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Caracterizacao de celulose bacteriana obtida em diferentes
fontes de carbono

Characterization of bacterial cellulose obtained from
different carbon sources

RESUMO

Com a crescente preocupac¢do em cuidados com a pele, o interesse em produtos de origem
mais natural vem se intensificando, sendo através da biotecnologia uma maneira de se
atender a essas expectativas. Para a producdo de mascaras faciais, um recurso ja muito
utilizado é a biocelulose produzida pelas bactérias do género Gluconacetobacter, que foi
enunciada pela primeira vez em 1886, por Adrian Brown. Neste trabalho, foi utilizado a
bactéria Gluconacetobacter hansenii e o Caldo Alaban como meio de cultivo. O foco do
estudo foi a alteracdo da fonte e quantidade de aglcar, optando-se por usar os agucares
cristal tradicional e organico, a fim de baratear o processo. A resposta objetivada era uma
fina camada de biocelulose, que ainda assim possuisse resisténcia e capacidade de absorver
compostos bioativos. As amostras foram analisadas qualitativamente. Dentro das
expectativas, o melhor resultado obtido foi a biocelulose produzida a partir do agucar
organico, com a menor quantidade testada.

PALAVRAS-CHAVE: Biocelulose. Gluconacetobacter. Mascara Facial.
ABSTRACT

Nowadays, with the growing concern about skin care, the interest in more natural products
has been intensified and through biotechnology it's a way to achieve these expectations.
For the production of facial masks, a resource is already widely used, the biocellulose, it's
produced by bacteria of the genera Gluconacetobacter, which was first described in 1886,
by Adrian Brown. In this work, was used the Gluconacetobacter hansenii bacteria and the
Alaban Broth has culture medium. The focus of this study was to change the source and
quantity of sugar, opting to use traditional and organic crystal sugars, in order to make the
process cheaper. The final objective, was a thin layer of biocellulose, that still had resistance
and the ability to absorb bioactive compounds. The samples were analyzed qualitatively.
Within expectations, the best result obtained was biocellulose produced from organic
sugar, with the least amount tested.

KEYWORDS: Biocellulose. Gluconacetobacter. Facial Mask.
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INTRODUCAO

A grande maioria da populacdo estd comecando a se preocupar cada vez mais
com auto cuidado, independentemente de sua idade ou género. E quando falamos
do mercado responsavel por esses cuidados estamos nos referindo ao setor de
higiene pessoal, perfumaria e cosméticos (HPPC), que para acompanhar esse
aumento de consumo também vem crescendo a cada dia. No Brasil, no periodo de
2014 a 2019, o mercado de beleza cresceu mais de 10 milhdes de ddlares, segundo
a Statista, agéncia provedora de dados no mercado (PANORAMA FARMACEUTICO,
2019). Para se ter dimensdo, esse valor representa o segundo lugar, ficando atras
apenas da China.

Contudo, aliada a tendéncia de cuidados, também vem sendo observada a
preocupacdo do consumidor desse mercado em saber mais sobre seus produtos.
Os resultados positivos que um determinado produto oferece ndo sdo mais
suficientes, o consumidor se interessa também sobre a produc¢do, como a
composicdo do produto, quais as fontes e quem o produziu. Enfim, o consumidor
estd procurando produtos que agridam menos o meio ambiente e que sejam mais
naturais (OLIVEIRA, 2015), sendo a oportunidade perfeita para o uso da
biotecnologia.

Segundo a ONU, “biotecnologia significa qualquer aplicacdo tecnoldgica que
utilize sistemas bioldgicos, organismos vivos, ou seus derivados, para fabricar ou
modificar produtos ou processos para utilizacdo especifica”. Entdo, quando
falamos da mesma aplicada a area de cosméticos, podemos nos referir tanto aos
compostos bioativos que podem ser extraidos de determinados processos
biotecnoldgicos, como é o caso dos pigmentos betacaroteno e xantofilas extraidos
de microalgas e utilizados em cosméticos para tratamento de pele (FONSECA,
2016), mas também de produtos finais desses processos, como é o caso da
celulose. A celulose é o polimero natural mais abundante no planeta (AMORIM et
al., 2019), e pode ser oriundo tanto de plantas como de microrganismos. A celulose
produzida por microrganismos apresenta uma grande vantagem em relagdo
aquelas vindas de plantas: o processo de purificacdo. Enquanto a celulose
sintetizada por plantas necessita de processos muito poluentes e complexos, as
ditas bioceluloses requerem um processo de purificagdo mais simples (AMORIM et
al., 2019). Além disso, existem outras caracteristicas da biocelulose que vém
chamado atencdo: quando em contato com tecido vivo, a biocelulose ndo causa
reagOes toxicas ou imunoldgicas; alto grau de polimerizagdo; baixa densidade; alta
capacidade de absorgdo e retencdo de dgua (GOTTSCHALK et al., 2013).

As bactérias do género Gluconacetobacter sdao as mais discutidas quando se
trata de celulose bacteriana, visto que sdo as maiores produtoras. O primeiro
estudo registrado foi feito por Adrian Brown, em 1886, onde ele observou a
formacdo de uma camada gelatinosa na superficie da fermentagao de vinagre
(NASCIMENTO, 2015). Desde entdo, foram feitos muitos estudos sobre a mesma,
devido principalmente tanto a sua versatilidade, pois pode ser aplicada tanto na
area de alimentos, como em farmacos e cosméticos, como pelas caracteristicas
supracitadas.

Conforme se sabe, a fonte de carbono se torna muitas das vezes o limitante
no processo de crescimento dos microrganismos, como também na producdo de
seus metabdlitos. Um exemplo é na producdo de goma xantana, onde cada fonte
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tem um efeito na qualidade e quantidade da goma (LUVIELMO; SCAMPARINI,
2009). J4 no caso das bactérias do género Gluconacetobacter, a fonte de carbono
é fundamental para a formacdo da biocelulose (TSOUKO et al., 2015.). Devido a
isso, buscar uma forma de diminuir seu preco afim de trazer maior viabilidade para
0 processo é essencial.

Assim, o objetivo deste trabalho é estudar fontes de carbono de facil acesso e
baixo custo, e o impacto da concentracdo das mesmas na produgdo da celulose
pela bactéria Gluconacetobacter hansenii, bem como caracteriza-la, para futura
aplicacdo nas mascaras faciais da empresa de dermocosméticos Rihcerri.

MATERIAIS E METODOS

A bactéria utilizada foi a Gluconacetobacter hansenii, que ja se encontrava
adaptada ao meio de cultura que sera descrito a seguir. O laboratério D003 na
UTFPR-PG foi utilizado durante este trabalho para a preparacdo do meio,
autoclavagem e também na primeira etapa de armazenamento das culturas. O
meio base utilizado foi o Caldo Alaban (ALABAN, 1962): 100 g L de sacarose, 5 g
L' de fosfato acido de potdssio; 2,5 g L de extrato de levedura; 0,2 g L' de sulfato
de magnésio heptahidratado; 0,6 g L™ de sulfato de amdnio, diluidos em 4gua
destilada, e com base no mesmo foram feitas algumas variaces. Foram testados
diferentes tipos de acgucares (os dois da marca Unido, sendo um cristal tradicional,
enquanto o outro, orgéanico), quantidades de agucar (-10% e -20% da quantidade
utilizada no meio base). A quantidade de indculo foi padronizada para 1% (v/v) da
quantidade de meio utilizado. Sendo assim, foram delineados 4 testes (Figura 1).

Figura 1 —VariagGes do meio de cultivo estudadas.

Aclcar Cristal Actcar Orgénico
+ +
1% de indculo 1% de indculo
-20 % de -10 % de -20 % de -10 % de
acucar acucar agucar agucar

Fonte: Autoria prépria (2020).

Foi preparado o meio de cultivo tradicional, porém cada teste com o tipo e
quantidade de agucar indicado na Figura 1. A cada frasco foi adicionado 200 mL de
meio de cultivo, que em seguida foram fechados com uma camada dupla de papel
Kraft, conforme a Figura 2. Os meios de cultivo foram autoclavados por 15 minutos
al21°C.
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Figura 2 — Meios de cultivo apds autoclavagem

Fonte: Autoria prépria (2020).

Apdbs a autoclavagem, quando o meio de cultura ja se encontrava em
temperatura ambiente, foi inoculado, com a micropipeta, 2 mL de indculo. Em
seguida, foi colocado para crescimento e entdo foram observados os resultados de
cada amostra, sendo que o esperado era uma fina camada de celulose, que ao
mesmo tempo tivesse elasticidade e resisténcia, conforme indicado na Figura 3.

Para cada um dos testes (quatro ao total) houveram duas etapas, cada uma com 5
amostras.

Figura 3 — Meios de cultivo apds autoclavagem

Fonte: Adaptado de Eden Batista Duarte (2019).
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No teste de capacidade de absor¢do de agua (CAA), baseado na metodologia
de Saibuatong e Phisalaphong (2010), a biomembrana liofilizada é imersa em agua
destilada e levada a estufa até o equilibrio. Apds, a biomembrana é removida da
agua e o excesso de agua é retirado e, em seguida, pesada em balanca analitica até
peso constante. Assim, a capacidade de absorcao é dada por:

Wh - wd (1)

CAA (%) = ——=—=x 100

Sendo: Wh o peso da biomembrana hidratada e Wd o peso da biomembrana
seca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds ainoculagdo, foi observado constantemente o desenvolvimento de cada
amostra, e as conclusdes foram obtidas a partir do crescimento da biocelulose e a
resisténcia foi analisada qualitativamente.

Primeiramente, foram realizados os testes com o acgucar cristal em -10% e em
-20%. Foi observado que, em todas as amostras, a biocelulose se formava muito
rapidamente, sendo que nos primeiros 3 dias ja era possivel observar uma pelicula
de aproximadamente 7 mm. Apds 7 dias da inoculacdo a biocelulose estava com
uma espessura muito grande, chegando muitas vezes a 3 cm, assim como na
Figura 4. Outro fator observado foi que quando o cultivo foi perturbado, a
biocelulose se separou em duas, formando entdo duas peliculas. Contudo essas
peliculas eram pouco resistentes. Isso demonstra a importancia de se manter o
cultivo estatico, sem perturbagdes. Quanto a quantidade de agucar testado, -10%
e -20%, nao foi possivel observar diferencgas entre os dois em relagdo a espessura
da biomembrana formada.

Figura 4 — Peliculas de biocelulose com agucar cristal a -10%.

Fonte: Autoria propria (2019).

Os testes seguintes foram realizados com o agucar organico. A quantidade de
-10% proporcionou um crescimento rapido, mas ndo tanto quanto os anteriores:
com 7 dias, o cultivo apresentava uma pelicula de biocelulose de 2 cm. Ja quando
foi testado -20% de aglcar, foi possivel notar que a pelicula de biocelulose formada
era menor, o que, dentro das expectativas do trabalho, foi o melhor resultado,
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visto que quando estava com 7 dias apds inoculacao a pelicula estava entre 5 mm
alcm.

Conquanto, as bioceluloses ainda estavam espessas, longe do esperado,
representado pela Figura 2. Deste modo, as culturas comecaram a ser
armazenadas no laboratdério de Andlise Sensorial, o qual mantém temperatura
praticamente constante em 23°C. Com isso, a espessura da pelicula obtida foi
menor e também resistente ao toque, como apresentado na Figura 5. Foi o
resultado que mais se assemelhou ao esperado, restando ainda alguns testes e
ajustes a serem feitos.

Figura 5 — Pelicula de biocelulose com agucar organico a -20% e temperatura constante.

Fonte: Autoria propria (2019).

Quanto a resisténcia das bioceluloses, que como dito anteriormente foram
analisadas qualitativamente, as bioceluloses cultivadas no meio com acgucar
organico apresentaram resultados melhores em relacdo aquelas cultivadas no
meio com agUcar cristal. A formacdo da biocelulose se da através de trés etapas: a
primeira, em que acontece a polimerizacdo de residuos de glicose em cadeias
Bi4-glucana; a segunda em que ocorre a secrecao extracelular das cadeias lineares;
e a terceira quando ocorre a organizacao e cristalizacdo das cadeias de glucanas,
por ligacGes de hidrogénio e forcas de Van der Walls dispostas em tiras (DONINI et
al., 2010). Assim, pode-se dizer que nas amostras com acucar cristal ndo houve
uma formacdo adequada da estrutura tridimensional da biomembrana, levando a
baixa resisténcia.

Sabe-se que no inicio da fermentagdo a concentracdo de bactéria aumenta,
consumindo o oxigénio dissolvido e produzindo celulose em fase liquida, a qual é
responsavel por deixar o meio turvo. Contudo, apds o oxigénio dissolvido findar,
as bactérias que se encontram préximo a superficie sdo as Unicas a continuar a
producdo de celulose (IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000). Outro ponto
importante, é que conforme a legislagao brasileira, o aglcar cristal deve possuir a
polarizagdo, que representa a porcentagem de sacarose em torno de 99°Z (grau
zucker), enquanto aglcares como o organico possuem em torno de 90°Z
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(JAMBASSI, 2017), ja que o agucar cristal passa por processamentos, restando
praticamente apenas sacarose. Isso pode explicar o fato de que as amostras com
acUcar cristal obtiveram maiores espessuras da biocelulose, pois tiveram uma
maior disponibilidade de sacarose no meio, ja que nao foi feita uma compensacao
da quantidade de sacarose colocada no meio, foi apenas adicionado as
guantidades iguais dos dois acglcares.

Quanto ao teste de capacidade de absorcdao de agua, no qual poderia se
observar a capacidade da biocelulose como suporte aos bioativos para producdo
da mascara anti-idade da empresa Rihcerri, ndo foram realizados devido a
pandemia do novo Coronavirus.

CONCLUSAO

Dentro das expectativas do presente trabalho, foi possivel observar que a
celulose produzida pela bactéria Gluconacetobacter hansenii no meio de cultivo
com agucar organico a -20% da quantidade indicada no caldo Alaban, mostrou-se
a melhor op¢do. Ainda, pode-se ressaltar a importancia da temperatura constante
no processo. Devido a finalidade desse trabalho ser para producdo de mascaras
com adicdo de bioativos, ressalta-se a importancia de realizar testes para a
capacidade de absorcao.
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