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RESUMO — No presente trabalho avaliou-se a producédo de celulose bacteriana
(CB) pela bactéria Gluconacetobacter hansenii CCT 1431 através de fermentagdo
submersa estatica utilizando o liquido do sisal como meio de cultivo alternativo.
Efeito da concentracdo de substrato, pH do meio e suplementacdo na producdo de
CB foram investigados. Maior producéo (3,38 g/L) foi obtida nas condicdes de 15
g/L de acucar, pH 5 e 7,5 g/L de extrato de levedura.

1. INTRODUCAO

A celulose bacteriana (CB) é um polissacarideo extracelular produzido principalmente
por bactéria do género Gluconacetobacter. Quando obtida por processo fermentativo
submerso estatico, a CB se apresenta na forma de um filme com propriedades especiais que
possibilitam a aplicacdo principalmente na area biomédica e desenvolvimento de materiais
compdsitos (Chawla et al., 2009). Dentre as propriedades que tornam a CB superior a
celulose vegetal tem-se: pureza, alto indice de cristalinidade, resisténcia mecanica, resisténcia
a tracdo, biocompatibilidade e estabilidade quimica. Tém sido relatado em alguns estudos a
utilizacdo de co-produtos e residuos da agroindistria na producdo de CB (Kurosumi et
al.,2009). O emprego de fontes de carbono alternativas em processos fermentativos é de
grande interesse, uma vez que possibilitam a reducdo de custos do produto final e permite o
aproveitamento de residuos ou produtos da agroindustria, agregando valor a cadeia produtiva
e diminuindo o impacto ambiental causado por eles.

Dentre os residuos da agroindustria brasileira pouco explorados, tem-se o liquido de
sisal ou suco de sisal. O sisal é uma planta de origem mexicana que tem o seu plantio
direcionado para a producdo de fibra dura que tém o Brasil como principal produtor. O
liguido do sisal € um residuo oriundo do processo de obtencdo da fibra que por sua vez
representa apenas 4% do peso total das folhas processadas. Poucos trabalhos tém sido
desenvolvidos no ambito de agregar valor através do aproveitamento desse residuo que
atualmente tem sido abandonado nos campos de produgdo saturando o solo com matéria
organica e contaminando aquiferos e rios (Andrade et al., 2013). Nesse contexto, insere-se o
objetivo do presente trabalho que consiste em avaliar a producdo de celulose bacteriana
utilizando o liquido do sisal como fonte alternativa de carbono.



AW Uiy

B
€ /‘\ Y XIX SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS ufigem
"“‘ w'5"53 X SIMPOSIO DE HIDROLISE ENZIMATICA DE BIOMASSAS
30 de julho-02 de agosto de 2013 ") ABEQ fsisiotasen YA
oo Foz de Iguagu, PR, Brasil ‘% N Xw

2. METODOLOGIA

2.1. Caracterizacdo do liquido de sisal

O liquido de sisal coletado pela Embrapa Algoddo (Campina Grande, PB) foi
armazenado a -18°C até a execucdo do trabalho. O mesmo foi caracterizado quanto sua
composi¢do de agucares por HPLC, teor de nitrogénio total pelo método de Kjeldahl, pH e
s6lidos sollveis totais expressos em ‘brix (BRASIL, 2005).

2.2. Estudo da influéncia das condicdes de cultivo na producéo de CB

Durante o processo de fermentacdo, avaliou-se o efeito da concentracdo inicial de
acucares (2,5 a 15 g/L), do pH inicial de fermentacdo (3 a 8) e da concentracdo de nitrogénio
no meio (0,62 a 4,07 g/L) na producdo de CB (g/L) e no rendimento do processo (%). A
concentracdo de nitrogénio foi avaliada atraves da suplementacdo do meio com extrato de
levedura e/ou sulfato de aménio através de um planejamento experimental 22 completo com
ponto central e axial. A faixa estudada variou de 0 a 15 g/L para o extrato de levedurae de 0 a
10 g/L para o sulfato de amonio. A producdo de CB (g/L) e o rendimento (%) foram definidos
como variaveis resposta.

2.2. Inoculagéo

Apobs a ativacdo da linhagem G. hansenii CCT 1431 em caldo HS descrito em Hestrin e
Schramm (1954), os meios estéreis foram adicionados de 3% (v/v) de inéculo. Apés a
inoculacdo procedeu-se a distribuicdo de 100 mL de meio em placa de petri de 14,5 cm de
diametro. A fermentacao submersa ocorreu sob condi¢es estaticas a 30°C por cinco dias.

2.3. Purificacdo de CB e analise do meio fermentado

Apo6s a fermentacdo, as peliculas de celulose formadas foram recolhidas e, os meios
fermentados, filtrados e separados para analise de acucares e pH. O teor de agucares do meio
fermentado foi determinado pelo método de DNS descrito em Miller (1959) apds hidrélise
acida das amostras. As membranas de CB foram purificadas através de tratamento alcalino.
Para tal as peliculas foram lavadas individualmente com &gua e submetidas a tratamento
térmico a 100°C imersas em solucdo de NaOH 4% (m/v) por 1 hora e em seguida & 55°C por
1 hora em solugdo composta por H,O, 1% (v/v) e NaOH 4% (m/v). Depois, as peliculas
foram lavadas em agua destilada até a neutralizacdo. A massa de celulose foi determinada
através de secagem e pesagem da pelicula a 170 °C em balanca de infra-vermelho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O liquido de sisal apresentou 0,62 g/L de nitrogénio total; pH 4,48; 6,82 °brix; 12,39
g/L de glicose; 1,49 g/L de sacarose e 1,17 g/L de frutose. Uma vez que o liquido do sisal
utilizado no presente estudo possui razoavel teor de aglcar, sendo em maior parte constituido
por glicose (82,4%), este é passivel de ser um meio alternativo para processos fermentativos,
em especial, para producéo de CB.
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Os resultados da avaliagdo do efeito da concentracdo de aclcares na producdo de CB
séo apresentados na tabela 1. Observa-se que a linhagem G. hansenii CCT 1431 apresentou
capacidade de sintetizar CB no intervalo estudado (2,5 a 15 g/L) com destaque para a
concentracdo de 15 g/L de agucares onde se obteve a maior producédo (2,6 g/L). Apesar de ter-
se observado um aumento gradativo na producdo de celulose, o rendimento permaneceu
constante. N&o houve variagdo significativa no pH final do extrato fermentativo entre os
experimentos, ficando em torno de 8,6.

Tabela 1 — Efeito da concentragdo de aglcar na producédo de CB por G. hansenii
CCT 1431 utilizando liquido de sisal como fonte alternativa de carbono.

Acucares (g/L) pH final Celulose (g/L) Rendimento (%)  Acucar consumido (%)

2,50 8,58 + 0,082 0,66 = 0,04a 29,54 + 0,04a 85,93 + 4,28a
5,00 8,80 = 0,032 0,97 £0,03a 25,48 +0,03a 74,75 + 3,87ac
7,50 8,61 +0,28? 1,42 +£0,08b 27,29 +0,08a 67,42 £ 1,06bd
10,00 8,68 + 0,292 1,99 +0,13c 26,76 +0,13a 59,34 +1,09b
15,00 8,35 + 0,222 2,60+0,19d 25,45+ 0,19a 64,77 + 4,14bc

* Letras iguais (a, b, ¢, d ) na mesma coluna nao apresentam diferencas significativas (¢=0,05)

Os resultados do estudo do efeito do pH na producdo de CB sdo apresentados na tabela
2. A maior produgéo de CB foi observada nas condi¢des de pH 5 e 6 e o melhor rendimento
em pH 5. Ndo houve formacdo de CB nas condicdes de pH 3 e 8. Tem sido reportado que, em
valores de pH muito &cidos, ha inibicdo de crescimento e produgdo de CB (Chawla et al.,
2009). Acredita-se que meios com pH mais elevados devem induzir a outra rota metabolica ja
que, embora ndo tenha produzido CB em pH 8, a bactéria consumiu mais de 90% do acgucar
fornecido.

Tabela 2 — Efeito do pH inicial de fermentacdo na producédo de CB G. hansenii
CCT 1431 utilizando suco de sisal como fonte alternativa de carbono.

pH inicial pH final Celulose (g/L) Rendimento (%) AcuUcar consumido (%)
3,00 2,78 £0,03a 0,00 = 0,00a 0,00 = 0,00a 0,00 = 0,00a
4,00 4,95 +0,02b 1,32 £0,23b 10,54 + 1,84b 60,61 + 4,38b
5,00 7,20 £ 0,07c 2,60+0,11c 23,29 +1,00c 63,73 £ 5,17bc
6,00 6,57 +0,05d 2,62+0,17c 19,07 + 1,25d 84,22 +0,89d
7,00 7,43+0,12¢ 1,92 +0,19d 17,44 + 1,74d 71,59 + 2,89¢
8,00 7,53+0,13e 0,00 + 0,00a 0,00 + 0,00a 92,66 + 3,37d

* Letras iguais (a, b, ¢, d ) na mesma coluna néo apresentam diferencas significativas (a¢=0,05)

Os efeitos da concentracdo de nitrogénio, bem como da fonte de suplementacdo, na
producdo de CB s&o apresentados na tabela 3. A andlise dos dados foi feita no intervalo de
confianca de 95%. Para a variavel resposta celulose (g/L) foi observado efeito significativo
apenas para a concentracdo de sulfato de amonio, sendo observado um decréscimo na
producdo de CB com o aumento da mesma. Contudo, no intervalo de confianga de 90%, a
concentracdo de extrato de levedura também € significativa, observando-se uma maior
producdo de CB com o aumento desta. Ao nivel de 95%, nenhuma varidvel estudada
apresentou efeito significativo para a variavel resposta rendimento (%). Coban e Biyik (2011)
também observaram maior producdo e melhores rendimentos com o uso de extrato de
levedura quando comparados com sulfato de amonio.
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Tabela 3 — Planejamento 2 completo avaliando o efeito do sulfato de aménio e
extrato de levedura como fonte de nitrogénio na producéo de CB.

Ensaio Ext. de Levedura (g/L) NH,SO, (g/L) Celulose (g/L)  Rendimento (%0)
1 2,20 1,50 2,92 20,44
2 2,20 8,50 2,31 23,30
3 12,80 1,50 3,01 22,20
4 12,80 8,50 2,48 18,17
5 0,00 5,00 1,76 12,60
6 15,00 5,00 2,83 22,62
7 7,50 0,00 3,38 25,16
8 7,50 10,00 2,14 15,56
9 7,50 5,00 2,69 20,20
10 7,50 5,00 2,50 18,73
11 7,50 5,00 2,96 22,22

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que, maior producdo de CB
por G. hansenii CCT 1431 utilizando sisal como fonte de carbono é obtida utilizando-se
15 g/L de acucar total , pH 5 e 7,5 g/L de extrato de levedura. Quanto ao efeito da
suplementacéo, este apresenta uma faixa 6tima para extrato de levedura de 4 a 15 g/L,
sendo observada uma reducdo na producdo de CB em cultivos suplementados com
sulfato de aménio.
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