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RESUMO: A celulose bacteriana (CB) € um
biopolimero renovavel que possui a mesma
estrutura quimica da celulose vegetal (CV),
entretanto, diferencia-se por apresentar fibras
de caracter nanométrico e n&o apresentar
impurezas, como lignina e hemicelulose, as quais
sao dificeis de serem removidas. Além disso, a CB
possui maior cristalinidade, maior capacidade de
absorcéo de agua, melhor biodegradabilidade e
biocompatibilidade. Devido a tais caracteristicas,
a CB possui grande potencial para substituicdo da
CV e pode ser aplicada em diversos segmentos,
como na produg¢ao de papel, na area farmacéutica
e de biomedicina. Entretanto, apesar de possuir
vastas aplicagdes, sua utilizagédo industrial ainda
¢é limitada e enfrenta diversos impasses. Um dos
maiores desafios para viabilizar seu uso industrial
esta em produzir a CB em larga escala com tempo
reduzido e maior rendimento, de modo a suprir a
demanda industrial. Sendo assim, destaca-se a
importancia de realizar estudos que otimizem a
producédo da CB e aumentem seu rendimento.



Para tanto, faz-se necessario estudar diferentes meios de cultivos, com diferentes fontes de
carbono e nitrogénio que, quando combinadas com as condi¢des de crescimento apropriadas,
aumentem a produtividade da CB. Dessa forma, este artigo € uma revisédo de literatura que
apresenta uma visdo geral sobre a produgdo da membrana de CB com diferentes substratos,
dando énfase para a sintese de CB pela bactéria Komagataeibacter hansenii ATCC 23769
em cultivo estético.

PALAVRAS-CHAVE: Celulose Bacteriana. Komagataeibacter hansenii. Utilizagao Industrial.
Fontes nutricionais. Produgdo.

PRODUCTION OF BACTERIAL CELLULOSE MEMBRANES FROM DIFFERENT
SUBSTRATES IN STATIC CULTURE: A REVIEW

ABSTRACT: The bacterial cellulose (BC) is arenewable biopolymer that has the same chemical
structure as vegetable cellulose (VC), however, it differs because it presents nanometric fibers
and does not present impurities, such as lignin and hemicellulose, which are difficult to be
removed. Furthermore, a BC has greater crystallinity, greater water absorption capacity, better
biodegradability and biocompatibility. Due to these characteristics, BC has great potential
to replace VC and can be applied in several segments, such as in paper production, in the
pharmaceutical and biomedical areas. However, despite having vast applications, its industrial
use is still limited and faces several impasses. One of the biggest challenges to have viable
industrial use is to produce BC on a large scale with reduced time and higher performance, in
order to supply industrial demand. Thus, the importance of carrying out studies that optimize
the production of BC and increase its performance is highlighted. Therefore, it is necessary
to study different forms of cultivation, carbon and nitrogen sources that, when combined with
appropriate growth conditions, increase BC productivity. Thus, this article is a literature review
that presents an overview of the production of the BC membrane with different substrates,
emphasizing the BC synthesis by the bacterium Komagataeibacter hansenii ATCC 23769 in
static culture.

KEYWORDS: Bacterial Cellulose. Industrial Use. Komagataeibacter hansenii. Nutritional
sources. Production.

11 INTRODUGAO

O crescente interesse no desenvolvimento sustentavel combinado com a
necessidade de produzir materiais a partir de fontes renovaveis, impulsionou o estudo
dos biopolimeros. Biopolimeros sdo polimeros naturais sintetizados por seres vivos ou
obtidos a partir de matérias-primas provenientes de fontes renovéaveis, sdo considerados
potenciais substitutos dos polimeros petroquimicos. Além disso, apresentam vantagens
como biodegradabilidade, ndo toxicidade, biocompatibilidade, menor antigenicidade e
serem renovaveis (SAHANA; REKHA, 2018). Dentre os biopolimeros mais promissores
atualmente, destaca-se a celulose bacteriana, também conhecida como (CB).

A CB consiste em um filme translucido e gelatinoso, formado por microfibrilas de
celulose entrelagadas, sintetizada por varios géneros de bactérias como a Agrobacterium,
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Pseudomonas e Komagataeibacter (PORTELA et al., 2019; RAGHAVENDRAN; ASARE;
ROY, 2020). Além disso, é um biomaterial que ganhou atencdo por possuir boas
propriedades e uma natureza que permite modificagbes desejada, podendo ser aplicada
em diversos segmentos (HUSSAIN et al., 2019).

Apesar da CB ser considerada uma alternativa ideal para substituir a celulose
vegetal e ter um mercado potencial, o seu alto custo e o tempo de producdo ainda séo
fatores limitantes, por isso muitos pesquisadores tem concentrado esfor¢os na viabilizagéo
da sua producdo buscando melhores condi¢des de cultivo, meios de cultivos alternativos,
avaliando matérias-primas de fontes alternativas ou reaproveitaveis, tais como a utilizagcéo
de residuos agroindustriais ou op¢des comerciais com custos mais baixos (CACICEDO et
al., 2016; TSOUKO et al., 2015; UL-ISLAM et al., 2017), com o objetivo de ampliar a escala
de produgédo de modo a suprir a demanda industrial.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo apresentar o cenario geral sobre a
producao da celulose bacteriana em meios de cultivos com diferentes fontes de nutrientes,
dando énfase para a sintese da CB pela bactéria Komagataeibacter hansenii ATCC 23769
em cultivo estatico.

2| CELULOSE BACTERIANA (CB)

Apesar de as plantas serem as maiores fontes de celulose, alguns micro-organismos,
também apresentam a capacidade de produgéo de celulose como fonte alternativa (KLEMM
et al., 2018; MONA et al., 2019). A obtenc&o da celulose a partir de bactérias, destaca-se
por ser uma alternativa mais sustentavel, de modo que reduz os impactos ambientais,
principalmente relacionado ao desmatamento (DAYAL et al., 2013). Essa classe de celulose
€ denominada celulose bacteriana (MOHITE; PATIL, 2014).

Com estrutura constituida por repetidas moléculas de B—D-—glicopiranose unidas
em cadeias longas, ndo ramificadas, por ligagdes glicosidicas 3-(104) (KAYRA; AYTEKIN,
2019; KLEMM et al.,, 2005), além de pontes de hidrogénio intra e intermoleculares,
promovendo sua resisténcia mecanica, tornando a celulose insoluvel em 4gua e na maioria
dos solventes organicos (CHEN et al., 2015; DONINI et al., 2010; KAYRA; AYTEKIN, 2019)
e diversas hidroxilas em sua superficie conferindo-lhe alta hidrofilicidade e capacidade de
modificagdo quimica (ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014).

Além de ser biodegradavel, atoxica e biocompativel, uma das grandes vantagens
da CB é sua pureza, pois esta permite sua utilizacdo direta (AMORIM et al., 2020;
PORTELA et al., 2019). Além disso, as membranas de CB apresentam boas propriedades
mecaénicas, altos niveis de cristalinidade, alta capacidade de retencéo de agua e excelente
biocompatibilidade (PORTELA et al., 2019). Considerando tais propriedades, as membranas
vém se mostrando como um material multifuncional extremamente (til para diversas
aplicagdes e com grande ascendéncia no mercado.
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Entretanto, ainda é desafiador encontrar caminhos para a produgdo bem-sucedida
das membranas de CB em escala industrial, de modo que todo o seu potencial possa ser
explorado em diferentes aplicagcdes (SHARMA; BHARDWAJ, 2019; TSOUKO et al., 2015).
Desse modo, percebe-se a necessidade de estudar e otimizar a produgcdo em termos de
gerar maior quantidade de celulose em menos tempo e que seja viavel economicamente.
Para isso, &€ necessério conhecer os fatores que influenciam a produgcédo das membranas
de CB, como os micro-organismos produtores, as condigcbes de cultivo e as condi¢bes

nutricionais.

31 PRODUGCAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA

3.1 Micro-organismos produtores de celulose bacteriana

Varias bactérias séo capazes de sintetizar a CB, como Komagataeibacter, Aerobacter,
Agrobacterium, Achromobacter, Alcaligenes, Azotobacter, Rhizobium, Sarcina e Salmonella,
dentre estas, as bactérias do género Komagataeibacter ttm sido amplamente citadas em
estudos de produgéo e considerado modelo para interesses industriais (RANGASWAMY;
VANITHA; HUNGUND, 2015). Esse género recebeu esse nome em homenagem ao
microbiologista japonés, Prof. Kazuo Komagata, por sua contribuigdo sobre as bactérias do
acido acético (RYNGAJLLO et al., 2019).

As espécies do género Komagataeibacter como a K. xylinus e K. hansenii séo os
produtores mais eficientes de celulose em comparacao com outras cepas (RANGASWAMY;
VANITHA; HUNGUND, 2015). A K. hansenii € uma bactéria gram-negativa, estritamente
aerObica, ndo-patogénica, comumente encontradas na superficie de frutas e vegetais em
decomposicdo, no vinagre e em bebidas alcoolicas (CACICEDO et al., 2016; LYNCH et
al.,, 2019). A espécie K. hansenii apresenta-se como bastonetes retos ou ligeiramente
curvos, alongados variando de 0,6 a 0,8 x 10 um, podendo ser ou ndo moveis, a faixa de
temperatura para crescimento fica entre 15 e 34 °C, e temperatura para inativagao entre 65
e 70 °C (KLEMM et al., 2005).

Quando produzidas em condi¢bes estaticas, as microfibrilas de celulose séo
expelidas e formam uma pelicula na superficie, além disso, a necessidade de oxigénio faz
com que as bactérias se movam para a superficie onde ocorre o crescimento e a sintese de
polimero (CACICEDO et al., 2016; RAGHAVENDRAN; ASARE; ROY, 2020). As bactérias
desse género convertem etanol a &cido acético, logo, apresentam uma alta capacidade
de tolerancia a substancia acidas e sao capazes de converter varias fontes de carbono
e nitrogénio em celulose, mas o seu mecanismo de sintese ainda n&o foi completamente
elucidado, porém, acredita-se que seja semelhante ao da K. xylinus, que comeca
sempre com o precursor de UDP-glicose e termina formando uma cadeia polissacaridica
(CACICEDO et al., 2016; RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015).
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3.2 Metabolismo

O processo de sintese da CB pode ser resumido em trés etapas principais: Formacao
das cadeias B-(1—4) advindas da fonte de carbono; secregéo extracelular das cadeias
lineares; e organizacgéo e cristalizagéo das cadeias de glucanas, por meio de ligagdes de
hidrogénio e forcas de Van der Walls dispostas hierarquicamente em tiras (DONINI et al.,
2010).

Abactéria K. xylinus opera no ciclo da pentose-fosfato (hexoses) e no ciclo de Krebs
juntamente com a gliconeogénese e tem a capacidade de metabolizar uma variedade de
substratos carbbnicos para a biossintese de celulose, porém, dependendo da fonte de
carbono utilizada o micro-organismo segue vias metabdlicas distintas para a produgéo da
CB (JOZALA et al., 2016; MONA et al., 2019).

No caso da glicose como fonte de carbono, a bactéria oxida a glicose diretamente
na forma de &cido glucénico (gluconato) e como resultado ocorre a diminuigdo do pH da
cultura e da producgéo da celulose, a explicagéo para isso é que a glicose € consumida mais
rapidamente se comparada a outras fontes de carbono, portanto, a bactéria converte a
glicose em &cido gluconico, o qual se acumula no sistema e em excesso causa a diminuicao
do pH e a produgédo da CB é prejudicada (CHEN et al., 2019; GULLO et al., 2017).

Em presenca de frutose como fonte de carbono, a biossintese depende de duas
vias, a via das pentoses. Dessa forma, a frutose é diretamente metabolizada e transformada
em frutose-6-fosfato e, posteriormente, é isomerizada para glicose-6-fosfato pela enzima
fosfoglicose isomerase e a partir desse ponto a via metabélica para produgéo de CB segue
0 mesmo caminho da sintese do biopolimero utilizando de glicose (CHAGAS, 2018).

Na producdo da CB a partir de dissacarideos, (sacarose, lactose, maltose e
ribose), a biossintese do biomaterial inicia-se no periplasma da célula com a hidrolise dos
dissacarideos em monossacarideos, como frutose e glicose (LEE et al., 2014).

Durante o cultivo estatico a membrana formada na interface ar/liquido permite as
bactérias aerdbicas moverem-se para a superficie possibilitando obter oxigénio com maior
facilidade para seu crescimento (CACICEDO et al., 2016; DONINI et al., 2010). Além disso,
esse mecanismo de flotagdo previne a desidratacdo do substrato, serve como protecéo
contra a luz ultravioleta e atua como uma barreira contra o crescimento de outros micro-
organismos (DONINI et al., 2010; PORTELA et al., 2019).

3.3 Condicoes Nutricionais

Na producdo de CB os micro-organismos sdo inoculados em meios nutrientes
convencionais que possuem a funcdo de simular o seu habitat, portanto, devem conter
fontes de carbono, nitrogénio, sais inorganicos, e, se necessario, outros nutrientes
organicos tais como aminoéacidos, vitaminas e outros necessarios para o crescimento
microbiano (IGUCHI et al., 1988). Como meio padrdao para o cultivo da CB, tém-se o
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meio Hestrin-Schramm (HS), porém, esse meio apresenta um custo elevado em virtude
da suplementagéo de glicose ou manitol, extrato de levedura e peptona como substratos
de maiores custos e, portanto, torna-se inadequado para ser usado na produgcédo da CB
industrialmente (ABDELRAOF; HASANIN; EL-SAIED, 2019; HESTRIN; SCHRAMM, 1954).

Por esse motivo, sdo encontrados diversos trabalhos na literatura para que
descrevem a producédo de CB com diversos substratos visando diminuir o custo de producéao
e aumentar a quantidade de celulose gerada pelas bactérias, tais estudos séo importantes
pois visam viabilizar a producéo da CB em uma escala significativa para transformar o seu
uso industrial viavel nos diferentes campos do conhecimento de aplicagdo, uma vez que
o custo de produgado associado ao substrato representa até 65% do custo total do cultivo
microbiano (ABDELRAOF; HASANIN; EL-SAIED, 2019; TSOUKO et al., 2015). Logo, o
meio de cultura é o fator mais importante para o custo total de produ¢éo da CB, em especial
a fonte de carbono (JOZALA et al., 2016).

Nesse sentido, as bactérias acéticas do género Komagataeibacter produzem CB
utilizando a glicose como fonte tradicional de carbono, porém, esse substrato pode ser
substituido por fontes alternativas como etanol, n-butano, manitol, glicerol, lactato, frutose,
sacarose, maltose, xilose, melagos, entre outros, tendo em vista que nédo hidrolisam o
amido nem a lactose e sédo quimiorganotréficas (JOZALA et al., 2016).

O nitrogénio por sua vez € um componente principal, muito importante no
metabolismo celular, e compreende entre 8 e 14% da massa celular seca de bactérias, além
de fornecer aminoacidos, vitaminas e sais minerais para o micro-organismo (CAMPANO et
al., 2016). Como fontes de nitrogénio destacam-se sais de amonio, sulfato de aménio, cloreto
de aménio, fosfato de amobnio, nitratos, ureia, peptona, extrato de levedura ou semelhantes
(IGUCHI et al., 1988). O extrato de levedura e a peptona sao os componentes basicos para
0 meio HS e séo as fontes de melhor assimilagdo no metabolismo da Komagataeibacter sp.
(CAMPANO et al., 2016).

Os sais inorganicos como fosfatos, sais de magnésio, sais de célcio, sais de
ferro, sais de manganés, podem ser adicionados. Como nutrientes orgénicos se tem os
aminoécidos, vitaminas, acidos graxos, acidos nucléicos, extratos de leveduras, e proteina
de soja hidrolisada (IGUCHI et al., 1988).

Outro ponto importante na produgéo do meio de cultivo é, se esses substratos para
fornecer os nutrientes para a bactéria, é se esses substratos sdo bem assimilados por
determinada cepa a fim de conseguir converter o maximo de CB e o minimo de produtos
secundarios, como os acidos organicos, que diminuem o pH do meio de cultivo durante a
producéo da CB e reduzem o rendimento da celulose (ULLAH et al., 2016).

Além disso, a otimizag&o da sintese de CB para aplicagdes industriais requer primeiro
a produgdo em pequena escala com protocolos aprimorados para conseguir atingir uma
quantidade de celulose superior (UL-ISLAM et al., 2017). Logo diversas fontes de carbono
(monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos) e nitrogénio (organico e inorgénico)
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foram avaliados para a producéo da CB por K. hansenii (ATCC 23769) em meio de cultivo
estéatico na literatura e sdo apresentadas no Quadro 1.

Entre os estudos apresentados no Quadro 1, observou-se que manitol/ lactose/
melago cinta preta foram as melhores fontes de carbono, quanto extrato de levedura/
Prodex Lac® foram as melhores fontes de nitrogénio para a producéo da CB. Quando
se analisa essas fontes de carbono, os substratos de grau analitico que se destacaram
para a producdo da CB foram o manitol e a lactose. A melhora na produgéo da CB a
partir do manitol se da em funcéo do fluxo metabdlico para a produgéo do &cido glucdnico
como subproduto nesta via ser baixo comparado com a fonte tradicional (glicose), esse
fato é evidenciado na resposta negativa na producao da CB a partir da glicose mostrada no
Quadro 1 (GULLO et al., 2019; JONAS; FARAH, 1998).

Dias de Producao

Fonte de Carbono Suplementacao pH Temperatura Cultivo (@/L) Literatura
Extrato de
acucares da ) Kiziltas et al
madeira extraidos 8,0 28 10 0,15 (2015)
com agua quente
Extrato de
Glicose, Sacarose levedura e Lima et al
e Frutose Peptona de 50 30 7 0.9 (2017)
caseina
o . Extrato de Lima et al
Liquido de Sisal levedura 50 30 7 2,2 (2017)
. Khattak et al
Melaco cinta preta - 6,0 30 9 2,9 (2015)
Melaco da Khattak et al
cervejaria ) 6.0 30 9 1,74 (2015)
Tureck
Lactose Prodex Lac® - 30 12 5,6 (2017)
Gunduz e
- Suco de cenoura - 30 14 1,35 Asik (2018)
Manitol e Etanol Extrato de 7,0 26,3 12 2,85 Farrag etal
levedura ’ ’ ’ (2019)

Quadro 1 — Produgéo de celulose bacterina a partir de K. hansenii (ATCC 23769) utilizando diferentes
fontes nutricionais em cultivo estatico.

Fonte: Elaborado pelos autores (2021).

Dentre todos os estudos encontrados na literatura utilizando a K. hansenii (ATCC
23769) com o uso de nutrientes alternativos, o trabalho de Turek (2017) apresentou a maior
producgéo de CB, a autora explicou que a lactose juntamente com a fonte de nitrogénio (Prodex
Lac®) tiveram efeitos sinérgicos, demonstrando que a combinag¢é@o desses dois substratos
tem efeitos positivo na produgdo da CB, porém, ainda ndo esta claro qual o papel deles no
metabolismo da K. hansenii. Ja o destaque do extrato de levedura na producéo da CB foi
atribuido ao seu contetdo de nitrogénio e fatores de crescimento (CAMPANO et al., 2016).
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Dessa forma, diante de todos os fatos mencionados, a busca pela otimizagdo nas
condi¢des de cultivo se torna essencial, visto que esta influencia diretamente no custo e
rendimento da CB (SHARMA; BHARDWAJ, 2019; TSOUKO et al., 2015). Adeterminacgéo de
um meio ideal e de um conjunto apropriado de condi¢bes de crescimento que permita altos
niveis de produgao de CB é importante para a viabilidade da ampliagéo dessa tecnologia
para uma aplicacédo industrial (RUKA; SIMON; DEAN, 2012). Porém, essa determinacéo
deve ser cuidadosamente calculada antes da produgdo em massa de CB (RUKA; SIMON;
DEAN, 2012).

Assim, o estudo do uso de substratos alternativos, além dos tradicionais, visando
encontrar novos substratos que contribuam para a reducgéo do custo final desse polimero é
de fundamental importancia para obter uma producéo viavel da CB industrialmente para a
sua disseminacdo em diversas aplicacbes tecnoldgicas e inovadoras.

3.4 Condicoes de cultivo

A literatura apresenta diferentes estratégias para a produgéo de CB (CAMPANO et
al., 2016; TSOUKO et al., 2015). A producéo e as propriedades (em especial a porosidade)
da CB podem ser afetadas por algumas condi¢cbes de cultivo, como pH, temperatura,
tempo de cultivo, cepa utilizada, tipo de cultivo (estéatico ou agitado), proporgéo de inéculo,
volume/concentragdo de in6culo, fontes de nutrientes e disponibilidade de oxigénio sao
fundamentais para obter propriedades reprodutiveis do polimero (BASU; VADANAN; LIM,
2019; KLEMM et al., 2018).

A faixa de pH onde ocorre a produgao da celulose é entre 4,5 e 7,5, em pH menores
que 3,5 a CB ¢ inibida e o intervalo que o pH é 6timo para produgao da CB fica na faixa
de 6,5 (JUNG et al., 2010). Ja a temperatura que favorece a producdo da celulose é na
faixa de 28 e 30 °C, com a producéo 6tima em 30 °C e valores acima de 35 °C reduzem
a producdo da CB (RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015; VELASQUEZ-RIANO;
BOJACA, 2017).

A sua produgéo pode ser obtida em laboratoério utilizando cultivos tanto em meios
sélido ou liquido, como em condi¢des estatica ou agitada (DONINI et al., 2010; RUKA;
SIMON; DEAN, 2012; YAMADA). Na cultura estacionaria, o resultado € acumulagédo de
uma membrana gelatinosa e homogénea de celulose sobre a superficie do meio; enquanto
na cultura agitada, a celulose sintetizada surge sob a forma de suspensdes ou esferas
fibrosas irregulares (BRANDES et al., 2017; RECOUVREUX et al., 2011).

Entre as propriedades fisicas obtidas na condigéo estéatica, se tem uma membrana
com estrutura mais cristalina e de alta qualidade, porém demanda um tempo maior de
cultivo (SHARMA; BHARDWAJ, 2019). Enquanto, o cultivo sob agitagdo pode afetar
algumas propriedades da CB como resisténcia mecéanica, grau de polimerizagéo, indice de
cristalinidade e modulo de elasticidade (BRANDES et al., 2017).

Dessa forma, a escolha pelo tipo de cultivo ira refletir nas propriedades fisicas,

Conhecimentos pedagogicos e conteudos disciplinares das ciéncias exatas e da terra 2 Capitulo 13 m



mecéanicas e morfolégicas de celulose obtida, portanto, a escolha ideal dependera da
aplicabilidade final desejada (CACICEDO et al., 2016; JOZALA et al., 2016).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

A celulose bacteriana vem se destacando como um biopolimero altamente promissor
por suas diversas propriedades que permitem uma ampla gama de aplicagbes. Além
disso, sua produgéo e obtencdo sdo ambientalmente amigaveis. Considerando o cenério
apresentado neste estudo, a otimizacdo da produgédo da CB utilizando meios de cultivo
alternativos € possivel, bem como reduzir os custos, favorecendo a aplicabilidade para uma
escala industrial, ja que otimizagdo e redugdo de custos sédo pré-requisitos tecnologicos a
serem adotados em larga escala.
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