Rm NE 4°, Encontro Nordeste de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros
2oL 27 e 28 de Setembro de 2018, Aracaju SE
Arogedén Hepspoin e Pelimoms Local: Universidade Tiradentes - UNIT

Regional Nordeste

PRODUCAO DE BIOPOLIMEROS EM MEIOS CONTENDO HIDROLISADO DE ARROZ E MILHO
COMO FONTE DE CARBONO: PRODUCAO E RENDIMENTO DAS CELULOSES PRODUZIDAS
PELAS BACTERIAS Gluconacetobacter hansenii E Komagataeibacter rhaticus.

SANTOS, Gabriela Rodrigues dos '“; VINHAS, Gléria Maria *°; SOUZA, Karina Carvalho®®; OLIVEIRA, Paulo Henrique
Marrocos de*®; AIRES, Raiane Souza®"

*Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Engenharia Quimica (UFPE), Recife, Pernambuco,
gabisantos.k@hotmail.com; UnlverS|dade Federal de Pernambuco, Departamento de Engenharia Quimica (UFPE), Recife,
Pernambuco, gmvinhas@yahoo.com.br; Unlver5|dade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Quimica (UFRPE),
Recife, Pernambuco, Karinacar_souza@hotmail.com; Unlver5|dade Federal de Pernambuco, Departamento de Engenharia

Quimica (UFPE), Recife, Pernambuco,phmarrocos@gmail.com; ®Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de
Engenharia Quimica (UFPE), Recife, Pernambuco, raianesouzaires@gmail.com.

RESUMO

A celulose, um polissacarideo, pode ter origem vegetal ou microbiana. Sua producdo por via bacteriana mostra-se
promissora em solugfes para industria médica e de tecidos. Neste trabalho foram analisados os rendimentos e fatores que
influenciaram 0s biopolimeros obtidos na producao de celulose pelos
microrganismos Gluconacetobacter hansenii e Komagataeibacter rhaeticus utilizando amido (arroz e flocos de milho) como
fontes de carbono. O amido foi hidrolisado pelo fungo Aspergillus oryzae para a producao de glicose em meios com
diferentes suplementa¢fes. Ao final do estudo obteve-se um rendimento maximo de 8,1 g.L 'através do meio de arroz
hidrolisado e suplementado de melo Hestrin e glicose utilizando a bactéria K. rhaeticus. Com o arroz foi possivel obter
também um rendimento de 3,0 g.L utilizando apenas Glicose e Fosfato como suplementacdo. Para o milho, no entanto, foi
obtido um rendimento maximo de apenas 1.3 g.L !através da K. rhaeticus suplementado de glicose e meio Hestrin.

PALAVRAS-CHAVE: Celulose bacteriana, Arroz, Milho.

1. INTRODUCAO

A celulose, representada pela forma (CgHioOs)n, € um polissacarideo de origem vegetal que é
constituido por unidades de p-D-glicopiranose unidas por ligacGes glicosidicas B-(1—4). Ela pode ser
encontrada em dlferentes formas de vida como em plantas verdes, fungos, protozoarios e procariontes.' Esse
biopolimero, nao toxico,? possui grande capamdade de retencdo de liquidos, propriedade importante para
aplicagbes médicas e de engenharia de tecidos.® Além disso, apresenta caracteristicas similares ao polimero de
origem vegetal, porém difere no grau de polimerizagdo e também pela produgéo de fibras mais estaveis e
resistentes, dada pela sua estrutura reticular ultrafina, alta cristalinidade, forca de tensé&o, elasticidade e
durabilidade.”

As bactérias do género Gluconacetobacter (anteriormente Acetobacter) sdo bactérias néo
patogénicas, comumente encontradas em frutas e vegetais, e apresentam a capacidade de produzir nanofibras
de celulose pura.’ Essa producdo ocorre a partir do consumo de glicose no meio, metabolizada em celulose
pelos microrganismos. A glicose consumida pode ser obtida na forma de reagente ou produzida por
microrganismos capazes de atuar na hidrélise do amido em glicose, partindo de uma fonte de carbono. Os
fungos filamentosos, por exemplo, sdo 0s mais adaptaveis a crescerem em substratos sélidos, pois séo
capazes de crescer com pouca agua e muitos solidos presentes, além de sua forma de crescimento favorecer a
colonizacdo do meio. ® A escolha da fonte de carbono em conjunto com o microrganismo é feita de maneira a
otimizar a produc@o com a menor quantidade de reagentes utilizados.

Diante disso, o principal objetivo deste artigo foi analisar a producdo de celulose bacteriana pelos
microrganismos Gluconacetobacter hansenii e Komagataeibacter rhaeticus utilizando arroz e flocos de milho
hidrolisados pelo fungo Aspergillus oryzae para produzir glicose em meios com diferentes suplementacdes.

2. METODOLOGIA

Para a producédo de glicose através da hidrélise do amido, foram preparados dois inéculos de 50ml,
ambos contendo Meio CZ modificados (milho ou arroz como fonte de carbono) de acordo com a seguinte
composicdo: 3,0 g.L ™ de NaNO3; 0,01 g.L" de FeS0O,.7 H,0;0,5 g.L™ de KCI; 1,0 g.L™ de K,HPO,; 0,5 g.L " de
MgS0,.7H,0;12,0 g.L™" de Milho (flocos de milho) ou Arroz (tipo 2 parboilizado) triturados e agua destilada. Em
seguida, o fungo (Aspergillus oryzae) foi introduzido para o seu crescimento por trés dias de incubacédo. Cada
inoculo foi adicionado a um erlenmeyer de 500 ml contendo 40g de milho e outro contendo 40g de arroz
triturados, ambos previamente autoclavados em temperatura de 121° C e presséo 1 atm por 15 minutos.



B.-a NE 4°, Encontro Nordeste de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros
e~ 27 e 28 de Setembro de 2018, Aracaju SE
Assosdario Preetia e Pofiaros Local: Universidade Tiradentes - UNIT

Regional Nordeste

Ap6s 3 dias sob uma temperatura de 28 °C, adicionou-se 400 ml de agua destilada em ambos os
Erlenmeyers, os quais, posteriormente, foram aquecidos a 45 °C através de banho-maria durante 60 minutos,
sofrendo vigorosas agitaces a cada 10 minutos. Em seguida, os meios foram autoclavados (30 minutos a 121 °
C e pressdo 1 atm) e filtrados. Nas porces liquidas obtidas, foram realizadas medicdes das concentracdes de
glicose (método DNS) e reservadas para producao dos biopolimeros.

Na etapa de producdo dos polimeros, os meios obtidos foram suplementados com glicose até a
concentracdo 20 g.L™ e divididos em 8 amostras de 50 ml, totalizando 16 amostras. A suplementacao de fosfato
foi feita com Na,HPO, em uma concentracdo de 2,7 g.L™ e o meio Hestrin utilizado foi: peptona 5 g.L™, extrato
de levedura 5 g.L'l e Na,HPO, 2,7 g.L'l. Ao final das suplementacdes, as 16 amostras foram autoclavadas (15
minutos a 121 ° C e pressédo 1 atm). A distribuicao das bactérias e do modo de suplementacao estéa indicado na
Tabela 1, na qual cada experimento foi realizado em duplicata, e as bactérias foram introduzidas nos meios
através de alcadas.

Tabela 1- Distribuicdo das bactérias utilizadas e das suplementacées

Arroz Milho
Bactéria Suplementacédo Suplementacédo
K. rhaeticus Glicose + Fosfato Glicose
G. hansenii Glicose + Fosfato Glicose
K. rhaeticus Glicose + Meio Hestrin Glicose + Meio Hestrin
G. hansenii Glicose + Meio Hestrin Glicose + Meio Hestrin

Ap6s 17 dias sob condicdes de 28 °C, os polimeros produzidos foram tratados com 15 ml de solugdo
NaOH 0,1 M a 80 °C em banho-maria por 20 minutos. Em seguida eles foram transferidos para placas de Petri
e foram submetidos a uma temperatura de -2 °C até a secagem. Por fim, foram pesadas as massas produzidas
de cada polimero e medidas as concentra¢cfes de glicose remanescentes pelo método DNS.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados exibidos na tabela 2, inferimos que a hidrélise do amido a partir do arroz
obteve maior concentracdo de glicose livre, bem como, maior producdo dos biopolimeros (8,1 g.L™).
Comparando os resultados, com relacdo aos rendimentos, é possivel observar a influéncia positiva do meio
Hestrin na producao dos polimeros. No entanto, com relacdo aos custos para producdo dos mesmos, o meio de
arroz, com apenas suplementacédo de glicose e fosfato obteve um rendimento de 3,0 g. L™, indicando que é
possivel produzir celulose utilizando apenas amido hidrolisado pelo fungo Aspergillus oryzae como fonte de
nutrientes. Quando se compara a uma producéo de celulose bacteriana utilizando um método baseado naquele
descrito por Hestrin e Schramm,’” em gue, sob condi¢des semelhantes, se produz uma média de 0,90 g.L'l,8
nota-se que todos os resultados obtidos se encontram razoavelmente acima, mesmo aqueles sem
suplementacéo do meio Hestrin.

Tabela 2 - Valores da média das massas de polimero produzidas de acordo com o tipo de
amostra e bactéria utilizada.

Glicose

obtida na N N Mass_a Rendi[nento

Amostra hidrélise Bactéria Suplementagéo Produzida Blopollmeros
: @) @@L

@Lh

K. rhaeticus Glicose + Fosfato 0,1475 2,9500
K. rhaeticus Glicose + M. Hestrin 0,4050 8,1000
Arroz 12,91 G. hansenii Glicose + Fosfato 0,1235 2,4700
G. hansenii Glicose + M. Hestrin 0,3340 6,6800
K. rhaeticus Glicose 0,0370 0,7400
. K. rhaeticus Glicose + M. Hestrin 0,0635 1,2700
Milho 661 G hanseni  Glicose 0,0335 0,6700
G. hansenii Glicose + M. Hestrin 0,0205 0,4100

Para o milho, os resultados ndo séo téo satisfatorios quanto os do arroz: o primeiro indicativo € a
concentracdo de glicose baixa obtida através da hidrélise, o segundo, o aspecto visualmente mais fragil do
polimero produzido (Figura 1). Esse resultado pode estar associado & natureza do milho: como os nutrientes
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interessantes para tanto o fungo quanto as bactérias utilizadas se encontram no interior do milho,® o método
utilizado néo foi suficiente para extrair esses nutrientes de modo a serem aproveitados pelos microrganismos.

De fato, durante a hidrélise do arroz pelo fungo, varias substancias sdo produzidas a partir do seu
metabolismo, como o sorbitol, glicerol e xylitol, além de aminoacidos que surgem pelas proteases sintetizadas
pelo A. oryzae. Esses alcootis, podem favorecer diretamente a fermentacdo das bactérias, assim como os
aminoacidos produzidos. Portanto, através dessas substancias, é possivel que as bactérias no meio contendo
arroz possuam mais recursos para a sintese da celulose bacteriana. *°

A Figura 1 exibe os polimeros produzidos para as condicdes que deram o melhor resultado, além de
imagens tiradas através de um microscopio. Nota-se que a bactéria K. rhaeticus obteve melhor rendimento que
a G. hansenii em todas os ambientes testados, estando de acordo com os resultados obtidos pela literatura.™

Figura 1 - Os polimeros produzidos sob as condi¢8es de maiores rendimentos: (a) € o polimero produzido a partir
da bactéria K. rhaeticus utilizando arroz com suplementagdo glicose + meio Hestrin; (b) é o polimero produzido a
partir da bactéria K. rhaeticus utilizando arroz com suplementacéo glicose + fosfato; (c) € o polimero produzido a
partir da bactéria K. rhaeticus utilizando milho com suplementacdo glicose + meio Hestrin; (d) é o polimero
produzido a partir da bactéria K. rhaeticus utilizando milho com suplementa¢éo glicose. Em (al), (b1), (c1) e (d1)
tem-se a microscopia éptica (10x)

4. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados analisados, 0 meio produzido a partir do arroz mostrou-se uma alternativa para
a producdo da celulose bacteriana, apresentando o maior rendimento (8,1 g.L'l), quando suplementado de
Glicose e meio Hestrin. Para o meio utilizando arroz hidrolisado e suplementado apenas com Glicose e Fosfato,
obteve-se uma producéo de 3,0 g.L'lde biopolimeros, mostrando ser possivel a produ¢gdo com meio contendo
apenas amido hidrolisado por Aspergillus oryzae, diminuindo assim o custo para a sintese dos polimeros. Com
relagdo a producgdo a partir do milho, o rendimento obtido n&o foi suficientemente satisfatério (méaximo de 1,3
g.L™"). No entanto, como o milho possui um alto valor de nutrientes, o baixo rendimento da sintese pode ser
consequéncia do método utilizado. Além disso, os resultados demonstram a maior eficiéncia da bactéria K.
rhaeticus sob as condi¢bes nas quais foi submetida, quando comparado a bactéria G. hansenii.
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