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RESUMO

A celulose bacteriana possui em comparagdo com a celulose vegetal elevado grau
de pureza, resisténcia mecanica, cristalinidade, biocompatibilidade e alta absorgao
de agua apresentando potencial de aplicagdo em diversas areas. Pode ser
produzida por diversas fontes microbianas, como a bactéria Gluconacetobacter
xylinus, com alto nivel de pureza. Outra fonte de produgao de celulose bacteriana é
o SCOBY, “symbiotic colony of bacteria and yeasts”, empregado na producao da
bebida Kombucha, que consiste em uma comunidade microbiana constituida por
leveduras e bactérias. No entanto, o elevado custo de produgdo de celulose
bacteriana compromete a sua producao em escala industrial. Meios de cultura que
utiizem fontes alternativas de carbono apresentam potencial para produgéao
promovendo a diminuigdo de custo do produto final. O objetivo do presente trabalho
consistiu em avaliar a producao de celulose bacteriana em cultivo estatico utilizando
o SCOBY de kombucha e G. xylinus em meio contendo glicerol como fonte de
carbono. A producgéo de CB utilizando SCOBY e o microrganismo isolado G. xylinus
foi realizada em 400 mL de meio HSG a 26 °C por 7 dias, por 5 semanas
consecutivas. Apds a produgdo, as membranas foram purificadas através de
tratamento com NaOH e acido acético e posteriormente foram secas por 24 horas
a 45 °C, para determinagdo da massa seca. Em seguida foram realizados os
meétodos comumente empregados para caracterizagcdo de celulose bacteriana:
rendimento, controle microbiolégico por meio do teste de esterilidade, resisténcia a
tracdo, absorgcdo de agua e resisténcia a solugdes basicas e acidas. A produgao
utilizando o microrganismo G. xylinus obteve rendimento semelhante ao obtido
utilizando o SCOBY na quinta semana de cultivo, de 1,64 g/L e 1,48 g/,
respectivamente. O teste de esterilidade, mostrou que a etapa de purificacdo foi
capaz de remover as ceélulas viaveis, assim como o processo de autoclavagem, uma
vez que nao foi observado turvagado do meio em nenhuma das amostras. Dentre os
pardmetros avaliados, nao foi verificado diferenca estatistica, considerando
intervalo de 95% de confianga, nas membranas produzidas por G. xylinus e SCOBY
para o teste de resisténcia mecanica e resisténcia a acidos. No entanto para o teste
de resisténcia a solugdes basicas e para o teste de absorgdo de agua foi verificado
que a membrana proveniente de G. xylinus foi capaz de absorver mais agua e houve
uma perda maior de massa no teste em solugdo basica. Os resultados deste
trabalho demonstram que o SCOBY de kombucha apresenta-se como uma
potencial fonte de celulose bacteriana tanto no que se refere ao rendimento de
produgdo como caracteristicas da membrana obtida. Novos estudos deverao ser
realizados buscando investigar o uso de fontes de carbono alternativas para sua
produgao.

Palavras-chaves: Curativo; Hidrogel; Bactéria acética.



ABSTRACT

Bacterial cellulose has compared to plant cellulose a high degree of purity,
mechanical resistance, crystallinity, biocompatibility and high-water absorption,
presenting potential application in several areas. It can be produced by several
microbial sources, such as the Gluconacetobacter xylinus bacteria, with a high level
of purity. Another source of bacterial cellulose production is SCOBY, “symbiotic
colony of bacteria and yeasts”, used in the production of Kombucha drink, which
consists of a microbial community made up of yeasts and bacteria. However, the
high cost of producing bacterial cellulose compromises its production on an industrial
scale. Culture media that use alternative carbon sources have potential for
production, reducing the cost of the final product. The objective of the present work
was to evaluate the production of bacterial cellulose in static culture using SCOBY
from kombucha and G. xylinus in a medium containing glycerol as a carbon source.
BC production using SCOBY and the isolated microorganism G. xylinus was
performed in 400 mL of HSG medium at 26 °C for 7 days, for 5 consecutive weeks.
After production, the membranes were purified by treatment with NaOH and acetic
acid and subsequently dried for 24 hours at 45 °C, to determine the dry mass. Then,
the methods commonly used for characterization of bacterial cellulose were carried
out: yield, microbiological control through the sterility test, tensile strength, water
absorption and resistance to basic and acidic solutions. The production using the
microorganism G. xylinus obtained ayield like that obtained using SCOBY in the fifth
week of cultivation, of 1,64 g/L and 1,48 g/L, respectively. The sterility test showed
that the purification step was able to remove viable cells, as well as the autoclaving
process, since no medium turbidity was observed in any of the samples. Among the
parameters evaluated, there was no statistical difference, considering a 95%
confidence interval, in the membranes produced by G. xylinus and SCOBY for the
mechanical resistance and acid resistance tests. However, for the resistance test to
basic solutions and for the water absorption test, it was verified that the membrane
from G. xylinus was able to absorb more water and there was a greater loss of mass
in the basic solution test. The results of this work demonstrate that SCOBY from
kombucha presents itself as a potential source of bacterial cellulose both in terms of
production yield and characteristics of the membrane obtained. New studies should
be carried out seeking to investigate the use of alternative carbon sources for its
production.

Keywords: Dressing; Hydrogel; Acetic bacteria.
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1. INTRODUGAO GERAL

A celulose é o polimero mais abundante da Terra e uma fonte inesgotavel de
material para diversas aplicagbes, em especial para area médica devido a sua
biocompatibilidade (TROVATTI etal., 2011).

Uma fonte produtora é o reino Plantae, onde € encontrada majoritariamente na
parede celular vegetal. Outra fonte promissora € pelo reino Monera, produzida de
forma extracelular por bactérias como uma membrana com alta absor¢gao de agua,
diferenciando no menor tamanho das fibras em comparagéo com a celulose vegetal.
A celulose bacteriana (CB) possui rede tridimensional de nano e microfibrilas
altamente cristalinas e finas com diametros de 30-50 nm e com largura de 10 a 100
nm. No caso da celulose vegetal, os parametros citados anteriormente diferem entre
as espeécies, como por exemplo no caso da microfibrila de celulose do algodao, que
apo6s hidrolise obtém comprimento médio de 200 nm (PARTE et al., 2020; KLEEM
et al., 2001; REINIATI et al., 2016; SILVA et al., 2009).

A producao de CB possui diversas dificuldades relacionadas ao tempo de cultivo,
baixos rendimentos de producédo e principalmente o elevado valor dos meios de
cultivos, devido ao uso de substratos que podem representar aproximadamente
30% do custo total de producdo (VERGARA et al.,, 1999; HUSSAIN et al., 2019).

A CB é produzida através de fontes microbianas, onde se destaca a bactéria
Gluconacetobacter xylinus, pelo alto rendimento de producéo e alta pureza da CB.
Outra fonte produtora de celulose € o SCOBY (symbiotic colony of bacteria and
yeasts), utilizado na produgcao da bebida Kombucha. Esta comunidade simbidtica
composta por bactérias e leveduras, possui bactérias acéticas produtoras de
celulose bacteriana, e dentre estas bactérias se destaca a G. xylinus esta presente
(DIMA et al., 2017).

O objetivo deste trabalho consistiu em avaliar a produgao de celulose bacteriana
por SCOBY de kombucha em comparagao a bactéria G. xylinus, utilizando o glicerol
como fonte alternativa de carbono para a produgéo de CB, avaliando o rendimento
de producao e propriedades fisico-quimicas das membranas obtidas.

Esta dissertagdo segue normas do Programa de Mestrado e Doutorado
Profissional em Biotecnologia Industrial da Universidade Positivo. Ela esta dividida
em dois capitulos, sendo o primeiro um artigo de revisdo que tem como objetivo

promover embasamento tedrico a celulose bacteriana e sua aplicacédo, e um
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segundo capitulo, que consiste em um artigo experimental, que possui a finalidade
de comparar a produgao de CB pelo SCOBY e pela G. xylinus em meio contendo
glicerol como fonte de carbono. Ambos os artigos foram formatos de acordo com as

normas da revista International Journal of Advanced Biotechnology and Research.
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2. CAPITULO 1

Potencial de producao e usos da celulose bacteriana

Rigoni, C!, Alvarez, T.M'".

I Programa de Mestrado ¢ Doutorado em Biotecnologia Industrial, Universidade Positivo,
Curitiba, Parana, CEP 81280-330, Brasil;

RESUMO

A celulose bacteriana apresenta potencial de aplicagdo em diversas areas, como por exemplo,, imobilizacdo de
enzimas, encapsulamento de farmacos e uso como curativos na cicatrizagdo de dermes lesionadas. A celulose
bacteriana, pode ser produzida por diversas fontes microbianas, sendo a mais conhecida e estudada a producdo
pela bactéria Gluconacetobacter xylinus. No entanto, o elevado custo de produgio de celulose bacteriana,
devido aos parametros de controle de processo e custos de reagentes comprometem a sua produgdo em escala
industrial. Uma fonte decelulose bacteriana é a comunidade microbianapresente no SCOBY (symbiotic colony
of celulose and yeasts) utilizado no processo de producdo da bebida Kombucha. Devido & variedade de
microrganismos, presentes na comunidade, a simbiose entre as leveduras e bactérias pode favorecer a producio
da matriz de celulose. Meios de cultura que utilizem fontesalternativas de carbono, principalmente subprodutos
da atividade agroindustrial, apresentam potencial de diminui¢ao de custo do produto final, além de promover a
gestao deresiduos geradospor industrias. Hestrin e Schramm (HS) € o meio comumente utilizado para produgio
de celulose bacteriana, utilizando glicose como fonte de carbono. Notou-seatravés da literatura que é possivel
a producio utilizando fontes de carbono alternativa como manitol, melago e glicerol com rendimentos
semelhantes as produgdes utilizando a glicose. Além disso, foi verificado que poucos estudos avalam a
producio de celulose bacteriana a partirdo SCOBY de kombucha, o que propicia espago para novas pesquisas
nesse tema.

Palavras-chave: Kombucha, hidrogel, bactéria acética, biomateriais.

2.1. INTRODUCAO

Entre os polimeros naturais, a celulose apresenta grande potencial para o desenvolvimento de
biomateriais. A celulose bacteriana (CB) difere da celulose vegetal devido a alta pureza, resisténcia
mecanica e relacao area superficial por volume [1]. Sua vasta aplicacao se deve a sua interagdo com
diversas nanoestruturas devido a quantidade de grupos hidroxilas funcionalmente ativas [2].

Na area médica, a CB pode ser aplicada como curativos na absor¢ao de vazamentos de feridas, podendo
ainda ser impregnada de medicamentos para alivio da dor, reduzindo tempo de tratamento e
minimizando a ocorréncia de infec¢des [1]. A impregnacao de drogas e sua liberagdo continua vem
sendo estudados nos ultimos tempos por promover qualidade de vida a pacientes com dermes lesionadas
[3].

Varios géneros de bactérias produzem celulose bacteriana, como Acetobacter, Agrobacterium,
Gluconacetobacter, Rhizobium e Sarcina. Entre eles o Gluconacetobacter xylinus (anteriormente

denominado Acetobacter xylinum) ¢ uma das fontes mais comumente estudadas de CB devido a
capacidade de alto rendimento em uma variedade de fontes de carbono e nitrogénio em culturas liquidas

[4].
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Além disso, outra fonte potencial para a producio de CB é o SCOBY, “symbiotic colony of celulose and
veasts”, empregado na producdo da bebida Kombucha, bebida fermentada utilizando sacarose e cha
preto, ou outros tipos de infusdes vegetais [5, 6]. A fermentacdo da kombucha envolve uma complexa
comunidade de microrganismos, incluindo leveduras e bactérias, que sdo inoculadas através adi¢cdo do
SCOBY [4]. Varias bactérias pertencentes a esta comunidade foram listadas anteriormente como
produtoras de celulose, sendo dos géneros Sarcina, Agrobacterium, e Glucanocetobacter entre elas
Glucanocetobacter hansenii, Glucanocetobacter nataicola e G. xylinus [7]. A producao de CB por G.
xylinus vem sendo extensamente caracterizada em diversas fontes de carbono, como por exemplo
manitol, glicerol, frutose, e nitrogénio, como por exemplo extrato de levedura e peptona [4, 8, 9].

Para a utilizagdo de celulose bacteriana proveniente de meios complexos ¢ microrganismos ainda ndo
caracterizados, como os presentes no SCOBY, em produtos da area médica, as caracteristicas do
biomaterial devem ser avaliadas. Além disso, pode ser feita a comparagdo das propriedades da CB
produzida a partir de meios de cultura e microrganismos de referéncia, como € o caso do G. xylinus [8].

As fases iniciais de pesquisa na produc@o de um biomaterial de utilizagcdo biomédica, sdo responsaveis
por dar embasamento para a liberacdo do produto e comprovacdo que o mesmo seja apto ao mercado.
Além disso, os variados modelos de produgdo de celulose bacteriana enfrentam desafios ligados a
produgdo em larga escala devido ao custo energético do processo e ao meio de cultura utilizado, tornando
necessaria a identificacdo de meios de cultura de custos reduzidos, que resultem em rendimentos
superiores ou equivalentes aos meios de referéncia. A produgao de CB utilizando residuos auxiliard em
um dos desafios ambientais estabelecidos pela Organizacdo das Nagdes Unidas, se relacionando ao
Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel 12 (ODS 12), que se refere ao “Consumo e produgdo
responsaveis” [10].

Neste contexto, o presente estudo apresenta uma discussdo sobre o uso de meios de cultivo alternativos
para a producao de celulose bacteriana, além da comparacdo de microrganismos caracterizados e a
comunidade simbidtica do SCOBY no contexto da produgao da celulose bacteriana.

2.2. CELULOSE BACTERIANA

A celulose é um polissacarideo, que representa o polimero mais abundante no planeta Terra [8], podendo
ser produzida por organismos dos reinos Plantae ¢ Animalia, assim como o dominio Bacteria [1].

No reino Animalia, os Tunicados como o Microcosmus sulcatus, sdo capazes de sintetizar celulose em
forma de bastonetes [11]. No caso da produgao por integrantes do reino Plantae, as cadeias de celulose
sdo impregnadas de hemicelulose, lignina, ceras, extrativos e oligoelementos, promovendo elevada
resisténcia mecanica as plantas [8, 12].

No dominio Bacteria pode ser produzida por bactérias como Acetobacter, Sarcina, Gluconacetobacter
e Komagataiebacter [13]. As bactérias sdo capazes de produzir celulose com elevado grau de
cristalinidade e pureza (84-89%), elevada area superficial, alto grau de polimerizagdo, resisténcia
mecanica a tracdo maior que 2 Gpa, permeabilidade aos liquidos e gases bem como absor¢do de dgua
[14, 15].

Considerada um exopolissacarideo, a celulose bacteriana foi descrita por Adrian Brown pela primeira
vez em 1886 [16]. Ela consiste em um homopolissacarideo linear, composto por unidades de B-D-
glicopiranose ligadas por ligagoes glicosidicas B-1,4, que sdo excretadas para o meio extracelular e
organizadas de forma cristalina em microfibrila por meio de ligacdes de hidrogénio intercaladas
resultando em uma pelicula gelatinosa [17, 18, 19]. Estas ligagdes de hidrogénio resultam na sua alta
capacidade de retengdo de dgua e alta resisténcia mecénica [20].
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A CB possui a mesma estrutura quimica (C¢Hi10Os). da celulose vegetal, mas com morfologia
diferenciada. As fibras poliméricas de tamanho na escala nanométrica [ 14] possuem aproximadamente
10 a 100 nm de diametro e varios micrometros de comprimento, considerada nanocelulose devido a
organizacdo em escala nano [21]. Logo apos ser produzida a CB apresenta-se como uma matriz
gelatinosa [22], conforme apresentado na Figura 1 [Figura 1].

T »

Figura 1 — Membrana de celulose imida
Fonte: o Autor, 2020.

A celulose bacteriana ¢ insolivel em agua, mas € capaz de absorver mais de 90% de sua massa em agua
em razdo do maior numero de grupos hidroxilas disponiveis na sua superficie comparadas com a celulose
vegetal. Estas hidroxilas, que possibilitam aligagdo da matriz com diferentes grupos funcionais de outras
moléculas, sdo caracterizadas pela regularidade dos espacamentos dos grupos nas regides cristalinas,
facilitando a ligacdo do hidrogénio e tornando disponiveis os grupos polares para que a ligagdo com a
agua ocorra [19, 23].

Devido a sua estrutura ultrafina das microfibrilas que apresentam semelhancas morfoldgicas e
estruturais com a rede de colageno, a celulose bacteriana ¢ considerada um polimero biocompativel, ou
seja, ndo promove rejeicdo imunoldgica por ndo ser nociva ou toxica e pode ser considerado como uma
matriz para crescimento de tecidos ideal [23, 24]. Além disso, a celulose bacteriana ndo ¢ digerida pelo
corpo humano pois suas ligacdes glicosidicas entre residuos de glicose apresentam configuracéo § que
ndo sdo reconhecidas pelas enzimas digestivas [6].

A Dbiossintese de celulose bacteriana segue rotas metabolicas diferentes em determinados
microrganismos e esta diretamente ligada ao crescimento celular. Estas rotas metabolicas foram
descritas de forma pioneira por Ross et al., em 1991 [25].

A biossintese de celulose bacteriana se inicia sob o controle do complexo de sintese, dividido em 4
subunidades proteicas codificadas por genes existentes em um operon: celulose bacteriana sintase A
(BcsA), celulose bacteriana sintase B (BcesB), que ¢ a menos conservada entre as espécies produtoras de
celulose bacteriana, celulose bacteriana sintase C (BcsC) e celulose bacteriana sintase D (BcesD). A BesA
¢ a enzima mais conservada em todas as espécies e atua como um transportador de membrana interna
da glicose do meio externo da célula ao interno, e possui atividade catalitica na celulose sintase e se liga
a UDP glicose. O regulador alostérico, acido 3°-5’-diguanilico ciclico se acopla a BcsB, que fica
ancorada a membrana celular interna, ¢ aumenta a velocidade da sintese. Estudos propdem que a BesC
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funcione como proteina que forma o poro para a secre¢do da celulose, e que a BesD esteja relacionada
no controle de processo de cristalizacdo, constituindo assim subunidades estruturais e regulatorias
essenciais para a excre¢ao da celulose bacteriana [25, 26].

A via de polimerizacdo da celulose na presenca de glicose como fonte de carbono, demonstrada na
Figura 2 [Figura 2], se inicia com a isomerizagdo da glicose que foi transportada do meio externo para
o meio interno da célula. A enzima glicoquinase € responsavel pela fosforilagdo do carbono 6 da glicose
e a gosfoglicomutase catalisa a reagdo de isomerizacao da glicose-6-fosfato em 1-glicose, que reage com
UTP e forma UDP-glicose. Esta UDP-glicose ¢ polimerizada em cadeias lineares de 1,4-glucano em
uma reacao catalisada pela enzima celulose sintase A, que ¢ ativada pelo regulador di-GMP-ciclico [27,
28]. Quando dissacarideos sdo utilizados como fonte de carbono, a biossintese se inicia com a hidrolise
em monossacarideos [26].

As cadeias de celulose formadas sdo entdo secretadas através da parede celular pelos poros de extrusao
[27, 28]. Para o microrganismo esse exopolissacarideo ¢ secretado para protecdo celular como
metabolito primario, pois forma uma camada protetora frente a substancias presentes no meio, como o
acido acético, devido a baixa porosidade entre as cadeias de celulosa, protegendo as células [26, 29].
Todas estas reagdes consomem aproximadamente 10% do ATP proveniente do metabolismo aerobico
[30].

Glicose
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Figura 2 — Sintese bioquimica de celulose bacteriana.
Fonte: Adaptado de VILLAREAL-SOTO et al. (2018) [28].

O primeiro nivel de organizaggo das cadeias paralelas de glucanas recém-sintetizadas representam as
nanofibras de 10 a 15 de polimeros de B-D-glicopiranose. Posteriormente, as microfibrilas sdo
organizadas das cadeias lineares de nanofibrilas sendo consideradas 100 vezes menores que as das
celuloses vegetais. Com o agrupamento de microfibrilas em feixes, resultantes em fibras, os feixes de
celulose possuem 3-4 nm de espessura ¢ 70-80 nm largura. Esta rede tridimensional ¢ estabilizada por
ligagdes de hidrogénio que estabelecem ligacdes intra e intermoleculares entre as cadeias de celulose,
formando uma membrana espessa e gelatinosa (Figura 1) [12, 19].

A membrana de CB se forma na superficie do meio de cultura e sua massa representa 0,5 a 1% de
celulose pura e 99% de agua [31]. A organizag¢do molecular da celulose, na qual as cadeias de glucano
sdo estabilizadas por ligacdes de hidrogénio intra e intercadeias resultando em estruturas rigidas e
insoluveis em agua, a outros solventes orgénicos e resistente a hidrolise enzimatica e quimica. A
linearidade das cadeias de celulose e sua forte coesdo entre as moléculas justificam sua resisténcia
mecanica [12].



17

2.2.1. Aplicacoes da celulose bacteriana

A CB pode ser produzida com finalidade alimenticia, como € o caso da nata de coco, utilizada na
preparagdo de sobremesas no leste da Asia. A abordagem de producio utilizaa dgua de coco enriquecida
com acucar como meio de cultura, utilizando a bactéria G. xylinus, que forma uma camada gelatinosa
na superficie da fermentacdo, que ¢ cortada em cubos e servida com geleias como sobremesa local. A
camada gelatinosa ¢ composta por celulose e ¢ sintetizada a partir da metabolizacdo da glicose presente
no meio de cultivo em celulose [32].

Além disso, a CB esta disponivel comercialmente como curativos para feridas cronicas, queimaduras,
extravasamento de quimioterapias, e como pele artificial temporaria. Em conjunto com componentes
funcionais, pode constituir uma barreira a infecg¢do da ferida e entrega de medicamentos para o local
[20]. E crescente o uso da CB tanto para tratamento de feridas quanto para regeneragdo de tecidos e
orgaos, no contexto da engenharia de tecidos [19].

Em virtude de sua capacidade de formacao de hidrogel, a CB vem sendo estudada principalmente em
casos de queimadura, devido a necessidade da aceleracdo na recuperacdo de tecidos humano
danificados. Isso se deve em func¢fo de suas caracteristicas atoxica, ndo carcinogénico e biocompativel,
sua capacidade para reter a umidade, absorver os exsudatos do tecido lesionado e acelerar a granulagdo
[19, 33].

Além de queimaduras, os curativos podem auxiliar na recuperacdo da derme causada por lesdes de
cancer, como carcinoma basocelular ou lesdes cutdneas relacionadas ao extravasamento de
quimioterapiae sensibilidade devido a radioterapia ou cirurgias, conforme apresentado na Figura 3. Para
serem utilizadas como curativos a base de CB, este biomaterial deve manter a umidade da ferida,
permitir a troca de oxigénio da derme com o meio promovendo fechamento eficaz do tecido lesionado,
absorver os contaminantes como infecgdes ou substancias inflamatorias e exsudatos da ferida, acelerar
a regeneracgdo celular, prevenir infecgdes e consequentemente reduzir o tempo de cicatrizacao e reduzir
ou eliminar a dor através do encapsulamento de medicamentos [19].

Figura 3 — Curativo de celulose bacteriana em lesao na derme proveniente de cirurgia.
Fonte: o Autor, 2020.
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A recuperagao destes tecidos, se deve ao fato de CB ter se mostrado suporte para crescimento de células
de mamiferos devido a sua porosidade, onde modificagdes adicionais na membrana podem melhorar sua
performance, como melhoramento genético e incorporagdes [14].

A celulose pode ser processada e modificada para obter resposta antimicrobiana e possiveis
caracteristicas locais de entrega de medicamentos com incorporagdo de componentes secundarios, como
antibidtico e anti-inflamatorios [19].

Incorporagdes de moléculas que promovam uma cicatrizacao ou qualidade de vida ao paciente, em
comparagdo com curativos tradicionais, estio ganhando mercado na drea médica. fons de prata sio
estudados pela literatura para promover ac¢do antibacteriana, porém em alta concentragdo pode causar
danos no material genético de mamiferos. A utilizacdo de nanoparticulas de prata, liberam os ions de
prata de forma gradual, inibindo o crescimento bacteriano [20].

Estas substancias, como farmacos, podem ser incorporadas na matriz de duas maneiras, in situ e ex situ,
sendo in situ a adi¢do do material a ser incorporado durante a sintese de CB, o que o torna parte do
polimero. Ha também a possibilidade de a incorporagio ex situ, que ¢ realizada ap6s a formacéo da
matriz polimérica porosa, nesta impregnacdo os materiais de reforco sdo capturados envolvendo
interagoes fisicas e quimicas produgao deste novo composito [12].

Estudos disponiveis da incorporagdo de moléculas de celulose bacteriana mostraram proposta
terapéutica satisfatoria, como € o caso do estudo realizado por Trovatti et al. Querealizou aincorporagao
do anti-inflamatdrio ibuprofeno e o anestésico lindocaina para alivio da dor, indicando uma distribuicgo
uniforme ao decorrer da decomposi¢cdo da membrana e a CB como modulador de biodisponibilidade de
medicamentos. O trabalho concluiu que a CB representa um curativo vantajoso, pois além da sua
capacidade de absorver exsudatos e aderir a superficies irregulares da pele ¢ capaz de atuar na
administragdo de pequenas doses de medicamentos [34].

Yeetal, em 2018, incorporou o antibidtico amoxicilina através de reticulagdo quimica, indicando que a
membrana possui potencial para acelerar a recuperacao do tecido além de ser atoxica e antimicrobiana
[35].

Considerando a aplicacdo na area da saude € necessario garantir as propriedades antibacterianas para
ndo promover o crescimento bacteriano, que pode resultar em sepse bacteriana em dermes feridas, para
isso € necessario a insercdo de etapas de purificagdo e esterilizagdo da CB [20].

A purifica¢@o envolve a inativagdo dos microrganismos e a remogao de residuos celulares e meio de
cultura na matriz de celulose. Esta etapa ¢ crucial para garantir a qualidade da celulose, que deve
envolver também a comprovagio da auséncia de endotoxinas que podem ser eliminadas durante a lise
celular. Compostas por lipopolissacarideos, as endotoxinas, um tipo especifico de pirogénico, sdo
componentes da parede celular de bactérias gram negativas capazes de desencadear reagdes no sistema
imune. Em individuos fragilizados por lesdes ou demais doengas pré-existentes que comprometam o
sistema imunoldgico, podem levar a morte por desencadear em atividades bioldgicas como necrose da
medula 6ssea, agregacao plaquetéria e indugdo do fator plasminogénio, sendo o sintoma mais conhecido
febre ap6s 0 ndo reconhecimento do pirogénico na corrente sanguinea [36].

A purifica¢do para remogdo de endotoxinas pode ser realizada através de lavagem com hidroxido de
sodio quente, seguida de lavagens até atingir o pH neutro, produzindo um biomaterial com nivel de
endotoxinas abaixo de 20 unidades por bioproduto [37, 38], sendo aceitavel para implantes e indicando
seguranga para uso em aplicacdes intravenosas conforme descrito no Pharmaceutical Microbiology
Manual, publicado pelos U.S. Food and Drug Administrations (FDA), nos Estados Unidos em 2014 [1].

A estabilidade da celulose bacteriana pura, sem adi¢do de compostos, em uma ampla faixa de
temperaturas torna a esterilizagdo por calor vidvel [8]. Outro método estudado pode ser o raio GAMA
[38], garantindo condigdes assépticas apds o tratamento.
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2.2.2. Microrganismos produtores de CB

Varias espécies de bactérias produzem CB, conforme demonstrado na Tabela 1 [Tabela 1], sendo
majoritariamente, gram negativas como as das familias 4cetobacter, Rhizobium e Agrobacterium [14].

Microrganismo  Fonte de Tempo de Produtividade Referéncia
carbono cultura (g/L)
Gluconacetobacte | Melago 10 dias 1,7 Souzaet al. (2017)
r xylinus | hidrolisado [39].
ATCC53582 com H2S0O4
G. hansenii PJK | Glicose 48 h 1.72 Jung et al. (2005)
(KCTC 10505 BP) [40].
Komagataeibacte | Manitol 27 dias / 7| 4,89 Oliveira et al.
r hansenii dias (2016)
Glicose 0,99 [41].
Glicerol 2,33
Acetobacter  sp. | Glicose 8 dias 4.6 Son et al. (2003)
Ve [42].
A. xylinum E25 Glicose 7 dias 3.50 Krystynowicz et
al. (2002) [43].
A. xylinum strains | Manitol 7 dias 3.34 Nguyen et al
(K3) (2008) [4].

Tabela 1 — Informacdes referentes a producio de celulose bacteriana por bactérias em meio HS.
Fonte: O autor, 2021.

G. xylinus ¢ uma bactéria capaz de oxidar diferentes tipos de alcoois e aglicares em acido acético. Sdo
bactérias gram negativas, com forma bacilar e estritamente aerdbicas. As bactérias do género
Gluconacetobacter sdo conhecidas por produzir celulose com caracteristicas unicas, incluindo alta
pureza, cristalinidade, uniformidade e alta resisténcia mecanica [44].

Para este género em especifico, a producdo de CB favorece o seu crescimento celular, pois a membrana
de celulose recém-sintetizada aprisiona as c€lulas pela sua caracteristica de rede tridimensional e
densidade inferior a 4gua, que ¢ capaz de flutuar, fazendo com que a cultura tenha contato direto com a
atmosfera onde a concentragdo de oxigénio ¢ maior e, a0 mesmo tempo, promove o contato do
microrganismo com o meio de cultivo [22].

Além de auxiliar no crescimento celular, a celulose fornece protecao a bactéria produtora na presenga
de contaminantes. Por possuir porosidade inferior ao didmetro bacteriano, ndo permite que outros
microrganismos tenham acesso ao volume de meio que se encontra abaixo dela, reduzindo as
possibilidades de ocorréncia de contaminagdes. A produgdo pode ocorrer para proteger a cultura de ions
de metais pesados. Além disso, a CB também pode ser utilizada pelos microrganismos como reserva de
nutrientes e favorecer o transporte de nutriente por difusdo e para protecdo frente aos efeitos da luz
ultravioleta [22, 45].

A CB, mais estudada, ¢ sintetizada pelo organismo modelo G. xylinus [8] devido a variedade de fontes
de carbono e nitrogénio possiveis de serem utilizadas e pelos elevados rendimentos de producéo ja
registrados [14].

Formas alternativas de obtencao de celulose bacteriana sdo encontradas em culturas simbidticas e ndo
necessariamente com cepas caracterizadas, como € o caso do SCOBY (Symbiotic Colony of Bacteria
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and Yeast). O SCOBY ¢ uma comunidade simbi6tica de bactérias e leveduras utilizado na producao da
bebida Kombucha [46].

A kombucha ¢ uma bebida fermentada, de origem chinesa, ligeiramente doce e acida, obtida através da
infusdo de cha preto pela fermenta¢do do SCOBY. Possui efeitos benéficos para saude e foi popularizada
no mundo todo nos ultimos anos. Seu modo de preparo envolve a preparagdo de infusdes vegetais,
majoritariamente de cha verde e cha preto, em solucdo com sacarose. Apods resfriamento da agua, a
cultura méae, denominada SCOBY ¢ adicionada ao meio. Além disso, é realizada a adicdo de uma
amostra de kombucha proveniente de fermentacao prévia para redugdo de pH e inibigdo da ocorréncia
de contaminacdo. Dias ap6s a adi¢do do SCOBY, observa-se a formacao de novas camadas de celulose
bacteriana, em virtude da agdo das bactérias acéticas [46].

O SCOBY ¢ composto de bactérias, sendo comum a presenca de Gluconacetobacter xylinum,
Acetobacter xylinoides, Acetobacter ketogenum, Bacterium gluconicum e Bacterium xylinum; e
leveduras, como, Saccharomycodes ludwigii, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae,
e Saccharomyces inconspicus, que utilizam os aglicares adicionados ao cha preto para a fermentacdo
[5]. Dependendo da origem do indculo, a composi¢do microbiana do SCOBY pode apresentar
alteracdes. Dentro desta cultura simbiotica, ocorrem de forma simultanea, a fermentagao alcoolica pelas
leveduras, producao de acidos e oxidagdo aerdbia de etanol em acetato por bactérias, decorrente do
gradiente de oxigénio formado pela matriz de celulose bacteriana que sustenta a cultura microbiana
formada pelo género de bactérias A cetobacter e Gluconacetobacter.

2.23. Formas de producio de CB

A produgdo de celulose bacteriana depende das fontes de carbono, nitrogénio, fosforo, enxofre, potassio
e sais de magnésio disponiveis no meio de cultivo bem como as condigdes ambientais. As principais
condi¢cdes ambientais que influenciam a producdo sdo: pH, temperatura, oxigénio dissolvido e a
agitacdo. O meio contendo alto teor de carbono ¢ favoravel para a produgdo de polissacarideos. A
conversao de 60 a 80% da fonte de carbono em celulose bacteriana ¢ considerada como sendo de alto
rendimento [22, 47].

Hestrin e Schramm, em 1954, desenvolveram um meio de cultura Hestrin ¢ Schramm (HS) composto
de 2% de glicose (fonte de carbono), 0,5% de peptona, 0,5% de extrato de levedura 0,27% de fosfato
dissédico [45]. Estudos mostraram o meio HS, que tradicionalmente usa glicose como fonte de carbono,
com rendimentos elevados para producdo de CB, como Jung et al., em 2005 obteve 1,7 g/L de
produtividade utilizando G. hansenii. E possivel também alterar a fonte de carbono para frutose, manitol,
sacarose e glicerol, com rendimentos significativos, como 4,89 g/L e 2,33 g/L para manitol e glicerol
respectivamente [22, 40, 41].

Com a finalidade de minimizar os custos de producao, é necessario o controle do pH. O pH ideal para
produgdo de CB depende do microrganismo produtor, estando em torno de 4,5 a 7,5 encontrando
maiores rendimentos em pH 6,5. Produgdes industriais como Biofill e Gengiflex, pelicula constituida
por uma rede de microfibrilas de celulose e comercializada como curativo, sdo conduzidas em pH acido
entre 4 e 4,5 para evitar contaminagdes. O pH deve ser analisado também devido ao aciimulo de
metabdlitos gerados a partir do consumo de agticar e fonte de nitrogénio [22].

A produgdo em larga escala de CB ¢ limitada devido a falta de sistemas de fermentacdo eficientes e o
elevado custo do meio tradicionalmente utilizado, HS. Soma-se a isso, os elevados custos de produtos
quimicos, manutencdes de equipamentos operados em ambientes acidos e consumo de energia para
tratamento de residuos do processo [12].
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O método de cultura esttica € tipicamente utilizado para producao de celulose bacteriana devido a
formacao de pelicula [9, 14, 47, 48]. Esta pelicula se refere a um biofilme que retine células na interface
ar-liquido, possibilitando o contato com o meio gasoso [20].

Este tipo de cultivo requer um longo periodo de cultura, resultando em baixa produtividade devido a
baixa transferéncia de massa de oxigénio e nutrientes para as bactérias dentro das peliculas, pois a
formac@o ocorre na interface liquido/ar mantendo as bactérias expostas em condi¢des desiguais [9, 14,
47, 48]. As membranas sdo formadas em camadas orientadas paralelamente, e sua camada mais recente
¢ produzida na interface filme/ar, o que significa que as camadas mais fundas da membrana sdo
produzidas anteriormente. O numero de camadas ¢ proporcional ao tempo de cultivo e estima-se que
por dia sejam produzidas aproximadamente 20 camadas [48, 49]. Esta técnica ¢ utilizada em frascos ou
badejas com meio liquido rico em agucares em incubagdo a 25-30°C e um pH 3-7, com tempo de
fermentacdo de 5 a 20 dias, onde gradativamente a superficie do meio ¢ coberta com uma camada
gelatinosa flutuante onde as proprias bactérias ficardo aprisionadas na membrana [14].

A fermentac@o em alimentagdo intermitente pode aumentar a produtividade e igualar, de certa forma, a
exposicao das bactérias para que novas peliculas se formem na superficie liquido/ar [14].

Para produgdo em cultivos agitados, utilizando um biorreator ou frascos de agitacdo é necessario
considerar que a agitagdo mecénica pode ocasionar na quebra da fibra de celulose produzindo um
material de baixa resisténcia mecanica em forma de aglomerados ou de emaranhado de fibras. A
produgdo de maneira agitada, possui baixo rendimento comparado com culturas estaticas devido a
ocorréncia de mutagdes genéticas nas bactérias produtoras de celulose [9, 47]. Em cultivos agitados ndo
¢ possivel inserir materiais para melhoramento da membrana como 0s processos in situ e ex situ citados
anteriormente, devido a ndo formagdo de rede de fibras, ou seja, da membrana [9].

Um levantamento de valores de produtividade obtidos de trabalhos ja publicados, que utilizaram
diferentes tipos de sistemas de produc¢do de celulose bacteriana, compararam a producao utilizando
Acetobacter acetigenum EA-I utilizando como fonte de carbono melago hidrolisado em cultura estatica
e agitada tendo como produtividade 0,001 (g/Lh) e 0,03 (g/Lh), respectivamente. Segundo LEE, o
biorreator aerossol utilizando glicose, teve a maior produtividade em 0,38 (g/Lh) [9].

A obten¢ao do mesmo polissacarideo proveniente da fermentagdo em comparagdo com a forma vegetal,
considerando o seu tratamento, ¢ impulsionada pelo seu custo. Os fatores que devem ser levados em
considerac@o sdo: o custo do substrato precursor, a produtividade dos organismos na obtencao da
molécula de valor agregado, os custos de processamento, custos relacionados ao fornecimento de
energia para o cultivo das bactérias e o valor de aplicagdo do material [50]. A energia utilizada para o
apoio ao processo limita o seu processo devido ao elevado custo [9].

Do ponto de vista econdmico, baixos rendimentos podem ser tolerados se 0 meio de cultura
possibilitar um processo rentavel e for derivado de fontes de baixo custo [14].

2.24. Meios de cultivos alternativos

A variagdo de meios de cultura interfere consideravelmente nas concentragdes de CB ¢ rendimento [51].
Cada meio possui caracteristicas distintas, além de vantagens e limita¢des, tendo como principal
objetivo producao de alta especificidade e com custo reduzido.

Meios de cultura utilizando matérias primas derivadas de subprodutos agroindustriais ja foram utilizados
em estudos anteriores, como o hidrolisado acido de palha de trigo, efluente da fermentagdo lipidica e
residuos de maga [29]. Estes residuos sdo fontes de carbono e nitrogénio para as células.

Em 2006, Keshk e Sameshima produziram CB com produtividade de 16,32 g/L utilizando o
microrganismo G. xylinus (IFO 13693) em cultura estatica a 28°C por 7 dias, utilizando o meio HS
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suplementado de lignosulfonato [52]. Lu et al., em 2011 utilizando HS suplementado de n-butanol, com
fonte de carbono utilizando glicose e o0 microrganismo Acetobacter xylinum (G. xylinus), possuiu uma
produtividade de 1,33 g/L em cultura estatica a 30°C por 6 dias [53].

O meio comumente utilizado para o microrganismo G. xylinus ¢ o meio HS que utiliza extrato de
levedura e peptona como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono [45].

Em 2009 Mikkelsen produziu celulose bacteriana utilizando G. xylinus com o meio HS modificado com
a substituicdo de glicose por diversas fontes de carbono (manitol, glicerol, frutose, sacarose e galactose),
sendo que sacarose e glicerol apresentaram os maiores rendimentos de celulose (3,83 ¢ 3,75 g/L,
respectivamente) apds 96 h, enquanto manitol, frutose e glicose resultaram em rendimentos abaixo de
2,5 g/L[54].

O glicerol ¢ um residuo da industria de biodiesel e estima-se que para a produgdo de 1 kg de biodiesel
ocorre a formacao de 100 gramas de glicerol [55, 56]. Em 2018, segundo o Anuério Estatistico Brasileiro
do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis de 2019, consolidando os dados referentes ao desempenho
da industria de biocombustiveis pela Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), o Brasil produziu 440.628 m?* de glicerina na produg¢éo de biodiesel [57].

A quantidade desse subproduto ndo ¢ inteiramente absorvida em outros processos, fazendo que sature o
mercado e ocorra a queda no seu prego. A utilizacdo deste glicerol contribui minimizando seu descarte
incorreto e acumulo auxiliando no impacto ambiental [55]. Este subproduto, possui inimeras aplicacdes
industriais podendo ser substrato para culturas microbianas.

O estudo de Antodnio et al., em 2012, utilizou Gluconacetobacter hansenii ¢ meio de cultivo contendo
manitol (25,0 g/), extrato de levedura (5,0 g/1), peptona (3,0 g/1), variando as fontes de carbono entre
glicerol, glicose e manitol. O maior rendimento apresentado em comparacéo as demais fontes de carbono
foi o do glicerol (36g/100g) em comparagdo a glicose (27,6 g/ 100 g) e manitol (27,6 g/ 100 g) apds 12
dias de cultivo estatico. Em comparag@o com a glicose e o manitol, além do maior rendimento, este
resultado ¢ interessante devido ao menor valor do glicerol comparado com as demais fontes [58].

Em 2013, ZHONG et al., obteve rendimento de 5,97 g/L utilizando G. xylinus e glicerol como unica
fonte de carbono. O estudo revelou que cerca de 47% de glicerol foi convertido em CB enquanto cerca
de apenas 19 e 24% de glicose e frutose, respectivamente, foram convertidos. Em relagdo as
caracteristicas, a CB proveniente do cultivo utilizando glicerol apresentou a maior resisténcia a tracdo
com fibras mais finas e porosidade menor [59].

O glicerol ¢ um popular plastificante natural, renovavel e biodegradavel, quando utilizado na produgio
de CB causa uma diminuigdo na forca intermoleculares de hidrogénio entre as cadeias de celulose,
resultando em melhoria na flexibilidade das peliculas fazendo com que as peliculas ndo fiquem
quebradicase apos a desidratacdo [60, 61]. Além disso o glicerol torna as membranas mais transparentes
0 que ¢ vantajoso pois facilita o monitoramento das feridas, enquanto a hidratagdo e flexibilidade
permitem aplicagdo e remocao fécil e indolor [62, 63].

Por ser utilizado em componentes como cosméticos, hidratantes e pomadas seu contato com a pele é
permitido. Os curativos entram em contato com a derme, onde a célula predominante é o queratocito
[63, 64]. O glicerol em concentragoes de até 2,5% (v/v) na CB foi avaliado viavel em contato com os
queratdcitos, sendo que esta porcentagem de glicerol foi avaliada pela maior capacidade de absor¢go de
exsudatos e os maiores valores de resisténcia a tragdo na ruptura, em 152,2 N [63].

Sendo assim, o glicerol possui grande potencial para producdo de CB com caracteristicas mecanicas e
microestruturais superiores € com custo de cultivo menor e pode ser aplicado como um conveniente,
mecanicamente estavel e duravel, além de seguro para aplicagdo em curativos.

2.2.5. Registro de patentes sobre a utilizacao de celulose bacteriana
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Foi realizado o mapeamento de patentes, em novembro de 2021 com o termo “celulose bacteriana”, no
banco do Instituto Nacional da Propriedade Intelectual (INPI). Segundo o Apéndice, apenas 34 patentes
foram depositadas desde 1992.

Dentre as 34 patentes, 28 delas apresentam dados sobre a producdo da membrana celulosica, 16 sobre o
patenteamento da sua utilizagdo e entre estas patentes, 7 sdo para utilizagdo no ramo farmacéutico ¢
apenas 1 para o ramo alimenticio.

Entre as patentes encontradas ndo foi observada nenhuma forma de produgédo utilizando residuo de
glicerol como substitui¢do da fonte de carbono. A patente com titulo “Processo de obtenggo e utilizagio
de membrana de celulose bacteriana em bicamada como bio curativo de liberacdao sustentada de
farmacos e suporte para crescimento celular”, com depodsito em 2013, realizou o cultivo utilizando
melaco de cana de agticar e etanol como fonte de carbono.

A patente relacionada ao ramo alimenticio depositada em 2015, titulada “Processo de produgdo em
escala de filmes de celulose bacteriana purificada” propds a utilizagdo de fontes renovaveis de agucar
obtidos da cana de agticar e de outras fontes como derivados lacteos e dgua de coco para produgio de
celulose bacteriana pelo microrganismo Glucanoacetobacter hansenii LMSPE.

Em 2019, a Universidade Estadual de Ponta Grossa fez o deposito da patente titulada “Processo de
obtengdo de celulose nanocristalina a partir de celulose bacteriana”, relatando a obtencéo de moléculas
nanocristalinas e sua utilizagdo nas areas de construcao, farmacéutico, automotivo, em embalagens e na
area de papel e celulose.

No ramo farmacéutico, a patente “Curativos antimicrobianos de celulose bacteriana contendo
nanoparticulas de prata para aplicagdo na cicatrizagdo de feridas e queimaduras e processo de obtencdo
de produtos obtidos” refere-se a curativos de CB contendo nanoparticulas de prata para utilizagdo em
tratamento de feridas cronicas. Esta impregnacéo ocorro através da imersdo das membranas porosas em
diluicdes sucessivas com diferentes concentracdes de prata. Estes curativos apresentam distribuicao
homogénea das particulas de prata evitando liberacdo heterogénea que pode causar toxicidade e
promovem inibicdo de crescimento bacteriano sendo eficientes para tratamento de feridas e
queimaduras.

2.3. CONCLUSAO

A utilizacdo de celulose bacteriana como biomaterial possui eficacia comprovada e diversas finalidades,
como carreador de medicamentos e curativos. Suas propriedades satisfatorias em comparagdo com
métodos atualmente utilizados na &rea médica, e a possibilidade de incorporacdo de uma variedade de
compositos a torna um polimero de interesse comercial.

A utilizagdo de SCOBY para produgdo de CB ¢é pouco reportada na literatura. Faltam estudos que
comparem a produgdo de CB pelo SCOBY e por cepas de bactérias isoladas em termos de rendimento
bem como quanto as propriedades fisicas, quimicas e biologicas da membrana de celulose.

Além disso, a produgdo de CB em escala industrial a partir de matérias primas de baixo custo ainda
necessita de estudos para que seja viabilizada.

No entanto, ¢ evidente o potencial da utilizagdo fontes de carbono alternativas para producéo celulose
bacteriana, que pode ser aproveitada em produtos de alto valor agregado, como no caso da area médica.
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3 CAPITULO?2

COMPARACAODA PRODUCAODE CELULOSE BACTERIANA A
PARTIR DE GLICEROL USANDO SCOBY DE KOMBUCHAE
Gluconacetobacter xylinus

Rigoni, C!, Alvarez, T.M'.

I Programa de Mestrado e Doutorado em Biotecnologia Industrial, Universidade Positivo,
Curitiba, Parana, CEP 81280-330, Brasil;

RESUMO:

0O SCOBY, empregadona produgioda bebida Kombucha, é uma fonteprodutora de celulose bacteriana (CB). A
CB apresenta maior grau de pureza, resisténcia mecanica e cristalinidade em relagdo a celulose vegetal Em
cultivos estaticos, uma membrana é formada na parte superior do meio de cultura aprisionando as células,
promovendo troca gasosa das bactérias produtoras de celulose bacteriana com a atmosfera. Neste trabalho, o
objetivo foi avaliar a produgdo de celulose bacteriana em cultivo estatico utilizando como in6culo o SCOBY de
kombucha em comparagiio com a bactéria Gluconacetobacter xylinus em meio HS modificado contendo glicerol
(HSG) como fonte de carbono. A produgdo de CB utilizando SCOBY e o microrganismo isolado G. xylinus foi
realizada em 400 mL de meio HSGa 26 °C por 7 dias, por 5 semanasconsecutivas. Apdsa produgdo, as membranas
foram purificadas através de tratamento com NaOH e acido acético e posteriormente foram secas por 24 horas a
45 °C, paradeterminagdo da massa seca. Em seguida, foram realizados os métodos comumente empregados para
caracterizacdo de celulose bacteriana: rendimento, controle microbioldgico por meio do teste de esterilidade,
resisténcia a tragao, absor¢do de agua e resisténcia a solugdes basicas e acidas. No meio contendo glicerol como
fonte de carbono, o maior valor de rendimento foi observado na quinta semana de cultivo, atingindo valores de
1,48 g/L no caso do SCOBY e 1,64 g/l no caso da G. xylinus. Os resultados de tensdo maxima e resisténcia a
solucdes acidas foram semelhantes para os dois modelos de produgdo, sem diferenga estatistica considerando um
intervalo de confianca de 95%.A capacidadede absor¢do de agua emrelacgdo a sua massa seca e alta resisténcia a
substancias 4 cidas e basicas, apresentaram diferenca significativa entre as membranas provenientes do SCOBY e
da bactéria G. xylinus, apresentando maior capacidade de reten¢do na membrana proveniente de G. xylinus
apresentando 933% de absor¢dao em relagdoao seu pesosecono caso de G. xylinus e 643% no caso do SCOBY e
maiorresisténcia a solugio basica em membrana proveniente de SCOBY . O teste de esterilidade comprovou que
asetapas de purificagdo realizadas foram suficientes inativar a atividade microbiolégica das membranas obtidas.
A celulose bacteriana proveniente do cultivo do SCOBY se mostrou uma fonte promissora de biomaterial,
apresentando caracteristicas semelhantes ao observado para a membranade G. xylinus. No entanto, novos estudos
devem ser realizados para verificar o potencial de utilizacio de fontes altervativas de carbono para produgdo de
CBem escala industrial.

Palavra-chave: Kombucha, hidrogel, bactéria acética, glicerol, producio

3.1 INTRODUCAO

A celulose bacteriana possui estrutura quimica semelhante a celulose vegetal, apresentando a vantagem
de possuir menor propor¢ao de regides amorfas e ndo estar ligadas a compostos como hemicelulose e
lignina 1, 2].
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A celulose bacteriana ¢ majoritariamente produzida pelo microrganismo Gluconacetobacter xylinus (G.
xylinus) em meio Hestrin ¢ Schramm (HS). Uma potencial fonte de producdo de celulose bacteriana
(CB) ¢ 0 SCOBY de Kombucha, uma comunidade simbidtica de leveduras e bactérias, responsavel pela
fermentacdo de acglicares na presenca de cha preto e chd verde, majoritariamente. A composi¢do
microbiana desta comunidade varia em fung¢do da origem do inoculo e das condi¢des de cultivo como
tempo de cultivo, temperatura, concentragdo de agucar e tipo de cha [3].

A comunidade microbiana presente no SCOBY participa de diversos processos: as leveduras, através da
enzima invertase, hidrolisam a sacarose em glicose e frutose, fermentando esses agiicares em etanol e o
diéxido de carbono. As bactérias acéticas convertem a glicose em acido gluconico e o etanol em 4cido
acético, além de produzirem a celulose que imobiliza as células de leveduras e bactérias para que tenham
acesso a superficie do liquido para captarem oxigénio [3, 4]. Os filamentos de celulose, formam uma
matriz 3D em forma de biofilme. Ao decorrer da fermentacdo, o filme se torna mais espesso pela
formac@o de novas camadas de celulose na superficie do meio [5].

Um dos microrganismos presentes no SCOBY, ¢ a bactéria acética gram-negativa G. xylinus, capaz de
produzir celulose bacteriana utilizando diversas fontes de carbono, como glicose, manitol, frutose,
galactose e glicerol. O glicerol é um residuo largamente gerado a partir do processo de producdo do
biodiesel, representando um substrato de baixo custo para producdo de CB [6, 7].

Sistemas de fermentac@o ineficazes devido a necessidade de formagao de pelicula e desigualdade na
transferéncia de oxigé€nio e nutrientes entre microrganismos, longo periodo de cultura, o elevado custo
de producido utilizando meios tradicionais, produtos quimicos, manuten¢des de equipamentos operados
em ambientes acidos e consumo de energia para tratamento de residuos do processo fazem com que a
de produgdo de celulose bacteriana em larga escala apresente altos custos [8].

A CB possui alta pureza por ndo possuir interacdo com hemicelulose e lignina, como no caso da celulose
vegetal, estrutura de redes de fibrila, grande area superficial, alta porosidade e capacidade de retencéo
de agua, e resisténcia mecanica. Estas caracteristicas tornam a celulose bacteriana um candidato
promissor para varias aplicacdes, entre elas na area biomédica. Para esta utilizagdo a forma e fonte de
produgdo da CB deve respeitar os critérios minimos para poder ser comercializada de forma viavel e
segura respeitando a ampla aplicacdo na area biomédica [9].

Este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de CB utilizando glicerol a partir de SCOBY de
Kombucha, em comparac@o com a bactéria padrdo G. xylinus, além de avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas das membranas para determinagdo do seu potencial de aplicagao.

3.2 MATERIAIS E METODOS

As atividades realizadas no decorrer do projeto estdo representadas no Figura 1 [Figura 1].



30

Inéculo
Inéculo SCOBY Gluconacetobacter
xylinus

Avaliacao do
crescimento do HSG
SCOBY
(1) Repeticdo de 5 semanas (2)

Purificagao (3)

Massa Sim
SIM—>1 seca I‘“
Caracterizagao Esterilizagao \ (4)

|
; { { {

MASSA ABSORGAO RESISTENCIA
SECA DE AGUA SOLUCOES

TRACAO ]

©) ® @) (8)

Avaliagao e \
comparacao entre |

BCs

Figura 1 - Fluxograma de metodologia experimental para a producio de celulose bacteriana em
meio Hestrin and Schramm (HS) e meio HS modificado utilizando glicerol como fonte de carbono
(HSG) e as etapas de caracterizacio das membranas obtidas.

Fonte: O Autor, 2021.

3.2.1 Avaliacido da producio de CB utilizando SCOBY e Gluconacetobacter xylinus

Inicialmente, a producdo de celulose bacteriana utilizando glicerol [Figura 1 (1)], foi avaliada utilizando
SCOBY de kombucha nos meios Hestrin and Schramm (HS) e Hestrin and Schramm adaptado
utilizando glicerol como fonte de carbono (HSG). Esta avaliacdo foi necessaria para comprovar o
crescimento de celulose bacteriana em meio HSG utilizando o SCOBY, que tradicionalmente utiliza
meio contendo cha para sua produgdo. O SCOBY de kombucha foi produzido em um Trabalho de
Conclusgo de Curso de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade Positivo.

Para ativagdo do SCOBY foi utilizado 1 L de agua previamente fervida, 100 g de sacarose e 3 g de cha
preto como meio para inoculagdo, com posterior incubagéo por 7 dias, em cultivo estatico [10].

Em seguida, 10 mL da fragdo liquida do cultivo descrito acima foi inoculado em 90 mL de meio HS
contendo 20 g/L de glicose, 5 g/L peptona, 5 g/L extrato de levedura, 2.7 g/L fosfato dissddico, 1.15 g/L
acido citrico, com pH 5,0 [11] e o mesmo foi feito para uma condi¢do em que a glicose do meio HS foi
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substituida por 20 g/L de glicerol PA, denominado de HSG. Os cultivos foram realizados em triplicata
e mantidos por 7 dias a 26 °C, com repique sucessivo durante 5 semanas consecutivas.

Para a producdo paralela de CB pelo SCOBY e pela bactéria G. xylinus [Figura 1 (2)] foram utilizados
volumes de meios maiores, sendo 360 mL de meio HSG contendo glicerol como fonte de carbono e 40
mL de indculo proveniente da fermentagdo anterior. Apés incubagéo a 26°C por 7 dias, a membrana de
celulose formada foi recuperada e 40 mL do cultivo de adaptagdo em glicerol foram inoculados em
novosmeios de culturaparainicio do ciclo seguinte, totalizando 5 ciclos, em triplicata. A area superficial
dos cultivos foi estimada em 160 cm?, em uma bandeja de plastico com as seguintes dimensdes: 16 cm
de comprimento e 10 cm de largura.

Em paralelo, a celulose bacteriana foi produzida a partir do cultivo com a bactéria G. xylinus,
gentilmente cedida pela Universidade Federal de Santa Catarina. Inicialmente, uma col6nia isolada da
bactéria G. xylinus, foi inoculada em 200 mL meio HS, submetido a agitacdo em shaker a 120 rpme
30°C por um periodo de aproximadamente 16 horas. Em seguida, 40 mL desta cultura foram inoculados
em 360 mL de meio HSG, em triplicata. Assim como no caso do cultivo com o SCOBY, a produgéo das
membranas de celulose com a bactéria isolada foi realizada por 5 semanas consecutivas.

3.2.2 Purificacio e avaliacio do rendimento de producio de CB

Apos a formacdo das membranas de CB passaram pelo processo de purificacdo [Figura 1 (3)], as
mesmas foram recuperadas e lavadas com agua destilada, em seguida submetidas a tratamento térmico
a 100°C com imersdo em agua por 15 minutos. A agua de lavagem foi descartada e as membranas
submetidas a tratamento com hidroxido de soédio (0,1 M) por 15 minutos, com posterior incubagdo em
solugdo de hidroxido de sodio (0,1 M) por 24 horas [12, 13]. Em seguida, as membranas foram imersas
em 4cido acético (0,1M) por 15 minutos para neutralizacdo do pH [14]. ApoOs tratamento e enxague, as
membranas foram secas a 45°C por 24h [13, 15] e entdo pesadas para avaliagdo de sua massa seca. Este
procedimento foi realizado ao fim dos 5 ciclos de fermentacdes.

Por fim, as razdes entre as massas das membranas de celulose obtidas em relacdo ao volume de meio
foram utilizadas para determinagdo do rendimento de producao de celulose [Figura 1 (5)].

3.2.3 Teste de esterilidade

Foi utilizada uma quantidade de amostra de 0,15 g de membrana produzida na semana 5 para seguir a
tabela de referéncia para teste de esterilidade, presente na Farmacopeia Brasileira, considerando a
membrana como produto sélido para satde. A amostra foi esterilizada por vapor, em autoclave por 15
minutos a 121°C. Em seguida, a membrana foi inoculada em condig¢des assépticas de forma direta nos
meios de cultura [Figura 1 (4)] [16], sendo eles: meio fluido de tioglicolato (FTM) e o caldo de caseina
soja (TSB), em triplicata. O meio FTM ¢é composto de 5 g/L de L-Cistina, 2,5 g/L de cloreto de sodio,
5,5 g/l de dextrose, 0,75 g de dgar granulado, 5 g/L de extrato de levedura, 15 g de caseina, 0,3 mL/L
de tioglicolato de s6dio e 0 meio TSB € composto por 17 g de caseina, 3 g/L. de farinha de soja, 5 g/L.
de cloreto de sodio, 2,5 g/l de fosfato de potassio dibasico e 2,5 g/L. de dextrose. Como controle
negativo, foirealizada a incubag@o dos meios de cultivo estéreis. Também foram inoculadas as amostras
provenientes do cultivo com G. xylinus e SCOBY purificadas (conforme descrito no item 3.8.3) e ndo
esterilizadas. As amostras foram incubadas a 32,5 °Ce 22,5 °C +- 2,5 °C, por 14 dias[16].

3.2.4 Teste de resisténcia a tracao

O ensaio mecanico [Figura 1 (6)] foi baseado na norma de analise de plasticos ASTM D638-14 para
descobrir a forganecessaria pararompimento das membranas. Um corpo de prova (membrana produzida
na semana 5) em formato de ampulheta conforme Figura 02 sofreu aplicagdo de uma carga de 0,5 N
com velocidade de Imm/min em temperatura e umidade ambiente até total rompimento do material
através de uma maquina universal de ensaios (EMIC DL2000) [13, 18].
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Figura 2 - Ampulheta segundo ASTM.
Fonte: Adaptado de ASTM, 2014.

A Tensao maxima necessaria para o rompimento foi calculado pela formula a seguir, onde T ¢ a tensdo
maxima em MPa, F a forga de cisalhamento em N e a area da seccdo rompivel em cm 2

iﬂ
I
Y

3.2.5 Absorc¢ao de agua

Para avaliar a capacidade de retencdo de 4gua da CB [Figura 1 (7)], foram utilizadas amostras de
celulose bacteriana produzidas no ciclo 5 de 2 cm x 2 cm cortadas e secas a 60°C por 24 horas e pesadas
considerando o valor da massa seca (ms). Em seguida, os fragmentos das membranas foram embebidas
em agua destilada por 48 horas em temperatura ambiente, secas suavemente com papel absorvente para
retirada da agua residual e pesadas para considerar a massa imida (mu). A absorcao da agua (Abs) foi

calculada conforme equagdo abaixo em Gullo et al. (2017) [18]:

mu — ms
Abs = —— x 100
ms

3.2.6 Resisténcia a solu¢des acidas e alcalinas

Amostra com 2 cm x 2 cm de membranas de celulose da semana 5, considerando sua massa seca, foram
imersas em 10 mL de soluggo acida (HCI) em concentragdo de 5 M por 6 horas, e alcalina (NaOH) em
concentragdo de I M por 1 hora. Apds imersao, as amostras foram secas em estufa a 60°C por 24h para
avaliacdo da massa seca [Figura 1 (8)] [19, 20].

Segundo Song, a perda de massa pode ser calculada segundo a equacao a seguir, onde Wi ¢ a massa do
filme antes do contato com os solventes, ¢ Wc € a massa apds o contato [20]:

M dida =1 we 100
assa perdida = Wi >

3.2.7 Analise dos dados

Todas as analises foram realizadas em triplicatas e para os testes realizados foram utilizadas membranas
provenientes do quinto ciclo de producao. A coleta de dados resultou em médias e desvio padrao e para
atribuicdo de significincia aos resultados numéricos foi realizado o teste-t de Student utilizando a
plataforma Graphpad.com, considerando um intervalo de confianga de 95%.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Avalia¢io da produgio de CB pelo SCOBY utilizando glicerol
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A avaliacdo de producdo de CB utilizando o SCOBY, tradicionalmente utilizado para produgdo da
bebida fermentada Kombucha em meio de ché preto e sacarose, foi realizada para validar o crescimento
de celulose bacteriana no meio HS. O meio HS ¢ utilizado como padrio para producdo de celulose
bacteriana pelo microrganismo G. xylinus, e utiliza extrato de levedura e peptona como fonte de
nitrogénio e glicose como fonte de carbono [21]. Com a finalidade de comparagao, foi também avaliada
a producao de CB a partir do SCOBY em meio HSG contendo glicerol como fonte de carbono.

As massas secas das membranas de celulose obtidas apds o cultivo dos SCOBY's foram determinadas
apos cada batelada de fermentacdo, conforme apresentado no Grafico 1 [Figura 3].
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Figura 3 - Massa seca membranas de avaliacido por fonte de carbono para CB produzida por
SCOBY. Meio HS (contendo glicose como fonte de carbono) e meio HSG (contendo glicerol como
fonte de carbono). (*) indica os resultados com diferenca significativa segundo o teste-t de Student
com p <0,05.

Fonte: O autor, 2021.

As semanas 1, 2 e 3 apresentaram diferenca estatistica entre as semanas considerando intervalo de
confianca de 95%, enquanto as semanas 4 e¢ 5 ndo podem ser consideradas estatisticamente
significativas, através do teste-t de Student.

A massa seca apresentada pelo Grafico 1, valida o crescimento de CB produzido pelo SCOBY de
kombucha em meio HS e meio HSG, apresentando um aumento de massa na quinta semana no meio
HSG, possivelmente devido a adaptagdo do SCOBY em meio contendo glicerol como fonte de carbono.
3.3.2 Producio de CB

Apos comprovacao de formagdo de pelicula de membrana no meio HSG foi realizada a comparagao da
producao de CB pela bactéria G. xylinus e pelo SCOBY ao longo de cinco semanas, conforme
apresentado no Grafico 2 [Figura 4].



34

1,400
1,200
1,000

0,800

0,600

Massa(g)

0,400 I

0,200

0,000
1 2 3 4 5

Tempo (semanas)

—®— Bactéria —®—SCOBY

Figura 4 - Massa seca das membranas de celulose bacteriana obtidas a partir do SCOBY e
Glucanocetobacter xylinus, ambos em meio HS contento glicerol (HSG). (*) indica os resultados
com diferenca significativa segundo o teste-t de Student com p < 0,05.Fonte: O autor, 2021.

A produgio de celulose bacteriana com G. xylinus e SCOBY se mostrou estatisticamente significativa
nas semanas 2 ¢ 3. Naprimeira, quarta e quinta semana, apresentou valor semelhante ao encontrado para
o SCOBY.

E possivel observar que nas semanas 2 ¢ 3, a produgio de CB foi menor no SCOBY comparado a
bactéria. No entanto, na semana 4 e 5 os valores se aproximam e tornam-se semelhantes, em virtude de
uma possivel adaptacdo dos microrganismos com o meio de cultivo e sua fonte de carbono.

MASSA DE CELULOSE POR
VOLUME DE MEIO (G/L)

SEMANA | BACTERIA SCOBY

1 1,37+ 0,24 0,92+ 0,26

2 1,36 + 0,29 0,86+ 0,20 *
3 1,60 + 0,56 0,69 £ 0,33 *
4 0,79 £ 0,01 0,73+0,11

5 1,64+0,19 1,48+ 0,22

Tabela 1- Massa de celulose por volume de meio HSG. (*) indica os resultados com diferenca
significativa segundo o teste-t de Student com p < 0,05.
Fonte: O autor, 2021.

Segundo a Tabela 2, os rendimentos das trés primeiras se apresentaram maiores utilizando a bactéria G.
xylinus de forma isolada comparado com a produgido de SCOBY, apresentando diferencga estatistica nas
semanas 2 e 3.

Os resultados encontrados na semana 5, se mostram mais baixos que os resultados encontrados na
literatura para produgdo de CB utilizando glicose, como ¢ o caso do estudo de 2020, de Souza et al.,
onde obteve uma massa de celulose por volume de meio 4,03 g/L utilizando G. xylinus em meio HS
com 20 g/L de glicose [22]. Mikkelsen variou as fontes de carbono utilizando o mesmo microrganismo
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e encontrou um resultado 3,85 g/L para glicerol, onde o presente estudo também se mostrou mais baixo
[7].

A comparagao da producdo da bactéria G. xylinus isolada de SCOBY de kombucha em diferentes meios
de cultivo foi realizada em 2008 por Nguyen. No trabalho de Nguyen, o maior rendimento de celulose
foi encontrado no meio HS, sendo 0,28 g/L, possuindo valor menor quando comparado com apresentado
pela Tabela 1. Também foram avaliados os cultivos em diferentes tipos de chas, sendo que o rendimento
em cha verde foi de 0,20 g/L, e em cha preto o rendimento foi de 0,14 g/L. O trabalho demonstrou que
o meio HS possui potencial para aumentar a quantidade de producdo de celulose para esta cepa,
provavelmente pelo nivel mais elevado de nutrientes quando comparado com o ché acrescido de aglicar
[11].

Jung et al., em 2005, chegou em uma produtividade de 1,72 g/L utilizando cultura agitada com meio
utilizando glicose utilizando Gluconacetobacter hansenii [23].

A producdo de massa de celulose bacteriana por volume de meio utilizando SCOBY de kombucha
possui rendimentos maiores que os citados anteriormente para bactéria isolada além do fato de
majoritariamente utilizar uma concentragdo de fonte de carbono maior na composi¢do do seu meio,
como no caso de Goh et al., 2012, que comparou as concentragoes de sacarose utilizando SCOBY,
obtendo rendimentos de 23,95 g/L de massa de celulose por volume de meio com concentragdo de 50
g/L de aglcar e o rendimento maximo de 60 g/ de massa de celulose por volume de meio em
concentragdo de 90 g/L de acucar. Indicando a forte influéncia da concentracao da fonte de carbono
quando utilizado o cha como meio para produ¢do de CB em SCOBY [24].

Considerando as fontes diferentes de carbono glicose e glicerol, em 2008, Mikkelsen et al., utilizando
Komagataeibacter xylinus, em meio contendo sacarose e glicerol, obtiveram rendimentos de 3,83 e 3,75
g/L, respectivamente, ndo apresentando diferencas estrutural e microscopicas entre as diferentes fontes
de carbono [7].

3.33 Teste de esterilidade

Aplicaveis aos produtos e insumos farmacéuticos, a esterilidade deve ser comprovada em uma amostra
para confirmar a auséncia de bactérias e fungos.

Tanto as membranas submetidas apenas ao processo de purificagdo como as que foram também
autoclavadas ndo apresentaram crescimento microbiano nos meios de cultivo avaliados. O controle
negativo que consistiu apenas nosmeios estéreis sem adi¢do denenhum indculo se manteve sem turbidez
no decorrer do processo. O resultado demonstra que o tratamento realizado com hidroxido de sodio e
acido acético foi eficiente para remo¢ao dos microrganismos nas membranas mesmo sem o processo de
esterilizagdo por autoclave.

A estabilidade da celulose bacteriana em altas temperaturas (250 a 300 °C), devido as ligagdes de
hidrogénio entre as cadeias de polimeros que resultam na sua morfologia cristalina, possibilita sua
esterilizagdo por autoclave [25].

3.3.4 Resisténcia a tracao

O resultado de tensdo méxima obtido até o rompimento da membrana estd demostrado no grafico
[Figura 5]. De acordo com o teste-t de Student foi observado que ndo ha diferencga estatistica
(considerando p-valor < 0,05) entre as membranas produzidas pelo SCOBY e pela bactéria G. xylinus,
no que se refere a resisténcia a tragdo. As triplicatas da membrana da semana 5, produzidas a partir de
SCOBY de Kombucha, tem como média 5,13 MPa +- 2,03 MPa e para as membranas produzidas pelo
microrganismo G. xylinus, amédia ficou em 7,72 MPa +- 2,39 MPa mostrando semelhanca no quesito
resisténcia a tragdo entre os dois modelos de produ¢do de membrana de celulose bacteriana.



36

=
B0 0 © N

Tensdo maxima (MPa)
[\

Bactéria SCOBY

Figura 5 - Resisténcia maxima de tensio suportada pelas membranas em HSG.
Fonte: O autor, 2021.

Em 2010, Gatenholm e Klemm, reportaram o rompimento da membrana com 99% de teor de umidade
a2 Mpa[25].

Em 2010, Li et al. encontraram a tensdo maxima de 1,06 +- 0,03 MPa para BC produzida a partir de
colonia pura de G. xylinus [26]. Mohite e Patil, em 2014 observaram uma ten¢do maxima de 14,94 Mpa
para rompimento de BC, apresentando uma cristalinidade de 81% produzido pelo microrganismo G.
hansenii [27].

O valor obtido para a resisténcia a tragdo foi superior ao obtido por Li et al., em 2014 e inferior ao
encontrado por Mohite e Patil em 2014, estando entre os dois valores em comparagdo. Nao houve
variabilidade de espessura entre as membranas, porem uma heterogeneidade ¢ esperada para uma
amostra biologica, considerando uma rede depositada aleatoriamente sobre uma cadeia de microfibrilas.
A resisténcia mecanica € explicada pela linearidade das cadeias de celulose e sua forte coesdo entre as
moléculas [1].

3.3.5 Absorc¢io de agua

A absorc@o de 4gua é uma caracteristica importante considerando as inimeras aplicagdes da celulose
bacteriana. As microfibrilas de celulose tém alto contetido de grupos -OH, o que promove ao polimero
o aprisionamento de uma grande quantidade de moléculas de agua [28].

As membranas produzidas a partir de culturas de G. xylinus em meio HSG apresentaram capacidade de
absorver 933% +- 76% da sua massa seca em agua. As membranas produzidas a partir de culturas de
SCOBY de kombucha em HSG, apresentaram capacidade de absor¢ao de agua de 643% +- 51 % da sua
massa em agua. O teste resultou em diferencas estatisticas significativas entre elas (p-valor < 0.05).
Em 2017, Gullo et al., apresentou a absorcdo de 391 +- 24% de agua em considerag@o a sua massa seca
em membranas produzidas por Komagataeibacter xylinus (G. xylinus). Gullo et al., relata que devido a
este valor, a membrana de celulose possui aplicagdo em aditivos de alimentos € como material
biomédico [18]. Tanto a membrana produzida a partir do SCOBY quanto a produzida a partir de G.
xylinus, se mostraram com um poder de absor¢do maior que o estudo de Gullo.

Em comparagio com a celulose vegetal, a celulose bacteriana possui uma maior area superficial devido
ao tamanho nanométrico das redes de fibrilas, que reflete em maior interacdo entre a superficie e o
ambiente. A BC pode realizar a ligacdo de até¢ 99% em meio aquoso [25].

3.3.6 Resisténcia a solucoes

A resisténcia quimica foi avaliada através pela perda da massa da membrana apds o contato com o
reagente acido ou basico. A resisténcia a solu¢des € uma caracteristica importante devido a possivel
incorporagoes de medicamentos e moléculas que auxiliem na recuperacdo celular na membrana e
considerando pomadas ou medicagdes utilizadas em conjunto com um curativo de celulose bacteriana,
por exemplo.
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Conforme grafico [Figura 6], a perda de massa em reagente dcido da celulose bacteriana produzida pela
bactéria G. xylinus foide 10,92 +- 0,33 % e para celulose bacteriana proveniente de culturacom SCOBY
foide 11,60 +- 2,33 %, ndo possuindo diferenca estatistica entre G. xylinus e o SCOBY.

Ja para a solucdo bésica a porcentagem de perda de massa foi menor em G. xylinus. Conforme Grafico
4, 6,95 +- 3,12 % de perda de massa para bactéria isolada e 16,08 +- 0,50 % para SCOBY.
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Figura 6 - Resisténcia a solucdes quimicas HCl e NaOH. (*) indica os resultados com diferenca
significativa segundo o teste-t de Student com p < 0,05.
Fonte: O autor, 2021.

Estes testes foram realizados por Song em polimero de acetato celulose acetato, que € produzido através
da acetila¢do da celulose, demonstrando perda de massa de 40 % em solugdo acida e 60% em solugdo
basica. No mesmo trabalho, o acetato de celulose foi incorporado de naftaleno, para melhoramento da
pelicula considerando a baixa resisténcia quimica observada nos ensaios iniciais. A resposta apds a
incorporagao foi de 5,88 % de perda de massa em solugdo 4cida e 47,06% em basica [20].

3.4 CONCLUSAO

Neste trabalho foram avaliadas a produgao de celulose bacteriana a partir daculturaisoladade G. xylinus
e do cultivo do SCOBY de kombucha utilizando glicerol como fonte de carbono. O rendimento de
producao considerando os dois tipos de produgdo mostrou que os valores obtidos a partir da bactéria e
do SCOBY praticamente se igualaram ap6s cinco semanas. A resisténcia a tragdo e a resisténcia a
solugdes acidas demostraram que a membrana proveniente do SCOBY apresentou caracteristicas
semelhantes a CB de G. xylinus. Para a resisténcia a solugdes basicas, nota-se perda maior de massa na
CB provenientede SCOBY. A absor¢ao de 4gua se encontraem niveis superioresa literatura, possuindo
maior capacidade de absor¢do na CB produzida por G. xylinus. Também foi observado que o material
esta de acordo com a Farmacopeia Brasileira, no que se refere a efetividade do processamento para
obtencao de membranas estéreis.

O rendimento segue padrdes ja apresentados na literatura e aponta o SCOBY como uma fonte
promissora de produgdo de celulose em escala industrial. A producdo utilizando o SCOBY em
comparacdo com a bactéria padrdo G. xylinus, destaca-se devido as diversas atividades metabolicas
desempenhadas pelos microrganismos presentes na cultura simbidtica, como no caso de leveduras
produtoras de etanol, que podem auxiliar na diminui¢ao da ocorréncia de contaminagoes.

Trabalhos futuros devem buscar utilizar glicerol residual proveniente da industria de biodiesel e demais
fontes de carbono que representem subprodutos e residuos da agroindustria além do uso do ché ao invés
de meios de cultivo que apresentam alto custo, para avaliar a performance de producao de CB pelo
SCOBY em escala industrial.
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4 CONCLUSAO GERAL

Devido ao potencial de aplicagdo da celulose bacteriana na area biomédica em
funcdo de caracteristicas como biocompatibilidade, cristalinidade e pureza, fontes
alternativas de substrato como a fonte de carbono devem ser consideradas para
diminuir seu custo de producdo em escala industrial.

Considerando o preco elevado dos compostos necessarios para formulagdo do
dos meios convencionais, a substituicdo por fontes de carbono alternativas, como o
glicerol, pode ser uma alternativa para a redugao de custos. Neste estudo, a produgao
utilizando glicerol como fonte de carbono, obteve o maior valor de rendimento na
quinta semana de cultivo, atingindo valores semelhantes para produg¢do utilizando
SCOBY e G. xylinus.

Metodologias como teste de esterilidade, resisténcia a tragéo, absor¢éo de agua
e resisténcia a solugdes foram aplicadas para comparacao entre CB produzidas entre
o microrganismo G. xylinus e a cultura simbidtica do SCOBY e apresentaram
caracteristicas semelhantes entre elas, com excegao no que se refere aos testes de
absorgcao de agua e resisténcia a solugéo basica.

Demais estudos cientificos para comprovagdo da segurangca e avaliagdo de
rendimento de produgdo em fontes de carbono provenientes de subprodutos e
residuos da agroindustria deverao ser realizados para avaliar a produgcédo de CB

proveniente do SCOBY em escala industrial.
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7. ANEXO

ALL CAPITAL LETTERS; FONT: TIMES NEW ROMAN; SIZE: 14-
BOLD; SHOULD BE SHORT AND INFORMATIVE
(COLOR: Dark Black)

Author Name!, Author Name2, and Author Name? ( Font: Times New Roman; bold, size: 11;
Color: Black, Full name of authors, i.e.!'"Vishnu J. Gaikwad., 2Rarashree D. Kamble)

IAjﬁlation in Italics, Times New Roman, 10font size, Middle alignment, Color: Black
2 Affilation in ltalics, Times New Roman, 10 font size Middle alignment, Color: Black

*Corresponding author: Email: xxx@upm.in, Tel:+50-8001010010; Fax:+50-7001010062

ABSTRACT:

Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 fornt size.
Maximum limit for abstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 fornt size.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit for abstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 fornt size.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit for abstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit for abstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.
Maximum limit forabstract is 200-400words. It should be in Times New Roman, 10 forntsize.

Keywords: 5-6,Times New Roman, 10 font size

[I] NTRODUCTION (TIMES NEW ROMAN, 11; ALL CAP BOLD)

This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like
this in red [1]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References
should be cited like this in red [2]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified.
And References should be cited like this in red [3]. This part should be in Times New Roman, 11 font
size, justified. And References should be cited like this in red [4]. This part should be in Times New

Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red [5].
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This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like
this in red [6]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References
should be cited like this in red [7]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified.
And References should be cited like this in red [8]. This part should be in Times New Roman, 11 font
size, justified. And References should be cited like this in red [9, 10]. This part should be in Times
New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red [11]. This part
should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in
red [12]. Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red
[9, 10]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be
cited like thisin red [11]. Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited
like this in red [9, 10]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And
References should be cited like this in red [11]. Times New Roman, 11 font size, justified. And
References should be cited like this in red [9, 10]. This part should be in Times New Roman, 11 font
size, justified. And References should be cited like thisin red [11]. Times New Roman, 11 font size,
justified. And References should be cited like this in red [9, 10]. This part should be in Times New
Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red [11]. This part should
be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red [11].
This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like
thisinred [11]..

[II] MATERIALS AND METHODS (TIMES NEW ROMAN, 11; ALL CAP BOLD)

2.1. Sub-title (Times New Roman, 12)

This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This part should be in Times New
Roman, 11 font size, justified. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This
part should be in Times New Roman, 11 fontsize, justified. This part should be in Times New Roman,
12font size, justified. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This part
should be in Times New Roman, 12font size, justified. This part should be in Times New Roman, 11
font size, justified. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified.

2.2. Sub-title (Times New Roman, 11)

This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This part should be in Times New
Roman, 11 font size, justified. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This
part should be in Times New Roman, 11 fontsize, justified. This part should be in Times New Roman,
11 font size, justified. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This part
should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This part should be in Times New Roman, 11
font size, justified. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This part should

be in Times New Roman, 11 font size, justified.
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[III] RESULTS (TIMES NEW ROMAN, 11; ALL CAP BOLD)

3.1. Sub-title (Times New Roman, 11)

This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like
this in red [13]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References
should be cited like this in red [ 14]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified.
And References should be cited like this in red [15].This part should be in Times New Roman, 11
font size, justified. And References should be cited like this in red [13]. This part should be in Times
New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red [14]. This part
should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in
red [15]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be
cited like this in red [13]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And
References should be cited like this in red [14]. This part should be in Times New Roman, 11 font
size, justified. And References should be cited like this in red [ 15].This part should be in Times New
Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red [13].

3.2. Sub-title (Times New Roman, 11)

This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like
this in red [13]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References
should be cited like this in red [ 14]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified.
And References should be cited like this in red [15]. This part should be in Times New Roman, 11
font size, justified. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This part should
be in Times New Roman, 11 font size, justified And References should be cited like this in red [13].
[Table-1].

No Table headings Table headings

(Times New Roman,

9, bold)

(Times New Roman,

9, bold)

This should be Times

New Roman, 8 font size

This should be Times

New Roman, 8 font size

New Roman, 8 font size

2 This should be Times This should be Times
New Roman, 8 font size New Roman, 8 font size
3 This should be Times This should be Times
New Roman, 8 font size New Roman, 8 font size
4 This should be Times This should be Times
New Roman, 8 font size New Roman, 8 font size
5 This should be Times This should be Times

New Roman, 8 font size

Table: 1. This should be in Times New Roman, 9 font size: This should be in Times New Roman, 9 font size This should

bein Times New Roman, 9 fontsize

[IV] DISCUSSION (TIMES NEW ROMAN, 11; ALL CAP BOLD)
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This part should be in Times New Roman, 12font size, justified. And References should be cited like
this in red [6]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References
should be cited like this in red [7]. This part should This part should be in Times New Roman, 11
font size, justified. And References should be cited like this in red [6]. This part should be in Times
New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red [7]. This part
should This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be
cited like this in red [6]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And
References should be cited like this in red [7]. This part should. This part should be in Times New
Roman, 11 font size, justified [16]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified.
This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This part should be in Times New
Roman, 11 font size, justified [17]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified.
In [Figure-1]

This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like
this in red [6]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References
should be cited like this in red [7]. This part should This part should be in Times New Roman, 11
font size, justified. And References should be cited like this in red [6]. This part should be in Times
New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red [7]. This part
should This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be
cited like this in red [6]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And
References should be cited like this in red [7]. This part should This part should be in Times New
Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red [6]. This part should
be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red [7].
This part should This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References
should be cited like this in red [6]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified.
And References should be cited like this in red [7]. This part should This part should be in Times
New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like this in red [6]. This part
should be in Times New Roman, 11 font size, justified This part should be in Times New Roman, 11

font size, justified. And References should be cited like this in red [7].
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Fig: 1. This should be in Times New Roman, 9 font size: This should be in Times New Roman, 9
font size This should be in Times New Roman, 9 font size

[V] CONCLUSION (TIMES NEW ROMAN, 11; ALL CAP BOLD)

This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References should be cited like
this in red [15]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. And References
should be cited like this in red [ 13]. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified.
And References should be cited like this in red [ 14]. This part should be in Times New Roman, 11
font size, justified. And References should be cited like this in red [13].

FINANCIAL DISCLOSURE (Times New Roman, 11; all cap; Dark Black, Bold):

This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This part should be in Times New
Roman, 11 font size, justified. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This
part should be in Times New Roman, 11 font size, justified.

ACKNOWLEDGEMENT (Times New Roman, 11; all cap; Bold)

This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This part should be in Times New
Roman, 11 font size, justified. This part should be in Times New Roman, 11 font size, justified. This

part should be in Times New Roman, 11 font size, justified.

REFERENCES (TIMES NEW ROMAN, 11; ALL CAP BOLD)
References should be in Times new Roman, 10 fontsize, justified, numerical and chronologically.
References should be in Times new Roman, 10 fontsize, justified, numerical and chronologically.
References should be in Times new Roman, 10 fontsize, justified, numerical and chronologically
References should be in Times new Roman, 10 fontsize, justified, numerical and chronologically

References should be in Times new Roman, 10 fontsize, justified, numerical and chronologically

AR e

References should be in Times new Roman, 10 fontsize, justified, numerical and chronologically



