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RESUMO

A crescente necessidade de preservagdo ambiental aumenta e intensifica 0 uso de recursos
renovaveis na obtencédo de filmes poliméricos como embalagens para manter e/ou melhorar
a qualidade dos alimentos. Nesse contexto, blendas a base dos polimeros de celulose e poli-
hidroxialcanoatos (PHA) sdo candidatas em potencial para essa finalidade devido as
propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade. A celulose é um dos polimeros
naturais mais abundantes na terra e € produzida principalmente por plantas, embora muitas
bactérias, especialmente as pertencentes ao género Gluconacetobacter, produzam uma
forma muito peculiar de celulose com propriedades mecénicas e estruturais que podem ser
exploradas em numerosas aplicagdes industriais. O polihidroxibutirato (PHB), por sua vez, é
um polimero biodegradavel bacteriano com propriedades termoplasticas que o tornam um
candidato em potencial para a substituicdo de polimeros ndo degradaveis. Nesse sentido, no
presente trabalho, membranas de CB foram produzidas pela bactéria Gluconacetobacter
hansenii UCP 1619 usando o meio padrao Hestrin-Schramm (HS) modificado, contendo 1,5%
de glicose e 2,5% de milhocina. Apos a purificacdo da membrana de CB, uma blenda a base
de CB e PHB foi preparada a partir da combinacao entre membranas de CB puras com 30%
de PHB em &cido acético. Em seguida, o 6leo essencial de cravo foi adicionado como agente
antimicrobiano. As blendas foram caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura,
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, difracdo de raios X, analise
térmica e ensaios mecanicos. As analises por microscopia eletrénica de varredura revelaram
um revestimento homogéneo da superficie CB por deposicdo do PHB. Outras analises como
permeabilidade do 6leo, flexibilidade e solubilidade em agua também foram realizados e
demonstraram a melhoria do material obtido pela mistura dos dois polimeros. A adi¢do do
6leo essencial reduziu substancialmente o crescimento microbiano e melhores propriedades
mecéanicas e térmicas na blenda foram observadas frente a membrana de CB pura. O novo
material, composto por uma blenda de CB e PHB, aditivada com 6leo de cravo pode encontrar
aplicagbes importantes como embalagem ativa para alimentos, considerando as propriedades
atrativas da blenda e sua natureza biodegradavel, como embalagem biocompativel e eficiente

para uso industrial na industria alimenticia.

Palavras-chave: Celulose bacteriana; Gluconacetobacter hansenii; residuos industriais;

PHB; o6leos essenciais; biocompdsitos; blendas; embalagens ativas para alimentos.
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ABSTRACT

The increasing need for environmental preservation increases and intensifies the use of
renewable resources in obtaining polymer films as packaging to maintain and / or improve food
quality. In this context, blends based on cellulose polymers and polyhydroxyalkanoates (PHA)
are potential candidates for this purpose due to the properties of biodegradability and
biocompatibility. Cellulose is one of the most abundant natural polymers on earth and is mainly
produced by plants, although many bacteria, especially those belonging to the genus
Gluconacetobacter, produce a very peculiar form of cellulose with mechanical and structural
properties that can be exploited in numerous industrial applications. Polyhydroxybutyrate
(PHB), in turn, is a biodegradable bacterial polymer with thermoplastic properties that make it
a potential candidate for the substitution of non-degradable polymers. In this sense, BC
membranes were initially produced by the bacterium Gluconacetobacter hansenii UCP 1619
using standard Hestrin-Schramm (HS) modified medium containing 1.5% glucose and 2.5%
corn steep liquor. After purification of the BC membrane, a BC and PHB-based blends was
prepared from the combination of pure BC membranes with 30% PHB in acetic acid. Then the
clove essential oil was added as an antimicrobial agent. The blends were characterized by
scanning electron microscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, X-ray diffraction,
thermal analysis and mechanical testing. Scanning electron microscopy revealed a
homogeneous coating of the BC surface by deposition of PHB. The new blends can find
important applications, since better mechanical properties were observed in front of the pure
BC membrane. Studies of permeability, flexibility, retention and water absorption were also
performed. The addition of the essential oil substantially reduced the microbial growth and
better mechanical properties in the blend were observed against the pure BC membrane. The
new material, composed of a BC and PHB blend, added with clove oil can find important
applications as an active food packaging, considering the attractive properties of the blend and
its biodegradable nature, as a biocompatible and efficient packaging for industrial use in the

food industry

Keywords: bacterial cellulose, Gluconacetobacter hansenii; industrial waste; PHB; essential

oils; biocomposites;blends; food active packaging.
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1. INTRODUCAO

As embalagens de alimentos sdo essenciais para a contencéo de produtos, protecao,
preservacado, conveniéncia, para fornecer informacdes sobre o produto e comunicar a marca,
entre outros (FERREIRA et al., 2016). No entanto, o problema crucial da utilizac&o de plasticos
para a embalagem é o residuo pos-consumo, uma vez que a embalagem €, de longe, o maior
contribuinte (63%) de residuos plasticos (GREEN FACTS, 2011). Além disso, alguns materiais
sao dificeis de reutilizar e estima-se que menos de 14% dos materiais de embalagem plasticos
sejam reciclaveis (TUMWESIGYE et al., 2016).

Uma vez que a maior parte dos materiais utilizados ndo sao biodegradaveis e
permanecem no ambiente durante longos periodos de tempo, continuam a constituir ameacas
para a saude humana e para o ambiente (PLASTICS EUROPE, 2015a).

Dentre a possibilidade de fornecimento de novos materiais biodegradaveis para uso
em embalagens, destaca-se a celulose. A celulose é um polimero natural produzido por
plantas (GOMES et al., 2013; COSTA et al., 2017; RECOUVREUX, 2008).

O aumento da demanda de derivados de celulose vegetal (CV), por outro lado,
aumentou o consumo de madeira como matéria-prima, causando desmatamento e questdes
ambientais globais (PARK et al., 2003). Embora as plantas sejam as maiores fontes de
celulose, varios tipos de bactérias sédo capazes de produzir celulose como fonte alternativa.

O polimero linear da celulose é fortemente associado devido as ligagdes de hidrogénio.
A formacéo das fibras do polimero ocorre devido as interagdes intermoleculares geradas entre
as cadeias, e as interagdes intramoleculares por sua vez garantem a rigidez da estrutura
(COSTA etal., 2017). A férmula molecular da CB é a mesma da celulose vegetal, porém, suas
propriedades fisicas e quimicas séo diferentes. O polimero microbiano leva vantagem sobre
0 vegetal pois pode ser obtido com maior pureza, por possuir maiores graus de polimerizacado
e cristalinidade, maior for¢ca de tenséo e maior capacidade de armazenamento de agua. As
fibrilas de celulose bacteriana sdo aproximadamente 100 vezes mais finas do que a celulose
oriunda de plantas (CHAWLA et al., 2009), o que a torna um material altamente poroso com
capacidade para ser utilizado no tratamento de feridas, por atuar como barreira fisica e por
permitir a transferéncia de antibidticas e outras substancias (HUNGUND, GUPTA; 2010).

A celulose bacteriana apresenta elevada pureza, uma vez que nao esta associada com
outros componentes, tais como a lignina e a hemicelulose da CV, e devido a sua rede
nanofibrillar em 3D, mostra capacidade de absorcdo de agua (a membrana inicial possui
aproximadamente 99% de agua) e alta resisténcia a tracdo (COSTA et al., 2017). Essas
propriedades singulares, em conjunto com outras caracteristicas, como biocompatibilidade e
biodegradabilidade, resultam no carater renovavel e em uma ampla gama de aplicacdes na

area biomédica e em varios outros dominios tecnolégicos, tais como membranas para
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dispositivos de audio, papel eletrénico e como material de reforco em nanocompdsitos
transparentes/translucidos (WU; LIU, 2012). A CB também tem sido sugerida na producgéo de
embalagens, tecidos, alimentos saudaveis, cosméticos, produtos farmacéuticos, reforco de
papéis de alta qualidade, diafragmas para transdutores eletroacusticos, revestimentos, reforco
para filmes oticamente transparentes, entre outros (LI et al., 2015; PECORARO et al., 2008;
WANG et al. 2011; KLEMM et al., 2005; DONINI et al., 2010).

O meio padrao utilizado para o cultivo de CB, o0 meio Hestrin-Schramm (HS), descrito
em 1954, tem um elevado custo, pois requer a suplementacéao de glicose, extrato de levedura
e peptona para o cultivo (COSTA et al., 2017). Considerando que o meio de fermentacéo
representa 30% do custo total de um processo fermentativo, este desempenha um papel
critico nas fermentagdes microbianas. Assim, a utilizacdo de meios de cultura alternativos e
de baixo custo torna-se fundamental na redugédo dos custos globais e na obtengdo de um
maior rendimento em CB vislumbrando sua aplica¢do industrial.

Novas fontes de carbono que atendam as necessidades de alto rendimento de
celulose e de baixo custo devem ser encontradas para a producdo da CB (CAKAR et al.,
2014). A producgédo de CB a partir de residuos agricolas e residuos industriais, que incluem
residuos de alimentos, palha de trigo, residuos de frutas, residuos de glicerol e residuos de
téxteis a base de algodéo tem sido demonstrado. A vantagem em usar residuos agricolas ou
industriais nao so6 fornece uma maneira barata de produzir a CB, mas também funciona como
uma proposta ambiental (LI et al., 2015). Além disso, a utilizacdo de tais materiais residuais
ndo s6 melhora a sustentabilidade da producdo de celulose por micro-organismos, mas
também diminui a poluicdo ambiental associada ao descarte de residuos industriais.

A despeito das caracteristicas atrativas da CB, a falta de propriedades antibacterianas,
antioxidantes e magnéticas, por exemplo, limita sua aplicagdo em algumas &reas. Como
resultado, inUmeras blendas e compdsitos de CB vem sendo sintetizados para superar suas
limitacbes e aumentar suas aplicacdes. Blendas de CB conferem propriedades
antimicrobianas, cicatrizantes, condutoras, magnéticas e Opticas para CB (SHAH et al., 2013).

As blendas formadas por polimeros biodegradaveis utilizados como embalagem,
obtidos a partir de recursos renovaveis, representam uma alternativa aos plasticos derivados
do petroleo, uma vez que sua degradacdo conduz a residuos nédo toxicos ou ndo prejudiciais
para o ambiente. No entanto, muitos desses polimeros utilizados em embalagens sao pobres
em propriedades mecéanicas e térmicas. Para superar essas limitacdes, uma alternativa
promissora tem sido a producdo de bio-nanoblendas. Estes materiais apresentam barreiras
reforgadas, mecéanicas e térmicas devido ao seu tamanho nanométrico (URBINA et al., 2016).
Nesse sentido, a combinacdo da CB como os polimeros poli-hidroxialcanoatos (PHA) surge

como alternativa primissora no fornecimento de embalagens.
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Os poli-hidroxialcanoatos (PHA) sado uma familia de biopolimeros intracelulares
biodegradaveis sintetizados obtidos por fermenta¢do microbiana como granulos intracelulares
de armazenamento de carbono e energia. Entre a familia dos polimeros de PHA, o poli-3-
hidroxibutirato (PHB) é produzido pela Ralstonia eutropha. O PHB é um polimero
biocompativel, biodegradavel e termoplastico, com as propriedades do tipo plastico
oferecendo a possibilidade de substituicdo potencial de polimeros ndo degradaveis
atualmente usados como polietileno e polipropileno. PHB tem uma alta temperatura de fusédo
(~175 -C), embora a instabilidade térmica e fragilidade tém sido as principais desvantagens
em aplicacdes potenciais. Por outro lado, a BC esta entre os substratos que podem garantir
o reforgo necessério ao PHB (VIJAYENDRA; SHAMALA, 2013).

Nesse contexto, a crescente demanda por alimentos minimamente processados e
produtos frescos apresenta problemas reais em relacdo a qualidade e seguranca desses
produtos. Por esta razao, novos métodos para inibir o crescimento microbiano em alimentos
e que manteham o frescor, a qualidade e a seguranca do produto tém sido desenvolvidos. Um
dos métodos mais utilizados é o empacotamento antimicrobiano (SOUZA et al., 2010). A
embalagem antimicrobiana prolonga o periodo de defasagem do crescimento microbiano e
reduz a taxa de crescimento e 0 nimero maximo de crescimento de micrébios. A embalagem
ativa esté atraindo mais atencdo da industria de alimentos e embalagens devido a crescente
demanda por produtos sem conservantes. Baixos niveis de conservantes totais no sistema de
embalagem, em comparag¢do com a quantidade de conservantes adicionados diretamente nos
alimentos, também séo desejaveis (HAN; FLOROS, 2007).

Nesse sentido, 0 objetivo desse trabalho foi desenvolver um novo material polimérico
ainda ndo descrito na literatura, composto por uma blenda de CB/PHB aditivada com 6leo
essencial de cravo, com a finalidade de funcionalizar o filme como ativo antimicrobiano e

sobretudo biodegradavel que possa ser utilizado para a indastria de alimentos pereciveis.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Produzir uma blenda de CB e PHB incorporado com 6leo essencial de cravo-da-india
gue apresente viabilidade de aplicagdo como embalagem ativa em alimentos.

2.2. Objetivos Especificos

e Produzir CB utilizando meio alternativo previamente formulado.

e Formular uma blenda de CB contendo 30% de PHB a partir da combinagdo dos
polimeros por um novo método de dissolugéo.

e Caracterizar as blendas quanto a permeabilidade a 6leo, solubilidade em agua e
flexibilidade.

¢ Adicionar o 6leo essencial de cravo especificamente como agente antibacteriano da
blenda obtida.

e Determinar a atividade antibacteriana do 0leo essencial de cravo da india na blenda
obtida.

o Determinar as propriedades mecéanicas da blenda.

e Caracterizar a estabilidade térmica da blenda.

e Caracterizar a morfologia e os arranjos dos polimeros formadores da blenda.

e Caracterizar a cristalinidade da blenda.

e Caracterizar a interagéo entre as fibras dos polimeros constituintes da blenda.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. EMBALAGENS ATIVAS

As embalagens de alimentos sdo essenciais para a contengéo de produtos, protecéo,
preservacdo, conveniéncia, para fornecer informagdes sobre o produto e comunicar a marca,
entre outros (FERREIRA et al., 2016). Essencialmente, a concepcdo de uma embalagem
resulta da combinacdo da ciéncia de alimentos, de processamento e de preservacdo, uma
vez que ela deve estender a vida Gtil dos produtos alimentares, reduzindo o desperdicio
(TRINETTA, 2016). As embalagens plasticas representam quase 40% do mercado europeu
dos plasticos e sdo essenciais para 0 processamento, 0 armazenamento, o transporte, a
protecdo e a conservacao dos alimentos (PLASTICS EUROPE, 2012; 2015a). Na verdade,
mais de 50% de todos os produtos europeus sao embalados em plasticos, e este sucesso
comercial é devido a uma combinagéo de propriedades como flexibilidade, resisténcia, leveza,
estabilidade, impermeabilidade e facilidade de esterilizacdo. Estas caracteristicas tornam os
plasticos materiais ideais para quase todos os consumidores comerciais e industriais
(PLASTICS EUROPE, 2015b). De acordo com a Associacao de fabricantes de plasticos da
Europa (PLASTICS EUROPE, 2015a), a producao de plasticos tem crescido globalmente e é
estavel na Europa (57 Mton por ano). Este sucesso dos plasticos vem do fato de que muitos
deles podem ser moldados, extrudados e fundidos em diferentes formas, filmes/membranas
ou espumas (PLASTICS EUROPE, 2015a,c).

O polietileno (PE), o polipropileno (PP) e o politereftalato de etileno ou polietileno
tereftalato (PET) s&o os mais utilizados no setor da embalagem (AMERICAN CHEMISTRY
CONCIL, 2015), mas o policloreto de vinila (PVC) e o poliestireno (PS) também sao facilmente
encontrados nas embalagens de alimentos devido a resisténcia biol6gica e excelentes
propriedades de barreira a dgua (PLACKETT, 2011). O verdadeiro éxito dos plasticos na
indastria de embalagens alimentares € conseguido com a combinacdo de todas as
caracteristicas referidas (em especial a leveza) e a sua utilizacdo para ajudar a manter os
alimentos frescos e livres de contaminacdo (AMERICAN CHEMISTRY CONCIL, 2015). A vida
de prateleira estendida dos produtos alimentares tem sido relatada para diferentes alimentos
com uma embalagem simples; por exemplo, o pepino desembrulhado perde umidade dentro
de trés dias, mas 1,5 g de embalagem de plastico pode manter um pepino fresco por 14 dias.
Algumas embalagens plasticas mais complexas podem prolongar em trés vezes o prazo de
validade de produtos especificos devido a propriedades Unicas, como embalagens
seccionaveis, agentes antimicrobianos, sistemas de controle de umidade e solucdes de

embalagens de atmosfera modificada. Além disso, espera-se que no futuro préximo mais
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inovagBes estejam disponiveis em grande escala e a baixo pre¢co, como absorvedores e
emissores de substancias gasosas naturais para prolongar a vida util dos produtos,
biosensores que detectam bactérias ou identificacao por radio-frequéncia para informar sobre
a integridade dos produtos (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2011). As membranas plasticas sdo geralmente produzidas por extrusdo, co-
extrusdo, fundicdo, revestimento por extrusao, laminacéo por extrusdo e metalizacdo. Estes
processos tém vantagens e desvantagens dependendo do polimero utilizado e da espessura
necessaria, normalmente inferior a 250 ym (PLACKETT, 2011).

No entanto, o problema crucial da utilizacdo de plasticos para a embalagem € o residuo
pds-consumo, uma vez que a embalagem é, de longe, o maior contribuinte (63%) de residuos
plasticos (GREEN FACTS, 2011). Além disso, alguns materiais séo dificeis de reutilizar e
estima-se que menos de 14% dos materiais de embalagem plasticos sejam reciclaveis
(TUMWESIGYE et al.,, 2016). De acordo com o relatério “Plastics-The facts 2014/2015”
(PLASTICS EUROPE, 2015a), apesar de as solugbes de reciclagem e recuperacdo de
energia terem aumentado desde 2006, a disposicao em aterros continua a ser a maior solugédo
para o plastico no final da vida, gerando 9,5 M toneladas de residuos plasticos (38% do total)
em 2012, para a UE27 + Suica e Noruega. Uma vez que a maior parte dos materiais utilizados
ndo sdo biodegradaveis e permanecem no ambiente durante longos periodos de tempo,
continuam a constituir ameacgas para a saude humana e para o ambiente (PLASTICS
EUROPE, 2015a). A outra solucao utilizada, a incineracdo para recuperagéo de energia, tem
um impacto ambiental severo (como para a maioria dos residuos sélidos ou combustiveis),
que pode incluir algumas particulas transportadas pelo ar e gases de efeito estufa (GREEN
FACTS, 2011).

De acordo com esses fatos e sabendo que, nas ultimas décadas, tem sido observado
um rapido crescimento no uso de polimeros sintéticos, e se prevé que o valor poderia
multiplicar por quatro até o ano 2100 como resultado da crescente populagdo humana, sera
necessario utilizar 25% da produgdo mundial de petr6leo apenas para a fabricagdo de
plasticos (PLACKETT, 2011). Tendo em conta este cenario, uma opcao valida para superar
este problema ambiental € o uso de polimeros de base biologica obtidos a partir de recursos

renovaveis.

3.2. POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

A palavra polimero origina-se do grego poli (muitos) e mero (unidades de repeti¢c&o).
Dessa forma, um polimero € uma macromolécula composta por muitas unidades de repeticdo

(meros) ligadas por uma ligacao covalente. A matéria-prima para a formacao de um polimero
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€ um monémero, ou seja, uma molécula com uma unidade de repeticdo. Os polimeros podem
ser divididos em trés classes principais: plasticos, borrachas e fibras. Essa classificacdo
depende do tipo de mondmero (estrutura quimica), tamanho da cadeia e do tipo de ligacao
covalente. Para a sintese de polimeros, € necessario que pequenas moléculas (monémeros)
se liguem entre si, formando a cadeia polimérica (CANEVAROLO, 2010).

Os polimeros sintéticos convencionais sdo produzidos a partir de derivados do
petréleo, um recurso natural ndo renovavel, e apresentam diversos problemas ambientais
decorrentes principalmente de sua dificil degradacdo que pode levar centenas de anos. No
entanto, seu uso pela sociedade esta intensificado devido &s suas propriedades interessantes,
como resisténcia mecéanica, leveza, inércia quimica e baixo custo de producdo e
processamento (RHIM et al., 2013). O seu uso é diversificado incluindo-se em algumas
aplicacdes para as quais anteriormente eram usados outros materiais, tais como metais, vidro,
madeira e papel. Sendo também usados em aplica¢Bes industriais, domésticas e ambientais,
desde garrafas, embalagens, sacos de supermercado, latas de conserva, tintas, passando
pelos cobertores, tapetes, escovas de dente, pneus ou suportes para componentes elétricos,
os polimeros encontram-se presentes em quase a totalidade dos utensilios de uso quotidiano
(COUTINHO et al., 2004). Para a producao de embalagens destina-se aproximadamente 40%
da producao dos polimeros sendo que metade desta producao é destinada para embalagens
de alimentos (RHIM et al., 2013). Em patrticular, para as embalagens plasticas tém-se métodos
de descartes limitados e isto esta gerando uma preocupacao global crescente com respeito
aos danos ambientais e também com relagéo ao esgotamento dos recursos naturais causados
por embalagens plasticas convencionais que ndo sao biodegradaveis. Dessa forma, é
necessario buscar alternativas mais sustentaveis de producao, utilizacdo e descarte para 0os
polimeros visando diminuir os impactos causados ao meio ambiente.

Neste sentido nas Ultimas duas décadas, houve um crescente interesse publico e
cientifico com relag@o ao uso e desenvolvimento de biopolimeros (plasticos biodegradaveis).
Além dos biopolimeros possuirem as tdo desejadas propriedades fisicas e quimicas dos
plasticos sintéticos convencionais, eles podem ser obtidos a partir de fontes renovaveis (RHIM
et al., 2013). Para a producédo de embalagens, os biopolimeros sdo considerados como uma
forma sustentavel para substituicdo dos polimeros ndo biodegradaveis e ndo renovaveis.

Biopolimeros ou plasticos biodegradaveis sao materiais poliméricos, em que pelo
menos um passo no processo de degradacao ocorre através do metabolismo de organismos
encontrados no ambiente (RHIM et al., 2013). Em condi¢des apropriadas de temperatura,
umidade e disponibilidade de oxigénio, a biodegradacdo leva a fragmentacdo ou
desintegracao dos plasticos sem residuos toxicos ou perigosos.

Para a industria de polimeros e consumidores € importante fazer a distingdo entre

biopolimeros e materiais biodegradaveis. De acordo com a norma da American Society for
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Testing and Materials (ASTM D-5488-94del, 1994) um material biodegradavel é definido
como "material capaz de sofrer decomposicdo em diéxido de carbono, metano, agua,
compostos inorganicos ou biomassa em que o mecanismo predominante € a acao enzimatica
dos micro-organismos, que pode ser medida por testes padronizados, em um periodo de
tempo especificado, refletindo a viabilidade do descarte”.

De acordo com a ASTM 6400-04, os termos mais utilizados para classificacdo dos
tipos de plasticos encontram-se na Tabela 1.

Por outro lado, os biopolimeros sdo materiais poliméricos totalmente derivados de
recursos renovaveis. Embora os biopolimeros sejam biodegradaveis, nem todos os materiais
biodegradaveis séo considerados biopolimeros. Como exemplos, a policaprolactona (PCL), o
poliglicolideo (PGA) eo adipato de polibutiieno succinato (PBSA) séo materiais
biodegradaveis, mas nao sao classificados em biopolimeros porque sao produzidos a partir

de recursos ndo renovaveis (produtos quimicos de origem féssil) (Figura 1).

Tabela 1. Classificagdo dos tipos de plasticos (ASTM 6400-04) (KLOSS, 2007)

Tipo de plastico Definigcao

Biodegradavel Plastico degradavel no qual a degradacéo é resultada pela acdo de micro-
organismos de ocorréncia natural, tais como bactérias, fungos e algas.

Compostavel Plastico que sofre degradacdo por processos biolégicos durante a
compostagem, produzindo CO, e agua, componentes inorganicos e
biomassa a uma taxa significativa quando comparada com outros materiais
compostaveis conhecidos e que ndo deixam quaisquer materiais visiveis,
perceptiveis e toxicos.

Degradavel Plastico capaz de sofrer uma mudanca significativa em sua estrutura quimica
sob condigbes ambientais especificas, resultando em perda de algumas
propriedades. As mudancas podem ser avaliadas por ensaios padronizados

e que sao utilizados em plasticos convencionais.
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Figura 1. Polimeros biodegradaveis (FERREIRA et al., 2016)
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Os biopolimeros sao geralmente classificados de acordo com a origem de sua matéria-

prima:

1. Polimeros diretamente extraidos/removidos extraidos diretamente da natureza, como
carboidratos de plantas (amido, celulose, alginato, agar, etc.) e de origem animal ou vegetal
como proteina de soja, glaten de trigo, gelatina, colageno, etc.

2. Polimeros sintéticos biodegradaveis, produzidos por sintese quimica a partir de mondmeors
derivados de fontes renovaeis, como o plilactato ou poliacido latico (PLA), um poliéster alifatico
termoplastico derivado de momoémenors de acido latico, o poli (butileno succinato) (PBS) e as
poli (e-caprolactonas) (PCL). O proprio mondmero é produzido por fermentagdo de
carboidratos como matérias-primas.

3. Polimeros produzidos por micro-organismos (incluindo micro-organismos geneticamente
modificados) , como alguns polissacarideos (por exemplo, goma gelana e pululana),
polihidroxialcanoatos (PHAs) e polihidroxibutiratos (PHB), além de vérias blendas,
comercializados por diferentes companhias (GALGANO, 2015; MENSITIERI et al., 2011).

De acordo com a Organizacdo Europeia de Bioplasticos, os biopolimeros obtidos de
recursos renovaveis tém de ser biodegradaveis e compostaveis, o que permite sua eliminacao
no solo, sendo mais eficientes em termos energéticos do que se reciclados, podendo atuar
como fertilizantes e condicionadores do solo (GALGANO, 2015; SIRACUSA et al., 2008). A
Tabela 2 mostra alguns produtores industriais de polimeros biodegradaveis, bem como os
tipos de polimeros produzidos e algumas de suas aplicacdes.

A utilizacdo de biopolimeros (a partir de recursos renovaveis e biodegradaveis) em

embalagens tem reconhecido mérito em fungdo da contribuicio dessa acdo para o
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desenvolvimento sustentavel, uma vez que € possivel eliminar os residuos plasticos que se
acumulam na natureza. Esta solugcdo é particularmente interessante para embalagens de
alimentos, uma vez que estes tipos de materiais sdo geralmente contaminados por residuos
alimentares que constituem um perigo para a saude na triagem e reciclagem mecanica
(CRUZ-ROMERO; KERRY, 2008).

Tabela 2. Produtores industriais de alguns polimeros biodegradaveis e suas
aplicagbes (KLOSS, 2007)

Produtor Marca Aplicacao Materiais
Registrada

Bayer BAK 1095 Filmes e chapas Poliéster amidas

Idroplast Agribag Distribuidor quimico Poli(alcool vinilico) PVA

Biotec Bioplast Filmes e chapas Amido termoplastico

Novamont MasterBi Mantas protetoras de Amido /
plantacdes e vasos policaprolactona (PCL)

Solvay CAPA,600 Liberagéo controlada de Policaprolactona (PCL)

S.A. fertilizantes

Cargill Eco PLA Mantas protetoras de Poli(acido latico) (PLA)

Dow plantagfes e vasos

Eastman Eastar Bio Cobertura de raizes Copoliésteres

Novon Degra-Novon Mantas protetoras de Amido modificado
plantacdes e vasos

TPS, Inc. Vinex Embalagens para produtos  Poli(alcool vinilico) PVA

quimicos

BSL Sconace | Filmes e vasos Amido modificado

Du Pont Biomax Mantas protetoras de Resinas poliéster
plantacdes e vasos

PHB PHB Embalagens, tubetes de Polihidroxibutirato

Industrial reflorestamento e outras (PHB) produzido por

aplicacbes baseadas na bactéria
injecao.
Basf Ecoflex Fabricacdo de embalagens Copoliéster de 1,4-

flexiveis, colaminacdo com

papel filme para plasticultura.

butanodiol, &ido adipico

e acido terefélico

26



Basf Ecobras Embalagens injetadas, E um combinado do
tubetes para reflorestamento, Ecoflex e um polimero
sacolas plasticas e vegetal a base de milho

embalagens para cosmeéticos

3.2.1. Celulose bacteriana (CB)

A celulose € um dos polimeros naturais mais abundantes na Terra. Com uma produgao
estimada de 10'* toneladas por ano e de grande importancia econémica, ela pode ser
encontrada em diferentes formas de vida como em plantas verdes, fungos, protozoarios e
procariontes. A maioria desses polimeros é produzida por plantas, sendo por isso denominada
de celulose vegetal (CV) (GOMES et al., 2013). A celulose € o principal componente da parede
celular de plantas, contendo impurezas como lignina, pectina e hemicelulose. O aumento da
demanda de derivados de celulose vegetal (CV) no mundo aumentou o consumo de madeira
como matéria-prima, causando desmatamento e consequentes problemas ambientais em
nivel global (PARK et al., 2012). Industrialmente, a celulose é muito usada na producéo de
papel, na industria madeireira, como emulsificador, agente dispersante, agente gelificante,
entre outras. Atualmente, a madeira do eucalipto tem sido uma das principais fontes industriais
de celulose sendo composta por celulose (40 a 45%), lignina (25 a 30%), hemiceluloses (30%)
e extrativos (até 4%). Embora as plantas sejam as maiores fontes de celulose, varios tipos de
bactérias sdo capazes de produzir celulose como fonte alternativa.

Classificada como um carboidrato, a celulose (C¢H100s5)n € um polimero que contém
carbono, hidrogénio e oxigénio, sendo formada por cadeias lineares ndo ramificadas de
moléculas 3-D-glicose unidas por ligagao do tipo B-1,4-glicosidicas que interagem umas com
as outras através de ligacdes de hidrogénio intramolecular e intermolecular (Figura 2). A
estrutura polimérica inicia sua formacao quando duas moléculas de glicose se unem e formam
a celobiose, considerada a unidade estrutural de repeticdo da molécula de celulose. As
microfibrilas de celulose, que sdo moléculas longas e rigidas, se formam por ligacées de
hidrogénio, responsaveis pela rigidez da cadeia e pela formacéo de fibras retas e estaveis
gue elevam a resisténcia mecanica e fazem com que a celulose seja insollvel em agua e na
maioria dos solventes organicos (UL-ISLAM et al., 2012; SANTOS et al., 2015;).

A microfibrila celulésica resulta da intima associacdo de quatro fibrilas elementares
agrupadas por uma monocamada de hemicelulose, sendo posteriormente circundadas em
uma matriz de hemicelulose e lignina (associadas entre si por meio de interacdes fisicas e

ligacbes covalentes). A estrutura resultante desse arranjo quimico é denominada fibrila
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elementar, que apresenta caracteristicas de insolubilidade em &agua e alto grau de
cristalinidade (ANTONIO et al., 2012).

Figura 2. Estrutura quimica da cadeia 8 (1—4)-glicana (celulose) e as ligactes de hidrogénio

intramolecular e intermolecular de celulose (ANTONIO et al., 2012).
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A estrutura cristalina da celulose explica a alta resisténcia axial e 0o médulo da celulose.
Um valor de 134 GPa (137 kgf/cm?) foi determinado para o médulo de elasticidade dos cristais
de celulose, utilizando difracdo XRD e fibras de celulose deformadas sob um estresse
constante (SAKURADA et al. 1962). Este modulo estad no mesmo nivel que o de outras fibras
de refor¢co, mas com uma densidade mais baixa (MOON et al., 2011). As fibras de madeira e
lignocelulésicas tém um médulo de elasticidade muito menor em compara¢do com a celulose
cristalina (cerca de 30 Gpa no o caso das fibras de canhamo). Para aproveitar ao maximo as
propriedades mecénicas dos crista is de celulose, a estrutura complexa de madeira ou fibras
lignocelulésicas deve ser quebrada para liberag&o dos cristais de celulose. Embora a primeira
imagem de nanocristais de celulose em microscopio eletrénico de transmissao preparados
por hidrolise acida da celulose vegetal tenha sido publicada por Mukherjee e Woods (1953),
foi mérito de Favier et al. (1995) enfatizar a importancia dos nanocristais de celulose para
reforco de polimero. Seus primeiros estudos abriram uma nova era, a nanocelulose e
nanocompositos a base de celulose, que ainda sdo amplamente estudados e comegaram a
ser produzidos em plantas piloto e, alguns, em grande escala. A nanocelulose é importante
porque reune a mesma forca material, flexibilidade, biocompatibilidade, disponibilidade e
baixo custo. As principais desvantagens da nanocelulose quando utilizada para a preparacéo
de nanocompositos de polimeros, séo alta absor¢do de umidade, estabilidade térmica limitada

e alta hidrofilicidade, sendo necessarias mais pesquisas para resolver esses problemas.
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Inicialmente, a nanocelulose foi classificada em trés tipos (KLEMM et al., 2011): (i)
celulose nanofibrilada fabricada por tratamento mecénico como processo principal (LAVOINE
et al., 2012), (i) nanocristais de celulose / nanovigas preparadas por hidrélise acida (HABIBI
et al., 2010; HENRIQUE et al., 2015) e (iii) celulose bacteriana. A Nanocelulose produzida a
partir de solucdo ou derretimento por eletrospinamento, utilizando forcas elétricas, foi
adicionada nesta classificacdo em revisdes recentes (THAKUR, 2015). Dependendo da fonte,
a celulose pode ser classificada em celulose sintetizada em plantas superiores, incluindo
arvores, em plantas inferiores, como algas, por alguns animais (tunicados), fungos, amebas
ou por algumas bactérias (DUFRESNE, 2012).

A CB, também denominada de biocelulose, é o resultado da extrusao do material por
bactérias aerdbicas e se apresenta como nanofibras (10-50 nm) orientadas uniaxialmente.
Microfitas com largura de 1 a 9 nm apresentam uma nanoestrutura singular, elevado grau de
polimerizacéo, entre 2.000 a 6.000 e propriedades mecéanicas indicadas ao desenvolvimento
de biomateriais e como refor¢o para biocompdésitos quando comparada com outros materiais
(Tabela 3).

As microfibrilas de CB foram primeiramente descritas por Muhlethaler, em 1949, sendo
cerca de 100 vezes menores do que as de CV (CHAWLA et al.,, 2009; GAYATHRY;
GOPALASWAMY, 2014). A rede fibrosa de CB é feita a partir de trés nanofibras dimensionais
bem arrumadas que resultam na formacédo de uma folha de hidrogel com elevada area
superficial e porosidade (ESA et al. 2014).

Tabela 3. Propriedades mecéanicas da CB em relagdo a outros materiais

Material Médulo de Resisténciaatracdo Deformacéo
Young (GPa) (MPa) (%)

Celulose Bacteriana (CB) 15-35 200 - 300 15-20

Polipropileno (PP) 1-15 30-40 100 - 600

Poli(tetraftalato de 3-4 50-70 50 - 300

etileno) (PET)

Celofane 2-3 20 - 100 15-40

Fonte: KLEMM et al. (2006)

As ligagbes de hidrogénio inter e intra-molecular mantém as cadeias de celulose
juntas, conferindo também as fibras de CB uma baixa solubilidade e alta retencéo de agua,
além de elevada pureza, resisténcia mecanica, elasticidade, flexibilidade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, auséncia de toxicidade, além de ndo ser alérgica (ESA et al. 2014), sendo

pesquisada no meio cientifico como uma promessa potencial para utilizagdo em varias areas

29



do conhecimento (KLEMM et al., 2006; PECORARO et al.; 2008; DONINI et al., 2010; WANG
et al., 2011).

A CV se difere de seu par biolégico principalmente devido ao seu carater de fibras
micrométricas, enquanto que a CB apresenta carater de fibras nanométricas e sado extruidas
através da parede celular da bactéria (DONINI et al., 2010). Visualmente, a diferencga entre a
CV e a CB refere-se tanto a aparéncia quanto ao teor de agua. A CV tem um aspecto fibroso,
enguanto que a CB se assemelha a um gel (Figura 3). No entanto, os grupos funcionais que

caracterizam a CB séo os mesmos que os da CV.

Figura 3. (a) CV tem um aspecto fibroso e (b) CB assemelha-se a um gel (DONINI et
al., 2010).

Um filme de CB, com estrutura tridimensional e propriedades Unicas € obtido quando
0 processo fermentativo é submerso estatico (CHAWLA et al., 2009), produzindo um
biomaterial de alta cristalinidade (60-90%) quando comparado com a CV (~40 %) e
especialmente com a fibra do algodéo (~70 %) (ROSS et al., 1991, BROWN et al., 1996;
BARUD et al., 2007; PIGOSSI et al., 2015).

Brown, em 1886, observou que durante o processo de fermentagdo do vinagre, a
bactéria Gluconacetobacter xilinus, anteriormente Acetobacter xylinum e atualmente
denominada de Gluconacetobacter hansenii, € capaz de sintetizar CB na presenca de glicose
e oxigénio (HESTRIN; SCHRAMM, 1954; DONINI et al., 2010; RANGASWAMY et al., 2015),
formando uma manta gelatinosa, a qual foi observada pela primeira vez na superficie de
fermentacdo do vinagre. Apos analise microscépica, a presenca da referida bactéria foi
constatada na manta.

A fermentacédo para a producdo de CB é realizada tanto em condicdes estaticas, ou

sob condicdes de agitacdo. Diferentes formas de celulose sdo produzidas sob estas
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condi¢bes. A formacdo de uma pelicula tridimensional interconectada reticularmente foi
relatada sob condigcéo estatica, enquanto a condi¢cao agitada produz particulas de celulose
irregulares de forma semelhante a esferas (TANSKUL et al., 2013). O processo de formagao
de celulose sob condicbes estaticas é regulado por alimentacéo de ar na superficie do meio
e o rendimento depende moderadamente da concentracdo da fonte de carbono (BUDHIONO
et al., 1999). O aumento do tempo de crescimento ird aumentar a formacéo de CB juntamente
com hidrogénio e ligacdes C-H (SHEYKHNAZARI et al., 2011). A sintese da CB atinge o seu
limite quando o crescimento da pelicula na area inferior do meio, aprisiona todas as bactérias,
gue se tornam inativas devido ao fornecimento insuficiente de oxigénio (BORZANI; SOUZA,
2010). O processo semicontinuo na condigdo estatica € recomendado em escala industrial,
uma vez que consegue aumentar a produtividade BC em relagéo ao processo continuo (ESA
et al. 2014).

Alguns géneros de bactérias como Gluconacetobacter, Rhizobium, Sarcina,
Agrobacterium e Alcaligenes produzem um polimero linear de celulose fortemente associado
através das ligacdes de hidrogénio que séo responsaveis pela formacgéo das fibras de celulose
com a mesma estrutura quimica da CV e com propriedades fisicas e mecanicas relevantes
para a producdo dos biomateriais (DONINI et al., 2010). Bactérias acéticas pertencentes a
familia Acetobacteraceae do género Acetobacter produzem CB especialmente quando sao
usados manitol, etanol, n-butanol, glicerol e lactato como fontes de carbono para o
crescimento celular, tendo em vista que n&o hidrolisam o amido nem a lactose e séo
quimiorganotréficas (DE LEY et al. 1984, HOLT et al., 1994, ASHTAVINAYAK et al., 2016).

A producédo de CB pelas bactérias do género Gluconacetobacter foi um estudo que
aconteceu visando avaliar a biossintese deste biopolimero e extrapola-las para o processo
em plantas industriais. Essas bactérias sdo gram-negativas e se apresentam em forma de
bastdo, com alta tolerancia a substancias acidas, crescem em valores de pH menores que
5,0, sdo ndo patogénicas e necessitam, em especial, de um suprimento continuo de oxigénio
e carbono para que a producéo de CB extracelular seja eficiente (IGUCHI et al., 2000; KLEMM
et al, 2001; PECORARO et al., 2008; BARUD, 2010; ESA et al. 2014). Esse género produz
uma CB que apresenta propriedades Unicas, incluindo elevada resisténcia mecanica a tracao,
possibilidade de inser¢des de materiais para obtengdo de compositos, elevada capacidade de
retencdo de agua, elevada cristalinidade e uma estrutura de rede ultrafina e fibra altamente
pura. Essas propriedades permitem muitas aplicacdes na area biomédica, como biossensor,
na area de alimentos, téxtil e em outras industrias (HUNGUND; GUPTA, 2010).

Para a bactéria, a CB funciona como mecanismo de flotagédo, permitindo ao micro-
organismo permanecer em uma interface ar/liquido para obter oxigénio com maior facilidade

para seu crescimento. Atua como barreira fisica que protege a bactéria da radiacéo
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ultravioleta, aumenta a capacidade de colonizar substratos e seu carater higroscépio permite
a retencdo de umidade, prevenindo a desidratacdo do substrato (DONINI et al., 2010).

Atualmente, a G. xylinus € considerada como micro-organismo modelo na biossintese,
cristalizacdo e obtencdo de propriedades estruturais de CB. A sintese de celulose por G.
xylinus constitui um complexo processo que envolve trés etapas principais. A primeira refere-
se a polimerizacdo dos residuos de glicose em cadeias -glucana. A segunda 1-4 etapa
corresponde a secrecdo extracelular das cadeias lineares e a terceira corresponde a
organizacao e cristalizacdo das cadeias de glucanas, por meio de ligagBes de hidrogénio e
forcas de Van der Walls dispostas hierarquicamente em tiras. O resultado desse processo €
a formacéo de uma estrutura tridimensional resistente denominada microfibrila (DONINI et al.,
2010). Os mais de 100 poros existentes na membrana desse micro-organismo proporcionam
a extrusdo da celulose para formar uma fibrila elementar que apresenta um diametro
aproximado de 3,5 nm. Cerca de 46 fibrilas adjacentes juntam-se através de ligacbes de
hidrogénio para formar uma fita, que tem uma largura variando de 40 a 60 nm. As fitas rolam
para cima para formar a fibra, que ficam emaranhadas com as outras fibras dispersas no meio
de cultura. As fibras entrelacadas formam uma pelicula gelatinosa denominada Zooglea, que
contém cerca de 98 % (w/w) de 4gua e apresenta-se sobre a superficie do meio de cultura
liquido. Sua espessura depende do tempo de cultura e, geralmente, pode chegar a 1 ou 2 cm
(PECORARO et al., 2008).

As caracteristicas estruturais da CB estéo diretamente relacionadas a dois fatores: a
origem a estirpe, a qual determina a razao la/ I3, que consistem em duas diferentes estruturas
cristalinas, uma monoclinica - celulose I, e outra triclinica - celulose la (LIMA et al., 2015) e
a composi¢cdo do meio de cultura, que influencia o tamanho da cadeia. Tais caracteristicas
determinam também o grau de cristalinidade e consequentemente as propriedades fisico-
quimicas da CB.

A estrutura nanométrica e porosa da membrana produzida pela CB é um material que
age como uma barreira fisica contra bactérias. Pode ser desidratada, mas, devido a elevada
capacidade absorvente, a CB se reidrata quando entra em contato com liquidos, com a
capacidade de absorver o mesmo volume de liquido original (CZAJA et al., 2007).

Estudos sobre a cinética de crescimento dos micro-organismos auxiliam os estudos
para obtencdo da membrana de CB com a espessura desejada, utilizando por base os
processos fermentativos. Observando a possibilidade do aumento substancial da
produtividade da CB, diversos autores vém trabalhado o tema, utilizando diferentes formas de
cultivo em biorreatores e cultivos agitados, em contraste com o cultivo tradicional estatico,

além de variacdes nas condicdes de suplementacédo (DONINI et al., 2010).

32


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978008045316300017X

3.2.1.1. Residuos industriais utilizados na producéo de CB

O meio padréo utilizado para a manutencdo e producdo de CB, o meio Hestrin-
Schramm (HS), descrito em 1954, tem custo elevado, pois requer a suplementacao de glicose,
extrato de levedura e peptona. Pesquisas recentes tém se concentrado na tentativa para
produzir a CB a um custo mais reduzido usando diferentes estirpes de bactérias produtoras
de celulose e fontes alternativas de carbono e nitrogénio. Tais pesquisas que visam a
descoberta de fontes de carbono alternativas e de baixo custo que sirvam de substrato sdo
de extrema importancia para a viabilidade da producédo de CB em uma escala significativa que
permita a substituicdo da celulose vegetal pelo biopolimero bacteriano, uma vez que o custo
de producdo associado ao substrato em processos fermentativos referentes a producéo de
CB séo responsaveis por até 65% do custo total de producéo (JOZALA et al., 2014; TSOUKO
et al., 2015).

Residuos estdo se tornando matérias-primas interessantes para o meio industrial,
devido a uma maior consciéncia ambiental das empresas e da populacdo. Os residuos
industriais vém sendo utilizados para substituir os compostos sintéticos como uma alternativa
relativamente barata para reduzir ou substituir a fonte de carbono de maneira que o cultivo da
celulose bacteriana alcance aplicacdes industriais de grande escala (KONGRUANG, 2008;
CAVKA et al., 2013; HUANG et al., 2014; KIZILTAS, et al., 2015).

Muitos trabalhos tém sido realizados no sentido de testar novas fontes de carbono de
baixo custo para a produgdo de CB. O futuro potencial para a CB esta muito além das
aplicacdes existentes, especialmente para a producdo de grandes quantidades a partir de
matérias-primas de baixo custo, e pode incluir materiais téxteis especiais, materiais funcionais
avancados e embalagens (CAVKA et al., 2013). A producdo de CB a partir de residuos
agricolas e residuos industriais, que incluem residuos de alimentos, palha de trigo (CHEN et
al., 2007; 2010; HONG; QIU, 2008; KONGRUANG, 2008), residuos de frutas (KONGRUANG,
2008), residuos de glicerol e residuos téxteis a base de algoddo (HONG; QIU 2008) tem sido
demonstrada. A vantagem em usar residuos agricolas ou industriais ndo s6 fornece uma
maneira barata de produzir a CB, mas também funciona como uma proposta ambiental (LI et
al., 2015). Além disso, a utilizagdo de tais materiais residuais ndo sO melhora a
sustentabilidade da producdo de celulose por micro-organismos, mas também reduz a
poluicdo ambiental associada ao descarte de residuos industriais (LI et al., 2015).

Os residuos da agroindustria estdo sendo utilizados para substituir a agua e/ou
compostos que sao fontes de carbono e nitrogénio visando minimizar custo e agregar valor a
producdo de CB (ANDRADE et al., 2010). Muitos substratos estdo sendo utilizados como meio
de cultura para a producéo da CB, desde que nesses meios ocorra a fermentacéo de acucares

e carboidratos de plantas. Leite, soro de leite, Agua de coco, residuos agricolas como leite,
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frutas em decomposicdo, sucos, cerveja, vinhos ndo pasteurizados ou esterilizados, chas
verde ou preto, liquido do sisal, dentre outros, tém sido citados (KLEMM et al., 2006; CZAJA
et al., 2007; ALMEIDA et al., 2010).

Os arranjos das nanofibrilas de CB produzidas em substratos cuja composi¢ao
apresente residuos agroindustriais foram estudados por Carreira et al. (2011) e Fernandes e
Martendal. (2016), em experimentos realizados com extrato de casca de uva, cerveja, soro de
gueijo e azeite com ou sem adicao de suplementos (carbono e/ou nitrogénio). Tyagi e Suresh
(2016) e Cakar et al. (2014) utilizaram melaco de cana de acucar. Wu et al. (2014) testou o
efluente de uma fabrica de doces. O liquido de sisal (suco de sisal) e 0 suco de caju vém
sendo utilizados nas pesquisas desenvolvidas pela EMBRAPA Tropical — Fortaleza/Ceara,
Brasil, para a producdo de CB como fonte alternativa de carbono (ANDRADE et al., 2010).
Compostos como manitol, sacarose de qualidade alimentar (aglcar), sacarose e xarope foram
testadas por Mohammadkazemi et. al. (2015). Gomes et al. (2013) usou residuo da producao
de azeite em substituicdo da agua do meio de cultivo padrdo HS. A agua residuaria lipidica
proveniente do beneficiamento do milho foi utilizada por Huang et al. (2014) como meio de
cultivo. O extrato retirado de madeira Bordo Vermelho (Acer Rubrum) foi testado por Kiziltas
et al. (2015). Todos os residuos apresentaram éxito na producédo de CB quando incubados
em condicfes agitadas ou estaticas, sob pH controlado ente 4-7, temperatura entre 26-30° C

durante, no minimo, 7 dias.

3.2.1.2. Influéncia das condi¢8es de cultivo na producao de CB

Além da composicdo do meio de cultivo, a influéncia de parametros como pH,
temperatura e aeracao, agitacéo e tempo de cultivo exercem influéncia na producéo de CB
(JUNG et al., 2005; ZYWICKA et al., 2015).

A producdo de celulose bacteriana (CB) pode ser obtida em laboratério utilizando
cultivos em meios sélidos e liquidos. Cultivos em culturas estéticas, cultivos em culturas
agitadas em agitador orbital ou em biorreator sdo métodos utilizados em pesquisas de
laboratorio para a producao de CB. Diferentes formas de celulose séo produzidas sob estas
condi¢cbes (SANI; DALMAN 2010; MOOSAVI-NASAB; YOUSEFI; 2011).

Em condicOes estéaticas é necessario regular a aeracdo do meio e a concentracao da
fonte de carbono para que uma pelicula tridimensional, interconectada reticularmente,
semelhante a um couro branco, seja produzida e emerja para a interface ar-liquido quando
acontece a oxidacao incompleta de diversos acgucares e alcoois do meio de cultura (KLEMM
et al., 2006; WU et al., 2014). O aumento do tempo de crescimento aumenta a formacao de
CB juntamente com hidrogénio e ligacdes de C-H (SHEYKHNAZARI et al., 2011). A sintese
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da CB atinge o seu limite quando o crescimento da pelicula em dire¢éo ao interior do meio
aprisiona todas as bactérias, as quais se tornam inativas devido ao fornecimento insuficiente
de oxigénio (BORZANI; SOUZA, 1995).

Quando o experimento acontece sob agitacdo ou em condi¢éo agitada, sdo produzidas
particulas de celulose irregulares, semelhantes a esferas (TANSKUL et al., 2013). O processo
semi-continuo na condicao estéatica é recomendado em escala industrial, uma vez que permite
aumentar a produtividade de CB em relacdo ao processo continuo (ESA et al. 2014). A CB
produzida sob agitacdo apresenta baixa resisténcia mecanica, na forma de pellet ou como um
emaranhado de fibras; no entanto, esse método objetiva aumentar a producdo de CB para
fins industriais (DONINI et al., 2010).

Por outro lado, o crescimento das bactérias produtoras de celulose e os rendimentos
do polimero s&o reduzidos em meios estaticos, mesmo nos meios de cultura de composicéo
mais favoravel. O periodo de cultivo pode variar de 10 dias a 6 semanas, dependendo da cepa
utilizada (DUDMAN, 1960). Uma das possiveis causas para a baixa taxa de crescimento
bacteriano é a dificuldade na transferéncia de oxigénio e de nutrientes para o interior da
pelicula. Segundo Lee et al. (2016), o rendimento tipico na producdo de CB em meios
estaticos é de 5 g/L apds 27 dias de cultivo.

O advento das pesquisas que estudam a produtividade de CB em meios agitados
surgiu da necessidade de diminuir este longo tempo necessario para a produ¢ao em culturas
estaticas. Dudman et al., (1960) mostram que o tempo de 3 — 4 semanas normalmente
necessario para a producao em culturas estaticas € reduzido para 2 — 4 dias em culturas
agitadas e a estrutura quimica da celulose em ambos 0s casos é exatamente a mesma. Em
4 dias, foi observado um rendimento de 2,5¢g/L. A taxa de crescimento bacteriano também foi
significativamente maior, embora o rendimento tenha sido menor do que o conseguido em
condi¢cbes estaticas. Isto € explicado devido ao fato de a agitagédo ter a desvantagem de
promover a mutacdo das cepas produtoras de celulose em mutantes ndo produtores. Na
tentativa de produzir CB de forma mais vidvel economicamente, novos biorreatores vém
sendo utilizados de forma a aumentar a taxa de crescimento e produtividade bacteriana ao
mesmo tempo em que se tenta evitar a0 maximo a mutacdo das cepas produtoras e
principalmente reduzir o custo da produgéo.

O pH 6timo para a producao da celulose bacteriana ird depender do micro-organismo
produtor. De a acordo com a literatura, o melhor valor de pH esté situado entre 4 e 7. Alguns
estudos variaram o pH do meio de 4,5 a 7,5, e a maior producdo de CB foi em pH 6,5 (SON;
HEO, 2001). Porém, industrialmente, além da atencdo dada a produtividade, empresas que
fabricam o polimero para fins biomédicos utilizam valores entre 4 e 4, 5 a fim de evitar
contaminacdo do meio durante o cultivo (JONAS; FARAH, 1998). E importante salientar que

a adicdo de um tampao para evitar a reducdo do pH durante o processo fermentativo é
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necessaria para se alcangar o maior rendimento possivel, devido a producdo de metabdlitos
de carater acido, como os &cidos glucénico, lactico e acético, que podem levar a oscilagcdes
indesejaveis de pH.

Son e Heo (2001) estudaram o efeito da temperatura na produtividade da bactéria
Acetobacter sp. A9 entre 20° C e 40° C. O melhor valor encontrado foi de 30° C. A
temperatura afeta ndo s6 a produtividade, como também a morfologia e a estrutura cristalina
do polimero. Hirai et al. (1997) mostraram que a CB produzida pela bactéria A. xylinum ATCC
23769 em meio HS a 4° C era formada por bandas de celulose Il, ao passo que o polimero
produzido em 28° C levou a uma morfologia formada por tiras de celulose |.

O Oxigénio dissolvido no meio de cultura é essencial para o metabolismo celular e ndo
€ importante apenas no rendimento, mas também na qualidade do polimero final (SHIRAI et
al., 1994). Por outro lado, elevadas taxas de oxigénio dissolvido podem aumentar a
concentrac@o de &cido glucodnico, o que pode inviabilizar a célula e reduzir o rendimento de
CB. Concentracdes reduzidas de oxigénio, por outro lado, impedem o crescimento bacteriano
e a producao do biopolimero.

De acordo com Hestrin e Schramm (1954), a produgéo de CB por G. xylinus utilizando
2% de glicose, com pH entre 5,0 e 7,0 e temperatura entre 25°C a 37°C como condi¢fes de
cultivo, foram consideradas 6timas para o cultivo estatico, uma vez que apés duas horas de
cultivo ja foi observada a producdo de um gel viscoso na interface liquido/ar. Para a referida
bactéria, fontes de carbono como frutose, sacarose, glicerol, manitol, lactose, maltose, sorbitol
e cultivo em agitador orbital ja foram testados sem sucesso para a formagcédo da membrana de
CB.

De acordo com Donini et al. (2010), o melhor rendimento em CB relatado na literatura

foi de 15,3 g/L apds 50 horas de cultivo estatico, como ilustrado na Tabela 4.

Tabela 4. Bactérias, fontes de carbono, suplementos, tempo de cultivo e rendimentos em
celulose bacteriana (CHAWLA, 2009)

Bactéria Fonte de Suplementacdo Tempo de Rendimento

Carbono cultivo (h) (g/L)
G.xylinum BRC 5 Glicose Etanol + Oxigénio 50 15,30
G. hansenii Glicose Oxigénio 48 1,72
G. hansenii Glicose Etanol 72 2,50
Acetobacter sp. V6 Glicose Etanol 192 4,16
Acetobacter sp. A9 Glicose Etanol 192 15,20
G. xylinum BPR2001 Melaco 72 7,82
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G. xylinum BPR2001 Frutose Agar e Oxigénio 72 14,10

G. xylinum BPR2001 Frutose Agar 56 12,00
G. xylinum ssp. Frutose Oxigénio 52 10,40
Sucrofermentans

BPR2001

G. xylinum ssp. Frutose Agar e Oxigénio 44 8,70
Sucrofermentans

BPR2001

G. xylinum E25 Flucose 168 3,5

G. xylinum K3 Manitol Cha Verde 168 3,34
G. xylinum IFO 13773 Glicose Lignosulfato 168 10,10
G. xylinum NUST4.1 Glicose Alginato de Sodio 120 6,00
G.xylinum IFO 13773 Melago 168 5,76
Gluconacetobacter sp Glicerol 144 5,63
RKY5

3.2.1.3. Recuperacéao e purificacdo da CB

A celulose bacteriana, apesar de ndo possuir outros compostos em sua composi¢ao
como ocorre com a celulose vegetal, precisa passar por processos de recuperacgao.
Impurezas como células e componentes do meio de cultivo devem ser retiradas para que a
celulose pura seja obtida e o rendimento calculado (CHAWLA et al., 2009).

Chawla et al (2009) descreve os principais processos de purificacdo do polimero
bacteriano, tanto para aplicacdes gerais quanto para aplicacdes medicas, as quais exigem um
tratamento mais refinado. O principal processo de purificacdo de celulose bacteriana é o
tratamento com &lcali (hidroxido de sodio ou potassio), acidos organicos como acido acético
ou lavagens repetidas com agua de osmose reversa ou com agua quente. Estas metodologias
podem ser usadas separadamente ou em conjunto. Quando o polimero final se destina a
aplicacdes médicas, tratamentos subsequentes devem ser realizados para que células
bacterianas e toxinas sejam retiradas da celulose. Uma das metodologias mais utilizadas
consiste em processar delicadamente a pelicula do polimero entre duas folhas de papel
absorvente, o qual retira aproximadamente 80% da fase liquida e entdo submergir o polimero
em NaOH a 3% por 12 hs. O procedimento é repetido por trés vezes e entdo a pelicula é
incubada em solucéo de HCI, prensada e lavada com agua destilada. Finalmente, a pelicula

é esterilizada em autoclave ou por irradiagdo com Co®°.
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3.2.1.4. Blendas e compositos de CB

As blendas sdo misturas fisicas entre dois ou mais polimeros, enquanto que 0s
compésitos sdo misturas de um polimero com qualquer outro material que funcione como
carga, reforco, ou seja, os compdsitos sdo constituidos por dois tipos de materiais
individuais: a matriz e o material de refor¢o. A matriz atua como um andaime e suporta o
material de reforco, enquanto que os reforcos adiconam propriedades fisico-quimicas e
biolégicas a matriz.

Uma reacdo sinérgica gera propriedades que ndo estdo presentes nos materiais
individuais. A ampla gama de matrizes e materiais de refor¢co permite a sintese de varios
materiais com propriedades otimizadas. Diversos materiais naturais e compostos foram
usados ao longo da histdria; no entanto, o primeiro material composto produzido em escala
industrial foi a fibra de vidro, que foi introduzida por Owens Corning, em 1935. A combinacéo
de fibra de vidro com polimero plastico produziu uma estrutura muito mais forte que
estabeleceu a fundacdo para a industria de polimeros reforcados com fibras. Blendas de
polimeros ganharam uma grande atencdo devido as suas propriedades fisico-mecéanicas
melhoradas e aplicagdes mdltiplas relativas ao polimero in natura. Os materiais de refor¢o
de natureza particular, tais como particulas de argila, 6xidos metéalicos, carbonatos e
materiais fibrosos, por sua vez, ndo sé reforcaram os polimeros, como também introduziram
varias caracteristicas biol6gicas aos compésitos poliméricos (SHAH et al., 2013).

Embora a celulose bacteriana possua propriedades Unicas que fazem com que seja
um polimero muito promissor em termos de aplicabilidade, existem algumas limitacdes ao seu
uso, devido a falta de propriedades antibacterianas e falta de transparéncia Optica por
exemplo (ESA et al., 2014). Pesquisas vem sendo feitas, na tentativa de eliminar essas
limitagcBes. Assim, blendas e compdésitos de CB formados por misturas poliméricas ou por
adicdo de materiais de reforco vém sendo estudados. A celulose bacteriana possui uma
natureza porosa devido a distribuicdo das fibras em sua composicao, o que faz com que seja
possivel a adicdo de diversos materiais nesses poros. Os materiais adicionados podem
conferir entdo, caracteristicas fisico-quimicas e biologicas ainda mais significativas ao
biopolimero (SHAH et al., 2013). A adicdo do composto de reforco pode se dar de duas
maneiras diferentes: in situ, quando a insercdo ocorre durante o cultivo da bactéria, com o
composto difundindo do meio de cultura para a rede de fibras formada; e ex situ, quando o
polimero é impregnado de aditivo apés sua formacao (ESA et al., 2014).

Durante a formagédo da membrana de CB no meio de cultura, é possivel inserir diversos
materiais no proprio meio para o desenvolvimento de blendas e compdsitos a base de CB.
Esta forma de obtencdo de blendas ou compdsitos pode ser considerada uma insercao “in

situ”, pois acontece durante o cultivo da bactéria, que insere materiais na sua rede de fibras
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através da difusdo dos mesmos no meio de cultura, levando a formacéo de estruturas com
gualidades adicionais (ESA et al., 2014). As adicdes “in situ” vém sendo bastante utilizadas
na literatura. Essa possibilidade de inser¢do de materiais nas fibras de CB, ndo so através do
cultivo, mas também com a membrana in natura, tém conduzido recentemente a uma
multiplicacdo das pesquisas com a CB.

A CB pode ser produzida em diferentes tamanhos e formas, com aplicacdes nas areas
médica, de engenharia, na producédo de papel, na industria téxtil, na ética, eletrénica, acustica,
cosméticos, de produtos farmacéuticos, como pele artificial temporaria para feridas e
gueimaduras, como produtos odontolégicos, como vasos sanguineos artificiais, na separacao
de DNA, como papel eletrénico, em aditivos para tintas, em revestimentos, como reforgo para
filmes opticamente transparentes, na nutricdo, em produtos téxteis especiais e como
embalagens (IGUCHI et al., 2000; KLEMM et al., 2001; SVENSSON et al., 2005; BACKDAHL
et al., 2006; WANG et al., 2011; CAVKA et al. , 2013; LI et al., 2015).

As aplicagbes mais promissoras de nanomateriais de celulose incluem pacotes de
fibras leves e compositos com excelentes propriedades de resisténcia e potencialmente
algumas funcionalidades adicionais, modificacdo de propriedades reoldgicas de liquidos e
suspensdes em varios campos industriais, filmes transparentes como materiais de barreira,
substratos para eletrbnicos impressos e monitores eletrénicos, hidrogéis para aplicacbes
médicas e aerogeis para filtragem e isolamento. Com base em patentes e andlise de mercado,
as aplicacbes de maior interesse industrial estdo relacionadas a papel e embalagens,
revestimentos, produtos farmacéuticos, compasitos e eletrdnicos (KANGAS, 2014).

Vérias aplicagbes promissoras da CB na area médica e farmacéutica vem sendo
descritas. O tratamento de ferimentos crénicos como Ulceras e escaras envolve a aplicagdo
de diversos materiais (hidrocoléides, hidrogéis, membranas sintéticas ou biolégicas) que
propiciem um ambiente Umido para o ferimento de modo que a cura seja facilitada. O material
ideal deve possuir caracteristicas de pele artificial, tanto estruturalmente como funcionalmente
(CHAWLA et al., 2009). A caracteristicas esperadas de um material para este tipo de
tratamento sdo: ndo-toxicidade, biocompatibilidade, ndo ser inflamével, habilidade de barreira
perante infec¢gbes, habilidade de controle de perda de fluido, habilidade de reducéo de dor
durante o tratamento, habilidade de manter umidade, permitir a introducéo ou transferéncia
de medicamentos para o ferimento, absorver secre¢cdes que ocorrem durante a cicatrizagao,
apresentar alta capacidade mecénica, elasticidade e facilidade na cura da ferida (CHAWLA et
al., 2009). A celulose bacteriana apresenta a porosidade necessaria para permitir a
transferéncia de antibiéticos e outros medicamentos para o ferimento e consegue também
funcionar como uma barreira fisica a entrada de corpos estranhos na ferida. Pode-se dizer
gue a CB satisfaz os requisitos necessarios para ser considerado um curativo moderno para
o tratamento de ferimentos (CZAJA et al., 2006).
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A membrana XCell® é um biomaterial de celulose fabricada pela Xylos Corporation e
esta sendo usada para tratar pacientes que sofrem de Ulceras venosas crnicas, provando
ser mais eficaz do que os materiais convencionais no tratamento das anomalias cutéaneas
cronicas e muito eficaz em promover a remocao de tecidos mortos, na reducdo da dor, na
reconstituicdo dos tecidos e na aceleracdo da cicatrizacéo (CZAJA et al., 2007). Curativos de
CB para queimaduras dérmicas profundas apresentaram resultados eficazes para a
cicatrizacao de queimaduras (PIATKOWSKI et al., 2011).

A empresa Nexfill produz o curativo feito de biocelulose obtida da bactéria G. xylinum.
Pesquisas sobre as propriedades do biomaterial possibilitaram a comercializacdo do Nexfill®,
um curativo seco a base celulose bacteriana, atdoxico e hipoalergénico utilizado em
tratamentos de pele, desde queimaduras de segundo grau ou tratamentos de feridas Umidas
com perda de pele, com ou sem sangramento, tratamento de Ulceras crdnicas ou de pressao,
Ulceras vasculares e diabéticas. A membrana apresenta elevada resisténcia ao rasgo e
impede a contaminagdo micro-organismos patogénicos, acelera o processo de cicatrizagédo e
proporciona alivio imediato da dor e bloqueia a radiacdo ultravioleta (NEXFILL, 2016).

A empresa brasileira Bionext produz CB para aplicacdes médicas e utiliza a estirpe
Bionext®'s. A empresa utiliza a técnica de compressdo e aquecimento para secar as
membranas que apresentam caracteristicas de textura originais, apresentando diferentes
espessuras de 20 a 500 um (BIONEXT, 2016).

A Gore-Tex® €é um biocompésito produzido a partir da mistura de CB,
politetrafluoretileno (PTFE), uretano e nylon, e age com sucesso nas inflamacdes dentarias,
promovendo uma significativa formacéo 6ssea. A CB associada ao PTFE é utilizada para
tratar defeitos 6sseos em regeneracao tecidual localizada. O PTFE n&o poroso é uma barreira
alternativa eficaz para o tratamento de defeitos sseos (NANAMI et al., 2011).

Outra area interessante de pesquisa médica da CB é a engenharia de tecidos
sanguineos (Tissue Engineered Blood Vessels — TEBV), onde a membrana pode auxiliar no
tratamento de doengas vasculares fornecendo pequenos enxertos no sistema circulatorio
favorecendo a circulagéo de sangue em vias obstruidas (BACKDAHL et al., 2006).

A celulose bacteriana encontra aplica¢des na area da elétrica devido ao carater da sua
estrutura fibrosa em rede formada por fibras manométricas. Em funcdo de sua aparéncia
semelhante ao papel, a CB esta sendo pesquisada para utilizacdo como papel eletrénico,
preparando a folha de celulose como um condutor (ou semicondutor) elétrico mediante a
deposicdo de ions em torno das microfibilas e depois imobilizando corantes eletrocrémicos
dentro da microestrutura, apresentando vantagens como refletividade semelhante ao papel,
flexibilidade, contraste e biodegradabilidade (CZAJA et al., 2007).

Cheng et al. (2009) indicam, em seus estudos com estirpes geneticamente

modificadas de Acetobacter xylinum para produzir uma grande quantidade de gel de celulose
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bacteriana, uma producdo em grande escala utilizando 130 biorreatores de 1000 L de
capacidade. De acordo com os autores, em 72 horas a producéo em biorreator forneceria CB
para a industria de papel com reducdo de impactos ambientais mediante a diminuigdo das
emissbes de CO; e a preservacao do reflorestamento.

Uma aplicacdo muito interessante do potencial de fibras de celulose bacteriana
combinadas com nanoparticulas metalicas € no seu uso como membranas trocadoras de
prétons em células combustiveis. CB carregada com nanoparticulas metalicas de Pd- e Pt-
apresentaram grande potencial como oxidantes de hidrogénio em células combustiveis
(EVANS et al., 2003; YANG et al., 2009). Evans et al. (2003) estudou paladio e celulose
bacteriana, mostrando capacidade da mistura de catalisar a geracéo de hidrogénio quando a
CB foi incubada com ditionito de sodio, gerando uma corrente elétrica a partir de hidrogénio
num eletrodo de membrana utilizado como polieletrélito (GADIM et al., 2014).

Nogi et al. (2009) desenvolveram um painel reforcado, plano e transparente formado
por um compdésito de nanofibras de CB com resina acrilica de baixo coeficiente de expansao
térmica. A eficacia deste compdsito como substrato para um display plano foi comprovada
sintetizando um diodo organico emissor de luz (OLED). O sistema exibiu eletroluminescéncia
e apresenta alta capacidade para ser utilizado na sintese de displays comerciais.

Nos paises asiaticos, principalmente nas Filipinas, a CB tem sido utilizada na forma de
uma sobremesa nativa indigena chamada nata de céco, um glicidico obtido por fermentacao
estética utilizando a bactéria G. xylinus em leite de coco ou agua de coco (DANESI;
WOSIACKI, 1998; NUGROHO; AJI 2015). ApGs o cultivo da bactéria, a pelicula espessa de
celulose é lavada, fervida e cozinhada com xarope de agucar para formar coquetéis e
gelatinas. A referida sobremesa, servida na forma de cubos gelatinosos, possui textura suave,
macia e de facil mastigacao, além de ndo possuir colesterol, possuir baixo teor de gorduras e
calorias (ESA et al., 2014).

A CB também tem sido empregada na industria de alimentos como embalagem para
proteger e preservar os alimentos, especialmente em atendimento ao apelo ambiental para o
uso de embalagens biodegradaveis. Nesse sentido, embalagens de CB tém sido
desenvolvidas por serem resistentes & dgua e biodegradaveis. Por outro lado, o fato do
polimero ndo possuir propriedades antibacterianas e antioxidantes faz com que seja
necessaria a formacdo de compositos de CB/aditivos (TANG et al., 2012; SONIA; PRIYA
DASAN, 2013; ARRIETA et al., 2014; GAO et al., 2014).

O papel obtido tanto por culturas estaticas quanto agitadas apresentaram propriedades
de resisténcia a 6leos, o que o torna util na industria de embalagens como um todo
(SUWANNAPINUNT et al., 2007).
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Na agricultura, Mohite e Patil (2014) estudaram o efeito da CB no solo e concluiram
que o polimero aumenta a capacidade maxima de retencdo de agua pelo solo e que a
porosidade também é influenciada diretamente pela presenga do biopolimero.

A aplicacdo da CB como bioadsorvente tem sido investigada na remocao de metais
pesados em funcdo de suas propriedades como alta cristalinidade, alta capacidade de reter
agua, alta porosidade e resisténcia mecéanica (REZAEE et al., 2005; MIN et al., 2011; ZHU et
al., 2011).

Outra aplicacdo encontrada para CB € como matéria prima na producdo de derivados
de celulose, como carboximetilcelulose, hidroximetilcelulose, acetato de celulose e metil
celulose (PATENTS, 2015).

A Tabela 5 apresenta algumas blendas e compdsitos organicos e inorganicos, bem
como sua funcionalidade, aplicabilidade, o material de reforco e os autores que vem

pesquisando essas inovacoes.

Tabela 5. Blendas e compdsitos de celulose bacteriana e areas de aplicacdo (ESA et

al., 2014)
Area de aplicacéo Material de reforco  Funcéo Referéncias
Eletronica Nanoplaguetas de Condutividade (ZHOU et al., 2013)
grafite Elétrica
Eletrdnica Poli (acido 4- Bateria Redox (GADIM et al., 2014)
estirenosulfénico)
Biomédica/lndustrial Quitosana Nanofilmes (FERNANDES et al.,
2009)
Biomédica Hidréxiapatita Engenharia de (TAZI et al., 2012)
Tecido Osseo
Biomédica Nanoparticulas de Curativo (ZHANG; FANG;
Prata Antimicrobiano CHEN, 2013)
Biomédica Parafina Suporte Osseo (ZABOROWSKA et
al., 2010)
Eletrénica Poliuretano Filme Substrato de  (UMMARTYOTIN et
LED al., 2012)
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3.2.2. Polihidroxialconoatos (PHAs)/ Polihidroxibutirato (PHB)

Os PHAs séao poliésteres de origem natural, produzidos por uma larga variedade de
bactérias a partir de materiais de reserva intracelular. Estdo presentes no citoplasma das
células sob a forma de granulos rodeados por uma membrana (BUCCI, 2003).

Os PHAs sao biodegradaveis, biocompativeis e opticamente ativos e vém sendo
reconhecidos como potenciais substitutos para os plasticos convencionais derivados do
petréleo (PRADELLA, 2006). Quando descartados, podem ser depositados nos aterros
sanitarios sem que interfiram na decomposicao de outros materiais presentes no lixo. Podem
ser misturados a matéria organica e aproveitados como fertilizantes, além de existir a
possibilidade de serem reciclados (BUCCI, 2003).

O alto custo do processo de producdo do PHA, enteatanto, o torna mais caro em
comparagdo com os plasticos sintétiticos derivado do petréleo. Esforcos estdo sendo
realizados em todo o mundo para produzir produtos de menor custo através das seguintes
estratégias: (a) utilizacéo de estirpes microbianas adequadas para a obtengéo de rendimentos
elevados, (b) utilizacéo de fontes de carbono e nitrogénio menos dispendiosas, (c) estratégias
alternativas de fermentacéo, (d) construcdo de recombinantes potenciais para produzir PHA
de cadeia curta (PHC), PHA de cadeia média ou copolimeros destas, (e) crescimento rapido
e fermentacdes com alta densidade celular, (f) construcdo de recombinantes com varios
genes de PHA sintase de PhaA, PhaB, PhaC, Phal, etc. para obter polimero de diferentes
qualidades e (g) facil recuperagéo de PHA (VIJAYENDRA; SHAMALA, 2013).

Cerca de 100 diferentes monémeros de alcanoato sdo encontrados como constituintes
do PHA em diversas bactérias. Essa variedade traz como vantagem a possibilidade de poder
sintetizar polimeros com as mais variadas propriedades (REDDY et al., 2003). A massa molar
dos PHAs pode variar de 50.000 a 1.000.000 Da. O polihidroxibutirato (P3HB) constituido por
monodmeros de 3-hidroxibutirato, € o PHA mais bem caracterizado e o acumulado com maior
frequéncia por bactérias, mas outros polimeros desta classe s&o produzidos por uma
variedade de organismos: estes incluem poli-4-hidroxibutirato (P4HB), polihidroxivalerato
(PHV), o Polihidroxi-hexanoato (PHH), o poli-hidroxioctanoato (PHO) e seus copolimeros
(BUCCI, 2003).

Com base nas unidades monoméricas, os PHAs sdo classificados em: (1) PHA de
cadeia curta, que consistem principalmente em mondmeros contendo 4-5 atomos de carbono,
como o PHB, que é um monémero de 4 atomos de carbono e (2) PHA de cadeia média, que
contém 6-14 atomos de carbono.

Os membros desta familia, com a formula estrutural geral mostrada na Figura 4, podem
apresentar grandes variacfes em suas propriedades, de plasticos rigidos e cristalinos, a

plasticos flexiveis com boas propriedades de impactos, a fortes elastbmeros, o que depende
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do tamanho do grupo alquila, R, bem como da composi¢cdo do polimero (CHANDRA;

RUSTIGI, 1998).
[— 0-— {I:H —(CH 3 )p— ﬁ —}
R O
100 - 30000

n=1 R = hidrogénio Pali (3-hidroxipropionato)

R = metil Pali (3-hidroxibutirato)

R = etil Pali (3-hidroxivalerato)

R = propil Pali (3-hidroxihexanoato)

R = pentil Poli (3-hidroxioctanoato)

R = nonil Poli (3-hidroxidodecanoato)
n=2 R = hidrogénio Poli (4-hidroxibutirato)

R = metil Poli (4-hidroxivalerato)
n=3 R = hidrogénio Poli (5-hidroxivalerato)

R = metil Poli (5-hidroxihexanoato)
n=4 R = hexil Poli (6-hidroxidodecanoato)

Figura 4. Estrutura geral dos PHAs (VIEGAS, 2005)

Os PHAs sdo acumulados como granulos intracelulares a niveis que alcangam 90%
do peso seco das células e parecem desempenhar um papel como dissipadores de carbono
e equivalentes de reducdo, ou seja, a producdo ocorre em resposta a condi¢cdes de estresse
fisioldgico, principalmente em condigbes nas quais os nutrientes sao limitados. O polimero é
principalmente um produto de assimilacdo de carbono (a partir de glicose ou amido) e é
empregado por micro-organismos como uma forma de molécula de armazenamento de
energia a ser metabolizado quando outras fontes de energia comuns nédo estdo disponiveis.
Varias vias estdo envolvidas na sintese de PHA por espécies especificas. A biossintese
microbiana de PHB comeg¢a com a condensacao de duas moléculas de acetil-CoA para dar
acetoacetil-CoA que é posteriormente reduzida a hidroxibutiril-CoA. Este ultimo composto &
entdo utilizado como mon6émero para polimerizar PHB. Os PHAs também sé&o obtidos por vias
de sintese de acidos graxos ou de degradacdo de &cidos graxos em que uma grande
variedade de substratos € utilizada para a producéo do polimero. Cerca de 300 espécies de
micro-organismos produzem PHA. Destes, Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes latus,

Azotobacterium sp., Bacillus spp., Methylobacterium sp., Pseudomonas oleovorans e
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Rhizobium spp. podem produzir quantidades substanciais de PHA (VIJAYENDRA; SHAMALA,
2013).

O poli-3-hidroxibutirato (PHB) (com o grupo alquila R=CH3) pertence ao grupo dos
PHAs de cadeia curta, com mondémeros contendo de 4 a 5 4tomos de carbono. A empresa
Imperial Chemical Industrie (ICl), desenvolveu e patenteou, em 1981, um processo de
manufatura de PHB, baseada na fermentacdo de acucares pela bactéria Alcaligenes
eutrophus (BUCCI, 2003; GHANBARZADEH; ALMASI, 2013).

O PHB possui propriedades termoplasticas, que Ihe permite ser moldado ou
transformado em filmes para aplicacGes diversas. Sdo utilizados em varias areas, agricultura,
marinha, apresentacdo de remédios e nos ramos de embalagens de alimentos, farmacos e
produtos de higiene pessoal e, por serem biocompativeis, tém potencial para aplicagbes
médico-veterindrias, como suturas, suportes de culturas de tecido para implantes,
encapsulacéo de farmacos para liberagéo controlada. (BUCCI 2003; ASSIS, 2009).

O PHB no estado sélido € um material semicristalino, apresentando uma fase cristalina
e outra amorfa. O grau de cristalinidade em filmes de PHB cristalizados a partir do estado
fundido pode variar entre 60 e 90%. Este carater semicristalino é responséavel por todas as
propriedades fisicas e mecéanicas desse polimero (TADA, 2009). A massa molar do PHB
produzido por bactérias esta na faixa de 10.000 a 3 .000.000 (NASCIMENTO, 2001).

O PHB j4 é comercializado sob diferentes nomes comerciais, como Biocycle, Biomer,
Enmat, Mirel, Nodax ou Biopol. O PHB tipo P226, de Biomer, por exemplo, mostra uma
resisténcia a tracdo de 24-26 MPa, modulo de elasticidade de 1.7-2.0 GPa e um alongamento
a ruptura abaixo de 9%, sendo um material rigido e quebradico. Esse comportamento pode
ser correlacionado com sua alta cristalinidade, perto de 60% (MATWEB, 2016).

A transicéo vitrea em um polimero semicristalino corresponde & mudanca do estado
vitreo para o estado liquido, em sua fase amorfa (CANEVAROLO, 2010). A temperatura na
qual ocorre a transi¢cdo vitrea é denominada temperatura de transicdo vitrea (Tg). Em
temperaturas abaixo da Tg, os segmentos de cadeia e grupos pendentes apresentam
mobilidade restrita e acima da Tg, as moléculas poliméricas apresentam mobilidade
translacional, além dos graus de liberdade rotacionais e vibracionais (CANEVAROLO, 2010).
A Tg de polimeros semicristalinos relaciona-se com variaveis as experimentais (preparacao
da amostra, histéria térmica, taxa de aquecimento ou resfriamento), os parametros
moleculares (taticidade, massa molar, ramificacfes, etc.), com o grau de cristalinidade. A Tg
do PHB esta em torno de 4 — 5° C, e esta diretamente relacionado a sua massa molar e ao
seu grau de cristalinidade (NASCIMENTO, 2001; TADA 2009)

A alta cristalinidade associada a Tg, também, relativamente alta faz com que os filmes
de PHB sejam muito frageis, dessa forma, sao preferiveis copolimeros com unidades
contendo outros grupos alquila (especialmente R=C2H5) (GHANBARZADEH; ALMASI, 2013).
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Dentre as propriedades do PHB estdo (JACQUEL et al., 2007; TOKIWA et al., 2009):
(a) insolubilidade em &gua e relativamente resistente a degradacéo hidrolitica. Isto diferencia
o PHB da maioria dos outros plasticos biodegradaveis atualmente disponiveis, que sé&o ou
soliveis em 4gua ou sensiveis a umidade; (b) boa permeabilidade ao oxigénio; (c) boa
resisténcia ultra-violeta mas fraca resisténcia a acidos e bases; (d) solubilidade em cloroférmio
e outros hidrocarbonetos clorados; (e) biocompatibilidade e, portanto, adequado para
aplicacBes médicas; (f) ponto de fusdo de 175°C e temperatura de transi¢ao vitrea de 2°C; (g)
resisténcia a tracdo 40 MPa, proximo do polipropileno; (h) afunda-se na agua (enquanto o
polipropileno flutua), facilitando sua biodegradacao anaerdbia nos sedimentos; (i) ndo téxico
e (j) menos "pegajoso" quando derretido, tornando-se um material potencialmente atrativo
para roupas no futuro.

O PHA pode ser introduzido em peliculas e filmes (BABEL et al., 1990). Ao contrario
do aluminio, que ndo € biodegradavel, o filme de PHA € uma alternativa a folha de aluminio
na preparacado de caixas de papel resistentes a agua ou papelao, tornando-o completamente
biodegradavel (LAUZIER et al., 1993). A propriedade de barreira de gas do PHA é explorada
na preparacao de papel revestido e peliculas, que podem ser utilizados para produzir cartdes
para embalagem de leite, enquanto que a propriedade de barreira a umidade é util na
concepcéao de fraldas e toalhas sanitarias juntamente com algumas aplicac6es em filmes
hospitalares especiais (HOCKING; MARCHESSAULT, 1994). O PHA pode ser moldado por
sopro em varias formas (SATKOWSKI et al., 2010). O PHA tem aplicacdes em varios campos,
tais como embalagens, impressao e fotografia, processamento de plasticos, téxteis, industrias
de quimica fina, biocombustiveis, indlstria da saude, purificacdo de proteinas e distribuicdo
especifica de farmacos, etc. (PHILIP et al., 2007; KABILAN et al., 2012).

Os filmes de PHA estdo sendo utilizados como suportes biodegradaveis para
fertilizantes e embalagens de herbicidas. No campo médico, o PHA é utilizado na preparacao
de produtos de higiene feminina descartaveis, suturas, pinos ortopédicos, curativos cirirgicos,
materiais de suporte em vasos sanguineos (extentes), implantes de células oculares,
substitutos da pele, hemostaticos e substitutos da medula 6ssea e como transportador
biodegradavel na liberacdo de farmacos. Alguns outros usos do PHA incluem filmes de
embalagens, recipientes e utensilios descartaveis de alimentos, laminas de barbear, fraldas,
produtos de higiene feminina, frascos de xampu, recipientes de cosmeéticos, xicaras, etc.
(CHEN, 2009). Alguns destes produtos foram comercializados pela Proctor and Gamble,
Biomers, Metabolix e varias outras empresas (CLARINVAL; HALLEUX, 2005).

A propriedade de absorcao de 6leo da pelicula de PHA pode ser explorada para
aplicacdo comercial em produtos cosméticos para a preparacao de peliculas de transferéncia
de Oleo (SUDESH et al.,, 2007). As principais vantagens dos PHAs sdo sua natureza

biodegradavel, biocompatibilidade e capacidade de formacdo de filme com propriedades
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semelhantes ao polipropileno. Além da fundicdo em filmes, também pode ser usado em
processos de termoformacéo e extruséo por fuséo para revestir papel e cartdo. Para melhorar
as propriedades mecénicas das peliculas de PHA, prepararam-se misturas poliméricas de
PHA produzidas por E. coli recombinante utilizando glicerol, polietilienoglicol (PEG) e acetato
de polivinila (PVA), individualmente, na proporcado de 1:1, sendo estas peliculas avaliadas por
espectroscopia de infra-vermelho com transformada de fourrier (FTIR) e Microscopia
eletrénica de varredura (MEV) (SHAMALA et al., 2009).

Entre estes, a pelicula da mistura de P(HB-co-HV):PVAc apresentou a mais elevada
resisténcia a tracao, de 7,1 MPa e uma percentagem de alongamento de 180%, enquanto que
a pelicula controle de P(HB-co-HV) teve uma resisténcia a tracdo de 28 Mpa e alongamento
de 14%. No entanto, a pelicula de P(HB-co-HV):PEG apresentou a menor resisténcia a tragao,
de 1,6 Mpa, e a mistura P(HB-co-HV):glicerol apresentou o menor alongamento (18%). Uma
combinagdo de peliculas de PHA e PLA, que tém uma taxa de transmitancia de didxido de
carbono relativamente elevada, pode ser utilizada para picar blocos de queijo ou PHA e PLA
também podem ser utilizados para preparar garrafas moldadas por sopro, caixas, recipientes
e copos para embalar bebidas nédo carbonatadas (WEBER et al.,, 2002). As potenciais
aplicagdes comerciais do polimero PHA foram revistas (ORTS et al., 2008). Como o calor de
combustao dos ésteres metilicos de PHA (20-30 kJ/g) é muito proximo do etanol (27 kJ/g), ele
pode ser usado como biocombustivel e a adicdo de 10% dos ésteres aumenta o calor de
combustao do etanol de 30 a 35 kJ/g (CHEN, 2009). Verificou-se que o PHA é um material
alternativo adequado para a concepcao de varios dispositivos para aplicacdo médica, tais
como implantes cardiacos, suturas, malhas, andaimes de engenharia de tecidos e
microesferas para administragédo de farmacos (BRIGHAM; SINSKEY, 2012).

3.3. BLENDAS DE CB E PHB

As blendas baseadas em peliculas CB e diferentes biopolimeros atrairam uma atengéo
crescente nos Ultimos anos por seu potencial de aplicacdo na biomedicina e engenharia. O
método de impregnacdo, que envolve a imersdo da pelicula de CB em uma solucdo de
polimero, foi relatado por diferentes autores como uma abordagem para a preparacao de
polihidroxialcanoatos/compostos de CB (BARUD et al., 2011; ZHIJIANG et al., 2011). Uma
troca anterior de solvente da pelicula de CB é necesséria para substituir a 4gua por um
solvente adequado.

As membranas de blendas foram preparadas por Barud et al. (2011) por imersdo da
membrana inchada de CB em solu¢édo de PHB com diferentes concentragées em cloroférmio.

As imagens de microscopia eletrénica de varredura revelaram que a membrana de CB foi
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revestida homogeneamente pelo polimero e sugeriu que a solugdo de PHB penetra nos poros
de CB e precipita como microparticulas dentro da rede de microfibrilas da CB. O contetudo
relativo de PHB cristalino aumentou significativamente para amostras com mais de 50% em
peso de PHB. Este método levou a membranas de blendas CB/PHA com estrutura de fibra
mais densa e propriedades mecéanicas melhoradas, que foram explicadas pela boa adeséao
interfacial e pelas fortes interaces entre CB e PHB. Uma blenda constituida por PHB e CB
foi preparada pela impregnacédo de uma pelicula umida de CB em uma solu¢édo de PHB em
cloroférmio e liofilizacdo por varios dias, de modo a obter um material poroso (ZHIJIANG et
al., 2011).

O efeito de reforco foi demonstrado pelo aumento da resisténcia a tragdo com mais de
100% comparado ao PHB puro. A investigacdo morfolégica por microscopia eletrénica de
varredura de emissédo de campo (FESEM) revelou uma boa dispersdo das nanofibrilas de CB
em PHB. As nanofibrilas de CB favoreceram a cristalizacdo do PHB, observando-se maior
cristalinidade do PHB em blendas. Os testes de biocompatibilidade, usando células de
fibroblasto de pulméo de hamster chinés mostraram uma melhor adeséo celular das blendas
de PHB/CB em comparacdo com o PHB puro. Em outro trabalho, os autores relataram a
preparacao de filmes de PHB/CB altamente transparentes, usando o0 mesmo procedimento,
mas a partir de peliculas de BC secas e mantendo a CB impregnada com solucao de PHB a
temperatura ambiente até a evaporagado completa do cloroférmio (ZHIJIANG; GUANG, 2011).

A alta transparéncia da blenda foi explicada pela boa homogeneidade das esferas de
CB e nanofibrilas de CB, ambas menores que o comprimento de onda dos raios visiveis. O
composto foi termicamente mais estavel do que o PHB puro, mostrando um aumento da
temperatura de decomposi¢cdo em 55°C. A resisténcia a tracéo, o alongamento a ruptura e o
maédulo de Young foram reforcados em 150, 300 e 120%, respectivamente, em comparacao
com o PHB. Blendas com melhores caracteristicas para aplicagdes para curativos ou para
engenharia de tecidos foram preparadas a partir de poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato)
(P (3HB-c0-4HB)) e peliculas secas de CB, em proporg¢do igual, por dissolucdo em &cido
trifluoroacético e liofilizacao da solugdo (ZHIJIANG et al. , 2012). A investigacao revelou uma
rede tridimensional e uma estrutura altamente porosa para a blenda, que mostrou
propriedades mecénicas muito melhores (resisténcia a tracdo e moédulo de Young) em
comparagdo com a matriz pura. A adigdo de CB levou a maior taxa de biodegradacao, como
resultado dos testes realizados em solucdes tampao, e a melhor biocompatibilidade, como
afirmado nos estudos de adesdo celular. Os compostos preparados por imersdo de uma
pelicula de gelatina em CB em 5% em peso de solu¢cdo de PHBV no cloroférmio foram

investigados como materiais para aplicacdes médicas (ZAHARIA et al., 2014).
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3.3.1. Blendas formadas por microcristais/nanofibras de CB

Uma boa disperséo de CB na matriz polimérica é obrigatéria para obter blendas com
propriedades melhoradas, embora isso seja muito dificil de se alcancar devido as fortes
ligacdes inter e intra-moleculares em cada componente. Além disso, o carater altamente
hidrofilico da CB dificulta sua dispersao na matriz de PHA, que é de natureza hidrofébica. A
desintegracao fisica seguida da modificacdo quimica da pelicula de CB é uma rota promissora
para tornar ambos 0s componentes mais compativeis.

Nanoblendas com propriedades mecanicas melhoradas foram obtidas por um método
de substituicdo do solvente a partir de poli (3-hidroxoctanoato) (P (3HO)) e microcristais
acetilados de CB (BASNETT et al., 2012). As peliculas de CB Umidas foram desintegradas
mecanicamente usando um liquidificador e tratadas com acido sulfdrico para obter
microcristais de CB. A agua foi completamente removida da suspensdo de microcristais de
celulose por adigédo sucessiva de acido acético anidro seguida de separagéo centrifuga. Os
microcristais de CB foram quimicamente modificados com anidrido acético e, em seguida,
adicionados em uma solucao de P(3HO) em cloroférmio. Um aumento de 10 vezes no modulo
de Young foi observado no composto com 25% de microcristais. A modificagdo quimica dos
microcristais de CB diminui sua hidrofilicidade, conforme demonstrado pelas medidas do
angulo de contato, melhorando a compatibilidade com a matriz P(3HO). Blendas com CB
mostraram maior taxa de degradacéo e proliferacdo celular em comparagdo com a matriz pura
(BASNETT et al., 2012).

Nanoblendas do copolimero de PHBV (7 e 40% de conteldo de valerato) e 1,3% em
peso de pellets de CB, obtidos por hidrélise acida de peliculas molhadas moidas e troca de
solvente em cloroférmio, foram preparadas por fundicdo em solug&o usando cloroférmio como
solvente (MARTINEZ- SANZ et al., 2014). Nenhuma melhoria das propriedades mecéanicas
do PHBYV foi observada ap0s a adicdo de pellets de CB, mas a estabilidade térmica e as
propriedades de barreira de 4gua e oxigénio para o nanoblenda com baixa quantidade de CB
melhoraram (MARTINEZ-SANZ et al ., 2014).

Por outro lado, Ruka et al. (2014) relataram uma boa dispersdo de nanofibras de 2%
em peso de CB na matriz de PHB, utilizando nanofibras produzidas pela sonicacdo de
peliculas de CB em cloroférmio. Em seguida, ndo foram obtidos filmes compostos por solugéo
misturando PHB com nanofibras de BC em cloroférmio e posterior moldagem. A incorporacao
de nanofibras de CB bem dispersas levou a melhoria significativa das propriedades
mecéanicas, em comparacdo com o PHB puro, um aumento de 43% da resisténcia e de 59%
do modulo de tracdo (RUKA et al., 2014).

Em um trabalho mais recente, Martinez-Sanz et al. (2015) relataram uma melhor

dispersao de pellets de CB no PHBV ao combinar as técnicas de eletrospinning e mistura por
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fus@o. Os pellets de CB foram incorporados em dois tipos de PHBV (com 9% e 16% de
hidroxivalerato), sintetizados por fermentacdo microbiana utilizando residuos da indastria
alimentar e em um PHBV comercial com 3% de hidroxivalerato. Os hanocompositos exibiram
propriedades de barreira melhoradas, mas ndo se observou aumento significativo de
propriedades mecéanicas. As nanofibras de CB também foram obtidas pela desfibrilacdo da
pelicula de CB usando um método verde. Os filmes feitos pela técnica de fundicdo da solucéo,
de PHB e CB desfibrilados melhoraram a adesao e proliferacédo celular em comparacdo com
PHB puro (PANAITESCO et al., 2016).

3.3.2. Sintese in situ e ex situ de blendas de CB/PHB

Ruka et al. (2013) relataram pela primeira vez a preparacdo de nanoblendas de BC
pela adicdo de diferentes concentragdes de PHB diretamente no meio de cultura de celulose
bacteriana. A formacg&o do composto CB / PHB foi confirmada pelo aumento significativo do
peso da pelicula com o aumento da concentracdo de PHB e pelos resultados da analise de
FTIR. Isso também foi suportado pelas imagens de SEM, mostrando PHB tanto na superficie
de fibrilas BC como incorporadas na rede de celulose. Embora os testes de tragdo realizados
em puro pellicle de BC e BC / PHB apresentaram diminuicdo da resisténcia a tracdo e do
médulo apés a adicdo de PHB, esta via é promissora na obtencdo de blendas de BC
diretamente do estagio de cultura (RUKA et al., 2013).

A polimerizacéo por enxerto de PHB na CB em presencga de uma lacase de fungo,
como ferramenta de enxerto, ou na sua auséncia, foi relatada por Igbal et al. (2014). A
investigacdo morfolégica mostrou uma dispersao homogénea de PHB na rede da CB,
preenchendo completamente os espacgos entre as nanofibras, no caso da blenda injetada
assistida com lacase e uma estrutura menos homogénea na auséncia de lacase. O reforco
com a CB hidrofilica aumentou a tensao superficial da matriz polimérica, conforme esperado.
A CB teve uma boa influéncia sobre as propriedades térmicas e mecénicas da matriz de PHB,
mas ambos as blendas (com ou sem lacase) apresentaram pouca resisténcia a tragédo e
médulo em relacdo & CB. A analise dos resultados publicados sobre blendas de PHA/BC
indicou resultados promissores, mas também a necessidade de pesquisas para encontrar
novas solugdes para melhora nas propriedades mecénicas e térmicas do PHA usando CB,

bem como para diminuir os custos de fabricagcdo (PANAITESCO et al., 2016).

3.4. OLEO ESSENCIAL DE CRAVO DA INDIA

A alimentacdo pode ser um veiculo direto de diversos patdgenos ou toxinas

indesejaveis, e para evitar o contato ou a propagacao de micro-organismos em alimentos séo
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utilizados conservantes sintéticos que podem trazer riscos a saude (MOREIRA et al., 2005;
POLONIO; PERES, 2009), além de apresentarem possivel desenvolvimento de resisténcia
por parte das bactérias (BERALDO et al., 2013). Por conta da disseminacdo da informacao
sobre 0 mal que pode ser causado por esses conservantes sintéticos, alguns produtos tiveram

sua aceitacgao reduzida no mercado (MOREIRA et al., 2005).

Com essa rejeicdo mercantil, produtos de origem natural, como 6leos essenciais,
ganharam espaco no mercado e consequentemente na industria. Isto decorre do fato de
algumas espécies vegetais possuirem O6leos com acbes flavorizantes, com acodes
antibacterianas e antioxidantes (SILVESTRE et al., 2010), que de acordo com Tepe et al.
(2004), a busca por novos agentes antimicrobianos e antioxidantes ja acontece ha muitos
anos, por conta da resisténcia dos micro-organismos aos conservantes sintéticos. Essa busca
por agentes naturais levou a intensificacéo de estudos de algumas espécies de vegetais antes

ndo muito conhecidas, mas muitas vezes com acgao ja comprovada pela utilizagdo popular.

Os Oleos essenciais exercem diversas fungdes importantes, e podem ser extraidos de
varias partes das plantas (folhas, flores, troncos,...) (LIMA et al.,, 2006). Os componentes
quimicos dos 6leos essenciais incluem diferentes estruturas, como: terpenos, sesquiterpenos,
fendlicos, fenilpropandicos, alifaticos nado-terpénicos, heterociclicos, 4alcoois, cetonas,
aldeidos, acidos carboxilicos, ésteres e acetatos; cada um com sua caracteristica aromatica
e acao bioquimica especificas. Existem registros da utilizacdo dos 6leos essenciais no antigo
Egito, bem como na Idade Média e perpassando pelo inicio do século XX, por meio de tratados
de Aromaterapia. Atualmente, novas nomenclaturas como Aromacologia e Aromatologia tém
evidenciado a acado dos 6leos essenciais como bactericida, analgésica, sedativa, estimulante,
antifingica, antipruriginosa, antidepressiva, repelente de insetos, entre outras
(WOLFFENBUTTEL, 2007).

Os Oleos essenciais sao distinguidos quimicamente como combinagfes complexas de
compostos de baixo peso molecular, sendo alguns extremamente volateis. Boa parte das
caracteristicas farmacéuticas descritas para plantas medicinais sdo atribuidas aos 6leos
essenciais, que sao encontrados em estado liquido & temperatura ambiente, com aparéncia
incolor ou clara. Essas substancias ndo se misturam a agua e podem ser retiradas por
diferentes processos, sendo os mais comuns: enfloracdo (enflurage), destilacdo por arraste
de vapor d’agua, prensagem, extracdo com solventes organicos (de forma continua ou
descontinua) e extracdo por diéxido de carbono (CO;) supercritico (PROBST, 2012). Apesar
de serem constituidos de diversos componentes quimicos, os 6leos essenciais geralmente
apresentam uma substancia majoritaria, que representa a maior parte de sua composicao
(MAIA; DONATO; FRAGA, 2015)
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Dentre os 6leos essenciais, destaca-se o proveniente do cravo-da-india (Syzygium
aromaticum), que ganhou notoriedade em varios setores por conta da sua diversidade de
utilizacdo, que vai desde a culinéaria & medicina. O cravo faz parte da familia das Mirtaceas e
€ originario das ilhas Molucas, na Indonésia. Também é conhecido como craveiro-da-india,
cravina-de-tunis, cravo-de-cabecinha, cravoaria e rosa-da-india, e sua utilizacédo teve grande
importancia na antiguidade, sobretudo, na culinaria, em condimentos e temperos. Seu 6leo
essencial possui efeito anti-inflamatério, anestésico, cicatrizante, anti-séptico e também pode

agir no tratamento de infec¢bes por fungos e outros micro-organismos (UFSC, 2012).

Sendo compostos volateis, as técnicas para seu estudo e identificacdo de seus
compostos mais utilizada sdo a cromatografia gasosa com detector de massas e por ionizagado
de chama (AFFONSO et al., 2014). A partir destas técnicas pode-se extrair 0s componentes
dos éleos, bem como determinar suas concentracdes. Oliveira et al (2009) ao extrairem o 6leo
essencial dos botdes florais, folhas verdes, folhas secas em estufa, pedunculos e folhas secas
ao sol do cravo-da-india identificaram que o 6leo essencial de cravo da india € composto de
80 a 90% de eugenol, B-cariofileno, a-humuleno, acetato de eugenila e 6xido de cariofileno,
com variagdes das quantidades de cada composto a depender da parte da planta analisada,
sendo o B-cariofileno o segundo componente principal (cerca de 10%) na maioria das partes
e 0 acetato de eugenila nos botbes florais secos. Ribeiro (2010), utilizando a técnica com
detector de massas para identificacdo e quantificagcdo do 6leo de cravo, encontrou valores de
52,53% de eugenol, 37,25% de cariofileno, 4,11% de humuleno, 4,05% de acetato de eugenila
e 2,05% de copaneo, j& Matan et al. (2006) encontraram concentra¢des 70 a 80% de acido

cindmico e 4 a 7% de eugenol.

A acdo antimicrobiana do O6leo essencial do cravo-da-india é discutida e
cientificamente comprovada em varios trabalhos (ASCENCAO; FILHO, 2013; BERALDO et
al., 2013; AFFONSO et al., 2014), onde todos eles associam os principios ativos do 6leo a
presenca do alilbenzeno chamado de eugenol, componente majoritario do 6leo de cravo e
outras especiarias, porém o efeito depende da concentracao de eugenol livre e do tempo de
exposicdo do tecido ao composto (AFFONSO et al., 2014; SOUZA, 2007). A utilizacdo do
eugenol ndo esta ligada apenas ao uso literal dessa substancia, mas outros alilbenzenos

como o safrol, metileugenol e a vanilina, que podem ser obtidos a partir do eugenol.

Binatti et al (2016) analisando a agdo antimicrobiana de diversas especiarias
concluiram que o cravo-da-india forneceu o melhor resultado, inibindo o crescimento de
Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis e S. typhimurium. Moreira et al. (2005),
observaram que o OE de S. aromaticum possui acdo bactericida e bacteriostatica sob

Escherichia coli. Silva et al. (2009) comprovaram a a¢ao bactericida dos 6leos de cravo-da-
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india, capim cidreira e canela, os quais foram capazes de zerar a contagem de col6nias de E.
coli ao final de 24 horas de experimentagcdo. Além de agirem nas bactérias o 6leo de S.
aromaticum também apresenta ac¢do sobre leveduras (HAMMER et al., 1999) e fungos
filamentosos (SOUZA et al., 2004; VIEGAS et al., 2005).

O mecanismo de acdo da propriedade antibacteriana do eugenol é explicado pela
capacidade que essa substancia apresenta de adentrar na membrana citoplasmatica
bacteriana e causar danos a mesma. O eugenol consegue alterar a permeabilidade da
membrana, possibilitando a entrada de solutos, vazamento de ions e grande perda de
componentes celulares. Além disso, o eugenol colapsa a integridade da membrana que libera
proteinas intracelulares e bloqueando o crescimento celular bacteriano, o que diminui a
probabilidade das bactérias gerarem algum mecanismo de resisténcia (DEVI et al., 2010). O
fator estrutural que explica essa atividade antimicrobiana do eugenol é a presenca de uma
dupla ligagao nas posig¢des a, B da cadeia lateral e a um grupo metila localizado na posicao
y. Geralmente, bactérias gram-negativas sao mais resistentes a 0Oleos essenciais com
caracteristicas antimicrobianas. Contudo, El-Baky e Hashem (2016) relataram que o 0leo
essencial de cravo-da-india apresentou maiores efeitos contra bactérias gram negativas
guando comparado com outros 6leos essenciais. Além disso, esses autores demonstraram
gue a concentracdo minima inibitria do 6leo do cravo da india € menor, quando comparado
com outros 6leos. O que mostra a versatilidade de possiveis atividades dos principios ativos

desse 6leo, mesmo em pequenas quantidades.

As acles antifungicas do eugenol estdo ligadas a a¢fes inibitérias na formacgéo dos
tubos germinativos dos fungos, onde o eugenol inibe completamente a formacdo das hifas
fungicas. Contudo, essa ac¢éao inibitéria depende da dose utilizada (EL-BACKY; HASHEM,
2016). Sendo assim, o Oleo essencial do cravo-da-india pode ser utilizado como agente
complementar aos produtos que atuam na preservacao dos alimentos, com o intuito de inibir
e controlar o desenvolvimento de micro-organismaos, prolongando a conservacédo do alimento

e diminuindo o risco de infec¢des alimentares.

3.5. PERSPECTIVAS DAS BLENDAS DE CB E PHB PARA USO IDUSTRIAL

O futuro potencial para a BC estd muito além das aplicacdes hoje existentes,
especialmente se as pesquisas forem capazes de desenvolver processos para a produgéo
em grande escala a partir de matérias-primas de baixo custo ou utilizando residuos

agroindustriais.
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A substituicdo da CV pela CB trara, no futuro préximo, avangos tecnoldgicos,
ambientais, econdmicos e sociais no sentido de permitir a aplicagcdo de um novo insumo
biotecnoldgico, de possibilitar a recuperagédo ambiental através do fim do desmatamento e do
consequente reflorestamento de espécies nativas, de movimentar o mercado através das
inUmeras aplicacdes industriais e de propiciar o0 bem-estar e a qualidade de vida a populacéo
mundial.

Espera-se, de acordo com Donini et al., (2010), que um novo enfoque seja permitido
para esse produto oriundo da biotecnologia de micro-organismos, igualmente ao que ocorreu
na década de 70 com o apoio governamental ao pro-alcool, através da utilizacdo de
Saccharomyces cerevisiae na producao de etanol, permitindo a criagdo de uma area em pleno
desenvolvimento nacional.

No tocante ao desenvolvimento de compésitos e blendas de CB para uso em
embalagens, a sustentabilidade exige um bom equilibrio entre as questdes ambientais,
econdmicas e sociais. Os biopolimeros podem ser considerados sustentaveis em termos de
fornecimento de materiais, 4gua e energia e geracao de residuos. Além disso, a viabilidade
dos produtos, os recursos humanos e o desenvolvimento tecnoldgico também devem ser
ponderados sob um ponto de vista de sustentabilidade. Os produtos biodegradaveis séo
geralmente mais caros do que os polimeros fabricados a partir de produtos petroquimicos,
mas esta circunstancia esta mudando gradualmente, seja pela colheita de materiais,
processamento e tecnologias de conversdo, bem como economias de escala. Com as
crescentes demandas de plastico no mundo, as preocupacdes dos consumidores com 0 meio
ambiente e 0 uso de produtos ecoldgicos cresceram. Além disso, foram implementadas novas
regulamentac¢des, nomeadamente nos paises da Unido Européia, restringindo a utilizagéo de
materiais tradicionais, o que levou a um grande desenvolvimento em materiais de embalagem
biodegradaveis (CRUZ-ROMERO; KERRY, 2008). Tais acontecimentos constituem as bases
para o desenvovlimento dos produtos biotecnolégicos como a CB.

No Brasil, a producdo de PHB se beneficiou da presenca e abundancia de substratos
de baixo custo fornecidos pela industria sucroalcooleira (TADA, 2009). O atrelamento da
producdo de PHB com a producdo em usina sucroalcooleira junto com todas as suas
vantagens (substrato de baixo custo, energia, solventes para extracdo, etc) permitiu que o
custo de producédo do PHB pela PHB Industrial seja 0 menor do mundo. Porém, esse preco
ainda é superior aos precos dos polimeros sintéticos provenientes da industria petroquimica,
o que dificulta a ampla comercializacéo do PHB (SQUIO; ARAGAQ, 2004).
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Resumo

A crescente necessidade de preservagdo ambiental aumenta e intensifica 0 uso de recursos
renovaveis na obtencédo de filmes poliméricos como embalagens para manter e/ou melhorar
a qualidade dos alimentos. Nesse contexto, blendas a base dos polimeros de celulose e poli-
hidroxialcanoatos (PHA) sdo candidatas em potencial para essa finalidade devido as
propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade. A celulose é um dos polimeros
naturais mais abundantes na terra e é produzida principalmente por plantas, embora muitas
bactérias, especialmente as pertencentes ao género Gluconacetobacter, produzam uma
forma muito peculiar de celulose com propriedades mecénicas e estruturais que podem ser
exploradas em numerosas aplicagdes industriais. O polihidroxibutirato (PHB), por sua vez, é
um polimero biodegradavel bacteriano com propriedades termoplasticas que o tornam um
candidato em potencial para a substituicdo de polimeros ndo degradaveis. Nesse sentido, no
presente trabalho, membranas de CB foram produzidas pela bactéria Gluconacetobacter
hansenii UCP 1619 usando o meio padrao Hestrin-Schramm (HS) modificado, contendo 1,5%
de glicose e 2,5% de milhocina. Apos a purificacdo da membrana de CB, uma blenda a base
de CB e PHB foi preparada a partir da combinacao entre membranas de CB puras com 30%
de PHB em &cido acético. Em seguida, o 6leo essencial de cravo foi adicionado como agente
antimicrobiano. As blendas foram caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura,
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, difracdo de raios X, analise
térmica e ensaios mecanicos. As analises por microscopia eletrénica de varredura revelaram
um revestimento homogéneo da superficie CB por deposi¢cdo do PHB. Outras analises como
permeabilidade do 6leo, flexibilidade e solubilidade em agua também foram realizados e
demonstraram a melhoria do material obtido pela mistura dos dois polimeros. A adi¢do do
6leo essencial reduziu substancialmente o crescimento microbiano e melhores propriedades
mecéanicas e térmicas na blenda foram observadas frente a membrana de CB pura. O novo
material, composto por uma blenda de CB e PHB, aditivada com 6leo de cravo pode encontrar
aplicagbes importantes como embalagem ativa para alimentos, considerando as propriedades
atrativas da blenda e sua natureza biodegradavel, como embalagem biocompativel e eficiente

para uso industrial na industria alimenticia.

Palavras-chave: Celulose bacteriana; Gluconacetobacter hansenii; residuos industriais; PHB;

6leos essenciais; blendas; embalagens ativas para alimentos.
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1. Introducéo

As embalagens de alimentos sdo essenciais para a contengéo de produtos, protecao,
preservacdo, conveniéncia, para fornecer informagdes sobre o produto e comunicar a marca,
entre outros (Ferreira et al., 2016). No entanto, o problema crucial da utilizacdo de plasticos
para a embalagem é o residuo pos-consumo, uma vez que a embalagem €, de longe, o maior
contribuinte (63%) de residuos plasticos (Green Facts, 2011). Além disso, alguns materiais
sao dificeis de reutilizar e estima-se que menos de 14% dos materiais de embalagem plasticos
sejam reciclaveis (Tumwesigye et al., 2016).

Uma vez que a maior parte dos materiais utilizados ndo sdo biodegradaveis e
permanecem no ambiente durante longos periodos de tempo, continuam a constituir ameacas
para a salde humana e para o ambiente (Plastics Europe, 2015a). Neste contexto, 0s
compoésitos formados por polimeros biodegradaveis utilizados como embalagem, que séo
obtidos a partir de recursos renovaveis, representam uma alternativa aos plasticos derivados
do petroleo, uma vez que sua degradacéo conduz a residuos nao toxicos ou ndo prejudiciais
para 0 ambiente. No entanto, esses biopolimeros com promissoras aplicagcbes em
embalagens de descartabilidade rapida, apresentam limitacdes em funcédo de algumas de
suas propriedade como baixa estabilidade térmica no processamento e pouca flexibilidade .
Para superar essas limitagdes, uma alternativa promissora seria desenvolver uma blenda
utilizando dois biopolimeros, um com estrutura na forma de filamentos nanométricos, celulose
bacteriana, e outro que tenha propriedade similar ao polimero sintético,o poli(hidroxibutirato)
(PHB). Varias pesquisas estdo focadas no desenvolvimento de blendas totalmente
biodegradaveis, preparadas de forma sustentavel (Yang et al., 2007), sendo as blendas a
base de celulose e poli-hidroxialcanoatos (PHA) importantes neste campo devido as suas
propriedades intrinsecas de biodegradabilidade e biocompatibilidade.

A celulose é o polimero mais abundante na Terra e de crescente interesse devido a
sua natureza fibrilar e potencial como material de reforco em compdsitos, sendo
biodegradavel, sustentavel e renovavel. A celulose tem sido produzida ha muito tempo a partir
de fontes vegetais; no entanto a celulose bacteriana (CB), produzida em grandes quantidades
por bactérias do género Gluconacetobacter, € particularmente atraente devido a sua pureza
e nanoestrutura altamente cristalina. Varios trabalhos tém descrito a quantidade de celulose
produzida por Gluconacetobacter cultivada em diferentes meios, obtidos pela substituicdo dos
componentes de carbono e/ou nitrogénio. Uma ampla variedade de fontes de carbono e
nitrogénio foi investigada dessa forma, assim como a inclusdo de suplementos adicionais
(Costa et al., 2017).

A producdo de BC a partir de residuos agricolas e residuos industriais, que incluem
residuos de alimentos, palha de trigo, residuos de frutas, residuos de glicerol e residuos de

téxteis a base de algodao tem sido demonstrado. A vantagem em usar residuos agricolas ou
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industriais ndo so6 fornece uma maneira barata de produzir a CB, mas também funciona como
uma proposta ambiental (Li et al., 2015). Além disso, a utilizagdo de tais materiais residuais
ndo s6 melhora a sustentabilidade da producdo de celulose por micro-organismos, mas
também diminui a poluicdo ambiental associada ao descarte de residuos industriais.

Os poli(hidroxialcanoatos) (PHA) sdo uma familia de biopolimeros intracelulares
sintetizados por bactérias como granulos intracelulares de armazenamento de carbono e
energia. Entre a familia dos polimeros de PHA, o poli-3-hidroxibutirato (PHB) é produzido pela
Ralstonia eutropha. O PHB é um polimero biocompativel, biodegradavel e termoplastico, com
as propriedades do tipo plastico oferecendo a possibilidade de substituicdo potencial de
polimeros ndo degradaveis atualmente usados como polietileno e polipropileno. PHB tem uma
alta temperatura de fuséo (~175 -C), embora a instabilidade térmica e fragilidade tém sido as
principais desvantagens em aplicagfes potenciais. Por outro lado, a CB est4 entre os
substratos que podem garantir forga ao PHB (Vijayendra and Shamala, 2013).

Blendas de PHB/amido de milho foram aplicadas para embalagens (Reis et al., 2008;
Vinhas, et al.,, 2007) e microparticulas de PHB/quitosana/cetoprofeno tém sido usadas na
liberacdo controlada de farmacos (Bazzo et al., 2009). Blendas de PHB/ésteres de celulose
foram estudadas por Scandola et al. (1992). Misturas amorfas totalmente misciveis foram
obtidas para um conteddo de PHB até 50%. Observou-se que o PHB cristalizou para
guantidades superiores a 50%. Filmes de dupla camada utilizando PHB e papel de celulose
foram preparados por Jiang et al. (2008). Diminui¢cdes na absor¢cdo de umidade e 4gua e
também na rugosidade da superficie foram observadas em comparacdo com o papel de
celulose. A possibilidade de obter um material biodegradavel com melhores propriedades
mecanicas e de barreira foi claramente demonstrada. (Vinhas, et al., 2007)

Nesse contexto, a crescente demanda por alimentos minimamente processados e
produtos frescos apresenta problemas reais em relacdo a qualidade e seguranca desses
produtos. Por esta razéo, novos métodos para inibir o crescimento microbiano em alimentos
e que manteham a frescura, a qualidade e a seguranca do produto tém sido desenvolvidos.
Um dos métodos mais utilizados é a producéo de filme antimicrobiano (Souza et al., 2010). A
embalagem antimicrobiana reduz a taxa de crescimento de micrébios, aumentando o tempo
de platileira do alimento. A embalagem ativa esta atraindo mais atencdo da industria de
alimentos e embalagens devido a crescente demanda por produtos sem conservantes. Baixos
niveis de aditivos totais no sistema de embalagem, em comparagcdo com a quantidade de
conservantes adicionados diretamente nos alimentos, também sdo desejaveis (Han and
Floros, 2007).

Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um novo material polimérico

composto por uma blenda de CB/PHB aditivada com 6leo essencial de cravo, com a
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finalidade de funcionalizar o filme como ativo antimicrobiano, especificamente antibacteriano

e sobretudo biodegradavel que possa ser utilizado para a industria de alimentos pereciveis.

2. Materiais e métodos

2.1. Materiais

O Poli-3-hidroxibutirato (PHB), na forma de pd, de nome comercial Biocycle, massa
molar de 563.110,00 g/mol, densidade: 1,23 g/mL e temperatura de fuséo: 178,4°C foi obtido
da PHB Industrial S.A. Hidroxido de sédio (NaOH), cloroférmio e acido acético foram obtidos
da MERTEC (Brasil).

2.2. Micro-organismo

A bactéria Gluconacetobacter hansenii UCP UCP1619, deposita no Banco de Culturas
do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB) da Universidade
Catodlica de Pernambuco foi utilizada como produtora da celulose bacteriana.

2.3. Meio de crescimento e manutencdo padrdo do micro-organismo

A metodologia utilizada para manter a viabilidade do micro-organismo e para cultiva-
lo em um meio padrdo pré-estabelecido se baseia em estudos realizados por Hestrin e
Schramm (HS) (1954), adaptada por Hungund e Gupta (2010) e Gomes et al. (2013). O meio
HS utilizado para o crescimento da bactéria € composto por 20,0 g/L de glicose, 5,0 g/L de
peptona, 5,0 g/L de extrato de levedura, 2,7 g/L de Na,HPO, e 1,15 g/L de &cido citrico em
pH 5,0. Para a manutencdo da bactéria, h4 um acréscimo de 15 g/L de &gar ao meio HS
anteriormente citado. Ambos os meios foram esterilizados a 121° por 15 minutos, sendo o
meio de manutenc¢do distribuido em placas de Petri e tubos de Falcon para repique do micro-

organismo.

2.4. Meio de producédo da celulose

A celulose bacteriana serd produzida em meio HS modificado, com a seguinte
composicao: 1,5% de glicose, 2,5% de milhocina, 0,27% de Na,HPO4, 0,15% de acido citrico,
pH 5. O meio HS modificado foi esterilizado a 121° por 15 minutos (Costa et al., 2017).

2.5. Preparo do pré-inoculo
O micro-organismo foi mantido sob refrigeracdo em tubo de Falcon. O pré-inoculo foi
preparado a partir do crescimento do micro-organismo a 30 °C durante 48 h, em condicdes

estaticas, em 100 mL de meio liquido HS, pH 5,0, contidos em frascos Erlenmeyer de 500 mL.
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2.6. Preparo do inéculo e condi¢des de cultivo
A suspenséao celular preparada foi inoculada a 3% em meio HS modificado em frascos
Scohtt de 500 ml contendo 100 ml do meio de producdo e, em seguida, incubada

estaticamente a 30 °C durante 6 dias. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.7. Lavagem e purificacdo da pelicula de CB

Apbs o cultivo, o liquido metabdlico e as peliculas de CB foram recolhidos e limpos por
imersdo em solucdo de NaOH a 4% durante 2h para eliminar as células retidas.
Posteriormente a CB foi pesada e o rendimento calculado. As amostras foram mantidas em

um dessecador antes da pesagem (Li et al., 2015).

2.8. Preparacgéo da blenda de CB e PHB por dissolucéo

A blenda foi preparada pesando-se 10 g do polimero PHB e colocando-o em um frasco
reagente. Adicionou-se ao frasco, acido acético, o qual foi submetido a aquecimento até que
ndo houvesse mais material em suspensédo. O recipiente contendo a solugdo obtida foi posto
em banho-maria. Membranas purificadas e secas de CB, previamente pesadas, foram
imersas na solucdo. A blenda de CB/PHB foi preparado com 30% de PHB. ApGs repouso, a
blenda foi lavada com agua deionizada e seco em estufa a 50° C até que ndo houvesse mais
variacdo da sua massa. O produto final apresentou, visualmente, uma intima ligacdo na

mistura dos dois componentes. Todas as amostras secas foram mantidas em dessecador.

2.9. Incorporac&o do 6leo essencial de Cravo da india & blenda de CB/PHB

A fim de verificar a adicdo do 6leo essencial como agente antibacteriano, adicionou-se
10% do o6leo de cravo da india & blenda CB/PHB. Inicialmente, a blenda (1g) foi imersa em
150 mL etanol a 60°C durante 10 min. Ao final desse procedimento, pesou-se a blenda Umida
para calcular a massa de etanol incorporada. Em seguida, uma solucdo contendo 3,0 g do
Oleo essencial em 20 mL de etanol foi preparada, sendo a blenda Umida imersa na solucéo,
a qual foi aquecida durante 5 min até evaporacao da solugdo etandlica. A blenda contendo o
Oleo essencial foi seca em estufa a 50 °C até secagem total, sendo a a diferenca da massa
entre a blenda com 6leo e sem 6leo calculada para obtencdo do percentual de Oleo

incorporado.

2.10. Permeabilidade ao 6leo

3 g de 6leo de soja foram colocados em um tubo de vidro (diametro interno: 25 mm e
didmetro externo: 27 mm) e, em seguida, um pedaco da blenda de PHB/CB de 50 x 50 mm
de tamanho foi colocado e pressionado firmemente na extremidade aberta para selar o tubo.

O tubo foi invertido sendo colocado um papel de filtro na Iamina de vidro, e entdo observado
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se 0 6leo de soja permeou a blenda com o passar do tempo. Foram realizadas observacoes
em pelo menos cinco amostras apos 3 dias de armazenamento (Hu et al., 2009; Chen et al.,
2013).

2.11. Flexibilidade

O filme de PHB/CB foi dobrado por 100 vezes no mesmo trago para testar sua
flexibilidade. O filme foi avaliado como bom se n&o houvesse fenda visualmente observada.
Os tempos de dobramento foram registrados até aparecer rupturas no filme. A flexibilidade do
filme foi correlacionada como pobre (vezes < 20), média (20 < vezes < 50), boa (50 < vezes <
100) e excelente (vezes = 100) (Chen et al., 2013).

2.12. Solubilidade em agua

A solubilidade em &gua do filme de CB/PHB foi medida colocando-se as peliculas de
teste em agua deionizada a 25°C, e depois o tempo para dissolver completamente
o filme foi gravado (Chen et al., 2014).

2.13. Atividade antimicrobiana da blenda de CB/PHB contendo 6leo essencial

Para determinacdo do potencial antimicrobiano, sobretudo antibacteriano da blenda de
CB/PHB contendo 6leo de cravo, o meio de cultivo Luria—Bertani (LB) foi inoculado com 1%
(v/v) da suspensédo de Escherichia coli UCP 1517. Sob condi¢Bes estéreis, um pedacgo da
blenda esterilizada (2 cm x 2 cm) foi transferido para o tubo de ensaio inoculado. Como
controle, a blenda de CB/PHB sem adi¢cdo do agente antimicrobiano (6leo de cravo), bem
como 0 meio LB inoculado com o micro-organismo também foram usados. Os ensaios foram
realizados em triplicata. Todos os tubos foram incubados a 30°C. Amostras foram coletadas
em intervalos de tempo determinados (6, 12, 24 e 30 horas) e suas D.O. medidas a 600 nm
(Dobre et al., 2012).

2.14. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Amostras da blenda (CB/PHB), bem como amostras das membranas de CB puras e
PHB puro previamente secas foram metalizadas (SANYU ELECTRON). A Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) das superficies das amostras foi realizada utilizando um
instrumento JEOL, JSM-5600 operando a 27 KV.

2.15. Propriedades mecanicas
Para caracterizacdo das propriedades mecéanicas da blenda de BC/PHB, foram
determinados a resisténcia a tracdo a carga maxima (MPa), o alongamento a ruptura (g)

(mm%) e o modulo de elasticidade de Young (E) de acordo com Rethwisch e William (2016).
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Amostras da blenda seca foram cortadas em tiras retangulares (10 x 30 mm). A espessura
média dos filmes foi de 0,10 mm. O ensaio de tracdo foi realizado a temperatura ambiente a
uma velocidade de 5 m /min e uma carga estéatica de 0,5 N utilizando uma maquina de ensaio
universal (EMIC DL - 500MF, Brasil) seguindo o Método ASTM D882. O programa de software
Bluehill LiteTM foi utilizado para calcular a relacdo tenséo-deformacdo e modulo de

elasticidade.

2.16. Difratometria de Raio-X (DRX)

Padrbes de difratbmetro de Raio-X das blendas foram medidos com um difractémetro
Phillips X'pert MPD, utilizando radiagéo Cu Ka. A percentagem de cristalinidade foi medida
como X (%) ¥ (Imax - Imin) / Imax x100%, onde Imax € a altura do pico em 20 = 22,5 e Imin o

minimo entre o pico em 6 =22,5 e o pico a2 6 = 16,3 (Gomes et al., 2013).

2.17. Analise termogravimétrica

Medi¢cbes de analise termogravimétrica (TGA) foram realizadas utilizando um
analisador de Mettler Toledo em amostras de cerca de 8 mg. Cada amostra foi varrida ao
longo de um intervalo de temperatura desde a temperatura ambiente a 600-C a uma taxa de
aquecimento de 10-C / min com uma taxa de fluxo de 20 mL / min para evitar a oxidacao da

amostra (Kiziltas et al., 2014).

2.18. Reflectancia total atenuada e espectroscopia de infravermelho com transformada de
fourier (ATR/FTIR)

Antes da andlise, as blendas foram condicionadas num dessecador contendo silica gel
durante duas semanas a temperatura ambiente para se obter flmes mais desidratados. Os
filmes foram digitalizados com um Espectrémetro FTIR Bruker Modelo Equinox 55 (Bruker
Co., Ettlingen, Alemanha). As amostras foram medidas em uma ATR horizontal atraves de
uma placa de célula cristalina (45° ZnSe, 80 mm de comprimento, 10 mm de largura e 4 mm
de espessura) (PIKE Technology Inc., Madison, WI, EUA). Analises foram realizadas para
identificar grupos funcionais presentes nas amostras e analisar as interagdes entre as blendas
de PHB/CB em espectrofotdmetro entre 4000-400 cm. Todos os espectros foram registrados

apés 32 varreduras com uma resolucédo de 4 cm™ (Limpan et al., 2012).

2.19. Andlises estatisticas
Os dados de cada teste foram analisados estatisticamente. A andlise de variancia
(ANOVA) foi utilizada para avaliar a significAncia na diferenca entre fatores e niveis. A

comparacgéao das médias foi feito empregando um teste de Tukey para identificar quais grupos
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foram significativamente diferente de outros grupos (p < 0,05). Todos os dados séo
apresentados como média + DP. Uma analise de componentes principais (PCA) foi realizada
para verificar as correlacdes entre os filmes de CB e PHB.

3. Resultados e discusséo

3.1. Rendimento das membranas de CB

O rendimento em termos de membranas hidratadas foi de 370 g/L, enquanto que em
termos de membranas secas obteve-se uma massa de 9,5 g/L. Apds retiradas do meio de
cultura a etapa de purificacdo com NaOH favoreceu a uniformizagdo da cor, remogéo dos
metabolitos e possiveis residuos do meio de cultura que estavam aderidos na superficie das

membranas. (Costa et al., 2017).

3.2. Caracteristicas gerais das blendas de CB/PHB

Blendas de CB com diferentes polimeros vém sendo estudadas para aplicacdo em
varias areas. Sdo exemplos a quitosana (Fernandes et al., 2009), o poliuretano (Ummartyotin
etal., 2012) e os polihidroxialcanoatos (Barud et al., 2011; Zhijiang et al., 2011). Essas blendas
apresentam transparéncia semelhantes, diferindo em relacdo ao método de obtencdo das
mesmas. (Ruka et al., 2013).

As blendas formadas, logo ap6s a remocdao da solucao contendo o PHB, apresentam
certa transparéncia, indicando a absorcao da solucéo pela CB. Apds a imersdo em agua, a
CB torna-se opaca devido a subita precipitagdo do PHB entre as fibras de celulose.

Apos secagem das blendas de CB/PHB, a quantidade de PHB incorporada (30%) foi
observada pela diferenga de pesagem entre a massa da celulose seca com a massa da blenda
apos a incorporacdo do PHB. Membranas homogéneas de aproximadamente 150 yum de
espessura foram obtidas. A CB pura e a membrana da blenda CB/PHB apresentaram

coloracéo visual leitosa e branca, respectivamente, conforme ilustrado na Fig. 1.

il

Fig.1l. Coloracao do filme de CB e da blenda de CB/PHB
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3.3. Permeabilidade ao 6leo, flexibilidade e solubilidade em agua

Os filmes de CB/PHB foram testados quanto a permeabilidade a 6leos, pois do contrario
o 6leo ira exsudar através dos filmes quando os mesmos forem usados para embalar produtos
oleosos. Além do vazamento, isso também ir4 afetar a aparéncia, o sabor e as propriedades
dos produtos. Os resultados mostraram que o 6leo de soja ndo apresentou traco de
permeacao através dos filmes. Na verdade, os filmes de CB/PHB possuem muitos grupos
hidroxila hidrofilicos e grupos carboxila, que impedem a adsorcdo de moléculas de 6leo na
superficie do filme. Resultados semelhantes foram observados por Hu et al., (2009) e por
Chen et al., (2014) para filmes a base de amido de batata aditivado com glicerol como
plastificante e a base de sulfato de celulose (NaCS) plastificados com glicerol,
respectivamente. As blendas de CB/PHB também exibiram excelente flexibilidade, ja que
permaneceram intactos ao dobramento por muito mais do que 100 vezes. Quanto a
solubilidade, os filmes obtidos pela blenda CB/PHB também demonstram ser insollveis em
agua no tempo avalidado, conforme a metodologia utilizada. (Chen et al., 2013).

3.4. Caracterizacao das blendas de CB/PHB por MEV

A Fig. 2 mostra imagens do filme de PHB puro seco, do filme de celulose pura seca e
da blenda de CB/PHB contendo 30% do polimero. A Fig. 2A apresenta imagem de superficie
do filme de celulose pura, na qual se pode observar uma rede de nanofibras de celulose
arranjadas de forma aleatéria. A CB exibiu uma estrutura entrelagada de nanofibrilas
ultrafinas. Na estrutura de superficie do PHB puro (Fig. 2B) verifica-se uma estrutura rugosa
e granular apresentando microparticulas. Por outro lado, a imagem da blenda de CB/PHB
(Fig. 2C) demonstra microfibras de celulose preenchidas pelo PHB. Destaca-se também a
presenca das microparticulas de PHB associadas a rede de microfibras de celulose. Observa-
se, assim, que o PHB pode ser visto nao sé na superficie das fibrilas de celulose, mas também
interligado entre as mesmas, indicando que o PHB foi incorporado entre as fibrilas da CB,
assim como foi notado por Ruka et al. (2013) e Barud et al. (2011) em relag&o a estrutura da

superficie de blendas de celulose e PHB analisados em MEV.
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Fig. 2. Micrografia eletrénica de varredura do filme seco de CB (a); filme seco de PHB (b) e
da blenda de CB/PHB (c). Magnitude: 1500x

3.5. Atividade antimicrobiana da blenda de CB/PHB contendo 6leo essencial

Os resultados dos testes antimicrobiano utilizando E. coli séo apresentados na Fig. 3.
As amostras da blenda de CB/PHB contendo o 6leo essencial de cravo demonstaram uma
reducdo visivel na taxa de crescimento da bactéria, especialmente nas primeiras horas de
incubacao, quando comparadas com as amostras do meio de cultivo e da blenda sem o 6leo.
Os resultados obtidos indicam que o filme de CB/PHB contendo o éleo de cravo pode ser
promissor como aditivo antibacteriano para embalagem de alimentos. Resultados
semelhantes foram obtidos por Dobre et al. (2012) para a blenda de poli (alcool vinilico) (PVA)/
CB contendo &cido sorbico como agente antimicrobiano. Em geral, o componente majoritario
do cravo da india é o eugenol, substancia que apresenta efeito inibitério para o crescimento
de muitos micro-organismos patogenicos (Mulla et al., 2017).

Outro aspecto importante para a obtencdo de uma embalagem ativa é favorecer a
migracdo do aditivo ativo para que esse possa interagir com o alimento, minimizando ou
impedindo a proliferagdo microbiana. Assim, fica comprovado, que a blenda CB/PHB aditivada

com o 6leo de cravo, se mostrou adequada para essa finalidade, uma vez que a migracao do
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oOleo se iniciou nas primeiras 6 horas de contato com as celulas bacterianas, favorecendo uma

reducdo de aproximadamente 65% do crescimento microbiano no final de 30h.
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Fig. 3. Crescimento de E. coli em amostras da blenda de CB/PHB contendo 6leo de cravo
em fung¢éo do tempo. Amostras da blenda sem o 6leo essencial e o do meio de cultivo foram

usadas como controle.

3.6. Ensaios Mecénicos

Os resultados do ensaio de resisténcia a tracao e alongamento na ruptura da membrana
de CB, da blenda de BC/PHB e da blenda de BC/PHB impregnado com 6leo de cravo séo
mostrados na Fig. 4.

A tensé&o na ruptura da pelicula de CB foi 83% maior que a do filme de PHB. As blendas
de CB/PHB e CB/PHB impregnado com o 6leo de cravo, por sua vez, apresentaram uma
resisténcia a ruptura mais proximas dos valores da membrana de CB pura, 45 MPa. Esses
valores devem ser comparados com o valor observado para o PHB puro, que apresenta
resisténcia a tracao de 12,62MPa. A eficiéncia da rede tridimensional das microfibras como
um bom reforgo para polimeros e resinas tem sido descrita (Fernandes et al., 2009). Em outras
palavras, os filmes de CB e de CB/PHB exibiram valores similares para tenséo e deformagéo
na ruptura, mas valores superiores comparados ao PHB sozinho. Também pode ser visto um
pequeno aumento na deformacgéo especifica quando 30% de PHB é misturado & 70% de CB,

compatibilizando mais uma vez a tendéncia de maior alongamento desse novo material.
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Aincorporacgao do PHB também foi evidenciada pelas imagens do MEV, como mostrado
anteriormente. Esse comportamento pode ser devido a boa disperséo do PHB na rede de CB.
A combinacédo dos granulos de PHB com as redes de celulose resulta em uma estrutura de
fibra mais densa, com resisténcia mecanica melhorada, devido a boa adesao interfacial e a
formacéo de fortes interagfes entre as cadeias de CB e PHB, como relatado por Fernandes
et al. (2009). Segundo Barud et al. (2011), a resisténcia a tragédo diminui a partir da adicao de
50% de PHB a membrana de CB, considerando que o PHB apresenta fracas propriedades
mecéanicas, sendo um polimero rigido e quebradico e a adicdo de CB ao PHB, mostrou-se

compativel, resultando num melhoramento das propriedade mecanica desse poliéster.
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Fig. 4. Tensdo Maxima (MPa) e Alongamento (%) das amostras de PHB, de CB, da blenda
de CB/PHB e da blenda impregnada com 6leo de cravo (CB/PHB/OEC)

3.7. Difratometria de Raio-X (DRX)

A Figura 5 apresenta os difratogramas de raios X (DRX) da CB, do PHB, da CB/PHB e
da CB/PHB/OEC. Para os filmes de PHB puro e CB pura, como era de se esperar,
observaram-se caracteristicas de polimeros semi-cristalinos, e essa estruturacdo se mantem
para a blenda de CB/PHB e CB/PHB/OEC.

Através do indice de cristalinidade (IC), que foi calculado com base na intensidade do
pico usando o método Segal (1959), pode-se observar que a CB apresentou um percentual
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de cristalinidade maior com relacdo ao PHB puro e a blenda, que foi de 86% . O filme de PHB
puro apresentou uma cristalinidade de 71%, enquanto a blenda CB/PHB apresentou um IC
de 82%. Ja a blenda contendo o 6leo essencial apresentou uma cristalinidade de 80%. Estes
resultados mostram que a incorporacdo do PHB diminui a cristalinade da membrana de CB.
Mais uma vez, a adicdo do PHB na matriz da celulose interfere positivamente na propriedade
da celulose e, nesse caso especifico, diminuindo a cristalinidade, uma vez que incorporacdo
do mesmo diminui a interacdo intermolecular na CB pura. Essa alteracdo da cristalinidade
interferiu diretamente nas propriedades mecéanicas da membrana, diminuindo a tenséo e

gerando um material mais elastico quando comparado com a CB pura. (Ruka et al., 2013)
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Fig. 5. DRX das amostras de PHB, de CB, da blenda de CB/PHB e da blenda impregnada
com 6leo de cravo (CB/PHB/OEC)
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3.7. Andlise Termogravimétrica (TGA)
A estabilidade térmica dos filmes de CB e PHB, da blenda de CB/PHB e da blenda
impregnada com 6leo de cravo (CB/PHB/OEC) foram investigadas através da analise

termogravimétrica (TGA) e os resultados estédo apresentados na Fig. 6 e Tabela 1.
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Fig. 6. TGA das amostras de PHB, de CB, da blenda de CB/PHB e da blenda impregnada
com 6leo de cravo (CB/PHB/OEC)

Observando-se ambos o gréfico e a tabela 1, percebe-se que para o filme de CB houve
duas etapas de perda de massa: a primeira etapa refere-se a evaporacdo da agua
remanescente no filme e a segunda etapa ocorre pela pirolise do polimero. Para o filme de
PHB observa-se apenas um estagio de perda de massa, referente a sua decomposicao

térmica.

Para as blendas poliméricas, a degradacdo do material polimérico apresentou duas
etapas distintas, sendo uma etapa relativa a celulose bacteriana e outra referente ao PHB. Os
resultados obtidos corroboram com os estudos de Barud et al. (2011) que também observou
um aumento da temperatura de degradacao da blenda polimérica, indicando um possivel
aumento da estabilidade do material devido ao PHB cristalizar-se entre as microfibras da

celulose bacteriana. Para os filmes aditivados com o 6leo essencial de cravo da india,
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observa-se mais um estagio de degradacao, conforme a Tabela 1, entre 121 e 188 °C, que
segundo Choi et al. (2009) é referente a reagéo oxidativa do eugenol, componente majoritario
do dleo.

Tabela 1. Dados de decomposicdo térmica das amostras de PHB, de CB, da blenda
de CB/PHB e da blenda impregnada com 6leo de cravo (CB/PHB/OEC) obtidos a partir das

curvas de TGA

Amostras Estagio 1 (°C) Estagio 2 (°C)  Estagio 3 (°C) Estagio 4 (°C)

Tonset Tofset Tmax Tonset Tofset Tmax Tonset Tofset Tmax Tonset Tofset Tmax

CB 80 101 90 - - - - - - 272 351 328
PHB - - - - - - 228 283 253 - - -

CB/PHB 84 106 91 - - - 243 286 262 332 378 358
CB/PHB/OEC - - - 121 188 153 262 288 275 346 379 364

3.9. Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (FTIR)

A Fig. 7 mostra regides relevantes dos espectros de FTIR. As bandas principais
observadas para celulose bacteriana pura podem ser atribuidas a estiramento do grupo OH
(3286 cm™), estiramento CH de alcanos e estiramento assimétrico CH, (2921cm™),
deformacdo C-OH e CH (1399 cm™).

As principais bandas observadas no espectro de PHB sé&o atribuidas a alongamentos
C-0 (1282 cm™1) e C=0 (1850 cm™1), e picos a 2853 cm™, referente ao alongamento de CH-
e de 2926 cm™~! e 1400 cm?, referentes ao alongamento de CHs, corroborando aos resultados
obtido por Barud et al., (2011). Os espectros obtidos para as blendas apresentam
basicamente as bandas observadas para os dois polimeros individuais ponderados pelo
contetdo relativo. A regido entre 2000 e 3500 cm™ parece pouco afetada pelo contetido
relativo dos dois componentes, enguanto as alteracdes 1500 e 2000 cm™ parecem estar
relacionadas & mudanca na cristalinidade da celulose observada nas medidas de DRX.

Para a blenda de CB/PHB contendo o 6leo essencial de Cravo, observa-se uma banda
na regido de 1510 cm™. Esse pico é atribuido as ligacdes C=C do grupo aromatico do eugenol,

componente majoritario presente no 6leo essencial de cravo (OEC) (Narayran et al., 2013).
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Fig. 7. Espectros de PHB, de CB, da blenda de CB/PHB e da blenda impregnada com 6leo
de cravo (CB/PHB/OEC)

A analise de componentes principais foi utilizada como uma ferramenta para
complementar os resultados dos espectros de infravermelho, cujo objetivo foi evidenciar a
diferenca entre os filmes poliméricos, a blenda e a adi¢do do 6leo essencial de cravo. Através
do grafico das scores (Fig. 8) observa-se que a primeira componente principal explicou 96%
das informagfes espectrais, a segunda explicou mais 2%. Pode-se observar a formagéo de
agrupamentos em funcéo da formulagdo dos filmes. Pode-se constatar a partir dessa analise
gue houve a diferenciagcdo quimica da matriz dos filmes puros de CB e de PHB, da blenda de
CB/PHB e da blenda de CB/PHB impregnada com 6leo essencial de cravo da india. Portanto,
é possivel afirmar que o 6leo essencial ficou incorporado em toda matriz polimérica, assim
apresentando um bom indicativo que o agente funcional estara presente em toda a extensao

da embalagem.
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Fig. 8. Representacgéo gréafica da Analise de Componentes Principais do PHB, da CB, da
blenda de CB/PHB e da blenda de CB/PHB impregnada com 6leo de cravo (CB/PHB/OEC)

4. Conclusodes

Uma blenda de celulose bacteriana (CB) e poli (3-hidroxibutirato) (PHB) foi preparado a
partir de membranas de CB obtidas a partir de culturas de Gluconacetobacter hansenii e de
solucdes de PHB em acido acético. A CB produzida em meio alternativo constitui um insumo
de alto valor agregado, ndo s6 do ponto de vista cientifico, como também do ponto de vista
ambiental, econémico e social. As andlises por microscopia eletrénica de varredura revelaram
um revestimento da superficie CB por deposicdo do PHB, mostrando microfibrilas de CB
envolvendo grédos de PHB que precipitam dentro da rede da CB. Os polimeros CB e PHB
apresentam interacdo compativel para a formagcdo de uma blenda estavel nas condicbes
avaliadas nesse trabalho. A blenda formada pela combinagdo de CB e PHB apresenta
caracteristicas mecanicas favoraveis para uso em embalagens de alimentos. A combinacéo
de polimeros naturais e biodegradaveis, como a CB e o PHB pode fornecer, no futuro préximo,
novos produtos biotecnolégicos que atendam as necessidades do mercado mundial que
busca op¢Bes seguras e compativeis com 0 meio ambiente, permitindo uma reducédo dos

impactos ambientais resultante do uso de embalagens nédo degradaveis.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos nessa pesquisa permitem as seguintes conclusoées:

* A producao de CB pode ser uma alternativa na geracédo de compésitos industriais.

+ A CB se apresenta como uma matéria-prima sustentavel, pois, durante o processo de
producao, uso e descarte, o impacto ambiental é quase nulo.

+ A CB produzida em meio alternativo constitui um insumo de alto valor agregado, ndo
s6 do ponto de vista cientifico, como também do ponto de vista ambiental, econémico
e social.

* Os polimeros CB e PHB apresentam interacdo compativel para a formacao de um
composito estavel nas condi¢des avaliadas nesse trabalho.

* Ablenda formada pela combinacao de CB e PHB apresenta caracteristicas mecanicas
e térmicas favoraveis para uso em embalagens de alimentos.

* As andlises por microscopia eletronica de varredura revelaram um revestimento da
superficie CB por deposi¢cdo do PHB, mostrando microfibrilas de CB envolvendo
pellets de PHB que precipitam dentro da rede da CB.

* A combinacdo de polimeros naturais e biodegradaveis, como a CB e o PHB pode
fornecer, no futuro préximo, novos produtos biotecnolégicos que atendam as
necessidades do mercado mundial que busca op¢fes seguras e compativeis com o
meio ambiente.

* A blenda formada pela combinacdo de CB e PHB apresentou propriedades atrativas

para uso em embalagens de alimentos.

* O dleo essencial de cravo-da-india foi favoravel como agente antibacteriano para uma
futura aplicacdo da blenda como embalagem ativa para alimentos, além de nao ter

comprometido as propriedades dos polimeros.

* Aobtencédo de blendas a base de CB e o PHB pode permitir uma reducao dos impactos

ambientais resultante do uso de embalagens n&o degradaveis.
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Abstract

The aim of the present study was to produce a blend of BC and PHB from the combination of pure BC
membranes and 30% PHB in acetic acid. Clove essential oil was then added as an antimicrobial agent.
bacterial cellulose (BC) membranes were produced from Gluconacetobacter hansenii in a modified
Hestrin-Schramm medium containing corn steep liquor. The SEM analyses revealed a homogeneous
lining on the BC surface due to the deposition of PHB. Other analyses (oil permeability, flexibility and
water solubility) demonstrated the improvement of the material due to the blend of the polymers. The
addition of the essential oil led to a substantial reduction in microbial growth and better mechanical and
thermal properties were found in comparison to the pure BC membrane. The new material, composed
of BC and PHB with the addition of clove essential oil, has attractive properties for use as a

biocompatible, biodegradable, active food packaging wrap.

Keywords: Bacterial cellulose; Gluconacetobacter hansenii; industrial waste; PHB; essential oils;

blends; active packaging for food.

1. Introduction
The packaging of food is essential to the containment, protection and preservation of products
and provides a medium for communicating information about the product, brand, etc. (Ferreira et al.,
2016). However, the crucial problem with regard to the use of plastics for packaging is its post-
consumption fate, as packaging is by far the major contributor (63%) of plastic waste products (Green
Facts, 2011). Moreover, some materials are difficult to reuse. Indeed, it is estimated that less than 14%

of plastic packaging materials are recyclable (Tumwesigye et al., 2016).

Since most plastics are non-biodegradable, these materials remain in the environment for long
periods of time and continue to be a threat to human health and the environment (Plastics Europe,
2015a). Therefore, composites formed by biodegradable polymers obtained using renewable resources

are an attractive alternative to petroleum-based plastics, since the degradation of these products leads to

102



non-toxic waste that does not harm the environment. However, these biopolymers have limitations with
regard to use as disposable packaging, such as low thermal stability during processing and little
flexibility. To overcome these limitations, a blend of two polymers [one with a structure in the form
nanometric filament (bacterial cellulose) and one with a property similar to a synthetic polymer
(polyhydroxybutyrate)] offers a promising alternative. Several studies have focused on the development
of completely biodegradable blends manufactured in a sustainable manner (Yang et al., 2007) and those
that combine cellulose and polyhydroxyalkanoates are particularly important due to their intrinsic

properties of biodegradability and biocompatibility.

Cellulose is the most abundant polymer on earth and the growing interest in this substance is
due to its fribrillar nature and potential as a reinforcing material in composites. Moreover, cellulose is
biodegradable, sustainable and renewable. It has long been produced from plant sources. However,
bacterial cellulose (BC), which is produced in large quantities by bacteria of the genus
Gluconacetobacter, is particularly attractive due to its purity and highly crystalline nanostructure.
Several studies have described quantities of cellulose produced by species of Gluconacetobacter
cultivated in different media obtained with the substitution of the carbon and/or nitrogen components
and a wide variety of carbon and nitrogen sources, along with the inclusion of additional supplements,

has been investigated for this purpose (Costa et al., 2017).

BC has been produced from agricultural and industrial waste products, including food waste,
wheat straw, fruit scraps, glycerol residue and cotton-based textile waste products. Such waste products
provide cheap raw materials for the production of BC while offering benefits to the environment (Li et
al., 2015). The use of such waste materials enhances the sustainability of cellulose production by
microorganisms and diminishes environmental pollution associated with the discarding of industrial

waste.

Poly(hydroxyalkanoates) (PHA) constitute a family on intracellular biopolymers synthesised
by bacteria as intracellular granules for storing carbon and energy. One member of this family — poly-
3-hydroxybutyrate (PHB) — is produced by Ralstonia eutropha. PHB is a biocompatible, biodegradable,
thermoplastic polymer with plastic properties that offers the possibility of replacing currently used non-
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degradable polymers, such as polyethylene and polypropylene. PHB has a high fusing point (~175°C),
but its thermal instability and fragility are the main disadvantages for use in potential applications.

However, BC is one of the substrates that can confer strength to PHB (Vijayendra and Shamala, 2013).

PHB/corn starch blends have been used in packaging (Reis et al., 2008; Vinhas et al., 2007) and
PHB/chitosan/ketoprofen microparticles have been used for the controlled release of drugs (Bazzo et
al., 2009). PHBI/cellulose ester blends have been studied (Scandola et al., 1992), with completely
miscible amorphous blends obtained using a PHB content of up to 50%. (PHB was found to crystallise
at higher concentrations.) Jiang et al. (2008) developed two-layer films using PHB and cellulose paper,
reporting reductions in moisture absorption and the roughness of the surface compared to cellulose
paper. Therefore, the possibility of obtaining a biodegradable material with better mechanical and barrier

properties has clearly been demonstrated.

The growing demand for minimally processed foods and fresh products raises issues regarding
the quality and safety of these products. Therefore, new methods have been developed to inhibit
microbial growth in foods while maintaining the freshness, quality and safety of the product. One of the
most widely used methods is antimicrobial film (Souza et al., 2010). Antimicrobial packaging reduces
the growth rate of microbes and increases the shelf life of foods. Active packaging is attracting the
interest of the food and packaging industries, as low levels of total additives in the packaging system
rather than conservatives added directly to food products can help meet the growing demand for products

without conservatives (Han and Floros, 2007).

Therefore, the aim of the present study was to develop a novel polymeric material composed of
a BC/PHB blend activated with clove essential oil so that the film can serve as a biodegradable

antimicrobial active packaging material for use in the industry of perishable foods.

2. Materials and Methods
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2.1. Materials

Poly-3-hydroxybutyrate (PHB) in powder form (brand name: Biocycle; molar mass: 563,110.00
g/mol; density: 1.23 g/ml; fusing point: 178.4°C) was acquired from PHB Industrial S.A. Sodium

hydroxide (NaOH), chloroform and acetic acid were acquired from MERTEC (Brazil).

2.2. Microorganism

The bacterium Gluconacetobacter hansenii UCP UCP1619 deposited in the Culture Bank of the
Centre for Environmental Sciences of Universidade Catoélica de Pernambuco was used as the bacterial

cellulose producer.

2.3. Growth medium and standard maintenance of microorganism

The method used to maintain the viability of the microorganism and produce it in a pre-
established standard medium was based on studies conducted by Hestrin and Schramm (1954) and
adapted by Hungund & Gupta (2010) and Gomes et al. (2013). The Hestrin-Schramm (HS) medium
used for the growth of the bacterium was composed of 20.0 g/l of glucose, 5.0 g/l of peptone, 5.0 g/l of
yeast extract, 2.7 g/l of Na;HPO, and 1.15 g/l of citric acid at pH 5.0. Moreover, 15 g/l of agar was
added to the HS medium for the maintenance of the bacterium. Both media were sterilised at 121°C for
15 minutes and the maintenance medium was distributed among Petri dishes and Falcon tubes for the

transference of the microorganism.

2.4. Cellulose production medium

Bacterial cellulose was produced in a modified HS medium containing 1.5% glucose, 2.5% corn
steep liquor, 0.27% Na,HPO4 and 0.15% citric acid at pH 5.0. The modified HS medium was sterilised

at 121°C for 15 minutes (Costa et al., 2017).

105



2.5. Preparation of pre-inoculum

The microorganism was kept refrigerated in a Falcon tube. The pre-inoculum was prepared by
growing the bacterium at 30°C under static conditions for 48 h in 100 ml of liquid HS medium, pH 6.0,

in 500-ml Erlenmeyer flasks.

2.6. Preparation of inoculum and culture conditions

The inoculum was prepared through the transference of 3% pre-inoculum in modified HS
medium, followed by static cultivation at 30°C for 48 h. The cell suspension was inoculated at 3% in
modified HS medium in 500-ml Schott flasks containing 100 ml of the production medium, followed

by static incubation at 30°C for six days. The experiments were performed in triplicate.

2.7. Washing and purification of BC film

After cultivation, the fermentation broth and BC pellicles were collected and cleaned by
immersion in a 4% NaOH solution for 2 h to eliminate the retained cells. The BC was then weighed and

the yield was calculated. The samples were placed in a desiccator prior to weighing (Li et al., 2015).

2.8. Preparation of BC/PHB blend by dissolution

The blend was prepared by placing 10 g of the PHB polymer in a reagent flask, to which acetic
acid was added, followed by heating until complete dissolution. The recipient with the solution was
placed in a water bath. Previously weighed, purified, dried BC membranes were immersed in the
solution. The BC/PHB blend was prepared with 30% PHB. After resting, the blend was washed with
deionised water and dried in an oven at 50°C until reaching a constant mass. Visually, the end product

exhibited a close bond in the blend of the two components. All dried samples were kept in a desiccator.
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2.9. Incorporation of clove essential oil to BC/PHB blend

Ten percent clove essential oil was added to the BC/PHB blend as an antimicrobial agent. First, the
blend (1 g) was immersed in 150 ml of ethanol at 60°C for 10 min. The wet blend was then weighed to
calculate the mass of ethanol incorporated. Next, a solution containing 3.0 g of the essential oil in 20 ml
of ethanol was prepared. The wet blend was immersed in the solution, which was heated for 5 min until
the evaporation of the ethanol solution. The blend containing the essential oil was placed in an oven at
50°C until complete drying and the difference in mass between the blend with and without oil was

calculated to determine the percentage of oil incorporated.

2.10. Oil permeability

Three grams of soybean oil were placed in a glass tube (inner diameter: 25 mm; outer diameter:
27 mm) and a piece of the BC/PHB blend (50 x 50 mm) was pressed firmly to the open end to seal the
tube. The tube was inverted and placed on filter paper over a glass slide to determine whether the oil
permeated the blend over time. Observations were made of at least five samples after three days of

storage (Hu et al., 2009; Chen et al., 2013).

2.11. Flexibility

The BC/PHB film was folded 100 times along the same line to test its flexibility. Flexibility of
the film was considered good if no groove was visually detectable. The number of folds until failure
was recorded and scored as follows: < 20 times = poor, 20 to 49 times = fair; 50 to 99 times = good and

> 100 times = excellent (Chen et al., 2013).

2.12. Water solubility
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The water solubility of the BC/PHB film was measured by placing the test pellicle in deionised

water at 25°C. The time for the complete dissolution of the film was recorded (Chen et al., 2014).

2.13. Antimicrobial activity of BC/PHB blend containing essential oil

For the determination of the antimicrobial potential of the clove essential oil in the BC/PHB blend,
Luria-Bertani (LB) medium was inoculated with a 1% (v/v) Escherichia coli UCP 1517 solution. Under
sterile conditions, a piece of the sterilised blend (2 x 2 cm) was transferred to a test tube inoculated with
5 ml of the fresh E. coli suspension. The BC/PHB blend without the addition of the antimicrobial agent
(clove essential oil) and the LB medium inoculated with the microorganism were used as the controls.
The assays were performed in triplicate. All tubes were incubated at 30°C. Samples were collected at
predetermined time intervals (6, 12, 24 and 30 hours) and the optical densities were read at 600 nm

(Dobre et al., 2012).

2.14. Scanning electron microscopy

Samples of the BC/PHB blend, pure BC membranes and pure PHB were dried and coated with
metal (SANYU ELECTRON). Scanning electron microscopy (SEM) of the surfaces of the samples was

performed using a JEOL scanning electron microscope (model JSM-5600) operating at 27 KV.

2.15. Mechanical properties

For the characterisation of the mechanical properties of the BC/PHB blend, resistance to traction
at maximum load (MPa), deformation until breakage (¢) (mm%) and Young's elastic modulus (E) were
determined based on Rethwisch & William (2016). Samples of the dried blend were cut into rectangular
strips (10 x 30 mm). Mean film thickness was 0.10 mm. The traction test was performed at room

temperature at a velocity of 5 m/min and a static load of 0.5 N using a universal testing machine (EMIC
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DL - 500MF, Brazil), following the ASTM D882 method. The Bluehill Lite™ program was used to

calculate the tension-deformation ratio and elastic modulus.

2.16. X-ray diffractometry (XRD)

The XRD patterns of the blends were measured using a Phillips X'pert MPD diffractometer with
Cu K radiation. The percentage of crystallinity was measured as x (%) ¥ (Imax - Imin) / Imax x 100%,
in which Imax is the height of the peak at 2 = 22.5 and Imin is the valley between the peaks at 2 = 22.5

and 2 = 16.3 (Gomes et al., 2013).

2.17. Thermogravimetric analysis

Thermogravimetric analysis (TGA) was performed using a Mettler Toledo analyser on samples
weighing approximately 8 mg. Each sample was scanned along a temperature range from room
temperature to 600°C with a heating rate of 10°C/min and a flow rate of 20 ml/min to avoid the oxidation

of the sample (Kiziltas et al., 2014).

2.18. Attenuated total reflectance and Fourier-transform infrared (ATR/FTIR) spectroscopy

Prior to the analysis, the blends were placed in a desiccator containing silica gel for two weeks
at room temperature to obtain more dehydrated films. The films were digitised with a Bruker FTIR
spectrometer (Equinox 55 Model, Bruker Co., Ettlingen, Germany). The samples were measured in a
horizontal ATR device through a crystalline cell plate (45° ZnSe, 80 mm in length, 10 mm in width and
4 mm in thickness) (PIKE Technology Inc., Madison, WI, USA). Analyses were conducted to identify
functional groups in the samples and analyse the interactions among the BC/PHB blends in a
spectrophotometer between 4000-400 cm. All spectra were recorded after 32 scans with a resolution

of 4 cm™ (Limpan et al., 2012).
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2.19. Statistical analysis

The data from each test were analysed statistically. Analysis of variance (ANOVA) was used to
evaluate the significance in the differences between factors and levels. The comparison of means was
performed using Tukey's test to identify which group differed significantly from other groups (p < 0.05).
All data were expressed as mean and standard deviation (SD). Principal components analysis was

performed to determine correlations between the BC and PHB films.

3. Results and Discussion

The growing need for environmental preservation has intensified the use of renewable resources in the
manufacturing of polymeric films, such as packaging wrap, for maintaining the quality of packaged
foods. Cellulose-polyhydroxyalkanoate blends are potential candidates for this purpose due to their
properties of biodegradability and biocompatibility. Cellulose is one of the most abundant natural
polymers on earth and is produced mainly by plants. However, many bacteria, especially those of the
genus Gluconacetobacter, produce a very peculiar form of cellulose with mechanical and structural
properties that can be exploited in numerous industrial applications. Polyhydroxybutyrate (PHB) is a
biodegradable bacterial polymer with thermoplastic properties that make it a potential candidate for the

replacement of non-degradable polymers.

3.1. BC membrane yield

The yield in terms of hydrated membranes was 370 g/l and in terms of dried membranes was 9.5
o/l. After removal from the culture medium, the purification step with NaOH favoured a colour
transformation as well as the removal of metabolites and possible residue from the culture medium

adhered to the surface of the membranes.
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3.2. General characteristics of BC/PHB blends

BC blends with different polymers have been studied for applications in different fields. Examples
of such blends include chitosan (Fernandes et al., 2009), polyurethane (Ummartyotin et al., 2012) and

polyhydroxyalkanoates (Barud et al., 2011; Zhijiang et al., 2011).

Immediately after the removal of the solution containing PHB, the formed blends were
somewhat transparent, indicating the absorption of the solution by the BC. After immersion in water,

the BC became opaque due to the sudden precipitation of the PHB among the cellulose fibres.

After drying the BC/PHB blend, the amount of PHB incorporated (30%) was determined by the
difference in weight between the dry cellulose and the blend after the incorporation of the PHB.
Homogenous membranes of approximately 150 um in thickness were obtained. The pure BC and

membrane of the BC/PHB blend had a milky and white colouration, respectively, as shown in Fig. 1.

Please insert Figure 1

3.3. Oil permeability, flexibility and water solubility

The BC/PHB films were tested with regard to oil permeability to ensure that oil would not leak
through the films when used for wrapping oily products. Besides leaking, permeability would also affect
the appearance, flavour and properties of products. The results revealed that the soybean oil exhibited
no trace of permeation through the films. BC/PHB films have hydrophilic hydroxyl and carboxyl groups
that impede the adsorption of oil molecules to the surface. Hu et al. (2009) and Chen et al. (2014) report
similar results for potato starch films with the addition of glycerol as a plasticiser and cellulose sulphate
(NaCs) films plasticised with glycerol, respectively. The BC/PHB blends also exhibited excellent
flexibility, as remaining intact after being folded more than 100 times. Regarding solubility, the films
obtained by the BC/PHB blend were insoluble in water for the time evaluated using the method

employed in this study.
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3.4. SEM characterisation of BC/PHB blends

Fig. 2 shows the images of the pure dried PHB film, pure dried cellulose film and BC/PHB blend
with a 30% polymer content. Fig. 2A shows the surface of the pure cellulose film, revealing a network
of randomly arranged cellulose nanofibers. The BC exhibited an interlaced structure of ultrathin
nanofibrils. Fig. 2B shows the surface of the pure PHB, revealing a rugged granular structure with
microparticles. Fig. 2C shows the BC/PHB blend, revealing cellulose microfibers filled with PHB as
well as PHB microparticles associated with the cellulose microfiber network. PHB can be seen not only
on the surface of the cellulose fibrils, but also interlinked between the fibrils, indicating that the PHB
was incorporated between the fibrils of the BC. Ruka et al. (2013) and Barud et al. (2011) report similar

results regarding the surface structure of cellulose and PHB blends analysed using SEM.

Please insert Figure 2

3.5. Antimicrobial activity of BC/PHB blend containing clove essential oil

The results of the antimicrobial tests with E. coli are displayed in Fig. 3. The samples of the
BC/PHB blend containing clove essential oil achieved a visible reduction in the growth rate of the
bacterium, especially in the first hours of incubation, compared to the samples of the culture medium
and blend without the essential oil. The results indicate that the BC/PHB film with clove essential oil is
a promising antimicrobial additive for food packaging. Dobre et al. (2012) report similar results for a
poly(vinyl alcohol)/BC blend containing sorbic acid as the antimicrobial agent. The major component
of clove essential oil is eugenol, which has an inhibitory effect on the growth of many pathogenic

microorganisms (Mulla et al., 2017).

Another important aspect for an active packaging material is to favour the migration of the active
ingredient so that is can interact with the food product, minimising or impeding microbial proliferation.
Therefore, the BC/PHB blend with clove essential oil is adequate for this purpose, as the migration of
the oil began in the first six hours of contact with the bacterial cells, favouring an approximately 65%

reduction in microbial growth at the end of 30 h.
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Please insert Figure 3

3.6. Mechanical tests

The results of the traction resistance and deformation tests of the BC membrane, BC/PHB blend
and BC/PHB blend impregnated with clove essential oil are displayed in Fig. 4. The tension upon
breakage of the BC film was 83% higher than that of the PHB film. The BC/PHB and BC/PHB + clove
essential oil blends had traction resistance values closer to that found for the pure BC membrane. In
contrast, the traction resistance value of the pure PHB was 12.62 MPa. The efficiency of the three-
dimensional network of microfibrils and the good reinforcement for polymers and resins have been
described in the literature (Fernandes et al., 2009). The findings show that the BC and BC/PHB films
had similar values for tension and deformation upon breakage, but higher than those of PHB alone.
Moreover, a slight increase in specific deformation was found when the blend was 30% PHB and 70%

BC, further demonstrating the greater stretching of this novel material.

The incorporation of PHB was also evidenced in the SEM images, as shown above. This
behaviour may be due to the good dispersion of PHB throughout the BC network. The combination of
PHB granules and cellulose networks results in a denser fibre structure with enhanced mechanical
strength due to the good interfacial adhesion and the formation of strong interactions between the BC
chains and PHB, as reported by Fernandes et al. (2009). According to Barud et al. (2011), traction
resistance diminishes beginning with a PHB content of 50% blended with the BC membrane, since PHB
is a rigid, brittle polymer with weak mechanical properties. The addition of BC to PHB proved to be

advantageous, resulting in an improvement in the mechanical properties of this polyester.

Please insert Figure 4

3.7. X-ray diffractometry (XRD)
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Figure 5 displays the x-ray diffractograms (XRD) of the BC, PHB, BC/PHB and BC/PHB/clove
essential oil (CEO). As expected, the pure PHB and pure BC films exhibited characteristics of semi-

crystalline polymers and this structure was maintained in the BC/PHB blend and BC/PHB/CEO films.

The crystallinity index was calculated based on the intensity of the peak using the method
proposed by Segal (1959). The BC had a higher percentage of crystallinity compared to the pure PHB
and the blend. The crystallinity index was 71% for the pure PHB, 82% for the BC/PHB blend and 80%
for the blend containing the essential oil. These results show that the incorporation of PHB to the
cellulose matrix exerted a positive effect on the property of the cellulose, diminishing its crystallinity.
This change in crystallinity directly affected the mechanical properties of the membrane, reducing the

tension and generating a more elastic material in comparison to pure BC.

Please insert Figure 5

3.10. Thermogravimetric analysis (TGA)

The thermal stability of the BC and PHB films, BC/PHB blend and blend impregnated with
clove essential oil (BC/PHB/CEQ) was investigated through thermogravimetric analysis (TGA). The

results are displayed in Fig. 6 and Table 1.

Please insert Figure 6

The BC film lost mass in two stages: 1) during the evaporation of the water remaining in the
film and 2) due to pyrolysis of the polymer. The PHB film lost mass in only one stage (during its thermal

decomposition).

Please insert Table 1

For the blends, the degradation of the polymeric material occurred in two distinct stages: one
related to the BC and the other related to the PHB. These findings are in agreement with data described
by Barud et al. (2011), who also found an increase in the degradation temperature of the polymeric

blend, indicating a possible increase in the stability of the material due to the crystallisation of the PHB
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among the microfibrils of the bacterial cellulose. An additional degradation stage occurred for the film
with the addition of clove essential oil (between 121 and 188°C), which is due to the oxidative reaction

of the major component of the oil (eugenol) (Choi et al., 2009).

3.11. Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy

Fig. 7 shows relevant regions of the FTIR spectra. The main bands observed for the pure BC are
attributed to the stretching of the OH group (3286 cm™), CH stretching of alkanes, asymmetrical CH;

stretching (2921cm™) and the deformation of C-OH and CH (1399 cm™).

The main bands observed in the PHB spectra are attributed to C-O (1282 cm™ 1) and C=0 (1850
cm™ 1) elongations and peaks at 2853 cm™?, referring to the elongation of CH,, and 2926 cm™* and 1400
cm, referring to the elongation of CHa. These results are in agreement with data described by Barud et
al. (2011). The spectra obtained for the blends basically exhibited the bands observed for the two
individual polymers weighted by the relative content. The region between 2000 and 3500 cm™ seems to
be affected little by the relative content of the two components, whereas the changes from 1500 to 2000

cm seem to be related to the change in the crystallinity of the cellulose determined by the XRD analysis.

A band in the region of 1510 cm™ is seen for the BC/PHB blend containing clove essential oil.
This peak is attributed to C=C bonds of the aromatic group of eugenol, which is the major component

in clove essential oil (Narayran et al., 2013).
Please insert Figure 7

Principal component analysis was used to complement the results of the FTIR analysis and
demonstrate differences among the polymeric films, blend and blend with the addition of clove essential
oil. The graphs of the scores (Fig. 8) show that the first principal component explained 96% of the
spectral information and the second principal component explained more than two 2%. Clusters were
formed as a function of the formulation of the films, demonstrating chemical differentiation of the matrix

of the pure BC and PHB films, BC/PHB blend and BC/PHB blend impregnated with clove essential oil.
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Therefore, the essential oil was incorporated throughout the entire polymeric matrix, which is a good

indication that the antimicrobial agent would be present throughout the entire packaging.

Please insert Figure 8

4, Conclusions

A blend of bacterial cellulose (BC) and poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) was prepared beginning
with BC membranes obtained from cultures of Gluconacetobacter hansenii and solutions of PHB in
acetic acid. BC produced in an alternative medium constitutes an input with high aggregated value not
only from the scientific standpoint, but also from the environmental, economic and social standpoint.
The scanning electron microscopic analyses revealed a lining on the surface of the BC due to the
deposition of PHB, demonstrating BC microfibrils enveloping grains of PHB, which precipitate within
the BC network. The BC and PHB polymers exhibited an interaction compatible to the formation of a
stable blend under the conditions evaluated in the present study. The blend formed by the combination
of BC and PHB has mechanical characteristics that are favourable to its use in food packaging. In the
near future, the combination of natural biodegradable polymers, such as BC and PHB, can furnish new
biotechnological products that meet the needs of the world market, which seeks safe, environmentally
friendly options. This technology can help reduce the environmental impact resulting from the use of

non-degradable packaging.

Acknowledgments This study received funding from the Brazilian fostering agencies Fundacdo de
Amparo a Ciéncia do Estado de Pernambuco (FACEPE [State of Pernambuco Science Assistance
Foundation]), Coordenacéo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES [Coordination
for the Advancement of Higher Education Personnel] — Code 001), Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq [National Council for Scientific and Technological
Development]) and the Research and Development Program of the Agéncia Nacional de Energia

Elétrica (ANEEL [National Electrical Energy Agency]). The authors are grateful to the laboratories of

116



Universidade Catdlica de Pernambuco [Catholic University of Pernambuco], Universidade Federal de
Pernambuco [Federal University of Pernanbuco] and Instituto Avancado de Tecnologia e Inovacéo

[Advanced Institute of Technology and Innovation], Brazil.

References

Almeida, L.R., Martins, A. R., Fernandes, E.M., Oliveira, M.B., Correlo, V.M., Pashkuleva, I., 2013.
New biotextiles for tissue engineering: development, characterization and in vitro cellular

viability. Acta Biomaterialia 9 (9), 8167—-8181. http://dx.doi.org/10.1016/j.actbio.2013.05.019

Barud, H.S., Souza, J.L., Santos, D.B., Crespi, M.S., Ribeiro, C.A., Messaddeq, Y., Ribeiro, S.J.L.,
2011. Bacterial cellulose/poly(3-hydroxybutyrate) composite membranes. Carbohydrate

Polymers 83 (3), 1279-1284. https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2010.09.049

Bazzo, G.C., Lemos-Senna, E., Pires, A.T.N., 2009. Poly (3 Hydroxybutyrate) / Chitosan / Ketoprofen
or Piroxicam Composite Microparticles: Preparation and Controlled Drug Release Evaluation.

Carbohydrate Polymers 77 (4), 39-844. https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2009.03.006

Chen, G., Liu, B., Zhang, B., 2014. Characterization of composite hydrocolloid film based on sodium
cellulose sulfate and cassava starch. Journal of Food Engineering 125, 105-111.

https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2013.10.026

Choi, M., Soottitantawat, A., Nuchuchua, O., Min, S., & Ruktanonchai, U., 2009. Physical and
light oxidative properties of eugenol encapsulated by molecular inclusion and emulsion
— diffusion method. Food Research International, 42 (1), 148-156.

https://doi.org/10.1016/j.foodres.2008.09.011

Chen, G., Zhang, B., Zhao, J., Chen, H., 2013. Development and characterization of food packaging
film from cellulose sulfate. Food Hydrocolloids 35, 476-483.

https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2013.07.003

117


http://dx.doi.org/10.1016/j.actbio.2013.05.019
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2010.09.049
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2009.03.006
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2013.10.026
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2008.09.011
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2013.07.003

Costa, A.F.S., Rocha, M.A.V., Sarubbo, L.A., 2017. Bacterial cellulose: an ecofriendly biotextile.

International Journal of Textile and Fashion Technology 7, 11-26.

Costa, A.F.S., Almeida, F.C.G., Vinhas, M.G., Sarubbo, L.A., 2017. Production of bacterial celulose by
Gluconacetobacter hansenii using corn steep liquor as nutrient sources, Frontiers in Microbiology

8, 1-12. https://doi.org/10.3389/fmich.2017.02027.

Dobre, L.M., Stoica-Guzun, A., Stroescu, M., Jipa, .M., Dobre, T., Ferde, M., Ciumpiliac, S., 2012.
Modelling of sorbic acid diffusion through bacterial cellulose-based antimicrobial films.

Chemical Papers 66 (2), 144-151. http://dx.doi.org/10.2478/s11696-011-0086-2

Fernandes, S.C.M., Oliveira, L., Freire, C.S.R., Silvestre, A.J.D., Pascoal Neto, C., Gandini,
A., Desbriéres, J. 2009. Novel transparent nanocomposite films based on chitosan and bacterial

cellulose. Green Chemistry 1, 2023-2029. http://dx.doi.org/10.1039/b919112g

Ferreira, A.R.V., Alves, V.D., Coelhoso, .M., 2016. Polysaccharide-Based Membranes in Food

Packaging Applications. Membranes 6 (2), 1-17. http://dx.doi.org/ 10.3390/membranes6020022

Gomes, F.P., Silva, N.H.C.S., Trovatti, E., Serafim, L.S., Duarte, M. F., Silvestre, A.J.D., Pascoal Neto,
C., Freire, C.S.R. 2013. Production of bacterial cellulose by Gluconacetobacter sacchari using
dry olive mill residue. Biomass and Bioenergy 55, 205 - @ 211.

http://dx.doi.org/10.1016/j.biombioe.2013.02.004

GREEN FACTS. Report highlights—Trends of plastic ~waste in the EU.
http://www.greenfacts.org/highlights/2011/02/trends-of-plastic-waste-in-the-eu-environment-

options-for-regulatory-initiatives/ (accessed on 3 july 2017).

Han, J.H., Floros, J.D. Active packaging: A nonthermal process. In Tewari, G.; Juneja, V.K. (Eds.),
Advances in thermal and non-thermal food preservation 9, 167-183. Ames, 1A, USA: Blackwell

Publishing, 2007. https://doi.org/10.1002/9780470277898.ch9

118


http://dx.doi.org/10.2478/s11696-011-0086-2
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AJacques%20Desbri%C3%A9res
http://dx.doi.org/10.1039/b919112g
http://dx.doi.org/
http://dx.doi.org/10.1016/j.biombioe.2013.02.004
http://www.greenfacts.org/highlights/2011/02/trends-of-plastic-waste-in-the-eu-environment-options-for-regulatory-initiatives/
http://www.greenfacts.org/highlights/2011/02/trends-of-plastic-waste-in-the-eu-environment-options-for-regulatory-initiatives/
https://doi.org/10.1002/9780470277898.ch9

Hestrin, S., Schramm, M., 1954. Synthesis of cellulose by Acetobacter xylinum. Preparation of freeze-
dried cells capable of polymerizing glucose to cellulose. Biochemistry Journal, 58 (2), 345-352.

https://doi.org/10.1042/bj0580345

Hu, G., Chen, J., Gao, J., 2009. Preparation and characteristics of oxidized potato starch films.

Carbohydrate Polymers 76 (2), 291-298. https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2008.10.032

Hungund, B.S., Gupta, S.G., 2010. Improved production of bacterial cellulose from Gluconacetobacter
persimmonis GH-2. Journal of Microbial and Biochemical Technology 2, 127-133.

http://dx.doi.org/10.4172/1948-5948.1000037

Jiang, L., Morelius, E., Zhang, J., Wolcott, M., 2008. Study of the Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate)/Cellulose Nanowhisker Composites Prepared by Solution Casting and Melt
Processing. Journal of Composite Materials 42 (24), 2629-2645.

http://dx.doi.org/10.1177/0021998308096327

Kiziltas, E.E., Kiziltas, A., Gardner, D.J., 2015. Synthesis of bacterial cellulose using hot water extracted
wood sugars, Carbohydrate Polymers 124, 131-138.

http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2015.01.036

Li, Z., Wang, L., Hua, J., Jia, S., Zhang, J., Liu, H., 2015. Production of nano bacterial cellulose from
waste water of candied jujube-processing industry using Acetobacter xylinum. Carbohydrate

Polymers 120, 115-119. http://dx.doi.org/ 10.1016/j.carbpol.2014.11.061.

Limpan, N., Prodpan, T., Benjakul, S., Prasarpran, S., 2012. Influences of degree of hydrolysis and
molecular weight of poly(vinyl alcohol) (PVA) on properties of fish myofibrillar protein/PVA

blend films, Food Hydrocolloids 29, 226-233. http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2012.03.007

Mulla, M., Ahmed, J., Al-Attar, H., Aguirre, E.C., Arfat, Y.A., Auras, R., 2017. Antimicrobial efficacy
of clove essential oil infused into chemically modified LLDPE film for chicken meat

packaging. Food Control 73, 663-671. https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2016.09.018

119


https://doi.org/10.1042/bj0580345
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2008.10.032
http://dx.doi.org/10.4172/1948-5948.1000037
http://dx.doi.org/10.1177/0021998308096327
http://dx.doi.org/
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2016.09.018

Narayanan, A., Neera, M., Ramana, K.V., 2013. Synergized Antimicrobial Activity of Eugenol
Incorporated Polyhydroxybutyrate Films Against Food Spoilage Microorganisms in Conjunction
with  Pediocin.  Biotechnology and  Applied Biochemistry 170, 1379-1388.

https://doi.org/10.1007/s12010-013-0267-2

PLASTICS EUROPE. Plastics—The facts 2014/2015; Plastics Europe—Association of plastics
manufacturers: Brussels, Belgium, 2015.
https://www.plasticseurope.org/application/files/5515/1689/9220/2014plastics_the_facts_PubFe

b2015.pdf>, (accessed in 10/09/2018).

Reis, K.C., Pereira, J.; Smith, A.C., Carvalho, C.W.P., Wellner, N., Yakimets, 1., 2008. Characterization
of polyhydroxybutyrate-hidroxyvalerate (PHB-HV)/maize starch blend films. Journal Food

Engineering 89 (4), 361-369. https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2008.04.022

Rethwisch, D.G.Jr., William, D.C., 2016. Ciéncia e Engenharia de Materiais: Uma Introducéo, LTC

(Eds), Ed. 9, Rio de Janeiro.

Ruka, D.R., Simon, G.P., Dean, K.M., 2013. In situ modifications to bacterial cellulose with the water
insoluble polymer poly-3-hydroxybutyrate. Carbohydrate Polymers, 92 (2), 1717-1723.

https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2012.11.007

Scandola, M., Ceccorulli, G., Pizzoli, M., 1992. Miscibility of bacterial poly(3-hydroxybutyrate with

cellulose esters. Macromolecules 25 (24), 6441-6446. https://doi.org/10.1021/ma00050a009

Segal, L., Creely, J. J., Martin, A. E., & Conrad, C. M., 1959. An empirical method for estimating the
degree of crystallinity of native cellulose using the X-ray diffractometer. Textile Research Journal

29 (10) 786-794. https://doi.org/10.1177/004051755902901003

Tumwesigye, K.S., Oliveira, J.C., Sousa-Gallagher, M.J., 2016. New sustainable approach to reduce
cassava borne environmental waste and develop biodegradable materials for food packaging

applications. Food Packaging Shelf Life 7, 8-19. https://doi.org/10.1016/j.fpsl.2015.12.001

120


https://doi.org/10.1007/s12010-013-0267-2
https://www.plasticseurope.org/application/files/5515/1689/9220/2014plastics_the_facts_PubFeb2015.pdf
https://www.plasticseurope.org/application/files/5515/1689/9220/2014plastics_the_facts_PubFeb2015.pdf
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2008.04.022
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2012.11.007
https://doi.org/10.1021/ma00050a009
https://doi.org/10.1177%2F004051755902901003
https://doi.org/10.1016/j.fpsl.2015.12.001

Ummartyotin, S., Juntaro, J., Sain, M., Manuspiya, H., 2012. Development of transparent bacterial
cellulose nanocomposite film as substrate for flexible organic light emitting diode (OLED)

display. Industrial Crops and Products 35, 92-97. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2011.06.025

Vijayendra S.V.N., Shamala, T.R., 2013. Film forming microbial biopolymers for commercial
applications—A  review. Critical Rewiews in Microbiology 34 (4), 338-357.

http://dx.doi.org/10.3109/07388551.2013.798254

Vinhas, G.M., Almeida, Y.M.B., Lima, M.A.G. A., 2007. Estudo das propriedades e biodegradabilidade
de blendas de poliéster/amido submetidas ao ataque microbiano. Quimica Nova 30 (7), 1584-

1588. https://doi.org/10.1590/S0100-40422007000700016

Yang, K.K., Wang, X.L., Wang, W.Y., 2007. Progress in Nanocomposite of Biodegradable Polymer.
Journal of Industrial Engineering Chemistry 13 4), 485-500.

https://doi.org/10.1.1.565.9881&rep

Zhijiang, C., Guang, Y. Kim, J., 2011. Biocompatible nanocomposites prepared by impregnating
bacterial cellulose nanofibrils into poly(3-hydroxybutyrate). Current and Applied Physics 1, 247—

249.

121


https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2011.06.025
http://dx.doi.org/10.3109/07388551.2013.798254
https://doi.org/10.1590/S0100-40422007000700016
https://doi.org/10.1.1.565.9881&rep

Table 1. Thermal decomposition of samples of PHB, BC, BC/PHB blend and blend impregnated with

oil essential oil (BC/PHB/CEOQ) (data obtained from TGA curves)

Samples Stage 1 (°C) Stage 2 (°C) Stage 3 (°C) Stage 4 (°C)

Tonset  Toffset Tmax  Tonset  Toffset Tmax Tonset  Toffset Tmax Tonset  Toffset Tmax
BC - - - - - - - - - 272 351 328
PHB - - - - - - 228 283 253 - - -
BC/PHB 84 106 91 - - - 243 286 262 332 378 358
BC/PHB/CEO |- - - 121 188 153 262 288 275 346 379 364
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FIGURE CAPTIONS

Fig.1. Colour of BC film and BC/PHB blend

Fig. 2. Scanning electron micrograph of dried BC film (a), dried PHB film (b) and BC/PHB blend (c)

(magnification: 1500x)

Fig. 3. Growth of E. coli in samples of BC/PHB blend containing clove essential oil over time. Samples

of blend without essential oil and culture medium used as controls

Fig. 4. Tension maximum (MPa) and deformation (%) of samples of PHB, BC, BC/PHB blend and

blend impregnated with clove essential oil (BC/PHB/CEQ)

Fig. 5. XRD of samples of PHB, BC, BC/PHB blend and blend impregnated with clove essential oil

(BC/PHB/CEO)

Fig. 6. TGA of samples of PHB, BC, BC/PHB blend and blend impregnated with clove essential oil

(BC/PHB/CEO)

Fig. 7. Spectra of PHB, BC, BC/PHB blend and blend impregnated with clove essential oil

(BC/PHB/CEO)

Fig. 8. Graphic representation of principal component analysis of PHB, BC, BC/PHB blend and

BC/PHB blend impregnated with clove essential oil (BC/PHB/CEQ)
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