incorporado, pode ser uma alternativa

atrativa no desenvolvimento de novos produtos.
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2  OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Produzir nanocelulose bacteriana (NCB) com baixo custo de produgao e valor agregado

a partir de um novo meio de cultivo com polpa de frutas nativas brasileiras.

2.2 Objetivos especificos

e Testar variagdes do meio Hestrin-Schramm (HS) a partir das polpas de frutas de
pitanga (Eugenia uniflora), araga (Psidium cattleianum) e jabuticaba (Plinia sp);

e Caracterizar os meios de polpa de frutas e HS quanto ao carbono e nitrogénio total,
pH e antioxidantes;

e Produzir e caracterizar as membranas de NCB a partir do meio tradicional HS, HS
modificado com meios de polpa jabuticaba, pitanga e araca e polpa pura de frutas,
para avaliar a influéncia do meio na produgao;

e Avaliar o custo de produg¢dao de meio HS, HS modificado e meio de polpa pura de

jabuticaba, pitanga e araga;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Nanocelulose Bacteriana

A celulose ¢ um homopolimero linear, composto por mondmeros de glicose unidos por
ligagdes B-1,4 glicosidicas (FONTANA et al., 2017). As cadeias lineares, possuem elevado
niumero de grupos hidroxila, que permitem ligacdes de hidrogénio intramoleculares e
intermoleculares desses grupos, formando assim, fibras de celulose (Figura 1.a) (FONTANA
etal.,2017; GUPTA et al., 2019). A Figura 1.b mostra a estrutura quimica de uma unidade de
celobiose, que ¢ a jun¢ao de dois monomeros de glicose. A celulose pode se encontrar inserida
na parede celular de plantas verdes, algumas algas, fungos, e pode ser produzida por algumas
bactérias acéticas (GULLO et al., 2018; GUPTA et al., 2019). A celulose produzida por
bactérias também ¢ chamada de nanocelulose bacteriana (NCB), por apresentar fibras de carater
nanométrico que se diferencia das fibras da celulose vegetal que sdo micrométricas (DONINI

et al., 2010).

Figura 1- a) Estrutura quimica da molécula de celulose, as linhas pontilhadas esquematizam as possiveis
ligacdes de hidrogénio b) Unidade de celobiose

Fonte: Adaptado de Festucci-Buselli; Otoni; Josh (2007); Biomaterials ez al., (2019)

A producdao de NCB foi descrita pela primeira vez por Brown, em 1886. Brown
observou a formacdo de uma pelicula gelatinosa translucida, na superficie do caldo de
fermenta¢do do vinagre. Ao analisar a pelicula descobriu que era composta de celulose. Os

testes de cultivos junto com a observagdo microscopica, revelou a bactéria produtora de
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celulose, que a designou como Bacterium xylinum (BROWN, 1886). Em 1954, depois de
intensos estudos experimentais, Hestrin & Schramm conseguiram determinar as condigdes e
parametros de cultivo, que os levou a formular um meio de cultura complexo utilizado
atualmente, como Hestrin Schramm (HS) (HESTRIN; SCHRAMM, 1954).

A NCB na microbiologia ¢ comumente chamada de biofilme, isso porque o crescimento
microbiano ocorre na superficie. O biofilme se forma pela organizacao de células bacterianas
que se aderem a uma superficie e sao envoltas por uma matriz de polimeros, que sao secretados
pelas mesmas bactérias. A formagdo de biofilme pelas bactérias, tem sido visto como
mecanismo de defesa, pois gera resisténcia a forcas fisicas, retarda a penetracdo de moléculas
toxicas e permite que as células permanegam em um nicho favoravel (MADIGAN et al., 2016).

A NCB também ¢ produzida por varias espécies bacterianas, nos géneros:
Achromobacter, Alcaligenes, Acetobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter,
Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella e Sarcina (DEINEMA; ZEVENHUIZEN,
1971; RAGHAVENDRAN; ASARE; ROY, 2020). As bactérias Agrobacterium tumefaciens,
produzem fibrilas de celulose com a fun¢ao de se ligar e depois infectar células vegetais. Esse
mesmo mecanismo também tem sido observado em bactérias do género Rhizobium (LAUS;
BRUSSEL; KIJNE, 2005; MATTHYSSE, 1983). As bactérias Sarcina ventriculi produzem
também celulose com o objetivo de unir fortemente as células em grandes pacotes (CANALE-
PAROLA; WOLFE, 1964).

A bactéria K. xylinus ¢ uma das espécies mais comumente estudadas na produgdo de
NCB, por apresentar maior capacidade de producao a partir de diversas fontes de carbono e
nitrogénio em meio de cultivo liquido (GARCIA-SANCHEZ et al., 2020; KUROSUMI et al.,
2009; SRIKANDACE et al., 2022). Esta bactéria 4cido acética inicialmente chamada por
Brown como Bacterium xylinum, foi nomeada para Acetobacter xylinum, depois
Gluconacetobacter xylinus e atualmente ¢ conhecida como Komagataeibacter xylinus
(FONTANA et al., 2017). Segundo a base filogenética, esta bactéria ¢ classificada no género
Komagataeibacter, fazendo parte de um dos 29 géneros da familia Acetobacteraceae, ordem
Rhodospirillales, classe de o -Proteobactérias e Filo Proteobactérias (EUZEBY, 1997).

Segundo as caracteristicas morfologicas, K. xylinus ¢ um bacilo gram-negativo que
pode medir 0,5-0,8 x 1,0-3,0 um. Assim também, de acordo com a fisiologia, se caracteriza
por ser um microrganismo nao patogénico, ndo movel e ndo fotossintético; aerdbio estrito que
realiza oxidagdo incompleta de diversos agucares e alcoois (YAMADA et al., 2012). Este
microrganismo pode ser encontrado em frutos e vegetais em processo de decomposi¢ao

(ALEMAM, 2020; RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015).
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3.1.1 Caracteristicas e propriedades da NCB

A NCB possui caracteristicas e propriedades fisico-quimicas unicas, como alta pureza,
alta cristalinidade, alta capacidade de retencdo de agua, alta polimerizac¢ao, biodegradavel,
biocompativel, moldéavel, entre outras. Diante dessas propriedades, a NCB tem-se tornado de
interesse em diferentes areas (PARTE ef al., 2020). A Figura 2 apresenta um resumo sobre a

descri¢do das propriedades da NCB.

Figura 2 - Descri¢ao das propriedades funcionais da NCB

Pureza
Livre de lignina,
hemicelulose e pectina

Moldavel
Pode ser
produzida em
qualquer forma e
tamanho.

Cristalinidade
Alta grau de
cristalinidade

Biocompativel Iﬁ}lrga mecinica
Compativel com ta resisténcia
tecido bioldgico EROPRIEDADES a tragdo, ligeira
DA NCB e durdvel
Polimerizacao Biodegradavel
Alto grau de Biomaterial
polimerizacdo reciclavel e

renovivel

Capacidade de retenc¢io
de dgua
Alta capacidade de
retencio de dgua

Fonte: Park; Jung; Khan (2009)

A pureza da NCB ¢ uma das propriedades mais notaveis, ja que as bactérias produzem
celulose pura, sem lignina e hemicelulose. Sendo assim, a purificagio da NCB ¢ simples,
consistindo na retirada das células bacterianas que se encontram aderidas ao biomaterial entre
outras impurezas, através de uma purificagdo alcalina suave, seguida de uma autoclavagem
(CHAWLA et al., 2009). Por outro lado, a celulose vegetal necessita de um tratamento quimico
ou fisico para obten¢do da celulose pura que se encontra entrelagada com as moléculas de
lignina e hemicelulose (Figura 3). Esse processo acaba gerando residuos que sdo prejudiciais

ao meio ambiente (PANDEY; KIM, 2011; TORGET; KIM; LEE, 2000; ZENG; HIMMEL,;
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DING, 2017). A NCB também apresenta alto grau de polimeriza¢do (agrupamento de
monodmeros de glicose), podendo chegar a formar cadeias entre 16.000 a 20.000 monomeros de
glicose, dependendo do tipo de cepa bacteriana, ¢ das condigdes de cultivo e aditivos. Ja a
celulose vegetal forma cadeias em torno de 13.000 a 14.000 mondmeros de glicose (EL-SAIED;

BASTA; GOBRAN, 2004; WATANABE et al., 1998).

Figura 3 - Desconstrucio da matriz de celulose, hemicelulose e lignina por pré-tratamento
Lignina
L~

— Hemicelulose

Fonte: Adaptado de Oyegoke; Tongshuwar; Oguche (2022)

A cristalinidade (regides com alto ordem de miofibrilas) da NCB, ¢ outra das
caracteristicas atraentes, ja que possui entre 84-89% de cristalinidade (CZAJA;
ROMANOVICZ; BROWN, 2004), sendo superior a celulose vegetal com aproximadamente
40-60% de grau de cristalinidade (KAMARUDDIN; DIRPAN; BASTIAN, 2021). De acordo
com a cristalinidade, existem varios tipos de celulose. Na celulose nativa, existem dois tipos:
celulose I (cadeias de glucano paralelas umas com as outras) e celulose II (cadeias de glucano
antiparalelas) (DIOTALLEVI, 2007). A celulose I ¢ a mais comumente produzida pelos
organismos, e dentro desta existem dois polimorfos: celulose la (triciclico, encontrado em algas
e bactérias) e celulose If (monociclico, encontrado na parede celular de plantas) (SAMUEL,;
ADEFUSIKA, 2019). Existe também a celulose I1I, que ¢ produzida por meio de tratamento
quimico a partir da celulose I ou II. Ja a celulose IV, ¢ obtida através de procedimento térmico.
Finalmente, a celulose tipo II também pode ser obtida por tratamentos fisico-quimicos, quando
a celulose 1 ¢ tratada com NaOH (NAOMI; IDRUS; FAUZI, 2020). A cristalinidade ¢
considerada um dos fatores mais importantes ao analisar um biomaterial, pois tem influéncia
direta nas propriedades mecanicas. Com isso, as propriedades mecanicas como o médulo de
Young e a resisténcia a tracao podem variar de acordo com a cepa e meio de cultura (DUARTE

etal.,2019; SUN et al., 2022).
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A NCB ¢ insoluvel em 4gua e na maioria dos solventes organicos, uma vez que 0s
grupos hidroxilas geram ligacdes intramoleculares e intermoleculares responsaveis pela
estabilidade e rigidez das cadeias (WATANABE ef al., 1998). Apesar de ser insoltivel a NCB
¢ altamente hidrofilica devido a grande quantidade de hidroxilas e sua porosidade,
caracterizando esse biomaterial com alta capacidade de absorcao de dgua que pode chegar até
aproximadamente 99% (PARK; JUNG; KHAN, 2009; REBELO et al., 2018). A
biocompatibilidade da NCB ¢ proporcional a sua capacidade para absorver agua, visto que
auxilia no crescimento e proliferagdo celular em tecidos bioldgicos (NAOMI; IDRUS; FAUZI,
2020).

3.1.2 Aplicagdes da NCB

As propriedades fisico-quimicas unicas da NCB, tem incentivado a sua ampla aplicagio
e estudo em diferentes areas como a biomedicina, alimentos, cosméticos, eletronicos, téxtil,
engenharia de tecidos, papel, ambiental, entre outras (Figura 7). Atualmente, varias dessas

industrias j& t€ém produtos no mercado utilizando NCB como matéria-prima.

Figura 4 - Aplicacdo na NCB na biomedicina, alimentos, téxtil, eletronicos cosméticos e engenharia de
tecido

Scaffolds, para Engenharia de
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tecido.
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biativas.
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Fonte: Autoria propria (2022)
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A NCB ¢ um potencial candidato para aplicagdo no campo biomédico, devido a sua
biocompatibilidade, resisténcia mecanica, alta capacidade de absorc¢ao de agua, cristalinidade e
versatilidade de producdo (WAHID et al., 2021b). Com base nessas caracteristicas, esse
biomaterial funcionalizado junto com outras moléculas, proporciona grande potencial como
curativo para feridas (WAHID et al., 2021a), queimaduras (SAJJAD et al., 2020); lesdes por
pressdo (HODEL et al, 2022), feridas diabéticas (SILVA et al., 2021) entre outras. No Brasil
ja existem produtos no mercado a base de NCB, como a Membracel® da empresa
Vuelopharma, que consiste em um curativo que pode substituir temporariamente a pele
(VUELOPHARMA, 2022). A NCB também ¢ utilizada como um mecanismo de liberacao
controlada de medicamentos, uma vez que a NCB pode carregar antimicrobianos (SHAO et al.,
2016) e antinflamatorios (SILVA et al, 2014).

Em paralelo, outra area onde a NCB estd sendo aplicada ¢ na engenharia de tecidos. A
NCB esta sendo empregada na produgdo de scaffolds, devido suas propriedades, tais como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, porosidade e caracteristicas
mecanicas que favorecem a proliferagdo e diferencia¢do de células de tecidos (BOUHLOULI
et al., 2021; KHAN et al., 2015). Sendo assim, a partir da NCB estdo sendo desenvolvidos
scaffolds para regeneracdo Ossea de cartilagem (GEA ef al., 2018); nanocompositos de
NCB/queratina para uso na engenharia de tecidos da pele (KESKIN; URKMEZ; HAMES,
2017); desenvolvimento de estroma corneano (HAN et al., 2020); Bio-Scaffold de NCB para
terapia de reepitelizagdo (TORGBO; SUKYAI, 2018); e hibridizagdo de heparina e NCB como
suporte para engenharia de tecidos vasculares (WAN et al., 2011).

A NCB na industria de alimentos ¢ considerada uma fibra alimentar, e a Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA reconhece como biomaterial seguro (AZEREDO et al., 2019).
A industria de alimentos se interessa pela NCB pelas suas propriedades de retencdo de agua,
suspensdo, espessamento, emulsificacdo e estabilidade (JAMSHEERA; PRADEEP, 2021). No
mercado existe um produto em forma de cubicos translicidos e gelatinosos altamente
consumido nas Filipinas como sobremesa, a base de NCB, chamado de Nata-de-coco. E
produzido a partir de um indculo bacteriano cultivado em dgua de coco, carboidratos e fonte de
nitrogénio (PIADOZO, 2016). Com o objetivo de melhorar a dieta nutricional, a NCB esta
sendo incorporada nos alimentos como um substituto de gorduras (AZEREDO et al., 2019).
Essa substituigdo imita a funcionalidade da gordura que tém papéis importantes nas
propriedades fisicas, reologicas e de textura em alguns alimentos. Com isso, a NCB esta

substituindo a gordura em carnes e sorvetes (AZEREDO et al., 2019; XAVIER; RAMANA,
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2021). Além disso, a NCB esté4 sendo utilizada como matriz para imobilizar probiodticos, com o
objetivo de proteger os microrganismos de sucos gastricos e garantir a chegada ao local
(FIJALKOWSKI ef al., 2016). A sua porosidade permite a impregnagdo de outras moléculas,
isso tem chamado a atencdo para a produciao de embalagens bioativas que tem o potencial de
melhorar a qualidade e a seguranca dos alimentos (AMORIM et al., 2022; ZAHAN et al.,
2020).

A aplicabilidade da NCB em cosméticos tem sido explorada como material de suporte
para mascaras faciais, para tratar pele seca devido a sua alta capacidade de hidratar, baixa
toxicidade e facilidade de incorporar outros compostos. Bilgi et al. (2021) em seus estudos
adicionaram moléculas antioxidantes como um suplemento para proteger a pele dos efeitos
prejudiciais das espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais livres (FR) (BILGI et al., 2021;
ULLAH; SANTOS; KHAN, 2016). Também ¢ utilizado como agente estruturante em
formulagdes como esfoliante (HASAN; BIAK; KAMARUDIN, 2012); e lentes de contato
(LEVINSON; GLONEK, 2010). A maioria dos cosméticos surfactantes utilizados em
formulagdes de produtos podem ser irritantes cutaneos, dependendo da concentracao e natureza
quimica. Em vista disso se exploram surfactantes ou espessantes mais suaves ou naturais
(MARTINS et al., 2021; ULLAH; SANTOS; KHAN, 2016).

A biodegradabilidade da NCB e suas caracteristicas mais sustentaveis, estdo chamando
atencdo da industria da moda (PROVIN et al., 2021a). No mercado existem empresas como a
Nanollose Ltda que produz fibras de viscose-rayon a partir de NCB, com o objetivo de substituir
a celulose vegetal (NANOLLOSE, 2022). H4 uma grande quantidade de residuos nocivos que
sdo formados em todas as etapas de fabrica¢do, como também alto consumo de agua, energia e
descarte inadequado dos residuos (PROVIN et al., 2021). Em vista disso, a industria téxtil
procura alternativas em matéria prima como a NCB para fabricagao de vestudrio, calgados e
acessorios (FERNANDES et al., 2019).

As fibras de celulose que formam a membrana de NCB tém inimeros grupos hidroxila
ativos, que permitem a incorpora¢do de nanoparticulas inorganicas e poliméricas (HU et al.,
2014). A funcionalizagdo da NCB com nanoparticulas pode levar a formagao de
nanocompdsitos poliméricos eletricamente condutivos. Além da NCB se apresentar como um
biomaterial condutivo, a sustentabilidade e biocompatibilidade com o meio ambiente,
estimulam o estudo dentro da industria de eletronicos (PODDAR; DIKSHIT, 2021). Para a
produgdo desses nanocompositos eletricamente condutivos, diversas nanoparticulas sdo

impregnadas na NCB como; polipirrol e sulfeto de niquel (PENG et al., 2016), polianilina e
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nanotubos de carbono (REBELO et al., 2019), iodeto de cobre (LI et al., 2021), diéxido de
titanio (BRANDES et al., 2016); e nanoplacas de grafite esfoliadas (KIZILTAS et al., 2016).

As propriedades mecanicas e alta pureza da NCB também tém despertado o interesse na
industria do papel, para apoiar a alternativa de papel reciclado. As propriedades do papel
reciclado sdo afetadas negativamente no processo de hornificagdo, sendo necessario agentes de
reforco como a NCB nas fibras de papel para melhorar a qualidade (BLANCO; MIRANDA;
MONTE, 2013).

3.1.3 Biossinteses da NCB

Existem varias espécies de microrganismos capazes de produzir celulose, mas a K.
xylinus ¢ considerada o microrganismo modelo para qualquer estudo de producdo da NCB
(DONINI et al., 2010). A NCB produzido pelas bactérias, funciona como mecanismo de defesa,
atua como barreira protetora frente a radiagdo ultravioleta, aumenta a capacidade de colonizar
substratos, ¢ permite a alta captacdo de agua para evitar desidratagdo do substrato. Assim a
membranas de NCB mantem-se em uma interface ar/liquido. Onde as bactérias em estado
planctonico (meio liquido) vdo para a superficie em busca de oxigénio necessario para o
crescimento celular. As bactérias também podem ficar aderidas a membranas (estado séssil)
(DONINI et al., 2010; DUARTE et al., 2019).

Em geral, os microrganismos que fazem parte do género Komagataeibacter conseguem
produzir o biomaterial de NCB a partir de varias fontes de carbono como: glicose, frutose,
manitol e glicerol (FONTANA et al., 2017; JACEK et al., 2019). Como também a partir de
dissacarideos, como a sacarose, maltose, entre outros. Porém, para os microrganismos
utilizarem estas fontes, ¢ necessario que essas moléculas sejam inicialmente hidrolisadas em
monossacarideos (JACEK et al., 2019).

A biossintese da NCB ¢ um processo que envolve varias etapas reguladas, em que ha
participacdo de complexos de proteinas cataliticas e reguladoras (PARK; JUNG; KHAN, 2009).
Assim, a producdo de NCB pode ser obtida a partir de duas vertentes. Fontes internas; via
gliconeogénese, convertendo o oxalacetato em piruvato pela acdo da enzima piruvato
carboxilase, seguido pela transformagdo de piruvato em fosfoenolpiruvato com agdo da enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (LUSTRI ez al., 2015). No caso das fontes externas, estas sao
transportadas ao citoplasma da célula e seguidamente quatro enzimas atuam nesta via:
glucoquinase (fosforila o C6 da glicose e produz glicose-6-fosfato); fosfoglicomutase (catalisa

a isomerizacao de glicose-6-fosfato a glicose-1-fosfato); UDPG (Uridine diphosphate glucose)
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pirofosforilasa (sintetiza UDP-glicose e celulose sintase CS) que produz a celulose a partir de
UDP-glicose (JACEK et al., 2019). A Figura 4 apresenta um resumo da via bioquimica de
producao de NCB a partir de glicose.

Figura 5 - Sinteses da NCB a partir de glicose

Celulose Glicoze Pared celular
Celulose Sintase (CS) Iiembrana citoplasmatica
UDP Glicose Citoplasma
A
D Glucoquinase Acido Fosfogluconico —
pirofosforilase
Fosfoglucomutase Y

Glicose-1-fosfato -——— Glicose-6-fosfate  —s Via da hexose monofosfato

Isomerase I l

Frutose e e Fitoia 6 atan —_— - Glicosc—?I;—fosfato
Frutose-1-fosfato — @  Frutose-1,6-fosfato Ciclo TCA o

Fonte: Adaptado de Lin ez al., (2013); Souza (2014)

Na ultima etapa da sintese da membrana de NCB, o complexo enzimatico celulase
sintase (CS) localizado ao longo da membrana externa das bactérias, € responsavel por catalisar
a reacao de polimerizagdo das moléculas de glicose. O complexo enzimatico ocupa-se de forma
as cadeias de 1,4-B-glicano, que por um processo de sequéncia hierarquica se formarao fibras
entrelacadas (DONINI et al., 2010). A membrana de NCB vai se formando a partir de
subfibrilas de 1,5 nm, logo sdo montadas em nanofibrilas de 2 a 4 nm de largura, compostas
por 10 a 250 cadeias poliméricas simples. As cadeias podem chegar a medir de 1 a 9 nm de
comprimento, equivalente a 2000 até 18.000 - 20.000 unidades de glicose organizadas em

nanofitas de 40—60 nm (Figura 5) (CACICEDO et al., 2016).
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Figura 6 - Representacio esquemaitica da sintese e configuraciio de nanofita de membrana de NCB

Nanofibrila de 2-4 nm Nanofita de celulose 40-60 nm

v v
= =

Subfibrila 1.5 nm —— |

Cs
Komagataeibacter bacterium

Membrana celular

Fonte: Adaptado de Cacicedo et al., (2016)

Durante a biossintese da NCB, as fibras de celulose podem sofrer modificacdes pela
incorporagao de aditivos ao meio de cultura, com o intuito de alterar as propriedades fisico-
quimicas do biomaterial. Esta técnica ¢ chamada de in situ, permitindo a modificacdo da NCB
para formar estruturas com qualidades adicionais. Nesse método € necessario o processo de
purificacdo da NCB, que geralmente ¢ realizado através de tratamentos alcalinos aliados a altas
temperaturas, no qual pode levar a uma perda de atividade antioxidante de interesse. Os aditivos
podem modificar a conformagdo das cadeias de celulose e gerar novas interagdes sejam:
eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio e van der Waals (CAZON; VAZQUEZ, 2021). Alguns
exemplos de aditivos ja utilizados para modificacdo da NCB sdo o grafeno (DHAR; ETULA;
BANKAR, 2019); gelatina (CHEN et al., 2014); coldgeno e moléculas bioativas
(FERNANDES et al., 2020); goma xantana (GAO et al., 2020); poli vinil dlcool (PVA) (GEA
et al., 2010); carboximetilcelulose (CMC) (DE LIMA FONTES et al., 2018); nanoparticulas de
prata (MARIA et al., 2010); polianilina (SHI et al., 2012); fluoreto de sédio (SUN et al., 2020),
entre outros.

Por outro lado, a técnica de modificacao ex sifu consiste em adicionar na NCB outros
materiais apos a sua biossintese e purificagio (DUARTE e al., 2019; GORGIEVA; TRCEK,
2019). Alguns dos compostos que podem ser incorporados na NCB com esta estratégia de
modificacdo sdo: aloe vera (UL-ISLAM et al., 2021); 6xido de celulose e cobre (ANWAR et
al., 2020); acido hialurénico e sericina de seda (WANG et al., 2020); sulfadiazina de prata
(ARIS et al., 2019); poli(3,4-etilenodioxitiofeno)-poli(estireno sulfonato) (KHAN et al., 2015);
pos-bidticos de bactérias lacticas (YORDSHAHI et al., 2020) entre outros. Contudo, o tamanho
e a natureza da molécula podem ser um obstaculo associado ao método de modificacdo ex sifu.

J& que materiais hidrofobicos ndo sdo capazes de serem combinados com a NCB, e moléculas
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maiores podem ndo entrar nos poros. Além de que, aquelas que passarem podem ser distribuidos
heterogeneamente pela matriz da NCB, em casos de arranjo estrutural ndo uniforme das fibrilas.
A Figura 6 mostra uma representacao esquematica das estratégias de incorporagdo de aditivos

em membranas de NCB por técnicas in situ € ex situ.

Figura 7 - Representacio esquematica das estratégias de modificacio do
biomaterial de NCB A) In situ B) Ex situ

Meio de cultivo Meio de cultivo com NCB produzida e
aditivo modificada

B Biofilme de NCB

Biofilme de NCB
modificada

Fonte: Autoria proépria (2022)

3.1.4 Condigdes de cultivo

Para obtencdo de NCB existem dois mecanismos de cultivo, o estatico e o agitado. A
selecdo do método de producao vai depender da aplicacdo da NCB, pois a morfologia e
propriedades resultantes sdo diferentes em qualquer desses dois mecanismos de cultivo
(WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019). A produgdo de NCB pelo método estatico ¢ cléassica, e
baseia-se no cultivo em que ndo hd movimento durante o tempo de incubagdo.
Consequentemente, se obtém a formagdo uniforme da membrana de NCB na interface
ar/liquido. Essa técnica de cultivo ¢ a mais utilizada para producdo de NCB em escala

laboratorial (ISLAM et al., 2017). Este processo de cultivo comeca com o consumo de oxigénio

pelas bactérias em suspensdo, que tem como finalidade aumentar a populagdo. Além disso,
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nesta etapa ocorre pequena formacdo de membrana de NCB na fase liquida, onde as bactérias
ficam aderidas e continuam liberando extracelularmente as nanofibrilas de NCB (DUARTE et
al., 2019). Outro método de cultivo ¢ o agitado, aparecendo como estratégia para melhorar o
fornecimento de oxigénio para as bactérias no tempo de cultivo e, consequentemente, aumentar
o rendimento (WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019). A técnica de cultivo agitado gera variagdes
irregulares na morfologia da NCB, pois podem ser formadas suspensdes fibrosas como esferas
e pellets (LAZARINI et al., 2022). Porém, isso vai depender da velocidade de rotagao, volume
de in6culo e tempo de fermentagdo (ZAHAN; PA’E; MUHAMAD, 2016).

O rendimento da NCB e a produtividade das bactérias, podem ser afetadas pela
composicdo do meio de fermentacdo: fonte de carbono e nitrogénio, assim como outros
parametros de produgao como: pH, temperatura e teor de oxigénio (LEE et al., 2014). Segundo
Chawla et al. (2009), na composi¢do do meio de fermentacdo a glicose tem sido usada como
fonte principal de carbono para produgdo de NCB. Com o intuito de baratear o custo de
producdo, hd anos vem sendo estudadas outras fontes de carbono assim como,
monossacarideos, dissacarideos, polissacarideos, alcoois, acido organicos entre outros
(JONAS; FARAH, 1998; MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI, 2015; SINGH et al.,
2016).

Outro componente principal no meio de cultivo para produ¢ao de NCB, ¢ o nitrogénio,
sendo que uma célula bacteriana ¢ constituida por aproximadamente 13%. Este elemento se
encontra presente em proteinas celulares, assim como também em 4cidos nucleicos
(MADIGAN et al, 2016). As fontes de nitrogénio mais usadas para producao da NCB sdo a
peptona e extrato de levedura (HESTRIN; SCHRAMM, 1954).

Dentre os parametros de produ¢do da NCB, o pH ¢ uma condicao valiosa, sendo a faixa
Otima para a bactéria produtora K. xylinus de 4-7 ou mais acido (JONAS; FARAH, 1998). No
entanto, o pH 6timo varia de acordo com a fonte de carbono, assim como também o método de
produ¢do. Em cultivo estitico o pH do cultivo pode diminuir devido ao metabolismo
respiratorio da K. xylinus, isso ocorre pela oxidacdo do etanol a 4cido acético e conversdo de
glicose em acido gluconico (LUSTRI et al., 2015). A temperatura ¢ outro parametro que tem
um papel importante que pode afetar tanto o crescimento quanto a produgdo da NCB, assim, a
faixa de cultivo de K. xylinus ¢ de 25°C - 30°C (JONAS; FARAH, 1998). O cultivo de K.
xylinus a uma temperatura abaixo 5°C pode gerar rigidez na membrana e levar a inadequagao
no transporte de nutrientes, ¢ acima de 40°C pode se desnaturar um ou mais componentes

essenciais da célula (MADIGAN et al., 2016; ZAHAN et al., 2015).
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Para a sintese e secrec¢ao da celulose € necessario condigdes aerdbicas (LIN ez al., 2013).
A tensdo de oxigénio ¢ outro dos parametros importantes para producdo de NCB, ja que tensao
de oxigénio superior a 15% pode interferir na produ¢do de NCB. Isso, porque concentragdes
altas de oxigénio aumentam da quantidade de CO> que por sua vez reduz o pH de meio. O
oxigénio ¢ indispensavel para o metabolismo da bactéria K. xylinus, mas a alta tensdo de
oxigénio pode levar ao processo oxidativo da rota metabolica, prejudicando assim a produgdo
da membrana de NCB (PINEDA; MESA; RIASCOS, 2012).

Por outro lado, estudos tém focado na adicdo de aditivos para o meio de fermentagao,
com o objetivo de melhorar a produtividade e as propriedades fisico-quimicas das membranas
de NCB. Alguns dos aditivos utilizados podem ser: agar, carboximetilcelulose (CMC), celulose
microcristalina e alginato de sodio (CHENG; CATCHMARK; DEMIRCI, 2009); acidos
organicos (LU et al., 2015); alcool (YUNOKI; OSADA; KONO, 2004). E com a finalidade de
diminuir o acido gluconico no meio de cultivo para aumentar o rendimento ja foi adicionado

lignosulfonato (KESHK; SAMESHIMA, 2006).

3.1.5 Meio de cultura para produgdo de NCB

Em geral, os microrganismos apresentam exigéncias diferentes, quanto aos tipos de
nutrientes, assim como também a quantidade (MADIGAN et al., 2016). Portanto, alguns
nutrientes sao nomeados de macronutrientes como: Carbono (C), Oxigénio (O), Nitrogénio (N),
Hidrogénio (H), Fosforo (P), Enxofre (S), uma vez que sdo necessarios em grandes quantidades.
Dentro desses macronutrientes tem-se o C, um dos elementos mais importantes para o
crescimento microbiano, e estd presente em trés classes principais de nutrientes orgénicos:
carboidratos, lipidios e proteinas (CHAN, 2003). Uma célula microbiana também precisa de N,
pois uma célula ¢ constituida por uma alta porcentagem de nitrogénio, o0 mesmo ¢ encontrado
em proteinas e acidos nucléicos (MADIGAN et al., 2016).

Na nutrigdo microbiana também sdo necessdrios os micronutrientes, corresponde a
elementos que os microrganismos requerem em quantidades menores, mas que proporcionam
fungdes importantes como: Boro (B), Cobalto (Co), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Molibdénio
(Mo), Niquel (Ni), Selénio (Se), Calcio (Ca) (CHAN, 2003). Assim sendo, esses
micronutrientes nos microrganismos podem estar presentes em enzimas, ou podem atuar como
ativadores de enzima e cofatores. Além disso, os microrganismos também precisam de

compostos organicos como os fatores de crescimento (BEVERLY; GUIRARD, 1958).
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O meio de cultivo contém varios componentes que auxiliam no crescimento, suporte e
sobrevivéncia dos microrganismos (ARORA, 2013). Os meios de cultivo sdo formulados de
acordo com as condi¢des que 0s microrganismos se encontram no meio ambiente (BRIDSON;
BRECKER, 1970). Desta forma, os meios de cultivo podem ser categorizados de acordo com
a sua composicdo e aplicacdo. Os meios de cultura chamados de definidos tém composi¢ao
quimica exata de compostos organicos e inorganicos (ARORA, 2013; DOLT; BOUGHTON,
1908; SZITA et al., 2003).

Ja os meios complexos, também conhecido como indefinidos, podem conter produtos
de origem microbiana, animal ou vegetal, como: proteina do leite, carne (extrato de carne), soja
(caldo triptico de soja), células de leveduras (extrato de leveduras), entre outros
(ABBASILIASI et al., 2011; MADIGAN et al., 2016; ROCHIN-MEDINA et al., 2018).

O meio complexo tradicional para producdo de NCB ¢ o Hestrin Schramm (HS).
(HESTRIN; SCHRAMM, 1954). Porém, nos ultimos anos tem sido relatado diferentes meios
de cultivo alternativos para produ¢do de NCB, através do uso de subprodutos ou residuos
agricolas para substituir componentes do meio HS (URBINA et al., 2021). Pode-se também
utilizar meios quimicamente definidos (HEO; SON, 2002). Como também, meio com limitagao
estrita de nutrientes a partir de diferentes fontes de carbono e nitrogénio, chamados de meio

minimo definido (DE SOUZA et al., 2019).

3.2 Residuos ou subprodutos para produciao de NCB

Existe uma crescente exploracdo de meios alternativos para a produgdo de NCB. Como
residuos ou subprodutos liberados pela industria ou do campo agricola (na forma de liquidos,
solidos ou lamas), que podem substituir componentes do meio tradicional HS (HUSSAIN et
al., 2019; URBINA et al., 2021). O emprego desses residuos ou subprodutos como matérias-
primas, ¢ uma acao ecologicamente correta, pois ajuda a melhorar o gerenciamento dos residuos
do descarte inadequado das industrias, que pode levar a problemas de acumulacdo e polui¢ao
(URBINA et al., 2021). Assim nos ultimos anos, tem aumentado a formulacao de meios de
cultura a partir de residuos ou subprodutos para produ¢ao de NCB, onde se concentram na
modificacdo da fonte de carbono e nitrogénio do meio complexo Hestrin-Schramm (HS)
(SPEROTTO et al., 2021). O Quadro 1 apresenta um levantamento de trabalhos dos ultimo dez
anos, onde foi realizada a modificacido do meio complexo (HS), utilizando subprodutos

industriais ou residuos agricolas para bactérias produtoras de nanocelulose.
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Quadro 1 - Meios de cultura complexos modificados utilizando subprodutos e residuos agricolas por
bactérias produtoras de NCB

. Método de Rendimento A s
Cepas bacterianas Fonte de carbono produgiio NCB (g /L) Referéncias
. Cultura agitada a S Jung et al.
Acetobacter sp. V6 Glicerol 30° C por 7 dias 498 g (2010)
Gluconacetobacter Extrato de casca de cereja Cultura estatica a 6.24 oPS Rani et al.
hansenii UAC09 de café 27° C por 14 dias SR (2011)
Gluconacetobacter . Cultura agitada a 29 s Al-Abdallah e
xylinus ATCC 700178 Palhas de trigo ° C por 7 dias 10.6 8™ Dahman (2013)
Gluconacetobacter Cultura estatica a 30 S Cakar et al.
xylinus FCO1 Melago ° C por 6 dias 0.57g (2014)
Gluconacetobacter (amseci);:sdi\l/?st%eirg:s arl)l;):cr:;is . Cultura estatica a 30 5.9.60.2 ofS Jozala et al.
xylinus ATCC 53582 ’ L ° C por 4 dias ’ -8 (2015)
magas)
Agua residual da fermentacio
Gluconacetobacter  lipidica (contendo hidrolisado de Cultura estatica a 28 0.66 oS Huang et al.
xylinus CHOO1 acido de carolo de milho € 5,5%  ° C por 10 dias P8 (2016)
de agucares antes da fermentacao)
Acetobacter xylinum Residuos liquidos de sagu Cultura estatica a b Yanti et al
: 4,12g ™ 2017
LKN6 30°C por 14 dias ’ (2017)
Gluconacetobacter Agua de Coco; Agua de polpa
hansenii e citrica Cultura estaticaa 30 8,42 g™ Cao et al.
Gluconacetobacter ° C por 7 dias 9,91 g™ (2018)
xylinum
Gluconacetobacter . Cultura estatica a 28 s Salari et al.
wlinus PTCC 1734 Melaco de beterraba sacarina 7o o 0y gin 43608 (2019)
Gluconacetobacter Soro de queiio Cultura estatica a 28 3.55 o PS Salari et al.
xylinus PTCC 1734 quey ° C por 14 dias =28 (2019)
Acetobacter xylinum . Cultura estatica a 30 s Wu et al.
ATCC 23767 Glicerol bruto ° C por 15 dias 2.07¢ (2019)
Komasatacibacter Estaticamente Canale-Parola
& Melago de cana tratado incubadono escuro  3,9g™  eral. (2020)
saccharivorans MD1 o .
a 28 ° C por 7 dias
Gluconacetobacter Melaco de soia Cultura estatica a 30 10 o PS Souza et al.
xylinus ATCC 53582 ¢ ) ° C por 7 dias & (2020)
Komagataeibacter Soro de queijo e xarope de Cultura estatica a NM @ Jiﬁ;ﬁd:thc; /
xylinus PTCC 1734 tamaras 28°C por 10 dias (2020) ’

Nota: PSpeso seco, "Upeso umido e *NM (niio mencionado).
Fonte: Adaptado de Sperotto et al., (2020)

Nas ultimas décadas, a industria sucroalcooleira teve um grande crescimento, e

simultaneamente, houve um aumento nas pesquisas de formulagao de meios de cultivo a partir
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dos seus residuos e subprodutos (WOICIECHOWSKI, 2013). Um dos residuos desta industria
¢ o melaco, que consiste em um liquido viscoso e escuro, obtido como efluente ao final da
preparagao do agucar por cristalizagao repetida (VEANA et al., 2014). O melago ¢ constituido
geralmente por sacarose (30% - 40%), acucares redutores (4%-12%) e proteina bruta 2,5% -
4,5% (SYRUPS, 2003). Da calda na destilagao da fermentagao do alcool a partir da cana-de-
acucar, ¢ produzida a vinhaca, que se caracteriza por ser rica em matéria organica (DA SILVA;
GRIEBELER; BORGES, 2007). Finalmente, o bagaco de cana, que consiste em um residuo
fibroso produzido apos a prensagem do caule para extracdo do caldo de cana. Este residuo
contém aproximadamente 50% celuloses, 25% hemicelulose e 25% lignina
(WOICIECHOWSKI, 2013).

A partir da soja, ¢ gerado um xarope viscoso de cor marrom chamado de melago, que €
produzido a partir da soja desengordurada pela extragdo do alcool. Este subproduto contém
principalmente carboidratos, proteinas e lipidios (RAKITA et al., 2021). O refinamento do
acuUcar a partir da beterraba, também ¢ gerado um residuo chamado de melago, que consiste em
um xarope espesso com aproximadamente 50% de agticar (GURU et al., 2017).

O glicerol ¢ outro dos subprodutos estudados como meio de cultivo em bactérias
produtoras de NCB. Este residuo ¢ gerado a partir da producdo de biodiesel, especificamente,
na etapa de transesterificacdo, que consiste em uma reacdo quimica entre gordura de origem
animal ou vegetal e alcool, na presenca de um catalisador (LEONETI; ARAGAO-LEONETI;
DE OLIVEIRA, 2012). Devido a sua ocorréncia na natureza, muitos microrganismos podem
utilizar o glicerol como unica fonte de carbono (DA SILVA; MACK; CONTIERO, 2009).

Outra industria que se mantém em crescimento constante, ¢ a industria de laticinios e
produz grandes quantidades de soro de leite. Por ser um forte efluente organico, se procuram
alternativas para aproveitar esse residuo (ZANDONA; BLAZIC; JAMBRAK, 2021). O soro de
leite ¢ produzido durante a produgdo de queijos, € € a por¢do aquosa gerada no periodo de
coagulacdo da caseina do leite. O soro de leite ¢ fonte de lactose, proteinas soluveis, lipidios e
sais minerais e vem sendo fortemente estudado para produgdo de NCB (MARTINI, 2016;
KUMAR et al., 2021).

3.2.1 Residuos de frutas para producdo de NCB
Os residuos de frutas sdo fonte alternativa como meio de cultivo para microrganismos.

Podem ser definidos como as partes nao comestiveis, gerados nas etapas da cadeia de

abastecimento alimentar, desde sua producao agricola, manuseio pds colheita, armazenamento



32

e fases do consumo (PLAZZOTTA; MANZOCCO; NICOLI, 2017). O material restante das
frutas ao longo da cadeia alimentar podem ser: cascas, pele, polpa, restos de polpa, carogo com
sementes e caule (FIERASCU et al., 2020). Entretanto, o descarte inadequado e a falta de gestao
desses residuos, pode gerar problemas ambientais, pois 85% desses residuos sdo matéria
organica (EDWIGES et al., 2018).

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores de frutas no ranking mundial e
essa geracao de residuos pode ser um problema (FAOSTAT, 2022). Segundo Santos et al.
(2020), 36% da producao mundial de frutas no mundo ¢ de origem brasileira. Nos tltimos anos
com o objetivo de explorar e valorizar esses residuos, estudos descrevem que esses residuos sao
fonte de carbono, principios ativos e enzimas (FIERASCU et al., 2020; OKINO-DELGADO;
PRADO; FLEURI, 2018; SANTOS et al., 2020). Desta forma, polpas e residuos de diferentes
espécies de frutas tem sido explorado, para formulacdes de meio de cultivo para produgdo de

NCB (Quadro 2).

Quadro 2 - Meios de cultura a partir de residuos e polpas de frutas pré-tratadas para producio de NCB

. Pré- A .
Bactérias Fonte de carbono Referéncia
tratamentos

Residuos de frutas

Saccharomyces spp., Zygosaccharomyce Extrato da folha de banana Fisico FIALLOS-CARDENAS
spp., Brettanomyces Bruxellensis spp, etal., (2021)
Komagataeibacter spp,

Komagataeibacter xylinus DSM 651 Bagago de uva branca e Fisicoe  OGRIZEK et al., (2021)

vermelha térmico
Acetobacter xylinum CGMCC 1.2378 Casca de coco Quimico LIU; WANG; SUN et al.,
(2021)
Komagataeibacter.hansenii GA2016 Cascas de frutas (melao, Quimico GUZEL; AKPINAR
kiwifruit, maga, roma) (2020)

Komagataeibacter sucrofermentants DSM Residuos de casca de Quimicoe TSOUKO et al., (2020)
15973 laranja enzimatico

Komagataeibacter nataicola TISTR 2661 Casca de maracuja e casca Enzimatico MOUKAMNERD et al.,

de banana (2020)
Polpa de frutas
Extratos de manga CALDERON-TOLEDO

Komagataeibacter sp. SU12 - et al., (2021)

Gluconacetobacter xylinus ATCC 53582 Suco de caju - SOUZA et al., (2020)
Gluconacetobacter hansenii fo . ... CAO; LU; YANG (2018)
.. Polpa citricas Enzimatica
Gluconacetobacter hansenii
Gluconobacter xylinum CCM 3611T Suco de maga BANDYOPADHYAY;

SAHA; SAHA (2018)

Fonte: Autoria prépria (2022)
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Entretanto tem-se uma desvantagem dos residuos de frutas e outros residuos soélidos
serem utilizados como meio de cultivo. Primeiro em relacao a composicao quimica, visto que,
esse tipo de residuos contém celulose, lignina e hemicelulose. Assim, essas moléculas
complexas, precisam ser tratadas para que os microorganismos possam aproveitar as fontes de
carbono ou nitrogénio (FAN et al., 2016; PATSIOS et al, 2016).

Os pré-tratamentos utilizados podem ser métodos fisicos (microondas, alta pressao,
ultra sbnica, etc.); quimicos (acido, alcali, etc.) e enzimaticos (LACA; LACA; DIiAZ, 2019).
No tratamento quimico para decomposi¢do da celulose ou lignina, sdo utilizados reagentes
alcalinos ou 4cidos. No entanto, s30 processos onerosos, minuciosos, € geram alguns compostos
poluentes (BRODEUR et al., 2011; NI et al., 2013). Para os tratamentos que utilizam métodos
quimicos ou fisicos, ¢ necessario o uso de reagentes e equipamentos de alto custo, e ha um alto
consumo de energia (AFTAB et al., 2016). Ja as enzimas, aparecem como alternativa ecologica
para serem utilizadas como método de pré-tratamento, porém, a produgao industrial de enzimas
¢ significativamente cara, consequentemente, o produto no mercado também sera (MERCK,
2022). Neste contexto, a utilizagdo de matérias primas a partir de residuos so6lidos como meio
alternativo para produ¢do de NCB, ainda precisa ser estudado.

As polpas de frutas também sdo utilizadas como meios de cultura para producdo de
NCB, a maioria dos estudos formulam os extratos de fruta para substituir um dos componentes
do meio HS, como a fonte de carbono (glicose), ou as fontes de nitrogénio (extrato de levedura
e peptona) (BANDYOPADHYAY; SAHA; SAHA, 2018; CALDERON-TOLEDO et al., 2022;
CAO; LU; YANG, 2018; SOUZA et al., 2020).

3.3 Fruta da familia Myrtaceae como meio de cultivo para producao de NCB

Na regido Sul do Brasil se concentra grande parte do bioma da Mata Atlantica (Floresta
Ombroéfila Mista, Floresta Ombrofila Aberta; Floresta Estacional Semidecidual; e Floresta
Estacional Decidual) e pampa. Além de pequenos nucleos do Bioma Cerrado no Estado do
Parana. O Bioma da Mata Atlantica apresenta uma area de 390.869,13 km2 na Regido Sul, por
sua vez, 98% do Estado do Parana esta coberto desse bioma (CORADIN; SIMININSKI; REIS,
2011). A Mata Atlantica ¢ abragada por uma enorme quantidade de espécies vegetais, € o
endemismo € bastante alto, tanto na Mata Atlantica (50%), como também no Cerrado (35%)
(CORADIN; SIMININSKI; REIS, 2011). Entre as espécies vegetais que fazem parte desses
Biomas temos a familia Myrtaceae (CORADIN; SIMININSKI; REIS, 2011; SIMPSON, 2010).
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A familia das Myrtaceae apresenta 121 géneros e entre 3800 a 5800 espécies
(STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011). Esta familia tem alto potencial economico,
pois as frutas como a goiaba de nome cientifico Psidium guajava, ¢ uma das frutas mais
consumidas no mundo e possui alto valor nutricional (TAKEDA et al, 2022). Os produtos no
mercado a partir da goiaba podem ser transformados em suco, néctar, polpa, geléia, fatias em
calda, barra de frutas ou produtos desidratados, além de ser utilizado como aditivo para outros
sucos ou polpas de frutas (KADAM; KAUSHIK; KUMAR, 2012). Outra fruta desta familia ¢
a pitanga da espécie Eugenia uniflora. Esta fruta é consumida pelos brasileiros, na forma in
natura ou processada como sucos, refrescos, geleias, doces, assim como também em bebidas,

o famoso "licor ou conhaque de pitanga" (MINISTERIO DA SAUDE, 2002). A jabuticaba
(Plinia sp), outra fruteira nativa desta familia também ¢ utilizada para doces, geleias, licor ou

vinho, assim também o araga (Psidium cattleianum (MINISTERIO DA SAUDE, 2002). O
perfume caracteristico da jabuticaba, quanto da pitanga, tem chamado ateng¢do de algumas
linhas de produtos cosméticos, para serem utilizados como perfumes, 6leos, cremes entre outras
(NATURA, 2022).

Porém, a maioria das frutas da familia Myrtaceae apresenta alta perecibilidade, sendo
1sso uma limitagdo para explorar o seu uso comercial. Varias frutas desta familia apresentam
caracteristicas interessantes quanto a transformagao de produtos, assim como também fontes e

compostos bioativos (Tabela 1) (MINISTERIO DA SAUDE, 2002; PEREIRA et al., 2021).

Tabela 1 - Analise quimica em g/100g* das frutas jabuticaba, pitanga e araca

Anaélise quimica em g/100g*

Jabuticaba (Plinia sp)
Energia Ptn Lip Carb Fibra Calcio  Foésforo VitBl  VitB2  Niacina  VitC

Ferro (m
kea) (@ (@ (2 (9 (mg  (mg) ™) (mg)  (mg) (mg (mg
43 1,0 0,1 10,8 0,30 13,00 14,00 1,90 0,06 0,16 2,40 12,0

Pitanga (Eugenia uniflora)
Energia Ptn Lip Carb Fibra Calcio  Fésforo  Retinol VitBl  VitB2 Niacina VitC

(kcal) (g) (@ (@ (2 (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
33 03 02 9,8 1,80 19,0 20,0 210,0 0,03 0,06 0,30 14,0

Araca (Psidium cattleianum)
Energia Ptn Lip Carb Fibra Calcio  Fosforo  Retinol VitB1  VitB2  Niacina  VitC
(kea) (@) (@ (8 (»  (mg) (mg) (mg) (mg)  (mg) (mg) (mg)
62 1,5 0,6 143 520 48,00 33,00 48,00 0,06 0,04 1,30 326

Fonte: Adaptado de Ministério da Satde (2002)
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Com base na Tabela 2, a jabuticaba (Plinia sp), pitanga (Eugenia uniflora) e araga
(Psidium cattleianum), contém boa fonte de carbono e varios compostos organicos, necessarios
em inumeras reagdes metabolicas dos microrganismos (BEVERLY; GUIRARD, 1958). As
vitaminas sdo compostas organicos que se classificam de acordo com a solubilidade em
gordura, como a vitamina A (retinol e carotenoides). J4 as vitaminas soluveis em agua sdo:
vitamina C (&cido ascorbico), vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina B3
(niacina) (BLANC, 2019). Segundo Keshk (2014), a vitamina C aumenta a produtividade de
NCB, e isso pode estar associado a diminui¢do do acido gluconico (afeta a produgdo de NCB),
que ¢ formado no meio durante a fermentacdo (KESH, 2014). A suplementagdo do meio de
cultivo com vitamina C, pode resultar em uma membrana de NCB com porosidade aprimorada
e maior elasticidade (CIELECKA et al., 2021).

As frutas da familia Myrtaceae apresentam propriedades quimicas interessantes para
serem utilizadas como meio de cultivo para a biossintese de NCB, tanto pela fonte carbono
como pelos compostos bioativos que elas possuem, além da valorizagdo das frutas nativas. A
possibilidade de usar essas frutas como meio alternativo para produg¢ao de NCB pode ser uma
abordagem inovadora. A partir do método in situ ¢ possivel avaliar as frutas como um meio de
cultura para producao de NCB, porém devido ao processo de purificagdo ap6s a sua produgao
pode inviabilizar o poder antioxidante. Além disso, partes das frutas contém compostos
fenolicos que ndo permitem o crescimento bacteriano e tornaria o método in situ invidvel.
Nesse sentido torna-se necessario o estudo em questdo para avaliar o potencial do

desenvolvimento de novos biomateriais a base de NCB com frutas nativas brasileiras.

3.4 Patentes de producio NCB com meio de cultivo a partir de frutas

Para a busca de patentes em relacdo a produ¢ao de NCB a partir de residuo ou polpas
de frutas se utilizaram a seguintes palavras chaves (“bacterial cellulose” and “fruits”; “bacterial
nanocellulose” and “fruits”; “biocellulose” and “fruits”; “microbial cellulose” and “fruits™) e
(“bacterial cellulose” and “fermentation”). Para a busca se utilizaram duas bases de patentes:

LENS (https://www.lens.org/) e Google Patents. O Quadro 3 apresenta um levantamento das

patentes encontradas nessas bases.

Google Patents, ¢ um sistema de busca de patentes do Google. J4 o LENS possui dados
provenientes do Escritorio Europeu de Patentes, do Escritério Americano de Patentes, do
Escritério Australiano de Patentes e dos documentos relacionados ao Tratado de Cooperacao

em termos de Patentes da WIPO (PIRES; RIBEIRO; QUINTELLA, 2020). As patentes
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selecionadas se encontram em diferentes estados legais. As patentes em estado legal ativos, sdo
patentes em que o ultimo evento legal ndo esta relacionado com a retirada ou caducidade. J4 as
patentes pendentes sdo aquelas que a patente de invencao ainda nao foi concedida, mas o pedido
estd em fase de arquivamento ou pré-concessdo. Finalmente as patentes interrompidas, sdao
aquelas que o pedido foi rejeitado, recusado ou retirado, mas pode ser reativado (LENS.ORG,
2022). Das buscas realizadas nao foi encontrado nenhum registro de patente que considere a

producao de NCB a partir de frutas nativas brasileiras como a pitanga, jabuticaba ou araga.

Quadro 3 - Levantamento de patentes sobre producio de NCB a partir de frutas encontradas nas bases de
patentes Lens.org e Google patentes

N° , Estado A e
de Patente Requerentes Titulo Fruta legal Referéncia
Lens.org

Method for preparing  Rotten fruit, apples,
CN Univ bacterial cellulose by pears, peaches, Int d YANG; WANG|
102392062 A Donghua using decayed fruits as  watermelons, grapes nterromprco (2012)
raw materials and kiwi fruit.
Method for producing
CN Zhejiang Acad bacterial cellulose by . . . LU et al.,
102168056A  Agricultural Sci  taking citrus pomace as Citrus fruit bagasse Ativo (2013)
raw material
Bacterial cellulose
fermentation medium
CN 104031956 Univ Shaanxi made from apple pomace . XUECHUAN
A Science & Tech and method for producing Apple pomace Ativo etal., (2016)
bacterial cellulose by
utilizing medium
Korea Res Inst A Method for producing
KR Bioscience &  Bacterial Cellulose Using Citrus fruit iui At YONG; KON;
101816859B12 Biotechnolog,  juice extraction cake of 1trus truit juice VO YEONG (2018)
Jadam Co Ltd Citrus Fruits
CN Univ Tianin Pre}:irii?eogargteetr}ilgld . Fruit juice Pendente CHENG et al
109259216 A Science & Tech . J (2019)
cellulose/dietary fiber
UmV.’ Quanzhou Method for preparing
CN Jianneng bacterial cellulose by SHANSHAN:
Environment . .. Soap tree fruit peels Interrompida >
111893149A  p_iection Tech utilizing sEa{)lberry fruit LIQUIN (2020)
Co Ltd Shets
Juice from oranges,
pineapples,
V/VO Knowledee for Process for the Production clementines,
2022/049502 Busin gSRL of Nanocellulose peaches, apricots,  Pendente MARCO
Al USINESs plums, apples, (2022)
melons, pears and
grapes
Google patentes
South China DONGME]I;
CN University of Meth(()jd fOr firmenfted- Pineapple peel juice Ativo HUL;
1016717084 Technology producing bacteria PPe pect SHUJUAN
SCUT cellulose with pineapple (2012)
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Fruit juice: orange,
s Method producing edible grape, kl.WI’ apple,
1018((:)15\]7 65A ;?32%?2;;;1 0}1:(?25 co.lorful bacterial ce.lh.ll(.)se pif};’tg;ﬁgile’ Ativo CHEN et al.,
. with abandoned fruit juice ’ (2013)
Holdings Co.,Ltd. strawberry, redley
or pomace .,
carry, blackberry juice
and pomace
Application of mangos in HAINAN
CN HAINAN YEGUO bio-cellulose fermentation Mango juice Ativo YEGUO
102925514A FOODS CO Ltd i £oJ FOODS CO
Ltd (2016)
Application of bananas in HAINAN
CN HAINAN YEGUO bio-cellulose fermentation Banana juice Ativo YEGUO
102911982A FOODS CO LTD media FOODS CO
LTD (2016)

Fonte: Autoria propria (2022)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta de frutas nativas brasileiras do pomar da UTFPR-DV

As frutas nativas brasileiras da familia Myrtaceae, jabuticaba (Plinia sp), pitanga
(Eugenia uniflora) e araca (Psidium cattleianum), foram obtidas do pomar da Universidade
Tecnologica Federal do Parana — Campus Dois Vizinhos (Figura 8 ¢ 9). Situado ao Sudeste do
Estado de Parand, 25°42” S, longitude de 53°06” W, com altitude de cerca de 520 m, segundo

a classificagao de Koppen, Clima subtropical.

Figura 8 - Localiza¢do do pomar da UTFPR-DV

X

UTFRRE >

Dois Vizinhos®

Fonte: Google maps (2022)

Figura 9 - Frutas da familia Myrtaceae coletadas do pomar da UTFPR-DV

pitanga (Eugenia uniflora) jabuticaba (Plinia sp) araga (Pridium cattleianum)

Fonte: Autoria propria (2023)
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4.2 Processamento e armazenamento das frutas

O método de despolpacio e filtragem dos meios de polpa de fruta foram adaptados de
CALDERON-TOLEDO et al. (2021) e KHAN et al. (2021). As frutas foram despolpadas e
preparou-se o meio com 500 g de polpa de fruta em 1 L de agua destilada, seguidamente,
liquidificada (CALDERON-TOLEDO et al, 2021; KHAN et al, 2021). Apos seguiu-se para
uma centrifugacao por 15 min a 4.000 rpm. O filtrado foi passado por uma malha de 1 mm de
diametro do poro, e seguiu-se para a autoclave (CALDERON-TOLEDO et al., 2021). O meio

de cultivo a partir da polpa de fruta foi armazenado a 7°C para posterior analises (Figura 10).

Figura 10 - Representaciio esquematica do processo e armazenamento do meio de
cultivo a partir de polpa de frutas

— |
= -
500 g de Polpa
polpa de liquidificada
fruta em 1L agua
destila
=it it

Armazenamento 121°C

7°C 1mm de poro

Fonte: Autoria propria (2022)

4.3 Producao dos meios de cultura

O meio padrao utilizado para produgdo de NCB, ¢ o Hestrin Scharamm (HS), preparado
a partir de 20 g de glicose, 5,0 g de extrato de levedura, 5,0 g de peptona, 2,7 g de fosfato
disodico (Na;HPO4) e 1,15 g de 4cido citrico por litro de 4gua destilada. O meio foi esterilizado
em autoclave por 20 min a 121°C (Figura 11) (HESTRIN; SCHRAMM, 1954). Foram
realizadas diferentes modificagcdes do meio a partir da substituicdo da glicose, extrato de
levedura, peptona e/ou acido citrico pelo meio de polpa de fruta de jabuticaba, pitanga ou araga.
Além disso, testou-se o uso da polpa pura sem a adi¢do de nenhum outro componente na

producao (Quadro 4). As variagdoes dos meios realizada, foi de acordo com a literatura.
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Figura 11 - Representacio esquematica da preparac¢ao dos meios de cultura

| 4
Meio HS Autoclave
20 min 121
& Glicose @ Extrato de levedura °C
@ Acido citrico @ Fosfato dissédico
Peptona

Fonte: Autoria proépria (2022)

Quadro 4 - Meio HS, HS modificado e meio de polpa de fruta

Condigoes Meio
1 HS completo (100%)
2 Meio de polpa de fruta (100%)
3 HS completo + meio de polpa de fruta (50% v/v)

HS modificado (sem glicose) (50% v/v)

4 + meio de polpa de fruta (50% v/v)
5 HS modificado (sem extrato de levedura, sem peptona) (50% v/v)
+ meio de polpa de fruta (50% v/v)
6 HS modificado (sem acido citrico) (50% v/v) + meio de polpa de fruta (50%

v/v)
Fonte: Autoria propria (2022)

4.4 Caracterizacao dos meios de cultura

Foram realizadas analises para a caracterizacdo dos meios HS (condicao 1), e os meios
de polpa de fruta - jabuticaba, pitanga e araca (condi¢do 2). Determinou-se o carbono total e
nitrogénio total por meio do Analisador de Carbono Organico Total, pH, contetido de
compostos fenodlicos e capacidade antioxidante pelo ensaio ABTS (2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) e FRAP (poder antioxidante redutor férrico) (BENZIE;
STRAIN, 1996; RE et al., 1999; SINGLETON; ROSSI, 1965).

4.4.1 Determinagdo de Carbono Orgénico Total e Nitrogénio Total

Antes de iniciar as analises foi realizada a calibragdao do equipamento. O Analisador de

Carbono Organico Total (TOC-LCSH, Shimadzu®), foi utilizada para determinar o Carbono

Total e Nitrogenio Total do meio HS e meios de polpa jabuticaba, pitanga e araga.
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Aproximadamente 20 mL de cada meio de polpa fruta e HS foram injetadas no equipamento
para a leitura. A analise for realizada no Laboratério Multiusudrio Central de Analises — LabCA

na UTFPR — Campus Dois Vizinhos.

442 Determinagdo do pH dos meios de cultivo

Em um medidor de pH calibrado, o eletrodo de vidro foi submerso em um becker de 25
mL contendo 10 mL do meio de cultivo HS, jabuticaba, pitanga, aragd. A leitura foi registrada

uma vez que o pHmetro foi estabilizado.

4.4.3 Determinacao de antioxidantes dos meios de cultivo

A capacidade antioxidantes dos meios de cultivo HS, jabuticaba, pitanga e aracga, foram
analisados pelo ensaio ABTS [2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] (RE et
al., 1999) e FRAP (poder antioxidante redutor férrico) (BENZIE; STRAIN, 1996). Assim
também foi realizada a determinacdo de compostos fendlicos totais dos meios de jabuticaba,

pitanga, aragd e HS pelo método Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965).

4.43.1 Determinacdo dos compostos fendlicos totais

Um volume de 250 pL de cada meio de polpa de frutas ou HS, foram misturadas com
250 pL do reagente Folin-Ciocalteu (diluido em 4gua destilada, 1:1 v/v). Seguidamente, foi
adicionado 500 pL de solugdo de carbonato de sddio saturada e 4 mL de 4dgua destilada. Apos
25 min de repouso, a mistura foi centrifugada por 10 min a 3000 rpm, e a absorbancia foi lida
em espectrofotometro a 725 nm (Figura 12) (SINGLETON; ROSSI, 1965).

Solugdes de concentragdes conhecidas de acido galico com os seguintes pontos, 0,013
mg L, 0,026 mg L', 0,078 mg L', 0,130 mg L' 0,182 mg L, 0,260 mg L', foram usadas
para a curva de calibragao y = 4,819x - 0,071 (R? = 0,9869), as analises foram realizadas em

triplicata. Os resultados foram expressos em mg/L de meio.
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Figura 12 - Representacio esquematica da determinaciio de compostos fenolicos

250 pL
amostra 500 pL
\ solugdo saturada
| » -\
-
250 uL TR
4 mL
agua
destilada 1 [r—

rivfv 10 min a 3000 rpm 725 nm

Fonte: Autoria propria (2022)

4.4.3.2 Determinacdo da atividade antioxidante por reducdo do ferro (FRAP)

A andlise da atividade antioxidante por reduc¢do do ferro foi determinada conforme a
metodologia Benzie Strain (1996) modificado (BENZIE; STRAIN, 1996). Inicialmente, a
solucdo de FRAP foi preparada com a mistura das solu¢des aquosas de TPTZ [2,4,6-tris(2-
pyridyl) -s-triazine] 10 mM, cloreto de férrico 20 mM e solugao tampao de acetato de sodio 0,3
mol/L em pH 3,6 na propor¢ao 1:1:10 (v/v/v). Posteriormente, 100 pL dos meios de polpa de
fruta ou HS, junto com 300 pL de 4gua destilada, e 3 mL do reagente FRAP foram adicionadas,
e agitados por 1 minuto. Os tubos foram colocados a 30°C por 30 minutos. A absorbancia foi
medida em comparagdo com um branco a 593 nm (Figura 13).

Solugdes aquosas de concentragdes conhecidas de Fe (1) cada ponto de, 0 pmol L™, 90
pumol L', 180 pumol L, 460 umol L', 600 umol L', 900 pmol L' de FeSO4.7H,0, foram
usadas para a curva de calibragdo y = 0,0006x + 0,1455 (R?> = 0,9901), as andlises foram
realizadas em triplicata (SERPEN; GOKMEN; FOGLIANO, 2012). Os resultados foram

expressos em mmol Fe?'/L de meio.
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Figura 13 - Representaciio esquematica da determinaciio da atividade antioxidante dos meios de fruta e

HS por FRAP
Tampdo acetato BRAR -""‘ ' L.‘E. 30 min Lg 37°C
0,3M B BL
y agua
TPIZ e — = g /i g
10 mM | : e = : |

FeCl, (I1T) Pl -

20 mM ' 3mL E
FRAP 't / e

e 10 mgdé amostra 503 nm
10:1:1 (v/v/v)

Fonte: Autoria prépria criada em biorender.com (2022)

4.4.3.3 Determinacio da atividade antioxidante por reducdo do cation radical livre ABTS

A analise da atividade antioxidante através da captura do radical livre ABTS (2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) foi determinada conforme a metodologia de
Re et al. (1999) (RE et al., 1999). A solugdo de ABTS foi preparada a partir das solugdes
aquosas de ABTS 7 mM e solugdo de persulfato de potéassio (K;S,0g) 140 mM. Para isso 25
mL da solugdo estoque de ABTS e 440 uL da solucdo persulfato de potassio foram misturados
e mantidos ao abrigo por 16 horas em temperatura ambiente antes do uso. Em seguida a mistura
foi diluida em 4lcool etilico até obter uma absorbancia entre 0,750-0,800 a 734 nm, apds 6
minutos. Seguidamente, foi adicionado 30 uL. de solu¢des de meio de polpa de fruta ou HS
para 3 mL de uma solu¢do ABTS™ diluida. Foi misturada, e a absorbancia foi medida em
comparagdo com um branco a 734 nm (Figura 14).

Concentragdes conhecidas de solugdes etandlicas de Trolox de cada ponto, 100 pmol L
1,500 umol L', 1000 umol L', 1500 umol L', 2000 pmol L!, foram usados para a curva de
calibracao y =-0,0003x + 0,7368 (R2 = 0,9857), as analises foram realizadas em triplicata. Os
resultados foram expressos em mmol de ET (equivalente trolox) por litro de meio (SERPEN;

GOKMEN; FOGLIANO, 2012).
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Figura 14 - Representaciio esquematica atividade antioxidante dos meios de polpa de
fruta e HS reducio do cation radical livre ABTS

25 mL

amostra 734nm
Fonte: Autoria propria (2022)

4.5 Cultivo de microorganismos e preparacio do inéculo

A bactéria Komagataeibacter xylinum (ATCC® 53524™)_ foi utilizada neste trabalho.
Foi necessario a reativacdo da cepa que se encontrava armazenada em um estoque no ultra
freezer a -80°C. Foi realizado o descongelamento de uma aliquota de 1 mL do estoque e
colocado em um tubo com 4 mL de meio HS, sendo finalmente homogeneizado no vortex. Os
tubos foram colocados na BOD a 30°C em cultura estética por 7 dias. O cultivo reativado foi
expandido em erlenmeyer, chamado de pré-indculo. Para os experimentos os in6culos foram
produzidos a partir de pré-inoculo em uma proporcao de 10 % (v/v) com meio HS, e mantido

em BOD a 30°C por 7 dias (Figura 15).

Figura 15 - Representa¢do esquematica da reativaciio e preparacio de inéculo

D

\(% \\lmL
|
(1
\J

W

“\M" H
Estoque

—»
4 mL de Meio HS BOD 7 dias a Cultivo reativado 45 mL meio HS + BOD 7 dias a
30°C 5 mL inoculo 30°C
(10% v/v) =50

mL
Fonte: Autoria prépria (2022)
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Para a produgdo de NCB foram utilizadas placas de 6, 12 e 24 pocos para serem

utilizadas nas caracterizagdes das membranas e em Erlenmeyer de 250 mL para a produgao de

NCB em escala maior e para o célculo de rendimento foram inoculados os seguintes volumes

conforme a Tabela 2, posteriormente, incubadas em condicao estatica na BOD a 30°C por 15

dias. O tempo de incubacdo foi definido para avaliar o potencial do uso das frutas nativas

durante a fermentacdo em termos de rendimento de NCB (Figura 16).

Tabela 2 - Volumes do meio HS, HS modificado, meio de fruta e inéculo para sintese das membranas

Condicdes Meio HS, polpa de fruta e HS modificado ::;lil;n(l;ﬁs II(II(;ICE;O t(X:}‘Zﬁi)
1 HS (100%) 10 100
2 Meio de polpa de fruta (100%) 180 20 200
3 HS + meio de polpa de fruta (50% v/v) 180 20 200
4 HS (sem glicose) (50% v/v) + meio de polpa de 180 20 200
fruta (50% v/v)
s MSmomeblosmmpen (0w o
6 HS (sem acido citrico) (50% v/v) + meio de 180 20 200

polpa de fruta (50% v/v)

Fonte: Autoria propria (2022)

Figura 16 - Representacio esquematica da producio de membranas

A
Meio HS, HS modificado,

meio de frutas
+

Indéculo (10% v/v)

Fonte: Autoria prépria (2022)

BOD por 15
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4.7 Purificacao e secagem das membranas

Apos o periodo de incubagdo, as membranas produzidas, foram removidas e purificadas
em um béquer contendo solugdo de 0,1 M de hidroxido de so6dio por 24 horas a 50°C, em
condicao estatica. O objetivo da purificagdo, ¢ retirar as bactérias e residuos que se encontram
embebidos nas membranas. Apds essa etapa, as membranas passaram por periodos de lavagem
em agua destilada e mantiveram-se por 15 minutos na estufa a 50°C. Esse procedimento foi
repetido por 7 vezes, e finalmente, as membranas foram autoclavados por 20 minutos a 121°C
(Figura 17). Algumas amostras de NCB passaram pelo processo de secagem em um liofilizador
para posteriores analises. Para esse processo, as membranas foram congeladas a -20°C por 24

horas e posteriormente liofilizadas por um periodo de 24 horas.

Figura 17 - Representacido esquematica da purificacio das membranas de NCB

-
Membranas NaOH Estufa24 h Ag;olgli?}ve
de NCB UIIM 50 80 s

Fonte: Autoria prépria (2022)

4.8 Rendimento e estimativa de custo de producio de membranas de NCB

Para a determinagao do rendimento foi considerado o peso seco das membranas de NCB
que apresentaram o maior rendimento, sendo que a analise foi realizada em triplica. Para a
estimativa de custo de produ¢do de membrana de NCB foi realizado um levantamento de preco
dos componentes dos meios HS, e o preco médio do prego das frutas de jabuticaba e pitanga,
em escala laboratorial. A estimativa de custo dos meios foi relacionada a produ¢ao de NCB em

peso tmido das membranas produzidas nas seis condigdes avaliadas.

4.9 Caracterizagio fisico-quimica da NCB

A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada apenas nas condigdes 1 e 2, referente ao
meio HS tradicional (NCB-H) e aos meios com polpa pura das frutas (NCB-J, NCB-P e NCB-
A).
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4.9.1 Capacidade de reten¢do de agua (Water Holding Capacity - WHC)

A capacidade de retengao de agua (WHC) foi determinada pela imersao das membranas
NCB-H, NCB-J, NCB-P ¢ NCB-A em agua destilada, seguida da pesagem das membranas
hidratadas. Apds, as amostras foram liofilizadas para determinar o seu peso seco. Foi
considerada uma média de trés amostras (DO NASCIMENTO, 2022). O WHC foi calculado

através da seguinte equagao (1):

massa hidratada (g) — massa seca (g)

WHC = x 100 % (1)

massa hidratada (g)

4.9.2 Porosidade das membranas de NCB

A determinagao porosidade da superficie das membranas foi obtido a partir da Equagao
2. Para isso, considerou-se o peso imido Wy e peso seco W4 das membranas, densidade da
dgua d (1 g.cm™), espessura da membrana D (cm), e a area da membrana A (cm?), foi

considerada uma média de trés amostras (DING et al., 2016; DO NASCIMENTO, 2022).

Porosidade = (M) x 100% (2)

dxDxA

4.9.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Micrografias com aproximagdes 10.000x das membranas NCB-H, NCB-J, NCB-P ¢
NCB-A foram observadas no Microscopio Eletronico de Varredura (Marca Quorum, Modelo
SC7620) para avaliagdo da porosidade e da microestrutura do lado superior e inferior das
membranas. A analise foi realizada no Centro de Caracterizagdo Multiusuario em Pesquisa e
Desenvolvimento de Materiais (C2MMa) UTFPR campus Ponta Grossa. Para a andlise, cada
uma das membranas de NCB-H, NCB-J, NCB-P ¢ NCB-A foram cortadas em 3x3 cm e

recobertas por ouro.
4.9.4 Propriedades mecanicas — testes tensdo-deformagao e Modulo de Young

Para a analise da forca de tracdo das membranas de NCB, foi utilizado Texturizador (ou

texturometro) TA.XTplus/50 da Stable Micro System do Laboratério de Analises (LabAna) —
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UTFPR Campus Francisco Beltrao. Para isso, foram produzidas membranas de NCB-H, NCB-
J, NCB-P e NCB-A retangulares na dimensao de 5x1 cm, as analises foram realizadas em

duplicata.

4.9.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Para analisar qualitativamente os grupos funcionais das membranas de NCB-H, NCB-
J, NCB-P ¢ NCB foi realizada a analise dos espectros de FTIR das membranas. Para a analise
de espectroscopia de infravermelho, foi utilizado amostras secas de 1x1 cm para leitura, com
ntiimero de onda de 4000 - 400 cm™!, resolucdo de 4 cm™ e acumulagdes de 32 varreduras, com
o método de amostragem ATR (Reflectincia Total Atenuada). A analise foi realizada na Central

de Anélise — UTFPR Campus Pato Branco.

4.10 Analise dos antioxidantes nas membranas

4.10.1 Analise de atividade antioxidante pelo método QUENCHER

A capacidade antioxidante das membranas foi determinada utilizando o método
“QUENCHER” (o inglés QUick, Easy, New, CHEap and Reproducible). Esse método ¢
baseado na andlise direta de amostras s6lidas misturadas com os radicais, seguido da leitura em
espectrofotometro (GOKMEN; SERPEN; FOGLIANO, 2009). Amostras das membranas de
NCB-H, NCB-J, NCB-P ¢ NCB, foram secas ¢ moidas a 60 mesh. As reacdes foram

desenvolvidas em triplicata e os resultados foram expressos umol ET/ g de amostra seca.

4.10.1.1 Determinacio da atividade antioxidante das membranas de NCB por captura do

radical livre DPPH

A atividade antioxidante por inibi¢do do radical livre DPPH (2,2- difenil-1-picril
hidrazil) foi determinada conforme a metodologia de Blois (1958), adaptado por Brand-
Williams et al (1995) (BLOIS, 1958; BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).
Inicialmente, foi preparada uma solugdo metandlica de DPPH de concentracao de 40 mg/L com
absorbancia ajustada para 0,750 - 0,800 a 525 nm. Em seguida, 10 mg de amostra foi pesada e
transferida para tubos de centrifuga. A reacao foi iniciada pela adi¢ao de 10 mL da solugado de

DPPH e agitados vigorosamente por 1 minutos permanecendo ao abrigo de luz. Apds 30 min
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os tubos foram centrifugados a 7000 rpm por 5 minutos, ap6s a reagdo 2 mL do sobrenadante
foi transferido para uma cubeta para a leitura da absorbancia a 525 nm (Figura 18) (SERPEN;
GOKMEN; FOGLIANO, 2012).

Figura 18 - Representaciio esquematica da determinaciio de antioxidantes das membranas
por DPPH

10 mL

===
[ | ‘
— | -
= L
DPPH 10 mg 30 min 7000 rpm 525 nm
Lo mg amostra 5 min
ABS 0,796

Fonte: Autoria prépria (2022)

Solu¢des metandlicas de concentracdes conhecidas de Trolox, cada ponto foi de 30
umol/L, 90 pmol/L, 180 pumol/L, 360 umol/L, 600 umol/L, foram utilizadas para a confecg¢ao
da curva de calibragdo (y =-1255,3x + 946,46 R> = 0,9976). Para os pontos da curva, transferiu-
se para tubos de ensaio 0,1 mL da solu¢do de trolox adicionada a 9,9 mL de da solucdo de
DPPH e mantidos ao abrigo de luz por 30 minutos. Apds esse periodo 2 mL dessa mistura foi
transferido para uma cubeta para leitura da absorbancia a 525 nm (SERPEN; GOKMEN;
FOGLIANO, 2012).

4.10.1.2 Determinacdo da atividade antioxidante dos biomateriais por captura do radical livre
FRAP

Para andlise dos antioxidantes das membranas, foi utilizado a solu¢do de FRAP
preparada no item 4.3.3.1. Foi pesado 10 mg de amostras e transferida para tubos de centrifuga.
A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 10 mL da solucdo FRAP e agitados vigorosamente por 1
minutos, depois os tubos foram colocados em banho maria a 37°C por 30 minutos do inicio da
reacdo. As amostras foram centrifugadas a 7000 rpm por 5 min, ¢ 2 mL do sobrenadante foi
transferido para cubeta para a leitura da absorbancia a 593 nm (Figura 19) (SERPEN;
GOKMEN; FOGLIANO, 2012).
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Figura 19 - Representacio esquematica da determinacio de antioxidantes das membranas

por FRAP
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Fonte: Autoria proépria (2022)

Solugdes aquosas de concentracdes conhecidas de Trolox, cada ponto foi de 30 umol/L,
90 umol/L, 180 umol/L, 360 pmol/L, 600 umol/L, foram utilizadas para a confec¢do da curva
de calibragdo y = 890,72x — 46,925 R? = 0,9999. Para os pontos da curva, transferiu se para
tubos de ensaio 0,1 mL da solugdo de trolox adicionada a 9,9 mL de da solugao FRAP. Depois
os tubos foram colocados em banho maria a 37°C por 30 minutos do inicio da reacdo, 2 mL do
sobrenadante foi transferido para cubeta para a leitura da absorbancia a 593 nm (SERPEN;

GOKMEN; FOGLIANO, 2012).

4.11 Tratamento dos dados

Anadlise estatistica ANOVA de um fator (p < 0,05) foi usada para determinar as
diferencgas estatisticas da capacidade antioxidante dos meios, capacidade de retencao de dgua e
porosidade de membranas (andlises em triplicata), propriedades mecanicas e capacidade
antioxidantes de membranas de NCB-H, NCB-J, NCB-P e NCB-A (andlise em duplicata).

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando scripts R (versao 3.2.3) no RStudio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta das frutas nativas

As frutas de jabuticaba foram coletadas na primavera em outubro e dezembro em dois
estados de maturacdo: estadio IV, frutos com textura mole com pigmentos vermelhos e escuros;
estadio V, frutos totalmente maduros. As frutas pitanga foram coletadas no verdo e primavera
no estado de maturagao de acordo com a coloragdo do epicarpo, amarelo, alaranjado e vermelho
(BEZERRA et al., 2018a). Ja as frutas de araga foram coletadas no verao com uma coloragao

do epicarpo de amarelado a amarelo (BEZERRA et al., 2018D).

5.2 Producio de membranas de NCB em meio HS, HS modificado e polpa de frutas

As membranas produzidas nas seis condi¢des apresentaram os seguintes rendimentos
conforme a Tabela 5. Os meios HS, variagdes de meio HS com fruta e polpa de fruta a partir de
jabuticaba, pitanga, araca e polpa pura das frutas, mostraram capacidade para sintetizar
membranas de NCB. Os resultados apresentados referem-se a membranas produzidas em
Erlenmeyer de 250 mL com 100 mL de cada meio (Tabela 3) (Figura 20).

As membranas de NCB produzidas no meio de polpa pura jabuticaba (NCB-J) (condiga@o
2) gerou uma membrana de 37 g e 8,9 mm de espessura, o0 meio HS modificado sem acido
citrico com polpa de jabuticaba (condig@o 6) obteve uma membrana de 40 g e 0o meio com polpa
pura de pitanga (NCB-P) (condi¢do 2), a membrana apresentou um peso de 38,10 ge 9 mm de
espessura. Essas condi¢gdes apresentaram valores de rendimento consideraveis comparado a
membrana produzida no meio HS completo (NCB-H) com 40,3 g de peso timido € 9,27 mm de
espessura.

Os resultados evidenciam um potencial do uso de polpa pura de jabuticaba e pitanga
para producdo de NCB, uma vez que a condi¢do 2 ndo ha adi¢do de nenhum componente
quimico do meio HS na composi¢do. Por outro lado, as membranas de NCB produzidas a partir
de araca (NCB-A) nao resultaram em um bom rendimento de producdo com peso de 2,42 g e
espessura de 0,52 mm. A Figura 21 mostras a vista frontal das membranas de NCB produzidas
em meio HS (NCB-H), polpa pura de jabuticaba (NCB-J), polpa pura de pitanga (NCB-P) e
polpa pura de araca (NCB-A).
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Tabela 3 - Peso imido e espessura da membrana de NCB produzidas em

NCB-H NCB-J NCB-P NCB-A

Condigoes

Peso Espessura Peso Espessura Peso [Espessura Peso  Espessura
(@ (mm) (g (mm) (2 (mm) (2 (mm)

1 HS completo (100%) 40,30 9,27 - - - - - -

2 Meio polpa de fruta
(100%) 37,30 8,90 38,10 9,00 2,42 0,52

3 HS completo (50%) +
meio polpa de fruta 24,85 5,05 32,70 5,96 20,86 3,63
(50%)

4 HS modificado (sem
glicose) (50% v/v)
+ meio polpa de fruta
(50% v/v)

35,00 9,13 20,32 4,83 14,09 2,89

5 HS modificado (sem
extrato de levedura e
peptona) (50% v/v) + 33,55 7,39 30,18 5,50 8,89 1,71
meio polpa de fruta
(50% v/v)

6 HS modificado (sem

acido citrico) (50%

v/v) + meio polpa de
fruta (50% v/v)

40,00 9,90 22,18 5,24 17,32 2,56

Fonte: Autoria prépria (2023)

Figura 20 - Vista frontal e lateral das membranas de NCB produzidos nas seis condi¢es
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com pitanga

NCB
em HS NCB
€m meios
modificados
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Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 21 - Vista frontal e lateral das membranas de NCB-H (condicio 1)
e NCB-J, NCB-P, NCB-A (condic¢io 2)

NCB-H NCB-J NCB-P NCB-A

Fonte: Autoria propria (2023)

Trabalhos como Calderon-Toledo et al. (2021), Cao et al. (2018) e Souza et al. (2020)
focam na modificacdo do meio HS com a adicao de outras fontes de carbono, nitrogénio ou
aditivos (CALDERON-TOLEDO et al., 2021; CAO; LU; YANG 2018; SOUZA et al., 2020).
A condig¢do 2, que considerou apenas o uso da polpa pura sem nenhum componente do meio
HS foi um teste realizado nesse estudo que revelou excelentes resultados quando se tratou do
meio a partir de jabuticaba e pitanga.

A partir destes resultados a condi¢do 1 (HS completo) e condicdo 2 (polpa pura de
jabuticaba, pitanga e aracd) foi realizado a caracterizagdo quimica e capacidade antioxidante
dos meios de cultura. Além disso, seguiu-se com a caracterizagao fisico-quimica e capacidade

antioxidante das membranas produzidas nestes meios, NCB-H, NCH-J, NCB-P ¢ NCB-A.

5.3 Caracterizacio quimica e capacidade antioxidante dos meios

Os resultados da caracterizagao do meio HS, meios de polpa pura de jabuticaba, pitanga
e aragd, sao mostrados na Tabela 4. Verifica-se que o meio HS com 23,66 g/L apresentou maior
conteudo de carbono organico, seguido pelo meio de jabuticaba com 19,85 g/L, pitanga com
17,20 g/L, e finalmente o meio araga com 14,67 g/L. Por outro lado, o nitrogénio total foi mais
notavel no meio HS (0,62 g/L), seguido o meio araga (0,12 g/L) e pitanga (0,11 g/L), finalmente
o meio jabuticaba (0,09 g/L). Em rela¢do ao pH, o meio jabuticaba com 2.83 apresentou o pH

mais 4cido, seguido por meio pitanga 2.95, meio araga 3.38 e finalmente HS de 5.80.
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Tabela 4 - Caracterizaciio quimica dos meios

Meio Carbono Orgénico Nitrogénio total pH
(g/L) (g/L)

HS 23,66 0,62 5.80

Jabuticaba 19,85 0,09 2.83

Pitanga 17,20 0,11 2.95

Aracga 14,67 0,12 3.38

Fonte: Autoria proépria (2023)

A capacidade antioxidante dos meios HS e meios de polpa pura de jabutucaba, pitanga
e araga foi apresentada na Tabela 7. A capacidade antioxidante determinada pelo método Folin-
Ciocalteu revelou que ha diferenga significativa (p<0,05) do meio de polpa de jabuticaba,
pitanga e aragd comparado ao meio HS. Assim, os meios de polpa pura de jabuticaba e pitanga
com 0,32 £ 0,01 e 0,33 mg/L de meio foram estatisticamente iguais, € o meio ara¢a 0,58 + 0,02
mg/L apresentou maior atividade antioxidante. Por outro lado, o meio HS apresentou menor

capacidade antioxidante comparado a todos os meios.

Tabela S - Quantidade de compostos fenélicos dos meios jabuticaba, pitanga, araca e HS

Meio Compostos fendlicos FRAP ABTS
(mg/L) (mmol Fe**/L) (mmol ET/L)
HS 0,06 +0,01°¢ 0,88 + 0,04¢ 1,46 +0,07°
Jabuticaba 0,32 +0,01° 2,70 + 0,04¢ 0,76 £ 0,20°
Pitanga 0,33 +0,00° 3,84 +£0,07° 1,36 £ 0,02°
Araga 0,58 £ 0,022 9,81+0,07* 2,23 +0,05*

Os resultados sdo analisados como a média + desvio padrdo. Analises realizadas em triplicata. Valores de cada
coluna com letras diferentes s@o significantemente diferentes (p <0,05)

Fonte: Autoria prépria (2023)

A atividade antioxidante determinada pelo método de FRAP também mostrou diferenga
significativa (p <0,05) entre os meios de polpa pura de jabuticaba, pitanga e araga, comparado
com o meio HS. Pelo método FRAP o meio de polpa de araca com 9,10 + 0,07 mmol Fe*'/L de
meio apresentou maior capacidade antioxidante, seguido pelo meio de polpa de pitanga com
3,84 + 0,07 mmol Fe?*/L de meio, meio de polpa de jabuticaba com 2,70 + 0,04 mmol Fe*"/L
de meio, e por tltimo o meio HS com 0,88 + 0,01 mmol Fe**/L de meio.

Pelo método de ABTS para determinagao da atividade antioxidante, o meio de polpa
pura de araga com 1,46 £ 0,07 mmol ET/L de meio apresentou maior atividade antioxidante,
seguido pelo meio de polpa pura de pitanga 1,36 + 0,02 e HS 1,46 = 0,07 mmol ET/L de meio
que foram estatisticamente iguais, e 0 meio de polpa pura de jabuticaba com 0,76 + 0,20 mmol

ET/L de meio que apresentou menor capacidade antioxidante.
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Com base nestes resultados os meios com polpa de frutas apresentaram capacidade
antioxidante pelo método Folin-Ciocalteu, FRAP ¢ ABTS, apesar de todos os meios serem
submetidos a um processo de esterilizacdo em autoclave a 121 °C por 20 min. Varios
parametros como a temperatura, oxigénio, iluminagdo, pH, forma de armazenamento, podem
influenciar no processo de degradacao dos antioxidantes (LING et al., 2022).

De acordo com a caracterizacdo dos meios de polpa de frutas, jabuticaba e pitanga
mostraram maior conteido de carbono total com 19,85 g/L e 17,20 g/L, respectivamente
(Tabela 4). Com base nesses resultados pode se dizer que a fonte de carbono exerce grande
influéncia nessa bactéria, favorecendo a produgcdo de NCB. Mesmo que, o conteudo de
nitrogénio tenha sido baixo nos meios de polpa de pitanga e jabuticaba, isso ndo interferiu
significativamente na producdo de membranas de NCB. Em vista disso, a grande maioria dos
estudos encontrados na literatura focam na explora¢dao principalmente da fonte de carbono
utilizando extrato de manga (CALDERON—TOLEDO et al., 2021), casca de coco (LIU;
WANG; SUN et al., 2021) ou residuos de casca de laranja (TSOUKO et al., (2020). Wang et
al. (2018), avaliou o rendimento de NCB substituindo a glicose por acetato, frutose, glicerol,
lactose, manitol e sacarose (WANG et al., 2018). Outro estudo avaliou as fontes de carbono a
partir da industria agucareira, como o suco de cana de agucar, suco clarificado e suco de coco
para produ¢do de NCB (JAROENNONTHASIT; LAM; SUKYALI 2021).

Por outro lado, o pH dos meios de polpa de jabuticaba e pitanga mostrou maior grau de
acidez comparados ao meio HS. O pH dos meios também ndo mostrou interferéncia na
producdo de NCB. Isso pode ser devido as caracteristicas fisiologicas da bactéria
Komagateibacter xylinus, ja que ¢ uma bactéria 4acido acética que pode crescer em pH baixo
(LAVASANI et al., 2019). E importante destacar que neste estudo néo foi necessario ajustar o
pH do meio, o pH dos meios de polpa de frutas foi mantido e apresentou um bom rendimento.

Como observado, houve baixa producdo de NCB quando testado as condi¢des com
araca. A condicdo 2 referentes a polpa pura (100%) com aragd, o peso umido e espessura da
membrana foi de 2,42 g e 0,52 mm respectivamente, valores bem inferiores as outras frutas. As
outras condi¢gdes com araca substituindo apenas um dos componentes do meio HS apresentou
uma melhor produ¢ao de membranas. Contudo, no geral as membranas de NCB produzidas nas
cinco diferentes condi¢des com aragd, apresentaram uma menor producdo comparado as
mesmas condigdes do meio de jabuticaba e pitanga.

Os resultados mostram que o meio a partir de polpa de aragéd poderia estar impedindo a
sintese de NCB. Isso pode ser explicado pela atividade antimicrobiana que possuem os

compostos fendlicos. Medina et al. (2011) evidenciou em seu estudo que o extrato de aracd em
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agua tem potencial antimicrobiano em bactérias patogénicas devido a presenca de compostos
fenolicos (MEDINA et al., 2011). O maior conteudo de compostos fenolicos encontrado no
meio de polpa de fruta de araca pode ser uma hipotese para a baixa sintese de NCB. O processo
de despolpacdo em frutas de aracd foi mais dificil, j4 que apresentam muitas sementes e

acabaram fazendo parte da polpa final para a producao do meio.

5.4 Rendimento e estimativa de custo

A andlise em relagdo ao rendimento foi realizada considerando-se o peso seco das
membranas de NCB-H, NCB-J, NCB-P e NCB-A liofilizadas produzidas em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio, incubados por 15 dias (Figura 22). Assim,
de acordo como peso seco das membranas o rendimento de NCB-H foi de 5,96 g/L + 0,07,
seguida de NCB-P 4,33 g/L + 0,01, NCB-J 4,09 g/L + 0,04 ¢ NCB-A 0,29 g/L. O rendimento
de NCB-H apresentou diferenca significativa (p <0,05) frente ao rendimento de NCB-P e NCB-
J.

Figura 22 - Membrana de NCB liofilizada

Fonte: Autoria propria (2023)

O rendimento em termos de peso seco das membranas de NCB-J e NCB-P obtida nesse
estudo foi de grande relevancia comparado a estudos ja relatados na literatura. Ogrizek et al.
(2021) utilizaram extrato de bagagco de uva vermelha e branca, incubadas por 14 dias e tiveram
o méaximo rendimento a partir de extrato de bagaco de uva vermelha, substituindo a fonte de
carbono (glicose) em meio HS (1,25 = 0,09 g/L). O teste realizado apenas com o extrato de
bagaco de uva vermelha o rendimento foi inferior chegando a 0,67 + 0,09 g/L. Para o extrato
de bagago de uva branca os rendimentos também foram bem inferiores comparado as

membranas obtidas nesse estudo.
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Para producdo de NCB também sdo testados outros componentes diferentes do meio
HS, como o trabalho descrito por Souza et al. (2020) que utilizou suco de caju com melago de
soja e obteve-se um rendimento de 4,50 g/L, em 7 dias (SOUZA et al., 2020). Ja o trabalho de
Kurosumi et al. (2009) testou varias frutas, ¢ o rendimento de peso seco de membranas
produzidas em meio com laranja foi de (1,90 g/L), abacaxi (0,50 g/L), maga (0,30 g/L), pera
japonesa (0,50 g/L) e uva (0,40 g/L), em 14 dias de incubacdo (KUROSUMI et al., 2009). O
trabalho de Hungund et al. (2013) produziu membranas de NCB em suco de melao com 2,0 %
de peptona, 0,5 % extrato de levedura, 0,115% de acido citrico e obteve-se um rendimento em
peso seco de 8,08 g/L, em 14 dias (HUNGUND et al., 2013). A maioria dos trabalhos que
utilizam frutas como meio de cultura alternativo para produg¢do de NCB, s6 substituem um dos
componentes do meio HS (CALDERON—TOLEDO et al., 2021; HUNGUND et al., 2013;
SOUZA et al., 2020). Com base na literatura ndo foram relatados estudos que utilizem como
meio de cultivo apenas o uso de polpa pura de frutas nativas para obtencdo de NCB com o
rendimento obtido neste trabalho.

Para uma anélise de custos de producao de NCB em escala laboratorial fez-se uma
estimativa de valores. A Tabela 6 mostra a estimativa de custo de producao e rendimento em
peso umido de membranas de NCB em g/L. nas seis condigdes testadas. Verificou-se que
produzir membranas de NCB nos meios contendo apenas polpa pura de fruta de jabuticaba ou
pitanga (condicao 2), ou nas condicdes 3,4,5,6, ¢ mais vidvel economicamente do que produzir
no meio tradicional HS (condigdo 1).

A partir do meio polpa pura de jabuticaba ¢ possivel produzir 373 g/L de NCB-J em
peso umido e 381 g/ do meio de polpa pura de pitanga (NCB-P). Uma estimativa média de
custo desses dois meios (condigdo 2) ¢ de R$ 13,50 e 18,02. A produg@o com o meio tradicional
HS obtém-se um bom rendimento em torno de 400 g/L de peso umido de membranas NCB-H
(condicdo 1), porém o prego de produgdo estimado de um litro de meio é R$ 25,00.
Considerando-se apenas o custo de reagentes e ndo levando-se em consideragdo o custo de dgua

destilada e a preparagao.
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Tabela 6 - Estimativa de custo de producio e rendimento em peso imido de membranas de NCB/ L de
meios HS, HS modificado e meio polpa pura

(continua)
Componentes pC():sIt(Og Fornecedor Meio l?llél(siti(()) Rendimento (/1)
(RS) de origem g/L (RS) NCB-H NCB-J NCB-P RS$/L
HS 100% (condicgao 1)
Glicose 558,00 Millipore 20,00 11,16
Extrato de Sigma-
levedura 1.130,00 Aldrich 5,00 5,65
Sigma-
Peptona  1.357,00 . SEY 5,00 679 403,00 _ _ 25,01
Fosfato Sigma-
Dissodico 7% Aldrich 275 098
o e Sigma-
Acido citrico 373,00 Aldrich 1,15 0,43
Meios polpa de fruta 100% (condiciio 2)
Jabuticaba 27,00 CEAGESP 500,00 13,50 - 373,00 13,50
Pitanga 36,05 HORI:%FTRUT 500,00 18,02 - - 381,00 18,02
HS 50% + meio polpa de fruta 50 % v/v (condi¢io 3)
Glicose 558,00 Millipore 20,00 5,80
Extrato de Sigma-
levedura 1.130,00 Aldrich 2,50 2,82
Sigma-
Peptona 1.357,00 Aldrich 2,50 3,40
Fosfato Sigma- - 248,50 327,00
Dissodico 2> Aldrich 138 049
o i Sigma-
Acido citrico 373,00 Aldrich 0,58 0,21
Meiopolpa 5 o) CEAGESP 25000 6,75 19,47
jabuticaba
Melps polpa 36,05 HORTIFRUT 250,00 9.01 21,82
pitanga NET
HS modificado (sem glicose) 50% + meio polpa de fruta 50% v/v (condic¢iio 4)
Extrato de Sigma-
levedura 1.130,00 Aldrich 2,50 2,82
Sigma-
Peptona 1.357,00 Aldrich 2,50 3,40
Fosfato Sigma-
R 357,00 . 1,38 0,49
Dissodico ‘gllgrrrllzh 350,00 203,30
Acido citrico 373,00 Aldrich 0,58 0,21
Meiopolpade 3,4, CEAGESP 25000 6,75 13,67
jabuticaba
Meios polpa HORTIFRUT
de pitanga 36,05 NET 250,00 9,01 15,93
HS modificado (sem extrato de levedura e peptona) S0% + meio polpa de fruta 50% v/v (condicio 5)
Glicose 558,00 Millipore 10,00 5,58
Fosfato Sigma-
Dissodico > %0 Aldrich 1,38 049
o o Sigma-
Acido citrico 373,00 Aldrich 0,58 0,21 ) 335.50 301,80
Meiopolpade 5 CEAGESP 250,00 6,75 13,08
jabuticaba
Meio polpade 55,5 HORTIFRUT 50 ) ¢ 15,29
pitanga NET
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Tabela 6 - Estimativa de custo de producio e rendimento em peso imido de membranas de NCB/ L de
meios HS, HS modificado e meio polpa pura

(conclusao)
Componentes pC():sIt(Og Fornecedor Meio l?llél(siti(()) Rendimento (/L)
(RS) de origem g/L (RS) NCB-H NCB-J NCB-P R$/L
HS modificado (sem acido citrico) 50% + meio polpa de fruta 50% v/v (condic¢io 6)
Glicose 558,00 Millipore 10,00 5,58
Extrato de Sigma-
levedura 1.130,00 Aldrich 2,50 2,82
Sigma-
Peptona 1.357,00 Aldrich 2,50 3,40
Fosfato Sigma- 400,00 220,18
Dissodico 2% Aldrich 1,38 049
Meiopolpade 4, CEAGESP 250,00 6,75 19,04
jabuticaba
Melq polpa de 36,05 HORTIFRUT 250,00 9.01 21,30
pitanga NET

Fonte: Autoria propria (2023)

Por outro lado, o0 meio HS modificado (sem acido citrico) 50% (v/v) + meio polpa de
jabuticaba 50% (v/v) (condicdo 6), resultou em membranas de NCB com bom rendimento 400
g/L, porém apenas o acido citrico foi retirado do meio, resultando em um meio de cultura com
uma estimativa de custo de R$ 19,04. As membranas de NCB no meio HS 50% + meio polpa
de jabuticaba 50% (v/v) (condi¢do 3) apresentou um rendimento de 248,50 g/L, com uma
estimativa de custo de R$ 19,47. Ja as membranas produzidas na condigdo 4 e condigdo 5
mostraram um rendimento de 350 g/L e 335,50 g/L e um custo de produgdo de R$ 13,67 ¢ R$
13,08, respectivamente.

Os meios a partir da pitanga com HS 50% + meio polpa de pitanga 50% (v/v) (condicao
3) apresentou um rendimento considerdvel de membranas de NCB 327 g/L, mas com uma
estimativa de custo de R$ 21,22. As membranas produzidas nos meios HS modificado (sem
glicose) 50% + meio polpa de pitanga 50% (v/v) (condi¢@o 4) e HS modificado (sem extrato de
levedura e peptona) 50% + meio polpa de pitanga 50% (v/v) (condi¢do 5), indicam uma
estimativa de custo médio de R$ 15,93 e RS 15,29, respectivamente, mas com um rendimento
de 203,30 g/L e 301,80 g/L. O meio HS modificado (sem acido citrico) 50% + meio polpa de
pitanga 50% (v/v) (condicdo 6), apresentou um rendimento de 220,18 g/L com uma estimativa
de R$ 21,30.

De maneira geral, verificou-se que a possibilidade de producao de NCB a partir do uso
da polpa pura das frutas sem a necessidade de adi¢ao de nenhum componente quimico do meio
tradicional ¢ uma excelente estratégia, em termos de custos, rendimento e potencial de

inovacao.
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5.5 Caracterizacao das membranas de NCB

5.5.1 Capacidade de retengdo de agua e porosidade

As membranas NCB-A apresentaram maior capacidade de retencdo de agua 98,96 +
0,18%. As membranas NCB-J tiveram 98,88 + 0,08 %, seguido da NCB-P de 98,86 + 0,01%.
J4 as membranas no meio tradicional HS (NCB-H) apresentaram uma capacidade de retencao
de 4gua menor, de 98,56 + 0,04% (Grafico 1). Houve uma diferenca significativa (p <0,05) da
capacidade de retencdo de 4gua em membranas de NCB-J, NCB-P e NCB-A em relacdo as
membranas NCB-H.

Grifico 1 — Capacidade de retenciio de 4gua de membranas de NCB produzidas em meio HS (NCB-H),
jabuticaba (NCB-J), pitanga (NCB-P) e araca (NCB-A)
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Fonte: Autoria proépria (2023)

Os resultados confirmam que as membranas de NCB-H, NCB-J, NCB-P ¢ NCB-A
possuem uma elevada capacidade de retengdo de agua com valores em torno de 98%. Os
resultados estdo conforme descritos no trabalho de Galdino et al. (2020) em membranas de
NCB produzidas em HS em 10 dias, mantiveram essa porcentagem de capacidade de retencao
de agua (GALDINO et al., 2020). A alta capacidade de retengdo de agua ¢ uma das
caracteristicas interessantes das membranas de NCB, proporcionado pelos grupos hidroxila
intramoleculares e intermoleculares, assim como também a porosidade (PARK; JUNG; KHAN,
2009). Essa propriedade tem permitido sua ampla aplicagdo, tanto na biomedicina (WAHID et
al., 2021a), cosméticos (BILGI et al., 2021), eletronicos (PODDAR; DIKSHIT, 2021) entre

outros.
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A capacidade de retencdo de dgua ¢ proporcional a porosidade das membranas de NCB.
Assim, as membranas de NCB-A apresentaram maior porosidade 99,41 + 2,15 %, seguida pelas
membranas NCB-J com 75,03 + 1,7%, NCB-P com 73,72 + 1,01%, e de NCB-H com 73,36 +
0,38%. Com base nesses resultados todas as membranas apresentaram alta porcentagem de
porosidade entre 73% e 99%. As membranas de NCB-A apresentaram diferenca significativa
(p <0,05) comparada as membranas de NCB-J, NCB-P e NCB-H. A alta porosidade em
membranas de NCB ¢ outra caracteristica importante, j4 que permite a incorporagdo de
moléculas que proporcionem o potencial para desenvolver novos produtos de NCB (PENG et
al., 2016). Além disso a porosidade permite o crescimento celular, o que tem chamado muito
atencdo a area de engenharia de tecidos (BOUHLOULI et al., 2021).

A porosidade das membranas de NCB pode ser afetada de acordo com os meios de
cultura, ou pela adicao de aditivos ao meio (CIELECKA et al., 2021). A espessura das
membranas também pode afetar a porosidade. Nesse estudo optou-se por uma fermentagdo de
15 dias o que resulta em membranas com uma maior espessura e consequentemente uma menor
porosidade. O objetivo aqui foi avaliar em termos de rendimento de producao visto que se
avaliou meios alternativos de producdo. Assim as membranas de NCB-A produzidas a partir do
araca apresentaram uma maior porosidade, visto que sua producao nao foi efetiva e resultou em
membranas mais finas. A alta porosidade em NCB-A pode ser explicado pela matriz
nanofibrilar, que quanto menos espessa a membrana de NCB, menor ¢ a concentracdo das
nanofibrilas (CACICEDO et al., 2016). O trabalho de Galdino et al. (2020) determinou que
quanto maior € o tempo de fermentagdo as membranas de NCB mostram-se mais espessas €

menos porosas (GALDINO et al. (2020).

5.5.2 Morfologia da superficie superior e inferior de NCB-H, NCB-J, NCB-P e NCB-A

A avalia¢do da morfologia das membranas de NCB-H, NCB-J, NCB-P e NCB-A foram
analisados com a técnica de Microscopia eletronica de varredura com ampliagdo de imagens de
10.000x (Figura 23). A analise foi realizada em membranas liofilizadas da superficie inferior e
superficie superior. As membranas de NCB sdo produzidos no meio de cultura na interface
ar/liquido, assim uma das superficies permanece em contato com ar (superficie superior), € a

outra parte permanece em contato com o meio liquido (superficie inferior) (DONINI et al.,

2010).
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Figura 23 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de ampliacio de 10.000x em
membranas de NCB-H, NCB-J, NCB-P e NCB-A
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Fonte: Autoria prépria (2023)

A visualizacao das membranas de NCB no MEV mostra a superficie superior mais densa
e a superficie inferior mais porosa (TURECK et al., 202). A superficie inferior das membranas
NCB-J e NCB-A demonstra a morfologia estruturada reticulada nanofribrilar (LIU; WANG;
SUN et al., 2021). Por outro lado, a superficie inferior de membranas de NCB produzidas a
partir da pitanga se apresenta mais densa (TURECK et al., 2021). A visualizagdo das
nanofobrilas de membranas de NCB-H e NCB-P ndo ¢ tao clara, comparada com as membranas
de NCB-A e NCB-J. A espessura das membranas produzidas nesses meios pode ter interferido
na observagao das nanofibrilas, j4 que a matriz fica mais concentrada (ZHAO et al., 2018).

As micrografias de MEV estdo de acordo com a andlise da capacidade de retengdo de
agua, porosidade e espessura. As membranas NCB-A apresentaram menor rendimento, o que
permitiu uma boa capacidade de retengao de dgua e alta porosidade. Assim também, foi possivel
visualizar na superficie inferior da membrana, com as nanofibrilas reticuladas. Ja no caso das
membranas de NCB-P observou-se um maior rendimento, boa capacidade de retencdo de agua,
mas, menor porosidade, o que se verifica nas superficies mais densas na superficie superior e

inferior do MEV.

5.5.2 Propriedades mecanicas

As membranas de NCB umidas, foram avaliadas para determinar a resisténcia a tracao.

Assim, as membranas de NCB-H apresentaram resisténcia a tragdo de 55,35 MPa, NCB-J de

50,20 MPa e NCB-P de 44,55 MPa, conforme verificado no Grafico 2. A partir da resisténcia
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a tragdo foi calculado o modulo de Young, que se refere a capacidade de um material a ser
deformado sob a aplicagdo de uma forga externa e retornar a sua forma original quando a forga
¢ removida. As membranas de NCB-H apresentaram elasticidade de 3,05 MPa, as membranas
de NCB-P 1,64 MPa ¢ membranas de NCB-J 1,09 MPa. As membranas NCB-J ¢ NCB-P nao
apresentaram diferencga significativa (p <0,05) frente a NCB-H, tanto na resisténcia mecanica
quanto na elasticidade. Os resultados obtidos mostram valores inferiores comparado com a
literatura. A forma como as membranas de NCB foram tratadas para a andlise pode ter
influenciado nos resultados. J& que as membranas produzidas no erlenmeyer foram cortadas

com bisturi no formato retangular que é o recomendavel para o teste de tensdo-deformacao.

Grifico 2 - Resisténcia mecanica de membranas de a) NCB-H b) NCB-J ¢) NCB-P
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Fonte: Autoria propria (2023)

A resisténcia mecanica e elasticidade sdo propriedades importantes da NCB, que podem
ser afetadas pelo meio de cultivo, cepa bacteriana e aditivos no meio de cultivo (CHEN et al.,
2018; SUN et al., 2022). Na area da engenheira de tecidos, ¢ importante que as membranas de
NCB sejam suficientemente resistentes e eldsticas para suportar tensdes mecanicas durante o
crescimento celular (BOUHLOULI et al., 2021). Assim também, a elasticidade e resisténcia
mecanica das membranas de NCB na area de embalagens ¢ fundamental, ja que estas

propriedades garantem a integridade estrutural e a durabilidade dos produtos (AMORIM et al.,

2022).
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5.5.3 Analise qualitativa dos grupos funcionais em membranas de NCB

No Grafico 3 estao dispostos os espectros das membranas de NCB-H, NCB-J, NCB-P e
NCB-A. As bandas caracteristicas de membrana de NCB foram encontradas em todas as
membranas NCB-H, NCB-J, NCB-P e NCB-A, descritas na Tabela 9. Estes resultados mostram
que, as ligacdes quimicas apresentadas nas membranas de NCB em todas as condigdes sdo
similares. Os meios de polpa de frutas de jabuticaba, aragé e pitanga nao interferiu na estrutura
molecular das NCB obtidas, visto que ndo apresentou nenhum pico adicional. Nao foram
encontrados na literatura espectros de FTIR de NCB obtidos a partir do uso da polpa dessas

frutas como meio de cultivo para comparagao.

Grifico 3 - Atribuicio das bandas dos espectros de FTIR de membranas de
NCB-H, NCB-J, NCB-P, NCB-A

Transmitancia (%)

I v I . I L 1 . I ¥ I
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (Cmvl)

Fonte: Autoria prépria (2023)

As principais bandas de NCB destacadas nos espectros foram, uma banda intensa na
regido 3346,4 cm™ atribuida ao estiramento (O-H) celulose I, um pico agudo em 1059,3 cm’!
e 667,3 cm’!, atribuida a ligagdes (C-O) de (C-OH) de carboidrato e vibragio fora do plano, e
nas regides 1161,1 cm™ e 1427,1 cm™ atribuidas ao estiramento assimétrico (C-O-C)

deformacao CH e ligacdes (HCH, OCH) no plano (Quadro 5).
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Quadro 5 - Atribuicdo das bandas dos espectros FTIR de membranas de NCB

Tipo de liga¢do Numero de onda cm™ em Referéncia
membranas de NCB

Ligagao (C-OH)
vibracdo for do plano
Ligacdo(C-0O) de (C-OH) de

667,3 (OH et al., 2005)
(MOVASAGHI; REHMAN;

carboidrato 1059,3 REHMAN, 2008)
Estiramento assimétrico (C-O-C) 1161,1 (KACURAKOVA et al., 2002)
deformagdo CH
Ligacdo (HCH, OCH), no plano 14271 (OH et al., 2005)
Estiramento (O-H) celulose I, 3346,4 (YAMAMOTO; HORIL; HIRAL

1996)

Fonte: Autoria propria (2023)

5.6 Capacidade antioxidante de membranas de NCB

Os resultados obtidos mostram que as membranas NCB-H, NCB-J, NCB-P ¢ NCB-A
nao apresentaram atividade antioxidante pelo método de DPPH via QUENCHER. Com o ensaio
de FRAP via QUENCHER as membranas de NCB-H, NCB-J, NCB-P e NCB-A apresentaram
uma capacidade antioxidante, porém ndo houve diferenca estatistica comparando as membranas
de NCB-J, NCB-P e NCB-A com a membrana produzida no meio tradicional (NCB-H) (Tabela
7). Ou seja, as modificagdes dos meios com polpa de fruta ndo mostraram potencial para

incorporacao de bioativos.

Tabela 7 - Capacidade antioxidante de membranas de NCB liofilizadas

Membranas de NCB FRAP DPPH
(mmol ET/g) (mmol ET/g)
NCB-H 12,65 + 1,84 -
NCB-J 17,06 + 3,15 -
NCB-P 11,91 + 0,59 -
NCB-A 13,53 £ 2,62 -

Fonte: Autoria propria (2023)

Os resultados referentes a atividade antioxidante das membranas ja eram esperados, uma
vez que a abordagem adotada nesse estudo ¢ o método in situ. Ou seja, que durante a sintese
das membranas de NCB pudesse acontecer a incorporagao dos compostos bioativos dos meios
a partir dos meios polpa de fruta. Mas, ap6s a producdo da NCB as membranas sdo submetidas
a um processo de purificagcdo/esterilizagdo. Esses tratamentos podem causar uma perda
consideravel de compostos fenolicos e diminuir a agdo antioxidante. Assim, se o objetivo ¢ a

incorporagdao de compostos fendlicos provenientes de frutas na NCB, sua modificagao pelo
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método ex situ € a mais recomendada, pois evita a perda desses compostos e de suas
propriedades.

Para estudos futuros sugere-se vincular as duas estratégias, através da abordagem in situ
aqui adotada, com a despolpagao das frutas, que garantiu excelentes rendimentos com o meio
de polpa pura. Ademais, utilizar as cascas/sementes que apresentam um alto teor de compostos
fenolicos com atividade antioxidantes além de minerais, e seguir com uma funcionalizagdo ex-
situ a partir de um extrato das cascas/sementes das frutas para obtencao de nanocelulose com
propriedades funcionais e antioxidantes. A producdo de NCB também pode ser otimizada

através de ajuste de parametros como pH e componentes do meio, além de um escalonamento.



67

6 CONCLUSAO

As frutas avaliadas nesse trabalho apresentam valor nutricional, potencial antioxidante,
porém a sua perecibilidade limita o seu uso comercial, ndo tendo um tempo habil de
prateleira. Até o presente momento, ndo ha registros do uso de polpa pura dessas frutas sem a
adicao de outro componente no meio de cultivo para producdo de NCB com o rendimento
obtido no processo. Ademais, a abordagem adotada para produzir as membranas de NCB a
partir de um meio de cultivo com polpa de frutas manteve as propriedades fisico-quimicas da
NCB, com um alto rendimento e um menor custo de producao.

Assim nesse estudo foi possivel desenvolver uma nova abordagem de processo de
producdo in situ utilizando como fonte apenas a polpa da fruta, sem cascas e sementes,
favorecendo o crescimento bacteriano e a sintese da nanocelulose bacteriana com rendimento

significativo ao meio tradicional HS.
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APENDICE A — Curvas de Calibracgao de atividade antioxidante para meio
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Compostos fenolicos
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APENDICE B — Curvas de Calibracao de atividade antioxidante para membranas de
NCB



DPPH
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