Universidade
Estadual de LondRrina

FRANCIELLE LINA VIDOTTO

PRODUCAO DE CELULOSE E PERFIL DOS METABOLITOS
DE FERMENTACAO DE GLICEROL ASSOCIADO AS
FONTES GLUCOSE E SACAROSE POR

Gluconacetobacter xylinus

Londrina
2015



FRANCIELLE LINA VIDOTTO

PRODUCAO DE CELULOSE E PERFIL DOS METABOLITOS
DE FERMENTACAO DE GLICEROL ASSOCIADO AS
FONTES GLUCOSE E SACAROSE POR

Gluconacetobacter xylinus

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Biotecnologia, em nivel de
mestrado, da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial necesséario a
obtencéo do Titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Cesar Augusto Tischer

Londrina
2015



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragéo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Vidotto, Francielle Lina.
PRODUCAO DE CELULOSE E PERFIL DOS METABOLITOS DE FERMENTACAO DE
GLICEROL ASSOCIADO AS FONTES GLUCOSE E SACAROSE POR
Gluconacetobacter xylinus / Francielle Lina Vidotto. - Londrina, 2015.
711 :il

Orientador: Cesar Augusto Tischer.

Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade Estadual de Londrina, Centro
de Ciéncias Exatas, Programa de P4s-Graduag&o em Biotecnologia, 2015.

Inclui bibliografia.

1. Gluconacetobacter xylinus - Teses. 2. Celulose Bacteriana - Teses. 3. Metabolitos -
Teses. 4. Glicerol - Teses. I. Tischer, Cesar Augusto. Il. Universidade Estadual de Londrina.
Centro de Ciéncias Exatas. Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia. Ill. Titulo.




FRANCIELLE LINA VIDOTTO

PRODUCAO DE CELULOSE E PERFIL DOS METABOLITOS DE
FERMENTACAO DE GLICEROL ASSOCIADO AS FONTES
GLUCOSE E SACAROSE POR

Gluconacetobacter xylinus

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
graduacdo em Biotecnologia, em nivel de
mestrado, da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial necessario a
obtencédo do Titulo de Mestre em Biotecnologia.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Cesar Augusto Tischer
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Doumit Camilios Neto
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof2. Dr2. Wilma Aparecida Spinosa
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 21 de dezembro de 2015.



Dele « para G

@os  meus amados pais Moo <
& ¢ minka itmi Francelise Pefo
iaw@nl’wo,afoioeanmm[oao@oammnmlo@.




AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual de Londrina e ao programa de pés-graduacdo em
Biotecnologia pela oportunidade da realizacdo deste trabalho;

Ao meu orientador professor Dr. Cesar Augusto Tischer, pelos ensinamentos,
confianca e pela amizade.

A minha banca de qualificacéo prof. Doumit e prof. Josiane pela participacao
da banca e contribuicées com o trabalho final.

Aos professores e colegas do Mestrado, e a todos que de forma direta ou
indireta contribuiram para o desenvolvimento deste trabalho, em especial para
minha amiga Talita B. Martins por toda ajuda e apoio na realizacé&o deste trabalho.

A toda me minha familia por encherem meus dias de alegria mesmo nos
momentos mais dificeis.

Ao meu noivo Guilherme pela paciéncia, incentivo e carinho em todos os

momentos.



Onde estiverem os vossos bens
mais preclosos, certamente ai também
estard o vosso coracio.

Lucas 12:34



VIDOTTO, Francielle Lina. Producdo de celulose e perfil dos metabdlitos de
fermentacdo de glicerol associado as fontes glucose e sacarose por
Gluconacetobacter xylinus. 2015. 71f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015

RESUMO

A celulose bacteriana é dotada de propriedades fisicas Unicas, incluindo uma rede
de fibra ultrafina altamente cristalina. Grande esforco tem sido dedicado a melhorar
a producao biotecnoldgica de celulose e reduzir os custos de producdo. A producéo
de celulose associada ao glicerol é de interesse por este ser o principal subproduto
da producdo de biodiesel. Devido a sua ampla ocorréncia na natureza, muitos
microrganismos podem utilizar glicerol como fonte de carbono e energia, desta
forma este tém atraido a atencdo para o uso na bioconversdo do glicerol. Para a
biossintese de celulose utilizou-se a cepa de Gluconacetobacter xylinus, pertencente
a familia Acetobactereaceae. Sao cepas estritamente aerObicas e executam a
oxidacdo incompleta de varios acucares e alcoodis. Os meios cultivados foram de
Hestrin-Schramm modificado, associando glicerol as fontes glucose e sacarose e
variando suas concentracdes: glucose 8 %, glicerol 1 % / glucose 2 %, glicerol 2 % /
glucose 4 % e glicerol 2 % / sacarose 8 %. As fermentagbes foram realizadas
estaticamente a temperatura de 28 °C, por um periodo de 10 dias. Nos dias 4, 7 e 10
avaliou-se o pH, a formagdo de membrana, cristalinidade e a produgdo de outros
metabdlitos. O maior rendimento de membrana foi no meio contendo glucose,
glyl+glu2, no dia 10 de fermentacdo com 3,5 g %. A associacdo com glicerol
resultou na producdo de celulose, porém o0 tempo necessario para obter um
rendimento notavel é maior do que a glicose como Unico substrato. Através de RMN
em estado soélido obteve-se a cristalinidade das membranas, onde houve uma clara
tendéncia para uma maior cristalinidade nas membranas com 7 dias de
fermentacado, variando entre 67,6 IC% a 79 IC%. Os produtos do metabolismo
encontrados nos meios por analise de espectroscopia de RMN em estado liquido
foram similares, com destaque para a producdo de alanina e lactato que estiveram
presente em todos 0os meios. A leucina e a treonina estiveram presentes em diversos
meios, ainda em pequenas quantidades foi encontrado glutamato, valina, aspartato,
lisina propileno glicol e diidroxicetona, os dois ultimos foram observados apenas no
meio contendo sacarose. Desta forma os resultados mostraram que o glicerol pode
ser associado a outras fontes de carbono e que futuramente podem ser realizados
testes com o glicerol residuo do biodiesel, para obtencdo de membranas de celulose
reduzindo o custo de producéo.

Palavras-chave: Celulose bacteriana. Glicerol. Metabodlitos. Gluconacetobacter
xylinus.



VIDOTTO, Francielle Lina. Production of cellulose and profile of glycerol
fermentation metabolites associated glucose and sucrose sources by
Gluconacetobacter xylinus. 2015. 71p. Dissertation (Master’s of Biotechnology) —
University State of Londrina, Londrina. 2015

ABSTRACT

Bacterial cellulose is endowed with unique physical properties, including a network of
highly crystalline ultrafine fiber and high purity. Much effort has been devoted to
improving the biotechnological production of pulp and reduce production costs. The
production of glycerol linked cellulose is of interest which is the main by-product of
biodiesel production. Because of its widespread occurrence in nature, many
microorganisms can of course use glycerol as a source of carbon and energy, so
these have drawn attention the use of glycerol bioconversion. For the cellulose
biosynthesis used to Gluconacetobacter xylinus strain, which belongs to family
Acetobactereaceae. They are strictly aerobic strains and performing incomplete
oxidation of various sugars and alcohols. The cultured media were Hestrin-Schramm
modified, associating glycerol sources glucose and sucrose and varying their
concentration: glucose 8 %, glycerol 1 % / glucose 2 %, glycerol 2 % / glucose 4 %
e glycerol 2 % / sucrose 8 %. The fermentations were performed statically at a
temperature of 28°C for a period of 10 days. On days 4, 7 and 10 was evaluated pH,
membrane formation, crystallinity and the production of other metabolites. The
results showed a higher yield of membrane in the medium containing glucose, gly 1 +
glu2 on 10 fermentation of 3.5 g %. The association with glycerol results in the
production of pulp, but the time necessary for obtaining a remarkable yield is higher
than glucose as the sole substrate. Through solid-state NMR gave the crystallinity of
the membranes, where there was a clear trend toward higher crystallinity membranes
with 7 days of fermentation ranging from 67.6 IC % to 79 IC %. Metabolic products
found in the media by analysis of NMR spectroscopy in liquid form were similar,
especially for the production of alanine and lactate that were present in all media.
The leucine and threonine were present in various media, although in small
qguantities has been found glutamate, valine, aspartate, lysine and diidroxicetona
propylene glycol, the latter two were only observed in medium containing sucrose.
Thus the results show that glycerol may be associated with other carbon sources
which can further be carried out tests with the glycerol residue of biodiesel, to obtain
cellulose membranes with low production cost

Keywords: Bacterial cellulose. Glycerol. Metabolites. Gluconacetobacter xylinus.
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1 INTRODUCAO

A celulose, (1-4)-B-D-glucano, € o polimero ndo ramificado composto por
dezenas de unidades de glucose lineares arranjadas em paralelo, formando ligacoes
de hidrogénio intra e inter cadeia altamente regulares. E vastamente distribuida na
natureza, sendo produzida principalmente por plantas vasculares, grande parte de
sua biossintese ocorre na parede celular das plantas, sendo associada a lignina,
hemiceluloses e outros componentes (NABE et al, 1979; DELMER; AMOR, 1995;
KLECHKOVSKAYA et al., 2003; ZHONG et al., 2013).

Além das plantas, diversos organismos distribuidos nos reinos biolégicos séo
capazes de produzir este exopolimero, como bactérias, fungos, protistas e
tunicados. A celulose bacteriana produzida € quimicamente pura, livre de
componentes, tais como lignina e hemicelulose. A retirada destes componentes por
processos quimicos encarecem 0 processo industrial, assim a celulose bacteriana
apresenta vantagens. E extremamente hidrofilica com maior capacidade de absorver
agua se comparada com a celulose originada das plantas e tem significativamente
um maior grau de polimerizacdo, além de poder ser produzida em diferentes
substratos e obter diferentes formas. E dotada de propriedades fisicas Unicas tais
como rede de fibra ultrafina altamente cristalina e de alta pureza, por conseguinte, é
um material biolégico com potencial de uso industrial. Essas propriedades aliadas a
estrutura tridimensional nanomérica confere um amplo leque de aplica¢des que vao
desde a industria de papel e téxtil até a industria alimenticia do polimero (HESTRIN;
SCHEAMM, 1954; LIN et al.,1985; LEE et al., 2001; KIMURA et al.,, 2001,
D'ARGENIO; MILLER, 2004 KLEMM et al. 2006).

Dentre as bactérias a espécie Gluconacetobacter xylinus € conhecida como a
maior produtora, este organismo bem como seu produto foram identificados por
Brown em 1986. A G. xylinus € gram-negativa, pode crescer e produzir celulose a
partir de diversos substratos. Uma vantagem distinta no estudo é que suas fibrilas de
celulose sdo um produto metabolicamente inerte, altamente puro e de depdsito
extracelular (BROWN, 1886; JONAS; FARAH, 1998; KESHK; SAMESHIMA, 2005;
MIKKELSEN et al., 2009).

Para producéo de celulose diversas fontes de carbono podem ser utilizadas,
alguns substratos vém sendo estudados tais como, manitol, glicerol, frutose,

sacarose e galactose em busca de se obter melhores rendimentos e caracteristicas
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das fibras celulose. Na busca da utilizagao de substratos de baixo custo, o glicerol é
uma opc¢ao, sendo este o principal subproduto da producgéo de biodiesel e disponivel
em abundancia. O glicerol é uma boa fonte de carbono e de energia para o
crescimento de varios microrganismos, podendo ser adequado para a producao
biotecnolégica de diversos produtos quimicos em processos fermentativos (HELLER
et al., 1980; WANG et al., 2001; SILVA; MACK; CONTIERO, 2009; ZHONG et al.,
2013).

Além da producédo de celulose a bioconversao dos substratos gera também
diversos metabdlitos tais como diidroxicetona, propanodiol, succinato, citrato,
butanodiol, lactato, aminoacidos entre outros (NABE et al., 1979; ZHU et al., 2008;
ZHANG et al., 2010) .

Desta forma, estudos tém sido dedicados a melhorar a producéo
biotecnolégica de celulose, por meio de testes de estirpes selecionadas, diferentes
formas de fermentacéo e diferentes formulacdes. Assim, o objetivo do trabalho foi
testar a associacdo do glicerol com fontes de glucose e sacarose, a fim de obter
rendimento em celulose e analise dos metabdlitos formados durante a fermentacéo.
Para a caracterizacdo dos produtos obtidos durante a fermentacéo, técnicas como o
RMN 13C CP-MAS em estado liquido e sélido foram utilizadas. (ROSS; MAYER,;
BENZIMAN, 1991; CHENG et al., 2002; MOOSAVI-NASAB, 2011).
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Produzir, pela bactéria Gluconacetobacter xylinus, celulose e caracterizar 0s
principais metabdlitos formados pela fermentacao do glicerol associado as fontes de

glucose e sacarose.

Objetivos Especificos

o Produzir meios de cultura com concentragdes diversificadas das associagbes

entre glicerol, glucose e glicerol,

o Quantificar o rendimento em celulose dos meios durante o processo de
fermentacao;

o Calcular a cristalinidade das celuloses formadas;

o Caracterizar os metabdlitos presentes no meio de fermentacéo;

o Realizar um manual para processamento de espectros de RMN de 'H;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracterizacao da Gluconacetobacter xylinus

A bactéria G. xylinus pertencente a familia Acetobacteriacea, do género
Acetobacter foi descrita pela primeira vez por Brown (1886) como Acetobacter
xylinum e reclassificada como Gluconacetobacter xylinus baseado no sistema
ubiquinona e sequéncias do gene 16S rRNA. Essas bactérias sdo comumente
encontradas na superficie de plantas, frutas e flores e na microbiota secundaria de
material vegetal em decomposicéo, estando envolvidas na acidificacdo de sucos de
frutas e bebidas alcodlicas (YAMADA; HOSHINO; ISHIKAWA, 1997; SPINOSA,
2002)

As bactérias do género Gluconacetobacter sdo bactérias que apresentam
morfologia de bastonetes, alongados, retos ou ligeiramente curvos com tamanho
variando entre 0,6-0,6 x 1,0-4,0 um, podendo ou ndo ser méveis. Sao bactérias nédo
patogénicas, gram-negativas, estritamente aerdbias e ndo fotossintetizantes. A faixa
de temperatura ideal para as culturas € de 28 - 30 °C, sendo que sua morte térmica
ocorre entre 65 a 70 °C. S&o tolerantes as condi¢cdes acidas, onde o pH do meio de
cultura pode variar entre 4,0 a 6,0, sendo o pH 6timo dependente da estirpe
produtora (BROWN, 1986; IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000; KLEMM et. al.,
2005).

Para o crescimento da G. xylinus e producao de celulose, o0 meio de cultura
deve ser composto por hidratos de carbono, que sdo as fontes de carbono
essenciais para a sintese de CB, extrato de levedura, fonte de nitrogénio e ainda
peptona. Os periodos de incubacao para producao de CB dependem do sistema de
cultivo, a cultura com agitacdo ocorre em periodos de 24 a 72 horas, ja4 a cultura
estética é caracterizada pelos longos periodos de cultura, variando de uma a duas
semanas (WATANABE et al., 1998; IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000).

O processo de producdo de CB por G. xylinus € constituido por 3 etapas:
polimerizacdo dos residuos de glicose em cadeias-glucana, secrecdo extracelular

das cadeias lineares e organizacdo das cadeias glucanas. O resultado desse
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7

processo é a formagdo de uma estrutura tridimensional resistente, a microfibrila
(CHAVEZ-PACHECO et al., 2005).

Segundo estudos, a bactéria G. xylinus produz celulose como subproduto do
seu metabolismo e como mecanismo de defesa ao ambiente. A membrana formada
pela fermentacdo atua como barreira fisica para proteger a bactéria da radiacdo
ultra-violeta. Mais de 23% das células das bactérias de G. xylinus cobertas por CB
sobreviveram a um tratamento com radiacdo ultravioleta durante 1h de irradiacao,
sendo que a remocdo da membrana provocou uma diminuicdo nas células, com
apenas 3% de sobrevivéncia. A CB ainda serve de barreira impedindo que fagos e
anticorpos se liguem a sitios especificos sobre a parede celular, aumenta a
capacidade de colonizar substratos e permite a retencdo de umidade prevenindo a
desidratacdo do substrato (WILLIAMS; CANNON, 1989; KRYSTYNOWICZ et al.,
2005).

O interesse pela celulose produzida por essa bactéria € crescente por esta
apresentar propriedades fisicas Unicas, como rede de fibras ultra-fina, alta pureza e
cristalinidade elevada, além do fato de serem microrganismos que produzem
quantidades consideraveis de CB a partir de diferentes fontes de carbono
(YOSHINAGA et al., 1997; CHAWLA et al., 2009).

O crescimento celular e a producéo de celulose s&o mecanismos que ocorrem
em paralelo competindo assim pelos mesmos nutrientes fornecidos ao
microrganismo, porém a producdo de celulose consome apenas cerca de 10% da
energia gerada nao interferindo nos processos anabdlicos que ocorrem no meio
intracelular (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).

Um dos problemas para a exploracdo comercial da biossintese de CB é a
mutacdo espontdneas de cepas de G. xylinus que resultam em células nao
produtoras de celulose, alguns métodos de cultura estdo mais propensos a esse tipo
de mutacdo. As cepas nao produtoras de celulose sdo conhecidas como CEL e
foram descritas pela primeira vez por Schramm e Hestrin (1954). As células foram
distinguidas pela morfologia das colbnias e eficiéncia de sintese de celulose,
levando a trés tipos de células de G. xylinus. A tipo | sdo células produtoras de
celulose (CEL"), a tipo Il as ndo produtoras (CEL"), mas capazes de reverter e a tipo
[l sédo ndo produtoras (CEL") incapaz de reverter (SON et al., 2001).

A frequéncia de CEL* e CEL™ sdo dependentes das condi¢des do cultivo, pois

comparado o cultivo estatico e agitado, o agitado promove a formacdo de CEL"
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mutantes, resultando em uma significativa reducdo da sintese de CB. Uma
comparacao entre os perfis proteicos revelou que as CEL™ ndo séo capazes de
sintetizar duas enzimas chave envolvidas nas ultimas etapas da biossintese de
celulose, sendo elas a fosfoglucomutase e UDP-glucose fosforilase
(KRYSTYNOWICZ et al., 2005).

3.2 Processos Fermentativos e o Meio de Cultura

Para que um processo fermentativo seja industrialmente viavel é
indispensavel definir o microrganismo a ser utlizado, o meio de cultura, as
condi¢cbes de agitacao e aeracdo mais adequadas, a temperatura e o pH ideal para
0 microrganismo em questdo. A producdo biotecnolégica da celulose pode ocorrer
em fermentacfes submersas agitadas e estéticas, a celulose produzida por estes
processos sao estruturalmente semelhantes, porém elas diferem no seu formato, na
em esferas ou filmes respectivamente. A escolha do método depende do destino
final da celulose (HORNUNG; LUDWIG: SCHMAUDER, 2007; LIU et al., 2015).

As culturas submersas sao aeradas por agitacdo e ocorrem em biorreatores
ou em frascos com agitacdo, o periodo de incubacdo da cultura agitada véaria de 24
a 72 horas para producdo de CB. Periodos longos de uma a duas semanas, sao
caracteristicas de culturas estaticas que ocorrem em estufas bacteriologicas. As
aparéncias dos dois tipos de celulose produzidas sédo bastante diferentes, sendo que
em cultura estatica forma-se uma membrana de celulose espessa e gelatinosa na
superficie do meio de cultura, em contraste na fermentacdo agitada a celulose
aparece como particulas de varios tamanhos e varias formas dispersas no meio de
cultura (HESTRIN; SCHRAMM, 1954; KRYSTYNOWICZ et al., 2005).

A producdo de CB em cultivo estatico possui a vantagem de ser um método
simples e de baixo custo, no entanto apresenta algumas desvantagens que podem
dificultar o processo, como o controle e padroniza¢do do in6culo, o monitoramento
da temperatura e pH e determinacdo da quantidade de oxigénio dissolvido no meio.
Para producbes em larga escala as culturas agitadas apresentam maior
produtividade e curto prazo de tempo de produgdo. Porém a escolha do método
depende muito da aplicacdo final da CB (HESTRIN; SCHRAMM 1954,
KRYSTYNOWICZ et al., 2005; CHAWLA et al., 2009).
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Além dos métodos fermentativos a atividade da estirpe e a composi¢cao do
meio de cultura também séo fatores fundamentais que afetam a producdo e a
rentabilidade da CB. O meio de fermentacdo deve conter fonte de carbono,
nitrogénio e outros macro e micronutrientes necessarios para o crescimento do
microrganismo. As mudancas nos componentes do meio afetam o crescimento e a
formacdo do produto diretamente ou indiretamente. A secre¢cdo de
exopolissacarideos é geralmente mais perceptivel quando s&do fornecidas as
bactérias, uma fonte de carbono e nitrogénio em abundancia (ROSS; MAYER;
BENZIMAN, 1991).

As fontes de carbono séo indispenséveis para as bactérias, pois através delas
0S microrganismos obtém energia para seu metabolismo. A fonte de carbono mais
utilizada na producdo de CB é a glucose, porém estudos relatam que meios
contendo sacarose, frutose, manitol, glicerol, lactose e residuos agroindustrias
também levam a producao de CB. A principal fonte de nitrogénio para o crescimento
de G. xylinus é o extrato de levedura. Como agente tamponador € utilizado fosfato
de sédio dibasico e acido citrico (HESTRIN; SCHRAMM, 1954; RAMANA; TOMAR,;
SINGH, 2000; HEO; SON, 2002).

Todas as bactérias produtoras de celulose sdo capazes de converter glicose a
celulose como parte de seu metabolismo. Neste caso, a glucose atua ndo somente
como fonte de energia, mas também como precursora da biossintese do biopolimero
A glucose, como fonte de carbono, é facilmente transportada através da membrana
celular e incorporada na via biossintética de celulose. Porcentagens de consumo da
glucose por G. xylinus em processo estatico de até 99% séo obtidos com 4 dias de
fermentacao, sendo 19 % de glicose € incorporada CB e 40 % convertida a acido
glucénico (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991; ZHONG et al., 2013).

O uso da glucose como substrato para a producao de CB encontra limitagdes,
pois a fermentacdo da glucose resulta na formagcdo do acido glucénico como
subproduto, o que acarreta na diminuicdo do pH e na diminuicdo da producédo de
CB, além de seu alto custo para grandes escalas de producdo (TODA et al., 1997,
ZHONG et al., 2013).

Diversos estudos utilizam sacarose como fonte de carbono, estd nem sempre
€ a melhor fonte para producdo de CB. Em estudo realizado por Mikkelsen (2009)
com G. xylinus em meio Hestrin-Schramm, diante das diversas fontes testadas,

glucose, galactose, glicerol, manitol e frutose, 0 meio contendo sacarose apresentou
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um baixo rendimento nas primeiras 46 horas de fermentacdo, apenas apds as 96
horas de fermentacdo é que se obteve rendimento elevado. Isto sugere que o
processo de conversdo € mais lento pelo fato da sacarose néo poder ser
transportada através da membrana celular antes de ser hidrolisada no periplasma
em glucose e frutose (NGUYEN; GIDLEY; DYKES, 2008; MIKKELSEN et al., 2009).

Outro substrato com potencial estudo é o glicerol (1,2,3-propanotriol), que
atualmente encontra-se em abundancia por ser principal subproduto da producédo de
biodiesel (Figura 1) (WANG et al., 2001).

Figura 1 - Representacdo esquematica da transesterificacdo na producdo de
biodiesel.
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Devido a sua ocorréncia na natureza, muitos microrganismos conhecidos
podem, naturalmente, utilizar glicerol como Unica fonte de carbono e energia, desta
forma estes microrganismos tém atraido a atencdo para o potencial uso de
bioconverséo, que agrega um valor significativo para a produtividade da industria de
biodiesel. E uma fonte de carbono nova abundante e promissora para microbiologia
industrial, oferece a possibilidade de obtencdo de diversos produtos quimicos, com
rendimentos mais elevados do que aqueles obtidos usando acucares (WEINHOUSE
et al., 1976; SILVA et al., 2009).

Seis fontes de carbono, glucose, manitol, glicerol, frutose, sacarose, e
galactose, foram testados para a producéo de celulose por G. xylinus (ATCC 53524).
A estirpe bacteriana foi cultivada em meio de Hestrin e Schramm (HS) e as fontes de
carbono foram modificadas por simples substituicdo, com o pH inicial dos meios de
5. Os experimentos conduzidos a mais de 96 h indicaram que a utilizacéo de glicerol
e glucose proporcionaram melhores rendimentos de produgdo comparada com as

outras fontes, e estas ndo apresentaram diferenca quanto a caracterizagao

estrutural. Ao final do processo de fermentacdo foi consumido 85% de glicerol e
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desse valor 47,96% foi incorporado a CB, supdem-se que os outros 37,08% sejam
de metabdlitos gerados por este processo. Em termos de rendimentos metabdlicos o
glicerol foi o que apresentou os maiores valores de CB sendo de 14,7 g/mol
(HESTRIN; SCHRAMM, 1954; ZHONG et al., 2013).

Outra vantagem da producéo de CB a partir do glicerol é a elevada resisténcia
a tracdo e baixa porosidade. O glicerol também teve o maior indice de cristalinidade
comparado com as outras fontes, resultado que indica que a presenca de glicerol
favorece o processo de cristalizacdo e reduz as regibes amorfas da CB. Sua
microestrutura densa de CB obtida a partir do glicerol pode ser usada em aplicacdes
biomédicas, uma vez que resulta em uma superficie lisa, que melhora a aderéncia e
a proliferacdo de células endoteliais, além de servir como uma eficiente barreira
fisica contra a infeccdo externa (BODIN et al. 2007; MIKKELSEN et al., 2009;
ZHONG et al., 2013).

O glicerol € uma boa fonte de carbono e de energia para o crescimento de
varios microrganismos, podendo ser adequado para a producdo biotecnolégica de
certo numero de produtos quimicos em processos fermentativos. Assim sua
bioconverséo gera ndo somente CB mais também diversos metabolitos (NABE et al.,
1979; ZHU et al., 2008; ZHANG et. al., 2010).

A demanda por determinado substrato depende muito da cepa de G. xylinus
utilizada. No caso da G. xylinus BPR2001 o rendimento mais elevado de celulose é
em um meio contendo frutose, enquanto que G. xylinus A9 tem seu maior
rendimento em meio contendo glucose e extrato de levedura. G. xylinus K3 tem
preferéncia por manitol (MATSUOKA et al., 1996; SON et al., 2001; NGUYEN et al.,
2008).

3.3 Biossintese de Celulose

A biossintese de celulose em bactérias € um processo que ocorre através de
etapas que envolve varias enzimas e um operon denominado bcs (bacterial cellulose
synthesis). Este operon codifica proteinas e enzimas que compdem uma associacao
para a polimerizagdo da glucose e a formacdo de celulose (RECOUVREUX et al.,
2005).
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A via de conversdo da glucose em celulose envolve varias reacbes. A
utilizacdo de determinado substrato para a producdo de CB por G. xylinus pode
ocorrer através de duas vias: a via das pentoses-fosfato para a oxidacéo de hidratos
de carbono e o ciclo de Krebs para a oxidacdo de acidos organicos e compostos
relacionados (Figura 2) (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).

Os diferentes compostos utilizados como fonte de carbono seguem vias
distintas durante o seu metabolismo. A producdo do polissacarideo a partir de
glucose se inicia com o transporte da glucose e a fosforilacdo da glucose no carbono
6 pela enzima glucoquinase (CE 2.7.1.2). Em seguida a fosfoglucomutase catalisa a
isomerizacdo da glucose-6-fosfato a glucose-1-fosfato que € convertida em UDP-
glucose (uridina difosfato glucose) na presenca de UTP (uridina trifosfato) e da
enzima UDPG fosforilase (CE 5.4.2.2). A UDP-glucose produzida é utilizada como
substrato pela enzima celulose sintase (CesA) e é ativada pelo nucleotideo ciclico
diguanilmonofosfato, c-di-GMP (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).

A G. xylinus é incapaz de metabolizar a glicose anaerobicamente devido a
caréncia da fosfofrutoquinase-1, enzima responsavel pela catalise da reacdo de
fosforilacdo da frutose-6-fosfato a frutose-1,6-difosfato, o que inviabiliza a glicolise
(ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).

Quando o glicerol é a fonte de carbono, este pode fazer parte de duas vias
gue tem sido relatada para a formacédo da diidroxiacetona—fosfato. O passo inicial
para a utilizacdo de glicerol € a sua absorcdo na célula. Por ser pequena e sem
carga, a molécula pode difundir através das membranas, sem um sistema de
transporte, porém muitos organismos possuem transportadores de glicerol (HELLER,
1980).

A via bioquimica para a producéo de celulose pela bactéria G.xylinus utiliza a
via de glicerol-3-fosfato. Nesta via o glicerol é convertido em glicerol-3-fosfato pela
enzima glicerol desidroxiacetonaquinase, dependente de ATP. Em seguida a
glicerol-3-fosfato desidrogenase, dependente de NAD ou FAD (EC 1.1.1.8), fosforila
o glicerol-3-fosfato que é oxidado para se obter diidroxiacetona-fosfato. Este
composto origina frutose-1,6-difosfato, que é convertida em frutose-6-fosfato. Os trés
passos finais de biossintese de celulose sédo idénticos para todas as fontes de
carbono consideradas, que apods serem convertidos em frutose-6-fosfato

(intermediario comum a gluconeogénese e a via das pentoses-fosfato), seguem a via
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de sintese de celulose, ja referida no paragrafo anterior (ROSS; MAYER,;
BENZIMAN, 1991).

Figura 2 - Vias bioguimicas para a producao de celulose bacteriana por G. xylinus a
partir das fontes de carbono glucose e glicerol.
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1-glucose permease (EC 2.7.1.69); 2- glucocinase (ATP) (EC 2.7.1.2); 3-
fosfoglucomutase (EC 5.3.1.9); 4- UDPGIc pirofosforilase (UTP) (EC 2.7.7.9); 5-
celulose sintetase (EC 2.4.1.12); 6- fosfoglucoisomerase (EC 5.3.1.9); 7- glucose-6-
fosfato desidrogenase (NADP) (EC 1.1.1.49); 8- transaldolase (EC 2.2.1.2); 9 —
frutose difosfatase (EC 3.1.3.11); 10- aldolase (EC 4.1.2.13); 11- triose fosfato
isomerase (5.3.1.1); 12- glicerol-3-fosfato desidrogenase (NAD) (EC 1.1.1.8 ); 12a-
glicerol-3-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.8) (FAD); 13- glicerol
desidroxiacetonaquinase (ATP) (2.7.1.30); 14- piruvato descarboxilase (EC 4.1.1.1);

15-oxaloacetato desidrogenase (EC 4.1.1.3); P- fosfato; OAA- oxaloacetato (ROSS;
MAYER; BENZIMAN, 1991).

No caso da biossintese a partir de sacarose, esta é primeiramente hidrolisada

no periplasma a glucose e frutose, sendo que a o processo de converséao da glucose
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ocorre como jA mencionado e a frutose é transportada e fosforilada a furtose-6-
fosfato pelas fosfotranferases que utilizam fosfoenolpiruvato como doador de fosfato,
concomitantemente produzem piruvato, que pode ser reconstituido a
fosfoenaolpiruvato com a utilizacdo de ATP. Além disso, uma isomerase fosfohexose
interconverte livremente G6P e F6P (Figura 3) (VELASCO-BEDRAN; LOPEZ-
ISUNZA, 2007).

Figura 3 — Inicio da via bioquimica para a producéo de celulose bacteriana por G.
xylinus a partir da hidrolise da sacarose em frutose e glucose.

Fosfoenolpinuvato
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Fonte: VELASCO-BEDRAN; LOPEZ-ISUNZA, 2007.

3.4 Produtos da Fermentacao

3.4.1 Celulose Bacteriana

A celulose é um homopolissacarideo linear composto por duas moléculas de
D-glucose, a celobiose, unidas por ligacdes glicosidicas B-(1->4). Essas ligacdes
garantem um alinhamento linear da molécula, permitindo a formacdo de duas
ligagBes de hidrogénio intramoleculares dentro de cada residuo de glucose e ainda
ligacBes intermoleculares de hidrogénio entre as diferentes cadeias de celulose. A
polimerizagdo da cadeia glucana varia de 2.000 a 6.000 residuos de glucose em CB,
enquanto que em celulose vegetal os valores sdo de 13.000 a 14.000 residuos. As
pontes de hidrogénio intra e intermoleculares formadas pelos grupos hidroxilicos sao

responsaveis pela rigidez da cadeia, formacdo de nanofibras e fazem com que a
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celulose seja insoluvel em dgua e em alguns solvestes organicos (Figura 4) (NABE
et. al, 1979; DELMER; AMOR, 1995; JONAS; FARAH, 1998).

Figura 4 - Estrutura linear da celulose com ligacdes de ponte de hidrogénio.
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A estrutura molecular da celulose confere propriedades tais como
hidrofilicidade, quiralidade, degradabilidade e ampla variabilidade quimica iniciada
pela alta reatividade dos grupos hidroxilas (OH). Estas caracteristicas sdo a base
para as extensas redes de ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas, dando
a celulose uma miriade de morfologias estruturais de fibra parcialmente cristalinas
(KLEMM et al., 2005).

Diversos graus de cristalinidade da celulose sdo conhecidos, esses sao
dependentes da fonte e do tratamento que recebem, conhecidos como celulose I, II,
[l e IV. As formas cristalinas mais comuns de celulose sdo celulose | e celulose I
gque podem ser diferenciadas através de difracdo de raios-X, analise de
infravermelho e RMN C13 CP-MAS. A Unica encontrada na natureza é a celulose I, é
composta por duas distintas fases cristalinas conhecidas como la e Ig que se
diferenciam pelas pontes de hidrogénio e na conformacdo das cadeias vizinha. A
celulose do tipo | € menos estavel, formada por cadeias de glucose (3(1-4) com
arranjo paralelo, sintetizadas pela maioria das plantas e também pela bactéria
Acetobacter xylinum em cultura estatica. A celulose do tipo Il é a forma cristalina
que surge da recristalizacdo com NaOH aquoso e é termodinamicamente a forma

cristalina mais estavel, devido as ligagbes de hidrogénio. Comparando as formas
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mais comuns de fermentacao, a celulose produzida por G.xylinus em cultura estatica
apresentaram um indice de cristalinidade de 80 % enquanto que a agitada foi de 76
% (BEN-BASSAT et al., 1992; KONTTURI; TAMMLEN; OSTERBERTG, 2006;
NGUYEN et al., 2008).

A celulose € o mais abundante biopolimero encontrado na natureza, sendo o
principal componente da parede celular das plantas. E bastante utilizada como
matéria-prima para producéo de fibras téxtil e fabricacdo de papel, sendo ainda que
seu tratamento quimico gera importantes derivados como ésteres, acetatos e
nitratos, que estdo envolvidos em diversos processos industriais (CHAVES-
PACHECO et al., 2005; YANG et al., 2007).

Quase que a totalidade da producdo mundial de celulose para usos
comerciais € feita pela obtencdo através das plantas. Para a obtencdo desta
celulose vegetal é necessario a sua separacdo de outros compostos como
hemicelulose e lignina, através de reacfes extremamente poluentes que ao serem
realizadas produzem compostos como 0s organoclorados, entre outros, igualmente
nocivos ao meio ambiente. Em contraste a celulose bacteriana ndo necessita de
processos quimicos severos de purificacdo, para a remoc¢do de lignina e outras
substéancias, pois estas ndo se encontram presentes na CB, minimizando a agressao
ao meio ambiente e reduzindo os custos para a industria tornando mais favoravel o
seu beneficio que o da celulose da madeira (YOSHINAGA; TONOSCHI;
WATANABE, 1997).

Os microrganismos sao capazes de produzir celulose como metabdlito
primario extracelular sendo obtida através de rotas de biossintese por meio de
bactérias de alguns géneros como: Gluconacetobacter, Alcaligenes, Pseudomonas,
Rhizobium, Sarcina, Agrobacterium,Salmonella (HESTRIN; SCHEAMM, 1954;
KLEMM et al., 2005).

Os produtores mais eficientes sédo bactérias produtoras de acido acético como
Gluconacetobacter xylinus. A fermentacdo para producdo da CB é normalmente
realizada em condi¢fes estaticas com temperaturas em torno de 28 a 30 °C. O meio
se torna turvo e, depois de um periodo, uma pelicula aparece na superficie. A
espessura da pelicula aumenta com o tempo, podendo atingir 25 mm apds 4
semanas (LIN et al., 1985; IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000; LEE et al.,
2001; DONINI et al, 2010).
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A formacéo da CB se inicia com o aumento da populacdo de bactérias e com
a captacdo do oxigénio dissolvido no meio, produzindo celulose na fase liquida
causando assim a turbidez do meio de cultivo. Com a diminuicdo do oxigénio
dissolvido, somente as bactérias proximas a superficie continuam produzido
celulose, sendo que ap6s uma semana ou 10 dias de incubagdo a espessura, a
massa e a producdo de celulose tendem a diminuir (IGUCHI; YAMANAKA,
BUDHIONO, 2000).

Quanto a formacdo das fibras de celulose as cadeias de CB agregam-se
formando sub-fibrilas com uma largura de aproximadamente 1.5 nm. Estas sub-
fibrilas agrupam-se com outras 36 sub-fibrilas semelhantes, originando uma fibrila
elementar, com um diametro de aproximadamente 3.5 nm. Cerca de 46 fibrilas
adjacentes juntam-se através de pontes de hidrogénio formando um ribbon, que é o
nome dado as fibras. A CB é produzida na forma de membrana gelatinosa,
composta por 99 % de agua, e quando seca se assemelha a uma folha de papel
transltcido com discreto brilho superficial (YAMADA; HOSHINO; ISHIKAWA, 1997;
GELIN et al., 2007; PECORARO et al., 2008)

Suas aplicagbes séo bastante diversificadas sendo que primeiramente foi
usada como matéria-prima para producdo da nata de coco, uma pelicula gelatinosa
cortada em cubos e imersa em xarope de acucar utilizada como sobremesa indigena
na Filipina (BUDHIONO et al., 1999).

A partir da década de 1990, a CB teve aplicacdo intensa nos segmentos da
industria alimenticia, téxtil, papel, odontolégica e farmacéutica. Sua aplicacdo na
industria farmacéutica é destacada devido aos amplos estudos de sua utilizacdo na
regeneracao tecidual guiada (RTG) in vivo, por ser biocompativel, inerte, atdxica, ter
estrutura e resisténcia adequadas, ser seletivamente permeavel e ser absorvida pelo
organismo (JONAS; FARAH, 1998; YAMANAKA et al., 1998; NAKAGAITO;
IWAMOTO; YANO, 2005; KLEMM et al. 2006;).

Nos ultimos anos tem atraido interesse na producdo de material de
embalagem, por ser biodegradavel e por poder carrear uma ampla gama de agentes
antimicrobianos (NGYEN; GIDLEY; DYKES, 2008).
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3.4.2 Metabdlitos

Além da producéo de celulose pela associacdo das fontes sacarose e glicose
com glicerol, existe ainda o interesse nos subprodutos formados pela converséao
microbiana de glicerol, através de leveduras, fungos, microalgas e diversas bactérias
(LI; LESNIK; LIU, 2013).

Estudos da fermentacdo de glicerol por bactérias gram-negativas da familia
Enterobacteriacea demonstraram a formacdo do subproduto propanodiol, segundo
Ten Dan e Hanefeld (2011) o produto comercial mais interessante obtido a partir do
glicerol é o 1,3-propanodiol, ou 1,3-propileno glicol, que pode ser usado em varias
aplicacdes quimicas, como formulacdo de poliésteres, poliéteres, poliuretanos,
adesivos, compostos laminados, revestimentos e molduras.

O acido glicérico é conhecido também como subproduto da producédo do
glicerol, essa conversdo pode ser realizada por bactérias do &cido acético como
Gluconobacter oxydans, Acetobacter tropicalis e Gluconacetobacter sp. como ja
descrito. A aplicacdo mais conhecida do &cido glicérico € na area quimica (HABE et
al., 2009).

A diidroxiacetona (DHA) é um cetotriose que é preparada através da
fermentacdo microbiana de glicerol por espécies da familia Acetobacter. A DHA
existe naturalmente como um mondémero em plantas, mas € normalmente adquirida
na forma de dimero, como um p6 branco cristalino. As espécies G. oxydans e G.
xylinus estédo equipadas com uma membrana ligada ao glicerol desidrogenase que é
responsavel pela oxidacao do glicerol em DHA. As bactérias capazes de converter
glicerol possuem a enzima glicerol desidrogenase (GlyDH) e a sua capacidade de
quantificar DHA é dependente da quantidade de ubiquinona -10 (YAMADA et al.,
1982; STASIAK-ROZANSKA; BLAZEJAK; MIKLASZEWSKA., 2011; LU et al., 2012).

Como parte do metabolismo dos microrganismos encontram-se 0s
aminoacidos, possuindo um alto valor comercial, sendo que estes podem ser
aplicados como potenciadores de sabor (L-glutamato), aditivos para a alimentacao
animal (L-lisina, L-metionina, L-treonina, L-triptofano), producéo de edulcorantes, tais
como aspartame (L-aspartato, L-fenilalanina), e varias aplicacdes farmacéuticas.

A sintese de aminoacidos ocorre a partir de intermediarios da glicélise, via

das pentoses fosfato e ciclo do &cido citrico, estando relacionada com a origem do
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esqueleto carbdnico dos aminoécidos. No inicio da glicdlise a glicose € convertida
em glucose-6-fosfato que gera ribose-5-fosfato, que é precursora do aminoéacido
histidina, e 3-fosfoglicerato, que sintetiza serina e esta cisteina e glicina. Glucose-6-
fosfato sobre diversas reacdes até a formacéo de fosfoenolpiruvato que juntamente
com eritrose-4-fosfato geram fenilamina e triptofano que séo precursores da tirosina.
A partir do fosfoenolpiruvato € originado o piruvato que é precursor da sintese de
alanina, valina e leucina. No ciclo do acido citrico o a-cetoglutarato gera glutamato
que origina arginana, glutamina e prolina. No mesmo ciclo o oxoloacetato é
precursor de diversos aminoacidos como aspartato, asparagine, lisina, treonina,
cisteina e isoleucina. (LEHNINGER, 2002).

Na via de utilizacdo de glicerol como fonte de carbono pelas bactérias
Entrerobacteriaceae sp., o0 piruvato formado na glicélise é precursor da producéo do
lactato, que na presenca de lactato desidrogenase, se torna precursor de 1,2-
propileno glicol (LI; LESNIK; LIU, 2013).

3.5 Caracterizacdo Quimica e Fisica das Membranas

A caracterizacdo fisica da CB e do meio liquido pode ser realizada por
ressonancia magnética nuclear (RMN) em estado solido e liquido. E uma técnica de
espectroscopia nuclear utilizada em varios ramos da ciéncia, no qual os nucleos - ao
absorverem e emitirem radiofrequéncia - revelam seus espectros caracteristicos.
Seu objetivo é obter informacdes especificas sobre a dindmica e a estrutura de
moléculas, dos estados atdmicos na molécula e da amostra em estudo, a partir da
interacdo dos momentos magnéticos (ou spins) nucleares com a sua vizinhanca. A
aplicacdo da RMN na caracterizacdo de lignoceluloses em estados sélidos e liquidos
cresceu nas décadas passadas. Isto, devido aos atomos de carbono dos grupos
funcionais que contém o oxigénio (como a carbonila e o aldeido) e substitutos
aromaticos do anel podem ser observados. Entretanto, os inconvenientes do RMN
para estados soélidos sdo a sensibilidade mais baixa e a falta de proporcionalidade
entre a intensidade dos sinais e concentracéo, sendo fundamental a dissolugcéo da

celulose ou outros materiais sélidos (PANTZE, 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Glicerol, sacarose e glucose

Foram utilizadas como fonte de carbono dos meios de cultivo, glucose,

sacarose e glicerol para andlise.

4.1.2 Cepa bacteriana

Utilizou-se Gluconacetobacte xylinus ATCC 23769 lote T12/8/A obtido na
Fundacdo André Torsello de Campinas, Sao Paulo.

4.1.3 Meios de cultura

O meio utilizado para producgéo da celulose bacteriana foi 0 meio HESTRIN-
SCHRAMM (1954) modificado, que tem sua composi¢cdo baseada nas principais
fontes para o crescimento do microrganismo: fontes de carbono (sacarose ou
glucose %) fonte de nitrogénio (extrato de levedura 0,5 %), fonte de aminoacido
(peptona bacteriologica 0,5 %), sais (NazHPO4 0,27 %) e acido citrico 1,15 %. Os
meios foram esterilizados por 20 minutos em autoclave, a 121° C, com 1,1 kgf/cm2.

As fontes de carbono utilizadas tiveram suas concentracfes testas do
seguinte modo: glicerol 2 % / glucose 4 %, glicerol 1 % / glucose 2 % e glucose 8 % /
glicerol 2 % / sacarose 8 % (m/V).

4.2 Métodos Biolbdgicos

4.2.1 Manuteng&o do microrganismo

Varias metodologias permitem a manutengdo de culturas viaveis no
laboratério durante periodos de tempo mais ou menos longos, a utilizada para
preservar a cepa G. xylinus, diminuindo o risco de alteracéo no perfil genético, foi o

congelamento da linhagem. Foi preparada uma suspensao da cultura pura liofilizada
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do microrganismo G. xylinus em meio HS com glucose a 4 %, esta suspensao foi
deixada por 7 dias em agitador de bancada a 28 °C sob agitacdo de 100 rpm. A
partir desta suspensdao um pré-inéculo de 200 mL foi realizado em meio HS com
glucose a 4 % permanecendo sob as mesmas condi¢cfes de temperatura e agitacao
por 48 h, apGs esse periodo aliquotas de 1 mL foram retiradas do meio e colocadas
em eppendorfs estéreis que foram centrifugados por 1 minuto a 13000 g em
microcentrifuga refrigerada. Esse processo foi repetido 2 vezes para cada
eppendorf, entre as centrifugacbes o material foi ressuspendido, apds as
centrifugacbes o sobrenadante foi desprezado e 1mL de glicerol 10 % estéril foi
adicionado ao precipitado de cada frasco que foi identificado e armazenado em

freezer - 85° C. Todo procedimento foi realizado de forma asséptica.

4.2.2 Producéo de celulose bacteriana

A celulose bacteriana foi obtida em fermentacdo estatica. Na fermentacéo
estatica controlou-se a temperatura em 28 °C em estufa bacteriolégica. Para cada
meio de cultivo de 500 mL foi adicionado 4 eppendorfs de bactéria padronizadas.
Todas as fermentacdes duraram 10 dias, e nos dia 4, 7 e 10 as membranas eram
retiradas das placas e separadas do meio de cultura onde foram analisados o pH do
meio, tratamento da celulose, secagem das membranas, rendimento na producéo de
celulose e analise do meio de cultura e da celulose por RMN.

A concentragao das fontes de carbono foi organizada para gerar um espectro
de resposta a concentracao do glicerol no meio. Todos os meios contem glicerol na
sua composicdo em propor¢cdes de 2:1 e 1:2 a glucose e sacarose em 1:4. As
propor¢cdes levaram em conta a molaridade de cada fonte de carbono e a massa,
sendo que a composicao das massas dos meios utilizados na producéo de celulose

esta indicada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composicdo de massa dos meios para producéo de celulose bacteriana
variando concentracao e presenca de glicerol, sacarose e glucose.

massa g/100 g agua

Composicao glucose sacarose Glycerol
glu8 8 - -
gly2+glu4 4 - 2
gly2+sac8 - 7,6 2
glyl+glu2 2 - 1

4.3 Métodos quimicos

4.3.1 Tratamento da celulose

A celulose obtida a partir dos meios foi retirada na forma de filme nas culturas
estaticas nos dias 4, 7 e 10 de fermentacdo e em seguida foi realizado 0 processo
de lavagem das membranas. ApoOs a retirada das membranas das placas de petri,
estas foram transferidas para um béquer com 200 mL de &gua onde ficam sob
agitacdo, por bastdo de vidro, pelo periodo de 10 minutos, o processo foi repetido
por 3 vezes.

Em seguida o processo foi realizado novamente, porém com solucdo de
NaOH 2 %. As membranas entdo foram armazenadas em solu¢cdo de NaOH 1% por
um periodo de 48 horas.

Posteriormente as membranas foram retiradas da solucdo e colocadas em e

um béquer com 500 mL de agua destilada até sua neutralizacéo.

4.4 Métodos Fisicos

441 Massada celulose bacteriana

A massa de celulose foi determinada através de secagem e pesagem da
pelicula. As membranas presentes em solucdo de agua destilada em pH 7,0, foram
retiradas e colocadas em placas de petri envoltas por tecido e distribuidas em estufa

a temperatura de 80 °C por um periodo de 15-30 minutos, dependendo da
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espessura da membrana. Ap6s a secagem, as membranas foram pesadas em

balanca analitica e armazenadas para analises em RMN de estado sdlido.

4.4.2 Processamento meio de cultura

Apés a retirada das peliculas de membrana, os meios de cultura foram
centrifugados durante 15 minutos, a 5000 rpm, onde o pellet era descartado e o

sobrenadante armazenado para futuras anélises em RMN de estado liquido.

4.4.3 Calculo do rendimento da membrana

O rendimento da celulose foi calculado conforme a férmula a seguir:

Rendimento = mCB . 100/ Si

Onde mCB é a massa seca da celulose e Si a quantidade de agucar inicial presente

em cada placa.

4.4.4 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As amostras derivadas de celuloses bacteriana foram solubilizadas em cerca
de 0,5 mL acetona-d6 ou DMSO-d6 e analisadas no aparelho de Ressonancia
Magnética Nuclear DRX 400, Bruker, em 400 MHz para hidrogénio (*H-RMN) e 100
MHz para carbono (*3C-RMN), a 25 °C ou 70 °C. Os metabdlitos também serédo

observados por sinais de RMN.

445 Calculo do indice de cristalinidade por Ressonancia magnética
nuclear (RMN)

Para calcular o indice de cristalinidade (IC), foi realizada a razdo entre os
picos integrados Ic / (la + Ic) (x100) para regides cristalinas / regides amorfas, por

ajuste de pico utilizando o Bruker TopSpin 3.1 software ou o software Origin 8.1.
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4.4.6 Busca e quantificacdo de metabdlitos por Ressonéncia Magnética
nuclear (RMN)

A busca foi realizada no banco de dados do Chenomx NMR Suite e a
confirmacdo da presenca destes metabdlitos, nos espectros transformados no
ACDLabs 11.0 tanto para espectros 1D como 2D. Os deslocamentos quimicos

foram confirmados por espectros padrao nos bancos de dados HMDB.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Testes Preliminares

Para obtencao de celulose bacteriana por G. xylinus foram realizados cultivos
preliminares com fontes de carbono Unicas de sacarose, glucose, glicerol industrial e
glicerol residuo de biodiesel, em concentracdo de 1%.

Nos meios contendo glucose como Unica fonte, notou-se a presenca de CB a
partir do quarto dia, onde a membrana ocupava toda a area da placa de petri, porém
se apresentava fina. O aumento da espessura da CB foi ocorrendo conforme o
passar dos dias, sendo que no décimo dia de cultivo a CB se apresentava bastante
espessa, com rendimento final de 0,46 g% (Figura 5). Estudos com glucose como
Unica fonte de carbono sdo os mais comuns, e como ja esperado esta como fonte
Gnica de carbono produz CB em diferentes concentracdes e diferentes periodos de
fermentacdo (MIKKELSEN et.al., 2009; VAZQUEZ et. al., 2013).

Figura 5 — Rendimentos das fontes glucose, glicerol para andlise (P.A), sacarose e
glicerol residuo no 10° dia de fermentacéo.
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A segunda fonte mais produtiva foi glicerol p.a com rendimento final de 0,30
g%. No quarto e no sétimo dia a membrana se apresentava extremamente fina,

porém quando coletada no décimo dia estava espessa e ocupava toda a area da
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placa de petri. Quando empregada sacarose como Unica fonte de carbono, a
presenca da CB comecou a ser perceptivel a partir do quarto dia, porém se
encontrava pequena e fina. Ja no sétimo e décimo dia a CB era espessa e ocupava
toda a area da placa, com rendimento final de 0,28 g% (Figura 5).

No presente estudo, o glicerol residuo do biodiesel como fonte de carbono foi
a fonte com menor rendimento obtido, 0,16 g%, a membrana coletada no décimo dia
se apresentava espessa e ocupando toda a area da placa (Figura 5). Estudo com
glicerol residuo foi realizado por Carreira (2010) que analisou a producéo de CB por
G. xylinus a partir de residuos ou subprodutos baratos da industria, entre eles da
industria da pasta e papel, vinho, lacticinios e do biodiesel. Apés as 96 h de
fermentacdo todos os meios obtiveram celulose como subproduto, sendo que o
glicerol foi o terceiro residuo com maior rendimento.

Estudo semelhando foi realizado por Mikkelsen e colaboradores (2009) onde
investigaram o efeito de seis diferentes fontes de carbono, glucose, glicerol, manitol,
frutose, sacarose e galactose, respectivamente, sobre a producdo de CB por G.
xylinus ATCC 53524. Os rendimentos de CB obtidos utilizando diferentes fontes de
carbono foram determinados em intervalos de tempo de 12 h e o periodo do
experimento foi de 96 h. No final do periodo, a fonte mais produtiva de carbono para
CB foi a sacarose com rendimento de 3,83 g.L!, seguido por glicerol, manitol,
glucose, frutose, respectivamente.

Os testes pré-eliminares, constataram que todas as fontes testadas produzem
CB, algumas no quarto dia e outras a partir do sétimo, porém no décimo dia todas se
apresentaram espessas. Assim novos testes foram realizados a fim de buscar a
associacao entre as fontes de carbono. O glicerol foi a peca chave dos meios sendo
gue esteve presente em todas as formulacdes. O interesse em associar o glicerol
com outras fontes foi de obter com esta cepa melhores rendimentos e conhecer o
metabolismo envolvido neste processo a fim de oferecer alternativas para otimizar a

obtencdo das membranas de CB com as mesmas caracteristicas usuais.

5.2 Variacéo do pH

Durante o processo fermentativo, a0 mesmo tempo em que foram retiradas

as membranas o pH do meio foi verificado, de forma a avaliar a sua variacdo. Foi
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estabelecido que o pH inicial dos meios fosse 5,0, determinado com base em
referéncias (MIKKELSEN et al., 2009).

De acordo com a Figura 6, entre 0s meios que possuiam glucose em sua
composicdo, o meio glu8 apresentou um aumento de pH crescente durante os dias
de fermentacgdo, sendo que no 10° dia o pH se encontrava em 5,8. O aumento do pH
em meio contendo somente glucose, foi observado também por Mikkelsen e
colaboradores (2009), quando produziu celulose pela bactéria G. xylinus em
condices estaticas por um periodo de 96 horas obtendo pH final de 5,33.

Em contrapartida os meios contendo glicerol associados a glucose
apresentaram queda no pH. No meio gly2+glu4 foi observado queda no pH a partir
do 7° dia com 4,8 e no 10° dia atingindo o valor de 3,7. O meio glul+glu2
praticamente ndo apresentou variagdo no pH, bem como no meio contendo

sacarose, gly2+sac8 onde o pH final foi de 5,34 (Figura 6).

Figura 6 - Variacdo do pH em funcdo do tempo de fermentacdo dos processos
fermentativos estaticos com G. xylinus.
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A tendéncia da acidificacdo do pH durante o processo fermentativo, é devido
a formacdo de acidos organicos produzidos a partir da fermentacédo da glucose.

Segundo Hwang e colaboradores (1999), no caso da G. xylinus o &cido glucénico e
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cetoglucdnicos, sdo os responsaveis pela queda do pH durante a fermentacéo,
reduzindo o rendimento das fermentagfes. Ja 0 meio contendo sacarose nao produz
acido glucénico mantendo assim o pH estavel.

Correlacionando com os rendimentos de membrana, é possivel concluir que a
gueda nos valores de pH influencia diretamente no rendimento de CB, induzindo a

rendimentos menores.

5.3 Formacdo de Membrana e Rendimento

Quanto a formacdo de membrana e rendimento, as fermentacfes estéticas
demonstraram que no quarto dia nenhum dos meios havia membrana, esta comegou
a ser produzida a partir do sétimo dia. O rendimento foi obtido através da relacdo da
massa total de carbono adicionada com a massa de membrana obtida para cada

dia, como exposto na Tabela 2.

Tabela 2 - Relagdo massa total de carbono adicionada nos meios com a massa de
membrana obtida para cada meio em fung¢éao do tempo (dias).

rendimento g%

composicao 4 7 10
glu8 1,9 2,6 3
gly2+glu4 0 0,4 1,7
gly2+sac8 0 0,7 1,1
glyl+glu2 0 1,6 3,5

O meio glu8 foi o Unico que apresentou membrana com 4 dias, com
rendimento de 1,9 g% e no sétimo dia 2,6 g%, atingindo maior rendimentos no
décimo dia de fermentacdo com 3 g% (Tabela 2). Isto pode ser observado onde os
filmes de celulose, livres de contaminacdo, estdo ocupando toda a superficie da
placa de petri (Figura 7). As membranas obtidas com o meio glu8 tem aspecto
espesso, entumecido e apesar de volumoso apresenta pouca massa de celulose,

correspondendo principalmente a agua, uma vez que esta pode estar absorvendo
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cerca de 100 x sua massa em agua apoés produzida. A dgua é retida durante o
processo de biossintese sendo aprisionada pelas fibras que se desenvolvem a volta
(PARK et al., 2006; SEIFERT et al., 2004).

Figura 7 - Filmes de celulose bacteriana formados apés 4, 7 e 10 dias.
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Considerando a associagcao das diferentes fontes o meio gly2+glu4 formou

membrana perceptivel com 7 dias (Figura 7); as membranas formadas com 10 dias
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apresentam massa de 0,05 g de peso seco médio, com rendimento de 1,7 g% em
relacdo a massa de glucose e glicerol adicionados (Tabela 2)

As placas fermentadas no meio glyl+glu2 apresentaram membranas
também no dia 7 e 10 (Figura 7), com 0,02 g e 0,05 g de peso seco, 0 que significou
em termos de aproveitamento do carbono adicionado uma converséo de 1,6 g% e
3,5 g% respectivamente (Tabela 2). Considerando apenas este Ultimo parametro
este se mostrou um rendimento bastante razoavel.

No meio contendo sacarose, gly2+sac8, obteve-se a presenca de uma
membrana fina na placa dia 7 e com uma massa de 0,03 g e rendimento de 0,7 g%,
no dia 10 a massa e o rendimento era respectivamente de 0,04 e 1,1 g%, sendo que

a membrana mesmo que fina, ocupava toda area da placa de petri.

Figura 8 — Relacdo massa total de carbono adicionada nos meios com a massa de
membrana obtida para cada meio.
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Conforme a Figura 8, foi possivel observar que em glu8 houve um aumento
crescente de CB, mas que nos outros meios foi necessario um periodo mais longo
para obtencédo de membrana, sendo que o meio glyl+glu2 foi que apresento o maior

rendimento dentre todas as fontes testadas.
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5.4 Analise por ressonancia magnética nuclear no estado sélido (CP

MAS 3C rmn) das membranas de celulose bacteriana

As amostras de celulose foram submetidas a andlise para comparacéo da
cristalinidade dos materiais obtidos nos diferentes meios.

Os meios contendo glucose apresentaram indices de cristalinidade entre
67,6 IC% a 73 IC%, sendo o maior valor obtido no dia 7. O meio contendo sacarose
apresentou indice de 79,4 IC% no dia 7 e 70,4 IC% no dia 10. Apenas o meio
glyl+glu2 ndo apresento indice acima de 70 % em momento algum (Tabela 3).

Os valores do indice de cristalinidade da celulose bacteriana encontrados na
literatura com glucose como fonte de carbono variam entre 71 1C% a 79 1C%. Em
meios contendo sacarose os indices de cristalinidade encontrados foram de 69 IC %
a 81,2 IC % (WATANABE et.al.,, 1998; RUKA; SIMON; DEAN, 2012; MOHITE;
PATIL, 2014).

Os valores, na sua maioria, foram préximos aos observados em trabalhos
anteriores, entre 67 a 79 %, contudo uma analise de cristalinidade indicou uma clara
tendéncia para uma maior cristalinidade nas membranas obtidas com 7 dias de
fermentacdo nos meios que possuiam glicerol associado, como gly2+glu4 com 73
IC%, gly2+saco com 79,4 IC% e 6919 IC% em glyl+glu2 (Tabela 3).

Tabela 3 — indice de cristalinidade das membranas nos meios de cultivo com
glicerol.

IC% membrana

composicao 4 7 10
glu8 73 67,6 71,4
gly2+glu4 73 68,5
gly2+sac8 79,4 70,4

glyl+glu2 69,9 67,6
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Figura 9 - Relacdo entre o indice de cristalinidade das membranas obtidas nos
diferentes meios de cultura.
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Relacionando a cristalinidade da Tabela 3 com o rendimento, pode-se
considerar que estas caracteristicas sdo inversamente proporcionais, pois no dia 7
de fermentacdo onde os indices de cristalinidade foram maiores, os rendimentos de
membranas foram baixos (Figura 8).

Além das regifes cristalinas a celulose € composta por regides amorfas, que
dependendo do tratamento e da fonte da celulose, o seu grau de cristalinidade varia,
sendo que sua composicdo determina o tipo celulose que forma a membrana. A
literatura relata dois tipos de celulose produzidos naturalmente pela G. xylinus, a Cel
| em condigbes normais, e a Cel Il quando submetida a estresse térmico ou
mecanico (GOELZER et al., 2009 ).

As analises dos espectros de RMN sdlido foram bastante similares entre si,
apresentando sinais caracteristicos para celuloses majoritariamente cristalinas do
tipo Cel I. Os sinais quimicos obtidos exibem uma mistura de Cel la e I3 assim como
0s obtidos por Faria-Tischer (2015) (Figura 10), sendo que observa-se sinal
anomérico (C1) na regido de 103 ppm, os sinais para C4 cristalino e amorfo (82 a 92
ppm) e o de C6 entre 60 a 65 ppm (Figura 11).

A celulose | € composta por duas distintas fases cristalinas conhecidas como

la e IB que se diferenciam por diferentes padrdoes de difracdo, a celulose | (alfa)
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triclinica e a celulose | (beta) monoclinica. A diferenca entre elas ocorre nas pontes
de hidrogénio e na conformacdo das cadeias de celulose (FINK et al., 1997,
KOYAMA et al., 1997; KLEMM et al., 2006).

Considerando que o emparelhamento das cadeias ocorre como um
fenbmeno de pods sintese. A partir de certo comprimento de cadeia esta se torna
estacionaria pressionando o movimento da bactéria no sentido contrario ao da
formacao de filme descrito por Hesse e Kondo (2005), com a sigla NOC (nematic
ordered cellulose), e resulta em um emparelhamento menos efetivo das cadeias de
celulose nascentes a partir da CeSa (cellulose synthase) (ROSS; MAYER,;
BENZAMAN, 1991).

Figura 10 - Espectroscopia de 13C-RMN celulose bacteriana.
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Fonte: FARIA-TISCHER, 2014.
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Figura 11 — Espectroscopia de 13C-RMN celulose bacteriana produzida em meio
gly2+sac8 em 10 dias de fermentacéo.
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5.5 Analise de metabdlitos por ressonancia magnética nuclear de

estado liquido (*H rmn)

Para estudos de metabdlitos e perfis metabdlicos, a analise por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) €& uma ferramenta importante e vantajosa devido a
facilidade de preparo das amostras a serem analisadas. Na andlise por 'H rmn em
estado liquido, foi realizada a quantificacdo dos metabdlitos presentes nos meios
durante o periodo de 10 dias, onde amostras foram retiradas nos dias 4, 7 e 10 de

fermentacao (Tabela 4).
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Tabela 4 - Valores percentuais relativos de fontes de carbono adicionadas para cada
meio e dos metabdlitos observados por 'H rmn em relacdo ao tempo em dias. Na
altima coluna observa-se os valores de pH para cada dia e meio.

composicao

glucose
sacarose
alanina
Lactato
leucina
glutamato
treonina
valina
aspartato
lisina
DHA
propileno
alicol
pH

gly2+glu4  4d o1,

[ee]

29 18 19 16 00 00 00 00 00 00

o

0 50
7d 737 19 28 113 20 26 15 13 12 11 00 00 47

10d s56 109 57 146 48 - 26 00 00 34 00 00 37

gly2+sac8 4d 40 936 07 17 00 00 00 00 00 00 00 00 50
7d 05 953 05 23 00 00 00 00 00 00 12 02 47

10d 00 925 06 26 00 00 00 00 00 00 13 00 36

glyl+glu2 4d 9,7 00 31 1,1 42 00 09 00 09 00 00 00 50
7d - - - - - - - - - - - - 49

10d 830 14 31 77 32 00 00 17 00 00 00 00 48

glu8 4d 96 00 05 26 00 00 00 00 00 00 00 00 55

7d . . . . . y - - - - - - 57

10d 964 00 07 15 00 00 15 00 00 00 00 00 58
DHA= diidroxicetona

Durante a fermentacdo por bactéria especifica, G. xylinus, a sintese
microbiana de microfibrilas de celulose € o principal metabdlito produzido, porém
durante esta sintese outros metabdlitos sdo produzidos devido ao metabolismo
microbiano.

Além da identificacdo de metabdlitos o *H rmn foi utilizado também para
verificacdo do consumo das fontes de carbono glucose e sacarose durante o periodo
de fermentacéo. Foi possivel observar a queda nas concentracfes de glucose, nos
meios gly2+glu4, glyl+glu2, no 4° 7° e 10° dia de fermentacéo (Figura 12). Dentre
esses, 0 meio glu2+glu4 apresentou o maior consumo de glucose, isso ocorre
devido a participagdo da glucose no inicio na via biossintética de producgéo de CB e
metabolitos secundarios. Ja os meios contendo sacarose a presenca de glucose se

deve devido a quebra do dissacarideo sacarose em monossacarideos de glucose,
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sendo que o meio com maior concentracao de glucose, gly2+sac8, apresentou alta
conversdo em glucose nos primeiros dias de fermentacgéo (Tabela 4).

No meio gly2+sac8 a concentracdo de sacarose se manteve alta mesmo no
dia 10 da fermentacdo com 92,5 %, isso se deve a alta concentracdo em que foi
adicionado no meio, sendo que o microrganismo ndo € capaz de converter essa

concentracdo no periodo de 10 dias.

Figura 12 - Quantificagcdo da concentragdo de glucose a do meio gly2+glu4,
observados por 'H rmn respectivamente nos dias 4 (91,8 %), 7 (73,7 %) e 10 (55,6

%) dia de fermentacéo.

Selected 1 chuster
Salaction Canker: 461674 ppm
e Chuster s transformed: -0.02118 ppm

N Chusber Canber: 462879 ppm
Chusber Cenber: 462860 pom Chuster is brareformed: -0.00914 ppm

Concentration: BLE.5415 mM 4

Chistes is tramsformed: -0.00932 pem |- Coneartrstion: 814.4977 mM Cancents stion: 328, 2014 mM
| -

:
f

o

A maioria dos metabdlitos identificados eram aminoacidos, sendo que esses
sdo sintetizados durante o a glicélise ou ainda pelo ciclo do acido citrico. A alanina é
um aminoacido ndo essencial encontrado em todos 0s seres vivos, € sintetizado a
partir do piruvato e de aminoacidos com cadeias laterais ramificadas, como valina,
leucina e isoleucina, € comumente produzida por aminacao redutora do piruvato

A alanina esteve presente em todos os meios analisados (Figura 13), porém
nos meios contendo glicerol a concentracdo deste metabdlito foi maior e em meio

contendo apenas glucose, glu8, sua concentracao diminuiu com o passar dos dias.
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Figura 13 - Quantificagdo da concentragdo de alanina nos meios de cultura no 4° dia
de fermentagéo, observados por *H rmn.

| 5
gly2+glud L4 gly2+sach | gly1+glu2

. A presenca de aspartato e dos aminoacidos lisina e treonina estédo
totalmente ligados, pois o aspartato nas bactérias e precursor da producdo destes
aminoéacidos. O aspartato foi identificado somente no meio gly2+glu4 no dia 7 e no

meio glyl+glu2 no dia 4, com pequenas concentragdes (Figura 14).

Figura 14 - Quantificacdo da concentracdo de aspartato no meio gly2+glu4
observado por *H rmn no 7° dia de fermentacéo.
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e _..__.--"' _|' .:. M . '|_ M \___\_\- ~ _.-—'—"—\.'.'."-".. | ..- -_.' “"a—.._\_\_ e
! J 1 J .."l. _.-"l. .l.
_/J \_ ‘ILH-‘ ) _d_x"f "
— - ——— Tt
b4 24 A i

A Leucina foi detectada pelo método no meio gly2+glu4 onde sua maior

concentracédo foi no dia 10 com 4,8 %, j& no meio glyl+glu2 sua maior concentragdo
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foi de 4,2 % detectada no dia 4. J& os meios glu2+sac8 e glu8, ndo foi possivel
detectar a presenca do metabdlito. A valina foi detectada nos apenas nos meios

contendo a associacdo do glicerol com a glucose e em pequenas concentracbes
(Figura 15).

Figura 15 - Quantificacdo da concentragéo de valina do meio gly2+glu4 e glyl+glu2
observados por 'H rmn respectivamente nos dias 7 (1,3 %) e 10 (1,7 %) de
fermentacao.
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I fi | 0
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: ;_ \ /_,'. ;_.. I..\. __-.| | Los
_,_-::-:' \.__ j_. \_. - d__:} .\__.. . H-
= s Tt
104 & L 0 0.9 A 036

A treonina foi detectada em pequenas quantidades em quase todos 0s meios
como podemos observar. Sua maior concentragéo foi observada em gly2+glu4 com
2,6 % e nos outros meios variou de 0,4 a 0,7 %. O glutamato foi identificado apenas
no dia 7 no meio gly2+glu4. A lisina também foi identificada apenas no meio
gly2+glu4 no dia 7 e 10, com concentragdes de 1,1 % e 3,4 %. A baixa presenca
deste aminoacido e do aspartato nos meios, se deve a baixa concentracdo em que

eles se encontraram, sendo assim de dificil identificagéo. Liu e colaboradores (2015)
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realizaram estudo analisando o perfil dos metabdlitos produzidos em culturas
agitadas e estaticas por G. xylinus, através da analise por GC-MS, onde assim como
a presente pesquisa, eles também identificaram a presenca dos aminoacidos
alanina, valina e leucina, devido a seus precursores participarem da via metabdlica
do microrganismo.

A presenca de lactato no meio de cultura foi identificada na andlise por 'H rmn
em todos 0os meios, com maior concentracao no dia 10 do meio gly2+sac8 com 14,6
%. Autores relatam a presenca de lactato na fermentacdo por Enterobacteriaceae e
o0 acumulo de metabdlitos primarios como acetato e secundario como lactato (Figura
16) (HOMANN et al., 1990; MURARKA et. al, 2008).

Figura 16 - Quantificacdo da concentragcédo de lactato nos meios de cultura no 7 de
10 dia de fermentacgéo, observados por *H rmn.

gly2+glud- 10D gly2+sac- 10D gly1+gluZ - 100
<, l 4 <,
J‘ |
J|'|f|\\ } |' JIU|
- — P k,_ - | _— IL___ |
£ & &
glug - 100

A DHA é um produto fisiolégico das células envolvidas na via metabdlica. A
DHA ¢é utilizada pela via glicolitica para a geracdo de ATP. O metabdlito
diidroxicetona é produzido através da fermentacdo microbiana de glicerol por
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espécies da familia Acetobacter (STASIAK; BLAZEJAK, 2009 PETERSEN et al,
2004; CLARET et. al., 1994; HEKMAT et. al., 2003). A diidroxicetona é um dos
metabdlitos mais comumente encontrados nas fermentacdes com glicerol, porém foi
encontrada em pequenas quantidades e em apenas no meio gly2+sac8 no dia 7 com
1,2 % e no dia 10 com 1,3 %.

Vestigios de propileno glicol foram identificados no meio gly2+sac8 no dia 7
com 0,2 %. E relata a presenca de propileno glicol em estudos com bactérias gram-
negativas utilizando glicerol como substrato (TEM-DAN; HANEFELD, 2011)

5.6 Analise de Componente Principal (ACP)

No grafico de ACP os metabdlitos estdo representados por vetores, que ao
sofrerem decomposicao, serdo indicados por outros vetores em relagdo a um eixo
de componente principal (CP). Os vetores que mostram alta correlacdo com o eixo
da CP, seja ele, horizontal ou vertical, sdo aqueles considerados mais longos e,
também, sdo estes que explicam melhor a variabilidade entre as amostras
apresentadas nesta componente (JANIASKI, 2011).

Figura 17— ProjecOes da producdo de metabdlitos pelo meio glu8 nos dia 4, 7 e 10.
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Com base na projecdo do meio do glucose 8% (Figura 17), é possivel
observar através dos vetores a correlagdo entre os dias de fermentacdo e os
metabalitos produzidos. Apenas trés metabolitos foram identificados no meio sendo
eles treonina, alanina e lactato. A presenca da treonina foi favorecida no dia 10 da
fermentacdo enquanto que lactato no dia 4, jA a alanina foi favorecida nos dois

periodos de fermentacao.

Figura 18— Projecdes da producdo de metabdlitos pelo meio gly2+glu4 nos dias 4, 7
e 10.
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Os metabdlitos sacarose, alanina, lactato, leucina, treonina e lisina, tiveram
suas producdes favorecidas no dia 10 de fermentacdo do meio gly2+glu4. Enquanto
gue glutamato e aspartato foram favorecidos no dia 7. No quarto dia de fermentacéo
nao foi possivel observar as projecbes dos vetores, devido a pequenas

concentragcdes dos metabdlitos produzidos (Figura 18).
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Figura 19 — Projecdes da producdo de metabdlitos pelo meio glyl+glu2 nos dias 4, 7

e 10.
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A projecao do meio glyl+glu2 é apresentada na (Figura 19), onde os vetores

mostram o favorecimento da producao de metabdlitos no dia 10, identificando assim

a presenca de sacarose, alanina, lactato, leucina e valina. No dia 4 metabdlitos

também sdo produzidos,

favorecimento € para producédo de treonina e aspartato.

porém em menores concentracdes, sendo que O

No Unico meio contendo glicerol e sacarose (gly2+sac8) (Figura 20) é

possivel observar que no dia 4 de fermentacdo pequenas concentracdes de

metabdlitos foram produzidas sendo que a producdo de lactato e DHA nédo foram

favorecidas neste momento, mas sim do 10° dia de fermentac&o. No 7° dia ocorreu a

producédo de propileno glicol que néo favoreceu a producao da alanina, presente em

pequenas concentracdes.
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Figura 20— Projecdes da producdo de metabdlitos pelo meio glu2+sac8 nos dias 4, 7
e 10.
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5.7 Processamento dos espectros de RMN de 1H e extracao dos

dados

A primeira etapa do processamento dos dados consiste em importar o
arquivo de dados gerado pelo espectrobmetro de RMN para o programa
computacional construido para tratar dados gerados por qualquer espectrémetro de
RMN. Os formatos de arquivo que podem ser abertos ou convertidos por outros
programas, para serem utilizados (BADDINI; NETTO; TEIXEIRA, 2014).

Neste estudo, os programas de processamento de espectros utilizados
foram: ACD Labs 12.0 e Chenomx NMR Suite 7.7, nestes programas 0S arquivos
nNao necessitam ser convertidos.

O Chenomx NMR Suite € um conjunto integrado de ferramentas para
identificacdo e quantificacdo de metabdlitos em spectros de RMN, sendo constituido
por cinco programas:. Chenomx Profiler, Processor, Compound Builder, Spin
Simulator e Library Manager (CHENOMX INC., 2015). Para a presente analise foi

utilizado somente os programas Chenomx Profiler e Processor.
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O primeiro passo para analise de espectro de RMN, é realizar a abertura do
Chenomx Processor, este permite a importacdo de uma grande variedade de
espectros e ainda fornece ferramentas necessarias para 0 processamento e
calibracdo do espectro, para realizar uma analise precisa no modo Profiler. Apés a

abertura do Chenomx Processor, realizar a importagéo do arquivo em File - open,
ou pelo atalho open.

& rwrrm Frniresr Toateatur fldne T -
Fin e P Prootiiesg Took Apph moes ey

Il |0 AR GO S

'._V_ e e Haalioln =

Apos a selecdo do arquivo, a tela Import Bruker Raw € aberta
automaticamente. Esta deve entdo ser selecionada conforme a amostra,

considerando o tipo de calibrante e sua concentragcdo, pH e as formas de
processamento desejadas.

G 1 il T alama® - Oneviomn it (Dvabastan § 88
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Import Bruker Raw FID

Calibration

TSP +| Concentration (mM): | 0.312

Sample containz one or more pH Indicators

Sample pH: | Auto || 0.50
Processing
Automatic Phase Correction [] Line Broadening (Hz): 0.50
Automatic Baseline Correction [ Delete wWater Region
() Linear {Drift) @ Spline
[ Automatic Shim Correction ZeroFil To: | Automatic  «
Linewidth (Hz):
[7] Reverse Spectrum
Defaults oKk ] [ Cancel

ApOs o0 espectro aberto,
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o programa oferece ferramentas para o

processamento do espectro, incluida fase de correcdo, correcdo da linha de base,

correcdo do spin, regido de exclusao e calibracao.
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Na opcgéo Fase Correction é realizado os ajustes da fase para isso

ferramentas automaticas ou manuais.

existem
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E necesséria também a correcdo da linha de base, no modo simples Auto

Linear ou de forma complexa utilizando splines cubicos em Auto Spline. Foi utilizado
0 modo Auto Linear.
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A Ultima etapa é realizar a calibragdo com um CSlI, isso garante resultados
gquantitativos precisos quando analisados no Profiler.
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Em seguida o arquivo deve ser salvo em Save e aberto no Chenomx Profiler.
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Assim que o arquivo for aberto no Chenomx Profiler, uma lista de possiveis

compostos das amostras € fornecida automaticamente pelo programa. A busca de

metabdlitos pode ser realizada testando todas as opc¢des que o programa fornece ou

diretamente no composto de interesse, através opc¢ao de busca.
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O exemplo a seguir € da glucose, ao clicar no composto de interesse o
programa fornece os picos do metabdlito (azul) que devem ser ajustados e
comparados com os picos da amostra (linha preta). O programa ainda fornece a
concentracdo do metabdlito na amostra. Este processo deve ser realizado para cada

composto de interesse.
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6 CONCLUSAO

Associacdo do glicerol com as fontes glucose e sacarose resultou na
producdo de CB, sendo que o maior rendimento foi obtido em glyl+glu2, com
producéo de celulose a partir do sétimo dia de fermentacdo, com rendimento final de
3,5 g% e com um filme espesso e uniforme. Quando utilizado a associacdo com
glicerol, a concentracédo da fonte de carbono no meio pode ser menor para obtencao
de um mesmo rendimento, ou maior, sendo este um aspecto positivo. A associacao
de glicerol com outras fontes é novidade, sendo que futuramente a pesquisa pode
ser realizada com a substituicdo de glicerol p.a por glicerol residuo do biodiesel, na
busca de um baixo custo de producao.

As membranas de celulose bacteriana analisadas por espectroscopia de RMN
em estado soélido apresentaram sinais caracteristicos para celuloses cristalinas do
tipo Cel I. Observou-se uma clara tendéncia para uma maior cristalinidade nas
membranas com 7 dias de fermentacdo com cristalinidades similares variando entre
67,6 IC% a 79,4 1IC%, com destaque para o meio gly2+sac8 com valor de 79,4 1C%.
O rendimento em g % da associacao entre glicerol e sacarose (gly2+sac8) néo foi
alta, porém obteve-se uma alta cristalinidade diante desta associacédo

Os produtos do metabolismo encontrados nos meios por andlise de
espectroscopia de RMN em estado liquido foram similares, com destaque para a
producdo de alanina e lactato que estiveram presente em todos 0os meios. A leucina
e a treonina estiveram presentes em diversos meios, ainda em pequenas
guantidades foi encontrado glutamato, valina, aspartato, lisina propileno glicol e
diidroxicetona, os dois ultimos foram observados apenas em meios contendo
sacarose. A producdo de metabdlitos nos meios contendo associacdo de glicerol e
glucose, foi maior, em contrapartida dois metabolitos com interesse comercial foram
identificados apenas no meio contendo sacarose. As maiores producbes de
metabdlitos foram identificadas no dia 10 do processo fermentativo. Os metabdlitos
identificados n&o tiveram relacdo com o rendimento de celulose produzida.

O manual realizado para identificacdo de metabdlitos por RMN sera que
importancia para a comunidade académica, sendo necessario o conhecimento para

um melhor aproveitamento do programa.
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Desta forma a pesquisa foi importante na busca de meios com associagéo de
compostos com glicerol, que futuramente podem ser realizadas com o glicerol
residuo do biodiesel, para obtencdo de membranas de celulose com baixo custo de
producdo. Além da busca dos metabdlitos produzidos pelo microrganismo durante

este processo.
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