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RESUMO - O presente trabalho teve por objetivoiavaliferentes fontes de nitrogénio e a
interacdo das mesmas na producéo de celuloseibaat€CB) pela cep&. hansenii ATCC
1431. Inicialmente, foram avaliadas diferentes dentle nitrogénio (extrato de levedura,
milhocina, peptona, sulfato de aménio, nitrato ddis e ureia) adicionando estas ao meio
sintético, mantendo uma relacdo C/N fixa de 15,5 wmwos os meios avaliados.
Posteriormente, foi realizado um delineamento expmrtal a fim de verificar a interacao
entre fonte de origem organica e inorganica. Omx@ntos foram conduzidos por 7 dias
em fermentacéo estatica a 30°C e o pH inicial jisstado em 6,0. Os resultados obtidos na
primeira etapa mostraram que a melhor fonte orgéioico extrato de levedura e que sulfato
de amodnio apresentou aparente interacao positivatu@o, os resultados do planejamento
experimental mostraram efeito negativo tanto ddasulde amonio isolado quanto da
interacdo dele com extrato de levedura, para a fdex concentracdo de sulfato estudada.
Assim, a maior producao de celulose bacterian®@0gL) foi obtida sem sulfato de amoénio
e com concentracao de extrato de levedura maiegual a 12,5 g/L, ndo sendo observado
aumento significativo na producédo em concentragiseres que 12,5 g/L.

1. INTRODUCAO

A celulose sintetizada por microrganismos, conlecmmo celulose bacteriana (CB), é
um biopolimero obtido a partir da fermentacdo déomee cultura ricos em sacarideos. O
fato de ser quimicamente pura a distingue favora@ete da celulose obtida a partir da
biomassa vegetal, associada geralmente a ligninhemnicelulose. Além desta caracteristica,
a CB vem atraindo a atencao do meio cientificaced®gico pelo fato de ser biocompativel,
atoxica, ndo alergénica; apresentar alta porosjdeléeado grau de polimerizagéo, baixa
densidade e alta capacidade de absorcéo e retdegigua. Devido as suas caracteristicas e
peculiaridades, a CB pode ser aplicada na ind(gtrigenticia como espessante; na medicina,
como substituto temporario da pele humana e nondebémento de novos materiais
poliméricos (Rosst al., 1991).

A espécieG. hansenii identificada como uma espécie estritamente aeaplgam-
negativa, tem sido considerada um organismo mauaia o estudo da sintese de celulose
(Lyer et al., 2010). Dependendo da forma do processo (estaticagitado), existe uma
variagdo nas propriedades da CB obtida (Gataal., 1999). Nas condi¢bes de cultura
estacionaria, uma membrana espessa e gelatindSB éeacumulada na superficie do meio
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de cultivo, ao passo que em condicdes de cultutadag a celulose pode ser produzida na
forma de uma suspenséao fibrosa, pellets ou eqfi¢rgstynowiczt al., 2002).

Embora a celulose bacteriana esteja entre os [bogas de maior interesse, aspectos,
como o tipo de substrato e condi¢cdes de cultivoeppdambém influenciar o curso da
biossintese e consequentemente as propriedadegpiddimero obtido (Klemnet al., 2009).
Desde a descoberta da producéo da celulose baetevianeio sintético mais utilizado, meio
HS (Hestrin e Schramm, 1954), possui glicose camntefde carbono e extrato de levedura e
peptona como fontes de nitrogénio. Desta formaresgmte trabalho teve como objetivo
avaliar diferentes fontes de nitrogénio na produd@icelulose pela cefia hansenii ATCC
1431 em meio sintético.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Producéo da celulose

A cepaG. hansenii ATCC 1431, foi mantida em Agar manitol sob refraggio. O preé-
inoculo foi preparado com caldo manitol e incubad$C por 48-72 horas. O inoculo de 5%
(v/v) da suspensao de células@lehansenii foi adicionado ao meio sintético HS (20 g/L de
glicose, 1,15 g/L de acido citrico e 2,7 de fosfdeo sodio) com as diferentes fontes de
nitrogénio separadas ou combinadas (extrato delleagYE), milhocina, peptona, sulfato de
amonio, nitrato de sédio e ureia) mantendo umadel&/N fixa de 15,5. A fermentacao foi
realizada em Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mimd®, com pH inicial ajustado em
6,0, a 28C por 7 dias. Depois de selecionadas as fontesitdegénio, foi feito um
planejamento experimental do tipo Delineamento GustgpCentral Rotacional (DCCRJ.2

2.2. Purificagédo da celulose bacteriana

As peliculas obtidas na superficie dos meios diévoslforam purificadas por imersao
com solucdo aquosa de SDS a 2% por 2 horas (ena8edas) para remocao dos restos de
célula bacteriana. Em seguida, foram aquecidas rastogdo aquosa de NaOH 1M a 80°C
por 30min, e entdo lavadas com agua deionizadasvéezes para remocao do alcali residual
e secas em estufa a 65-70°C até peso constante.

2.3. Determinacéo do acgucar redutor

A concentracdo de acuUcares redutores foi determipatb método do DNS (Miller,
1959), utilizando glicose como padréao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, as fontes de nitrogénio foram avasguras e o extrato de levedura
resultou numa maior producdo da celulose bacteri@@05 = 0,057g/L) seguido da
milhocina (0,148 = 0,059 g/L). Quando as fontesfa®l assimilacdo, como a peptona, o
sulfato de amoénio, o nitrato de sodio e a ureiaarfo utilizados como Unica fonte de
nitrogénio, nao foi observada nem producéo de @stue nem consumo de glicose (Tabela
1). Como o meio HS tem uma fonte néo repressord (6B uma fonte de facil assimilacédo
(peptona), foi avaliada a influéncia da ureia, &olfde amoénio e nitrato de sédio com YE,
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mantendo a mesma relacdo C/N do meio HS. O resuttiatido com o sulfato de am®onio foi

praticamente igual ao obtido com 0 meio HS, masnalimento por substrato consumido foi
um pouco superior (3,29%) quando comparado ao rh&0(2,42%) indicando que o

metabolismo da bactéria neste meio favoreceu maisducao da celulose.

Tabela 1 — Comparacéo dos resultados nos diferentesios avaliados

Acucar redutor (g/L) | celulose (g/L)| pH | Aclcar consumido (g/L) | Y P/S
YE 2,65 0,405 4,71 17,35 2,34
Milhocina 4,18 0,148 3,33 15,82 0,93
Peptona 19,94 0,000 5,88 0,06 0,00
(NH,),SO, 20,38 0,000 5,80 0,00 0,00
NaNO4 20,18 0,000 5,90 0,00 0,00
Ureia 20,13 0,000 5,92 0,00 0,00
YE + Peptona (HS) 1,94 0,436 5,05 18,06 2,42
YE + Ureia 4,81 0,391 4,00 15,19 2,57
YE + (NH,),S0, 6,64 0,440 4,32 13,36 3,29
YE + Na NO4 8,77 0,064 3,41 11,23 0,57

Visando estudar a interacdo de fonte de nitrogérganica e inorganica na producéo de
celulose bacteriana, bem como as melhores cong¢éatade aplicagdo, aplicou-se a
metodologia de superficie de resposta (MSR) atrdeésm planejamento fatoriaf 2om 3
pontos centrais e 4 axiais. A producdo de celubzsgeriana, em g/L, foi definida como
variavel resposta. Os dados da matriz do delinemmdiem como as respostas
correlacionadas a cada ponto encontram-se na Tabela

Tabela 2 — Planejamento fatorial 2 avaliando efeito da fonte de nitrogénio na produgiide
celulose bacteriana (CB).

Ensaio Extrat(z(z (’erh(/e\xedo, X Sulfato((;f rﬁ;?/)o hio, % Producéo de CB (g/L)
1 3,6 0,7 0,432
2 21,4 4.3 0,442
3 3,6 4.3 0,312
4 21,4 0,7 0,858
5 0 2,5 0
6 25 2,5 0,624
7 12,5 0 0,856
8 12,5 10 0,540
9 12,5 2,5 0,582
10 12,5 2,5 0,639
11 12,5 2,5 0,525

Empregou-se a técnica da Analise de Variancia (ANDNMa analise dos resultados a
fim de se determinar qual o modelo seria utilizdddorma a obter o melhor ajuste aos dados
experimentais para a variavel resposta. A proddgioelulose variou de 0 a 0,858 g/L, nas
condi¢cdes estudadas para os 11 experimentos. Pewuiife entre estes pontos de minimo e
maximo foram maior do que a variacdo da producacetidose para as condi¢cdes de ponto
central A = 0,057). Assim, pOde-se observar, com confiarg®%Po, efeito significativo
tanto para concentracéo de sulfato de amonio queamiode extrato de levedo. Com base nos
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resultados, espera-se um aumento na producdo deo@Bo incremento de extrato de
levedura no meio. Ja o sulfato de aménio, mesmodjuassociado com extrato de levedura,
apresentou efeito negativo na producédo de celllastria. O efeito da interacdo das duas
fontes de nitrogénio também foi negativo, apesar nd® ter sido estatisticamente
significativo.

Assim, o modelo de segunda ordem néo-linear pgma@ucédo de celulose com as
variaveis codificadas incluindo apenas os parameastatisticamente significativos (p < 0,05)
€ expresso por:

Y. = 0,189 + 0,074% 0,002%> — 0,068% + 0,010%7, sendo X, a concentracao de
extrato de levedo exXa concentracdo de sulfato de amonio.

Analisando a ANOVA deste modelo, observou-se querro puro do modelo €&
pequeno, o que indica boa representatividade domé& = 0,96).

4. CONCLUSOES

Maior producdo de celulose bacteriana (0,856 g/bptdda sem sulfato de amoénio e
com concentragdo de extrato de levedura maior oal ig 12,5 g/L, ndo sendo observado
aumento significativo na producdo para concentsagbaiores que 12,5 g/L no intervalo
avaliado.
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