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Modificagoes in situ para biossintese de nanocelulose bacteriana

opticamente transparente

In situ modifications for optically transparent bacterial nanocellulose biosynthesis
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RESUMO

A nanocelulose bacteriana (NCB) ¢ tradicionalmente produzida em meio de cultivo complexo, o meio
Hestrin-Schramm (HS). Entretanto ¢ um processo economicamente custoso € ndo permite sua
quantificagdo, bem como a reprodutibilidade pois utiliza-se componentes complexos. Nesse sentido, o
presente trabalho teve como objetivo explorar modificagdes in situ do meio de cultura, utilizando-se o meio
minimo definido para avaliar a capacidade da bactéria Komagataeibacter xylinus em produzir membranas
opticamente transparentes sob restri¢ao de nutrientes. A reativagao da cepa bacteriana foi realizada em meio
HS durante sete dias de incubagdo em B.O.D a 28°C. Apods o aumento do indculo bacteriano, aliquotas
foram preparadas e preservadas em glicerol. Para producdo das membranas foi realizada a inoculagdo da
bactéria nos dois meios de cultura produzidos: meio minimo e HS e incubados durante 14 dias em B.O.D.
Ap6s a producio das membranas seguiu-se com a purificacdo em hidréxido sédio (0,1 M) a 50°C durante
24 horas, seguido de lavagens sucessivas com agua destilada para remogdo das bactérias. As membranas
foram autoclavadas e estocadas. Em conclusdo, o estudo demonstrou a eficiéncia das modificagoes
realizadas in situ com o uso do meio minimo para a producdo de membranas transparentes quando
comparadas com as produzidas no meio complexo.
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ABSTRACT

Bacterial nanocellulose (BNC) is traditionally produced in a complex culture medium, the Hestrin-
Schramm (HS) medium. However it is an economically costly process and does not allow its quantification,
as well as reproducibility because complex components are used. In this context, the present work aims to
explore in situ modifications of the culture medium, using the defined minimal medium to evaluate the
ability of the bacterium Komagataeibacter xylinus to produce optically transparent membranes under
nutrient restriction. Reactivation of the bacterial strain was performed in HS medium for seven days of
incubation in B.O.D. at 28 °C. After increasing the bacterial inoculum, aliquots were prepared and
preserved in glycerol. To produce the membranes, the bacteria were inoculated in both culture media,
minimal and HS, and incubated for 14 days in B.O.D. After the production of the membranes, it was
followed with purification in sodium hydroxide (0.1 M) at 50 °C for 24 hours and successive washes with
distilled water until complete removal of bacteria. The membranes were autoclaved and stored. In
conclusion, the study demonstrated the efficiency of the modifications performed in situ using the minimal
medium for the production of transparent membranes when compared to those produced in the complex
medium.

Keywords: Bacterial Nanocelullose, Complex media, Minimal Media.

* Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, Universidade Tecnologica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos, Dois Vizinhos,
Parana, Brasil; jgodoi@alunos.utfpr.edu.br

T Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos; samarasouza@utfpr.edu.br

f Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos; gsperotto@alunos.utfpr.edu.br

$ Universidade Tecnologica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos; larissastakiak@alunos.utfpr.edu.br

T Universidade Tecnologica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos; naianagabiatti@utfpr.edu.br

I'Universidade Tecnolégica Federal do Parand, Campus Dois Vizinhos; paulamontanher@utfpr.edu.br




¥l Semindric de Extensao e Inovagdo l ' I
XXVl Semindrio de Iniciacdo Cientifica e Tecnologica -t | rPR
08 a 12 de Novembro - Guarapuava/PR R
SEI-SHCITE 2021 CAMPUS GUARAPLIAVA

Pesnuen = Ecemdo para um
mundo sm orormosio

1 INTRODUCAO

A celulose constituinte das paredes celulares das plantas e algas ¢ o polimero mais abundante do planeta
da terra, entretanto, apesar de ser extraida de fontes renovaveis, o uso da madeira como matéria prima ainda ¢é
a principal causa de desmatamentos ilegais e os processos de purificagdo da celulose sdo altamente poluentes,
isto ¢, a celulose encontra-se ramificada entre hemicelulose, lignina e impurezas que sdo removidas através de
processos quimicos que resultam em efluentes com alta fragdo de compostos organicos ndo biodegradaveis
(ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014; DONINI et al., 2014). Nesse sentido existe algum biomaterial que possa
resolver toda esta tematica ambiental e ainda possa ser modificado?

A nanocelulose bacteriana (NCB) se destaca como uma alternativa tecnologica promissora para
substitui¢do dos processos tradicionais de obtengdo de celulose. Para a biossintese de NCB sio utilizadas
bactérias do género Komagataeibacter, sendo o organismo modelo de produgido a Komagataiebacter xylinus
devido a sua alta capacidade de sintetizar celulose a partir de diferentes substratos (YAMADA et al, 2012 a,b).
A NCB possui estrutura quimica semelhante a celulose vegetal ¢ seu processo de purificagdo envolve apenas
a remogao das bactérias aderidas a membrana, deste modo, ndo contendo impurezas indesejadas. Além disso,
¢ constituida por fibras nanométricas que a conferem propriedades especificas tais como alta resisténcia
mecanica e a tragdo, possibilidade de formagdo de compositos, hidrofilicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, alta cristalinidade, alta pureza, grande capacidade de retencdo de agua (DONINI et al.,
2010; ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014; VAZQUEZ et al., 2013).

Uma grande vantagem na NCB ¢ sua funcionalizacao, através de modificagdes que podem alterar suas
propriedades fisico-quimicas a fim de se obter um material diferenciado. As modificagdes da nanocelulose
podem ser realizadas através de métodos in situ na qual a incorporacdo de outros materiais ocorrem durante a
sintese ou modificacdes no meio de cultura. Por outro lado, o método ex situ a NCB ¢ incorporada com
materiais em uma fase pos tratamento (CHAWLA et al., 2009; DE SOUZA et al, 2019; ESA; TASARIN;
RAHMAN, 2014).

Diversos autores demostraram a capacidade da bactéria K. xy/inus de fermentar diferentes substratos com
o intuito de obtengdo de celulose, sendo o primeiro estudo desenvolvido por Hestrin ¢ Schramm (1958) ao qual
utilizaram glicose como fonte de carbono e outros nutrientes tais como extrato de levedura e peptona
(HESTRIN; SCHARAMM, 1954). Atualmente, o custo final de um meio de cultura corresponde a cerca de
30% dos custos totais de obtencdo de produtos de origem biotecnologica (JOZALA et al., 2016). Estudos
surgiram com o intuito de reduzir o alto custo dos meios de cultura, principalmente meios alternativos como
fontes de carbono e nitrogénio a partir de residuos agroindustriais (CAVKA et al., 2013; KUO; LIN; LEE,
2010; HYUN; MAHANTY; KIM, 2014), da indtstria alimenticia (YANG et al., 2016; KONGRUANG, 2008)
e residuos da industria de biodiesel (YANG et al., 2013; GUO et al., 2013) entre outros. No entanto, todos
esses meios ainda possuem componentes complexos em sua composi¢do, o que ndo possibilita uma
quantificagdo exata dos nutrientes, além de variagdes a cada lote. Além disso, o uso de componentes
alternativos como meio de cultura pode influenciar nas propriedades finais das fibras de NCB
(KONGRUANG, 2008; DAHMAN; JAYASURIA; KALIS, 2010).

Novos estudos revelam as vantagens dos meios quimicamente definidos que contém a composicao exata
de cada componente. Dentre os meios quimicamente definidos, o meio minimo é uma excelente alternativa,
no qual contém a quantidade adequada de nutrientes necessaria para o crescimento microbiano (MACHADO
etal.,2019; LETORT; JUILLARD, 2001). Os estudos sobre meio minimo relatados na literatura sao utilizados
em experimentos in silico, identificando as capacidades metabolicas, demanda de nutrientes e geragdo de
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metabolitos extracelulares para modulacdo de um meio de cultura (PHAN-THANH; GORMON, 1997;
AZATIAN; KAUR; LATHAN, 2019).

O primeiro meio minimo definido para producdo de nanocelulose bacteriana foi elaborado por De Souza
¢ colaboradores (2018) a partir da bactéria Komagataeibacter hansenii (ATCC® 23769™) ¢ avaliou diferentes
concentragdes de diferentes fontes de carbono e nitrogénio em cultura estatica. Como consequéncia dessa
modulacdo do meio de cultura, a membrana sintetizada apresentou uma elevada transparéncia e porosidade
quando comparada a membranas sintetizadas em meios complexos (DE SOUZA et al., 2019). Além disso, o
custo do meio minimo fica em torno de $0,87 por litro, enquanto o meio HS chega a $3,99 por litro, uma
reducdo significativa (SPEROTTO et al., 2021).

Os biofilmes transparentes de NCB se destacam em aplicagdes de engenharia de tecidos pois sua
microestrutura fornece uma matriz organizada para o crescimento celular € podem ser usados para processos
de cicatrizagdo de feridas que podem ser facilmente monitoradas sem remogédo do curativo (KHODA; KOC,
2013; ZHU; MARCHANT, 2011; NOGI; YANO, 2008). Nesse contexto, esse estudo tem como objetivo
explorar as modificagdes in situ de meio de cultura, principalmente no que se refere a utilizagdo de um meio
minimo definido, para biossintese de membranas de nanocelulose bacteriana opticamente transparentes a partir
da bactéria Komagataeibacter xylinus (ATCC® 53524™) em cultura estatica.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Meios de cultivo

A bactéria Komagataeibacter xylinus (ATCC® 53524™) foi empregada na biossintese de nanocelulose
bacteriana (NCB). Para reativagdo, cultivo e preservagdo foi preparado o meio de cultura liquido Hestrin-
Scharamm (HS) constituido por 20 g/L de glicose (CsH120s), 5 g/L. de extrato de levedura, 5 g/L de peptona
bacteriologica, 2,7 g/L de fosfato dissodico (Na,HPO4) e 1,15 g/L de acido citrico (CsHgO-). Para o meio de
cultura sélido o meio Hestrin- Scharamm (HS) foi suplementado com 15 g/L de agar bacteriologico, o pH do
meio foi corrigido para 6,5 e esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos (HESTRIN; SCHARAMM,
1954).

Em alternativa ao meio HS, foi desenvolvido um meio de cultura minimo, conforme a metodologia adotada
por De Souza e colaboradores (2019) ao qual foram preparadas separadamente solugdes estoques de cloreto
de calcio (CaCly) - 0,1 M, sulfato de magnésio (MgSOs) - 1 M, cloreto de amonio (NH4Cl) - 0,5 M e glicose
(CéH1206) - 1 M (DE SOUZA et al., 2019). Para a suplementagdo minima de sais utilizou-se os padroes
determinados por Miller (1979), sendo elaborado uma solucdo estoque de sais 10x 4% (v/v) com 58 g de
fosfato dissodico (Na,HPOs), 30 g de fosfato monopotassico (KH2PO4) e 5 g de cloreto de sodio (NaCl)
(MILLER, 1979). Todas as aliquotas foram esterilizadas em autoclave a 121°C por 20 minutos. O meio de
cultivo minimo foi preparado em camara de fluxo laminar com adigdo de aliquotas das solu¢des produzidas
anteriormente, seguindo a adicao de 40 mL solugdo de estoque de sais, 800 puL de sulfato de magnésio, 400
uL cloreto de calcio, 25 mL de glicose, 20 mL de cloreto de amdnio e completado em um litro com agua
deionizada.

2.1 Reativacao e preservacio da cepa bacteriana

Para a reativacdo da cepa bacteriana de K. xylinus foi descongelada uma aliquota estoque de 1 mL, ao qual
foram inoculados 100 pL em placas com meio HS solido, sendo nomeada como “placa de manutencao”.
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O restante da aliquota foi realocado em tubo falcon contendo 4 mL de meio HS, apds homogeneizacao, o
tubo foi incubado em estufa B.O.D por sete dias a 28°C. Apo6s o periodo de incubag@o, a membrana de
nanocelulose formada foi retirada e realizado o aumento do indculo bacteriano adicionando cerca de 45 mL de
meio HS em um erlenmeyer, sendo cultivado por mais sete dias a 28°C. Por fim, as amostras foram preservadas
em glicerol (20%) a -20°C.

2.2 Biossintese e purificacio

Através da placa de manutencdo gerada na etapa anterior, foram selecionadas em torno de 6 colonias de
K. xylinus em 1 mL, criando o indculo bacteriano, logo foram inoculados 100 pL. deste indculo em uma placa
denominada “placa de trabalho” ao qual foi incubada por 7 dias a 28°C. Para a produ¢do das membranas de
NCB foi preparado um inéculo bacteriano de 2,5% v/v.

Para os ensaios foram utilizadas placas de 6 pocos, contendo 6 mL por pogo do in6culo de cada um dos
meios. As placas foram incubadas por 14 dias a 28°C, apos o periodo de incubagdo as membranas foram
imersas em uma solug¢do de hidroxido de sodio (NaOH) — 0,1M a 50°C durante 24 horas. Em seguida, as
membranas foram lavadas até atingirem pH em torno da neutralidade e autoclavadas, sendo estocadas para
futuras analises.

2 RESULTADOS

O primeiro experimento consistiu na reativagdo da bactéria K. xylinus utilizando o meio HS. Apds o
periodo de incubacdo de sete dias verificou-se a formag2o da membrana de nanocelulose bacteriana (Fig. 1a).
Uma lamina a partir da aliquota foi corada através da coloragdo de Gram (Fig. 1b) e ao ser observada em
microscopico optico revelou um padrao morfoldgico em forma bacilar e tamanho de 0,5 pum a 1,0 um por 2,0
pm a 10,0 pm e apresentando cor rosa, caracteristicas de bactérias Gram-negativas como a K. xylinus
(KADERE et al., 2008; TOMITA; KONDO, 2009).

Figura 1 — Reativacio bacteriana apés incubacio (a) e coloracio de Gram da limina contendo K. xylinus (b)
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Fonte: Autoria Propria (2021)

As membranas transparentes também foram sintetizadas com sucesso a partir do meio minimo definido.
A Figura 2 mostra a maior transparéncia das membranas sintetizadas em meio minimo comparado as
membranas em meio complexo.
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Figura 2 — Producio de membranas de nanocelulose bacteriana opticamente transparentes
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Fonte: Autoria Prépria (2021)

Assim esse estudo apresenta uma nova membrana mais transparente opticamente. Ainda é necessario
realizar as caracterizagdes das membranas para avaliar a microestrutura de rede de nanofibras, porosidade,
além de outras propriedades. Esse material tem grande potencial, uma vez que se trata de nanocelulose pura
sem adicao de outras substancias, apenas com a modulagdo do meio de cultura e por um custo de produgdo
bem baixo.

3 CONCLUSAO

O presente estudo alcangou a realizagdo das atividades propostas de propagagao, estoque, reativacdo da
cepa bacteriana e preparo dos meios de cultura. O uso do meio minimo foi efetivo no crescimento de
nanocelulose bacteriana a partir da bactéria Komagataeibacter xylinus mesmo sob restricdo de nutrientes.
Além disso, as membranas apresentaram uma maior transparéncia quando comparadas as membranas obtidas
pelo meio HS, podendo ser uma excelente alternativa para aplicagdes onde a transparéncia ¢ essencial.
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