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Sulfato de ferro Il), Aclcar (fonte de carbono) e etanol. Como principais resultados das avaliagdes de caracterizagdo dos filmes
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MEIO DE CULTURA A BASE DE SAIS E FONTE DE CARBONO SIMPLES
PARA PRODUGAO DE CELULOSE BACTERIANA E USOS

[01] O presente relatorio refere-se a um produto de inovacao,
meio de cultura a base de sais e trioses ou hexoses, para avaliacoes
bioquimicas em bactérias do género Acetobacter e producao de celulose
bacteriana (CB). O meio proposto é liquido, de aspecto turvo e de
coloracao branca.

[02] O meio é constituido de seis componentes, sendo estes: di-
hidrogenofosfato de amonio, fosfato dipotassico, sulfato de magnésio
hepta-hidratado, cloreto de calcio di-hidratado, sulfato de ferro Il e
fonte de carbono (glicose, manitol, sorbitol, frutose, sacarose, peptona,
extrato de levedura e glicerol). A invencao proposta possui composicao
controlada e definida que proporcionara o desenvolvimento de bactérias
do género Acetobacter, especialmente as que produzem celulose. Bem
como, otimizar a producao de biopolimeros melhorando
significativamente as avaliacoes bioquimicas.

[03] As bactérias do género Gluconacetobacter sao Gram-
negativas, dotadas de motilidade, isto €, com presenca de flagelos e
cujas colonias apresentam aspecto leitoso. Estas bactérias sao capazes
de oxidar etanol a acido acético e algumas espécies deste género sao
produtoras de biopolimero de celulose, também chamado de
nanocelulose. Dentre as mais diversas fontes de carbono que sao
capazes de metabolizar estao D-glicose, D-galactose, D-xilose e D-
arabinose (Yamada et al., 2012). As espécies Hansenii e Rhaticus foram
escolhidas por serem dois microrganismos exaustivamente estudados na
literatura.

[04] O meio de cultivo mais utilizado para este tipo de bactéria
foi elaborado em 1954 por Hestrin e Schramm (HS), tendo como

composicao, em porcentagem massa/volume (%m/v), glicose 2,0%,
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peptona 0,5%, extrato de levedura 0,5%, dissédio fosfato anidro 0,27% e
acido citrico mono-hidratado 0,115%. Nesta formulacao, o pH é ajustado
para 6,0 utilizando acido cloridrico ou hidréoxido de sodio diluidos
(Hestrin e Schramm, 1954). Contudo, por se tratar de um meio de
cultivo complexo, nao é possivel saber com exatidao, todos os seus
componentes. Pois, esses meios de cultura que contém substancias
como extrato de levedura e peptona em sua composicao, possuem
porcentagens diversas de carbono e nutrientes. Este aspecto, afeta a
repetibilidade dos experimentos realizados, uma vez que cada
formulacao apresentar-se-a com caracteristicas proprias.

[05] O meio sintético a base de sais de Cl', SO42 e H,PO4 e fontes
de carbono possui composicao simples e controlada e facilmente
assimilavel por micro-organismos do género Gluconacetobacter, por se
tratar de micro e macronutrientes fundamentais ao crescimento e
producao da celulose. Essa composicao podera ser de suma importancia
para realizacao de testes bioquimicos, onde a fonte de carbono
assimilada pela bactéria é Unica e controlada. Outro fator relevante é
com relacao aos custos para producao de celulose bacteriana, o meio
mais usado (Hestrin-Schramm, HS) é caro e inviabiliza a producao em
escala industrial. Outro relatério, como a patente BR 10 2014 027203 8
A2, buscou a producao de celulose bacteriana a partir de fontes
renovaveis de aclUcares de cana-de-acUcar, derivados lacteos e agua de
coco. Entretanto, a composicao salina aqui proposta visa suprir os
impasses quanto as avaliacées bioquimicas e custos de producao, pois
tem como principal vantagem sua composicao controlada,
diferentemente dos meios convencionais e ou formulados a partir de
residuos, ja existentes.

[06] As imagens e os dados anexados na secao dos desenhos
configuram resultados positivos em relacao ao produto de inovacao

proposto, o meio de cultura para producao de celulose bacteriana. A
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Figura 1 ilustra a imagem da membrana de celulose através do meio de
cultura. A Figura 2 representa o espectro de FTIR da biomembrana
produzida a partir do meio sintético. A Figura 3 ilustra a tabela que
comprova semelhanca quimicas entre as celuloses produzidas no meio
de sintético e meios convencionais. As Figuras 4a e 4b sao imagens
microscopicas da estrutura reticulada composta por nanofibrilas finas de
tamanho manométrico, vista na pelicula da celulose bacteriana. A
Figura 5 representa o espectro de TGA da pelicula de celulose
bacteriana. A Figura 6 representa o difratograma da pelicula de celulose
bacteriana.

[07] O meio proposto possui a seguinte composicao: di-
hidrogenofosfato de amonio (1,0 a 7,0 g.L"), fosfato dipotassico (0,1 a
5,0 g.L"), sulfato de magnésio hepta-hidratado (0,1 a 6,0 g.L"), cloreto
de calcio di-hidratado (0,1 a 5,5 g.L"), sulfato de ferro Il (0,1 a 2,0 g.L°
"), fonte de carbono (30,0 g.L") e etanol (0,1 a 10 % v/v). O mesmo
meio, sendo solido (18,0 g.L" Agar-Agar), foi também utilizado para
conservacao e manutencao do micro-organismo. Apos o preparo de 300
mL do meio composicao salina, 50mL foi distribuido em cada
erlenmeyer, totalizando 6 reatores de 125 mL de capacidade, sendo um
deles utilizado como inoculo. Ao indculo, foram transferidas trés
alcadas da cultura previamente crescida em meio sélido, que ficou por
trés dias fermentando. Apos esse tempo, foi transferido 10% (v/v) do
indculo para cada um dos 5 erlenmeyer, que tiveram tempo final de
fermentacao de 20 dias.

[08] As membranas obtidas foram purificadas nos proprios
reatores utilizados para seu cultivo, retirando-se o meio remanescente
e adicionando-se 50 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 mol. L' por 1h
a 80°C. Em seguida, foram lavadas com agua destilada e colocadas em
estufa com circulacao de ar por 24h a 40°C para o processo de secagem.

Posteriormente, as amostras foram caracterizadas pelas técnicas:
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infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analise
termogravimétrica (TGA), microscopia eletronica de varredura (MEV) e
difratometria de raios-X (DRX).

[09] A anadlise de FTIR foi realizada, no Laboratorio de Polimeros
nao convencionais, do Departamento de Fisica da UFPE, no
espectrometro IR Tracer-100 da Shimadzu, e o espectro foi obtido no
comprimento de onda de 400 até 4.000 cm™', a fim de caracterizar a
estrutura quimica da biomembrana, identificando os grupos funcionais
presentes. As peliculas secas foram submetidas a analise
termogravimétrica, a fim de verificar as temperaturas caracteristicas da
perda de agua e decomposicao da CB, utilizando um equipamento STA
5000 da Perkin Elmer, em que as amostras foram conduzidas entre 30 e
600°C, a 10°/min. As analises foram realizadas na Central Analitica do
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. A analise de MEV foi
realizada para observar as superficies dos filmes poliméricos,
possibilitando verificar a existéncia das nanofibras nas membranas. Para
a realizacao dessa analise, secoes das amostras foram colocadas sob
"stubs", suportes utilizados nessa analise, e foi feita uma metalizacao
com uma fina camada de ouro em aparelho de cobertura metalica. A
analise foi realizada no microscopio eletronico de varredura da marca
Tescan e modelo Mira3, e foram visualizadas sob uma aceleracao de
voltagem 10 kV, em diferentes aumentos. A metalizacao foi realizada
na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental e a
analise em si foi feita no Laboratoério de Microscopia do Departamento
de Fisica, ambos da UFPE. A analise de DRX foi realizada no ITEP
(Instituto Tecnolodgico de Pernambuco). Os difratogramas foram obtidos
em difratobmetro Rigaku, com tubo de Cu em 40 kV e 20 mA na escala de
26. O intervalo angular (20) foi de 10-50° e a velocidade de varredura
foi de 0,5°/min. O calculo do indice de cristalinidade foi feito dividindo-

se a area dos picos cristalinos pela area total do difratograma. A
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equacao 1 foi utilizada para calcular o indice de cristalinidade (Rosli et
al., 2013): Ic% = (Ic-la)/1c.100 (1), em que Ic% representa a fracao
cristalina em porcentagem, Ic representa a area total dos picos
cristalinos e la representa a area total do halo amorfo.

[10] Como principais resultados, o espectro de FTIR da
biomembrana produzida a partir do meio sintético comprova
semelhanca quimicas entre as celuloses produzidas no meio de sintético
e meios convencionais. A analise permitiu confirmar os grupos
funcionais presentes na celulose bacteriana, além disso, foi possivel
observar que nao houve interacées dos componentes do meio com a
celulose, pois ndo ha picos referentes as bandas de absorcao de grupos
diferentes dos encontrados na CB, mostrando assim, a eficacia do
processo de producao e purificacdao. Para analise de microscopia
eletronica, as peliculas de CB purificadas exibiram uma estrutura
reticulada composta por nanofibrilas finas de tamanho 79,43 + 15,05
nm. Segundo Pecoraro et al. (2008), as larguras de fibras nanométricas
variam de 70 a 80 nm. Com relacao a analise de TGA, observa-se uma
perda de 8% de umidade em torno de 100°C. A medida que a
temperatura aumentou, acima de 350°C, a degradacao termo-oxidativa
estabilizou a massa de celulose em torno de 30% da massa inicial,
apresentando uma estabilidade térmica superior a produzida por meios
convencionais da literatura. Por fim, a avaliacao da cristalinidade
mostrou que o biopolimero apresentou picos tipicos de celulose
bacteriana, nas regioes 14,5°, 16,3° e 22,6°, que atribuidos a distancia
entre os planos cristalograficos caracteristicos, indicativo das fases la e
IB da estrutura cristalina (Cheng, Catchmark, Demirci, 2009; Sarma et
al., 2011).

[11] Como conclusao final desse invento, apds avaliacoes de
caracterizacao dos filmes poliméricos, obteve-se um material

biotecnologicamente compativel a celulose bacteriana produzida de

Peticaio 870200131658, de 19/10/2020, pag. 6/9



6/7

forma convencional. Nesses biopolimeros, foi possivel verificar
caracteristicas esperadas, como: grupos funcionais pertencentes a
estrutura quimica da biomembrana; peliculas termicamente estaveis;
nanofibras observadas microscopicamente com padroes em escala

nanométrica, bem como, padrao de cristalinidade dentro do esperado.
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REIVINDICACOES

1) Meio de cultura a base de sais e fonte de carbono simples para
producao de celulose bacteriana e usos, caracterizado pela seguinte
composicado: di-hidrogenofosfato de aménio (1,0 a 7,0g/L), fosfato
dipotassico (0,1 a 5,0g/L), sulfato de magnésio hepta-hidratado (0,1 a
6,0g/L), cloreto de calcio di-hidratado (0,1 a 5,5g/L), sulfato de ferro Il
(0,1 a2,0g/L), etanol (0,1 a 10% v/v) e fonte de carbono, como os
acucares.

2) Meio de cultura a base de sais e fonte de carbono simples para
producao de celulose bacteriana e usos, de acordo com a Reivindicacao
1, caracterizado por ser constituido de sais Cl-, SO42E H,PO4 e outros.
3) Meio de cultura a base de sais e fonte de carbono simples para
producao de celulose bacteriana e usos, de acordo com a Reivindicacao
1, caracterizado por ser constituido de qualquer fonte de carbono que
sirva de componente nutricional para o microrganismo.

4) Meio de cultura a base de sais e fonte de carbono simples para
producao de celulose bacteriana e usos, de acordo com a Reivindicacao
1, caracterizado por um meio de cultura que serve de fonte nutricional
para bactérias do género Acetobacter ou qualquer outro género
produtor de celulose bacteriana.

5) Uso do meio de cultura a base de sais e fonte de carbono simples
para producao de celulose bacteriana, de acordo com a Reivindicacao 1,
caracterizado por servir para avaliacoes bioquimicas em bactérias do
género Acetobacter ou qualquer outro género produtor de celulose
bacteriana.

6) Uso do meio de cultura a base de sais e fonte de carbono simples
para producao de celulose bacteriana, de acordo com a Reivindicacao 1,
caracterizada por servir como suplemento de meio de cultura

convencionais, como Hestrin-Schramm (HS).
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DESENHOS

Figura 1
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Hestrin-Schram modified mediom Saline Mediom
Component Cone. (2.L7) Component Cone. (gL ")

Peptone 3 KH.IO, 1

Yeast Extract 5 (NEHLJHPO, 3
Citrie Acid monohydrated 1.15 FeSO. 02
Disodim phosphate 27 MegS0,.TH,D 0.5
Glycorol 20 Glycerol 20

Figura 3

Figura 4
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Resumo

MEIO DE CULTURA A BASE DE SAIS E FONTE DE CARBONO SIMPLES PARA
PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA E USOS

A presente inovacgao propde um meio de cultura de baixo custo e que pode ser uma
alternativa verséatil para testes bioquimicos em bactérias do género Acetobacter, bem
como a producéo de biopolimeros de celulose bacteriana. A formacao utilizada para
o crescimento da celulose bacteriana por bactérias do género Acetobacter tem sua
composicdo a base de sais (Di-hidrogenofosfato de amonio, Fosfato dipotassico,
Sulfato de magnésio hepta-hidratado, Cloreto de célcio di-hidratado, Sulfato de ferro
I), Acucar (fonte de carbono) e etanol. Como principais resultados das avalia¢des de
caracterizacdo dos filmes poliméricos, obteve-se um material biotecnologicamente

compativel a celulose bacteriana produzida de forma convencional.
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