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Resumo. Neste trabalho avaliou-se a otimizacdo da producdo de biocelulose por
Gluconacetobacter hansenii utilizando residuo agroindustrial soro de leite. Foram realizados
ensaios com cultivo estatico em batelada (B) e em batelada alimentada (BA) com e sem
retirada das membranas e com e sem reinoculacdo. Além disso, foram estudadas
configuracdes de reatores que operavam em série/paralelo, ou que possibilitava o cultivo
submerso, ou ainda em que permitiam a expansao do sistema seja pela remoc¢éo de parte da
biocelulose formada, seja pelo aumento do numero de estagios. A operacdo em batelada com
retirada das membranas e reinoculacdo do meio de cultivo foi vantajosa em relacdo a
operacdo em batelada alimentada sem remocédo das membranas e reinoculacdo. Foi possivel
cultivar biocelulose de modo submerso na configuracdo em que 0 oxigénio permeava a
parede de uma tubulacéo de silicone e se dissolvia no meio de cultivo, ficando acessivel ao
microrganismo. O melhor valor de massa de biocelulose por area disponivel de crescimento
foi obtido para a configuracdo de reatores em série/paralelo, na qual a reinoculacédo foi
necessaria e, também, na configuracdo submersa, na qual a disponibilidade de oxigénio ao
microrganismo foi primordial.

Introducéo

Atualmente, a preocupacdo com 0 meio ambiente € um assunto amplamente discutido
nas diversas areas de nossa sociedade, acarretando uma maior procura pelas inddstrias em
produtos e processos que causem menores impactos ambientais (Campélo 2017). Uma opcao
gue ganhou grande importancia nesse contexto é a producdo de produtos a partir de fontes
renovaveis. Dentre esses produtos podem ser citados o0s biopolimeros que, diferentemente dos
polimeros derivados do petr6leo, tem origem em processos bioquimicos de diferentes
microrganismos (Carreira et al. 2011).

Como resultado de alguns processos metabolicos bacterianos é produzida a
biocelulose, material que surge como opcdo para a substituicdo da celulose vegetal,
atualmente, a mais utilizada pelas industrias. Comparando os dois materiais é possivel notar
vantagens relacionadas ao polimero de origem bacteriana como, por exemplo, seu alto grau de
pureza, que impacta positivamente no custo de producéo e na relagdo com o meio ambiente,
pois ndo é necessario um processo de purificacdo que depende de substancias nocivas ao
ambiente (Duarte et al. 2019).

Além disso, as propriedades Unicas da biocelulose permitem um grande leque de
aplicacdes nas diversas areas do mercado. Isso pode ser visto pela possibilidade de sua
utilizacdo tanto na producéo de sobremesas no setor alimenticio quanto na area biomédica na
fabricacdo de veias, pele, cornea, cartilagem e ossos artificiais (Hussain et al. 2019). Apesar
do potencial apresentado para esse biopolimero, sua producéo em larga escala recai sobre dois
obstaculos que sdo o alto custo dos meios de producgdo e a baixa produtividade. Procurando
solucionar esses desafios, 0s estudos que visam a potencialidade de residuos e subprodutos
industriais como meio alternativo de producdo da biocelulose tiveram um aumento de
interesse notavel (Campélo 2017). A utilizacdo de residuos e subprodutos industriais para
producdo de um produto de valor agregado traz o beneficio de suprir tanto a preocupagdo com
0 meio ambiente, pelo direcionamento responsavel do descarte de residuos poluentes, quanto



a diminuicdo do custo do processo que, dependendo do residuo/subproduto, pode ser seguido
de um aumento na produtividade e vice-versa.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo a otimizacdo da producdo de
biocelulose utilizando-se o residuo agroindustrial soro de leite como substrato alternativo,
visando diminuir os custos de producdo de biocelulose. Foram avaliadas as operagdes em
batelada e em batelada alimentada com e sem retirada das membranas e com e sem
reionoculacdo. Avaliaram-se, também, configuracbes de reatores que possibilitavam a
operacdo em série/paralelo, ou o cultivo submerso, ou a expansdo da area do reator.

Material e Métodos

In6culo

O indculo era composto de cultura pura de Gluconacetobacter hansenii, foi obtido na
Universidade de Sao Paulo (USP). Essa cultura foi preservada em geladeira (4 °C), em tubos
de ensaio contendo meio cultura sélido Manitol inclinado.

Meios de Cultivo

O meio Manitol, utilizado para a preservacdo do G. hansenii, era composto de: D-
manitol: 25,0 g/L; bacto-peptona: 3,0 g/L; extrato de levedura: 5,0 g/L; agar: 15,0 g/L. O
meio Hestrin e Schramm (HS) (Hestrin e Schramm, 1954), utilizado no preparo do inoculo e
também como meio-padrdo para a producdo da biocelulose, era composto de glicose: 20,0
g/L; bacto-peptona: 5,0 g/L; extrato de levedura: 5,0 g/L; &cido citrico: 1,15,0 g/L e
Na,HPO4: 2,7 g/L. Os meios de cultivo, apos seu preparo, foram autoclavados (autoclave
modelo Fabre Primar Industrial Ltda-103) por 15 minutos a 121 °C e 1 kgf/cm?.

O meio soro de leite (S) tinha a mesma composi¢do do meio HS, alterando-se somente
a fonte de carbono glicose por soro de leite. Foi utilizado soro de leite industrial desidratado
(Elegé Brasil Foods S.A, 2018) com: umidade (2 %) e composicdo: proteinas (11%); glicidios
(76%); lipideos (1%) e outros (12%), cuja dissolucéo foi feita com agua de torneira.

Procedimento Experimental

Preparo do Inéculo e Inoculacdo

O in6culo foi preparado com G. hansenii propagado em meio agar manitol sélido
inclinado. Com o auxilio de uma alca de platina, retiraram-se trés algadas de microrganismo,
o qual foi transferido, de modo asséptico, para 50 mL de meio HS ou soro de leite (S) contido
em erlenmeyer de 250 mL, sendo cultivado por 48 h a 30°C. Os meios de cultivo contido nos
biorreatores foram inoculados, de forma asséptica, com a suspensao de G. hansenii no cultivo.

Producéo de celulose bacteriana

A produgdo de biocelulose foi realizada com meio de soro de leite (S), com
concentracdo inicial de substrato de 40 g/L, inoculado com 30 a 40% (v/v) de indculo,
conforme os Ensaios 1 a 4 descritos a seguir. O Ensaio 1 foi realizado em batelada (B) ou em
batelada alimentada (BA) com retirada da membrana formada (RM) ou a reinoculacdo dos
reatores (RR), em cada etapa, conforme as condicdes apresentadas na Tabela 1. Os meios
foram soro de leite (S) ou meio HS. Incialmente, na Etapa 1, os reatores com capacidade de
250 mL, didmetro de 8,0 cm e area superficial de 50,27 cm?, contendo 50 mL de meio (40
g/L), foram inoculados com 40,0 % (v/v) de in6culo e foram cultivados por 7 dias. Na Etapa 2
foram retiradas as membranas obtidas, ap6s 7 dias de cultivo, dos reatores R1 a R3 e foram
alimentados 25 mL de meio aos reatores R4 a R7. Todos os reatores foram cultivados por
mais 7 dias. Na Etapa 3 foram retiradas as membranas obtidas nos reatores R1 a R3 e estes
reatores foram reinoculados 10,0 % (v/v) de indculo. Foram alimentados 12,5 mL de meio aos




reatores R4 e R7. Todos os reatores foram cultivados por mais 7 dias. Na Etapa 4 foi repetido
0 mesmo procedimento da Etapa 3 para todos os reatores com excec¢do do R3.

Tabela 1 — Condic¢des de cultivo de biocelulose no Ensaio 1

Etapa / Tempo (dias) 217 3/14 4/21
Ensaio Reator Meio  Operagao RM RM RR RM RR
la R1 s B Sim Sim Sim Sim Sim
1b R2 B Sim Sim Sim Sim Sim
1c R3 BA Sim Sim Sim Sim -
1d R4 S BA - - - - -
le R5 BA - - - - -
1f R6 BA - - - - -
19 R7 HS BA - - - - -

O Ensaio 2 foi realizado em um sistema composto por 3 reatores (R1 a R3) que
continham uma abertura préxima a base dos mesmos. Os reatores tinham capacidade de 1000
mL, didmetro de 9,5 cm e area superficial de 70,88 cm2. No inicio do ensaio somente um dos
reatores (denominado de R1), contendo 200 mL de meio soro de leite (40 g/L), foi inoculado
com 40,0 % (v/v) de indculo. O cultivo foi realizado a temperatura ambiente, durante 7 dias
(Etapa 1). Apos este periodo o meio de cultivo do R1 foi transferido para outros dois reatores
(R2 e R3) de mesmo volume por meio de uma mangueira de silicone, a qual incialmente
encontrava-se fechada por uma pinca. Cada reator recebeu a metade do meio de cultivo, ou
seja 100 mL. O R2 foi reinoculado com 40,0 % (v/v) de indculo, enquanto o R3 néo foi, ou
seja, manteve 0s microrganismos que porventura estavam no meio do R1. Além disso, a
membrana do R1 foi retirada e foram adicionados 100 mL de meio de cultivo ao mesmo. O
cultivo foi realizado durante mais 7 dias (Etapa 2). Na sequéncia (Etapa 3) as membranas
foram retiradas e os trés reatores foram reinoculados e o cultivo foi realizada por mais 7 dias.

O Ensaio 3 foi realizado em um reator de 2000 mL, com didmetro de 12,7 cm e &rea
superficial de 127,3 cm?, contendo 800 mL de meio de cultivo. Neste ensaio havia uma
tubulacdo de silicone no interior do reator. Uma das extremidades desta tubulagio estava
ligada a um filtro absoluto (Pall PN 4250), o qual estava conectado a uma linha de ar
comprimido, cuja valvula poderia permanecer aberta ou fechada. O ensaio foi realizado destas
duas formas. A outra extremidade da tubulacdo de silicone foi colocada em um erlenmeyer
com agua. Desta forma, a abertura da valvula da tubulacdo de ar comprimido permitia que o
ar passasse pelo interior da tubulacdo de silicone. Na saida o ar era borbulhado em agua, que
era adicionada ao erlenmeyer durante o ensaio. Ressalta-se que, durante o ensaio parte da
tubulacéo de silicone ficava submersa no meio de cultivo. Desta forma o microrganismo tinha
acesso ao ar na superficie do meio de cultivo, e também ao ar que, porventura, passasse pela
parede da mangueira de silicone. Na tampa do reator haviam trés entradas, das quais duas
foram utilizadas para entrada e saida de tubulacéo de silicone, e a terceira entrada permitia a
abertura para atmosfera com um filtro de profundidade.

No Ensaio 4 foi realizado o cultivo de Gluconacetobacter hansenii em condi¢fes
semelhantes as de Kralisch, Hessler e Klemm (2008). O cultivo foi realizado em um estagio
que consistia em uma placa de vidro (Ensaio 4a) ou em dois estagios formados recipientes de
aluminio (Ensaio 4b). O Ensaio 4a foi realizado em um recipiente de vidro (15,5 x 2 cm e area
superficial de 188,7 cm?) de 400 mL (Vreator). ESte sistema foi acomodado sobre um suporte
ceramico no interior de um recipiente de vidro. O recipiente foi recoberto com papel “Kraft” e
o sistema foi esterilizado a 121°C por 15 minutos. Foram adicionados, de forma asséptica, 100
mL (Vmeio) de Meio Soro (40 g/L) inoculado com 30,0 % (v/v) de indculo. Apos 7 dias de
cultivo, aproximadamente, a metade da membrana de biocelulose formada foi cortada com
uma tesoura esterilizada e retirada do reator. A outra parte foi mantida no reator e foram
alimentados 50 mL de meio de cultivo. O sistema foi mantido assim por mais 7 dias.



O Ensaio 4b foi realizado em dois recipientes de aluminio de 200 mL (Vreator) (E1 €
E2) e area superficial de 108 cm? que foram acomodados sobre um suporte ceramico no
interior de um recipiente de vidro. O recipiente foi recoberto com papel “Kraft” e o sistema
foi esterilizado a 121°C por 15 minutos. Foram adicionados, de forma asseptica, 100 mL
(Vmeio) de Meio Soro (40 g/L) inoculado com 30,0 % (v/v) de inoculo, em um dos estagios
(E1) do sistema. Ap0s 7 dias de cultivo, a membrana de biocelulose formada no estagio E1 foi
movimentada de forma que metade dela ficasse no estagio E1, e a outra metade ficasse no
estdgio E2. Foram repostos 30 mL de meio no estdgio E1 e 100 mL de meio foram
adicionados no estagio E2 e o sistema foi cultivado por mais 7 dias.

Tratamento da Celulose Bacteriana

Apos o cultivo, as peliculas de biocelulose foram removidas do meio e lavadas com
agua. A seguir, foram imersas em solucdo de NaOH (0,3 N) por 24 h (Shah et al., 2010). Na
sequéncia, foram lavadas novamente com agua, até que todo o NaOH fosse removido e foram
secas em estufa por 5 h a 105°C.

Resultados e Discussao

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores individuais de massa de biocelulose (MCI)
em cada etapa dos Ensaios 1 a 4, além dos valores da massa total de biocelulose (MCT) (soma
das massas individuais) e os valores de massa total de biocelulose por area disponivel para
cultivo (MCTA). Os ensaios foram realizados em batelada (B), em batelada alimentada (BA),
em sistema em série/paralelo (S-P), em um sistema de com aeracdo natural (AN) e aeracéo
forcada (AF), em um sistema com um estagio (E1) ou com dois estagios (E1/E2).

Na Figura 1 sdo mostradas as membranas obtidas no Ensaio 1. Na Figura 1(a) sdo
apresentadas as membranas obtidas apds 7 dias de cultivo nos Ensaios 1a a 1c (Etapa 1) nos
reatores R1 a R3. Na Figura 1(b) cujas massas foram de 0,036 g (R1), 0,035 g (R2) e 0,035 ¢
(R3).

Tabela 2 — Massa individual de biocelulose (MCI) ou total (MCT) ou total por area disponivel
para crescimento (MCTA) nos Ensaios 1 a 4

Etapa 1 2 3 4
Tempo (dias) 7 14 21 28
Ensaio  Condicao MCI MCI MCI MCI MCT MCTA
(9 (@) (9) (9) (@  |(mg/em?)
la B/S/R1 0,036 - 0,014 0,009 0,059 1,17
1b B/S/R2 0,035 - 0,013 0,006 0,056 1,11
1c BA/S/R3 0,037 - - - - -
1d BA/S/R4 - - - - 0,051 1,01
le BA/S/R5 - - - - 0,042 0,84
1f BA/HS/R6 - - - - 0,071 1,41
19 BA/HS/R7 - - - - 0,072 1,43
B/S/S-P/R1| 0,109 0,023 0,032 - 0,164
2 B/S/S-P/R2 - 0,040 0,027 - 0,067 3,41
B/S-P /R3 - - 0,011 - 0,011
3a B/S/AN - - - - 0,157 1,23
3b B/S/IAF - - - - 0,189/0,130 2,50
4a B/E1/R1 - 0,021 - - 0,021 0,11
4b B/E1/E2/R2 - 0,114 - - 0,114 0,53
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Figura 1 — Resultados do cultivo em batelada (B) com remocao das membranas formadas e
com reinoculacdo do meio e em batelada alimentada (BA) no Ensaio 1

Ap0s a retirada das membranas dos reatores, houve reposicdo de 25 mL de meio no
reator R3, e todos os reatores foram cultivados por mais 7 dias (Etapa 2). Na Etapa 2
verificou-se que a formacdo da biocelulose foi bastante prejudicada com a retirada da primeira
membrana formada Etapa 2, resultando em uma massa irrelevante. Mesmo no R3 (Ensaio 1c),
no qual houve reposicdo de 25 mL de meio de cultivo, o resultado foi 0 mesmo. Em funcgéo
dos resultados obtidos nos reatores R1 a R3 na Etapa 2, ainda nesta etapa, na sequéncia houve
reinoculacdo (1° reinoculacdo) dos reatores R1 a R3, e o cultivo realizado por 7 dias. Além



disso, houve reposicdo de 12,5 mL de meio somente no reator R3. O aspecto das membranas
de biocelulose formadas (Etapa 3) é apresentado na Figura 1(b). A reinoculacdo dos reatores
R1 a R3, na Etapa 2, implicou em bons resultados, uma vez que houve a formacgdo de
membranas uniformes. Ressalta-se, que infelizmente houve contaminagéo no R3.

Em funcdo dos bons resultados obtidos com a reinoculacdo na Etapa 2, na Etapa 3,
repetiu-se o procedimento da Etapa 2, ou seja, foram novamente retiradas as membranas
formadas e os reatores R1 e R2 foram reinoculados (2° reinoculacédo). O sistema foi cultivado
por mais 7 dias (Etapa 4), e o aspecto das membranas de biocelulose formadas € apresentado
na Figura 1(c). Quanto aos demais ensaios realizados em batelada alimentada (Ensaio 1d a
Ensaio 1g), ressalta-se que foram alimentados com 25 mL na Etapa 1, e de 12,5 mL nas
demais etapas. As membranas foram retiradas somente no final do ensaio ap6s 28 dias. Na
Figura 1(d) s&o apresentadas as membranas obtidas. Verifica-se que houve formacdo de uma
membrana de biocelulose e de uma massa de biocelulose disforme nos reatores R4 (Ensaio d)
e R5 (Ensaio €). Os valores de massa obtidos foram de 0,051g e 0,042 g para R3 e R4. Esses
valores foram inferiores aos obtidos no Ensaio f e no Ensaio g, nos quais o meio de cultivo foi
0 HS. As membranas formadas nestes ensaios sdo apresentadas nas Figura 1(e), na qual é
possivel observar a formacao de 4 membranas independentes no Ensaio f e 2 independentes e
2 unidas no Ensaio g. Os maiores valores de massa por area disponivel para o crescimento
(MCTA) foram obtidos nos Ensaio f e no Ensaio g, cuja fonte de carbono era a glicose de
assimilagdo mais facil para o G. hansenni.

Comparando-se os valores para operacdo em batelada, com retirada das membranas e
reinoculacdo, com a operacdo em batelada alimentada, verifica-se que os valores foram
préximos com pequena vantagem para a operacdo em batelada com retirada das membranas e
reinoculacdo. Quando se comparam o aspecto das membranas obtidas verifica-se que a
operacdo com retirada e reinoculacdo possibilitou a obtencdo de membranas independentes.
Desta forma, o aumento da concentragcdo de microrganismos com a reinoculagéo, e a retirada
das membranas foi uma melhor estratégia para a obtencdo de membranas independentes, além
de ter sido mais relevante que a alimentacdo de substrato na operacdo em BA. Ou seja, parece
que a limitacdo esta mais relacionada a concentracédo de células.

No Ensaio 2 foi utilizado um sistema composto por 3 reatores (R1 a R3), no qual
somente 0 R1 continha 200 mL de meio de cultivo inoculado. Foi possivel obter membrana de
biocelulose no R1, conforme mostrado na Figura 2(a) e na Figura 2(b), no cultivo realizado
por 7 dias (Etapa 1). Apos este periodo houve a transferéncia de metade do meio do reator R1
para o reator R2 e a outra metade para o R3. Além disso, o R2 foi reinoculado e 100 mL de
meio de cultivo foram adicionados ao R1 e o sistema foi cultivado por mais 7 dias (Etapa 2).

Os resultados do cultivo na Etapa 2 sdo apresentados na Figura 2(c). Houve formacéao
de membrana no R1 (Figura 2(a) e (b)) e no R2 (Figura 2(a) e (c)). No R1 foi retirada a
membrana formada na Etapa 1, e foram adicionados 100 mL de meio de cultivo ao R1. Os
microrganismos que se mantiveram no R1, apos a transferéncia do meio, possibilitaram a
formacdo da uma nova membrana de biocelulose na Etapa 2. O R2 recebeu metade do meio
do R1 e foi reinoculado, o que possibilitou a formagéo de uma nova membrana na Etapa 2. O
R3 também recebeu metade do meio de cultivo do R1, porém ndo foi inoculado, o que nao
possibilitou a formacdo de uma nova membrana, da mesma forma que ocorreu no Ensaio 1a,
1b e 1c (Etapa 2). Na Etapa 3, foram retiradas as membranas dos reatores R1 e R2 e 0s
mesmos foram reinoculados e o sistema foi cultivado por mais 7 dias.

O objetivo desta configuracdo e a obtencdo de membranas independentes, pois quando
0 reator é perturbado a membrana ndo consegue se manter na superficie e submerge.
Dependendo das condicOes, apds a membrana ter submergido, pode ocorrer a formacdo de
novas membranas. Essas membranas podem ficar aderidas umas as outras, e a tentativa de
separacao pode romper as membranas. Desta forma, na configuragdo proposta no Ensaio 2, de
reatores que operam em série/paralelo, apés a formacdo da membrana, esta podera ser
separada do meio de cultivo. O meio podera ser encaminhado para outro reator, o qual podera



ser utilizado para o cultivo de novas membranas e 0s reatores podem ser desconectados, para
retiradas das membranas, para limpeza, para uma nova inoculagéo, etc.

Figura 2 — Aspecto do sistema apds transferéncia do meio para R2 e R3 (a), membrana de
biocelulose formada no R1 na Etapa 1 (b), na Etapa 2 (c), na Etapa 3 (d), no R2 na Etapa 2 (e)
e na Etapa 3 (f), no R3 na Etapa 3 (h) — Ensaio 2

Foi possivel verificar que a estratégia de operacdo em batelada com retiradas
periddicas das membranas formadas e a reinoculacdo do meio de cultivo foi mais favoravel
em relacdo & operagdo em batelada alimentada sem retiradas e reinoculagdo. Embora os
valores de MCTA tenham sido proximas nas duas estratégias, foram obtidas membranas
independentes na operacdo em batelada com retiradas e reinoculag&o.

O objetivo do Ensaio 3 foi verificar a possibilidade de obtencdo de biocelulose em
cultivo submerso, visando aumentar a produtividade do processo. Na Figura 3(a) € mostrado
sistema contendo meio inoculado no inicio do Ensaio 3. Nas Figuras 3(b) e 3(c) verifica-se a
membrana formada na superficie em contato com o ar, e também, na parte submersa, em
contato com a mangueira de silicone, em cujo interior havia um fluxo de ar (Figura 3(c)). Na
Figura 3(d) é apresentado o aspecto quando o fluxo foi interrompido e o sistema permaneceu
aberto para a atmosfera em contato com o ar presente na mangueira, que estava sujeito a
renovacdo natural. Houve formacdo de uma fita de biocelulose ao longo da mangueira de



silicone nos dois casos, ou seja, com e sem o fluxo de ar. Desta forma verifica-se que a
mangueira de silicone foi permeéavel ao ar sem que houvesse contaminagdo do sistema. Porém
so foi possivel medir a massa de biocelulose formada na superficie da tubulacdo de aeragédo
(0,130 g) no caso em que houve um fluxo de ar passando no interior da mangueira, pois sem o
fluxo, a quantidade de biocelulose formada foi muito pequena. Durante o tratamento, para
remocdo de células, a massa de biocelulose foi diminuindo, o que pode ser um indicativo de
que parte do material depositado na superficie da mangueira era composto de solidos do meio
de cultivo.

Figura 3 — Aspecto do sistema para cultivo submerso (a) biocelulose formada na superficie do
meio de cultivo (b) e detalhe da biocelulose formada na superficie e submersa no Ensaio 3a
(c) e no Ensaio 3b (d)

A massa de celulose por area disponivel para o crescimento (MCTA) foi de
2,50 mg/cm? (Tabela 2) para no Ensaio 3b. Verifica-se que a massa de biocelulose foi maior
no caso que houve uma maior disponibilidade de oxigénio, porém a membrana obtida era
menos homegénea em relacdo aquela obtida com menor disponibilidade (Figura 3(d)) em
funcdo da renovacéo natural do ar, a medida que 0 mesmo permeia a membrana e 0 0Xigénio
se dissolve no meio.

O objetivo do Ensaio 4 (Ensaio 4a e 4b) foi verificar a hipotese de obtencdo de uma
membrana de biocelulose de dimensdes varidveis a partir da liberacdo frequente da superficie
do meio para um novo contato com o ar, permitindo o alongamento da pelicula. A Figura 4(a)
apresenta o sistema utilizado, no Ensaio 4a, contendo meio inoculado. Este sistema foi
cultivado por 7 dias. A Figura 4(b) apresenta, aproximadamente, a metade da membrana de
biocelulose apds remogdo da outra metade. A remogdo foi realizada ap6s 7 dias de cultivo. A
Figura 4(c) mostra o sistema apos a alimentagdo de 50 mL de meio de cultivo e ap0s o cultivo
por mais 7 dias (Figura 4(d)). Verifica-se que a biocelulose foi formada na por¢cdo em que
houve a remocdo da membrana, semelhante ao proposto pela literatura. Desta forma, a
manutencdo de parte da biocelulose no reator proporciona a continuidade de formagéo da
biocelulose sem a necessidade de reinoculacdo do reator. Desta forma, parte da biocelulose



pode ser extraida do reator a medida que ocorre a sua formacdo. O grande desafio, neste caso,
é a manutencdo da esterilidade deste sistema.

Figura 4 — Aspecto do sistema para cultivo de biocelulose com meio inoculado (a), parte da
membrana removida (b), sistema ap0s alimentacdo de meio (c), continuidade de formacéo de
biocelulose (d) - Ensaio 4a

A Figura 5 apresenta os resultados obtidos no Ensaio 4b.

o - Ty
Figura 5 — Membrana formada no estagio E1 apds 7 dias de cultivo (a) e membrana localizada
entre os estagios E1 e E2 (b), aspecto do sistema no final do ensaio (c) e (d) e apos a
separacao das membranas - Ensaio 4b



Na Figura 5(a) é possivel observar a membrana formada no recipiente E1 ap0s 7 dias
de cultivo, e a Figura 5(b) parte dessa membrana, aproximadamente a metade, localizada em
cada um dos estagios. Alem do reposicionamento da membrana formada, foram repostos 30
mL de meio no estagio E1 e 100 mL de meio foram adicionados no estagio E2 (Figura 5(b)).
E possivel verificar o aspecto do sistema ap6s 7 dias de cultivo, no final do ensaio, na Figura
5(c) e 5(d) e ap0s separacdo das membranas (Figura 5(e)). Houve formacao de membrana na
porcdo disponivel dos estagios E1 e E2 ndo ocupada pela primeira membrana formada. Este
ensaio teve como principal objetivo a obtencdo de membranas utilizando um procedimento
semelhante ao de Kralisch, Hessler e Klemm (2008), que utilizaram um reator semi continuo
denominado HoLiR (Horizontal Lift Reactor). Neste sistema, quando a membrana atinge uma
espessura determinada, parte dela é suspensa e uma de suas extremidades é presa ao
mecanismo de extra¢do. Esse mecanismo entdo sera responsavel por suavemente puxar parte
da membrana para o exterior do reator, enquanto a outra parte permanece no interior do reator
e continua a ser formada horizontalmente. Analisando os resultados verifica-se que os maiores
valores de massa de biocelulose foram obtidos no Ensaio 2 e no Ensaio 3b. Ressalta-se que a
vantagem da configuracdo do Ensaio 2, sistema de reatores em serie/paralelo que néo
necessitou de um fluxo de ar, o que implica em custos menores.

Conclusodes

No estudo da otimizacdo da producdo de biocelulose utilizando residuos
agroindustriais foi possivel verificar que a estratégia de operacdo em batelada com retiradas
periddicas das membranas formadas e a reinoculacdo do meio de cultivo foi mais favoravel
em relacdo a operacdo em batelada alimentada sem retiradas e reinoculacéo.

A configuracdo do sistema de trés reatores operando em série/paralelo possibilitou a
obtencdo de membranas independentes, porém a reinoculacdo, também, foi um fator
importante na formacdo das novas membranas. A configuracdo de um sistema para cultivo
submerso possibilitou a obtencdo de biocelulose ao redor da tubulacdo de aeracdo que se
encontrava submersa, além da biocelulose formada na superficie em contato com o ar. O que
é um bom indicativo da possibilidade de cultivo submerso da biocelulose, desde que a
concentracdo de oxigénio dissolvido seja suficiente. A configuracdo na qual parte de uma
membrana formada é retirada do sistema, ou na qual ha uma expansdo do sistema pelo
aumento do nimero de estagios, mantendo-se a membrana formada em contato com o0s
estagios, também se mostrou promissora, uma vez que 0S microrganismos continuaram a
formar a biocelulose a partir das suas extremidades.
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