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RESUMO

A biocelulose ¢ um polimero biodegradavel produzido por bactérias do género
Komagataeibacter que apresenta potencial de aplicabilidade em diversas éreas, incluindo
embalagens sustentaveis. Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da composi¢ao do
meio de cultivo a base de soro de queijo na topografia superficial dos biofilmes de celulose
bacteriana produzidos pela cepa Komagataeibacter hansenii UCP1619. O soro de queijo foi
suplementado com constituintes do meio HS, formando trés diferentes composi¢des: S1 (soro
de leite bovino puro), S2 (HS em soro de leite bovino), e S3 (HS em soro de leite bovino sem
glicose). Os biofilmes foram cultivados em condicdes estaticas a 30 °C por 16 dias, seguidos
de purificacdo em NaOH 0,1 M a 80 °C. A andlise da topografia superficial foi realizada por
microscopia de for¢a atdmica e os resultados indicaram que a presenca de glicose e peptona no
meio S1 levou a formagdo de um biofilme com maior rugosidade (125,8 nm), sugerindo uma
deposi¢do mais intensa, porém desordenada, das fibras de CB. A remogao da glicose no meio
S2 reduziu a rugosidade para 27,23 nm, promovendo uma estrutura mais homogénea. No meio
S3, a auséncia simultdnea de glicose e peptona resultou na menor rugosidade (12,43 nm),
indicando uma deposi¢do mais regular. Logo, a composi¢ao do meio influencia diretamente a
morfologia da CB e a modulag¢do dos componentes do meio de cultivo pode ser uma estratégia
vidvel para controlar as propriedades fisico-mecanicas, permitindo ajustes conforme a aplicacao
desejada. Além disso, o soro de queijo se mostrou uma matriz promissora para a producao
sustentavel de CB, agregando valor a um subproduto da industria de laticinios.
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1 INTRODUCAO

A celulose bacteriana (CB) ¢ um biopolimero que possui propriedades de grande
interesse no setor industrial, como alta pureza, biocompatibilidade e capacidade de retengdo de
agua (YANG et al., 2024). Essas caracteristicas tornam a CB um material promissor para
diversas aplicacdes, incluindo embalagens sustentdveis e revestimentos funcionais para
alimentos (INFANTE-NETA, D’ALMEIDA E ALBUQUERQUE, 2024). Dentre as bactérias
produtoras de CB, o género Komagataeibacter destaca-se pela sua eficiéncia na sintese de
nanocelulose (KHIABANI et al., 2024). Komagataeibacter hansenii, por exemplo, possui
capacidade de produzir biocelulose com alta cristalinidade, transparéncia, termoestabilidade e
com estrutura altamente porosa, caracteristicas que influenciam diretamente em propriedades
mecanicas e funcionais (VAN et al., 2023; SUNDARAM et al., 2023).

O meio de cultivo utilizado para a producdo da biocelulose desempenha um papel
fundamental na modulacdo de suas propriedades estruturais. O soro de queijo, um subproduto
da industria de laticinios, apresenta-se como um meio rico em lactose, proteinas e minerais,
composi¢cdo rica € importante no crescimento microbiano e na biossintese da celulose
(TSERMOULA et al., 2021). No entanto, apesar de seu valor nutricional, o soro de queijo ¢
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frequentemente descartado inadequadamente, contribuindo para impactos ambientais negativos
devido a sua alta carga organica (CALTZONTZIN-RABELL, FEREGRINO-PEREZ E
GUTIERREZ-ANTONIO, 2024). Assim, a utiliza¢io desse subproduto licteo como substrato
para a producdo de CB representa uma abordagem sustentavel, promovendo a valorizagdo de
residuos agroindustriais e a reducao de poluentes.

A andlise de propriedades da biocelulose para a construcdo e aplica¢do industrial do
biomaterial ¢ indispensavel no processo. A rugosidade superficial, por exemplo, ¢ um
parametro importante que influencia na adesdo do polimero a substratos, nas propriedades
mecanicas € na interagdo com compostos bioativos (PLOSKA et al., 2024). O uso da
Microscopia de For¢a Atomica (AFM) permite uma analise tridimensional da superficie com
resolu¢do nanométrica, possibilitando a avaliacdo da altura média das irregularidades, a
distribuicdo dos picos e a homogeneidade do material, ou seja, oferece uma visdo detalhada
da organizacao estrutural da superficie de um biofilme (WANG et al., 2024).

De acordo com o contexto apresentado, hd uma necessidade de desenvolver estratégias
sustentaveis para o aproveitamento do soro de queijo, convertendo-o em tecnologia. Além
disso, a caracterizagdo de determinados parametros, como organizacao superficial de
biopolimeros, permitird a otimizacao e melhor direcionamento para aplicagdes industriais,
especialmente no desenvolvimento de embalagens e revestimentos biodegradaveis. Dessa
forma, este trabalho busca caracterizar a topografia do filme de biocelulose obtida a partir do
cultivo de K. hansenii em meio de soro de queijo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Materiais e Reagentes

A bactéria Komagataeibacter hansenii UCP1619, fornecida pela Universidade Catolica
de Pernambuco (UNICAP), foi utilizada para a produgdo de celulose bacteriana. O meio de
cultura consistiu em 100 mL de soro de queijo suplementado com os componentes do meio HS
(Schramm & Hestrin, 1954), resultando em quatro formulagdes distintas: S1 (HS em soro de
leite bovino), S2 (HS em soro de leite bovino sem glicose) e S3 (HS em soro de leite bovino
sem glicose e peptona). Todas as formulagdes foram autoclavadas a 121°C por 20 minutos
(Tabela 1).

Tabela 1. Constituintes presentes nos meios de soro de queijo.
Componente S1 S2 S3

D-Glicose (2%) X - -
Extrato de levedura (0,5%) X X X
Peptona (0,5%) X X -
Acido citrico (0,15%) X X X
Fosfato dissédico (0,27%) X X X

2.2. Producdo da CB em Meio de Soro de Queijo

Apds a autoclavagem, 3 mL da suspensdo do microrganismo em meio HS (ativado por
72 horas em estufa a 30 °C) foram adicionados a cada meio de cultura. As culturas foram
mantidas em estufa a 30 °C por 10 dias, em condigdes estaticas. Ao final do periodo de
incubagdo, as membranas de celulose produzidas foram retiradas do meio, lavadas em agua
corrente e tratadas com NaOH 0,1 M a 80 °C por 2 horas. Em seguida, foram submersas em
agua destilada até atingirem pH 7. Apos a neutraliza¢do, as membranas foram submetidas a
secagem em estufa a 40 °C por 18 horas.

2.3. Microscopia de Forga Atdmica
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Microscopio de forga atomica SPM-9500J2 (Shimadzu Corporation, Japao) foi
utilizado, possuindo cantilevers com sonda de silicio (modelos Multi 7SAL e NCHR). Esses
cantilevers apresentam uma frequéncia ressonante de 75 kHz e constante de for¢ca de 3 N-m™.
A andlise foi conduzida em temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) e a area de
digitalizagao foi de 5 x 5 um, permitindo a obten¢ao de imagens com resolucao lateral de 512
x 512 pixels. As imagens obtidas foram processadas e analisadas utilizando o software AFM
Gwyddion (AVELINO et al, 2022).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A microscopia de forca atomica (AFM) permitiu a obtengdo de imagens em escala
nanométrica, possibilitando a avaliagao da influéncia da composi¢cdo do meio de cultivo na
organizacdo estrutural das fibras de celulose, bem como a quantificacdo da rugosidade média
(Sa) e darugosidade média quadratica (Sq) (Figura 1). Esse tipo de analise tem sido amplamente
utilizado para avaliar propriedades nanomecanicas da superficie e investigar interagdes
biomoleculares em materiais biopoliméricos (ZHAO, KRISTI e YE, 2021).

A Figura 1 demonstra que o biofilme cultivado no meio S1 apresentou a maior
rugosidade superficial, com um valor de 125,8 nm. Essa irregularidade pode estar relacionada
a uma deposicao heterogénea das fibras de celulose, possivelmente influenciada pela presenca
de glicose e peptona no meio de cultura, que podem ter favorecido um crescimento menos
organizado da matriz polimérica. Resultados semelhantes foram reportados por Ploska et al.
(2024), que observaram uma rugosidade de 281,88 nm em celulose bacteriana obtida por
fermentagdo em soro acido utilizando K. xylinus K2G30 apo6s 14 dias a 28 °C sob condigdes
estaticas. Abol-Fotouh et al. (2020), por sua vez, relataram uma rugosidade média de 0,55 pm
em celulose bacteriana produzida por K. saccharivorans MD1 em meio HS, apos 7 dias de
fermentagdo a 28 °C. Nesse ultimo estudo, a maior disponibilidade de macro e micronutrientes
do meio HS influenciou significativamente a rugosidade, resultando em valores superiores aos
observados no presente trabalho.

Figura 1. Perfil topografico e rugosidade dos biofilmes celuldsicos S1, S2 e S3.
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O biofilme formado no meio S2, que ndo continha glicose, apresentou uma superficie
mais homogénea, com um perfil de rugosidade mais regular e um valor de 27,23 nm,
significativamente inferior ao observado no meio S1. A auséncia de glicose pode ter resultado
em uma deposi¢do mais controlada da celulose, favorecendo a formacdo de uma estrutura
menos irregular. No caso do biofilme cultivado no meio S3, no qual tanto a glicose quanto a
peptona foram removidas, a rugosidade foi ainda menor, atingindo 12,43 nm. Esses resultados
sugerem que, embora a auséncia desses componentes tenha influenciado a deposicao das fibras,
ainda houve a formag¢do de uma superficie relativamente organizada. A reducdo na rugosidade
pode estar associada a um crescimento celular mais lento e controlado, limitando a formagao
de agregados estruturais na matriz polimérica.

Segundo Cui, Yao e Yim (2021), superficies de menor rugosidade tendem a apresentar
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menor capacidade de absorcdo de agua e menor adesdo de microrganismos, o que pode ser
vantajoso para aplicagdes que exigem propriedades antimicrobianas ou resisténcia a umidade.
Por outro lado, uma maior rugosidade pode aumentar a area de contato com outras moléculas,
favorecendo modificagdes superficiais e aumentando a hidrofilicidade do material (Ptoska et
al., 2024).

A comparagdo entre as amostras refor¢a a influéncia determinante da composi¢ao do
meio de cultura na morfologia superficial da biocelulose. A presenca ou auséncia de glicose e
peptona afeta diretamente a organizagdo das fibras, impactando a rugosidade e,
consequentemente, as propriedades fisico-mecanicas do material. Esses achados sdo essenciais
para o desenvolvimento de aplicagdes especificas da biocelulose, especialmente na formulagao
de filmes e revestimentos biodegradaveis, nos quais a rugosidade pode influenciar
caracteristicas como adesao, flexibilidade, molhabilidade e interagdo com outros materiais.

4 CONCLUSAO

A andlise topografica revelou que a adi¢do conjunta de glicose € peptona atuou como
um fator determinante na promog¢ado da rugosidade do biofilme. Assim, o material cultivado no
meio S1, contendo esses componentes, apresentou a maior irregularidade, refletindo uma
deposi¢do mais intensa, porém desordenada, das fibras de celulose. A remogdo da glicose no
meio S2 resultou em uma superficie mais homogénea e menos rugosa, enquanto a eliminagao
simultanea de glicose e peptona no meio S3 acentuou a regularidade estrutural. Os resultados
confirmam que o soro de queijo € uma matriz viavel para a produgdo de celulose e que a
composi¢cao do meio de cultivo influencia diretamente a morfologia superficial do polimero.
Dessa forma, a modulacdo da formulagao do meio surge como uma estratégia promissora para
o ajuste das propriedades fisico-mecanicas da biocelulose, permitindo sua adaptacdo conforme
a aplicagdo desejada.
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