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RESUMO

Os biofilmes sdo complexos de agregados microbianos envolvidos por uma matriz autoproduzida de
substancias poliméricas extracelulares (EPS) normalmente, aderidas a superficie. Esta pesquisa investigou
a producdo de biofilme a partir de uma cultura simbiotica de bactérias e leveduras (SCOBY), utilizando
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extrato de Euterpe oleracea Mart. (1824) [acai] como substrato. Os estudos combinados com os ensaios de
producao, realizados em temperatura ambiente (16 e 35 °C), foram realizados em etapas no Laboratorio de
Microbiologia e Biotecnologia — MicroBioTec, do IFRO, campus Calama em Porto Velho — RO. A
fermentagdo foi conduzida com cultura starter industrial em meio contendo 42 g de sacarose, 4,2 mL de
polpa de acai, 2,7 mL de 4cido acético e 166 mL de 4gua mineral, incubados a temperatura ambiente por 14
(catorze) dias com posterior renovagdao do meio até¢ a formagao dos biofilmes. Os ensaios, realizados em
triplicata e avalizados apds 233 (duzentos e trinta e trés) dias, proporcionaram a sintese de biofilmes
gelatinosos e translicidos, com massa inicial média de 22,88g e final de 3,32 g apds secagem. As avaliagdes
microscopicas revelaram a presenca de fibras poliméricas e micro-organismos condizentes com leveduras,
filamentos fingicos imersos em EPS, que se tornaram consistentes e opacos apds secagem. As analises
sensoriais identificaram substratos com os seguintes perfis: coloracdo marrom avermelhada, aroma
avinagrado e texturas inicialmente gelatinosas e translicidas que se tornaram opacas, folidceas e terrosas
apos secagem. Os dados dos ensaios e dos estudos sdo relevantes e podem colaborar com estudos
relacionados com a produgdo de biofilmes oriundos de extratos vegetais da Amazonia legal. Entretanto,
sugere-se analises complementares associadas aos perfis fisico-quimicos, estruturais e funcionais que
possam aperfeicoar, avaliar e potencializar as técnicas de produgdo dos biofilmes a partir do extrato de E.
oleracea.

Palavras-chave: Biofilme. Euterpe oleracea. Bioprodutos. Flora Amazonica.

1 INTRODUCAO

Estudos buscam aprimorar e inovar processos de producgdo de biopolimeros de celulose gerados por
meio de atividades metabodlicas microbianas. Destes produtos, cita-se os obtidos de matrizes que resultam
de processos de fermentagcdo da kombucha, um Scoby — Symbiotic Culture of Bacterias and Yeasts, em
tradugdo livre para o portugués: Cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras (Silva et al., 2021; De Souza
et al., 2023). Kombucha ¢ um conceito germanizado para o nome com etimologica japonesa, “kobu-cha”.
Quanto a origem, citam-se as regides do nordeste da China, Manchtria, onde se popularizou por suas
propriedades desintoxicantes (JAYABALAN et al., 2014).

Considerando a rica biodiversidade amazonica, a microbiota e os vegetais representam uma gama
de possibilidades de inovagoes. Neste contexto, a celulose vem sendo considerada o polimero natural mais
abundante da Terra e tem sido muito utilizada como solugdo sustentavel, visto que se trata de um material
biodegradavel e biocompativel (Nascimento, 2022), dados mostram que a celulose pode ser uma opg¢ao na
substituicdo dos polimeros convencionais derivados do petrdleo que, por sua vez, tém uma grande
aplicacdo industrial (KARGARZADEH et al., 2017).

No que se refere a microbiota, em especial aos micro-organismos envolvidos nos processos de
fermentagdo, as bactérias acéticas do género Acetobacter, Gluconobacter e Gluconacetobacter que estao
presentes em bebidas fermentadas como a kombucha, vem sendo reportados como responsaveis pela
formacao da pelicula celulosica (Santos, 2016). Entretanto, alguns géneros prevalecem, normalmente, nas

culturas iniciais como Komagataeibacter e Acetobacter - bactérias do acido acético (AAB), e leveduras
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dos géneros Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Brettanomyces ¢ Candida para leveduras (Jayabalan et
al., 2014; Becchi et al., 2023). Por outro lado, apesar da importancia das bactérias do acido latico (LAB)
para as propriedades probioticas da kombucha, nem sempre elas aparecem nas bebidas (LAUREYS;
BRITTON; CLIPPELEER, 2020; BECCHI et al., 2023).

Das diferentes peliculas celuldsicas, uma das que vem ganhando visibilidade nas mais diversas
pesquisas, ndo somente pelas sua biodegradabilidade e ndo toxicidade, mas também pelas suas potenciais
aplicagdes biotecnolédgicas € o Scoby (Chawla et al., 2009; Keshk, 2014a; Davey & O’toole, 2000). No
que se refere ao kombucha, caracteriza-se em duas fases: uma ¢ constituida de uma camada de membrana
celuldsica produzida por bactérias, Scoby, e o proprio chd que possui propriedades probiodtica sabor
caracteristico de fermentados e ¢ levemente agridoce, tendo como base tradicional folhas de cha preto ou
verde (RODRIGUES, 2018; SILVA et al., 2021).

Quanto ao Scoby, representa um produto de potencial biotecnologico. Assim, para a sua producao,
buscam-se aplicagdes de novos substratos. O produto final, por consequéncia, possuira propriedades
bioldgicas distintas das produzidas tradicionalmente (Maia et al., 2020). Neste contexto, prop0os-se, para
este estudo, a utilizagdo de Euterpe oleracea (Agai), como substancia base para o cultivo da kombucha
para novos ensaios para a produ¢do de biofilme, a partir do Scoby.

O fruto da E. oleracea tem um papel importante na regido amazodnica, pela sua abundancia, alta
produtividade e importancia socioecondomica (Anderson et al., 1985; Bezerra; Nery; Lobato, 2001;
Marques et al., 2024). Dentre as propriedades presentes no extrato do fruto do agai, além do sabor
agradavel, cita-se o alto valor nutricional e de lipidios, carboidratos, proteinas, compostos bioativos
presentes nos polifenodis, da classe dos flavonoides e antocianinas, caracteristicas exploradas pelas
industrias alimenticia e farmacéutica (Cedrim; Barros; Nascimento, 2018; Vargas ef al., 2024), aspectos
importantes para novas analises.

Para os processos bioprospectivos, a produgdo de biopolimeros oriundos de celulose fermentada
por bactérias pelas propriedade de biodegradabilidade, pureza e biocompatibilidade, sdo relevantes (Keshk,
2014b; Silva et al., 2021). Além disso, cita-se a aplicabilidade na industria téxtil, industria de papel,
industria de alimentos, mineragdo e refinaria, tratamento de lixo, purificacdo de esgotos, comunicagdes,
cosméticos, medicina, laboratdrios, eletronica, energia, engenharia de materiais, nas artes e mais
recentemente no design de produtos sustentdveis (Costa, 2018). Neste contexto, esta pesquisa objetivou o
estudo e a producao de biofilme a partir de cultura simbiotica de bactérias e leveduras - Scoby - em extrato

enriquecido de Euterpe oleracea Mart. (Agai).

2 METODOLOGIA

Os estudos e a produgdo dos biofilmes foram realizados no Laboratério de Microbiologia e



\V4

Biotecnologia — MicroBioTec - do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Rondonia —
IFRO, Campus Porto Velho Calama, entre os anos de 2024 ¢ 2025. A cultura starter do Scoby foi adquirida
comercialmente e mantida em condigdes técnicas recomendadas pela companhia “Vida bidticos” -

Joinville — SC, Brasil.

2.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi estruturado com base nas metodologias descritas por De Souza et
al. (2023), com adaptacdes. Inicialmente, a cultura starter foi mantida em solugdo contendo 100 mL de
agua mineral e 10 g de sacarose, incubada em béquer vedado com gaze estéril e elastico, a temperatura
ambiente (25 °C), por sete dias. Durante esse periodo, foi observada redu¢do do volume da solugdo,
mantendo o SCOBY hidratado e ativo. Suplementagdes periddicas foram realizadas para reposicao de
nutrientes.

Para os ensaios de producgdo, aliquotas de =12,5 g de SCOBY foram transferidas para trés
recipientes independentes (triplicata). Cada sistema fermentativo foi preparado com 15 mL de extrato de
Euterpe oleracea Mart. (agai), 10 g de sacarose (Ci2H22011) e 100 mL de 4gua mineral. As caracteristicas
fisico-quimicas da adgua foram: pH 4,9; temperatura de 25 °C; condutividade elétrica de 63,8 uS/cm. A
composi¢do ionica incluia: sulfato (0,18 mg/L), cloreto (10,23 mg/L), soédio (9,02 mg/L), nitrato (6,12
mg/L), bicarbonato (1,42 mg/L), potassio (0,68 mg/L), célcio (0,10 mg/L), brometo (0,05 mg/L) e
magnésio (0,01 mg/L).

Os cultivos foram mantidos em fermentacao estatica por 56 dias em temperatura ambiente (16 e 35
°C). Nesse intervalo, apds 30 dias, foi realizada a renovacdo do meio, utilizando solu¢cdo com a mesma
composicao inicial. Ao final do processo, os biofilmes produzidos foram removidos cuidadosamente e
submetidos as andlises fisicas (massa e umidade), sensoriais (cor, textura, aroma), microscopicas

(microscopia otica e coloragdo de Gram) e microbioldgicas descritivas.

2.2 ANALISES FISICAS

Para as analises fisicas de massa (g) e do percentual do teor de umidade (Tu %), realizadas com
adaptagdes e base nas orientagdes de Cunha, Santos e Schneider (2021) e Cruz (2023). As avaliagdes
iniciais foram por meio de uma balanca de precisdo de 0,0001g, modelo Mark M214A. Para o teor de

umidade (Tu %) foi relizado pela seguinte equecao:

Tu%=""Lx100 (1)

Na equagdo acima, o teor de umidade (Tu) se da pela divisdo entre a variagdo das massas, dadas
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em peso (P) do biofilme, ou seja [peso inicial (Pi) do subtraido pelo peso final (Pf), dividido pelo por seu
peso inicial (Pi) e multiplicado por 100]. As avaliagdes foram realizada ap6s a desidratacdo assistida e
com o uso de um dessecador completo 160 mm com tampa e com luva 55/38 acompanha placa de
porcelana. Ao término da fase experimental, os dados coletados foram tabulados e analisados quanto
a notacao de média (£) com desvio padrdo, utilizando os programas Excel da Microsoft 365 e o software

GraphPad Prism 8.0®.

2.3 AVALIACOES MICROSCOPICAS E MICROBIOLOGICAS

As avaliacdes microscopicas e microbioldgicas descritivas realizadas foram por meio do uso do
microscopio optico comum, biocular e com uso da técnica de coloragdo de Gram, modificado de Brasil
(1997) e Brasil (2013), com aumento para resolucao de 1000x e 2500x para observagao e identificacdo

microbiana e estrutural descritiva.

2.4 AVALIACOES SENSORIAIS

As avaliacdes sensoriais foram adaptadas da metodologia Perfil Flash, proposta por Dairou e
Siefferman (2002), e que sdo baseada numa combinacdo do método de Perfil Livre com a técnica de
ordenagdo, assim como nas orientagdes de Stone et al. (2020); Sartor et al. (2021) e ABNT (2017; 2018),
considerando a descri¢do observada pela visdo olfato, tato — textura para o biofilme. Na ilustracdo, abaixo,

mostra as etapas do protocolo experimental resumidas no fluxograma (Figura 1).

Figura 1 — Fluxograma apresentando as etapas da producdo do biofilme / Scoby a partir da E. oleracea.
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Fonte: Banco de imagens dos autores (2025).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios dos cultivos do Scoby, com adi¢dao do extrato de E. oleracea, resultaram na produgao
amostral de peliculas dos biofilmes com caracteristicas fisicas e sensoriais mensuraveis que divergiram
entre os registros das amostras iniciais - hidratadas, e finais - desidratadas (secas) (Figura 2 A - C). O
desenvolvimento do biofilme caracteriza-se pela a¢do metabdlica dos microrganismos presentes no

substrato aerobico composto por dgua mineral, extrato de E. oleracea e sacarose, que propiciaram um



ambiente favoravel a producdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS).Conforme descrito por

Caixeta (2008) e Dalla Costa et al. (2016), a formagao do biofilme decorre de eventos sequenciais onde a
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adesdo inicial de bactérias planctonicas a superficie (processo reversivel) ¢ seguida por subsequente
proliferagdao e acuimulo de camadas ou agregados de células e, finalmente, pela formac¢ao da comunidade

microbiana (processo irreversivel), envolvida em matriz de EPS produzida por si mesma (Figura 2 — A-C).

Figura 2. As imagens A,B e C mostram eventos e caracteristicas associadas com a produgao de biofilme neste e em outros
estudos. Em A — o bequer com substrato enriquecido para o crescimento do biofilme. Na figura B- Evidencia-se na ilustracdo
as etapas de formacdo e o desenvolvimento do biofilme a partir das células planctdnicas, o inicio do QS (Quorum Sensing) -
mecanismos de comunicagdo celular entre bactérias para a coordenacao de atividades em grupo - na fase reversivel e,
posteriormente, o biofilme maduro com a liberagdo das células para formagdo de novas microcoldnicas - fase irreversivel. Na
figura C, o biofilme, nas placas de petri, produzido em triplicata. A tom marrom avermelhado, refere-se a presenca da
molécula de antocianina aderidos ao EPS composta no extrato de E. oleracea (agai).

Células Agregados Biofilme Liberagdo
plancténicas  ou microcoldinias maduro de células

B Adesdo reversivel Adesio irreversivel

Fontes: Imagens A e C - banco de dados dos autores; D - Criada com o auxilio da ferramenta de Inteligencia Artificial (IA)
do ChatGPT-4° em DALLE 3 (2025).

Nos biofilmes (Figura 2C), o tom morrom avermelhado ¢ derivado da cor violacea do agai e sdao
resultados da presenca de um tipo de flavonoide - antocianina (CisH110e+), presentes em diferentes tipos
vegetais, que se solubilizam em agua. Rogez (2000) relata que a coloragdo caracteristica do agai esta
relacionada a alta concentrag@o de antocianinas nos frutos. Adicionalmente, Bobbio et al. (2000) destacam
que as antocianinas sao pigmentos responsaveis por varias cores atrativas em frutas, flores e folhas e que
variam do vermelho ao azul. Heredia et al. (1998) e De Souza et al. (2023 evidenciam que, em solugdo
aquosa, as antocianinas apresentam equilibrio entre diferentes formas estruturais, como cation flavilio
(vermelho), base anidra quinoidal (azul), pseudo-base carbitol (incolor) e base chalcona (amarela), sendo
que a hidratacdo do cation flavilio favorece as formas carbitol e chalcona, resultando nas coloragdes
vermelha e amarela (Figura 3 A e B).

O processo de polimerizagao do biofilme, embora ndo bem elucidado, ¢ descrito nos trabalhos e

Chawla et al. (2009), Donini ef al. (2010), Lee et al. (2014) e De Souza ef al. (2023) como um mecanismos
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de biossintese que inicia-se pela polimerizacdo dos residuos de glicose — unidos por ligagdes glicosidicas
do tipo S (1 — 4) glucana, seguida da excre¢cdo das cadeias lineares e finaliza com a organizagdo e
cristalizacao das cadeias glucanas, resultando em uma estrutura tridimensional resistente denominada de

microfibrila (Figura 3C2

Figura 3. Imagens dos campos de visdo utilizadas das avaliagdes microscopicas. Em A e B sdo evidenciados esfregagos
contendo granulos de EPC nas cores fixadas da coloracdo de Gram, bem como as tons caracteristicas da presenga de
antocianina no EPS. Em C, imagem analisada no contraste — cor cinza e branca - sendo observada (C1 e C2 - indicadas nas
setas) a presenc¢a de micro-organismos condizentes com leveduras e os agregados de microfibras, respectivamente - parte
estrutural do complexo polimérico de monossacarideos formado (EPC), do inglés: monosaccharide composition of
exopolymer complex.

1000x

Fonte: Autores.

O processo de polimerizagdo ocorreu de maneira uniforme e homogénea. Nas andlises, verificou-
se que, além da antocianina evidenciada no substrato e no EPS (Figuras 2C; 3A, B e C), a matrix polimérica
extracelular que se formou sdo constituidas por agua, diferentes classes de exopolissacarideos, lipidios,
acidos nucleicos, proteinas, lipopolissacarideos, minerais e apénices bacterianos, conforme relatado por
Hall-Stoodley, Costerton e Stoodley (2004); Hall-Stoodley e Stoodley (2005) e Shree et al. (2023).

Além disso, os polimeros estabelecem propriedades funcionais e estruturais dos biofilmes,
determinando suas propriedades fisico-quimicas (Flemming et al., 2000), oferecendo suporte e protegdo
aos micro-organismos de ambientes hostis (Fulaz ef al., 2019) e resisténcia que, em caso de biofilmes
sintetizados por micro-organismos de interesse médico, sdo responsaveis pelas infec¢des bacterianas
persistentes (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; LEWIS, 2005; HOUDT; MICHIELS,
2010).

Nas analises fisicas, as amostras hidratadas (Figura 2C) e desitradatas apresentaram massa média e
desvio padrao de 13.82 +4,39 ge 1,72 + 0,48 g, respectivamente. O teor de umidade (Tu %) dos biofilmes
hidratados foi de aproximadamente 87,85%, valor proximo ao descrito por Mariano Cunha, Pereira dos
Santos e Schneider (2021), que relataram cerca de 80%, divergindo em 7,85%. Estudos indicam que o teor
de umidade pode variar conforme as condi¢des fisico-quimicas do meio € a composi¢ao microbiana, porém

geralmente se encontra proximo a 90% (CZAJA et al., 2006; JAYABALAN et al., 2014; ULLAH;
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As andlises sensoriais das peliculas dos biofilmes revelaram as seguintes caracteristicas: No estado

SANTOS; KHAN, 2016).

hidratado, perfil hidroscépico, viscoso, translucidos, brilhante, coloragao predominantemente marrom
avermelhada e com intensidade de cor reduzindo para o estado desidratado sendo, quando seco, opaco,
folidceos e terroso. Mecanicamente, no estado hidratado, o Scoby apresentou, considerando a avaliagdo
sensorial, apresentou textura gelatinosa, maleabilidade “moderada” e, apds a desidratacdo, resisténcia
moderada a tracao.

Quanto ao aroma, apresentou caracterisicas perceptiveis de acido acético, dados que podem ser
associados com a fermentagdo por micro-organismos nos substratos componentes do meio e pelo extrato
de E. oleracea (agai). Para a presenca do acido acético, Villarreal-Soto ef al. (2018) e Bokulich e Bamforth
(2013) corroboram citando que, a depender do produto desejado para o Scoby, existem diferentes espécies
de bactérias e leveduras que podem ser usadas, tais como as bactérias produtoras de acido acético - BAA,
aerdbicas, gram-negativas, como as pertencentes aos géneros Acetobacter; Gluconobacter e
Komagataeibacter, as bactérias produtoras de acido latico - BAL - aerdbicas, gram-positivas, como as
pertecentes ao género Lactobbacillus, bem como diferentes leveduras dos géneros Sccharomyces e
Zygosaccharomyces, entre outro também identificados nos estudos das culturas Starter de Scoby usados
no comércio de Kombucha, que sdo as leveduras do género Brettanomyces ¢ as bactérias do género
Starmerella, identificadas nos trabalhos de Harrisson e Curtin (2021).

A relevancia das avaliagdes sensoriais consiste de seu uso frequente na determinacdo das diferencas
entre as amostras, bem como auxilia nas aplica¢des nas analises de estabilidade, na qualidade, formulacdes
e correlagdes de medidas sensoriais e instrumentais, dados ja descrito por Civille e Oftedal, (2012); Silvia
et al. (2012) e Scolforo (2014). Entretando, os dados deste estudo caracteriza de forma preliminar o
biofilme como um potencial produto para aplicagdes nas industrias.

As avaliagdes microscopicas de amostras dos biofilmes secos revelaram a presenca de EPS com
tons predominantemente marrons avermelhados, microfibras e agregados glicosidicos, como descritos nos
trabalhos de Heredia et al. (1998) e De Souza et al. (2023). Adicionalmente, as analises microbioldgicas
realizadas com a técnica de coloracio de Gram, revelaram a presenga de estruturas microbianas
condizentes com leveduras e outras com caracteristicas das estruturas de microfibras (Figuras 3C1 e C2).
A presenga de grupos microbianos ja foram descritos por De Souza et al. (2023) e Zhao, Sun e Liu (2023).
Nestes, relatam que as caracteristicas dos biofilmes bacterianos sdao geralmente definidas como
comunidades microbianas fixas, encapsuladas em EPS. Entretanto, esses agregados podem ser compostos
por um Unico micro-organismo ou por uma mistura de bactérias, fungos, arqueas, protozodarios e leveduras,
com uma estrutura de canal que controla a liberagcdo de gases, nutrientes € compostos antimicrobianos

(ZHAO; SUN; LIU, 2023).
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Quanto aos aspectos microscopicos observados, as amostras apresentaram caracteristicas de um
complexo polimérico (EPC) de textura e opacidade translicida com tons caracteristicos da presenca de
antocianinas (Figura 3A, B e C). Os dados sao relevantes e condizentes com os observados em estudos
com producao de biofilme a partir de outros extratos vegetais, bem como corroboram diferentes pesquisas

realizadas sobre a producao de biofilmes.

4 CONCLUSAO

Os estudos in vitro possibilitaram a produ¢do homogénea de trés amostras de biofilmes em ensaios
de producdo biotecnoldgica a partir da adigdo de um extratos de E. oleracea (Agai) em uma matriz de
cultura simbidtica (starter) composta majoritarimante por bactérias e leveduras (Scoby). Os resultados da
producao sobreposta das peliculas de biofilmes apresentaram caracteristicas similares as presentes na
literatura cientifica, bem como com tons de coloragdes da presenca de antocianinas, a presencga de cepas
microbianas (leveduras), microfibras e agregados de EPCs com agregado do extrato pesquisado.

Os dados apresentados colaboram as pesquisas e refor¢am os resultados promissores, previamente
obtidos. Todavia, sugere-se uma ampla caracterizagao estrutural e funcional dos biofilmes, estudos para
novas aplica¢des, bem como a realizagao de novas pesquisas que possam aprimorar e direcionar a produgao

em escala industrial.
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ABNT — Associacdo Brasileira de Normas técnicas. NBR ISO 13299: Analise sensorial — Metodologia
— Orientacao geral para o estabelecimento de um perfl sensorial. 1 ed. Rio de Janeiro: ABNT NBR ISO
13299, 2017.
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