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RESUMO

A celulose bacteriana (CB) compreende celulose pura possuindo propriedades Gnicas como alta
cristalinidade e biocompatibilidade, sendo amplamente produzida por algumas cepas do género
Gluconacetobacter. Sua estrutura e propriedades Unicas, fazem da CB um material de grande
interesse comercial devido ao seu amplo potencial de aplicagbes em alimentos e biomateriais. A
producdo da CB pode ser realizada de duas maneiras: em cultivo estatico ou agitado. O cultivo
estatico gera membranas planas enquanto o cultivo agitado tende a produzir celulose esférica. A
celulose na forma esférica tem potencial de aplicagdo em diversas areas, no entanto, 0s parametros
que regem a formagdo de CB em cultivo agitado ndo estdo totalmente estabelecidos. No presente
trabalho, a producédo agitada de CB por Gluconacetobacter xylinus foi avaliada com agitacdo
orbital e em agitador magnético, usando meio padréo (glicose, extrato de levedura e peptona) sem
aditivos e meio padrdo com adicdo de etanol, carboximetilcelulose ou xilana. A maior producéo
de CB (3,62 g/L) foi obtida em meio padrdo sem aditivos com agitacdo orbital, no entanto, s6 foi
possivel obter esferas de celulose homogéneas nos cultivos com etanol e carboximetilcelulose
com agitacdo magnética.
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1. INTRODUCAO

A celulose sintetizada por micro-organismos, conhecida como celulose bacteriana (CB),
é um biopolimero obtido a partir da fermentacdo de meios de cultura ricos em sacarideos. O fato
de ser quimicamente pura a distingue favoravelmente da celulose obtida a partir da biomassa
vegetal, associada geralmente a lignina e a hemicelulose (Keshk et al., 2006). Devido as suas
caracteristicas e peculiaridades, a CB pode ser aplicada na indUstria alimenticia como espessante;
na medicina, como substituto temporario da pele humana e no desenvolvimento de novos
materiais poliméricos (Shah et al., 2013).

A selecéo das condigBes do processo fermentativo, presenca de aditivos e escolha da
espécie bacteriana torna possivel controlar propriedades importantes de biopolimeros, como peso
molecular e estrutura, bem como a evolugéo da biossintese (Klemm et al., 2005). Bactérias podem
sintetizar celulose extracelularmente por duas diferentes maneiras. Uma delas é o cultivo estético,



que ¢ usado para obter filmes ou membranas de celulose na interface entre o ar e 0 meio liquido.
O outro € o cultivo agitado, onde a celulose sintetizada é distribuida por todo o meio de cultura
sob a forma de estruturas fibrosas irregulares ou esferas homogéneas (Chao et al., 2000).

A producdo de celulose em cultivo estatico € um método barato que pode ser realizada
em frascos e recipientes de diferentes formas e tamanhos. No entanto, devido a seu longo tempo
de biossintese, entre 7 a 20 dias, € inviavel para a producdo em escala comercial. J& a produgdo
em cultivo agitado tem alto rendimento e grande potencial para de uso em escala comercial.
Apesar de apresentarem menor cristalinidade, resisténcia mecanica e grau de polimerizagdo em
comparagdo com as membranas formadas em cultivo estatico, a possibilidade de gerar celulose
esférica abre uma gama de aplicacbes. As esferas de celulose podem ser usadas para
biodisponibilidade de medicamentos, adsorcdo de ions metalicos e contaminantes organicos
(Recouvreux et al., 2011).

Muitos estudos relacionados a producdo de celulose por cultivo agitado estdo sendo
realizados. No entanto, os pardmetros como o meio de cultura, velocidade de agitacdo, volume
do frasco, volume do meio inoculado e bactéria utilizada, ndo foram suficientemente avaliados
(Recouvreux et al., 2011).

No cultivo agitado ha tendéncia de formacéo de células mutantes negativas que crescem,
deixam o meio turvo, mas ndo produzem celulose (Wang et al., 2016). Estudos relatam que a
producéo de celulose bacteriana pode ser melhorada com a adi¢éo no meio de aditivos que inibam
a ocorréncia dessas mutacdes, por exemplo o etanol (Park et al., 2003) ou que interfiram na
viscosidade do meio, permitindo assim que as células figuem mais livres: agar (Bae et al., 2004),
alginato de sodio (Zhou et al., 2007), carboximetilcelulose (Cheng et al., 2009), xilana,
xiloglucana e pectina (Gu & Catchmark, 2012).

Nesse contexto, o presente trabalho estudou a influéncia da adigdo de etanol, e dos
polissacarideos hidrossoliveis carboximetilcelulose (CMC) e xilana, assim como duas diferentes
formas de agitacdo (com agitador magnético ou com agitagdo orbital) na producao de celulose
bacteriana.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Preparo do meio de cultura

Gluconacetobacter xylinus ATCC 53082 foi cultivada sob agitacdo em meio padréo da
literatura, HS (20 g/L de glicose, 5 g/L peptona, 5 g/L extrato de levedura, 1,15 g/L de &cido
citrico e 2,7 g/L de fosfato de sodio) (HESTRIN; SCHRAMM, 1954) com as seguintes variacdes:
HS sem aditivos, HS com adicdo de 1% de etanol (VETEC), HS com adicdo de 0,5% de
carboximetilcelulose (SIGMA) e HS com adicao de 0,5% de xilana (SIGMA).

2.2 Inoculacéo

Os meios preparados no item 2.1 foram inoculados com 3% da suspenséo de células (com
absorbéancia entre 0,04 a 0,06 medida em 600nm) (Espectro Micronal AJX). A fermentacao
ocorreu em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio por 7 dias a 28 °C, em duplicata,
com agitacao orbital em shaker (Marca Tecnal) (150 rpm) e em duplicata com agitador magnético
(Marca Ika) (100 rpm).



2.3 Purificagdo membranas

Ao final da fermentacdo, os meios foram centrifugados a 4500 rpm (Centrifuga Thermo
Scientific). As membranas obtidas foram purificadas por imersao com solugdo aquosa de dodecil
sulfato de sédio (SDS) a 2% por 2 horas (em 3 lavagens) para remog¢do dos residuos de célula
bacteriana. Em seguida, aquecidas numa solucéo aquosa de NaOH 1 mol/L a 80 °C por 30 min, e
entdo lavadas varias vezes com &gua deionizada. Por fim, as membranas foram submetidas a
liofilizacdo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve producéo de celulose em todos os meios avaliados nas duas condi¢des de agitacao.
No entanto, a adicdo de 1% etanol, 0,5% CMC e 0,5% de xilana ndo aumentou a produgéo de
celulose em relacéo ao obtido com 0 meio padrdo sem aditivos. A producdo em meio padrdo HS
sem aditivos foi superior a0 meio com aditivos em ambas as condicfes de agitagdo, sendo a
producdo maxima obtida no cultivo com agitacéo orbital (3,62 g/L). Observou-se que a produgdo
de celulose com agitagdo orbital em shaker (Figura 1) foi superior a producdo em agitador
magnético (Figura 2) para todos os meios de cultivo avaliados, sendo que para 1% etanol, 0,5%
CMC e 0,5% de xilana, os valores médios foram respectivamente de 1,07 g/L, 2,67 g/L e 3,48
o/L na produgdo com agitacdo orbital em shaker e de 0,88 g/L, 0,68 g/L e 1,54 g/L na producao
com agitador magnético. Tanto na produgdo com a agitacdo orbital quanto na produgdo com
agitador magnético, a xilana foi o aditivo que apresentou producdo mais proxima, ainda assim
inferior, a obtida em meio HS sem aditivos.
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Figura 1- Producéo de celulose bacteriana com e sem aditivos com agitagéo orbital.



PRODUCAO COM AGITADOR MAGNETICO
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Figura 2- Producdo de celulose bacteriana com e sem aditivos com agitador magnético.

Gu &Catchmark (2012) avaliaram o efeito da adi¢do de polimeros na fermentacgéo de G.
xylinus JCM 9730 (ATCC 700178). Essa cepa é modelo para producéo de celulose em esferas no
cultivo agitado. Entre os aditivos testados, aqueles que modificaram a viscosidade do meio,
favoreceram a producdo de celulose, mas alguns modificaram a macroestrutura da celulose
produzida, gerando assim celulose na forma de filamentos e asteriscos. Foi observado que a
adicdo de xilana aumentou a producgdo de celulose em 25%, sem alterar a formag&o de esferas e
apesar de ter reduzido a cristalinidade, ndo comprometeu a composi¢do quimica da celulose
obtida.

Cheng et al. (2009) também avaliaram o efeito da adicdo de diferentes compostos como
agar, carboximetilcelulose (CMC), celulose microcristalina e alginato e sodio na produgdo de
celulose bacteriana em cultivo agitado por G. xylinus JCM 9730 (ATCC 700178). Foi possivel
concluir que a adigdo de carboximetilcelulose favoreceu a producédo de celulose bacteriana, sem
alterar a forma de esferas, produzindo aproximadamente seis vezes mais que o controle, embora
tenha alterado as propriedades fisicas da celulose.

Além da viscosidade do meio, outro fator que pode afetar o rendimento na producéo de
CB, ¢ a formacao de células mutantes ndo produtoras de celulose. Park et al. (2003) concluiram
que a adicdo de 1% de etanol no meio inibiu a producéo de células mutantes de Gluconacetobacter
hansenii PJK (KCTC 10505BP) e quase dobrou a producéao de celulose em cultivo agitado.

Entre os aditivos testados, a CMC e o etanol, embora ndo tenham aumentado o
rendimento de celulose, favoreceram a producdo mais homogénea com formacao de celulose na
forma de pellets medindo de 3 a 5 mm de didmetro (Figura 3). A formac&o de pellets de celulose
possibilita a aplicacdo desses na area de biomedicina e nanotecnologia (Recouvreux et al., 2011).
Polissacarideos hidrossollveis, como xilana, CMC, agar e alginato de sédio podem dificultar a
coagulacdo da CB e assim aumentar o nimero de células livres no meio de cultivo favorecendo a
formacdo dos pellets (Wang et al., 2016).
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Figura 3 —Pellets de celulose bacteriana formada pela adi¢cdo de CMC ao meio de cultivo.

Estudos futuros envolvendo variacdo na velocidade de agitacdo, volume de indculo e
quantidade de aditivo no meio, devem ser realizados para otimizar a obtencdo de esferas de
celulose em meio HS com etanol e carboximetilcelulose.

4, CONCLUSAO

A producéo de celulose bacteriana em meio padrdo sem aditivos foi superior ao mesmo
meio com aditivos em ambas as condi¢cdes de agitagdo. Para todos os meios avaliados foi
observada producdo de celulose com agitagdo orbital superior a producdo com agitador
magnético. Foi possivel obter celulose em esferas homogéneas nos meios com etanol e
carboximetilcelulose com agitagdo magnética.
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