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INTRODUCAO

Os biopolimeros exibem alto potencial de uso em substitui¢do a plasticos e polimeros
sintéticos, por serem materiais biodegradaveis e renovaveis. Dentre estes, a celulose bacteriana
(CB) tem sido usada em aplicagbes farmacéuticas, biomédicas, membranas condutoras,
cosmeéticos e embalagens comestiveis/ inteligentes mas seu potencial pode ser muito maior se
a producao ocorrer em larga escala. No entanto, a producdo em escala industrial esbarra em
limitacGes como o alto custo dos meios de cultivo e baixo rendimento. A solucéo para reduzir
0 custo pode estar no uso de subprodutos da agroinddstria como meio de cultivo, por serem
boas fontes nutricionais, ao passo que minimizam 0s impactos ambientais causados pela
deposicdo do subproduto no ambiente. O objetivo do presente trabalho foi comparar o
rendimento de producdo da CB nos métodos agitado e estatico, usando o meio padrdo HS e
meios alternativos com suco de caju e melaco de soja. Além disso, o custo de producdo dos

meios utilizados foi avaliado economicamente.

FUNDAMENTACAO TEORICA
A CB se destaca por sua estrutura reticulada ultrafina, alta cristalinidade, resisténcia a
tracdo, hidrofilicidade e biocompatibilidade (LIN et al., 2013; ROUABHIA et al., 2014).

Vérios microrganismos podem produzir celulose bacteriana. Komagataeibacter xylinus
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se destaca pela capacidade de produzir CB com diferentes fontes de carbono e nitrogénio
(HUANG et al, 2014). O método de producdo pode ser estatico, bem elucidado, entretanto,
inviavel para escala industrial devido longo tempo de biossintese ou agitado, que exibe alto
rendimento e grande potencial para uso em escala comercial, mas o produto formado tem
qualidade inferior e pode levar a formacéao de células mutantes negativas que crescem, turvam
0 meio e ndo produzem celulose (RECOUVREUX et al., 2011; WANG et al., 2016).

O Brasil é 0 segundo maior produtor de soja do Brasil e o nordeste brasileiro é um
grande produtor de caju, cujo produto de maior importancia € a castanha (FONTES et al., 2013,
EMBRAPA, 2019). O suco de caju (SC) € rico em carboidratos e pobre em nitrogénio,
necessitando de suplementacdo, que pode ser feita com o0 melaco de soja, rica fonte desse
nutriente. Estudos realizados por Duarte et al., (2015), Pinheiro (2016) e Souza et al., (2020)

tém mostrado o uso desses subprodutos na producao de celulose bacteriana.

METODOLOGIA

Substratos
Os reagentes utilizados na elaboracio dos meios foram adquiridos na empresa Merck®.

O suco de caju foi coletado em Pacajus (Ceara, Brasil), 0 melaco de soja foi gentilmente doado
pela Selecta® soybean(Araguari, Minas Gerais, Brasil), armazenados em recipientes a 4 ° C até

a sua utilizagdo.

Caracterizacdo de substratos

O teor de proteinas foi determinado pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951), 0s
lipidios foram determinados com extracdo com éter usando um sistema automatico (Ankom
XT15, EUA). Os agUcares redutores totais (glicose e frutose) foram determinados pelo método

DNS (MILLER, 1959). Os resultados serdo apresentados com a média da triplicata.

Microrganismo e meios de cultura

A cepa K. xylinus ATCC 53582 foi utilizada para producdo de CB. Para o pré-indculo,
a bactéria foi inoculada em tubos contendo 5 mL de meio padrdo HS. Os tubos foram incubados
a 30 ° C por 48 h. Apos este periodo, os pré-indculos foram misturadas e usadas para inocular

0 meio.
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Meios de cultura

Meio HS: O meio padrdo usado neste estudo foi composto por (g L™1): glicose - 20;
peptona - 5; extrato de levedura - 5; fosfato dissodico (anidro) - 2,7; acido citrico (monohidrato)
- 1,15.

Meio suco de caju com extrato de levedura: O SC foi filtrado através de um filtro de
papel qualitativo (Unifil, Alemanha) para separar o material sélido em suspenséo. Os agucares
redutores foram determinados pelo método DNS e o suco foi diluido com agua destilada até a
concentracdo final de acucares redutores de 20 g L -1. Separadamente uma solucao de extrato
de levedura (10 g L) foi preparada e adicionada ao meio.

Meio suco de caju com melaco de soja: O SC filtrado foi diluido com &gua destilada
para 20 g L de aclcares redutores. O melaco de soja diluido a 12 g L™* foi adicionado como
fonte de nitrogénio.

Nos meios usados no cultivo agitado foram adicionados de 1,5% de

carboximetilcelulose.

Condicdes de producdo CB

Apos o preparo, em triplicata, os meios preparados foram distribuidos, 50 mL de cada
meio em Erlenmeyer de 250 mL e autoclavado a 121° C por 15. O indculo foi realizado de
acordo com a D.O. obtida. Os cultivos foram realizados a 30° C durante 3 dias em condigdes

estaticas e agitadas em Shaker 150 rpm para comparacéo.

Recuperacéo e purificagdo da celulose bacteriana

Apos a fermentacdo, o meio foi centrifugado (Thermo Fisher Sci-entific, Waltham, MA,
EUA) a 4000 rpm por 15 min. As membranas e géis de CB foram colhidos e purificadas por
tratamento com NaOH 1 M a 80 ° C durante 1 h (A CB produzida em meio alternativo passou
por uma etapa prévia com SDS). Por fim, a CB foi lavada com &gua destilada até pH 7,0 e
submetida a secagem em estufa por 24 h a 60°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacao do substrato

O suco de caju apresenta 105 g L™ de agucares redutores, 0,32 g 100 g ** de cinzas e
0,05 g 100 g de nitrogénio total. O melago contém 153 g L™! de aclcares redutores, 67 g L™
de proteinas e 11,62 g 100 g~' de cinzas, fontes nutricionais importantes para o0 crescimento
bacteriano (SIQUEIRA et al., 2008). Considerando que 0 suco de caju apesar de ser rico em
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acucares, é pobre em nitrogénio, o extrato de levedura e melaco de soja foram avaliados como

fonte de nitrogénio.

Producéo de celulose bacteriana

Devido a tendéncia de formacdo de células mutantes negativas em cultivo agitados,
estudos sugerem o uso de aditivos que inibam esse processo, como 0s polimeros, capazes de
reduzir a mutacdo por interferir na viscosidade do meio. Nesse estudo foi utilizada a
carboximetilcelulose por demonstrar consideravel aumento na producdo de CB, além de
favorecer a formacdo de pellets (CHENG et al., 2009). Os resultados obtidos no cultivo estatico
foram 2,02 g/L, 2,27 g/L e 2,25 g/L respectivamente para 0 meio padréo HS e alternativos caju
com extrato e caju com melago. Os resultados obtidos no cultivo agitado foram 2,86 g/L, 2,91
g/L e 2,66 g/L respectivamente para 0 meio padrdo HS e alternativos caju com extrato e caju

com melaco.

Figura 01: Rendimento de celulose bacteriana em cultivo estatico e agitado com meio padrdo e meios
alternativos apds 3 dias
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Fonte: Prépria (2021)

A adicdo de CMC ao cultivo agitado levou ao aumento do rendimento de CB, em
comparacao ao cultivo estatico para todos os meios testados, conforme pode ser observado na
Figura 1, viabilizando dessa forma o cultivo agitado em detrimento ao estatico. Dentre 0s meios
alternativos analisados, o cultivo agitado no meio suco de caju com extrato de levedura levou
ao maior rendimento (2,91 g/L). Ainda assim, 0 meio suco de caju com melago de soja também

se mostrou com rendimento satisfatorio nas condigdes testadas.

Custo dos meios de cultivo
Ao longo dos anos, diferentes subprodutos agroindustriais foram avaliados para a
producdo de CB (Fan et al., 2016; Glizel e Akipinar 2019) e a associagédo entre melaco de soja
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e suco de caju (Souza et al., 2019) apresentou resultado superior aos demais. Como pode ser
observado no Quadro 01 o uso de subprodutos agroindustriais suco de caju e melago de soja
possibilitou a reducdo dos custos do meio de cultivo. O meio suco de caju com extrato de
levedura reduziu em 40%, enquanto o meio suco de caju com melaco de soja reduziu em 70%
em comparagdo com o custo estimado para a produ¢do em meio HS.

Quadro 01: Custo do meio de cultivo padréo e alternativo sob agitaca

O
o©

Meio HS R$ Kg-1 reagente gL-1 Custo médio
Glicose 456 20 9,12
Extrato de levedura 933 5 4,66
Peptona 1760 5 8,80
Acido Citrico 560 1,5 0,84
Fosfato dissédico (anidro) 738 2,7 1,99
Carboximetilcelulose 912 10 9,12
Meio HS R$ L-1 34,54
Meio suco de caju com extrato de R$ L-1reagente | mL L-1 gL-1 Custo médio
levedura
Suco de caju 4,4 200 AT 0,88
Extrato de levedura 933 - 12 11,20
Carboximetilcelulose 912 - 10 9,12
Meio suco de caju com extrato de levedura R$ L-1 21,20
Meio suco de C:\(J;;Jacom melago de | R$ L-1 reagente mL L-1 gL-1 Custo médio
Suco de caju 4.4 200 AT 0,88
Melaco de soja 0,3 150 AT 0,04
Carboximetilcelulose 912 - 10 9,12
Meio suco de caju com melaco de soja R$ L-1 10,05

CONCLUSAO

Foi possivel produzir a celulose bacteriana usando meios alternativos tanto no método
agitado quanto no estatico. Em todos os meios avaliados, a producdo no cultivo agitado
adicionado de carboximetilcelulose 1% foi maior do que no cultivo estatico. A maior produgéo
de celulose (2,91 g/L) foi obtida em suco de caju com extrato de levedura, sendo esse

rendimento proximo ao obtido com o0 meio padrdo HS e com custo 40% inferior.
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