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Obtencao de biofilme ativo pelo cultivo em simbiose de
Chlamydomonas reinhardtii e Komagataeibacter xylinus

Obtaining active biofilm by symbiotic cultivation of Chlamydomonas
reinhardtii and Komagataeibacter xylinus

Evelyn Pereira Ribeiro Garcia’, Andréia Anschau?

RESUMO

A busca por alternativas sustentaveis na produgao de biomassa e bioprodutos tem impulsionado pesquisas
sobre estratégias para otimizar o crescimento de microrganismos de interesse industrial. A nanocelulose
bacteriana (NCB) tem sido recentemente objeto de inUmeras pesquisas, ndo sé pela sua biossintese
sustentavel, mas também pelo seu elevado potencial em areas como a biomedicina ou os biomateriais.
Uma relagdo simbiotica entre uma microalga fotossintética, Chlamydomonas reinhardtii, e a bactéria
produtora de celulose, Komagataeibacter xylinus, foi estabelecida a fim de obter um biofilme viavel e ativo,
explorando beneficios mutuos através de trocas de nutrientes e a possibilidade de utilizagdo de
nanocelulose bacteriana como suporte para o crescimento. de microalgas, proporcionando um ambiente
ideal para o seu desenvolvimento. A avaliagao das diferentes propor¢cdes de meio misto TAP e HS revelou
que a formulagao de 9:1 (TAP:HS) foi a mais eficiente para a incorporagao e imobilizagdo das microalgas na
matriz de nanocelulose bacteriana. Este estudo representa um passo importante em direcdo a solugbes
mais sustentaveis e inovadoras para aplicagbes de biofilmes de celulose bacteriana (BC) em areas ainda
nao exploradas.
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ABSTRACT

The search for sustainable alternatives in the production of biomass and bioproducts has driven research
into strategies to optimize the growth of microorganisms of industrial interest. Bacterial cellulose (BC) has
recently been the subject of a considerable amount of research, not only for its environmentally friendly
biosynthesis, but also for its high potential in areas such as biomedicine or biomaterials. A symbiotic
relationship between a photosynthetic microalga, Chlamydomonas reinhardtii, and a cellulose producer
bacterium, Komagataeibacter xylinus, was established in order to obtain a viable and active biofilm,
exploring mutual benefits through nutrient exchanges and the possibility of using bacterial nanocellulose as
support for growth. of microalgae, providing an ideal environment for their development. The evaluation of
the different proportions of TAP and HS mixed media revealed that the 9:1 (TAP:HS) formulation was the
most efficient for the incorporation and immobilization of microalgae in the bacterial nanocellulose matrix.
This study represents an important step towards more sustainable and innovative solutions for applications
of bacterial cellulose (BC) biofilms in areas not yet explored.
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INTRODUCAO

A busca por alternativas sustentaveis e inovadoras na producdo de biomassa e
bioprodutos tem impulsionado a investigagdo de estratégias inovadoras para otimizar a
producdo de microrganismos de interesse industrial. A simbiose de microalgas e bactérias
oferece um grande potencial para aplicagdes biotecnolégicas, com beneficios mutuos que
vao desde a otimizagdo das condi¢cdes de crescimento até a descontaminagao de agua,
uma vez que ha uma reciclagem de nutrientes, as microalgas consomem o CO, produzido
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pelas bactérias e o O, produzido pelas cianobactérias € consumido pelas bactérias. A
simbiose entre microalgas e bactéria, permite a troca de nutrientes e promove um
ambiente favoravel para ambas as espécies. Além disso, o desenvolvimento de suportes
de nanocelulose bacteriana tem se provado uma abordagem promissora para
encapsulamento e cultura microbiana, sendo um polissacarideo usado em diversas areas
por conta de suas caracteristicas unicas, como a hidrofilicidade, porosidade,
cristalinidade, resisténcia mecanica, biocompatibilidade e possibilidade de modificacdo
quimica, fornecendo um ambiente tridimensional adequado para o crescimento e
proliferagdo de microalgas. Neste contexto, este trabalho aborda a simbiose de
Chlamydomonas reinhardtii e Komagataeibacter xylinus, explorando interagdes benéficas
entre esses organismos.

MATERIAIS E METODOS

A microalga C. reinhardtii foi cedida pela Universidade Federal de Uberlandia
(CC-124 wild type mt-[137c]), origem Chlamydomonas Resource Center/University of
Minnesota, e mantida em geladeira a 7°C por 3 dias. Apés, foi feita a ativagdo da
linhagem utilizando 10 mL de células em um erlenmeyer com meio tris-acetato-fosfato
(TAP) a uma temperatura de incubacéo de 30 °C, fotoperiodo de 12h e intensidade
luminosa de 1800 lux. Apds 7 dias, foi feito repique e mantido a uma temperatura de
incubacado de aproximadamente 30°C e pH 7, com repiques mensais. O meio de cultura
das microalgas consiste em solugao de tris-acetato-fosfato (TAP) sais (cloreto de ambnio,
NH,CI; sulfato de magnésio, MgS0O,.7H.,0; cloreto de calcio, CaCl,.2H,0), solugao fosfato
(fosfato dipotassico, K,HPO,; fosfato monopotassico KH,PO,), solugao de oligoelementos
de Hutner (sal dissédico de EDTA; sulfato de zinco, ZnS0O,.7H,0; acido bdrico, H;BO;;
cloreto de manganés (Il), MnCl,.4H,0; cloreto de cobalto (ll), CoCl,.6H,0O; sulfato de
cobre, CuSO,.5H,0; sulfato de ferro, FeSO,.7H,0; molibdato de ambnio,
(NH,4)sMo0,0,,.4H,0); tris-hidroximetil-aminometano, (NH,C(CH,OH);)) e acido acético,
(CH;COOH). A linhagem de Komagataeibacter xylinus (ATCC® 53524™), cedida pela
Universidade Federal de Santa Catarina, foi cultivada em meio Hestrin-Schramm (HS)
(glicose, C¢H1,04; peptona, extrato de levedura; fosfato dissédico, Na,HPO,; acido citrico,
CsHsO;) a pH 6,5, a temperatura de 28°C por 7 dias, de forma estatica, possibilitando a
formacao de diferentes camadas de celulose produzida pela bactéria.

Para o crescimento em simbiose, as microalgas foram adicionadas ao meio de
cultivo bacteriano e cresceram juntas em uma mistura de meio TAP e HS em
concentragbes diferentes, sendo dois deles cultivos controle de Chlamydomonas
reinhardtii com meio em 100% TAP e Komagataeibacter xylinus com meio 100% HS,
9,5:0,5 (TAP:HS), 9:1 (TAP:HS) e 8:2 (TAP:HS). Os cultivos foram feitos de forma estatica
a 28°C com fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 1800 lux, em placas de cultivo
de células de 24 pogos (Figura 1), e em erlenmeyers de 250 mL para moldar a
nanocelulose em diferentes diametros e espessuras.

Apods 14 dias de cultivo, foram retiradas amostras de nanocelulose, sendo lavadas
trés vezes com agua destilada e comprimidas até que saisse todo meio liquido interno
(Figura 2A), e levado ao microscépio optico para observagéo de incorporagao (Figura 2B).

RESULTADOS E DISCUSSOES
As células cultivadas em meio misto com diferentes propor¢coes de TAP e HS
permitiram avaliar a eficiéncia de integracdo. A razdo de 9:1 (TAP:HS) foi a formulagao
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ideal para incorporacdo e imobilizagdo das microalgas na matriz de nanocelulose
bacteriana. Tal propor¢cdo permitiu o crescimento de ambas e formagao das camadas de
nanocelulose. A maior propor¢ao de meio HS em comparagdo com meio TAP se da pela
necessidade de glicose para a sintese da nanocelulose bacteriana. A viabilidade das
células de microalgas se manteve em todas as proporgdes, porém foi evidente a mudancga
da morfologia e textura do biomaterial vivo. Analisando e identificando as concentragdes
necessarias de cada inéculo, foi possivel manter um consércio simbiético bem-sucedido.

Figura 1 - Simbiose em placas de cultivo de células

Fonte: Autoria propria

Figura 2 - Incorporacgéo visiv
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CONCLUSAO

O estudo aqui apresentado abordou a potencial simbiose entre a microalga
Chlamydomonas reinhardtii e a bactéria produtora de celulose Komagataeibacter xylinus,
explorando as interagdes benéficas entre esses microrganismos para otimizagéao
sustentavel da produgédo de biomassa. A simbiose de microalgas e bactérias se mostra
como uma abordagem promissora, oferecendo vantagens de otimizagdo das condigbes
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de cultivo, como o reuso e troca de nutrientes, criando um ambiente favoravel para
ambas as espécies.

A avaliagdo das diferentes propor¢des de meio misto TAP e HS revelou que a
formulacdo de 9:1 (TAP:HS) foi a mais eficiente para a incorporagao e imobilizagdo das
microalgas na matriz de nanocelulose bacteriana. Embora as morfologias e texturas
tenham apresentado mudancgas, a viabilidade das células de microalgas se manteve em
todas as proporgdes testadas. Os indculos permitiram um consoércio simbidtico,
apontando para um potencial significativo para aplicagdes biotecnoldgicas e de produgéo
sustentavel.

Portanto, os resultados e discussdes apresentados destacam o potencial dessa
abordagem simbidtica e do uso de nanocelulose bacteriana como suporte para o cultivo
de microalgas, abrindo caminho para avangos na biotecnologia e na produgédo de
bioprodutos.
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