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RESUMO

A celulose é um homopolimero linear, obtido pincipalmente a partir de matéria vegetal,
largamente utilizado nas industrias dos mais diversos segmentos. Suas aplicagdes
podem ser ampliadas através das divergéncias nas propriedades fisico-quimicas e
mecanicas encontradas na celulose de origem bacteriana, como a utilizacdo para a
producdo de embalagens bioativas, que sdo materiais que podem interagir com 0s
alimentos de maneira desejavel sem provocar alteragbes nas suas propriedades
fisicas, quimicas, nutricionais e organolépticas. Mediante o exposto, este trabalho tem
como objetivo produzir e caracterizar celulose bacteriana a partir de residuos
agroindustriais utilizando a Komagataeibacter hansenii (ATCC 23769) e propor a
formulagdo de uma embalagem bioativa composta pela associacdo desse polimero
com a quitosana fungica. Para isso, a celulose bacteriana foi produzida por
Komagataeibacter hansenii em meio alternativo composto por residuos industriais
(milhocina e glicerol). A quitosana fungica foi cedida pelo grupo de pesquisa do
LaMAp, tendo sido produzida por Aspergillus niger crescido em meio de cultivo
alternativo (residuos agroindustriais vegetais). As embalagens bioativas foram
preparadas através da formulacdo de uma solugdo aquosa de carboximetilcelulose
(1%) e quitosana fungica (1%) em acido citrico a 4%. No estudo da composi¢ao dos
residuos utilizados neste trabalho pode-se constatar que a glicerina bruta (ph 9,46;
teor de cinzas 4,57 + 0,015, umidade 42,17 + 0,2; Material organica nao glicerinosa
20,5 + 0,05 e concentracdo de glicerol de 53,26 %) e a milhocina (ph 4,17; agucares
totais 115,74 e redutores 12,36 mg/ml; teor de cinzas 7,06 + 0,015, umidade 56,36 e
proteinas totais 27,63 + 0,03%) possuem potencial para utilizacdo na formulacdo de
meios de cultivo de baixo custo para producdo de celulose bacteriana, o primeiro
atuando como fonte principal de carbono e o segundo como fonte de nitrogénio e de
outros micronutrientes. Essa afirmacdo se justifica, pois, durante a producdo de
celulose bacteriana o meio de cultura alternativo proporcionou uma maior estabilidade
no pH ao longo da fermentacdo e possibilitou uma obtencdo de celulose
aproximadamente duas vezes maior no meio alternativo, quando comparado com um
meio anteriormente descrito. Através da analise da FTIR pode-se aferir que ambas as
membranas, obtidas nos diferentes meios, apresentaram bandas em 3334, 2911,
1165 cm™ e no intervalo entre 1028-1072 cm™, o que confirma a pureza da celulose
bacteriana (CB) produzida. A embalagem bioativa formulada demonstrou uma
procedibilidade satisfatéria quanto a inibicdo do crescimento dos fungos Aspergillus
niger, Rhizopus stolonifer e Citeromyces siamensis, com taxas de viabilidade celular
inferiores a 20% durante as 96 horas de incubacédo. Diante do exposto, conclui-se que
a utilizacdo de residuos (agro)industriais, como a milhocina e o glicerol, como
substratos alternativos para a obtencao de celulose bacteriana possui um potencial
promissor que influi diretamente no valor do produto final e com a preservacao do
meio ambiente, pois reutiliza materiais que outrora eram descartados na natureza.
Aléem disso a formulacdo de embalages bioativas a base de
quitosana/carboximetilcelulose demonstrou um potencial de agdo como agente de
preservagao que pode ser interessante para a industria alimenticia.

Palavras-chave: Biopolimeros, celulose bacteriana, embalagem bioativa, quimica

verde, residuos industriais.



ABSTRACT

Cellulose is a linear homopolymer, mainly obtained from vegetable matter, widely used
in industries in the most diverse segments. Its applications can be expanded through
the divergences in the physical-chemical and mechanical properties found in cellulose
of bacterial origin, such as the use for the production of bioactive packaging, which are
materials that can interact with food in a desirable manner without causing changes in
its properties physical, chemical, nutritional and organoleptic. Based on the above, this
work aims to produce and characterize bacterial cellulose from agro-industrial residues
using Komagataeibacter hansenii (ATCC 23769) and to propose the formulation of a
bioactive packaging composed by the association of this polymer with fungal chitosan.
For that, bacterial cellulose was produced by K. hansenii in an alternative medium
composed of industrial residues (corn steep liquor and glycerol). The fungal chitosan
was provided by the LaMAp research group, having been produced by Aspergillus
niger grown in an alternative culture medium (vegetable agro-industrial residues).
Bioactive packaging was prepared by formulating an aqueous solution of
carboxymethylcellulose (0.3%) and fungal chitosan (1%) in 4% citric acid. In the study
of the composition of the residues used in this work, it can be seen that the crude
glycerin (ph 9.46; ash content 4.57 £ 0.015, humidity 42.17 + 0.2; non-glycerin organic
material 20.5 = 0.05 and glycerol concentration of 53.26%) and corn steep liquor (ph
4.17; total sugars 115.74 and reducers 12.36 mg/ml; ash content 7.06 = 0.015,
moisture 56.36 and proteins totals 27.63 £ 0.03%) have potential for use in the
formulation of low-cost culture media for the production of bacterial cellulose, the first
acting as the main source of carbon and the second as a source of nitrogen and other
micronutrients. This statement is justified, because, during the production of bacterial
cellulose, the alternative culture medium provided greater stability in pH throughout the
fermentation and made it possible to obtain cellulose approximately twice as high in
the alternative medium, when compared with a previously described medium. Through
FTIR analysis, it can be verified that both membranes, obtained in different media,
showed bands at 3334, 2911, 1165 cm-1 and in the range between 1028-1072 cm-1,
which confirms the purity of bacterial cellulose (CB) produced. The formulated
bioactive packaging demonstrated satisfactory suitability as to the growth inhibition of
the fungi Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer and Citeromyces siamensis, with cell
viability rates below 20% during the 96 hours of incubation. Given the above, it is
concluded that the use of (agro)industrial residues, such as corn steep liquor and
glycerol, as alternative substrates for obtaining bacterial cellulose has a promising
potential that directly influences the value of the final product and with the preservation
of the environment, because it reuses materials that were once discarded in nature. In
addition, the formulation of bioactive packaging based on chitosan /
carboxymethylcellulose demonstrated an action potential as a preservation agent that
may be interesting for the food industry.

Keywords: Bacterial cellulose, bioactive packaging, biopolymers, industrial waste,
green chemistry.
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1 INTRODUCAO

A industria de alimentos é uma das mais importantes de transformacao, ndo sé
no Brasil, mas a nivel mundial. O crescimento populacional e o aumento da demanda
por alimentos tanto em um aspecto quantitativo, para suprir a necessidade alimentar
da populacdo, quanto qualitativo, a fim de manter parametros de qualidade e
seguranca alimentar, tém sido alvos de intensificagdo nos estudos cientificos. Tais
estudos tem o intuito de investigar e encontrar solucdes para os mais diversos
problemas, como a manutencao da qualidade nos produtos de prateleira (GUERRA,;
ROCHA, F. S.; NODARI, 2015; TIMOFIECSYK; PAWLOWSKY, 2000).

O produto alimenticio é o foco da producéo na industria de alimentos, contudo,
além deste, sdo gerados outros materiais, 0s residuos - que sao todos e quaisquer
elementos que ndo séo considerados matéria prima ou produto e € oriundo das etapas
de processamento que vao desde a colheita até o produto final (GUERRA; ROCHA,
F. S.; NODARI, 2015)

Na maioria das vezes esses materiais sdo descartados no meio ambiente sem
qualquer tratamento, o que gera impactos relacionados ndo somente a questbes
ambientais, mas também a saulde publica. Uma das solu¢cbes para contornar 0s
problemas causados pela ma administracdo desses recursos € a reutilizacdo destes
em processos através da implementacdo de um sistema que utilize uma producéo
sustentavel, fator que pode influenciar, inclusive, no aumento da lucratividade das
empresas (LANDIM et al., 2016; TIMOFIECSYK; PAWLOWSKY, 2000)

Dentre as mais diversas formas de reutilizacdo dos residuos industriais, o
processamento biotecnologico se destaca pois permite que estes subprodutos
possam ser reutilizados para a obtencdo de uma gama de produtos valiosos como
combustiveis, racées, produtos farmacéuticos ou biopolimeros — polimeros de origem
natural que possuem uma vasta possibilidade de aplicacéo, entre elas, a formulagao
de materiais que possam ser utilizados como matrizes de revestimento e conservagao
de alimentos (SINGH-NEE NIGAM; PANDEY, 2009).

Diversos mecanismos e/ou processos sao utilizados com o intuito de promover
a diminuicdo da taxa de deterioragcéo dos alimentos como a utilizacdo de embalagem,
por exemplo, que de acordo com a ANVISA (2001) trata-se do invélucro, recipiente ou

qualquer forma de acondicionamento, removivel ou ndo, destinada a cobrir,
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empacotar, envasar, proteger ou manter, especificamente ou ndo, matérias-primas ou
produtos.

As embalagens bioativas, por sua vez, sdo sistemas capazes de diminuir a
deterioracdo, seja pela acdo antimicrobiana, ou pela preservacao de caracteristicas
desejaveis por meio da interacdo entre os compostos incorporados e o alimento.
Essas embalagens apresentam em sua composicdo polimeros que sdo de origem
biologica, tratadas ou ndo com substancias que potencializem a sua atuacéo.
Entretanto, para o seu desenvolvimento, devem ser levados em consideracéo
aspectos como: natureza quimica do alimento e dos microrganismos envolvidos,
condicbes de armazenamento e distribuicdo, caracteristicas organolépticas e
toxicidade dos compostos, além das propriedades fisicas e mecéanicas dessas
embalagens (ALMEIDA et al., 2015).

A utilizagdo de compostos bioativos de origem natural, como a celulose e a
quitosana, para conservacdo de alimentos tem sido cada vez mais evidenciada
cientificamente. Pois, diferente dos compostos quimicos sintéticos, esses polimeros
podem apresentar baixa toxicidade, biodegradabilidade, acdo antioxidante e
antimicrobiana, além de caracteristicas fisicas e sensoriais que sdo de interesse
industrial (BARBOSA et al., 2015; TAVARES et al., 2017).

A celulose (CeH100s)n € um polimero natural, formado por unidades de
anidroglicose, que pode ser encontrado em plantas, algas, fungos e bactérias. A
celulose bacteriana (CB), especificamente, apresenta uma estrutura primaria similar a
da celulose vegetal (CV), porém, difere na organizacédo das cadeias e no diametro das
microfibrilas. Além disso, a CB é flexivel, atéxica, possui porosidade reduzida,
excelentes propriedades mecanicas, Opticas e sensoriais (CARRENO; CAICEDO;
MARTINEZ, 2012; DONINI et al., 2010)

Diversos microrganismos possuem a capacidade de sintetizar celulose, entre
eles, as bactérias do acido acético (AAB) se destacam, em especial a
Komagataeibacter hansenii, por ser capaz de utilizar uma variedade de fontes de
carbono para produzir CB em culturas liquidas (RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR,
2015; YAMADA et al., 2012).

Apesar das suas excelentes propriedades, em algumas aplicagbes especificas,
como na formulagéo de soluc¢des poliméricas destinadas a producdo de embalagens
bioativas, existem algumas restricdes, pois a CB apresenta alto coeficiente de

permeabilidade ao vapor d’agua, além de ndo ser macia quando seca e sua opacidade



19

pode comprometer a aparéncia do material a ser revestido (CARRENO; CAICEDO;
MARTINEZ, 2012; DONINI et al., 2010). Entretanto, esses parametros podem ser
aprimorados através de modificagcbes quimicas, ou por associacbées com outros
polimeros.

A quitosana (CeH1104N)n é um biopolimero policatibnico encontrado
naturalmente no exoesqueleto de crustaceos e insetos, rddios de moluscos e na
parede celular de alguns fungos. Dentre estas, apesar da quitosana oriunda de
crustaceos ser a mais comercializada, a quitosana fungica (QF) se destaca por
apresentar independéncia da influéncia de fatores sazonais, facilidade de produgéo
em larga escala, padronizacdo das caracteristicas fisico-quimicas do polimero,
extracdo simultdnea de quitina e quitosana, além da reducédo do tempo e custos de
producdo, pois 0 processo de extracao é simples e barato. Sua aplicabilidade como
embalagem bioativa comestivel deve-se a sua biocompatibilidade com os tecidos
vivos, nao toxicidade, biodegradabilidade, atividade antimicrobiana, antioxidante,
capacidade de formar pelicula e facilidade de associacdo com outros compostos
(BARBOSA et al., 2015; TAVARES et al., 2017).

Diante do exposto e fundamentando-se na possibilidade de que a associacao
entre a QF e a CB possa gerar um novo material que interaja de forma positiva com
os alimentos, agregando propriedades de interesse industrial, este trabalho tem como
objetivo produzir e caracterizar celulose bacteriana a partir de residuos agroindustriais
e propor a formulacdo de uma embalagem bioativa composta por celulose bacteriana

e quitosana fungica.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir e caracterizar celulose bacteriana a partir de residuos agroindustriais
utilizando a Komagataeibacter hansenii (ATCC 23769) e propor a formulagdo de uma
embalagem bioativa composta pela associacdo desse polimero com a quitosana

fungica.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar e caracterizar residuos agroindustriais com potencial para
formulacdo de meios de cultivo de baixo custo.

e Produzir, extrair e caracterizar celulose bacteriana obtida por
Komagataeibacter hansenii a partir da utilizacdo desses residuos como
substrato alternativo;

e Propor a formulagdo de uma embalagem bioativa comestivel ecossustentavel
de celulose/quitosana microbiana.

e Verificar a atividade antimicrobiana da embalagem formulada.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 A INDUSTRIA ALIMENTICIA: PRODUTIVIDADE X CRESCIMENTO
POPULACIONAL

A preocupacao mundial com o crescimento populacional (1,18% ao ano), uso
exagerado dos recursos naturais (20% a mais que a taxa de reposi¢ao) e a demanda
cada vez maior por alimentos em ordem quanti-qualitativa tem direcionado boa parte
dos estudos cientificos ao ramo da industria alimenticia. Tal direcionamento busca
solucionar os mais diversos problemas referentes ao setor, dentre estes: I) o aumento
da produtividade, para sanar a necessidade alimentar em virtude do crescimento
populacional, sem agredir o meio ambiente; II) manuseio dos residuos
(agro)industrias, a fim de diminuir os impactos ambientais causados pela méa
administracdo desses recursos; Ill) e reducdo das perdas na producdo agricola,
problema que influi diretamente no valor do produto para o consumidor final
(CARNEIRO, 2003; LEITE, B. Z.; PAWLOWSKY, 2005; LIMA, J. S. G., 2017).

Segundo a ONU (2020), estima-se que a populacao global chegou a 7,8 bilhdes
de pessoas e que, até 2060, ultrapassara a marca dos 10 bilhdes de habitantes, fato
gue nos remete a uma reflexdo sobre alternativas que possibilitem uma alimentacao
adequada para todos. Para além da questdo alimentar, o crescimento populacional
cria focos de tensdo no meio ambiente, na organizagcdo social, nos sistemas
econdmicos e no desenvolvimento tecnoldgico, uma vez que traz implicacdo direta na
expansao das areas de cultivo, industriais e urbanas (MUTEIA, 2014)

Com base nos dados publicados pela FAO (2020), sera necessario, em 2060,
um aumento de pelo menos 70% da producao de alimentos em escala mundial para
suprir a necessidade da populagédo. Entretanto, este aumento sé sera bem-vindo se
as areas de cultivo ndo excederem cerca de 20% de expansdo considerados
sustentaveis. Diante deste cenario, 0 aumento da produtividade se apresenta como
um caminho necessario para ampliacdo da oferta e reducdo dos danos no

ecossistema.
3.1.1 Gerenciamento dos residuos agroindustriais

Proveniente da producao industrial, os residuos industriais, ou residuos solidos,

sao considerados um dos responsaveis por grande parte dos impactos ambientais que
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ocorrem atualmente. Na sua grande maioria, sdo considerados perigosos e acarretam
consequéncias negativas ndo apenas para 0 meio ambiente, mas também para a
salude da populacédo (COSTA, 2020).

A indastria agropecuaria, com enfoque na industria de alimentos, € um dos
setores que mais geram residuos em escala nacional e mundial pois em virtude da
alta perecibilidade de alguns produtos, h4 a necessidade de processamentos que
visam o aumento da vida u(til e facilitacdo do transporte desses alimentos,
processamentos que geram toneladas de residuos ao ano (INFANTE et al., 2013). De
acordo com a Politica Nacional de Residuos Sdélidos, instituida pela Lei N° 12.305, de
2 de agosto de 2010, os residuos sao todos e quaisquer materiais, substancias,
objetos ou bens descartados resultantes de atividades humanas em sociedade, que
podem estar no estado solido, semissélido, liquido ou gasoso e sua correta
administracdo tem como objetivo a minimizacdo dos impactos causados a saude
humana e ao meio ambiente.

Diferente do que é estabelecido pelo senso comum, 0 manuseio correto dos
residuos industriais € uma responsabilidade compartilhada que envolve ndo somente
os fabricantes, importadores, distribuidores, comerciantes e titulares dos servi¢cos
publicos, mas também os proprios consumidores. Deve-se salientar que os residuos
se diferenciam do “lixo (rejeito)”, uma vez que enquanto este ultimo ndo possui
nenhum tipo de valor, o outro pode apresentar valor econbmico agregado, por
possibilitar o reaproveitamento (PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007).

Dentre os residuos com potencial biotecnolégico, podemos citar: 0 melaco de
soja, residuo agroindustrial proveniente do processo de beneficiamento da soja,
constituido por carboidratos, proteinas e lipidios (CHAGAS et al., 2017; SILVA et al.,
2019); a manipueira, liquido resultante da prensagem das raizes de mandioca durante
o processo de fabricacdo da farinha, que apresenta composicdo variavel, mas
geralmente composta por nitrogénio, sais minerais, metais e cianeto (AMORIM et al.,
2016; JESUS et al.,, 2016); a milhocina (Corn Steep Liguor — CSL), que € um
subproduto agroindustrial proveniente do processamento do milho, composto
principalmente por carboidratos, aminoacidos, peptideos, vitaminas, sais minerais e
nitrogénio (BARROS, et al., 2016); e o glicerol, que pode ser obtido através de
fermentacdo biologica, sintese quimica, como subproduto na fabricacdo de sabéo,
hidrogenacgao da sacarose, durante a producéo do bioetanol, ou como subproduto em

processos de transesterificacdo de Oleos vegetais e animais para a fabricacdo do
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biodiesel. Neste ultimo caso, pode-se encontrar, na solu¢ao, acidos graxos, metanol,
catalisadores, sais de potassio e sédio, metais pesados e outros materiais organicos
(PENHA et al., 2016; SANTIBANEZ; VARNERO; BUSTAMANTE, 2011; SILVA;
SOUZA; ANTERO, 2017).

Diversas sdo as possibilidades de reutilizacdo destes materiais, como 0
processamento biotecnoldgico, que € uma alternativa ao manejo e gerenciamento
adequado dos residuos industriais. Dessa forma o aproveitamento de residuos
agroindustriais preconiza a ideia de desenvolvimento sustentavel ao possibilitar que
esses subprodutos possam ser reutilizados para a obtencdo de uma gama de
produtos valiosos como combustiveis, ra¢des, produtos farmacéuticos ou
biopolimeros com uma vasta possibilidade de aplicacdo em varias areas. A0 mesmo
tempo que reduz os danos ambientais causados pelo depdsito inadequado, ou sem
tratamento, desses subprodutos na natureza (SINGH-NEE NIGAM; PANDEY, 2009).

3.1.2 Perdas na producao agricola

Atualmente, o Brasil € um dos maiores produtores de alimento no mundo e se
destaca pela sua produtividade e qualidade de producdo. Contudo, todos os
produtores agricolas, de pequeno a grande porte, lidam com grandes problemas
referentes as perdas e desperdicios durante as etapas de poés-colheita e
armazenamento (ABBADE, 2019; SANTOS et al., 2020).

De acordo com a FAO (2020), aproximadamente um quarto (25%) dos
alimentos produzidos anualmente para o consumo humano se perde, ou é
desperdicado, 0 que seria suficiente para alimentar cerca de dois bilhdes de pessoas.
A perda e o desperdicio, embora diferentes - pois enquanto um esta associado a
reducdo nao intencional de alimentos disponiveis para o consumo humano, o ultimo
trata-se do descarte intencional dos produtos alimenticios, apresentam grande
impacto na sustentabilidade dos sistemas alimentares, porque reduzem a
disponibilidade local e mundial de alimentos e geram menores recursos para 0S
produtores. Além disso, tem um efeito negativo sobre o meio ambiente devido a
utilizacdo néo sustentavel dos recursos naturais.

Essa problematica esta presente em toda a cadeia produtiva, principalmente
nas etapas de pos-colheita, em atividades relacionadas ao processamento,
transporte, armazenagem, embalagem e comercializacdo. Ha muitas causas de

perdas no pos-colheita, estas podem ser de origem biolégica e microbiolégica,



24

quimica ou fisica, perdas que levam os produtores a operarem com prejuizo
financeiro, o que ocasiona 0 aumento no pre¢o do produto para o consumidor final
(GORAYEB et al., 2019).

Nesse contexto, a utilizacdo de metodologias de conservacao surge como uma
forma de contornar esse problema, pois buscam diminuir a taxa de deterioracédo dos
alimentos através de acdes microbianas, enzimaticas, quimicas ou fisicas, ao
possibilitar que os alimentos permanecam adequados para 0 consumao por mais tempo
(PINHEIRO et al., 2011).

3.2 MECANISMOS DE CONSERVACAO

Diversas sdo as metodologias utilizadas com o intuito de reduzir as perdas e
preservar a qualidade dos alimentos, como a refrigeracdo, o congelamento,
branqueamento, pasteurizacdo, esterilizacdo, secagem, apertizacdo, tindalizacao,
desidratacéo, liofilizacdo, radiacdo ou até mesmo o uso de conservantes quimicos.
Embora a utilizacdo desses e outros métodos mostrem eficiéncia na preservacao dos
alimentos, eles podem aumentar os custos de producdo como também promover a
alteracdo de caracteristicas fisicas e sensoriais desses produtos (ASSIS; BRITTO,
2014; LEONARDI; AZEVEDO, 2018).

Além dessas metodologias, outro sistema de conserva¢cao comumente adotado
nas industrias alimenticias sdo as embalagens - materiais que buscam separar 0s
alimentos do ambiente circundante, reduzir a exposicdo a fatores de deterioracéo
(microrganismos, oxigénio e vapor de 4gua) e evitar a perda de compostos desejaveis
(substancias volateis que conferem odor e sabor). Elas podem ser classificadas como:
a) primarias, quando estdo em contato direto com o produto, b) secundarias, que
promovem o agrupamento dos alimentos para facilitar a manipulacéo, e c) terciarias,
gue protegem os alimentos durante a fase de transporte (LANDIM et al., 2016; OTONI
et al., 2017).

Diversos polimeros sintéticos sao utilizados para a producéo dos mais diversos
tipos de embalagens, como o polipropileno, polietileno de alta ou baixa densidade
(HDPE e LDPE, respectivamente) e o policloreto de vinila. No entanto, esses
polimeros ndo sdo degradaveis e o descarte inapropriado podem causar efeitos
deletérios ao meio ambiente, uma vez que levam, em média, 400 anos para se
decompor. Uma alternativa a isso € a producédo de embalagens ecossustentaveis, que

sdo materiais confeccionados a partir de polimeros renovaveis (de base biolégica) e
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biodegradaveis (CACCIOTTI et al, 2018; INDUMATHI; SARAL SAROJINI;
RAJARAJESWARI, 2019).

As propriedades fisico-quimicas e biolégicas desses polimeros, bem como as
tecnologias utilizadas para a producdo das embalagens ecossustentaveis podem
conferir ao material polimérico, além de caracteristicas amigaveis ao meio ambiente,
uma capacidade de interacdo ativa ou passiva. As embalagens passivas (mais
comuns no mercado) sdo projetadas para protegerem o alimento de forma a nao
apresentar nem uma interacdo com o mesmo. As embalagens ativas sdo produzidas
a fim de interagirem de maneira intencional com o alimento, prolongando seu tempo
de vida util de prateleira ao conferir e/ou manter caracteristicas sensoriais e/ou
nutricionais desejaveis (DANTAS, E. A. et al., 2015; OTONI et al., 2017).

3.3 EMBALAGENS BIOATIVAS

O termo “embalagem bioativa” vem sendo utilizado para referenciar as
embalagens ativas que interagem de forma intencional com o alimento e séo
constituidas geralmente por matrizes poliméricas de origem biolégica, com ou sem a
presenca de aditivos naturais incorporados que agreguem caracteristicas desejaveis.
Elas sdo uma tendéncia que surgiu em resposta a demanda por produtos naturais que
causem pouco impacto ambiental, sejam seguros ao consumo humano e possam ser
substitutos dos conservantes sintéticos (ALMEIDA et al., 2015).

As embalagens bioativas podem ser projetadas na forma de filmes ou
revestimentos comestiveis e apresentam em sua composi¢ao polimeros capazes de
formar pelicula e criar uma camada fina protetora na superficie dos alimentos sem
interferir em suas propriedades organolépticas. Os requisitos de barreira desses filmes
e revestimentos comestiveis dependem da sua aplicacdo e das propriedades do
alimento a ser protegido. Quando destinado para o revestimento de frutas e vegetais
frescos, por exemplo, devem ter baixa permeabilidade ao vapor de agua para reduzir
as taxas de dessecacdo, enquanto a permeabilidade ao oxigénio deve ser baixa o
suficiente para retardar a respiragdo, mas nao muito baixa para criar condigbes
anaerodbicas favoraveis a producédo de etanol e formagdo de sabores indesejados
(OTONI et al., 2017; VIANA et al., 2018).

De acordo com relatos disponiveis na literatura, ja foram investigadas e
formuladas os mais diversos tipos de embalagens bioativas a partir de quitosana com

caseina (MOREIRA et al., 2011); bacteriéfagos imobilizados em membranas de
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celulose modificadas (LONE et al., 2016); incorporacdo de compostos fendlicos em
fiimes de zeina (ARCAN; YEMENICIOGLU, 2011); Carboximetilcelulose incorporado
com extrato de grama de arroz tailandés (RODSAMRAN; SOTHORNVIT, 2018);
nanoparticulas de curcumina e dipalmitato de ascorbila incorporadas em filmes a base
de celulose (SONKAEW; SANE; SUPPAKUL, 2012); hidroxipropilmetilcelulose
contendo nanoemulsdes de Oleo essencial de Thymus daenensis (MOGHIMI,
ALIAHMADI; RAFATI, 2017).

Ao analisar a fundo os trabalhos supracitados, observa-se que para formulacao
dessas embalagens, os polimeros utilizados devem ser biocompativeis e apresentar
algumas propriedades fisicas, quimicas e biologicas de acordo com a sua proposta
de utilizacdo. Dentre esses polimeros a quitosana tem demonstrado um potencial
promissor, pois além de ser biodegradavel, possui acdo antioxidante e antimicrobiana,
nao toxicidade, facilidade para formacdo de filmes e associagdo com outros
compostos (INDUMATHI; SARAL SAROJINI; RAJARAJESWARI, 2019).

3.4 A QUITOSANA

A quitosana é um biopolimero composto por cadeias de N-acetil-D-glucosamina
e D-glucosamina ligadas por meio de ligagdes B — (1-4) dispostas randomicamente
(Figura 1B), o que a torna insoluvel em &4gua e meio basico e soluvel em solugbes
acidas. Principal constituinte do exoesqueleto de crustaceos e insetos, radula de
moluscos e parede celular de alguns fungos, a quitosana é um dos polissacarideos
mais utilizados nos estudos envolvendo o preparo de solucfes poliméricas (ABDUL
KHALIL et al., 2016; ISLAM, S.; BHUIYAN; ISLAM, M. N., 2017).

A nivel comercial, este polimero é obtido principalmente a partir da
desacetilacdo quimica da quitina (Figura 1a) presente no exoesqueleto de crustaceos
e embora seu rendimento possa ser de 2 a 3 vezes maior que a obtencéo da quitosana
fungica (QF), apresenta alguns entraves: como a dependéncia de fatores sazonais, 0
que dificulta a padronizacdo do produto; necessidade de utilizacdo de grande
quantidade de compostos quimicos, 0 que provoca a onera¢ao do processo e geragao
de residuos; e, quando utilizado na area alimenticia, a alergenicidade, que se da em
virtude da presenca de proteinas contaminantes que se acumulam de forma residual
na molécula de quitosana devido a problemas durante as etapas de purificacao
(GHORMADE; PATHAN; DESHPANDE, 2017; MATI-BAOUCHE et al., 2014,
STAMFORD et al., 2007).
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Figura 1: Representacao esquematica da estrutura quimica da quitina (a) e da quitosana (b)
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Fonte: (GOY; BRITTO; ASSIS, 2009).

A obtencao da quitosana a partir da biomassa fingica consiste em um processo
controlado que permite a extracao simultanea de quitina e quitosana. Apresenta como
vantagens a obtencao do polimero sem a presenca de contaminantes, principalmente
de proteinas responsaveis pelas respostas alergénicas, homogeneidade das
propriedades fisico-quimicas e rendimento otimizado, pois o processo de extracdo é
simples e barato e ndo esta sujeito a interferéncia de fatores sazonais (AMORIM et
al., 2001; FRANCO et al., 2004; NIEDERHOFER; MULLER, 2004; STAMFORD et al.,
2007).

A bioatividade da quitosana, como por exemplo sua agdo antimicrobiana,
depende significantemente do seu peso molecular (PM), do grau de desacetilacdo
(GD) e da distribuicdo e conformacdo do grupo acetil em sua cadeia polimérica,
parametros estes facilmente controlados quando se obtém a quitosana a partir da
biomassa fungica. Devido a esta e outras propriedades como a biocompatibilidade,
biodegradabilidade, acdo antioxidante, capacidade de formar pelicula e facilidade de
interagd0 com outros compostos, a quitosana apresenta um potencial de utilizagéo

como embalagens bioativas destinadas a indastria alimenticia, pois sua aplicagdo
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pode contribuir com a diminuicdo do uso de conservantes quimicos e na oferta de
alimentos mais saudaveis (BAUMANN; FAUST, 2001; FAI et al., 2008; KHOR, 2002).

Embora a quitosana apresente inimeras propriedades interessantes a
producdo de embalagens bioativas, os filmes formados a partir desses polimeros
apresentam propriedades mecénicas insuficientes, parametro que pode ser
modificado através da sua associacdo com outros compostos. Dentre 0os materiais ja
relatados que sdo capazes de interagir com a quitosana, a celulose tem se destacado
pois estes polimeros possuem uma estrutura similar. Esta similaridade em estruturas
primérias sugere que as estruturas secundarias e os padrdes de agregacao também
podem ser suficientemente semelhantes para facilitar a formacdo de misturas
homogéneas desses dois compostos e formar um material com propriedades
mecanicas melhoradas (ABDUL KHALIL et al., 2016; ISOGAI; ATALLA, 1992; WU et
al., 2004).

3.5 A CELULOSE

A celulose é um homopolimero linear formado por unidades de repeticdo
(Figura 2) compostas de dois anéis de anidroglicose (CsH100s )n, 0Onde n € dependente
do material da fonte de celulose) ligados entre si através de ligacdes glicosidicas do
tipo B-1,4. Encontrado com abundancia na natureza, a celulose é o polissacarideo
responsavel por mais da metade do carbono orgénico total na biosfera da terra (HU,
S. Q. etal.,, 2010; MOON et al., 2011; MOREAU et al., 2016).

Figura 2: A unidade de repeticdo da celulose (celobiose)
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Fonte: (MOON et al., 2011)

A linearidade da cadeia de celulose deve-se a ligacéo de hidrogénio intracadeia
entre a hidroxila de uma molécula e o oxigénio de moléculas adjacentes. Além disso,

as pontes de hidrogénio intermoleculares conferem estabilidade e rigidez axial a este
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polimero ao promover o empilhamento paralelo de multiplas cadeias de celobiose e a
formacao de fibrilas elementares (Figura 3a) que se agregam em microfibrilas (Figura
3b) e, posteriormente, em fibrilas macroscépicas maiores (Figura 3c) (DING; ZHAO;
ZENG, Y., 2014; MOON et al., 2011).

A fonte natural de maior exploragdo da celulose é a madeira ou algumas plantas
superiores. Contudo, existem uma variedade de organismos, incluindo musgos, algas,
tunicados e algumas bactérias como as do género Acetobacter (ou
Gluconacetobacter), doravante denominado de Komagataeibacter, que sintetizam
esse biopolimero com diferengcas morfolégicas (EICHHORN et al., 2010; SALVI, DE
et al., 2014; VOLOVA et al., 2018).

Figura 3: Modelo esquémico de uma a) fibrila elementar de celulose (CEF) de trinta e seis (36)
cadeias; b) microfibrila contendo trés (03) CEF; e c) macrofibrilas
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Fonte: (DING; ZHAO; ZENG, Y., 2014)

A formula molecular da celulose de origem bacteriana é idéntica a da celulose
de fontes vegetais. No entanto, apresenta uma variagao nas propriedades mecanicas,
fisicas e quimicas devido a uma divergéncia na organizacdo das cadeias e no
diametro das microfibrilas. Isto confere a celulose bacteriana (CB) uma alta resisténcia
a tracdo, maior flexibilidade, porosidade, cristalinidade e grau de polimerizacéo,
capacidade de retencdo de 4gua e pronunciada permeabilidade a gases e liquidos.
Além disso, a CB possui um alto grau de pureza, pois ndo contém lignina,
hemicelulose e outros constituintes lignocelulésicos, € biodegradavel e possui grande
compatibilidade com os tecidos vivos (CHEN et al., 2016; SULAEVA et al., 2015;
VOLOVA et al., 2018).
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Industrialmente, a celulose é utilizada para producdo de papel, porém, nos
altimos anos, diversos relatos foram realizados em que descrevem a potencialidade
da utilizacdo da celulose de origem bacteriana na engenharia de tecidos (STUMPF et
al., 2018), na biomedicina (RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015), na fabricacéo
de compoésitos eletrocondutores (CHEN et al., 2016) ou na fabricacdo de embalagens
bioativas para a industria de alimentos (DOBRE et al., 2012), entre outras aplicacbes
biotecnolégicas (CACICEDO et al., 2016).

As aplicacdes da celulose na industria sdo ampliadas através das divergéncias
nas propriedades fisico-quimicas e mecéanicas da CB, divergéncias que podem ser
obtidas por meio da associagdo deste biopolimero com outros compostos, através da
variacao nas condicdes de cultivo (fontes de nutrientes, agitacdo, tempo de incubacéao,
pH e temperatura), alteracées quimicas e microrganismo utilizado para sua obtencéo
(CACICEDO et al., 2016; RUKA; SIMON; DEAN, 2012).

3.6 BACTERIAS PRODUTORAS DE CELULOSE

Diversos microrganismos possuem a capacidade de sintetizar a celulose, como
a Rhizobium leguminosarum, Burkholderia spp., Pseudomonas putida, Dickeya
dadantii, Erwinia chrysanthemi, Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli,
Salmonella enterica (GULLO et al., 2018) e algumas bactérias do acido acético (AAB)
como a Komagataeibacter hansenii  (anteriormente  denominada de
Gluconacetobacter xylinus e Acetobacter xylinus) (YAMADA et al., 2012). Entre os
microrganismos relatados, a Komagataeibacter hansenii tem demonstrado ser a
espécie mais eficiente para a producao de celulose, uma vez que ela é capaz de
utilizar uma variedade de fontes de carbono para produzir CB em culturas liquidas
(RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015).

K. hansenii € um microrganismo ndo patogénico em forma de bastonete, gram-
negativo, mesofilico, aerdbico e de catalise positiva (LAVASANI et al., 2017) que
realiza a sintese de celulose de forma quimicamente pura, através da oxidacéo
incompleta de diversos acucares e alcoois. Esse polimero € fundamental para a
bactéria, pois funciona como um mecanismo de flotacdo, permitindo que o
microrganismo permanec¢a numa interface ar/liquido para obter oxigénio com maior
facilidade para o seu crescimento e prevenir a desidratacdo do substrato, devido seu
carater higroscopico (MIKKELSEN et al., 2009; ZHONG et al., 2013).
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A biossintese da CB depende de duas vias anfibolicas importantes, a via das
pentoses, onde ocorre a oxidagéo dos carboidratos e o ciclo de Krebs, onde ocorre a
oxidacdo dos acidos organicos. A sintese da celulose é sustentada diretamente pela
fosforilacdo de hexoses exdgenas e indiretamente pela via das pentoses e
gliconeogénese, resultando em um pool metabdlico de hexose fosfato, cuja conversao
em celulose é direta, ndo dependendo de clivagens intermediarias dos esqueletos
carbonicos (DONINI et al., 2010).

Independente da rota metabdlica a ser tomada pela K. hansenii, baseando-se
na fonte de carbono a ser utilizada, h4A um ponto em comum que é a producéo de
UDP-Glicose catalisada pela enzima UDPG-pirofosforilase, que sera convertida,
posteriormente, em celulose pela atuacdo da enzima celulose sintase. No entanto, a
sintese desse polimero constitui um processo oneroso para a célula, chegando a
consumir cerca de 10% do ATP gerado no metabolismo bacteriano, o que resulta na
necessidade de um metabolismo aerébio (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991;
ZHONG et al., 2013).

Além da fonte de carbono e a necessidade de oxigénio, outros fatores
influenciam diretamente no metabolismo deste microrganismo e na sintese da
celulose, como o pH do meio, condi¢cdes de cultivo (estatico ou sob agitacdo),
disponibilidade de nitrogénio, bem como a profundidade e &area superficial de contato
(RUKA; SIMON; DEAN, 2012). Embora o meio HS (Hestrin Schramm) consiga suprir
a demanda de nutrientes requeridas pelo microrganismo para sintetizar celulose com
eficiéncia, o custo relativamente elevado deste pode limitar a producéo industrial, uma
vez que o meio de cultura é responsavel por mais de 65% do custo total de producéo
da CB. Uma alternativa a resolucao desta problemética é a utilizacdo de meios de
cultura a partir de residuos industriais, metodologia que poderia baratear o processo,
viabilizar a producdo em escala industrial, além de contribuir para a preservacao do
meio ambiente (DONINI et al., 2010; HONG et al., 2012; JOZALA et al., 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

Para execucdo deste trabalho dividiu-se a metodologia em quatro etapas
distintas: 1) caracterizacdo dos residuos industriais; II) producdo da celulose
bacteriana; IlI) preparo das embalagens bioativas (EB); 1V) caracterizacéo fisico-
quimica e antifungica dos materiais.

A milhocina e o glicerol (residuos industriais) foram cedidos pela Ingredion e
pelo Departamento de Energia Nuclear (DEN) da UFPE, respectivamente, ambas
localizadas na cidade de Recife-PE. A quitosana fungica, extraida de Aspergillus niger
nao modificado geneticamente e ndo produtor de micotoxinas, foi doada pelo grupo
de pesquisa do Laboratorio de Microbiologia Aplicada (LaMAp) coordenado pela prof?
Thayza Stamford.

A bactéria Komagataeibacter hansenii (ATCC 23769) e os fungos Aspergillus
niger, Rhizopus stolonifer, Citeromyces siamensis, foram obtidos do banco de cultura
do LaMTESA — UFRPE (Laboratério de Medicamentos, Tecnologias, Energias e
Solucbes Ambientais) e do LEAAL — UFPE (Laboratorio de Experimentacédo e Analise

de Alimentos Nonete Barbosa Guerra).
4.1 CARACTERIZAC}AO DOS RESIDUOS INDUSTRIAIS

Os residuos, milhocina e glicerol, foram caracterizados com o intuito de
investigar as suas composi¢cdes e nortear a formulacdo dos meios de cultura.
Inicialmente ambos foram filtrados e armazenados a uma temperatura de +4°C, até

posterior utilizacao.
4.1.1 pH

O potencial hidrogeniénico (pH) é uma escala numérica utilizada para
especificar o carater acido ou basico de uma solucdo aquosa e se baseia na
determinacdo da concentracdo de ions de hidrogénio (H*). Essa variavel foi obtida

através de um medidor de pH de bancada da Simpla modelo PH140.
4.1.2 Umidade

A umidade corresponde a perda, em peso, sofrida por um material quando
aquecido em condi¢bes nas quais a agua € removida. Além da agua, também é

removido outras substancias volateis. Esse teste foi realizado em duplicata com
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amostras de 10g, essas foram secas em estufa a 105 °C por 3 horas e resfriado em
um dessecador. Essa operacdo foi repetida até obtencdo de peso constante e o
resultado obtido através da Eq. 1(ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).

(Eq. 1)

Onde, U%= Umidade ou substancias volateis a 105 °C (%); Pm= Massa perdida apds

100—-Pm

U%:

Mmq

aguecimento (g); ma= massa da amostra (Q).
4.1.3 Cinzas

O teor de cinzas representa a massa residual obtida por aguecimento de um
material em temperatura elevada (550~570 °C) e representa a quantidade de material
inorganico presente na amostra, embora alguns sais possam sofrer redugdo ou
volatilizagéo durante o aquecimento (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).

Para este ensaio (realizado em duplicata), pesou-se 10g das amostras (glicerol
e milhocina) em cadinhos previamente secos (a 550 °C) e pesados. O material foi
entdo aquecido a 100°C por 1 hora em banho maria, seguido da incineragdo em uma
mufla a 560 +£10°C até eliminagdo completa do carvdo. As amostras foram entédo

pesadas e o teor de cinzas determinado a partir da Eq. 2.
TC = 100x(m¢—mc) (Eq. 2)

Mmq

Onde, TC = Teor de cinzas (%); m=massa total apds secagem (g); mc=massa do

cadinho (g); ma=massa da amostra (g).
4.1.4 °Brix

O indice de refracdo (°Brix) consiste de uma escala numérica que mede a
guantidade de solidos solluveis totais em uma solucdo aquosa. Este ensaio foi
realizado em triplicata através de um refratbmetro anal6gico modelo RHB0-90 da
Akso.

4.1.5 Agucares totais e redutores

Os acucares totais (AT) foram avaliados através da técnica fenol-sulfarico, que

se baseia na determinacdo de agucares simples, polissacarideos e seus derivados,
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apos desidratacdo com acido sulfarico e complexacdo com o fenol, por
espectrofotometria (SILVA et al., 2003).

Foi utilizado uma solucdo padréo de glicose com concentracédo de 1 mg/ml e
diluicdes com concentracdes finais que variaram de 0,01 a 0,2 mg/ml para plotagem
da curva de calibragéo (ensaio realizado em duplicata). Inicialmente, 1ml de cada
amostra foi disposta em tubos de ensaio seguido da adicao de 0,5 ml de fenol a 5% e
2,5 ml de acido sulfarico concentrado. Os tubos foram deixados em repouso por 10
minutos, agitados, colocados em banho maria a uma temperatura de 25°C por 20
minutos e submetidos a espectrofotometria com comprimento de onda de 490 cm™
(DUBOIS et al., 1956).

Os acucares redutores (AR) foram determinados pelo método DNS (ensaio
realizado em duplicata), que consiste em uma reacdo colorimétrica por meio da
oxidacdo com o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Para construgdo da curva de
calibragéo se utilizou uma solucéo padrao de glicose (1lmg/ml) com concentracdes
gue variaram de 0,1 a 0,3 mg/ml (SILVA et al., 2003; XIAO et al., 2012)

A solucéo reagente DNS foi preparada de acordo com as indicacdes de Miller
(1959), com concentra¢@es finais de: acido 3,5-dinitrosalicilico 1%, sal de Rochelle
40%, fenol 0,2%, dissulfeto de potassio 0,5%, em uma solucéo de hidroxido de sodio
1,5%. Foram adicionados, em tubos de ensaio, 1,5 ml da solucdo reagente mais 1,5
ml de cada amostra, agitadas e colocadas em banho maria a 100°C, por 15 minutos.
Em seguida, os tubos foram esfriados em banho maria a 25°C e as amostras

submetidas a espectrofotometria com comprimento de onda de 540nm.
4.1.6 Proteinas totais

O teor e proteinas foi determinado pelo método de Kjeldahl, que consiste na
guantificacdo da matéria nitrogenada total de uma amostra através do deslocamento
do nitrogénio presente no material para um sal amoniacal (sulfato de aménio) por meio
da digestéo acida.

Nesse procedimento, 1g de milhocina (CSL) foi pesado e transferido para um
baldo de Kjeldahl, seguido da adigédo de 25 mL de acido sulfurico (H2SOa4) e 6g de uma
mistura contendo diéxido de titanio anidro, sulfato de cobre anidro e sulfato de potassio
anidro, na proporgéo 0,3:0,3:6. As amostras foram entdo aquecidas a 500°C por 90
minutos, esfriadas até temperatura ambiente, transferidas para um frasco de

destilacdo, adicionado 10 gotas de fenolftaleina e 1g de zinco. Em seguida, se deu
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inicio ao processo de destilacdo com a saida do gas mergulhada em uma solucéo de
acido sulfarico 0,05M contendo 3 gotas do indicador vermelho de metila, e titulando
uma solucdo de hidroxido de sédio a 30%, no frasco da amostra, até se obter um
ligeiro excesso de base, 0 processo se manteve até a obtencdo de 250 mL do
destilado. Por fim, o excesso de &cido sulfdrico 0,05M foi titulado com uma solugéo de
hidréxido de sodio 0,1 M, usando vermelho de metila e a quantidade de proteinas
determinada através da Eq. 3 (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).

V.0,14 .f (Eq. 3)

m
Onde, P% = Teor de proteinas (%); V= diferenca entre volume de &cido sulfarico 0,05

P%:

M e o volume de hidroxido de sodio 0,1 M gastos na titulacdo (mL); f= fator de

conversao, que esta relacionado ao tipo de amostra (6,25).
4.1.7 Matéria organica nao glicerinosa (MONG)

Neste procedimento, realizado em quadruplicata, 10 mL de glicerol residual
foram colocados em tubos falcon e tiveram o pH ajustado para 2 com uma solucéo de
HCI (1:1). Os tubos foram centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos, seguido da
separacdo de fases, uma vez que a matéria organica nao glicerinosa é menos densa

que o glicerol. A %MONG foi determinada através da Eq.4.

MONG% = % 100 (Eq.4)

2

Onde, Vi = Volume inicial da amostra (mL); Vf = Volume final da amostra (mL)
4.1.8 Quantificacao de glicerol

A estimativa da quantidade de glicerol na amostra residual foi determinada
através de uma estimativa com base nas analises anteriormente descritas (Teor de
cinzas e umidade) por meio da Eq 5.

T, = 100 — (T; + U%) (Eq. 5)
Onde, TG= Teor aproximado de glicerol (%); TC= Teor de cinzas (%); U% = Umidade,
ou substancias volateis a 105°C.

Essa equacao permite identificar, indiretamente, a concentragdo aproximada
de glicerol na amostra residual por meio da inclusdo/exclusdo dessa substancia nas
analises descritas nos topicos 4.1.2 e 4.1.3, se baseando na temperatura de ebulicdo

dos compostos envolvidos.
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4.2 A CELULOSE BACTERIANA
4.2.1 Cepa

O microrganismo utilizado para a producdo de celulose foi a bactéria
Komagataeibacter hansenii (ATCC 23769). A estirpe foi ativada e mantida de acordo
com as indicacdes da American Type Culture Collection (ATCC, 2018), utilizando-se
um meio de caldo-manitol, composto por 5 g.L"! de extrato de levedura, 3 g.L? de
peptona e 25 g.Lt de manitol e incubacdo por 48h a 29 +1°C. A manutencéo da cepa
foi realizada em agar-manitol (mesma composicdo do meio anterior acrescido de 15
g.L! de 4gar bacteriolégico), com incubagdo por 72h a 29 +1°C e armazenamento a
uma temperatura de 6 + 2 °C até posterior utilizacéo, repetindo-se este procedimento

a cada 20 dias.
4.2.2 Preparo do in6culo: Komagataeibacter hansenii

Para preparagdo dos inéculos utilizou-se um meio composto por 30 g.L* de
glicerol, 16 g.L* de extrato de levedura, 4 g.L"* de Na2HPO4.12H20 e 3,5 g.L* de acido
succinico (LINS et al., 2019). Inicialmente retirou-se a membrana armazenada no meio
agar-manitol, sendo a mesma ressuspendida em meio caldo-manitol por 48h a 26°C
para ativacao da cepa. Posteriormente, uma aliquota (1:10 v/v) foi transferida para o
meio Glicerol e incubado novamente por 72h a 29 + 1°C.

4.2.3 Meios de cultura

Foram investigados a utilizacdo de seis (06) meios de cultura na producéo de
celulose bacteriana (CB): i) Gpa — Meio glicerol padréo, utilizando o glicerol comercial;
i) MP - Milhocina pura; iii) MC - Milhocina composta; iv) GP - Glicerol residuo puro; v)
GC - Glicerol residuo composto; vi) e GM — Glicerol residuo com milhocina, conforme
apresentado na Tabela 1.

Os residuos (Glicerol e milhocina) foram filtrados para remocdo de
contaminacgdes visiveis e utilizados em sua composi¢cao original, com o intuito de
baratear os meios de cultivo para viabilizacdo da producéo de celulose bacteriana. O
pH dos meios foi ajustado para 6,0 com HCl ou NaOH (1M) e autoclavados a 121 °C

por 20 minutos.
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Tabela 1: Composicao dos meios de cultura (g/L)

Composicao Meio de cultura
(g/L) Gpa MP MC GP GC GM
Glicerol pa 30 - - - - -
Glicerol - - - 30 30 30
(residuo)
Milhocina - 30 30 - - 30
(residuo)
Extrato de 16 - 16 - 16 -
levedura
Na:HPO4.12H-0 4 - 4 - 4 -
Acido Succinico 3,5 - 3,5 - 3,5 -

Gpa — Meio glicerol padréo, utilizando o glicerol comercial; MP - Milhocina pura; MC - Milhocina
composta; GP - Glicerol residuo puro; GC - Glicerol residuo composto;e GM — Glicerol residuo com
milhocina Fonte: Autor (2021)

4.2.4 Estudo da producéo de CB

Para a producédo da CB, utilizou-se frascos de vidro de 500 mL contendo 100
mL dos respectivos meios de cultura, com relacdo de éarea superficial/volume
equivalente a 0,8 cm™. Os meios foram inoculados (1:10 v/v) e incubados a 29 + 1 °C
em condi¢cdes estaticas.

Para purificacdo das membranas de celulose, essas foram coletadas dos
respectivos meios, submersas em uma solucéo de NaOH 0,1M a 80°C, por 30 minutos
e lavadas com agua destilada. Este procedimento foi repetido até obtencdo de uma
membrana de coloracdo homogénea (esbranquicada). Em seguida, as membranas
foram lavadas novamente com agua destilada para sua neutralizacdo, até obtencéo
de um pH 7,0.

Durante esses procedimentos, em um ensaio preliminar, foi avaliado a
producdo de massa Umida (g/L), apds 7 dias de incubacéo, para identificar os meios
mais eficientes para um estudo mais detalhado. Este ensaio consistiu da coleta das
membranas de celulose, purificacdo, neutralizacao, retirada do excesso de agua com
um papel filtro e pesagem.

Apbs identificagdo dos meios mais produtivos, esses foram avaliados quanto

ao crescimento bacteriano, por contagem em camara de Neubauer, nos intervalos de
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1,3,5,7, 10 e 15 dias. Além disso, verificou-se o pH do meio e a produ¢cédo de massa
seca (g/L), nosintervalos de 1, 3, 5, 7, 10 e 15 dias. Antes da pesagem, as membranas

de celulose foram secas em estufa a 40°C até obtenc&o de peso constante.
4.3 EMBALAGENS BIOATIVAS (EB)

As embalagens bioativas foram preparadas através da mistura de uma solucéo
de carboximetilcelulose (CMC) e quitosana fungica na propor¢éo 1:1 (m/m). A CMC
(1%) foi solubilizada em agua MiliQ e a QF (1%), de baixo peso molecular, em uma

solucéo de acido citrico 4%.
4.4ACARACTERIZACOES
4.4.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR foi realizado para determinar os grupos funcionais presente nas
membranas de celulose obtidas a partir dos diferentes meios de cultura, através de
um espectrometro, a temperatura ambiente, com faixa de varredura de 4000 a 600

cml,
4.4.2 Acédo antimicrobiana

A acdo antimicrobiana foi avaliada através da determinacdo do indice de
viabilidade celular pela técnica de microdiluicdo em caldo sabouraud em placas de 96
pocos, distribuidos em colunas enumeradas de 1 a 12 e linhas em letras de “A” a “H”.
Os microrganismos avaliados foram os fungos Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer
e Citeromyces siamensis (ALVES et al., 2008).

O ensaio foi realizado em duplicata (2 colunas por microrganismo), com
concentracdes das solucbes testes (CMC, quitosana fungica, Embalagem bioativa)
que variaram de 0 (controle negativo) a 8 mg/ml (Controle positivo) distribuidos nos
pocos de A a H. Cada orificio recebeu o in6culo (20ul), o meio de cultura e as solu¢des
testes, de forma a completarem um volume final de 100 ul, Conforme apresentado na
Tabela 2.

A placa foi lida em um leitor de microplacas com comprimento de onda de 550
nm antes da incubacédo, para determinacdo da densidade otica (DO) do material e

posterior ajuste dos valores de referéncia, e nos intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas.
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Tabela 2: Distribuicéo das solucdes na placa de 96 pocos

Linhas Meio (ul) ST (ul) [ST] (mg/ml) Indécuo (ul)
A 20 60 6
B 30 50 5
C 40 40 4
D 50 30 3
20
E 60 20 2
F 70 10 1
G 0 80 8
H 80 0 0

ST - Substancia teste (Embalagem de quitosana/celulose) Fonte: Autor (2021)
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 CARACTERIZACAO DOS RESIDUOS INDUSTRIAIS

A Tabela 3 apresenta os dados referentes as analises de pH, Brix®, proteinas

totais, acucares totais (AT) e redutores (AR).

Tabela 3: Parametros glicidicos e protideos dos residuos (milhocina e glicerol)

Amostra pH Brix® AT (mg/ml) AR (mg/ml) Proteinas totais

(%)
Glicerol (PA) 5,53 - - - -
Glicerol (Res) 9,46 - - - -
Milhocina 4,17 47,3 115,74 12,36 27,63 £ 0,03
(Res)

pH — Potencial hidrogenidnico; Brix° - Solidos sollveis totais; AT — Agucares totais; AR — Agucares

redutores; PA — Glicerol comercial; Res — Residuo. Fonte: Autor (2021)

Observa-se uma diferenca no pH do glicerol comercial para o glicerol residual
oriundo da producéo de biodiesel, isso acontece pois neste ultimo h&a a presenca de
substancias contaminantes como acidos graxos, metanol, sais de potassio e sédio,
metais pesados e outros materiais organicos que interferem diretamente na variagao
do pH (BARROS et al., 2015)

O indice de refracao (°Brix) que mede a concentracéo de sélidos sollveis totais
foi determinado para a milhocina (47,3°Brix), uma vez que este residuo é rico em
carboidratos sollveis, sais minerais e aminoacidos essenciais para o desenvolvimento
de varios microrganismos. Resultados semelhantes foram reportados por Montes e
Raga (2006).

A nivel de comparacdo, o melaco de cana de aclcar, um dos residuos mais
relatados na literatura devido ao seu potencial de utilizacdo como fonte de carbono
em processos fermentativos para a obtencdo dos mais diversos produtos — etanol
(OLIVEIRA et al., 2019) e acido lactico (VARGAS et al., 2017) por exemplo, apresenta
um indice de refracdo que pode variar entre 60 & 85 °Brix (valores inferiores ou
superiores podem ser encontrados), valores que indicam o potencial de utilizac&o
desses em processos fermentativos, uma vez que a escala °Brix avalia indiretamente
a quantidade de agucares presentes em solucao.

De acordo com os relatos de Xiao e colaboradores (2012), que avaliaram a

composicado, e outros parametros, de diversas amostras de milhocina (CSL), como a
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quantificacdo de acucares totais (AT) e redutores (AR), observa-se que ndo hd uma
homogeneidade nos resultados encontrados, pois, por se tratar de um residuo
industrial, a milhocina apresenta uma composicdo variavel que esta diretamente
ligada a origem/qualidade do milho e a seu processamento (NASCIMENTO, J. C. Dos
S. et al., 2019). Nesse contexto, os valores reportados aqui para a quantificacdo dos
AT (115,74 mg/ml) e AR (12,36 mg/ml), se mostram satisfatérios em comparacao ao
relato anterior. Por outro lado, para a formulacédo de meios de cultura, além da oferta
de carbono, quer seja na forma de carboidratos complexos, acucares simples, ou
outros compostos, € necessario, também, uma demanda adequada de nitrogénio de
acordo com as exigéncias metabdlicas de cada microrganismo (PINOTTI et al., 2006).

Utilizado principalmente para a sintese proteica, sintese enzimatica e de acidos
nucléicos, o nitrogénio € um macronutriente necessario a todos os (micro)organismos
e pode ser proveniente das mais diversas fontes, sejam elas inorganicas (nitrato de
amonio, nitrato de sodio, sulfato de amodnio, cloreto de aménio), organicas
(aminoacidos, proteinas, peptona) ou de extratos complexos (extrato de levedura,
malte, residuos industriais) (ALBERTS et al., 2017).

Nos estudos do metabolismo microbiano em pequena/média escala, embora a
utilizacdo de fontes comerciais de nitrogénio como o nitrato de sddio, glutamato,
extrato de levedura e peptona sejam os mais empregados, a nivel comercial (larga
escala) torna-se inviavel devido ao alto valor desses compostos
(ASSAWAMONGKHOLSIRI; REUNGSANG; SITTIJUNDA, 2019; ORAK et al., 2018;
SACHDEVA et al., 2018). Uma solucédo a esse problema é a utilizacdo de fontes
alternativas de nitrogénio, de baixo custo, como a milhocina — subproduto da industria
de beneficiamento do milho rico em nitrogénio organico (proteinas) (AFONSO et al.,
2020).

De acordo com alguns trabalhos reportados anteriormente, a concentracéo de
proteinas totais nesse subproduto (CSL) pode variar de 18 até cerca de 46%
(AKHTAR et al.,, 1997; BARROS et al.,, 2016; LAWFORD; ROUSSEAU, 1997,
SILVEIRA et al., 2001) que, nesse trabalho, verificou-se uma concentracéo total de
27,63%, evidéncia que confirma o potencial de utilizacdo desse residuo como fonte
alternativa de nitrogénio para a formulacdo de meios de cultura de baixo custo.

Paralelamente, na analise do glicerol residual, os teores de matéria organica
nao glicerinosa (MONG) encontrados neste trabalho (20,5 £ 0,05), conforme

apresentado na Tabela 4, entram em consonancia com os dados disponiveis na
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literatura sobre a composicao do glicerol bruto, entretanto, h4 uma divergéncia no
percentual isolado de cada substancia (HU et al., 2012). Isso ocorre porgue no glicerol
residual oriundo da producao de Biodiesel h4 a presenca de diversos contaminantes,
com propor¢des variaveis, que mudam de acordo com a qualidade dos processos
utilizados para a producao do biodiesel, bem como com a matriz vegetal utilizada.
Esses contaminantes podem ser compostos inorganicos, como sais e metais pesados,
ou organicos (MONG), como alguns catalisadores, alcoois (etanol ou metanol), acidos

graxos, 6leo residual, ésteres e sabdes (MOTA et al., 2010).

Tabela 4: Composicao dos residuos (milhocina e glicerol)

Amostra TC (%) Umidade (%) Glicerol (%) MONG (%)
Glicerol (res) 4,57 +0,015 42,17 £ 0,2 53,26 20,5+ 0,05
Milhocina 7,06 £ 0,015 56,36 - -

TC - Teor de cinzas; MONG - Matéria organica nao glicerinosa. Fonte; Autor (2021)

A presenca de contaminantes, sejam eles organicos ou inorganicos, é algo
inerente quando o material se trata de um subproduto industrial. A milhocina e o
glicerol utilizados neste trabalho, por exemplo, apresentaram um teor de cinzas de
7,06 e 4,57%, respectivamente, esses valores indicam indiretamente a quantidade de
residuos inorganicos ou minerais, como sodio, potassio, magnésio, calcio, ferro,
fésforo, cobre, cloreto, aluminio, zinco, manganés entre outros compostos minerais.
(KRUMREICH et al., 2013; LOPES et al., 2014). Além disso, se observou que 0s
teores de umidade, a 105°C, desses residuos foram de 56,36 e 42,17%,
respectivamente, o que representa a quantidade de agua e de matéria organica volatil,
corroborando com a afirmacéo de Barros (2012), ao constatar que o teor de umidade
médio dos residuos soélidos no Brasil pode ultrapassar os 30%.

Ao se conhecer a quantidade de substancias volateis a 105°C, expressas pelo
teor de umidade e a quantidade de material inorganico, expresso pelo teor de cinzas
(560 £10°C), pode-se estimar, no caso da glicerina residual, a quantidade aproximada
de glicerol presente na amostra, uma vez que esse composto apresenta uma
temperatura de ebulicdo de 290°C. Nesse contexto, verificou que a glicerina residual
utilizada nesse trabalho pode conter até 53,26% de glicerol, sendo entéo classificada
como glicerina bruta. A glicerina bruta, oriunda da transesterificagédo de triglicerideos
com alcool, apresenta teores de glicerol que podem variar de 45 a 85%, juntamente

com a presenca de outros compostos como o alcool (etilico ou metilico), agua, sais
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inorgénicos, acidos graxos livres, mono-, di-, triglicerideos, outras matérias organicas
e outros residuos em diferentes quantidades (ALVES; FILHO; MENDES, 2017).

Muitos processos tém sido desenvolvidos para purificacao e refino do glicerol
bruto, como a destilacdo, filtracdo por membrana, troca ibnica, extracdo quimica,
adsorcao, entre outros. Porém, considera-se invidvel a aplicagdo desses processos
em pequenas e médias produc¢des devido as restricdes financeiras e a alta demanda
energética (SHEN et al.,, 2009). Nesse contexto, uma das possibilidades de
reaproveitamento desse residuo refere-se a sua utilizacdo com o minimo de
tratamento possivel, como na formulacdo de meios de cultura para fermentacdo
microbiana, uma vez que diversas cepas possuem a capacidade de metabolizar esse
composto e gerar produtos de valor agregado (ALVES; FILHO; MENDES, 2017;
MURARKA et al., 2008).

5.2 PRODUCAO DE CELULOSE BACTERINA
5.2.1 Ensaio preliminar

A producédo de celulose bacterina pela Komagataeibacte hansenii (ATCC
23769) em 6 meios de cultura foi investigada e os resultados estédo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5: Producéo de celulose bacteriana em diferentes meios de cultura

Massa Umida

(9/L)
Gpa 54,67 £ 1,53
MP 13+2
MC 8,25+ 0,15
GP 0
GC 54,33 + 6,03
GM 64,67 £ 1,9

Gpa — Meio com glicerol comercial; MP — Milhocina pura; MC — Milhocina composta; GP — Glicerol

residual puro; GC- Glicerol residual composto; GM — Glicerol/milhocina. Fonte: Autor (2021)
Os residuos utilizados neste trabalho, Glicerol e Milhocina, quando utilizados
separadamente como meios de cultivo, ndo apresentaram uma producao significativa
(0 e 13£2, respectivamente), fato que pode estar associado a presenca ou auséncia

de substancias que inibiram o crescimento celular. Essa inibicdo pode estar
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relacionada tanto a auséncia de alguns micronutrientes, quanto a disponibilidade
excessiva de fontes de carbono e deficiéncia de fontes de nitrogénio no caso do
glicerol e o inverso dessa afirmacao no caso da milhocina (CARVALHO, R. V. et al.,
2008; CUTRIM et al., 2006; RUSSELL, 1998; TORTORA, G. J.; CASE, C. L.; FUNKE,
2017).

Esse relato é confirmado ao analisar a producdo em um meio de cultura
alternativo, Glicerol-Milhocina (GM), que apresentou uma producdo de massa Umida
(g/L) equivalente a 64,67 + 1,9. Producdo que superou o meio padrdo contendo
glicerol comercial (Gpa) e glicerol residual (GC), com 54,67 + 1,53 e 54,33 + 6,03,
respectivamente. Como a producao de celulose utilizando o meio padréo contendo o
glicerol comercial (Gpa) ou glicerol residual (GC) ndo apresentou diferenca

significativa, se procedeu com o estudo detalhado apenas dos meios Gpa e GM.
5.2.2 Potencial hidrogeniénico (pH)

Durante seu processo metabdlico, a Komagataeibacter hansenii, além de
produzir celulose bacteriana, sintetiza outras substancias, como o acido glucénico,
gue alteram o pH do meio de cultivo e podem resultar na reducdo ou no aumento da
producdo de CB, em virtude disso, a utilizagdo de substratos com propriedades
tampdao se torna uma alternativa para o aumento da produtividade de celulose, pois
mantem a faixa 6tima de pH entre 5 e 6. (SOUZA, S. S. De; CASTRO, J. De V,;
PORTO, L. M., 2018).

Conforme apresentado na Figura 4, o meio (GM) contendo glicerol residual e
milhocina (CSL), apresentou uma maior estabilidade na manuteng&o do pH inicial em
relacdo ao meio Gpa, isso se da em virtude da presenca da CSL na solucdo, pois, de
acordo com o estudos de Noro e colaboradores (2004), onde verificaram o potencial
de utilizacdo do CSL como tampdo para manutencdo da faixa de pH 6timo do meio
reacional, a presenca de proteinas, peptideos e aminoacidos, em quantidades
consideraveis, pode fortalecer a capacidade de tamponamento do meio e contribuir

para o aumento da produtividade de celulose bacteriana.
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Figura 4: Comportamento do pH dos meios de cultivo
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Gpa — Meio glicerol comercial; GM — Meio glicerol/milhocina. Fonte: Autor (2021)

5.2.3 Crescimento celular e a producéao de celulose

A producado de celulose esta diretamente ligada ao crescimento celular e a
disponibilidade adequada de micro e macronutrientes também influenciam em seu
rendimento. Dessa forma, o meio € o componente mais importante da cultura celular,
pois fornece os substratos necessarios ao metabolismo da célula. A elaboragéo de
meios de cultura contendo concentracdes 6timas de nutrientes, que variam de acordo
com o microrganismo em estudo, € fundamental para o controle e otimizacdo desse
bioprocesso (ALBERTS et al., 2017; CASTILHO et al., 2008; TORTORA, G. J.; CASE,
C. L.; FUNKE, 2017).

Como se pode observar na Figura 5, 0 meio de cultura GM favoreceu o
crescimento celular da K.hansenii ao longo da fermentagéo, com fase exponencial nas
primeiras 24 horas. Fato que pode estar atribuido a uma maior estabilidade do pH
durante o processo, bem como com a disponibilidade de fontes alternativas de
nutrientes proporcionado pela adicdo de milhocina (CSL) ao glicerol residual (NORO;
SUGANO; SHODA, 2004)
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Figura 5: Curva de crescimento celular
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Gpa — Meio glicerol comercial; GM — Meio glicerol/milhocina. Fonte: Autor (2021)

As membranas obtidas durante a fermentacdo estdo apresentadas na Figura
6, na qual se observa uma maior opacidade da membrana obtida no meio GM,
parametro que pode estar relacionado a espessura do material, uma vez que o meio
GM favoreceu a sintese desse biopolimero, de modo que o rendimento foi
aproximadamente duas vezes superior ao meio Gpa, com uma produtividade média

de 0,25g/dia de celulose até o décimo dia do inicio da producdo, como se pode

observar na Figura 7.
Figura 6: Membranas de celulose obtidas em diferentes meios de cultivo

Membranas de celulose obtidas nos meios a) GM e b) Gpa apés
purificacdo com NaOH 0,1M. Fonte: Autor (2021)
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Figura 7: Producéo de celulose bacteriana em diferentes meios ao longo de 15 dias (g/L)
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Gpa — Meio glicerol comercial; GM — Meio glicerol/milhocina. Fonte: Autor (2021)
Nota-se, contudo, que a producao 6tima de celulose é obtida com 5 dias para
0 meio GPa e 7 dias para o meio GM, com produtividade de 0,28 e 0,29 g/dia,

respectivamente.
5.3 CARACTERIZACOES
5.3.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

De acordo com o que ja foi descrito no tépico 3.5 desse trabalho, a celulose é
um homopolimero linear composto por anéis de anidroglucose ligados entre si através
de ligagbes do tipo B-1,4-glicosidicas. Essa estrutura pode ser identificada por
espectroscopia, conforme apresentado na Figura 8.

Em ambas as membranas foram identificados picos por volta de 3334 e 2911
cm?, que correspondem ao alongamento do grupo OH e CH, respectivamente. A
diferenca de intensidade no pico 2911 refere-se a disponibilidade dos grupos de
carbono alifatico nas amostras, sendo que quanto menor a intensidade menor a
quantidade. As vibracdes entre 2700 e 1700 cm™* sdo desprovidas de bandas
significativas. Em 1650 cm as ligagdes séo atribuidas ao angulo de vibragdo H-O-H
da agua. Este pico aparece mesmo que as membranas tenham sido previamente
secas antes da andlise. Observa-se, porém, que ha membrana obtida a partir do meio
GM a intensidade é menor, 0 que indica uma maior absor¢cdo de agua das outras
membranas no intervalo de tempo entre a secagem e analise do FTIR (KARAHAN et
al., 2011; LIU, K.; CATCHMARK, 2020; MARECHAL; CHANZY, 2000).
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Figura 8: Espectros na regido do infravermelho das membranas de celulose bacteriana
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Espectros de FTIR obtidos a partir das membranas de celulose nos meios de cultura contendo
glicerol comercial (Gpa) glicerol residual (GC) e Gricerol residual+milhocina (GM). Fonte: Autor(2021)

As bandas com picos em 1425, 1350 e 1326 cm™ se refere a flexao dentro do
plano de grupos C-O-H. Enquanto que a banda em 1165 cm™ é atribuida ao
alongamento C — O — C e as bandas na faixa de 1028-1072 cm™! ao alongamento C
— 0. Em 660 cm™, por sua vez, a flexdo fora do plano de O-H. A presenca das bandas
em 3334, 2911, 1165 e no intervalo entre 1028-1072 confirmam a pureza da CB
produzida (KARAHAN et al., 2011; LAZARINI et al., 2016; MARECHAL; CHANZY,

2000).

5.3.2 Agédo antimicrobiana

Conforme apresentado na
Figura 9, referente a analise da viabilidade celular das susbstancias testes:
Quitosana 1% em acido citrico 4%, Carboximetilcelulose (CMC) 1% em &agua, e

Embalagem bioativa (1:1, das solucdes anteriores) para o fungo Aspergillus niger (

Figura 9a), Rhizopus stolonifer (
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Figura 9b) e Citeromyces siamensis (

Figura 9c), a CMC manteve a viabilidade celular das culturas acima de 60% em
todas as concentracdes e tempos analisados, ndo demonstrando potencial de inibic&o
para os fungos testados.

Alguns estudos avalariam o potencial de inibicdo da CMC no crescimento de
alguns microrganismos e constataram que a carboximetilcelulose ndo apresenta efeito
antimicrobiano, no entanto, a presenca de CMC em filmes com a incorporacdo de
compostos que atribuam esse efeito influenciou na resposta e no aumento do quadro
de inibicdo (ESPITIA et al., 2013; MOTELICA et al., 2020; ROY; RHIM, 2020).

A solucdo de quitosana, por outro lado, apresentou um potencial de inibicdo do
crescimento das cepas testadas em concentracdes acima de 5 mg/ml durante as
primeiras 48 horas, e em todas as concentracdes a partir disso e até o final do
experimento. Dentre os valores observados no periodo de 96 horas, a quitosana
manteve uma viabilidade celular de 12,03% para A. niger e R. stolonifer e 16,5% para
C. siamenses na concentracdo de 6 mg/ml. O que confirma o potencial antifingico

desse biopolimero quanto aos microrganismos testados.

Figura 9:Atividade antifingica das substancias testes
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b) R. stolonifer
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Fonte: Autor (2021)

Inimeros sd@o os relatos quanto ao potencial da quitosana em atuar como
agente antimicrobiano de amplo espectro e esse polimero é utilizado para as mais
diversas finalidades como no revestimento antimicrobiano de produtos hospitalares
(NETTO, 2017); na forma de floculantes para o tratamento de &gua encanada
(KANGAMA et al., 2018); hidrogéis de quitosana (TYLISZCZAK et al., 2019); e na
formulag&o de coberturas comestiveis e embalagens bioativas (ARKOUN et al., 2018;
ASSIS; BRITTO, 2014; BRITTO; ASSIS, 2012; SILVA, E. et al., 2017).

Quanto a embalagem bioativa de quitosana/CMC (1:1) formulada nesse
trabalho, ela manteve um percentual inferior a 20% de células viaveis, na
concentracdo de 6 mg/ml, em ambos os tempos e cepas testadas, com menor
viabilidade de 12,22% em 96horas. Resultados que se sobressairam em comparacéo
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com a quitosana e confirma que a presenca da CMC influenciou na resposta e no
aumento do quadro de inibi¢ao.

No que diz respeito a formulacdo de embalagens bioativas, além do seu
potencial de atuacdo como agente antimicrobiano, a quitosana age, também, como
polimero formador de pelicula e fornece, ao material, a aderéncia desejada. A CMC,
por sua vez, ao ser inserida na solugdo polimérica, melhoraria as propriedades

mecanicas dos filmes, proporcionando uma maior maleabilidade.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que a utilizagdo de residuos (agro)industriais,
como a milhocina e o glicerol, como substratos alternativos para a obtencdo de
celulose bacteriana possui um potencial promissor que influi diretamente no valor do
produto final e com a preservagcdo do meio ambiente, pois reutiliza materiais que
outrora eram descartados na natureza.

A solucdo a base de quitosana/carboximetilcelulose utilizada para formular a
embalagem bioativa apresentou uma capacidade de inibicdo do crescimento celular
superior as respectivas solucdes separadamente, o que atribui ao material a
capacidade de atuar como um agente na preservagao de alimentos por meio da

inibicdo do crescimento de fungos infectantes.
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