#%-NE  2° Encontro Nordeste de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros

Faganacate

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE CELULOSE BACTERIANA OBTIDA A
PARTIR DO LiQUIDO DE SISAL

Helder S. L. Lima', Eligenes Nascimento’', Ana. |. Brigida?, Fabia. K. Andrade®, Maria. F.
Borges®, Jodo. P. S. Morais*, Morsyleide. F. Rosa®,

1 - Universidade Federal do Ceara, Curso de Doutorado em Engenharia Quimica,
helderlevi@gmail.com, eligenessampaio@hotmail.com

2 - Embrapa Agroindustria de Alimentos, ana.iraidy@embrapa.br

3 - Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE, fatima.borges@embrapa.br;
morsyleide.rosa@embrapa.br; fabiakarine@gmail.com

4 - Embrapa Algodao, joao.morais@embrapa.br

Resumo

O objetivo do presente trabalho consistiu em avaliar a produgéo de celulose bacteriana (CB)
utilizando liquido de sisal como substrato, no cultivo de Gluconacetobacter hansenii ATCC
23769 sob condicdes estaticas. Para tal, avaliou-se o efeito da concentragdo de agucares,
pH, suplementagdo do meio com fontes de nitrogénio e a relagdo volume /area na produgéo
de CB. A eficiéncia da purificagdo e o grau de cristalinidade da CB obtida também foram
estudados. A maior producdo de CB (3,61 g/L) foi obtida apds cultivo estatico da bactéria
durante 10 dias, utilizando o liquido de sisal suplementado com 7,5 g/L de extrato de
levedura, pH 5 e com uma relacdo volume de meio por area de cultivo de 1,2 mL/cm?.
Quanto as caracterizagdes térmicas (ATG e DSC), Raio-X, FTIR e MEV, a CB obtida a partir
do liquido do sisal apresenta perfis semelhantes a CB obtida em meio padréo.

Introdugao

A Celulose bacteriana (CB) € um polimero natural biodegradavel de facil obtencéo e
grande potencial, apresentando alta resisténcia mecéanica, alta cristalinidade,
biocompatibilidade, alta porosidade e alta capacidade de absor¢do de agua. Tais
caracteristicas tornam a CB um material versatil e adequado para aplicagbes na area
biomédica, nas industrias de papel e de alimentos e como dispositivos biotecnolégicos. A
CB apresenta a grande vantagem de ser naturalmente livre de lignina e hemiceluloses e
pode ser facilmente obtida pelo cultivo de bactérias do género Gluconacetobacter em meio
contendo acgucares e nitrogénio organico, apresentando-se sob a forma de uma pelicula
quando o processo fermentativo ocorre estaticamente [2].

No Nordeste do Brasil a produgéo de sisal (Agave sisalana) se destaca tanto pela
sua importdncia econdbmica como pela quantidade de residuos gerados em seu
beneficiamento. Durante o processo de beneficiamento das fibras do sisal, que
correspondem a apenas 4% da biomassa obtida, cerca de 15% de residuos soélidos sdo
gerados e o restante corresponde ao liquido de sisal (agua e sélidos soluveis), rico em
agucares, minerais e outros compostos organicos. Poucos trabalhos tém sido desenvolvidos
no ambito de agregar valor a este residuo e atualmente ele é desperdicado no campo
gerando a contaminagcdo do solo [1]. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho
consiste em avaliar a producdo de CB utilizando o liquido do sisal como substrato
alternativo.

Experimental

Caracterizagao do liquido de sisal
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O liquido de sisal foi gerado em sistema produtivo de sisal, localizado em Pocinhos —
PB/ Brasil, e fornecido pela Embrapa Algoddo. O mesmo foi caracterizado quanto a sua
composicao de agucares (HPLC), pH e nitrogénio total pelo método de Kjeldahl [7].

Otimizagcao da produgao de CB utilizando o liquido de sisal

Para avaliar o potencial do liquido de sisal como meio fermentativo na produgéo de
CB, a bactéria G. hansenii ATCC 23769, foi cultivada estaticamente a 30°C (B.O.D) em
diferentes condi¢des. Utilizou-se in6culo de 3% (v/v) preparado apds ativacédo e incubacgéo
da bactéria em caldo manitol. No preparo dos meios, apés diluicdo, ajuste de pH e
suplementacédo do liquido de sisal (Qquando necessario), procedeu-se a esterilizagéo (121°C
por 15 minutos). Avaliou-se o efeito da concentragdo inicial de agucares (2,5 a 15 g/L), pH
inicial (3 a 8), suplementacdo com fontes de nitrogénio, tempo de cultivo (0 a 22 dias) e
relacdo volume/area (0,6 a 3,6 mL/cm?) na produgdo de CB (g/L) e rendimento (%). A
suplementacdo do meio com as fontes de nitrogénio foi avaliada através de um
planejamento experimental 22 completo com ponto central e axial. A faixa estudada foi de 0
a 15 g/L de extrato de levedura e 0 a 10 g/L de sulfato de aménio. Em todas as etapas, apoés
as fermentagdes, as peliculas de CB foram recolhidas e os meios fermentados submetidos
as analises de pH e agucares totais [5]. A CB foi purificada por tratamento alcalino, através
da imersdo das peliculas em solugdo de NaOH 1N + H,O, 1% (v/v) por uma hora a 80°C.
Posteriormente as peliculas foram lavadas com agua destilada até neutralizagdo. A massa
seca de CB foi determinada através de secagem e pesagem da pelicula purificada em
balanca de infravermelho (170°C).

Caracterizacao da CB obtida

A pelicula de CB obtida nas condi¢des otimizadas (CB SISAL) e a pelicula obtida em
meio padrdao HS [4] (CB HS) foram caracterizadas conforme descrito a seguir: ATG
(analisador termogravimétrico Shimadzu - atmosfera de nitrogénio), DSC (DSC Q20
dpUnion - atmosfera de nitrogénio), FTIR (espectrédmetro Nicolet 800 associado a uma
célula MTech PAS), MEV (amostra revestida com platina - microscopio eletrénico de
varredura Zeiss DSM940A), Umidade (secagem a 170°C em balanca de infravermelho),
Espessura da pelicula (micrémetro digital) e DRX (difratbmetro da marca Rigaku modelo
DMAXB, com tubo de Cobre). O indice de cristalinidade (IC) foi estimado por deconvolugéo
utilizando-se fungdo Gaussiana. A dimensdo das nanofibras foi calculada a partir das
analises de MEV.

Resultados e Discussao

O liquido de sisal apresentou as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: pH (4,48),
15,05 g/L de agucares totais (82% deles constituidos por glicose, 10% de sacarose e 8% de
frutose), 0,62 g/L de nitrogénio total e 3,84g/L de proteina bruta.

A linhagem G. hansenii ATCC 23769 apresentou capacidade de sintetizar CB em
todo o intervalo da concentragc&o de agucares estudado com destaque para a concentragao
de 15 g/L de agucares totais onde se obteve a maior producdo (2,6 g/L). Mesmo com o
aumento gradativo na produgdo de CB, o rendimento permaneceu estatisticamente
constante (em torno de 25%) em todas as diluicdes testadas. A fermentag¢do no liquido de
sisal destacou-se bastante uma vez que em 2,5 g/L de agucares totais a producdo de CB
(0,66 g/L) foi proxima a obtida em meio padrédo HS (0,54 g/L) que é constituido por uma
quantidade de agucares 8 vezes maior. Quanto ao pH inicial da fermentacdo, a maior
producéo de CB foi observada nas condigbes de pH 5 e 6 (2,60 g/L), sendo o melhor
rendimento em pH 5 (23,29%). N&o houve produgédo de CB nas condi¢des de pH 3 e 8.
Quanto a suplementacdo do meio com fontes de nitrogénio apenas os efeitos lineares
(a=0,1) foram significativos, sendo o efeito do extrato de levedura positivo e o efeito do
sulfato de amdnio negativo. A maior produgao (3,38 g/L) foi obtida quando suplementou-se
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unicamente com 7,5 g/L de extrato de levedura. Nenhuma variavel foi significativa para o
rendimento. Quanto ao tempo de cultivo, observou-se um aumento da produgéo de CB com
o tempo, acompanhada da reducdo do teor de agucares totais, sendo a maior producgéo
obtida no décimo dia. Quanto a relagdo volume/area, a maior produgéo (3,61 g/L) foi obtida
quando a bactéria foi incubada utilizando uma relagdo de volume de meio por area de cultivo
de 1,2 mL/ cm? Houve aumento na espessura da pelicula de 0,08 a 2,85 mm no intervalo de
0,6 a 2,4 mL/ cm® Em 1,8 e 2,4 mL/cm? a producéo por area foi estatisticamente igual ([1 57
g/m?), porém com variacdo da espessura de 1,95 para 2,85 mm. Tal resultado relaciona-se
com diferengas na porosidade da pelicula obtida. Os dados obtidos acima estdo de acordo
com a literatura onde as melhores produ¢des de CB s&o obtidas em meios na faixa de 10 a
20 g/L de agucares, pH entre 5 e 6 e suplementados com extrato de levedura ou peptona

[3].

As caracteristicas da CB obtida no liquido de sisal foram bastante semelhantes a CB
obtida no meio padrdo HS (Tabela 1, Figura 1) e estdo em acordo com a literatura [6].

Tabela 1. Algumas caracteristicas das peliculas de CB obtidas

CB SISAL CB HS
indice de cristalinidade - IC (%) 93,2 91
Umidade da pelicula (%) 97,66 + 0,34 99,18 £ 0,06
Dimensédo nas nanofibras (nm) 73,86 £ 16,20 80,39 £ 23,03
ATG - 12 perda de massa - intervalo (°C) 0-100 0-100
ATG - 22 perda de massa - intervalo (°C) 284 - 400 276 - 400
DTG (pico) (°C) 330 328

Figura 1. Micrografias das peliculas de CB obtidas no aumento de 10000x: (a) CB SISAL,
(b) CB HS.

Na analise termogravimétrica observou-se que as peliculas obtidas (CB SISAL e CB
HS) apresentaram perfis de degradagdo com boa similaridade entre si. Verificou-se a
existéncia de trés etapas distintas de perda de massa e maxima degradag¢ado 330°C (DTG),
sendo portanto caracteristico de CB. No DSC observou-se um pico endotérmico em
aproximadamente 100°C referente a perda de dgua e um aumento do fluxo de calor em
torno de 350°C sendo referente a degradagéo da celulose. A utilizagao do liquido de sisal
como meio alternativo para produgédo de CB ndo comprometeu as propriedades térmicas do
material resultante. A CB € um material que pode alcangar uma faixa maior de aplicagdes
quando compara-se com a celulose vegetal uma vez que pode ser aquecida até 350°C
antes de comecar a se degradar. Quanto a andlise de Raio-X ambas as amostras
apresentaram aspecto semelhante com a presenca de dois picos dominantes que permitem
avaliar a presencga de celulose tipo | e Il. Os resultados de FTIR mostraram varias bandas
relevantes tipicas de CB, muitas delas relacionadas com ligagbes OH e CH. Bandas
referentes a nitrogénio, estruturas protéicas, ou possiveis contaminantes ndo foram
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encontradas, sendo indicativos de pureza das amostras de CB e a eficiéncia do método de
purificacdo utilizado. N&o houve diferengca significativa na dimensdo da nanofibras
observadas na analise de MEV (Figura 1).

Conclusao

O liquido do sisal é um substrato bastante promissor para a produgdo de CB. A
condigdo que oferece a maior produgéo de CB pela bactéria G. hansenii ATCC 23769 é
obtida através do cultivo por 10 dias sob condi¢cdes estaticas utilizando meio a base de
liquido de sisal contendo 15 g/L de agucares, pH inicial 5, suplementagcdo com 7,5 g/L de
extrato de levedura e com uma relagéo volume de meio/area superficial de cultivo de 1,2
mL/cm? A CB obtida do liquido de sisal apresenta propriedades semelhantes a celulose
obtida em meio padrédo HS quanto a capacidade de absorc¢do de agua, estabilidade térmica,
pureza e dimensao das nanofibras.
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