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Modifica¢goes de meio de cultivo para produgao de
biofilmes de nanocelulose bacteriana opticamente
transparentes

Modifications of culture medium for the production of
optically transparent bacterial nanocellulose biofilms

RESUMO

A nanocelulose bacteriana (NCB) é um biomaterial com vasto potencial de modificacdes e
incorporag@es a sua matriz, com o propdsito de produzir novos materiais com propriedades
diferenciadas. Este estudo avaliou a capacidade da bactéria Komagataeibacter xylinus
(ATCC® 53524™) de sintetizar NCB sob restricdes de nutrientes em um meio definido
minimo. A reativacdo da cepa bacteriana foi realizada utilizando o meio complexo Hestrin-
Schramm. Apds sete dias de incubacgdo foi constatado contaminacgao de fungos filamentosos
através de andlise macroscépica da placa de manutencdo e de contaminacao por leveduras
na aliquota do meio de reativacdo. A metodologia e procedimentos foram reavaliados para
garantir total assepsia, sendo possivel a obtengdo de biofilmes de NCB, confirmado através
da morfologia bacteriana. Em seguida, foram realizados testes de biossintese através da
inoculagdo da bactéria em meio minimo, entretanto, durante o periodo de crescimento ndo
foi observado a presenca de NCB, indicando uma contaminac¢do. Com a suspensdo das
atividades de pesquisa, ndo foi possivel concluir que as modificacdes foram eficientes na
producdo de biofilmes, além da caracterizacdao dos materiais. Novos testes serdo realizados
futuramente, entretanto, o presente estudo contribuiu para as atividades propostas de
propagacdo, estoque, reativacdo da cepa e preparo de reagentes.

PALAVRAS-CHAVE: Nanocelulose bacteriana. Meio de cultura. Meio minimo.
ABSTRACT

Bacterial nanocellulose (BNC) is a biomaterial with a wide potential of modifications and
incorporations to its matrix, aiming to produce new materials with distinctive properties.
This study evaluated the Komagataeibacter xylinus (ATCC® 53524™) bacteria’s capacity to
synthesize BNC under nutrients’ restrictions in a minimum defined medium. The bacterial
strain reactivation was carried out using the Hestrin-Schramm complex medium. After
seven days of incubation, contamination by filamentous fungi was detected, through a
macroscopic analysis of the maintenance plate and contamination by yeasts in the aliquot
of the reactivation medium. The methodology and procedures were revaluated to
guarantee total asepsis, which allowed to obtain BNC biofilms, confirmed by bacterial
morphology. Then, biosynthesis tests were conducted through the bacteria inoculation in a
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minimum medium, however, during the growth period, the presence of BNC was not
observed, which indicates contamination. As the research activities were suspended due to
COVID-19, it was not possible to conclude that the modifications were efficient to produce
biofilms besides the materials’ characterization. New tests will be performed in the future,
but, so far, this study has contributed to the proposed activities of propagation, stock, strain
reactivation, and reagent preparation.

KEYWORDS: Bacterial nanocellulose. Culture medium. Minimal medium.

INTRODUGAO

A nanocelulose bacteriana (NCB) ao longo dos ultimos anos vem se destacando
como importante biomaterial no ramo de engenharia de tecidos (METCALF; FERGUSSON,
2006). Tamanha notoriedade se deve a propriedades Unicas como elevada resisténcia
mecanica, biocompatibilidade, capacidade de absor¢do de 4gua e possibilidade de ser
moldada em estruturas tridimensionais durante sua sintese (GAMA; GATENHOLM; KLEM,
2012; LEE et al., 2014; SHAH et al., 2013; Shi et al., 2014). Tais caracteristicas expande as
possibilidades de aplicagdes tecnoldgicas como implantes corporais (Niaounakis, 2015),
substituto de pele (Fu et. Al, 2013), tubos vasculares (HONG et al., 2015) e a fabricacdo de
biosensores eletroquimicos para imobilizagdo da bacteriéfagos (Farooq et. al, 2020).

Para a biossintese de NCB sdo utilizadas bactérias do género Komagataeibacter,
sendo a mais estudada a Komagataiebacter xylinus pela sua alta capacidade de produzir
niveis relativamente altos do biopolimero a partir de uma ampla variedade de substratos
(Yamada et al., 2012 a,b). Vérios autores pesquisaram esta capacidade de fermentar
diferentes substratos para obtencdo de celulose, o primeiro meio de cultivo complexo foi
desenvolvido por Hestrin e Scharamm ao qual utilizam glicose como fonte de carbono e
outros nutrientes como extrato de levedura e peptona (Hestrin; Scharamm, 1954),
entretanto, o custo final de um meio de cultura corresponde a cerca de 30% dos custos
totais de obtengdo de produtos de origem biotecnoldgica (JOZALA et al., 2016).

Visando eliminar o fator de alto custo dos meios de cultura, surgiram inimeros
trabalhos levando em consideracdo o desenvolvimento de meios de cultura de baixo custo,
tendo enfoque principal fontes alternativas de carbono e nitrogénio através de residuos
agroindustriais (CAVKA et al., 2013; KUO; LIN; LEE, 2010; HYUN; MAHANTY; KIM, 2014), da
industria alimenticia como casca de arroz (GOELZER et al., 2009), palha de trigo (HONG et
al., 2011), bagaco de frutas (KUMBAR; RAJWADE; PAKNIKAR, 2015; VAZQUEZ; FORESTI;
CERRUTTI, 2013) e soro de leite (CARREIRA et al., 2011), porém todos estes meios ainda
possuem componentes complexos em sua composi¢do, ndo permitindo uma quantificacdo
exata e consequentemente uma pior reprodutibilidade. Além disto, o uso de componentes
alternativos no meio de cultura pode influenciar nas propriedades finais da NCB
(KONGRUANG, 2008; CASTRO et al., 2011; DAHMAN; JAYASURIA; KALIS, 2010). Por outro
lado, os meios quimicamente definidos contém a composicdo exata de cada componente.

Seguindo esta tendéncia, meio minimo é um meio quimicamente definido que
contém a quantidade adequada de nutrientes necessaria para o crescimento de bactérias
(MACHADO et al., 2019; LETORT; JUILLARD, 2001). A grande maioria dos estudos sobre o
meio minimo sdo usados para experimentos in silico, identificando as capacidades
metabdlicas, demanda de nutrientes e geracdo de metabdlitos extracelulares (PHAN-
THANH; GORMON, 1997; WEGKAMP et al., 2010; AZATIAN; KAUR; LATHAN, 2019).

Recentemente o primeiro meio minimo definido para produg¢do de NCB foi avaliado
a partir da bactéria Komagataeibacter hansenii (ATCC® 23769™). O estudo avaliou
diferentes fontes de carbono e nitrogénio em cultura estatica e definiu as melhores
condigGes e concentragdes capaz de produzir biofilmes de nanocelulose. Em consequéncia
da modulagdo do meio de cultura, a NCB sintetizada apresentou uma elevada transparéncia
quando comparada aos meios complexos (SOUZA; BERTI; OLIVEIRA, 2019).
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Biofilmes transparentes de nanocelulose se destacam em aplicacdes de engenharia
de tecidos pois sua microestrutura fornece uma matriz organizada que permite o
crescimento celular (KHODA; KOC, 2013; ZHU; MARCHANT, 2011). Além disso, biofilmes
transparentes podem ser uma melhor plataforma para processos de cicatrizagdo de feridas
que podem ser facilmente monitoradas sem a remog¢do do curativo (NOGI; YANO, 2008;
SAITO et al., 2003).

Os biomateriais opticamente transparentes sao essenciais para diversas aplicacdes
tecnoldgicas e projetam novos desafios em seu desenvolvimento por projetos inovadores
de producdo (CHEN et al., 2012; FERNANDES et al., 2009; OKAHISA et al., 2009). Neste
contexto, este projeto tem como objetivo explorar as modificagdes de meio de cultura,
principalmente no que se refere ao uso de um meio minimo definido, para produzir
biofilmes de NCB opticamente transparentes a partir da bactéria Komagataeibacter xylinus
(ATCC® 53524™) em culturas estaticas.

MATERIAIS E METODOS

A bactéria utilizada para a sintese de nanocelulose bacteriana (NCB) foi
Komagataeibacter xylinus (ATCC® 53524™). Para reativacdo, cultivo, preservacado
foi elaborado o meio de cultura Hestrin & Scharamm (HS) constituido por 20 g/L de
glicose (CeH120¢), 5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona bacterioldgica, 2,7
g/L de fosfato dissédico (Na,HPO,) e 1,15 g/L de acido citrico.

Em alternativa ao tradicional meio de cultura HS foi desenvolvido o meio de
cultura minimo de acordo com a metodologia adotada por Samara e colaboradores
(2019) ao qual foram preparadas solucdes estoques separadamente de cloreto de
calcio (CaCly) 0,1 M, sulfato de magnésio (MgS0.) 1 M, cloreto de aménio (NH4Cl)
0,5 M e glicose (CsH1206) 1 M. Para a suplementag¢do minima de sais foram utilizados
os padrées M9 de sais minimos proposto por Miller (1979), desta forma foi
elaborada uma solugdo estoque de sais 10x 4% (v/v) contendo 58 g de fosfato
dissédico (Na;HPO,), 30 g de fosfato monopotassico (KH.PO.) e 5 g de cloreto de
sddio (NaCl) em um litro. O meio de cultivo minimo foi preparado através da adicdo
de aliquotas das solucdes estoques produzidos anteriormente, seguindo a adicao
de 40 mL solucdo de sais, 800 pL de sulfato de magnésio, 400 pL cloreto de célcio,
25 mL de glicose, 20 mL de cloreto de amonio e completado em um litro de solugao.
O pH de ambos os meios foram ajustados para 6,5 e em seguida esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 minutos.

Para a reativacao da cepa bacteriana, descongelou-se uma aliquota estoque
de 1 mL (Figura 1), ao qual 100 pL foram inoculados em meio HS sdlido,
denominando-a como placa de manutencao, logo o restante da aliquota foi
realocado em tubo de cultura contendo 4 mL de meio HS. Apds homogeneizacao,
o tubo foi alocado em uma incubadora B.0.D a 30°C e cultivado em condigcbes
estaticas por 7 dias. Em seguida ao periodo de incubacdo, o biofilme sintetizado foi
retirada e efetuado o aumento do indculo adicionando 45 mL de meio HS e
cultivado por mais 7 dias a 30°C, logo apds preservadas em glicerol a -20°C. Através
da placa de manutenc¢do foram selecionadas 5 colonias da bactéria K. xylinus em 1
mL de meio HS e inoculado 100 puL em uma placa denominada placa de trabalho.
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Figura 1. Esquema da reativacao e preservacao da cepa de K. xylinus
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Fonte: Autoria propria (2020).

Para a biossintese da NCB preparou-se o meio de cultura (HS e Minimo)
contendo 10% (v/v) do indculo partindo da placa de trabalho (Figura 2), logo em
seguida incubadas a 30°C em BOD em cultura estatica por 7 dias. Apds o periodo
de incubacdo os biofilmes foram removidos e purificados em um béquer contendo
uma solugdo 0,1 M de hidréxido de sédio (NaOH) por 24 horas a 50°C. Depois
foram lavados com 4gua destilada até o pH atingir a neutralidade e autoclavados
por 20 min a 121 °C.

Figura 2. Esquema para preparo do indculo bacteriano para biossintese de NCB
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Fonte: Autoria propria (2020).

RESULTADO E DISCUSSAO

O primeiro experimento consistiu na reativacao da bactéria K. Xylinus em meio
Hestrin- Scharamm, entretanto, apds o periodo de incubacao de sete dias a placa
de manutencao apresentou o crescimento de fungos filamentosos, evidenciados
pelo crescimento de micélios observados pela morfologia macroscépica das
col6nias como demonstrado na Figura 3 (a). J4 o meio o meio de reativacdo com
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meio HS liquido ao ser observado uma aliquota em microscdpico dptico, ficou
constatado a contaminacdo por leveduras (Figura 3 (b)), caracterizadas por suas
formas esféricas ou ovais na presenca de pseudo-hifas, caracteristicas tipicas de
leveduras (Tortora; Funke, 2010), divergindo do padrdao morfolégico de estrutura
em forma bacilar e tamanho de 0,5 um a 1,0 um por 2,0 um a 10,0 um da cepa de
K. Xylinus (KADERE et al., 2008; TOMITA; KONDO, 2009).

Figura 3 — Contaminacao da placa de manutencdo por fungos filamentosos
(a), contaminacgdo do meio liquido por leveduras (b)

Fonte: Autoria prépria (2020).

A reativacdo foi refeita e apds 7 dias verificado a formacdo de uma pelicula de
nanocelulose bacteriana conforme a Figura 4 (a) e confirmacdo morfolégica (b) e
por fim preparadas as placas de manutencao.

Figura 4 — Biossintese do biofilme de nanocelulose apds 7 dias de incubacdo
de forma estética (a), micrografia K. Xylinus (b)

Fonte: Autoria prépria (2020).
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Para producdo de biofilmes transparentes, foi preparado um indculo com o
meio minimo de 10 % do volume final e por fim em uma placa de 24 pogos foram
adicionados 2 mL em cada po¢o, em seguida incubados por 7 dias a 30°C.

Apds este periodo, ndo foi verificado a formacdo de biofilmes, indicando uma
possivel contamina¢do do meio (Figura 5).

Figura 5 — Teste de biossintese de NCB através do meio minimo

Fonte: Autoria propria (2020).

CONCLUSAO

O presente estudo alcancou as atividades propostas de propagacao, estoque,
reativacdo da cepa bacteriana, preparo de reagentes e meio de cultura. Devido as
contaminacdes e posteriormente com a pandemia, as atividades foram suspensas
ndo sendo possivel obter resultados conclusivos. Neste aspecto, ndo é possivel
concluir que as modificacées do meio de cultivo minimo foram eficientes na
producao de biofilmes de nanocelulose bacteriana opticamente transparentes
através da cepa de Komagataeibacter xylinus, sendo necessario que novos testes
sejam realizados futuramente.
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