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Resumo- O objetivo deste trabalho foi caracterizar filme a base de amido, celulose bacteriana, biossurfactante e
glicerol. Foi utilizado como matriz a fécula de batata (3 g) e pelo método de Mistura Terndria as concentracdes de
celulose bacteriana (40, 50, 60, 70%), biossurfactante (4,45, 9,80, 14,25, 19,95%), glicerol (25,55, 30,20, 35,75,
40,05%), produzidos pela técnica de casting. Filmes com maiores concentragdes de celulose bacteriana tiveram baixa
solubilidade e alto indice de intumescimento e taxa de permeabilidade ao vapor de dgua. O aumento no teor de
biossurfactante e glicerol produziram filmes com maior solubilidade em dgua. No entanto, hd indicativo que o
biossurfactante tenha contribuido em diminuir a capacidade de absor¢do de dgua pela celulose bacteriana. De modo
geral, os filmes formaram uma matriz coesa mas com reduzida capacidade de manutencdo da integridade a dgua.
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Introducao

A busca por polimeros biodegraddveis para compor as embalagens vem como alternativa para minimizar o
acumulo de residuos sélidos provocada pelos materiais sintéticos. O interesse nestes materiais biodegraddveis na area
de alimentos estd na conscientizacdo dos consumidores ao dano ambiental causada pelas embalagens ndo
biodegradaveis [5].

A utilizagdo de matérias-primas como polissacarideos obtidos a partir de fontes agricolas e microbianas surge
como uma oportunidade de materiais na drea de filmes biodegradaveis e tem chamado a atencdo do seguimento de
embalagens na criacio de novos mercados para o setor [1, 6, 15].

O amido combina abundancia, pre¢o, comportamento termopldstico, além de biodegradabilidade, no entanto, os
filmes oriundos destes possuem baixa resiténcia mecanica e alta hidrofilicidade [7]. Os polissacarideos de origem
microbiana apresentam como novas perspectivas para auxiliar as propriedades de barreira e mecanica dos filmes. A
celulose bacteriana, produzida por Acetobacter xylinum, tem como propriedades e caracteristicas a permeabilidade para
liquidos e gases, alta pureza quimica, cristalinidade, alta forca de tensdo, elasticidade, durabilidade, biodegradabilidade,
sendo também atdxica e nao alérgica [12].

A principal dificuldade da producdo de filmes de amido e polimeros sintéticos estd na baixa compatibilidade
entre eles, pois o amido se apresenta altamente hidrofilico e os sintéticos sdo na maioria hidrofébicos, resultando em
misturas com baixas propriedades mecanicas [10]. A incorporacdo de algum aditivo, como plastificantes ou
compatibilizantes, se torna essencial para juncdo entre os componentes da mistura dos filmes [14].

Os biossurfactantes atuam como dispersantes e/ou solubilizantes de compostos organicos, apresentando baixa
solubilidade em dgua, promovendo redugdo superficial e interfacial, conferindo capacidade de detergéncia,
emulsificag@o, lubrificacdo, solubilizagd@o e dispersdo de fases em solucdes [4].

Os plastificantes devem ser compativeis com o biopolimero e, os mais estudados em combinac¢do com os filmes
de amido sdo os polidis, como o glicerol e o sorbitol, materiais que interagem com as cadeias de amido, aumentando a
mobilidade molecular e, consequentemente, a flexibilidade dos seus filmes. Outro efeito € o aumento da hidrofilicidade
e permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes plastificados, jd que a maioria dos plastificantes empregados em filmes de
amido tem carater hidrofilico [11].

Uma alternativa para melhorar as propriedades fisicas dos filmes estd na prepara¢do de blendas poliméricas,
mediante o uso combinado de polimeros. A mistura frequentemente exibe propriedades superiores quando comparadas
as propriedades de cada componente polimérico individualmente [9]. Considerando estes aspectos o objetivo deste
trabalho foi desenvolver e caracterizar biofilme a base de amido, biossurfactante e celulose bacteriana.

Parte Experimental

Materiais

Os principais materiais utilizados neste trabalho foram celulose bacteriana produzida por Acetobacter xylinum
ATCC 23769, biossurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa (UPEDA 761), glicerol (Merck) e fécula de
batata (Yoki).
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Processo de produgdo, purificacdo e obtengdo de fibras celulose bacteriana

A produgio de celulose bacteriana foi desenvolvida em meio de cultivo Alaban (100 g.L" de sacarose; 5 g.L" de
fosfato acido de potdssio; 2,5 g.L‘l de extrato de levedura; 0,6 g.L'l de sulfato de amonia; 0,2 g.L'1 de sulfato de
magnésio heptahidratado) previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e inoculado de 5% (v/v) do
microrganismo, em ambiente asséptico, sendo incubado em estufa bacteriolégica (QUIMIS) a 30°C+ 2°C, por 120
horas, com cultivo estdtico. Decorrido esse tempo a celulose bacteriana foi retirada do caldo de fermentacéo e aquecida
até a fervura por 10 minutos, para destrui¢do do microrganismo.

No processo de purificacio as peliculas foram submetidas a sucessivas lavagens com dgua deionizada, com
posterior tratamento com NaOH 0,IN a 90°C por 30 minutos, e novamente lavagens com dgua deionizada.

Para obtencdo de fibras de celulose houve a submersdo da celulose bacteriana em soluc¢do de acido oxalico a
15% e autoclavada a 121°C a 15 libras de pressdo por 20 minutos, processo repetido até formacao de fibras isoladas. As
fibras de celulose foram submetidas a vérias lavagens para a retirada do 4cido oxélico e conduzidas a secagem em
estufa com circulagdo de ar (QUIMIS — modelo Q317B) 50°C£2°C por uma hora.

Produgdo e purificacdo de Biossurfactante

Para producdo de biossurfactante foram adicionados 2 % (v/v) do in6culo, Pseudomona aeruginosa (UPEDA
761), em 100 mL de meio de cultivo Luria Bertani (LB) (triptona 10 g.L'l, NaCl 10 g.L'l, extrato de levedura 5 g.L'l), e
incubados sob agitagcdo a 150 rpm (Incubadora TE -420, Sdo Paulo, Brasil) a temperatura de 37°C + 2°C por 96 horas.

Para a purifica¢do do biosurfactante o caldo foi acidificado em pH 2 com solugdo de 4cido cloridrico 6N (HCl
6N), resfriado a 4°C por 24 horas. Decorrido este tempo, o caldo acidificado foi centrifugado a 3900 rpm por 45
minutos, realizada lavagem com 4gua destilada e submetido a uma nova centrifugagao.

Produgdo dos filmes poliméricos

Foram produzidos solugdes filmogénica com 3 g de fécula de batata em 100 mL de dgua destilada sob agitagdo
de 50 rpm, durante 25 minutos a 60°C. Outros componentes como celulose bacteriana, biossurfactante e glicerol foram
adicionados posteriormente, seguindo planejamento experimental por Modelo de Mistura Ternaria (Tabela 1), com peso
total de 2 gramas.

Tabela 1 — Planejamento experimental por modelo de mistura terndria utilizado na elaboracéo dos filmes
Componentes da Mistura (%)

Tratamentos Celulose Bacteriana (CB) Biossurfactante (BS) Glicerol (GL)
1 70,00 4,45 25,55
2 60,00 9,80 30,20
3 50,00 14,25 35,75
4 40,00 19,95 40,05

Apés resfriamento, os filmes foram produzidos pela técnica de casting [16], ou seja, colocadas em placas de
vidro com drea de 170 x 170 x 30 mm e secas em estufa com circulagcdo de ar (QUIMIS — modelo Q317B) 30°C+2°C
por 24 horas.

Os filmes foram mantidos em frascos hermético contendo solugdo acido sulftrico (Vetec) a 20°C, com 56% de
umidade relativa (UR), em estufa de DBO (Thelga-Modelo T34P) até a realizag¢@o das andlises.

Caracterizagdo dos filmes

Os filmes foram analisados quanto a homogeneidade da estrutura e caracterizados quanto a solubilidade, indice
de intumescimento (Ii%), taxa de permeabilidade ao vapor de dgua e a permeabilidade ao vapor de dgua.

Na andlise estrutural os corpos de prova foram metalizados com ouro usando IC-50 ION COATER (Shimadzu),
por 10 minutos e as imagens obtidas por meio do Microscépio Eletronico de Varredura (Shimadzu - modelo SSX 550
SUPER SCAN).

A solubilidade em 4gua foi determinada segundo Gontard et al. [8], com corpos de prova de 2 cm® e os
resultados expressos em porcentagem de massa solubilizada em relagdo a massa inicial. O indice de intumescimento
dos filmes foi determinado segundo Cavalcanti et al. [3], em solu¢do com pH 6,0 e expressos em porcentagem (%).

A taxa de permeabilidade ao vapor de dgua (TPVA) foi determinada por gravimetria pelo método padrdo da
norma da American Society for testing and materials — ASTM E96-00 [13]. Os corpos de prova apresentaram drea de
0,002551 m” e aplicados em cdpsulas de aluminio contendo 5g de CaCl, (anidro), seco em estufa a 150°C+ 1°C por 24h,
e vedados com silicone. As cdpsulas foram acondicionadas em frascos hermeticamente fechados contendo solucao
saturada de cloreto de sédio. Todo o conjunto foi colocado em estufa de DBO (Thelga — Modelo T34P) a 20C +0,5C,
proporcionando uma umidade relativa de 75%. A permeabilidade do biofilme foi calculada por meio de regressdo
linear entre o ganho de peso (g) e o tempo (h) durante o experimento. O coeficiente angular da reta determinou a
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quantidade de d4gua ganho pelo tempo (tg a) e a TPVA foi expressa em g H,0.m™ dia. Com o resultado da TPVA foi
calculado a permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) e os resultados expressos em g H,O mm m~.dia'.mmHg™.

Andlise dos dados

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey,
ao nivel de 95% de confianga (a 0,05), utilizando o programa de CANTERI et al. [2].

Resultados e Discussao

Andlise estrutural dos filmes por microscopia eletronica de varredura (MEV)
A microscopia eletronica de varredura mostrou uma matriz coesa, porém, irregular com presenca de particulas
insoldveis, provavelmente causada pela presenca da celulose bacteriana (Fig. 1).

T1 (70% CB; 4,45% BS; 25,55% GL) T2 (60% CB; 9,80% BS; 30,20% GL) T3 (50% CB; 14,25% BS; 35,75% GL) T4 (40% CB; 19,95% BS; 40,05% GL)
Figura 1 - Micrografias dos biofilmes obtidas por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV), com aumento de
2400 x.

Solubilidade e indice de intumescimento dos filmes

Entre os tratamentos 1, 2, 3 e 4 foram observados as solubilidades de 96,28, 95,77, 99,56 e 98,20%,
respectivamente, com varia¢do 3,8%, obtendo diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05) e confirmada pelo
teste de Tukey. Maiores solubilidades foram observadas em filmes com concentracdes altas de glicerol e baixas de
celulose bacteriana. A capacidade hidrofilica do glicerol pode estar relacionada a quantidade de hidroxilas de sua
molécula e, quando adicionada em matrizes poliméricas polares formam uma maior quantidade de pontes de hidrogénio
com a agua, resultando filmes mais soliveis. A celulose bacteriana consiste em um polimero insolivel em agua
formado por ligagdes beta (1— 4)-D-glicosidicas, com cadeia linear [12], o que dificulta sua solubilizagdo. A alta
solubilidade observada, em média de 97,45%, indica a aplicacdo destes filmes como embalagens comestiveis, onde a
dissolucéo se mostra benéfica sensorialmente.

O indice de intumescimento estd relacionado ao grau de hidratagdo dos filmes. Considerando este aspecto, foi
verificada diferenga significativa (p < 0,05) no grau de hidratacdo entre os tratamentos em todos os tempos (Fig. 2).
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Figura2 - Indice de intumescimento em filmes de diferentes concentracdes de celulose bacteriana, biossurfactante e
glicerol em pH 7,0
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Com a diminui¢do da celulose bacteriana, aumento do glicerol e biossurfactante houve elevacdo no indice de
intumescimento em todos os tratamentos, com excecdo do tratamento 4 (40% CB; 19,95% BS; 40,05% GL), quando
mostrou menores indices de intumescimento 85,00%, 86,25%, 89,35% e 80,60%, em todos os tempos analisados, 1, 10,
30 e 60 minutos, respectivamente. Este aspecto pode estar relacionado ao aumento da concentracdo de biossurfactante e
glicerol na matriz do filme e menor quantidade de celulose bacteriana.

Conclusao

Filmes com maiores concentracdes de celulose bacteriana tiveram baixa solubilidade e alto indice de
intumescimento e taxa de permeabilidade ao vapor de dgua. O aumento no teor de biossurfactante e glicerol produziram
filmes com maior solubilidade em agua. No entanto, hd indicativo que o biossurfactante tenha contribuido em diminuir
a capacidade de absorcdo de dgua pela celulose bacteriana. De modo geral, os filmes formaram uma matriz coesa, mas
com reduzida capacidade de manutencio da integridade a dgua.
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