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Resumo: A celulose bacteriana em biopolimero com caracteristicas especiais que o torna aplicavel na
manufatura de artefatos de aplicacdo médica, bem como suporte estrutural para a engenharia de tecidos. O
presente trabalho objetivou avaliar a producéo de celulose bacteriana por Gluconoacetobacter hansenii a
partir de trés substratos carbdnicos, glicose glicerol e manitol. Para isto a bactéria foi cultivada em meios
contendo cada um dos substratos separadamente, na concentracdo de 25 g/l. A producéo de celulose foi
avaliada a partir da pesagem do biopolimero que cresceu na superficie do caldo de cultivo, foi
acompanhada durante 14 dias. Os resultados mostraram que houve producdo de celulose a partir dos trés
substratos estudados, sendo esta que na presenca de glicerol ocorreu a maior conversdo de substrato em
produto, com um rendimento de 36 g de celulose/ 100g de substrato. Os resultados séo promissores tendo
em vista que atualmente o glicerol é um substrato de baixo custo o que contribui para o decréscimo do
custo de producéo final deste biopolimero com diversas aplica¢cdes biomédicas.
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1 INTRODUCAO

Embora se tenha obtido muitos avancos cientificos na engenharia de tecidos, a ciéncia
ainda encontra desafios para reparo e substituicdo de tecidos moles do corpo, tais como,
tenddes, pele, figado, nervos cartilagem e ligamentos. Os tratamentos convencionais cujo
objetivo € buscar a reconstrucao dos tecidos e 6rgaos lesados tém limitacdes tais como a
compatibilidade de doadores e por vezes rejeicdes (HORNUNG, et al., 2006). Assim, ha
a necessidade da busca de materiais com estruturas adequadas para promover 0
estimulo a construcdo ou a substituicdo de 6érgdos e tecidos. Na engenharia, de tecidos
sdo desenvolvidas matrizes para darem suporte as células, promover sua diferenciacéo e
proliferacdo e consequentemente a formagdo de um novo tecido. Tais estratégias
permitem estruturas hibridas que podem ser implantadas em pacientes para promover a
regeneracao tecidual ou substituir um 6rgdo com mau funcionamento. Para atender a
todos os requisitos necessarios ao sucesso desta estratégia a escolha de polimeros e os
fatores que afetam a interacdo célula/tecido- material deve ser investigada. O material
polimérico ideal requer uma rigidez mecéanica, e uma estrutura tridimensional que possa

promover a interacdo maxima com as células e os fluidos corporeos, além de ter uma
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nanoestrutura superficial que permita a adesao celular. Neste sentido os polimeros
naturais oferecem grande vantagem, pois sdo similares as macromoléculas bioldgicas
com as quais o0 organismo esta preparado para reconhecer e interagir metabolicamente.
Além de possuirem certa similaridade com os componentes de matriz extracelular, os
polimeros naturais podem minimizar o estimulo a inflamacdo cronica ou reacdes
imunologicas e toxicidade, frequentemente detectada com materiais sintéticos
(HORNUNG, et al., 2006). Devido a nanoestrutura e propriedades Unicas a celulose
bacteriana (CB) € um candidato natural para aplicacdes médicas e para a engenharia de
tecidos.

A celulose é o biopolimero mais abundante encontrado na natureza, sendo o
principal componente estrutural de plantas e de grande importancia na economia mundial.
Além de plantas, algas, fungos, algumas bactérias sdo também capazes de produzir
celulose (ROSS et al, 1991; BROWN JR., 1998; RECOUVREUX et al.,, 2008;
RECOUVREUX, 2004). A CB é um biopolimero que tem sido utilizado hd muito tempo
como um material biomédico e é ainda hoje utilizado em uma forma modificada como
membrana de hemodialise e como carreador de farmacos de liberacdo controlada. As
diferentes fontes de celulose ndo tém sido plenamente exploradas, como por exemplo, a
celulose bacteriana deve possuir propriedades necessarias para algumas aplicactes
biomédicas muito especificas. A CB difere consideravelmente das de outras fontes e
sendo assim, ainda requer muito estudo para a sua potencial aplicacdo (BODIN et al.
2011).

As bactérias do género Gluconacetobacter (anteriormente Acetobacter) séo
bactérias ndo patogénicas, comumente encontradas em frutas e vegetais, apresentam a
capacidade de produzir nanofibras de celulose pura (BROWN, 1986). A CB pode ser
sintetizada a partir de uma variedade de fontes de carbono. Todas as bactérias
produtoras de celulose sdo capazes de converter glicose a celulose como parte de seu
metabolismo. Neste caso, a glicose atua ndo somente como fonte de energia, mas
também como precursora da biossintese do biopolimero (ROSS et al., 1991). No entanto,
0 uso da glicose como substrato para a producdo de CB encontra limitacbes pelo seu
custo elevado quando se pensa em elevagao da escala de producéo.

Assim, neste estudo, foi avaliada a producao de celulose por G. hansenii, a partir de

trés substratos glicose, manitol e glicerol.
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2 METODOLOGIA

2.1 Micro-organismo empregado

A bactéria utilizada nesse estudo foi a Gluconacetobacter hansenii, ATCC23769,
anteriormente denominada Acetobacter xylinus, armazenada em temperatura ambiente no
meio de cultivo com a seguinte composicdo: manitol (25,0 g-I'%), extrato de levedura (5,0

g-I'™), peptona (3,0 g-1™).

2.2 Meio de cultivo
Meio de cultivo utilizado foi composto de (g.I™%): extrato de levedura (5,0), peptona
(3,0), e uma das trés fontes de carbono (25,0). Foram testadas trés fontes de carbono

sendo estas: glicerol, glicose e manitol.

2.3 Condig¢des de cultivo

Foram realizadas trés séries de experimentos, em duplicata, sendo cada série para
0s substratos: glicose, glicerol e manitol. Para cada série de experimentos, foram
preparados 12 frascos erlenmeyers de 125 ml, contendo 20 ml de meio de cultivo descrito
acima, previamente esterilizado em autoclave, por 15 minutos a 121°C, 1 atm, aos foram
adicionados 0,1 ml de caldo de cultivo contendo G. hansenii, previamente crescida por 24
h. Apés inoculacédo o erlenmeyer foi incubado em estufa a 30° C, sem agitacdo. De cada série,
dois frascos foram coletados nos tempos de incubagéo 2, 5, 7. 10, 12 e 14 dias de incubacéo. A
celulose crescida na superficie do caldo de cultivo de cada frasco foi lavada com agua destiliada,
para remover o calado de cultivo remanescente e transferido para 5 ml de NaOH, 0,5 mol/l. A
celulose coletada foi deixada na solucao de NaOH por pelo menos 2 dias. ApGs este periodo a
celulose coletada foi novamente lavada abundantemente com agua destilada para remover restos
celulares bacterianos e o excesso de NaOH, e levada a secagem em estufa a 50° C, até peso
constante. Cada amostra foi pesada para a determinacao da massa de celulose pesada e célculo

da producéo de celulose (g/l de meio de cultivo).

2.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
A microestrutura das amostras foi caracterizada por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) (Philips, XL—30). Para as observacdes de MEV, amostras secas foram

colocadas sobre um suporte de aluminio e recobertas com ouro.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora a estrutura quimica da celulose produzida na superficie de meios de
cultura liquidos seja idéntica a produzida em culturas submersas (sob agitacdo), o
aspectos do produto dos dois tipos de cultivo é diferente. Em culturas agitadas ou
aeradas, submersa celulose se acumula na forma de bolinhas. No entanto, o produto da
cultura estéatica € uma membrana formada na superficie do caldo de cultivo.

Na Figura 1A é apresentada uma fotografia na qual € mostrado o aspecto geral da
celulose produzida ao longo dos experimentos. Nota-se que a celulose bacteriana
hidratada tem um aspecto gelatinoso, porém apresenta uma estrutura bastante resistente
a ruptura. A microscopia eletrénica de varredura realizada na central de microscopia da
UFSC, para uma das amostras preparadas neste estudo, € apresentada na Figura 1B. Na
Figura 1B nota-se a estrutura fibrilar caracteristica da celulose produzida por G. hansenii.
Esta estrutura fibrilar de membranas hidratadas de celulose apresenta retencédo de agua,
resisténcia e porosidade que permitem sua aplicacdo como uma pele artificial auxiliar no
tratamento de grandes lesdes de pele, pois isola o ferimento de contamina¢gdes a0 mesmo
tempo em que permite a saida de exudatos e a troca gasosa.

Uma das vantagens do cultivo e producdo de celulose conforme realizada neste
estudo, em meio liquido néo agitado, é que a membrana de celulose pode ser facilmente

coletada e cortada em pedacgos de tamanhos e espessuras desejadas.

Figura 1 (A) Fotografia ilustrativa da membrana de celulose produzida por G. hansenii

sobre a superficie do caldo cultivo.(B) Micrografia da varredura da superficie de uma

membrana de celulose (amplificacéo 4.000 vezes).
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O curso temporal da producdo de celulose pela bactéria G. hansenii, nos trés
substratos testados, neste estudo sdo apresentados na Figura 2. Observa-se um
comportamento bastante similar entre os trés substratos testados. Na presenca de glicose
e manitol, foi observado alguma producédo de celulose j& nos primeiros 5 dias de cultivo.
No entanto, o inicio da producéo de celulose, quando glicerol foi testado, so foi detectavel
a partir do sétimo dia de cultivo. Considerando-se a producédo ao final de 12 dias de
cultivo, observa-se que embora tenha se iniciado tardiamente a producao de celulose na
presenca do glicerol, esta atingiu a maior produgcédo. Enquanto, no final de 12 dias a
producdo de celulose foi igual a 6,9 g/l, para glicose e manitol, esta foi igual a 9,0 g/l,
guando glicerol foi 0 substrato utilizado.

Na Tabela 1 esta apresentada a producéo de celulose apds 12 dias de cultivo e o
correspondente rendimento ou percentual de conversdo de substrato em celulose,
considerando-se que cada um dos substratos foi utilizado na concentracédo inicial de 25
g/l. Novamente observa-se que o glicerol foi o substrato cujo percentual de conversao a

produto (celulose) foi 0 maior dentre os substratos testados.

Figura 2 Curso temporal da producéo de celulose (g/L) pelo periodo de 14 dias de cultivo

para os meios contendo glicose, manitol e glicerol nas concentracdes iniciais de 25 g/I.
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Tabela 1 Rendimento ou conversao de substrato em celulose, apés 12 dias de

cultivo

SUBSTRATO CELULOSE RENDIMENTO

(9/) (9/100g)
GLICOSE 6,9 27,6
MANITOL 6,9 27,6
GLICEROL 9,0 36

Estes resultados estdo de acordo com o obtido por Sherif e Sameshima (2005).
Estes autores testaram a eficiéncia de producéo de celulose frente diversos substratos e
observou que o glicerol foi o substrato que produziu o maior rendimento de celulose,
dentre os testados, incluindo glicose. Estes resultados séo interessantes a medida que a
glicose e 0 manitol sdo substratos relativamente caros e o glicerol, na era da producéo do
biodiesel é um subproduto deste processo, cujo custo tem se tornado muito baixo. Assim,
o aproveitamento do glicerol para a producdo de celulose, um biopolimero com

caracteristicas e aplicacbes médicas torna os custos de producao baixos.

4 CONSIDERAQ@ES FINAIS

O interesse na celulose de origem bacteriana produzida na superficie de de
caldos de cultivo tem aumentado nos ultimos anos pro causa de seu potencial para o uso
ndo apenas na medicina, mas na engenharia de tecidos e na cosmética. Contudo, o baixo
rendimento do processo de producéo, torna a CB comercialmente cara. Assim, a busca
por substratos que proporcionem alto rendimento e que seja de baixo custo traz grande
contribuicdo para a disponibilizacdo dos avancos cientificos nesta area de pesquisa.
Neste estudo, demonstrou ser possivel a producdo de CB a partir de glicose, manitol e
glicerol, sendo este ultimo substrato além de ter proporcionado o maior rendimento é de

baixo custo, uma vez que € um subproduto da producédo de biodiesel.
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