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RESUMO

A celulose bacteriana (CB) desperta grande interesse por parte dos pesquisadores por
apresentar estrutura nanométrica, alto indice de cristalinidade, alta porosidade,
biocompatibilidade e elevado potencial tecnologico. Diversas fontes de carbono alternativas
tém sido estudadas para a producdo de CB obtendo-se resultados satisfatorios quando
compara-se com métodos tradicionais que utilizam meio sintéticos. O objetivo do presente
trabalho consistiu em avaliar a producao de CB utilizando fontes agroindustriais (liquido de
sisal e suco de caju) como substrato, no cultivo de Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769
sob condigdes estaticas. Para tal, avaliou-se o efeito da concentracdo de agucares, pH e
suplementagdo do meio com fontes de nitrogénio na producdo de CB. Avaliou-se também a
eficiéncia da purificacdo e o grau de cristalinidade da CB obtida. A maior producao de CB foi
obtida apos cultivo da bactéria por 10 dias utilizando meio obtido através da diluicao do
liquido de sisal para 15 g/ de agucares, com ajuste de pH em 5 e suplementacdo do meio
com 7,5 g/L de extrato de levedura. Para o suco de caju a maior producao obtida foi de 0,34
g/L, apos 5 dias de cultivo e com meio ajustado para 50 g/LL de agucares. Quanto as
caracterizagoes térmicas (TGA e DSC), Raio X e FTIR, a CB obtida a partir do liquido do
sisal apresenta perfis semelhantes a CB obtida em meio padrdo. Conclui-se que o liquido do

sisal ¢ o substrato mais promissor para a producio de CB.

Palavras-chave: Celulose bacteriana, Liquido de sisal, Suco de caju, Gluconacetobacter

hansenii, Nanotecnologia, Agronegécio.



ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) is an interesting biomaterial for researchers because it presents
structure in nanoscale dimensions, high crystallinity degree, high porosity, biocompatibility,
and high technological potential. Alternative carbon sources have been studied to replace
traditional synthetic medium as a substrate for BC production, achieving satisfactory results.
The aim of this work was to evaluate BC production using agro-industrial sources (sisal juice
and cashew apple juice) as substrates in Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 cultivation
under static conditions. The effects of sugars concentration, pH, and nitrogen sources
supplementation were evaluated on the BC yield production. The efficiency of the BC
purification process and the crystallinity degree of BC were also evaluated. The higher yield
of BC was obtained after 10 days of cultivation in the medium based on sisal juice with the
following parameters: 15 g/L of sugars, pH 5, and nitrogen supplementation with 7.5 g/L of
yeast extract. When use cashew apple juice, the higher yield of BC was obtained after 5 days
of cultivation in the medium with 50 g/L of sugars. The BC from the sisal juice medium
presented similar TG, DSC, XRD, and FTIR characteristics to the BC from the standard

medium. Thus, the sisal juice is a suitable substrate for BC production.

Keywords: Bacterial cellulose, Sisal juice, Cashew apple juice, Gluconacetobacter hansenii,

Nanotechnology, Agribusiness.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o desenvolvimento de processos inseridos no ambito do conceito de
quimica verde para a producdo e aplicacdo de materiais biodegradaveis tem sido visto como
uma forma de aumentar a eficiéncia de processos convencionais € garantir a seguranca para o
meio ambiente. A celulose bacteriana (CB) ¢ um dos materiais mais estudados devido a sua

viabilidade e versatilidade.

Desde a sua descoberta e identificagdo em 1886, a CB tem despertado grande
interesse por parte dos pesquisadores. A principal motivagdao advém do fato de se tratar de um
material polimérico que apresenta propriedades e caracteristicas especiais possibilitando
aplicagdes diversas, dentre as quais o desenvolvimento de dispositivos médicos, compositos

resistentes e materiais biodegradaveis (YOSHINO et al., 2013; YOUSEFI et al., 2013).

A CB apresenta alta resisténcia mecanica, alto indice de cristalinidade, alta absor¢ao
de agua e biocompatibilidade. Tais caracteristicas possibilitam aplica¢des especificas desse
material principalmente na area biomédica. A CB ¢ obtida por processo fermentativo e
quando em cultivo estatico, apresenta-se sob a forma de uma pelicula. A CB ¢ obtida
principalmente pelo cultivo de bactérias do género Gluconacetobacter em meio contendo
acucares e nitrogénio organico (CHAWLA et al., 2009). O processo para a obtencdo de CB ¢
simples, apresentando diversas vantagens quando comparado ao processo de obtencdo da
celulose vegetal. A obtengdo de CB ocorre em tempo reduzido frente ao tempo de sintese
requerido para a celulose vegetal, ocorre sem uso de grandes extensdes de terra, sem
interferéncia climética e sem a geragdo de efluentes toxicos decorrentes do processo de
purificacdo. A purificagdo da CB ¢ mais simples pois a mesma apresenta apenas agucares,
c¢lulas microbianas ou outros metabolitos secunddrios como impurezas. A obtengdo de
celulose a partir da madeira se da através da obtengdo da polpa celuldsica utilizando
principalmente o método Kraft, onde a madeira ¢ submetida a tratamento quimico com uso de
soda caustica e sulfeto de sodio sob pressdo. Tal processo visa a purificacdo da celulose pela
remogao da lignina e hemicelulose, sendo um processo caro que gera muitos residuos nocivos
ao meio ambiente. Ja a CB ¢ obtida de forma pura, estando livre de lignina e hemicelulose, ja

que os micro-organismos nao produzem estes compostos.
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Atualmente, pesquisas envolvendo CB se concentram principalmente na avaliagdo de
meios de cultura alternativos para a obtencdo de CB e no desenvolvimento e aplicagdao de
biomateriais a partir dos mesmos (FU et al., 2013; KOWALSKA et al., 2013; LIN et al.,
2014). Dentre as aplicagdes, destaca-se o desenvolvimento de pele e vasos sanguineos
artificiais, tratamento de queimaduras e feridas, componentes de implantes dentarios, matriz
para transferéncia de farmacos e varios tipos de implantes. Na area de alimentos a CB tém
aplicacdo como agente emulsificante, dispersante, geleificante e substituto da gordura.
Aplicacdes em outras areas incluem desenvolvimento de compositos pela inser¢ao de diversos
tipos de substancias (hidroxiapatita, coldgeno e quitosana) para a obtencdo de materiais com
propriedades especificas, fabricagdo de papéis especiais, esponjas, membranas de alto-
falantes, meio de cultura para células animais, aerogéis e matriz para imobilizagdo de

proteinas e leveduras (DONINI ef al., 2010).

Diversos substratos alternativos t€ém sido estudados para a producao de CB como suco
de frutas, melaco de cana, caldo de cana, amido hidrolisado, agua e leite de coco, xarope de
acer, suco da casca de abacaxi, glicerol bruto, soro de queijo, palha de trigo, casca de arroz e
melago de beterraba (ALMEIDA et al., 2008; BAE; SHODA, 2004; CARREIRA et al. 2011;
CASTRO et al., 2011; CHAWLA et al., 2009; CHEN et al., 2013; GOELZER et al., 2009;
HUNGUND et al., 2013; KUROSUMI et al., 2009; ZENG et al., 2011). Em muitos casos, ¢
possivel alcangar uma produ¢do semelhante ou superior quando se compara com processos

que utilizam meios sintéticos.

No Nordeste, duas importantes culturas (sisal e caju) se destacam tanto pela
importancia econdmica quanto pela quantidade de residuos gerados em seu beneficiamento.
Na obtencdo da fibra de sisal, conhecida como uma das fibras duras mais importantes no
mundo, gera-se uma grande quantidade de residuo liquido que corresponde a
aproximadamente 80% do peso total das folhas. O Brasil ¢, atualmente, o principal produtor
de fibras de sisal no mundo e todo o residuo gerado tem sido descartado no campo de
produgdo (ANDRADE et al., 2013). Na produc¢do do caju, cujo principal produto de interesse
¢ a castanha, ha um desperdicio de 90% de todo o pedunculo gerado, que por sua vez
representa 90% do peso total do caju (FONTES et al., 2013). A produgdo de castanha no
mundo em 2011 foi de 4 milhdes de toneladas (AGENCIA, 2013; FAO, 2014).
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A agregacdo de valor ao liquido de sisal e ao suco de caju pode ser feita através da
obten¢do de produtos biotecnologicos por via fermentativa ja que tais residuos sao ricos em
nutrientes. O uso de fontes alternativas de carbono em processos fermentativos ¢ importante,
pois possibilita a redu¢do do impacto ambiental proveniente da disposi¢@o final dessas fontes,

reduzem o custo final do produto/processo e agregam valor as cadeias produtivas envolvidas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar e otimizar a producao de celulose bacteriana por G. hansenii ATCC 23769

por fermentacdo submersa em cultivo estatico utilizando residuos agroindustriais

como substrato.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a producdo de celulose bacteriana no liquido de sisal e suco de caju e

selecionar o substrato mais promissor.

e Otimizar a producdo de celulose bacteriana no substrato selecionado.

e Avaliar a estabilidade térmica, pureza, capacidade de absor¢do de 4gua e dimensao

das nanofibras da celulose bacteriana obtida nas condi¢des otimizadas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Celulose: Caracteristicas e fontes de obtencao

A celulose ¢ o polimero organico existente em maior abundancia na natureza, sendo
encontrada predominantemente em vegetais. Estima-se que por ano sejam produzidas 10"
toneladas das quais 6x10° sdo processadas pela industria de papel, téxtil e quimica
(LAVOINE et al., 2012). Segundo a associagdo Brasileira de celulose e papel, em 2011 foram
produzidas 13,92 milhdes de toneladas de celulose no Brasil colocando o mesmo na posi¢ao

de 4° maior produtor no mundo (BRACELPA, 2013).

A celulose ¢ um homopolissacarideo formado por subunidades de B-D-glicopiranose
unidas por ligacdes glicosidicas B-(1—>4). Independente da fonte, as cadeias de celulose sao
formadas por unidades repetidas de celobiose com grau de polimerizagao que pode variar de
10.000 a 15.000 (DONINI et al., 2010; LAVOINE et al., 2012). As cadeias de celulose
aparecem ligadas entre si através de pontes de hidrogénio inter e intra-moleculares formando
estruturas cristalinas insoltiveis em dgua. A estrutura quimica da glicose e celobiose ¢ um
esquema representativo das pontes de hidrogénio entre as cadeias de celulose sao

apresentados na Figura 1.

Figura 1 — Estruturas quimicas de: (a) B-Glicose (b) Celobiose (c) Esquema das pontes de

hidrogénio entre as cadeias
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Fonte: Glicose (2013), Celobiose (2013), Liga¢des (2013)
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Na natureza, a celulose pode ser encontrada em uma variedade de fontes, sendo a
principal delas de origem vegetal. A celulose pode ser encontrada no algoddo (Gossypium
hirsutum L.), nas raizes, na madeira de diversas espécies de plantas, em folhas como ¢ o caso
do sisal (Agave sisalana), em frutos e sementes. Outras fontes de celulose menos expressivas
incluem algumas espécies de invertebrados, animais marinhos (Urochordata) e fazendo parte
da composicao da parede celular de alguns géneros de algas, fungos e bactérias (DAELE et

al., 1992; LAVOINE et al., 2012; PIOTTO, 2003; SILVA et al., 2009).

A celulose vegetal representa a principal fonte de celulose com finalidade industrial,
sendo extraida principalmente da madeira do eucalipto (Eucalyptus) que pode apresentar até
45% de celulose em sua composicdo (PEREIRA et al., 2000). A celulose ¢ sintetizada na
planta apds polimerizacdo da glicose obtida por processo fotossintético e faz parte da
composicdo da parede celular vegetal estando naturalmente sob a forma de fibras

lignocelulosicas (SILVA et al., 2009).

Atualmente para a obtengdo da pasta celuldsica, que consiste em um material
constituido basicamente por celulose, ¢ necessario que a madeira seja submetida a processos
quimicos que envolvem principalmente o uso de soda céustica e sulfeto de sodio sob pressao
(método Kraft). O processo visa a separacdo da celulose dos demais constituintes da fibra a
saber lignina e hemicelulose que encontram-se ligadas através de interagdes quimicas. Porém
a remocdo completa da lignina s6 acontece com o uso de uma etapa extra de branqueamento
que envolve o uso de perdxido de hidrogénio e reagentes clorados (DAS, 2013; PIOTTO,
2003).

Em paralelo a forma convencional de obtencdo da celulose, processos biotecnologicos
de sintese enzimatica e fermentativa possibilitam a producao de celulose como forma
alternativa gerando estruturas celuldsicas nanoestruturadas, o que difere da celulose vegetal
(KOBAYASHI et al., 2001; KOBAYASHI et al., 1999; ROSS et al., 1991). O processo
fermentativo tras a vantagem de fornecer uma celulose livre de lignina e hemicelulose, além
de possuir alta cristalinidade. Além disso, a celulose microbiana, em especial a bacteriana,
destaca-se por apresentar caracteristicas desejaveis para aplicacdes em diferentes areas,
impulsionando pesquisas principalmente na area biomédica (DONINI et al., 2010; KLEMM
etal. 2001; KOBAYASHI ef al. 2001).
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3.2 Celulose bacteriana (CB)

A CB foi inicialmente observada em 1886 em uma fermentagao acética sob a forma de
uma substancia gelatinosa sobrenadante sendo identificada como celulose (BROWN, 1886).
Porém a existéncia da CB foi observada em épocas mais antigas com denominagdes distintas.
Um exemplo ¢ a mae do vinagre, que trata-se de uma espécie de pele espessa de ocorréncia
comum em fermentagdes acéticas. Outro exemplo € o produto denominado nata de coco que
teve origem nas Filipinas sendo uma sobremesa muito consumida até hoje na regido e em

paises proximos (Figura 2).

Figura 2 — Diferentes formas de apresentagdes de celulose bacteriana: (a) Mae do vinagre (b) Nata

de coco

Fonte: Mae (2013); Nata (2013)

A CB ¢ um produto microbiano extracelular produzido principalmente pela bactéria G.
hansenii, classificado como um homopolissacarideo quimicamente semelhante a celulose
vegetal, sendo portanto insoltivel em agua. Apos sintetizada a CB se organiza sob a forma de
uma estrutura composta por fibras de aproximadamente 70 nm de didmetro (Tabela 1)
(PECORARO et al., 2008). Tal estrutura pode formar um filme ou uma estrutura granulada e
gelatinosa dependendo das condi¢des de cultivo do micro-organismo (Figura 3) (KLEMM et
al., 2001; SHODA; SUGANO, 2005; YOSHINAGA et al., 1997). As aloformas de celulose
denominadas tipo I e tipo II podem ser encontradas na CB sintetizada por G. xylinus. A
celulose I, constituida por microfibrilas que se orientam de forma paralela e a celulose II,

composta por microfibrilas que se orientam de forma antiparalela. Os cristais de celulose tipo
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IT s3o termicamente mais estaveis do que os da celulose tipo I (CORREA, 2010; DONINI et
al., 2010).

Além de biocompativel, ndo toxica e ndo alergénica, a CB apresenta uma estrutura
tridimensional e uma nano-morfologia ndo encontrada em celulose de plantas, que resulta em
uma alta porosidade (=94%), baixa densidade, grande &rea superficial, permeabilidade
seletiva e alta capacidade de absorcao e retengao de agua (at¢ 200 vezes a sua massa seca) €
alta resisténcia mecanica (BACKDAHL et al., 2006; HELENIUS et al., 2006; HONG; QIU,
2008; KESHK et al., 2006; YAMANAKA et al., 1989). Quando seca a CB apresenta alta
hidrofilicidade superficial. Pecoraro e colaboradores (2008) comparam algumas propriedades

da celulose vegetal e bacteriana (Tabela 1).

Tabela 1 — Propriedades da celulose bacteriana e vegetal

Propriedade Celulose Vegetal Celulose Bacteriana
Largura da fibra (nm) 40 - 140 x 10 70 - 80
indice de cristalinidade (%) 56 - 65 65-79
Grau de polimerizacio 13-14x 10° 2-6x10°
Moédulo de Young (Gpa) 5,5-12,6 15-30
Quantidade de agua (%)* 60 98,5

Fonte: Pecoraro et al. (2008) * relacionada a absor¢ao em estado umido

As caracteristicas estruturais e fisicas da CB sdo bastante adequadas para o
desenvolvimento de curativos e outros dispositivos médicos € sao consideradas por muitos
autores como superiores quando comparadas com a celulose vegetal, despertando portanto
interesse para diversas aplicagdes biomédicas, impulsionando varias pesquisas na area. Dentre
as caracteristicas mais relevantes destaca-se o alto grau de cristalinidade da estrutura, que
pode apresentar fracdes cristalinas na ordem de 90% (CHAWLA et al., 2009). A alta
cristalinidade relaciona-se com a caracteristica de alta resisténcia mecanica comumente

apresentada pelas peliculas de CB.

A composicdo do meio de cultura, a linhagem produtora, o tempo de cultivo e demais
condi¢des de cultivo podem influenciar no indice de cristalinidade (IC) da CB que varia de 50
a 95%, sendo mais freqilientes valores acima de 70% (Tabela 2). J& a celulose vegetal

apresenta valores de IC de no maximo 72%.
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Tabela 2 — Indice de cristalinidade da celulose bacteriana e vegetal

Tipo de celulose IC (%) Microrganismo Meio Autores
Bacteriana 56 A. xylinum ATCC 23769 HS Goelzer et al. (2009)
74 G. medellensis HS Castro et al. (2012)
75,7 - 80,6 G. xylinus HS Sheykhnazari et al. (2011)
82 - 86.7 G. xylinus ATCC 10245, TFO HS Keshk (2014)
13693, 13772, 13773,
74 - 84 G. sacchari HS** Trovatii et al. (2011)
80-90 G. xylinus ATCC 53524 HS** Mikkelsen et al. (2009)
78,3 G. xylinus HS** Sheykhnazari et al. (2011)
62,8 G. xylinus HS*** Sheykhnazari et al. (2011)
50-95 G. xylinus ATCC 53524 Diversos Ruka ef al. (2012)
Glicose
55,6 G. xylinus ATCC 700178 Wong et al. (2009)
(5%)
Vegetal 65,7-72,2 . . Wong et al. (2009; 2012)
Micro cristalina 87,6 - 90,7 Wong et al. (2009; 2012)

*Nao se aplica; **Substituicao de glicose por outros agticares; *** Teor de glicose ajustado para (15g/L)

O processo de obtengao de CB ¢ relativamente simples quando comparado com a
obtencdo da celulose vegetal. Ocorre de forma rapida, sem uso de grandes extensdes de terra,
sem interferéncia climatica e livre da producao de efluentes toxicos durante o processo de
purificacdo. A obtengdo de celulose a partir da madeira ¢ um processo caro e gera muitos
residuos nocivos ao meio ambiente. Além dos compostos toxicos, a coloracdo e a carga
organica dos efluentes gerados podem comprometer o desenvolvimento da biota aquatica
proxima a descarga. Processos alternativos para o branqueamento da celulose sdo inviaveis
devido ao elevado custo e ndo reduzem suficientemente o impacto ambiental (BUNGAY,

1997; FONSECA et al., 2003).

A estrutura composta pelas células microbianas, matéria organica e a celulose
sintetizada ¢ denominada zoogléa e ap6s removida do meio fermentativo, pode ser submetida
a tratamento alcalino e aquecimento para purificagdo. Tal processo de purificacdo ¢€
considerado simples e facil de ser conduzido dando origem a uma forma de celulose com alto

grau de pureza (GEA et al., 2011; PECORARO et al, 2008).

Vérias pesquisas com foco em polissacarideos microbianos como base para o

desenvolvimento de biomateriais tém sido desenvolvidas. A CB ¢ um dos principais materiais
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estudados devido as suas caracteristicas adequadas para aplicacdes biomédicas ja
mencionadas, além da capacidade de formar barreira contra infec¢des aliada a baixa atividade
celulolitica por parte dos tecidos humanos (CZAJA et al., 2006; HOENICH, 2006). Dentre as
aplicagdes biomédicas destacam-se: desenvolvimento de pele artificial (FONTANA et al.,
1990), vasos sanguineos artificiais (KLEMM et al., 2001), tratamento de queimaduras, feridas
e ulceras através de curativos ou filmes antibacterianos (BIOCEL, 2013; BIONEXT, 2013;
FU et al.; GENGIFLEX, 2013; MENBRACEL, 2013; LIN et al., 2013; WEIL, 2011; YANG et
al., 2012), matriz para liberagdo controlada de antibidticos e farmacos (JIPA et al., 2012),
tratamento de nervos periféricos danificados (KOWALSKA et al., 2013), membrana auxiliar
em tratamento ortodontico (YOSHINO et al., 2013), implante meniscal (BODIN et al., 2007)
e cartilagem artificial (LOPES et al., 2011).

A utilizagdo da CB no desenvolvimento de materiais e compdsitos tem sido feita
principalmente através da inser¢ao de substancias como prata, fosfato, pectina, amido e silica;
e inser¢ao “in situ” de hidroxiapatita, coldgeno e PHB (DONINI et al., 2010; HUANG et al.,
2010; NAKAGAITO et al., 2005; RUKA et al., 2012). Compositos com a adicdo de
quitosana, por exemplo, podem melhorar as propriedades do material desenvolvido para

aplicacio biomédica (CIECHANSKA, 2004; LIN ef al., 2013)

Na industria de alimentos a CB pode ser usada como aditivo emulsificante,
dispersante, geleificante, como fibra dietética e clarificante de suco de frutas
(KRYSTYNOWICZ et al., 2000; SHI et al., 2013). A celulose desintegrada ¢ considerada um
estabilizante de baixa viscosidade podendo ser usado como substituto da gordura como ¢ o
caso do produto Cellulon® PX (CELULLON, 2013; CZAJA et al., 2006; OKIYAMA et al.,
1993; VANDAMME et al., 1998). O produto “nata de coco” ¢ descrito como sendo um
alimento apreciado nas Filipinas composto por CB produzida a partir de 4gua de coco ou suco
de abacaxi. O produto ¢ adogado e cozido antes de ser comercializado como uma sobremesa

(GOSSELE; SWINGS, 1985).

Diversas outras aplicagdes para CB incluem: papéis especiais (JOHNSON et al.,
1990), caixas acusticas ¢ fones de ouvido de alta fidelidade (IGUCHI et al., 2000), substrato
para OLED (Diodo emissor de luz organico) (UMMARTYOTIN et al., 2012), membrana de
sensor de glicose (AMMON et al., 1995), membranas de ultra-filtragdo (TAKAI ef al., 1991),
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suporte para imobilizacdo de proteinas, leveduras e enzimas (WU et al., 2008; WU e LIA,
2008; YAO et al., 2011); membranas de células combustiveis (EVANS et al., 2003), papel
eletronico (SHAH; BROWN, 2005), esponjas (ESPONJA, 2013), componente de meio de
cultura para células animais (WATANABE et al., 1993) e desenvolvimento de aerogéis (WU
et al., 2013). Em sua revisdo, Donini e colaboradores (2010) mencionam outras aplicagdes
como: roupas para esporte, material para tendas, uso em técnicas cromatograficas,
estabilizador de emulsdes em cosméticos, condicionadores, purificacdo de esgotos,

espessantes para tintas, adesivos e torniquetes.

3.2.1 Sintese

A CB pode ser produzida por varios géneros de bactérias: Gluconacetobacter ou
Acetobacter (DAYAL et al., 2013; SON et al., 2003; ZENG et al., 2011), Rhizobium
(WILLIAMS et al., 2008), Salmonella (BHOWMICK et al., 2011), Enterobacter (MA et al.,
2012), Escherichia (MONTEIRO et al., 2009), Vibrio (VISICK et al., 2009), Sarcina
(CANALE; WOLFE, 1964) ¢ Rhodococcus (TANSKUL et al., 2013). Chawla e
colaboradores (2009) mencionam que os géneros Alcaligenes, Agrobacterium,

Achromobacter, Aerobacter, Azotobacter, Pseudomonas também podem ser produtores de

CB.

As linhagens mais relevantes industrialmente pertencem ao  género
Gluconacetobacter. A espécie G. hansenii ¢ a principal linhagem produtora de CB, sendo
utilizada em diversos trabalhos e conhecida como micro-organismo padrao nos estudos. As
espécies A. xylinum (= A. xylinus), G. xylinum (=G. xylinus) e G. hansenii (=A. hansenii),
apresentam similaridades acima de 80% entre si (LISDIYANTI et al., 2006). As bactérias
desses géneros sdo bastonetes estritamente aerobicos, gram-negativos, toleram pH abaixo de 5
e podem ser encontrados naturalmente em frutas, vegetais, suco de frutas e bebidas alcodlicas.
Sao catalogadas no nivel 1 de biosseguranga sendo portanto ndo-patogénicos (ATCC, 2013;

KLEMM et al., 2001; MADALOZZO et al., 2008).

A sintese de CB ¢ complexa e envolve a conversao de actcares ou acidos organicos
em celulose estando intensamente relacionada com a expressao e atividade da enzima celulose

sintetase. A formagdo de celulose requer a expressdao de varios genes dos quais alguns ja
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foram identificados em plantas (SAXENA et al., 2001). O mecanismo para a produ¢do de
celulose tanto em plantas como em bactérias apresenta muitas semelhangas bioquimicas
dentre elas a producao endogena de alguns hormoénios de crescimento (QURESHI et al.,
2013). Um esquema com as principais vias metabolicas envolvidas na produ¢do de CB em

bactérias ¢ apresentado na Figura 3.

Figura 3 — Modelo hipotético das vias metabdlicas envolvidas na biossintese de CB

Glicose —— Acido gluconico
’
Frutose — Frutose-(Ta‘-fosfato = Glicose-6-fosfato —> Gluconato-6-fosfato
’ ¥
Frutose-1-fosfato — Frutose-1,6-difosfato ~ Glicose-1-fosfato Ribulose
it '
Piruvato *= Gliceraldeido-3-fosfato  UDP - Glicose

¢ l Complexo celulose sintase

Ciclo de Krebs Celulose
O2 — Cadeia respiratoria

Ciclo das pentoses

Fonte: Donini et al. (2010); Chawla et al. (2009)

De acordo com Donini e colaboradores (2010), as duas vias mais importantes na
sintese de CB sdo: a via das pentoses, que possibilita a oxidagdo dos carboidratos, € o ciclo de
Krebs, onde ocorre a oxidagdo dos acidos orgéanicos. Na bactéria G. xylinus a sintese de CB ¢
sustentada diretamente pela fosforilagdo de hexoses exdgenas e indiretamente pela via das
pentoses e gliconeogénese devido a auséncia da enzima fosfofrutoquinase-1 responsavel pela

catalise da reagdo de fosforilagao da frutose-6-fosfato a frutose-1,6-difosfato.

As cadeias de celulose na bactéria sdo sintetizadas proximo a membrana plasmatica
através de um sistema protéico complexo que se associa com poros na membrana
possibilitando a expulsdo da CB ao meio externo (SAXENA et al., 2001). Uma célula
bacteriana t€ém em média 100 poros em sua membrana. Durante a sintese, as cadeias de
celulose se agregam em fibrilas. As fibrilas cristalizam-se formando microfibras que por sua
vez se agregam em feixes. Por fim, os feixes interagem formando fitas (SHEZADA et al.,
2010). As fitas de celulose se entrelagcam formando a estrutura matricial responsavel pela

formagao do filme ou granulo de CB.



26

3.2.2 Varidveis de processo

A CB ¢ obtida por processo fermentativo submerso estatico ou agitado. Em meio
estatico, observa-se a formagao de uma pelicula de espessura variavel (em média de 1 a 2 cm)
na superficie do meio, sendo esta permedvel a liquidos e gases. A quantidade de CB
produzida e as caracteristicas estruturais da pelicula dependem das condigdes especificas de
processo que incluem: linhagem utilizada, composicdo do meio de cultura, relacao

volume/area e tempo de fermentacdo (CHAWLA et al., 2009).

A formagao da pelicula de celulose na superficie do meio de cultura € resultado de um
provéavel mecanismo de prote¢ao contra a radiagdo UV e outras condigdes adversas durante a
multiplicagdo do micro-organismo. A formagdo de celulose na superficie do meio funciona
também como uma barreira protetora contra o ataque de outras cepas e contaminagdo por
metais pesados além de auxiliar na difusdao de nutrientes. A CB ¢ estruturada em trés camadas
principais que variam em compactacao. As células microbianas mantem-se distribuidas no
interior da matriz estando a maior parte delas concentradas preferencialmente na camada

superior da pelicula (KLEMM et al., 2001; PECORARO et al., 2008).

Em meio agitado a CB pode formar granulos ou tornar o meio viscoso devido a
presenca de celulose em forma de estruturas gelatinosas. Tal cultivo ¢ geralmente utilizado
quando se deseja aumentar a producdo de celulose em massa e quando a formacao da pelicula
nao ¢ de interesse. A escolha de cada um dos dois casos vai depender do tipo de aplicagdo que
se deseja dar ao produto formado. Deve-se considerar também que as propriedades podem
diferir como ¢ o caso da resisténcia mecanica que ¢ inferior na CB obtida em meio agitado.
Virios estudos mostram a producdo de CB em biorreatores ¢ em frascos sob agitacao
(KOUDA et al., 1997; KOUDA et al., 1998; WATANABE et al. 1998; YANG et al. 1998;
YAN et al., 2008). Uma das desvantagens do processo agitado ¢ a possibilidade da formagao
de células mutantes que perdem a capacidade de sintetizar celulose. Tal mutag¢do ¢ causada
pelo estresse resultante do cisalhamento do meio nas células (KRYSTYNOWICZ et al., 2000;
HUNGUND; GUPTA, 2010).

O principal meio de cultivo usado nos estudos para selecao e producao de CB ¢ o meio

sintético HS mencionado em Hestrin e Schramm (1954) composto por glicose e acido citrico
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como fontes de carbono e peptona e extrato de levedura como fonte de nitrogénio. Outros
agucares (frutose, sacarose, manitol, xilose e arabinose) tém sido estudados para produzir CB,
podendo ser usados principalmente por substituicdo da glicose em meio HS. Meios
alternativos incluem em sua composi¢do outras fontes de carbono como glicerol e acidos

organicos (ISHIHARA et al., 2002; KESHK; SAMESHIMA, 2006).

Castro e colaboradores (2012) avaliaram a produg¢do de CB por Gluconacetobacter
swingsii utilizando varios aclcares em substituicdo a glicose em meio HS (maltose, frutose,
celobiose, manitol, xilose, sacarose e galactose) e observaram que a utilizacdo de tais fontes
nao proporcionou maior produgdo. De acordo com os autores, o uso de meios com glicose ¢
mais vantajoso pois a bactéria utiliza essa fonte de carbono nao s6 como fonte energética mas
também como percussor para a formacdo da propria celulose. Em contraponto, Hong e Qiu
(2008) e Yodsuwan e colaboradores (2012), utilizando a cepa G. xylinus, consideram que
manitol e frutose sdo as melhores fontes de carbono para a sintese de CB. Keshk e Sameshima
(2006) avaliaram 16 fontes de carbono e obtiveram uma produc¢do significativa de CB

somente com o uso de glicose, frutose, inositol e glicerol.

Sheykhnazari e colaboradores (2011) avaliaram a produ¢dao de CB por G. xylinus em
trés diferentes formulacdes de meios contendo glicose ou manitol. Os autores constataram que
a composi¢do quimica do meio e o tempo de incubagdo exercem influéncia na producao de
CB, formacao do numero de ramificagdes das nanofibras ¢ no indice de cristalinidade. Nao foi
observado um aumento significativo na producdo de CB apds 14 dias de incubagdao com

redug¢do no indice de cristalinidade da CB apos esse tempo.

Panesar e colaboradores (2012) estudaram a influéncia de 5 fatores na produciao de CB
por Acetobacter aceti MTCC 2623 através de planejamento experimental CCD usando meio
HS modificado. De acordo com os autores, os fatores mais relevantes para a producao sao pH,
temperatura e tempo de incubagdo. A condi¢do 6tima definida pelo planejamento aplicado foi:
glicose (22,5 g/L); nitrato de soédio (11,5 g/L); pH (6,9); temperatura (27,47°C) e tempo de
incubagdo (6,62 dias).

Variagdes no pH durante o processo fermentativo resultam em aumento ou redugdo no

consumo de agtcares devido a alteragdes na atividade e sintese enzimatica, divisdo celular e
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solubilidade dos nutrientes disponiveis. Meios com diferentes condi¢gdes iniciais de pH
conduzem a respostas distintas quanto a producdo de CB (DIMAGUILA, 1967; PANESAR et
al., 2012). O decréscimo no pH observado na maioria dos estudos durante a fermentagao
ocorre devido ao acumulo de acido gluconico, acético e/ou latico (CHAWLA et al., 2009). A
formag¢ao de CB pode ser observada na faixa de pH de 3 a 7. Os melhores rendimentos variam
de acordo com a espécie utilizada porém, a faixa que apresenta melhores resultados estd entre
4 e 6. Entretanto algumas linhagens podem se desenvolver bem em pH abaixo de 4. Castro et
al. (2012) observou que a maior producdo de CB foi obtida pelo cultivo de G. medellensisem

em meio HS modificado com pH 3,5.

Naritomi et al. (1998) observaram que a produgdao de CB pode ser aumentada no
cultivo de A. xylinum sucrofermentans BPR3OOIA utilizando meio com frutose
suplementado com lactato. Son ef al. (2003) formularam um meio suplementado com vérios
sais, etanol e nicotidamina obtendo uma producao 2,6 vezes maior (4,6g/L) do que quando
utilizaram meio HS. Varios trabalhos mencionam que a produg¢ao de CB pode ser aumentada
apos suplementacdo do meio com: etanol (PARK et al., 2003), cha verde (NGUYEN et al.,
2008), lignosulfonato (KESHK; SAMESHIMA et al., 2006), alginato de soédio (ZHOU et al.,
2007) e vitamina C (KESHK, 2014).

3.3 Fontes alternativas para a producio de CB

E possivel o desenvolvimento de processos para a producio de CB em meios
alternativos com foco principal na utilizagdo de produtos ou residuos da agroindustria. Tais
produtos contém algum tipo de agucar ou carboidrato em sua composi¢do e podem ser
considerados fontes de carbono em potencial para processos fermentativos. A producao de CB
em meios alternativos pode ser semelhante ou superior quando se compara com a producao
convencional que utiliza meios sintéticos. Dados da produ¢ao de CB em diferentes condigdes
que variam em utilizagdo de meios alternativos e linhagens na literatura sdo apresentados na

Tabela 3.



29

Tabela 3: Produgdo de CB sob diferentes condi¢des e micro-organismos

Fonte Actcar total (g/LL) CB (g/L) Micro-organismo Autor
Xarope de Acer 30 1,51 A. xylinum BPR 2001 Zeng et al. (2011)
Melago de cana** 50 2,21 Acetobacter sp. V6. Jung at al. (2010)
10 =1 Acetobacter sp. V6. Jung at al. (2010)
20 =14 Acetobacter sp. V6. Jung at al. (2010)
20 5,75 G. persimmonis Hungund et al. (2013)
23 5,14 A. xylinum BPR 2001 Bae e Shoda (2004)
Licor de milho 40 2,36 Acetobacter sp. V6. Jung at al. (2010)
20 =1,7 Acetobacter sp. V6. Jung at al. (2010)
Suco de meldo 20 8,08 G. persimmonis Hungund et al. (2013)
Suco de melancia 20 5,98 G. persimmonis Hungund e al. (2013)
Suco de laranja 20 6,18 G. persimmonis Hungund et al. (2013)
73 5,9 A. xylinum NBRC 19693 Kurosumi et al.
(2009)
Suco de abacaxi 89 4,1 A. xylinum NBRC 19694 Kurosumi et al.
(2009)
Glicose* 10 1,12 Acetobacter sp. V6. Jung at al. (2010)
10 1,72 G. hansenii PJK Jung at al. (2005)
15 4,16 Acetobacter sp. V6 Son et al. (2003)
20 1,58 Acetobacter sp. V7 Son et al. (2003)
20 1,29 Acetobacter sp. V8 Jung at al. (2010)
20 2,7 G. sacchari Trovatti et al. (2011)
22,5 1,73 A. aceti MTCC 2623 Panesar et al. (2012)

* Meio sintético; ** Hidrolisado

Em muitos casos, para uma producao significativa, se faz necessario que a fonte
alternativa seja suplementada com nutrientes como extrato de levedura, peptona e minerais.
Kurosumi et al. (2009) avaliaram a producdo de CB por 4. xylinum utilizando diferentes
sucos de frutas (laranja, abacaxi, mag¢a, uva e péra). O melhor resultado (6,9 + 0,2 g/L) foi
obtido quando se utilizou meio composto por suco de laranja suplementado com peptona. Os
autores consideraram a suplementacdo com uma fonte proteica indispensavel para a obtenc¢ao
de maiores rendimentos. Hungund er al. (2013) também avaliaram varios outros sucos
(abacaxi, tomate, laranja, melancia, roma e meldo) dentre outras fontes alternativas (melago

de cana, amido hidrolisado, caldo de cana, dgua de coco e leite de coco). Houve uma boa
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produgdo de CB (2,75 a 8,08 g/L) em todas as fontes avaliadas porém os meios foram

suplementados com fontes de nitrogénio na mesma propor¢do do meio HS.

Carreira et al. (2011) avaliaram o uso de varios residuos dentre eles soro de queijo,
casca de uva e glicerol bruto em meio estatico. No estudo observou-se a necessidade da
diluicao e suplementacdo adequada dos residuos para que a produgdo possa ser eficiente.
Zeng at al. (2011) avaliaram o uso de xarope de acer para produgao de CB por 4. xylinum
através de planejamento experimental obtendo o melhor resultado com o ajuste do meio para
uma concentragdo de 30 g/L de acucares e adi¢do de acidos organicos, extrato de levedura e
sais ao meio. Castro et al. (2011) avaliaram o suco da casca de abacaxi e caldo de cana como
substratos para a linhagem G. swingsii sp. Os autores consideraram ser possivel a utilizagao
de residuos contendo aglicares uma vez que a estrutura quimica da CB obtida ndo difere
quando comparada com a CB obtida pelo método padrdo (cultivo em meio HS). A produgao
de CB utilizando suco da casca do abacaxi foi superior (2,8 g/L) quando comparada com o

meio HS (2,1 g/L).

Trabalhos mostram a producdo de CB através da utilizagdo de varios outros produtos
ou residuos: p6 de Konjac hidrolisado (HONG; QIU, 2008), palha de trigo (CHEN et al.,
2013), casca de arroz (GOELZER et al., 2009), residuo da industria cervejeira (HA et al.,
2008), residuo seco da produgdo de azeite (GOMES et al., 2013), melago de cana (BAE;
SHODA, 2004), agua de coco (ALMEIDA et al., 2008), amido e melaco de beterraba
(CHAWLA et al., 2009; KUROSUMI et al., 2009).

3.3.1 Liquido de sisal

O sisal (Agave sisalana) ¢ uma planta de origem mexicana introduzida no Brasil em
1910. Desde o final da década de 30, seu plantio ¢ direcionado para a producao da fibra de
sisal, classificada como fibra dura e corresponde a 70% de toda a producdo de fibras desse
tipo. Em 2012 a produ¢do mundial de sisal foi de 220 mil toneladas tendo o Brasil como o
principal produtor (40%). A boa adaptacdo da planta as condigdes climaticas de regides como
a Bahia transformou o cultivo para a produc¢ao de fibra em um dos principais meios de
sustento de 150 mil familias. A produgdo de fibras de sisal representa 90% do total de fibras

desse tipo produzidas no Brasil, gerando 80 milhdes de ddlares em divisas e mais de meio
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milhdo de empregos diretos e indiretos (ANDRADE et al., 2013; FAO, 2014; LI et al., 2000;
MARTIN et al., 2009).

A fibra do sisal beneficiada é usada industrialmente na fabricagdao de fios, cordas,
tapetes, capachos, mantas, cabos para navios, sacos, estofamentos, pasta celuldsica, papéis
finos e compdsitos plasticos. No artesanato, ¢ utilizada para confec¢ao de diversos produtos
como bolsas, tapetes manuais de macramé e trico, descansadores para panelas, porta joias e

porta material didatico (ANDRADE et al., 2013).

O liquido de sisal ou suco de sisal corresponde a fragao liquida de toda a matéria
descartada no processo de obtencao da fibra, sendo obtido através de prensagem das folhas de
sisal (Figura 5). Do peso total das folhas processadas, uma pequena parte (4%) corresponde a
fibra e o restante ao residuo que ¢ composto por fracdo solida (16%) e fracao liquida (80%)
(Figura 4). A fragdo liquida ¢ composta por dgua (em média 85%), tecido parenquimal, fibras
curtas, metabolitos primarios e secundarios, compostos inorganicos, proteinas e carboidratos

fermentesciveis (ANDRADE et al., 2013; BRANCO et al., 2010; SANTOS et al., 2013).

Figura 4 - Propor¢ao dos produtos da cadeia produtiva do sisal

m Fibra de sisal Residuo sélido m Liquido de Sisal

Fonte: Andrade ef al. (2013)



32

Figura 5 - Etapas da obten¢ao do liquido de sisal : (a, b) prensa hidraulica mével (c,d) coleta do liquido de

sisal (e,f) residuo solido

Fonte: Silva ef al. (2010)

De acordo com Branco (2010), o teor de agucares no liquido de sisal pode variar de 35
a 65 g/L e espécies do género Agave sdo conhecidas por produzirem grandes quantidades de
acucares. Neto (2005) caracterizou o liquido de sisal “in natura” encontrando 26,1 g/L de
agucares ¢ 6,6 g/LL de proteinas. O liquido de sisal ¢ fonte de diversas outras substancias como
saponinas, ceras, pigmentos, xantofila, pectina, 4acido oxalico, acido citrico, acido lactico,

amido, etanol e minerais (SILVA; BELTRAQ, 1999; SANTOS et al., 2013).

Nao se tem conhecimento sobre o uso do liquido de sisal industrialmente e atualmente
ele ¢ desperdigado sendo langado diretamente no campo, o que gera contaminagdo do solo.
Alguns pesquisadores estudaram a possibilidade de uso como agente bioinseticida e bio-
herbicida para Culex quinquefasciatus, uso na alimentacdo de ruminantes, biofertilizantes,
aplicagcdes na area farmacéutica e uso como substrato para a produgdao de etanol e goma
xantana (BRANDAO et al., 2011; CAMPOS, 2010; PIZARRO et al., 1999; SILVA;
BELTRAO, 1999; SILVA et al., 2010). Considerando a grande quantidade de sisal produzida
mundialmente, e suas potencialidades de uso, faz-se necessario pesquisas que avaliem a
viabilidade do aproveitamento do liquido de sisal, como forma de agregar valor a essa

importante cadeia agroindustrial.
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3.3.2 Suco de caju

De acordo com a instru¢dao normativa de n° 01, de 7 de Janeiro de 2000, suco de caju
integral ¢ a bebida ndo fermentada e ndo diluida, obtida da parte comestivel do pedunculo do
caju (Anacardium ocidentale, L.), através de processo tecnologico adequado. Tal suco
representa uma das principais formas de aproveitamento do pedinculo de caju que ¢ um
subproduto do processamento da castanha. Em 2011 foram produzidas 4 milhdes de toneladas
de castanha no mundo sendo 11% delas produzidas no Brasil (FAO, 2014). A producdo de
castanha de caju no Brasil se concentra no Nordeste abrangendo 95% de toda produgdo

nacional sendo considerada uma das principais atividades agroindustriais da regido.

Atualmente, grande parte (90%) do pedinculo resultante do processamento da
castanha ¢ desperdigada mesmo com as varias formas de aproveitamento existentes na
alimentagdo humana (suco, cajuina, geléia e doces) (Figura 6) (FONTES et al., 2013). Tanto o
pedinculo como o suco de caju sdo fontes de varios nutrientes como vitamina C, célcio,
fosforo, antioxidantes, aminoacidos e principalmente agucares que apresenta valores de até
150 g/L (BARRETO et al., 2007; MAIA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002; PAIVA et al.,
2000; SANCHO et al., 2007).

Figura 6 - Propor¢ao dos produtos da cadeia produtiva do caju

m Castanha Ped. Aproveitado m Ped.Desperdicado

Fonte: Fontes et al. (2013)
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O suco de caju tem despertando interesse na area de processos fermentativos por
apresentar uma alternativa vidvel para a agregacdo de valor a residuos e produtos da
agroindustria, sendo estudado para a producdo de diversos tipos de substancias como
biossurfactantes, proteinas unicelulares, oligossacarideos e outras (BORGES et al., 1999;
CHAGAS et al., 2007; FONTES et al., 2013; HONORATO et al.; 2007; OLIVEIRA et al.,
2013; RABELO et al., 2009; SHENOY et al., 2011).
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencio e caracterizacdo dos substratos

O liquido de sisal foi produzido pela Embrapa Algoddo, em sistema produtivo
localizado em Pocinhos - PB. O pedunculo do caju foi coletado no campo experimental de
Pacajus da Embrapa Agroinduastria Tropical e processado através de prensagem para a
obtenc¢ao do suco. As amostras foram armazenadas a -18°C em frascos de 1L e descongeladas

no momento da realizacao dos ensaios.

As determinagdes analiticas descritas a seguir foram realizadas nas amostras de
liquido de sisal e suco de caju esterilizadas a 121°C por 15 minutos. O teor de s6lidos soluveis
totais (SST) e pH foram determinados seguindo a recomendagdo do Instituto Adolfo Lutz
(IAL, 2008). A determinacao de acucares (glicose, frutose e sacarose) foi feita por HPLC com
coluna Varian PL Hi-Plex Ca 8um (300 x 7.7mm) mantida a 60 °C, detector de indice de
refracdo Varian 355 RI Pro Star. Em paralelo, agucares redutores e totais foram determinados
pelo método de DNS descrito por Miller (1959) utilizando glicose como padrdo. Para
aclcares totais, as amostras foram submetidas a hidrolise acida previamente. Os compostos
fenolicos totais foram determinados por espectroscopia usando o método de Folin-Ciocalteau
com &cido galico como padrdo (ROGINSKY; LISSI, 2005). O teor de nitrogénio total e
proteina foi determinado pelo método de Kjeldahl (YASUHARA; NOKIHARA, 2001).

4.2 Producao de CB utilizando substratos alternativos

Para a avaliagdo da producdo de CB a partir do liquido de sisal e suco de caju, a
linhagem G. hansenii ATCC 23769, adquirida junto 4 funda¢ao André Tosello (codigo: CCT
1431), foi cultivada sob condi¢des estaticas a 30°C (B.O.D) nos meios devidamente
formulados, conforme cada etapa do estudo (ver topicos 4.2.4 a 4.2.8). O cultivo estatico foi
iniciado ap6s inoculacdo e distribui¢do de 100 mL de meio em placa de Petri de 14,5 cm de
diametro em todos os casos, exceto na etapa descrita no item 4.2.8 quando se utilizou frascos
tipo Schott de 250 mL (Figura 7). As placas foram fechadas com suas respectivas tampas

antes de serem conduzidas para a B.O.D.
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Figura 7 - Recipientes utilizados para o cultivo estatico de G. hansenii ATCC 23769 : (a)

placa de Petri de 14,5 cm de didmetro (4rea superficial de 165 cm®) (b) frasco tipo Schott
de 250 mL (area superficial de 28 cm?)

4.2.1 Preparo dos meios e inoculo

Apos filtragdo do suco de caju e liquido de sisal em membrana de 20 pm, diluigdo,
ajuste de pH e suplementagdo (quando necessario), procedeu-se a esterilizagdo dos meios,
conduzida a 121°C por 15 minutos (calor umido). Realizou-se uma segunda filtragdo

assepticamente visando a remogao de precipitados antes da inoculagao.

A linhagem G. hansenii ATCC 23769, previamente mantida a -18°C em glicerol
(20%), foi ativada em meio caldo manitol (composi¢cdo em g/L: extrato de levedura, 5;
peptona, 3; D-manitol, 2,5) e incubada a 30°C por 2 dias sob condig¢des estaticas. O indculo
foi preparado apos transferéncia de 3% (v/v) da cultura em caldo manitol para o meio HS e
apos 24 horas de incubagdo a 30°C, foi realizada uma nova transferéncia de 3% (v/v) desta
cultura para um novo meio HS sendo este finalmente incubado a 30°C por 3 dias. A

composi¢ao do meio HS ¢ mostrada da Tabela 5.

O tempo de incubagdo ideal no preparo do inéculo (3 dias) foi determinado através de
um experimento prévio onde foi possivel acompanhar a variacdo da quantidade de biomassa

através de leitura espectrométrica a 600 nm, por até 9 dias de incubagio (APENDICE A).
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4.2.2 Determinacoes analiticas

Apo6s as fermentagdes, as peliculas de celulose foram recolhidas e os meios
fermentados submetidos as andlises de agucares totais pelo método de DNS (MILLER, 1959)

e pH. Para a andlise de a¢tcares os meios foram filtrados em membranas de 0,2 nm.

A massa seca de celulose foi determinada através de secagem e pesagem da pelicula
purificada em balanca de infravermelho (170°C). O rendimento de celulose Yps (%) foi
calculado conforme a equagdo (1) onde mCB ¢ a massa seca de celulose produzida, S; a

quantidade de agtcar inicial e Sy a quantidade de agtcar final no meio fermentado.

Yess (%) = (mCB/ (S; - Sp) ) * 100 (1)

4.2.3 Purificacgdo das peliculas de CB

As peliculas de CB foram purificadas através de tratamento alcalino antes da
determinagdo de massa seca. Para tal, as peliculas foram lavadas com agua e submetidas a
tratamento térmico a 80°C imersas em solu¢ao de NaOH 1IN + H,0, 1% (v/v) por uma hora,
na propor¢do de 100 mL de solu¢do para cada pelicula. Em seguida, as peliculas foram
lavadas em agua destilada até a neutralizacdo. A metodologia utilizada foi baseada em
diversos trabalhos que utilizam tratamento alcalino de forma diferenciada (GEA et al., 2011;

GEORGE et al., 2005; GEORGE et al., 2008).

4.2.4 Selecdo do substrato alternativo

A primeira etapa do estudo envolveu a comparagdo da producdo de CB a partir dos
dois substratos a fim de selecionar o mais promissor para a otimizagao nas etapas seguintes. A
producao de CB foi avaliada na faixa de concentragao de agtcar inicial de 2,5 a 15 g/L para o
liquido de sisal e 2,5 g/LL a 100 g/L para o suco de caju. Tais teores foram obtidos através de

diluicdes do substrato bruto, com base no teor de agucar determinado na etapa de
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caracterizagdo. As fermentagdes ocorreram em cultivo estatico, a 30°C, por 5 dias. O pH do

meio foi ajustado para 5.

4.2.5 Efeito do pH inicial do meio na producdo de CB

Apos selegdo do substrato avaliou-se a influéncia do pH inicial do meio na produgao
de CB. O teor de agucar foi ajustado para a concentragdo que promoveu maior producao de
CB e maior rendimento durante a etapa de selecao do substrato. A faixa de pH estudada foi de
3 a &, sendo ajustados com HCI ou NaOH. As fermentagdes ocorreram em cultivo estatico, a

30°C por 5 dias.

4.2.6 Efeito da suplementacdo do meio com fontes de nitrogénio na producdo de CB

Apo6s a determinacdo da concentragdo de agucar e pH ideais (itens 4.2.4 e 4.2.5)
avaliou-se a influéncia da suplementacdo do meio com fontes de nitrogénio através de um
planejamento experimental 2* completo com ponto central e axial (Tabela 4). Avaliou-se o
efeito da adi¢@o de extrato de levedura e/ou sulfato de amoénio na faixa que variou de 0 a 15
g/L para o extrato de levedura e de 0 a 10 g/L para o sulfato de amonio. A producao de CB
(g/L) e o rendimento Yp/s (%) foram definidos como variaveis resposta. O tempo de cultivo

manteve-se em 35 dias.

Tabela 4 - Niveis codificados das variaveis do planejamento fatorial 2> para avaliagio do efeito da

suplementagdo de fonte de nitrogénio organica e inorgénica

Niveis
Variaveis (g/L)
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Extrato de levedura (X;) 0 2,2 7,5 12,8 15
Sulfato de amonio (X3) 0 1,5 5 8,5 10

4.2.7 Efeito do tempo de cultivo na producgdio de CB

A producao de CB foi avaliada por até 22 dias de fermentacgao utilizando-se o meio de
cultura otimizado na etapa anterior do estudo ao qual denominou-se M SISAL. Em paralelo,

conduziu-se 0 mesmo processo com o meio sintético HS e HS modificado (HS MOD). No
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meio HS MOD, a composi¢ao quimica foi ajustada com peptona de caseina para uma mesma
relagdo carbono/nitrogénio (C/N) do meio M SISAL. A composi¢ao dos meios estudados ¢

mostrada na Tabela 5.

Tabela 5 - Composi¢do dos meios de cultura utilizados no estudo do tempo de cultivo

Componente (g/L) M SISAL HS MOD HS
Glicose 12,50 12,50 20,0
Sacarose 1,49 1,49 0,00
Frutose 1,17 1,17 0,00
Proteina* 3,84 7,43 5,00
Acido citrico 0,00 0,00 1,15
Fosfato de sodio 0,00 0,00 2,75
Extrato de Levedura 7,50 7,50 5,00

* para 0 meio M SISAL o termo proteina ¢ referente ao valor estimado pelo método de Kjeldahl na fonte

alternativa original. Para o meio HS MOD e HS o termo proteina representa apenas peptona.

4.2.8 Efeito da relacdao volume/drea na producio de CB

A producio de CB em g/L, g/m” ¢ a espessura da pelicula foram avaliadas em funcéo
da quantidade de meio utilizado na incubagdo. Para tal, a bactéria G. hansenii ATCC 23769
foi incubada no meio M SISAL em frasco tipo Schott de 250 mL. A quantidade de meio
utilizada variou de 17 a 102 mL correspondendo as relagcdes volume/area de 0,6 a 3,6
mL/cm?. O célculo da area superficial AS seguiu a férmula (2) onde R representa o raio da
sessdo circular do recipiente de cultivo. A espessura da pelicula purificada foi medida com

uso de micrometro digital (Figura 8).

AS = *R? )
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Figura 8 - Determinagdo da espessura da pelicula de CB em

micrometro digital.

4.3 Caracterizacio da pelicula de CB

As caracterizagdes descritas a seguir foram feitas nas peliculas de CB obtidas nas
condi¢des otimizadas estabelecidas no item anterior para o meio M SISAL. As mesmas
caracterizagdes foram feitas em peliculas de CB obtidas com o meio HS nas mesmas
condigdes (relagdo volume/area, pH e tempo de fermentacdo). Para as analises de ATG, DSC,
DRX e FTIR as peliculas foram desidratadas em estufa a 60°C por 24 horas a fim de serem
utilizadas nas analises. Para as analises de MEV, as amostras foram liofilizadas. Para a
determinagdo de umidade, as peliculas de CB em estado umido foram submetidas a secagem
em balanc¢a de infravermelho (170°C) apos breve drenagem do excesso de 4gua com papel de

filtro.

A analise termogravimétrica (ATG) foi realizada em um analisador termogravimétrico
Shimadzu, modelo TGA-50, conduzida no intervalo de 0 a 600°C, na taxa de 10°C/min sob
atmosfera de nitrogénio a 40 mL/min. Procurou-se uniformizar as massas das amostras
trabalhadas para valores compreendidos entre 12 e 15 mg. Na andlise de calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) utilizou-se o equipamento DSC Q20 dpUnion com analise
conduzida em atmosfera de nitrogénio, com taxa de aquecimento de 20°C/min e temperatura
final de 400°C. Procurou-se uniformizar as massas das amostras trabalhadas para valores

compreendidos entre 5,0 e 5,5 mg.
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A Espectroscopia de infravermelho por transforma de Fourier (FTIR) foi analisada no
espectrometro Nicolet 800 associado a uma célula MTech PAS. O preparo das amostras foi
feito com KBr pulverizado, sob as seguintes condi¢des: porcentagem de transmitancia (%T)

com resolugdo de 4 cm™, na faixa de absor¢do de 4000-600 cm™.

As andlises de raios-X (DRX) foram conduzidas em difratdmetro da marca Rigaku
modelo DMAXB, com tubo de Cobre. O intervalo angular (em 28) utilizado foi de 10 a 30°
com uma velocidade de varredura de 0,5°/min. O indice de cristalinidade (IC) foi estimado
por deconvolugdo utilizando-se funcdo Gaussiana feita pelo software PeakFit® da Systat
Software Inc (SigmaPlot®). O indice de cristalinidade foi calculado seguindo a equagao 3
onde dividiu-se a area de picos cristalinos pela éarea total do difratograma, onde IC (%)
representa a fracdo cristalina em porcentagem, Ajc a area total dos picos cristalinos e Ajs a

area total dos picos amorfos.

IC (%) = AIC/(A[C+AIA ) (3)

Para a visualizagdo por microscopia eletronica de varredura (MEV), secdes das
amostras de CB liofilizadas foram montadas em “stubs” e cobertas com uma fina camada de
platina em aparelho de cobertura metalica, da marca Emitech, modelo K 550, encaminhadas
ao microscopio eletronico de varredura Zeiss DSM940A e visualizadas sob uma aceleracao de

voltagem de 15 kv, em diferentes aumentos (2000x, 5000x, 10000x).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio dos substratos

A caracterizagdo dos substratos utilizados nos experimentos desse trabalho ¢

apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 — Caracterizagao fisico-quimica de liquido de sisal e suco de caju integral

Pariametro Liquido de sisal Suco de caju
Aciicares redutores (g/L) 13,31 £0,35° 109,11 + 1,96°
Acicares totais (g/L) 15,05+ 0,26° 107,40 £ 1,90°
Glicose (g/L) 12,39 £ 0,01 72,07 £0,01
Sacarose (g/L) 1,49 + 0,01 0,00 + 0,00
Frutose (g/L) 1,17 £ 0,01 31,80 £ 0,01
Nitrogénio Total (g/L) 0,62+0,17 0,32+ 0,02
Proteina bruta (g/L) 3,84+ 1,04 2,01 £0,11
pH 4,48 £0,01 4,33 +£0,03
Polifenois (g/L) 1,73 £ 0,04 1,19 +£0,01
Solidos solaveis totais (°Brix) 6,83 +£0,21 11,37+ 0,06

E\Ia gnéi;i)se de agucares redutores e totais, letras iguais na linha e coluna ndo apresentam diferencas significativas
0=0,05).

O teor de acucares totais do liquido de sisal foi de 15,05 g/L, sendo 82% deles
constituidos por glicose, 10% de sacarose e 8% de frutose. Houve diferenca significativa entre
o teor de agucares totais e redutores quando estimados pelo método de DNS, sendo
confirmado pela presenca de sacarose na analise de HPLC. Teores distintos sdo relatados na
literatura para o teor de agucares naturalmente presentes do liquido de sisal: 11,2 g/L
(SHARMA; VARSHNEY, 2012); 35 a 65 g/L (BRANCO et al., 2010); 26,1 g/L (NETO et
al., 2005). De acordo com Neto et al. (2005) o teor de nitrogénio do liquido de sisal in natura
¢ de 1,4 g/L, proteinas 6,6 g/L e pH 3,8. Fatores climaticos ou diferencas entre variedades da

planta (Agave sisalana) estao relacionadas com diferencas nos teores de nutrientes.

O teor de aglcares totais no suco de caju foi de 107,40 g/L, sendo 70% deles
constituidos por glicose e 30% de frutose. Nao houve diferenga significativa entre o teor de

acucares totais e redutores quando estimados pelo método de DNS, sendo confirmado pela
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auséncia de sacarose na andlise de HPLC. Na literatura observa-se que o teor de agucares
varia de 52 a 95,5 g/L dentre as fontes pesquisadas. Menores variagdes foram verificadas para
o pH (3,17 a 4,23) e SST (9,8 a 12,5°Brix) (CIANCI et al., 2005; CASTRO et al., 2007,
COSTA et al., 1986; COSTA et al., 1999; MAIA et al., 2001; PINHEIRO et al., 2006;
SANCHO et al., 2007). A presenca de compostos fenolicos no pedunculo, polpa ou suco de
caju ¢ amplamente relatada na literatura (CIANCI et al., 2005; FREIRE et al., 2013; VIEIRA
etal.,2011).

Baseado nos resultados, tanto o liquido de sisal como o suco de caju podem ser
considerados substratos em potencial para a produgao de CB uma vez que os diversos géneros
de bactérias produtoras exigem que uma fonte de agucares e nitrogénio esteja presente no
meio (CHAWLA et al., 2009). Meios que apresentam teores de agucares a partir de 10 g/L
podem proporcionar uma condi¢do 6tima para a producao de CB como mostrado em alguns

trabalhos (JUNG et al., 2005; JUNG et al., 2009; KESHK; SAMESHIMA, et al., 2006).

5.2 Selecao do substrato alternativo

Essa etapa inicial do estudo foi realizada visando selecionar o substrato de maior
potencial através da comparagao entre a producdo de CB no liquido de sisal e no suco de caju.
O efeito da concentracdo de agucares na producdo e rendimento de CB no liquido de sisal e
suco de caju ¢ apresentado nas Figuras 9 e 10. Informagdes complementares podem ser vistas
em APENDICE B. Na Tabela 7 e na Figura 11 sdo apresentados dados comparativos para as

maiores concentragdes obtidas em cada meio estudado.



Figura 9: Efeito da concentra¢do de agtcar na produgdo de CB por G. hansenii ATCC

23769 utilizando liquido de sisal como fonte alternativa de carbono
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Figura 10: Efeito da concentra¢do de aglicar na producdo de CB por G. hansenii ATCC

237609 utilizando suco de caju como fonte alternativa de carbono
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Tabela 7: Dados comparativos da producdo de CB por G. hansenii ATCC 23769 nos diferentes substratos

. . . A Actcar
Meio de Acucares Nitrogénio  Celulose o .
Cultivo (g/L) @) (@) Ypis (%) consumido pH final
(g/L)
Suco de caju 50 0,15 0,34 +£0,04* 1,61 1,81 21,16+ 1,27* 4,93 +0,00°

Liquido de sisal 15 0,62 2,60+0,19° 25,45+0,19° 10,24+ 0,65° 8,35+0,22°

HS 20 1,25 0,54+0,13° 438+1,04° 12,39+£0,30" 3,48+0,11°
Letras iguais na coluna ndo apresentam diferenca significativa (¢=0,05).

Figura 11: Peliculas de CB obtidas no presente trabalho: (a)(b)(c) suco de caju (d)(e)(f) liquido de sisal
(g)(h)(1) meio HS (a)(d)(g) pelicula na superficie do meio apos 5 dias de cultivo (b)(e)(h) pelicula sendo
removida (c)(f)(i) pelicula purificada em estado imido

v am@RNunne

Para o liquido de sisal, observa-se que a linhagem G. hansenii ATCC 23769

apresentou capacidade de sintetizar CB em todo os pontos do intervalo estudado (2,5 a 15

g/L) com destaque para a concentragdo de 15 g/L onde se obteve a maior producdo (2,6 g/L).
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Mesmo com o aumento gradativo na producdo de CB, o rendimento permaneceu
estatisticamente constante (em torno de 25%). Nao houve variagdo significativa no pH final
do extrato fermentativo entre os experimentos, ficando em torno de 8,6. O aumento
expressivo do pH (para até 8,8) no meio liquido de sisal pode ser explicado pela possivel

formag¢ao de amonia decorrente do consumo de proteinas pela bactéria.

Para o suco de caju, observa-se que a linhagem G. hansenii ATCC 23769 apresentou
capacidade de sintetizar CB apenas no intervalo de 20 a 100 g/L de actcares com destaque
para a concentragcdo de 50 g/L onde a produgdo estabilizou-se (0,34 g/L). O rendimento foi
reduzido de 2,95% a 1,19% nesse intervalo com consumo de agucares em torno de 37%. No
intervalo de concentracao de 2,5 a 15 g/L houve consumo crescente de aglicares, os quais
foram direcionados para vias metabdlicas ndo referentes a producdo de CB. Nao houve
consumo de acucares ou producdo de CB na concentracdo de 2,5 g/L, sendo esta uma
condi¢do adversa ao desenvolvimento microbiano devido a limitacdo de nutrientes. O pH final
permaneceu proximo ao inicial (5,00) em todas as concentragdes, o que € um indicativo de
baixa producdo de acidos orgénicos. A produgdo de acidos organicos principalmente o acido

gluconico sdo comuns no processo produtivo de CB.

Comparando os melhores resultados na Tabela 8 observa-se que a producao de CB no
meio liquido de sisal apresentou maior rendimento mesmo na presen¢a de uma concentracao
menor de agtcar. O rendimento da fermentacdo foi 5 vezes maior quando comparado com o
meio HS e 12 vezes maior quando comparado com o suco de caju. A produ¢ao maxima de CB
no meio liquido de sisal foi superior (2,6 g/L) aos outros meios. Compostos naturalmente
presentes no liquido de sisal como pectinas, acidos, etanol e amido podem ter auxiliado a
produgdo de CB. Bactérias do género Gluconacetobacter podem degradar pectina e outros
polissacarideos e a producao de CB pode ser favorecida em meios com a adi¢ao de acidos
organicos e etanol (CHAWLA et al., 2009; GU; CATCHMARK, 2012; RANI; APPAIAH,
2012).

A baixa producao de CB no suco de caju na faixa de concentracao de 2,5 a 15 g/L
pode ser explicada pela baixa concentracdo de nitrogénio nos meios que variou de 0,007 a
0,04 g/L. Em compara¢do com o meio HS que apresenta 1,25 g/L de nitrogénio, observa-se

que a quantidade de nitrogénio encontra-se bastante limitada. Por outro lado houve uma boa
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produ¢do de CB no mesmo intervalo quando utilizou-se o liquido de sisal, mesmo
considerando que a concentragdo de nitrogénio nesse meio também seja inferior quando

compara-se com o meio HS (0,1 a 0,61 g/L).

No suco de caju, para as concentracdes entre 20 e 100 g/L, além da baixa concentragdo
de nitrogénio, a presenga de compostos fenolicos e taninos naturalmente presentes no suco
podem ter contribuido para a baixa producao de CB. Alguns trabalhos mencionam que os
taninos presentes no suco de caju sdo inibidores de crescimento microbiano. Recomenda-se
portanto que para muitos processos fermentativos o suco seja clarificado para a remocao dos
taninos (CHAGAS et al., 2007; FONTES et al., 2013; HONORATO et al., 2007; RABELO et
al., 2009). Pastorkova et al. (2013) observaram que alguns compostos fenolicos presentes na
uva tém efeito inibitdrio sobre bactérias acéticas. Entretanto Rani e Appaiah (2013)
mencionam que bactérias do género Gluconoacetobater podem metabolizar taninos, o que

explica sua capacidade de resisténcia e desenvolvimento em meios agroindustriais.

A maior producdo de CB obtida por parte do liquido de sisal pode também esta
relacionada com a inibi¢do de vias metabolicas responsaveis pela producdo de acidos
organicos. Na literatura ¢ freqlientemente reportado que a producdo de CB a partir de meios
ricos em glicose conduz a uma produgdo e acimulo de acidos organicos no meio, sendo tal
fato responsavel pela reducdo do pH e paralisagdo da produgdo apds um certo tempo de
cultivo. A formagdo de 4cido gluconico ¢ decorrente da oxidagdo da glicose pela agdo da
enzima glicose desidrogenase (KIRIMURA et al., 2011; SHARMA et al., 2008). Tal fato ¢
reforgado em estudo realizado por Keshk e Sameshima (2006) onde se avaliou o efeito de
compostos antioxidantes presentes no meio, concluindo-se que esses podem inibir a formagao

de 4cido gluconico aumentando a produ¢do de CB no cultivo de G. xylinus.

Son e colaboradores (2003) verificaram, no cultivo de Acetobacter sp. V6 em meio
HS, que o aumento da concentra¢do de aglicares no intervalo de 5 a 15 g/L proporciona um
aumento gradativo na producdo de CB, porém, concentragdes acima de 20 g/L reduzem a
producao. De acordo com Keshk e Sameshima (2006), a maior produgao de CB (cultivo de G.
xylinus ATCC 10245 em meio HS) foi obtida na concentragdao de 10 g/L, com reducao da
mesma em concentracdes de aglicar superiores (20 e 30 g/L). De acordo com Jung e

colaboradores (2010) a produ¢do de CB em meios com ajuste de glicose de 10 a 40 g/L variou
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de 1,21 a 1,51 g/L, o que pode ser considerado um aumento ndo expressivo. Bae ¢ Shoda
(2004) obtiveram o maior rendimento (22%) no cultivo de A. xylinum BPR 2001 em melago
de cana ajustado para 23 g/LL de actcares. Em concentra¢des maiores (37, 48 e 72 g/L) houve
reducdo do rendimento para até 4%. Todos esses dados sugerem que a concentragdo limite de

acUcares para a obten¢do de melhores produgdes e rendimentos situa-se entre 10 e 20 g/L.

Diante destes resultados, optou-se por trabalhar a otimiza¢do da produgdao de CB

utilizando o liquido de sisal na concentragdo de agucares de 15g/L.

5.3 Efeito do pH inicial do meio na produc¢io de CB

O efeito do pH inicial do meio na producdo e rendimento de CB utilizando o liquido
de sisal como substrato na concentracdo de 15 g/L foi avaliado com valores de pH entre 3 e 8

(Figura 12). Dados complementares podem ser vistos em APENDICE C.

Figura 12: Efeito do pH inicial de fermentagao na producao de CB por G. hansenii ATCC

23769 utilizando liquido de sisal como fonte alternativa de carbono
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A maior producdo de CB foi observada nas condigdes de pH 5 e 6 (2,60 g/L) e o
melhor rendimento em pH 5 (23,29%). Mesmo com uma producdo semelhante, o consumo de

acticares em pH 6 foi 24% maior do que em pH 5 (APENDICE C). Varios trabalhos
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confirmam que a melhor produ¢do de CB ocorre na faixa de pH situada entre 5 e 6, com
redu¢do em pH abaixo de 4 (CHAWLA et al., 2009; JUNG et a., 2010; KONGRUANG,
2008; MASAOKA et al., 1993). Nao houve producao de CB nas condigdes de pH inicial 3 e
8. A fermentagdo em pH inicial 3 provavelmente inibiu o desenvolvimento da bactéria haja
visto que ndo houve consumo do substrato pelo micro-organismo acarretando uma producao
nula de CB. As condi¢des de pH 8 direcionaram para uma rota metabolica alternativa ja que,

embora ndo tenha produzido CB, houve consumo de mais de 92% do agticar fornecido.

Com base nestes resultados, selecionou-se pH 5 como valor 6timo para produgdo de
CB por G. hansenii ATCC 23769 utilizando liquido de sisal na concentracao de agucares de

15g/L.

5.4 Efeito da suplementacio do meio com fontes de nitrogénio na producio de CB

Para a avaliacdo do efeito da suplementacdo do meio com fontes de nitrogénio na
producdo de CB, delineou-se um planejamento experimental onde foi possivel investigar,
além da concentragdo de suplemento, a interagao de fonte organica e inorganica de nitrogénio.
Fixou-se o tempo de fermentacdo em 5 dias, concentracdo inicial de agucares totais de 15 g/L
e pH 5 na condugdo dos experimentos com o liquido de sisal. As respostas sdo apresentadas

na Tabela 8.
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Tabela 8 — Influéncia da suplementagdo do meio com fontes de nitrogénio na produg@o e no rendimento de CB

por G. hansenii ATCC 23769 utilizando liquido de sisal como fonte alternativa de carbono. Planejamento

experimental 27

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

Os valores das varidveis resposta producdo de CB (R;) e rendimento (R;) variaram de
1,76 g/ a 3,38 g/L, e de 15,56% a 25,16%, respectivamente, nas condi¢des estudadas para os
11 experimentos. Ressalta-se ainda que a diferenca entre os pontos de maximo ¢ minimo ¢
bem maior do que as variagdes dos valores para as condi¢cdes do ponto central, onde se estuda
a reprodutibilidade do experimento (A= 0,46 e 3,49, para R; e Ry, respectivamente), indicando
que as variagdes observadas para os diferentes ensaios do planejamento sdo decorrentes das

diferentes condi¢des de cultivo.

Utilizando o programa Statistica versao 7.0, empregou-se a técnica da analise de
varidncia (ANOVA) nos resultados a fim de se determinar quais os modelos seriam
adequados de forma a obter o melhor ajuste aos dados experimentais frente as varidveis
respostas. As Tabelas 9 e 10 mostram os efeitos das varidveis estudadas, calculados
considerando diferentes tipos de interacdo entre as varidveis para a produgdo de CB e

rendimento.
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Tabela 9 — Efeitos estimados, desvio padrio e teste-t de Student calculados para o planejamento fatorial 2* tendo

como resposta a produgido de CB

Fatores Efeitos Erro Padrao T(2) p-valor
Média 2,717759 0,162263 16,74909 0,000014

Ext. Lev. (X;) L 0,443262 0,198677 2,23107 0,076063
Ext. Lev. (X;) Q -0,345284 0,236675 -1,45889 0,204406
(NHy):S0, (X;) L -0,720505 0,197732 -3,64384 0,014844
(NHy):S0,(X») Q 0,115483 0,232984 0,49567 0,641145
Xi/X, 0,040000 0,281059 0,14232 0,892385

Tabela 10 — Efeitos estimados, desvio padrio e teste-t de Student calculados para o planejamento fatorial 2°

tendo como resposta o rendimento

Fatores Efeitos Erro Padrao T(2) p-valor
Média 20,39794 2,190940 9,31013 0,000241

Ext. Lev. (X;) L 2,70063 2,682609 1,00672 0,360276
Ext. Lev. (X;) Q -1,75599 3,195684 -0,54949 0,606311
(NH):S0,(Xy) L -3,68348 2,669857 -1,37966 0,226201
(NH,4),S80; (X;) Q 0,95303 3,145847 0,30295 0,774127
Xi/X, -3,44500 3,794964 -0,90778 0,100000

Analisando os efeitos para a produgdo de CB (Tabela 9), observou-se que para as duas
variaveis X; e X;, apenas os efeitos lineares foram significativos (a=0,1), sendo o efeito da
variavel X, negativo e X, positivo. Quanto ao rendimento (Tabela 10), observou-se que para

as duas variaveis X; e X, nenhum efeito foi significativo.

De acordo com Coban e Biyik (2011) as maiores producdes de CB em meio com
glicose foram obtidas quando o meio foi suplementado com extrato de levedura quando
comparado com sulfato de amoénio. Jung et al. (2010) observou que extrato de levedura e
peptona sdo as fontes de nitrogénio mais adequadas para a producdo de CB e de acordo com
Kurosumi et al. (2009) a adicdo de tais fontes organicas sdo indispensaveis para uma
producdo significante. O efeito negativo da adicdo de sulfato de amoénio indica que fontes
inorganicas podem exercer efeito inibitério no desenvolvimento de bactérias produtoras de
CB. Além disso, a adicao de fontes de nitrogénio acima do limite, favorece o aumento da

biomassa e reduz a produgao de CB (CHAWLA et al., 2009; PANESAR et al., 2012).
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Analisando cada experimento separadamente observa-se que a maior producdo e
rendimento foram obtidos no experimento 7 onde suplementou-se o meio unicamente com 7,5
g/L de extrato de levedura. A producdo de CB apo6s a suplementacao do meio com 7,5 g/L de
extrato de levedura (3,38 g/L) foi superior a produ¢do no meio ndo suplementado (2,6 g/L)
observada na etapa anterior do estudo. De acordo com Gottschalk ef al. (2013) e Borges et al.
(2013) que estudaram a producao de CB pela mesma linhagem do presente estudo em meio
HS, a utilizacdo de extrato de levedura como fonte de nitrogénio apresentou efeito positivo na
producdo enquanto que o uso de sulfato de amonio efeito negativo. No estudo citado, o
melhor resultado foi obtido na concentracao de 12,5 g/L de extrato de levedura estando assim
em acordo com o resultado obtido no meio acima citado quanto ao teor de nitrogénio (= 1,2

g/L de nitrogénio).

5.5 Efeito do tempo de cultivo na producio de CB

Com base nos estudos acima, selecionou-se uma condi¢do 6tima para a produgdo de
CB: cultivo de por G. hansenii ATCC 23769 sob condigdes estaticas, utilizando meio obtido
através da diluicao do liquido de sisal para 15 g/L de agucares, com ajuste de pH para 5 e
suplementagao do meio com 7,5 g/L de extrato de levedura. Tal meio foi denominado M
SISAL. A concentragdo de agucar total, pH e o teor de nitrogénio selecionado em M SISAL
foi simulado (meio HS MOD) para avaliar o efeito de outras substancias ou micronutrientes
presentes no liquido de sisal. A produgdo de CB com o tempo para os trés meios estudados

nesta etapa ¢ mostrada na Figura 13.
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Figura 13 — Produgéo de CB e consumo de agticares nos meios M SISAL, HS ¢ HS MOD por G. hansenii ATCC

23769 acompanhada durante 22 dias de cultivo
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Legenda: A M SISAL, A HS MOD, A HS; - Agtcares totais nos respectivos meios; CB M SISAL, CB HS

MOD, CB HS - Celulose bacteriana produzida nos respectivos meios.

Em todos os meios estudados, foi observado um aumento da produgdo de CB com o
passar do tempo, acompanhada da redugdo do teor de agucar inicial do meio, confirmando o
indicativo da relagdo consumo de substrato e formagao de produto previamente observada no
processo. As duas informagdes relacionam-se com o fato de que a celulose ¢ sintetizada a
partir do consumo e redirecionamento de glicose na formagdo da estrutura polimérica

acarretando a reducgdo de grupos redutores disponiveis no meio.

A producao de CB estabilizou-se apds o 10° dia para o meio M SISAL e o apds 4° dia
para os meios HS e HS MOD. A producdo méxima de CB no meio M SISAL foi maior do
que nos meios HS e HS MOD que apresentaram aproximadamente a mesma producao (1 g/L).
De acordo com Jung et al. (2009) e Son et al. (2013) ndo hé acréscimo na producao de CB
ap6és 8 dias de cultivo. De acordo com Mikkelsen et al. (2009) a producao de CB por
Gluconacetobacter xylinus ATCC 53524 em meio HS varia de 1,89 a 3,10 g/L de 2 a 4 dias
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de cultivo. Wee ef al. (2011) observaram que ndo h4 acréscimo na producdo de CB por

Gluconacetobacter sp. RKYS5 em meio HS apos 6 dias de cultivo.

O pH final seguiu o0 mesmo perfil apresentado anteriormente estabilizando-se ap6s o

6° dia para o meio M SISAL e 4° dia e para os meios HS e HS MOD (Figura 14).

Figura 14 — Varia¢do de pH nos meios M SISAL, HS ¢ HS MOD por G. hansenii ATCC
23769 acompanhada durante 22 dias de cultivo
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Confirma-se aqui o comportamento inverso ja comentado desde o primeira etapa do
estudo onde, para o meio M SISAL, o pH aumenta até valores acima de 8,3. O perfil de pH
observado nos meios HS e HS MOD néo ¢ semelhante ao obtido nesse meio, sendo observada
uma redu¢do do pH, fato ja observado anteriormente para o meio HS. Sugere-se que a
formagao de acido freqlientemente observada em processos de sintese de CB, possa estar
sendo inibida no meio M SISAL. Parte dos aglicares que normalmente sdo utilizados para a
conversao em acido podem estar sendo direcionados para a produgao de CB em M SISAL que
foi superior a produgdo nos outros dois meios. No cultivo de 4. xylinum em meios com

glicose a conversdo em acido gluconico pode chegar a 26% (KAMARUDIN et al., 2013).

No cultivo em meio M SISAL observa-se que o rendimento chega a 21,65% no

segundo dia com queda gradativa nos dias seguintes (Figura 15). Os cultivos em meio HS e
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HS MOD apresentaram rendimentos proximos chegando a um valor médio de 5,5% até o
quinto dia. Em todos os casos ocorre um maior consumo de agucares e conversao em CB nas

primeiras 72 horas de cultivo.

Figura 15 — Rendimento nos meios M SISAL, HS ¢ HS MOD por G. hansenii ATCC
23769 acompanhado durante 22 dias de cultivo
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Observa-se na literatura que os rendimentos da producdo de CB podem variar
dependendo da fonte de agticares utilizada e das diversas condi¢gdes de otimizagdo envolvidas
no processo. De acordo com Mikkelsen et al. (2009) o rendimento reduz de 66 a 30% no
intervalo de 2 a 4 dias no cultivo de Gluconacetobacter xylinus ATCC 53524 em meio HS.
Kurosumi et al. (2009) no cultivo de A. xylinum NBRC 19693 em diversos sucos de frutas
(suplementados com extrato de levedura e peptona ) obtiveram rendimentos que variaram de
1,4 a 6,9% porém a concentragdo inicial de agucares foi de no minimo 62 g/L. . Bae e Shoda
(2004) observaram um rendimento de 22% no cultivo de 4. xylinum BPR 2001 a partir de

melago de cana ajustado para 23 g/L de agtlcares.
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5.6 Efeito da relacdo volume/area na producio de CB nas condi¢des otimizadas

A fim de se avaliar o efeito da relacdo volume/area na producao de CB em um mesmo
recipiente (28 cm?), aplicaram-se diferentes volumes de meio. Os resultados da producio de
celulose e espessura da pelicula obtida em meio M SISAL apds 10 dias de cultivo nos
diferentes volumes de meio utilizados sdo apresentados nas Figuras 16 e 17. Dados

complementares sdo apresentados em APENDICE D.

Figura 16 — Influéncia da relagio volume/area na produgio de CB em g/L, g/m” e na espessura da

pelicula em meio M SISAL por G. hansenii ATCC 23769
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Figura 17 — Variacdo da espessura da pelicula de CB em meio M SISAL por G. hansenii ATCC
23769: (a) 0,6 mL/cm® (b) 1,2 mL/cm® (¢) 1,8 mL/cm® (d) 2,4 mL/cm® (e) 3,0 mL/cm® (f) 3,6
mL/cm®

A maior producdo de CB em g/L foi obtida na condicdo de 1,2 mL/ecm® (3,61 g/L).
Convém ressaltar que no se obteve a mesma producdo na condi¢io de 0,6 mL/cm® quando
compara-se o cultivo em placa (3,38 g/L) com o cultivo em frasco (1,65 g/L). Ha um
indicativo de que a produgdo de CB ndo seja fungdo unicamente da relacdo volume/area mas

possa sofrer influéncia das dimensdes da area de cultivo.

A relagao volume/area influenciou no aumento da producdo por area (batelada) que
apresentou a maior produgdo (74,76 g/m”) em 3,0 mL/cm”. O aumento mais expressivo se deu
entre 0,6 ¢ 1,2 mL/cm”. Observa-se também um aumento na espessura da pelicula de 0,08 a
2,85 mm no intervalo de 0,6 a 2,4 mL/cm?®. Convém ressaltar que nas relagdes 1,8 ¢ 2,4
mL/cm’® a produgdo por 4rea foi estatisticamente igual (aproximadamente 57 g/m?), porém
com variacdo da espessura de 1,95 para 2,85 mm. Tal resultado pode estar relacionado com

diferengas na porosidade da pelicula obtida.

As informacdes dessa etapa do estudo sd3o um indicativo de que modificagdes na
relacdo volume/area podem influenciar na producdo e organizacdo estrutural da pelicula de

CB. De acordo com Phunsri ef al. (2003) a produgdo de CB por Acetobacter xylinum TISTR
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975 em 2,5 mL/cm? pode variar de 5,83 a 7,34 g/l quando mantem-se a altura de meio no
recipiente de cultivo de areas diferentes e a producao reduz para 2,32 g/L quando a relagdo
volume/érea sobe para 7,5 mL/cm? pelo acréscimo de volume numa mesma area. No presente
trabalho uma producdo de 3,61 g/L. de CB pode ser obtida pelo cultivo de G. hansenii ATCC
23769 no meio M SISAL por até 10 dias em fraco tipo Schott de 250 mL com 34 mL de
meio.

A produgdao de CB em meio estatico requer uma investigacao aprofundada, quando o
objetivo for a estruturacdo de uma pelicula de massa e dimensdes fixas. Tais informagdes sao

uteis em um possivel estudo de ampliagdo de escala.

5.7 Caracterizagao da pelicula de CB

5.7.1 Umidade

A umidade da CB M SISAL apresentou valor ligeiramente inferior (97,66 + 0,34) a
umidade da CB HS (99,18 £ 0,06). Os dois valores estdo de acordo com dados da literatura
onde mencionam que a CB pode apresentar umidade variando de 95 a 99% (PECORARO et
al., 2008). Tal caracteristica de grande capacidade de absorcdo de 4dgua torna a CB ideal para
aplicagdes como curativos e substitutos temporarios de pele no tratamento de queimaduras
(CZAJA et al., 2006). Outra possibilidade ¢ sua aplicagdo melhorando a qualidade de
alimentos através do aumentando a estabilidade térmica, redu¢do da viscosidade de pastas,

reforco de hidrogéis e substituicdo de gorduras (OKIYAMA et al., 1993).

5.7.2 Analise termo gravimétrica (ATG) e calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

A andlise termogravimétrica (ATG) ¢ importante para a averiguacdo de estabilidade
térmica devido a processos de decomposi¢do térmica em amostras que sofram variagdo de
massa com o aquecimento (GEA et al., 2011). Assim, visando avaliar o efeito do meio de
cultivo nestas mudangas, as peliculas de CB foram submetidas a esta analise. A CB obtida em
meio M SISAL foi denominada CB M SISAL e a CB obtida em meio HS, CB HS. Os

termogramas de ATG obtidos s@o mostrados na Figura 18 e as curvas de DTG na Figura 19.
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As temperaturas e perdas de massa referentes a cada evento (ATG) sdo mostradas na Tabela
11.

Figura 18 — Andlise termogravimétrica (ATG) da CB obtida nos meios HS e
M SISAL por G. hansenii ATCC 23769.
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Figura 19 — DTG da CB obtida nos meios HS e M SISAL por G. hansenii
ATCC 23769.
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Tabela 11 — Temperaturas e perdas de massas caracteristicas da CB

CB ATG Temperatura (°C) Perda de Massa (%) Autores
1? perda de massa 0-100 2
HS 2% perda de massa 276 - 400 50
DTG (pico) 328 34 .
1? perda de massa 0-100 2
M SISAL 2% perda de massa 284 - 400 42
DTG (pico) 330 30
DTG (pico) 323 -359 72 -85 Gea at al. (2010)
Pura DTG (pico) 350 - 355 ok George at al. (2005)
DTG (pico) 324 ok Wong at al. (2009)
2% perda de massa 169 - 408 57 Sanz et al. (2011)
Impura DTG (pico) 289 66 Gea at al. (2010)
DTG (pico) 312 ok George at al. (2005)

* Presente trabalho; ** Dados nado fornecidos

As peliculas de CB HS e CB M SISAL apresentaram perfis de degradacdo com boa
similaridade entre si. Verifica-se a existéncia de trés etapas distintas de perda de massa nas
duas amostras. O primeiro evento, que vai da temperatura ambiente (=30°C) até
aproximadamente 100°C, ¢ responsavel pela perda de massa relacionada a evaporagdao de
agua residual do processo de secagem. Na segunda fase, as amostras sofrem uma acentuada
perda de massa, relacionada a degradagdo da celulose. De acordo com a literatura, esse
processo de degradacdo inclui despolimerizagdo, desidratagdo e decomposi¢do das unidades
glicosidicas, podendo ocorrer no intervalo de aproximadamente 250 a 400°C (ROMAN;
WINTER, 2004; WONG et al., 2009). Verifica-se que o inicio dessa segunda fase de perda de
massa para a CB M SISAL inicia-se a uma temperatura um pouco mais elevada do que para a
CB HS. Tal diferenca pode estar associada a ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares
mais fortes para o caso da CB M SISAL. A terceira e tltima fase pode se estender at¢ 500 °C
e corresponde a degradacao termo-oxidativa da celulose. Este comportamento térmico estd em
concordancia com os resultados relatados na literatura (GEA et al., 2011; GEORGE et al.,

2005; JEON et al., 2010; SANZ et al., 2011; STUMPF et al., 2013).
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Com base na curva DTG, ¢ possivel observar que a maxima degradagdo térmica obtida
para as peliculas produzidas em ambos os meios ocorreu ao redor de 330°C (Tabela 12). Este
comportamento térmico estda em concordancia com os resultados obtidos por Wong e
colaboradores (2009), que observaram uma maxima degradacdo térmica (DTG) da CB no
intervalo de 300 a 350°C. Esse resultado também ¢ uma evidéncia de que o processo de
purificacdo aplicado as peliculas foi adequado. George et al., (2005), trabalhando com
peliculas ndo purificadas, constataram a ocorréncia de um pico de DTG em 158°C, valor
atribuido a presenca de estruturas proteicas remanescentes do processo de producdo. Essas
mesmas peliculas, quando submetidas a diferentes métodos de purificagdo, apresentaram

picos de DTG ao redor de 350 °C.

As curvas de DSC sao mostradas na Figura 20. Observa-se nas duas curvas um pico
endotérmico em aproximadamente 100°C referente a perda de 4gua. Um aumento do fluxo de
calor ¢ observado em torno de 350°C sendo referente a degradagdo da celulose. O carater
exotérmico do evento ¢ uma caracteristica esperada para a celulose. No entanto, na CB M
SISAL, este pico apresenta-se mais largo, o que sugere que esta amostra ¢ termicamente mais

estavel do que a CB HS, corroborando com os dados de ATG.

Figura 20 — Curvas de DSC da CB obtida nos meios HS e M SISAL por G.
hansenii ATCC 23769
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Comparando os perfis das curvas de ATG e DSC, pode-se concluir que a utilizagdo do
liquido de sisal como meio alternativo para produ¢do de CB nao comprometeu as
propriedades térmicas do material resultante. A CB ¢ um material que pode alcangar uma
faixa maior de aplicagcdes quando compara-se com a celulose vegetal uma vez que pode ser
aquecida até 350°C antes de comecar a se degradar. A celulose vegetal inicia sua degradacao
em uma temperatura inferior (aproximadamente 250°C). A estabilidade térmica da CB pode
ser explicada pela auséncia de aditivos quimicos comuns utilizados na producdo de papel

(PECORARO et al., 2008).

5.7.3 Difracdo de raios-X (DRX)

As analises de raios-X sdo apresentadas na Figura 21.

Figura 21 — Raio-X da CB obtida nos meios HS e M SISAL por G. hansenii ATCC
23769

u.a
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No presente estudo os perfis de raio-X sdo semelhantes aos relatados na literatura
(BARUD et al., 2007; JEON et al., 2010; GOELZER et al., 2009; GOMES et al., 2013). Os
dois picos predominantes encontrados nas duas analises permitem avaliar a presenga de

celulose tipo I e II. Em analises de raios-X, a celulose tipo I € caracterizada por picos de 18° <
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20 < 19° na regido amorfa e 22° < 20 < 23° na regido cristalina. A celulose tipo II apresenta
picos de 13° <26 < 15° na regido amorfa e 18° <260 < 22° na regido cristalina. A presenca de
celulose tipo I e II ¢ caracteristica da celulose bacteriana enquanto que a vegetal apresenta

apenas celulose tipo I (CHAWLA et al., 2009).

No presente estudo, o IC da CB M SISAL apresentou valor de 93,2% (R*=0,99) sendo
portanto superior ao IC da CB HS que apresentou valor de 91,0% (R*=0,98). Tais valores
estdo em concordancia com a literatura onde a CB ¢ apresentada como um material com
indice de cristalinidade variando de 70 a 90%, sendo assim um material de alta cristalinidade
quando comparado com a celulose vegetal. A composicdo do meio de cultura, a linhagem

produtora, o tempo de cultivo e demais condi¢des de cultivo podem influenciar no IC.

No desenvolvimento de CB em forma de pelicula a partir de meios alternativos ¢
importante que a cristalinidade da CB se mantenha alta pois a mesma relaciona-se diretamente
com a resisténcia mecanica. Peliculas de CB com baixo indice de cristalinidade tendem a

apresentar menor resisténcia mecanica (PECORARO et al., 2008).

5.7.4 Espectroscopia de infravermelho por transforma de Fourier (FTIR)

Os grupos funcionais caracteristicos da CB com as principais bandas e respectivas
atribuicdes, assim como as bandas encontradas na CB HS e CB M SISAL sdo mostrados na
Tabela 12. Os espectros de FTIR (Figura 22) das amostras analisadas seguem o perfil

caracteristico relatado na literatura (SANZ et al., 2011).
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Figura 22 — Espectros de FTIR da CB obtida em meio HS e M SISAL por G. hansenii

ATCC 23769
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Viérias bandas relevantes caracteristicas da CB foram encontrados nas duas amostras
analisadas, muitas delas relacionadas com ligacdes OH e CH. Bandas referentes a nitrogénio,
estruturas proteicas, ou possiveis contaminantes (1535, 1730-1735, 3150-3220) ndo foram

encontradas, sendo indicativos de pureza nas amostras de CB (Tabela 12).



Tabela 12 - Bandas caracteristicas para celulose bacteriana na analise de FTIR
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Niimero de onda (cm™)

CB HS CB M SISAL CB Pura* Atribuigao®
3344 3341 3445 (O-H) - Celulose I
2917 2893 2860 - 2930 (CH,)
1637 1646 1635 - 1645 C(O-H) - Agua absorvida
1425 1424 1425 - 1435 (HCH, OCH)
1369 1369 1358 - 1375 CH
1160 1160 1146 - 1160 (C-0-C, CH)
1108 1107 1111 (C-C) - Anel (Polissacarideos, Celulose)

1030/1054 1030/1054 1046 (C-0), C-OH (Carboidratos)

895 895 870 - 900 (CH)
663 662 665 - 70 (C-OH)

* Fonte: Gea et al. (2011)

5.7.5 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As micrografias da CB HS e CB M SISAL, sob diferentes aumentos, sao mostradas na

Figura 23. A estrutura tipicamente nanométrica, assim como a estruturacdo em rede

caracteristica da CB s3o evidenciadas nas micrografias tanto da CB HS como da CB M

SISAL. A estruturacdo nanométrica em rede ¢ semelhantes as micrografias da literatura
(CASTRO et al., 2012; CZAJA et al., 2006; GU et al., 2010; SHEYKHNAZARI et al., 2011;
HORNUNG et al., 2007; JEON et al., 2010).

Quanto as dimensdes, nao houve diferenca significativa entre a largura das fibras que

apresentaram valores de 80,39 + 23,03 nm para a CB HS e 73,86 = 16,20 nm para a CB M

SISAL. De acordo com Pecoraro e colaboradores (2008) a largura das nano fibras de CB

variam de 70 a 80 nm. Confirma-se portanto o carater nanométrico da estrutura da CB obtida

nesse trabalho.
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Figura 23 - Micrografias da CB em diferentes aumentos: (a,b,c) CB M SISAL (d,e,f) CB HS (a,b) 2000x (c,d)
5000x (e,f) 10000x
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6 CONCLUSOES

Para as condigdes estudadas, o liquido de sisal apresenta maior potencial para a
produgdo de CB por G. hansenii ATCC 23769, quando comparado com o suco de
caju, uma vez que foi possivel a obten¢do de maiores producdes e rendimentos em

diferentes concentragdes de agucares.

A condi¢do que oferece a maior produgao de CB (3,6 g/L) ¢ obtida através do
cultivo de G. hansenii ATCC 23769 por 10 dias sob condi¢des estaticas em frasco
tipo Schott de 250 mL com adi¢ao de 34 mL de meio obtido através da dilui¢ao do
liquido de sisal para 15 g/L de agucares, com ajuste de pH para 5 e suplementacao

com 7,5 g/L de extrato de levedura.

A CB obtida através da utilizagdo do liquido de sisal como substrato apresenta
propriedades semelhantes a celulose obtida em meio padrao HS quanto a
capacidade de absorcdo de 4gua, estabilidade térmica, pureza e dimensdo das

nanofibras.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Avaliar a viabilidade econdmica da utilizacdo do liquido de sisal como fonte

alternativa na produ¢ao de CB em ampliacao de escala.

e Avaliar a producao de CB no meio M SISAL por outras linhagens produtoras.

e Investigar a aplicacdo da CB obtida no presente trabalho.
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APENDICE A

Em estudos preliminares, a cinética de crescimento da cepa G. hansenii ATCC 23769
em meio caldo HS, nas condi¢des de producao do inoculo, foi avaliada através da variagdo da
absorbancia do meio (Figura Al). Admitiu-se o aumento da turbidez do meio a partir do meio
estéril como indicativo de aumento da biomassa. O tempo de 3 dias foi considerado ideal por
ser um indicativo da fase logaritmica de crescimento microbiano. De acordo com Borges et

al. (2013) a absorbancia esta diretamente relacionada com a concentragdo de células ativas.

Figura Al - Variagdo da absorbancia do indculo de G. hansenii ATCC 23769 com o tempo de

incubagdo em caldo HS a 30°C, sob cultivo estatico.
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Resultados da etapa de selecdo do substrato alternativo.
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Tabela B1: Efeito da concentragdo de agticar na producdo de CB por G. hansenii ATCC 23769 utilizando liquido

de sisal como fonte alternativa de carbono

Acucares Nitrogénio Agucar
¢ g Celulose (g/L) Yo (%) consumido pH final
(g/L) (g/L) L
(g/L)
2,5 0,10 0,66 + 0,04° 29,54 + 1,79° 224+0,11° 8,58 +0,08"
5 0,21 0,97 £ 0,03" 25,48 +0,91° 3,82 40,20 8,80+ 0,03"
7,5 0,31 1,42 +0,08° 27,29 + 1,44° 5,22+0,08" 861 +0,28"
10 0,41 1,99 +£0,13¢ 26,76 + 1,78° 7.43+0,14° 8,68 +0,29°
15 0,62 2,60 +0,19¢ 25,45+ 1,81° 10,24 + 0,65 8,35 +0,22°

Letras iguais na coluna nao apresentam diferenca significativa (0=0,05).

Tabela B2: Efeito da concentragdo de agticar na produgdo de CB por G. hansenii ATCC 23769 utilizando suco

de caju como fonte alternativa de carbono

Acgucares Nitrogénio A(,:l’lca.r
Celulose (g/L) Ypis (%) consumido pH final
(g/L) (g/L) (@/L)

2,5 0,01 0,00 £0,00° 0,00+ 0,00" 0,00+ 0,00°  5,15+0,01°

5 0,01 0,00 £0,00° 0,00+ 0,00" 0,43+022*°  5,11+0,03"
7,5 0,02 0,00 £0,00° 0,00+ 0,00" 1,00£0,38°  4,94+0,01°
10 0,03 0,00 =+ 0,00° 0,00 + 0,00° 4,76 +047° 5,01 +0,02®
15 0,04 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00° 592+0,85°  4,92+0,01°
20 0,06 0,21 +0,00° 2,95 + 0,00 6,98 +0,58°  5,02+0,01%
30 0,09 0,25+0,01° 2,80 £ 0,09° 9,08 +1,08°  5,06+0,02%
50 0,15 0,34 + 0,04° 1,61 £020° 21,16 +£1,27° 4,93 £0,00°
75 0,22 0,32+0,02°  0,87+£0,04"  3722+125"  486+0,01°
100 0,30 0,37 + 0,00° 1,19 +0,01¢ 31,37+ 1,06°  4,89+0,01°

Letras iguais na coluna ndo apresentam diferenga significativa (0=0,05).



Resultados da etapa de variacao de pH.
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Tabela C1 — Efeito do pH inicial de fermentagdo na produgdo de CB por G. hansenii ATCC 23769 utilizando

liquido de sisal como fonte alternativa de carbono

pH inicial Celulose (g/L) Ypss (%) Acucar consumido (g/L) pH final
3 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 2,78 + 0,03
4 1,32 40,23 10,54 + 1,84° 12,53 £0,91° 4,95 +0,02°
5 2,60+0,11° 23,29 + 1,00 11,17 + 0,90 7,20 +0,07°
6 2,62+0,17° 19,07 £ 1,25¢ 13,75 + 0,15 6,57 + 0,05
7 1,92 +0,19¢ 17,44 + 1,74 10,99 + 0,44¢ 7,43 +0,12°
8 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 13,39 + 0,49¢ 7,53 £0,13°

Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferengas significativas (0=0,05).
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APENDICE D

Resultados da etapa de variacdo da relagdo volume/area.

Tabela DI — Influéncia da relagdo volume/area na produgio de CB em g/L, g/m” e na espessura da pelicula em

meio M SISAL por G. hansenii ATCC 23769

Quantidade de meio

(mL/em) Celulose (g/mz) Celulose (g/L) Espessura (mm)
0,6 10,48 + 0,10 1,65+0,01° 0,08 + 0,02°
1,2 4593 +0,22° 3,61 +0,00° 0,99 + 0,19
1,8 57,06+ 0,15° 2,99 +0,02° 1,95+0,17°
2,4 57,57+0,16 2,26 +0,01¢ 2,85 +0,20¢
3,0 74,76 + 0,08° 2,35+0,01¢ 3,15+0,18¢
3,6 68,83 £ 0,09° 1,80 £0,01¢ 2,85+0,17°

Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferengas significativas (0=0,05).



