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Apresentacao

Acompanhar o desenvolvimento da ciéncia na area da biotecnologia sempre
representa um incentivo na busca de solug¢des inovadoras para a produgao
de insumos sustentaveis para a agroindustria, alimentagao e areas correlatas
como a biomedicina e farmacia.

Desta forma, € com satisfacdo que colocamos a disposicdo dos leitores a
presente publicagdo, que apresenta informacdes sobre a celulose bacteriana.
Trata-se de um biopolimero produzido por bactérias, de facil obtengao,
altamente versétil e com uma multiplicidade de aplicagdes, cuja producao
em escala industrial, entretanto, esbarra no custo ainda elevado. Assim,
este documento apresenta alternativas de producéo de celulose bacteriana
incluindo o uso de residuos agroindustriais, visando diminuir o custo final
de produgcdo, bem como possibilidades de aplicagdes, principalmente
as agroindustriais. Seu objetivo é disponibilizar os dados mais recentes a
respeito de algumas espécies produtoras de celulose bacteriana, bem como
sistematizar as diversas aplicacdes tecnoldgicas desse biopolimero, suas
limitagdes e as perspectivas futuras.

Espera-se que a multiplicidade de informagbes abordadas nesta série
documentos represente um conteudo relevante para pesquisadores, pos-
graduandos, especialistas e profissionais das areas de biotecnologia e
de aproveitamento de residuos agroindustriais, de forma que possam
constatar as potencialidades da produgao e do uso da celulose bacteriana no
desenvolvimento e inovagao tecnoldgica.

Lourdes Maria Corréa Cabral
Chefe-Geral da Embrapa Agroindustria de Alimentos



Sumario

T 10T [T Vo OSSR 9
Producao de celulose bacteriana ..............ccccooiiiiiiiii 10
Modificagdo genética das cepas produtoras de celulose bacteriana........... 14

Parametros de processo fermentativo para produgao de celulose

bacteriana. ... 15
Tipos de biorreatores utilizados na producao de celulose bacteriana.......... 22
Aplicagdes de celulose bacteriana .............cccooveiiiiiiiiiiie e 28
Limitagbes e perspectivas futuras no uso de celulose bacteriana ............... 34
AGradeCimENTOS. ....ooeiii i 35

REEIENCIAS ... e e e e e e e e 35



Producéo de Celulose Bacteriana e suas Aplicacdes 9

Introducao

Odesenvolvimento de procedimentos para a produgéo e aplicagao de materiais
biodegradaveis tem sido visto como uma maneira de aumentar a eficiéncia
dos processos convencionais e garantir a seguranga do meio ambiente,
dentro do conceito de bioeconomia. Entre esses materiais biodegradaveis, a
celulose bacteriana (CB) se destaca por ser um polimero de carboidrato de
facil obtencdo com potencial para aplicagdo em diversas areas (Panesar et
al., 2012; Wu et al., 2013).

A CB possui a mesma formula quimica que a celulose vegetal (C,H, O,).
fazendo parte do grupo dos carboidratos, moléculas compostas basicamente
de carbono, hidrogénio e oxigénio, também denominados glicidios ou hidratos
de carbono. Oriunda da jungdo de centenas de moléculas B-glicose, por meio
de ligagdes [3-1,4-glicosidicas, a unidade de repeticédo é a celobiose, formada
pela unido de duas moléculas de glicose (Vazquez et al., 2013).

A celulose bacteriana foi primeiramente descrita em 1886 por Brown,
enquanto estudava a fermentacdo acética e observou a formagao de uma
pelicula gelatinosa esbranquigada na superficie do meio liquido (Brown,
1886). Sua existéncia, no entanto, ja havia sido observada anteriormente,
quando foi denominada como mae do vinagre.

A producgédo da CB, quando comparada a celulose vegetal, se mostra mais
versatil, econbmica e ecologicamente sustentavel, devido a redugédo do
impacto ambiental ao eliminar a producdo de efluentes téxicos gerados
durante a separacgéo da celulose do material lignoceluldsico (Tabarsa et al.,
2017). Como a CB nao se apresenta ligada a lignina, hemicelulose e outros
constituintes dos materiais lignoceluldsicos, € considerada quimicamente
pura (Wang et al., 2011; Shi et al., 2014), diferentemente da celulose vegetal
onde sao necessarios tratamentos quimicos agressivos para sua obtengéo.
Devido as suas caracteristicas, a CB € um produto com elevada aplicabilidade
industrial. Enquanto as fibras da celulose vegetal apresentam dimensodes
macromeétricas, as fibras da CB apresentam um carater nanométrico (Yoshino
et al., 2013) o que a confere propriedades interessantes, além da pureza,
dentre as quais destaca-se a cristalinidade, a alta resisténcia mecénica e a
alta capacidade de retengao de agua. Mesmo depois de passar pelo processo
de desidratagao, ela ainda consegue absorver bastante umidade, mantendo
as propriedades mecanicas e estruturais Unicas, tendo maior resisténcia a
tracao, baixo grau de polimerizagdo, boa adaptabilidade bioldgica (Czaja
et al., 2007) e possibilidade de ser moldada em estruturas tridimensionais
durante sua sintese (Helenius et al., 2006). Esta revisdo visa abordar
aspectos relacionados a produgéo da CB enquanto biopolimero, as inimeras
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aplicagdes do produto e de seus compdésitos, avangos no meio do cultivo, o
panorama sobre a situagao da produgao atual e a viabilidade da produgéao
em ampla escala.

Producéao de celulose bacteriana

A celulose bacteriana pode ser biossintetizada por varias espécies de
bactérias pertencentes aos géneros: Acetobacter, Achromobacter, Aerobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter, Escherichia, Komagataeibacter
ex. Gluconacetobacter (Yamada et al., 2012), Pseudomonas, Rhizobium e
Sarcina (Huang et al., 2014; Hassan et al., 2015). Depois do primeiro estudo
documentado sobre a produgéo de CB relatado por Brown (1886), somente
cerca de 100 anos apds, recomegou o interesse por esse biopolimero (Souza
et al., 2020a).

Assim, comegou-se a verificar espécies/estirpes com grande potencial de
producdo, dentre elas as bactérias do género Komagataeibacter, eficiente
produtor, com quantidades consideraveis de CB a partir de diferentes fontes
de carbono e de nitrogénio complexas (Lee et al., 2014). Sdo microrganismos
gram-negativos, tolerantes a condigbes acidas (pH abaixo de 5), estritamente
aerdbios, nao fotossintéticos, com uma temperatura étima para multiplicacao
entre os 15 e 34 °C (Lima, 2014a). A espécie Komagataeibacter xylinus
(Huang et al., 2014), apresenta morfologia de bastonetes retos ou ligeiramente
curvos, alongados com tamanho que varia entre 0,6-0,8 x 10* um, podem
ser ou nao moveis. K. xylinus pode ser encontrada na superficie de frutas
e vegetais em decomposi¢do, em vinagre ou em bebidas alcodlicas (Dayal
et al., 2013). Além de K. xylinus, outras espécies de bactérias também tem
o potencial de produgdo com um bom rendimento de CB, como pode ser
observado na Tabela 1.

Via metabdlica das bactérias produtoras de celulose bacteriana

De acordo com Huang et al. (2014), a producédo de CB pela K. xylinus no
meio de cultivo é associada a multiplicacao celular. Dessa forma, o consumo
de nutrientes, especialmente a fonte de carbono utilizada no meio de cultivo
deve ser suficiente para a multiplicagcao celular e a produgao de celulose.

Lee et al. (2014), apresentaram a via metabdlica das bactérias produtoras de
celulose de forma bem detalhada, demonstrando que K. xylinus pode operar
tanto no ciclo das pentoses fosfato como no ciclo de Krebs, dependendo
do estado fisiolégico da célula juntamente com a gliconeogénese. O ciclo
das pentoses envolve a oxidagcdo de carboidratos, enquanto, o ciclo de
Krebs envolve a oxidagdo de acidos orgéanicos, como oxalosuccinato e
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Tabela 1. Diferentes microrganismos, fontes de carbono e aditivos na producgéo de
celulose bacteriana.

Fonte de Aditivos Rendimento

Microrganismo Referéncia

Carbono (g/L)

Acetobacter xylinus

ssp. Sucrofermentans Frutose Oxigénio 10,40 Chao et al. (2000)

BPR2001

Acetobacter sp. A9 Glicose Etanol 15,20 Son et al. (2001)

A. xylinum E25 Glicose - 3,50  Krystynowicz e Czaja (2002)

Acetobacter sp. V6 Glicose Etanol 4,16 Son et al. (2003)

A. xylinus BPR2001 Frutose Agar oxigénio 14,10 Bae et al. (2004a)

Gluconacetobacter Glicose Oxigénio 1,72 Jung et al. (2005)

hansenii PJK

G. xylinus IFO 13773 Melago o 5,76 Keshk; Sameshima (2006)

A. xylinum NUST4.1 Glicose Alginato de sodio 6,00 Zhou et al. 2007

G. xylinus K3 Manitol Cha verde 3,34 Nguyen et al. (2008)

G. Xylinus Sacarose - 3,83 Mikkelsen et al. (2009)

ATCC 53524

(GGHpezr)simmosis Glicose Extrato de carne 5,14 Hungund e Gupta (2010)

A. xylinum Licor de

(ATCC 700178) maceracdo de Carboximetilcelulose 13,00 Cheng et al. (2011)
milho e frutose

G. medellensis Glicose - 4,50 Castro et al. (2012)

G. intermedius Glicerol Carboximetilcelulose 3,4 Kose et al. (2013)

NEDO-01

G. xylinus Manitol - 1,85 Mohammadkazemi et al.

PTCC1734 (2015)

a-cetoglutarato (Donini et al., 2010; Lee et al., 2014). K. xylinus ndo é capaz
de metabolizar a glicose anaerobicamente uma vez que nao possui a enzima
fosfofrutoquinase-1, requerida na via glicolitica para catalizagao da reagao
da fosforilagdo da frutose-6-fosfato a frutose-1,6-difosfato. Desta forma,
a sintese da celulose nessa bactéria € produto de um pool metabdlico de
hexoses fosfato baseado diretamente pela fosforilagdo de hexoses exégenas
e, indiretamente, pela via das pentoses e gliconeogénese envolvendo varias
reagdes bioquimicas, as quais sdo reguladas por um numero elevado de
enzimas e de complexos de proteinas reguladoras e cataliticas (Donini et al.,
2010). Quando a fonte de carbono ¢ a glicose, a via metabdlica possui quatro
processos enzimaticos chave conforme demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Esquema simplificado mostrando a principal via metabdlica de K. xylinus.

Os quatros processos enzimaticos sao: a fosforilagdo do carbono 6 da glicose
pela enzima glucoquinase; a isomerizagdo da glicose-6-fosfato (Glc-6-P)
para glicose-1-fosfato (Glc-1-P) pela fosfoglucomutase; a sintese de uridina-
difosfato-glicose (UDPGiIc) pela urididina difosfato pirofosforilase (UGPase) e,
por fim, a reagao da celulose sintase, que produz a celulose a partir da uridina
difosfato glicose.

A uridina difosfato glicose (UDPGiIc) é o precursor direto da celulose e um
composto encontrado em muitos organismos. Estudos mostram que a
enzima uridina difosfato pirofosforilase (UGPase) é de grande importancia
no processo de sintese da CB, uma vez que é aproximadamente 100 vezes
mais ativa em organismos produtores de celulose do que em organismos nao
produtores (Sunagawa et al., 2013).

Quando a fonte de carbono utilizada é um dissacarideo como maltose ou
sacarose, a via metabdlica de sintese da celulose comecga pela hidrélise
desses dissacarideos em monossacarideos como frutose e glicose (Lee et
al., 2014). O composto acido ciclico diguanilico (c-di-GMP) possui importante
papel na rota de sintese, exercendo papel de ativador alostérico, ja que sem
esse composto, a agado da celulose sintase se apresenta diminuida ou ainda,
inativada (Valla et al., 1989).

Portanto, a celulose é sintetizada em duas etapas intermediarias: na primeira
ocorre a formacéao das cadeias de 1,4-3-glicano (cadeias lineares que formam
ligagbes de hidrogénio inter e intramoleculares, altamente regulares), essa
etapa ocorre na membrana citoplasmatica e na segunda ocorre a montagem,
cristalizacdo das cadeias de celulose e entrelagamento da estrutura. A
segunda etapa é a limitante do processo (Tabuchi, 2007).
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A CB comega a ser sintetizada quando a bactéria origina cadeias que se
agregam gerando nanofibrilas com largura de, aproximadamente, 1,5 nm, se
agrupam com outras 36 iguais a elas, formando uma microfibrila elementar
com um didmetro variando de 3 a 3,5 nm. Aproximadamente 46 fibrilas
adjacentes se juntam por meio de ligagdes de hidrogénio formando um
ribbon, que é o nome dado as fibras de CB (Figura 2).

Microfibra o~ Ribbon

Cadeia de glucana agregada )

Figura 2. Formacao de celulose bacteriana.

A pelicula formada por CB é o resultado de uma matriz de tiras interligadas. A
celulose formada apresenta diversos grupos hidroxila dispostos na superficie,
0 que explica as seguintes caracteristicas: biodegradabilidade, hidrofilicidade
e alta capacidade de modificagcdo quimica para as mais diversas aplicagdes
industriais (Castro et al., 2011).

O processo da sintese da CB é consideravelmente oneroso para a célula,
estima-se que produgao de CB consuma cerca de 10% da energia gerada nas
reagoes catabdlicas e nao interfere nos processos anabdlicos que ocorrem
no meio intracelular (Qureshi et al., 2013).

A enzima celulose sintase é responsavel por catalisar a reagdao de
polimerizagao das moléculas de glicose formando as cadeias de 1,4-3-glicano.
Lee et al. (2014) constataram que o processo de reagao de polimerizagao
ainda ndo é totalmente compreendido. Uma possivel hipotese é que a
polimerizagéo 1,4-B-glicano inclui um intermediario lipidico, inicialmente uma
molécula de glicose € transferida da UDPGIc para uma molécula de lipideo
na membrana plasmatica formado um intermediario gluco-lipidico por meio
da glicosiltransferase (Valera et al., 2014).
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Modificacdo genética de cepas produtoras de
celulose bacteriana

As principais dificuldades da producdo de celulose bacteriana estéo
associadas ao alto custo do meio de cultivo e a baixa produtividade em
escala industrial, que estimula o desenvolvimento de inUmeras pesquisas em
busca de fontes alternativas. Entretanto, a manipulagédo genética de cepas de
microrganismos produtores de celulose visando o aumento da produtividade
tem ganhado destaque.

Quando K. xylinus utiliza como fonte de carbono a glicose ou sacarose, o
principal produto formado é cetogluconato e nio a celulose, que é produzido
por oxidagdo da fonte de carbono (Masaoka et al., 1993). Para reduzir a
conversao de glicose em cetogluconato e aumentar a conversao em celulose,
cepas de Acetobacter negativas para cetogluconato foram isoladas (DeWulf
et al., 1996).

Bae et al. (2004b) modificaram K. xylinus BPR2001 geneticamente, para
comparar a produgdo e as caracteristicas estruturais da CB formada por
estes mutantes com aquelas produzidas pela cepa parental BPR 2001. O
gene modificado dgc1, desempenha um papel importante na ativagédo da
celulose-sintase, que catalisa a sintese de c-di-GMP. Portanto, era esperado
que com a alteragdo no gene dgc1, a producado de CB diminuisse, porém
a producao de CB por esses mutantes nao sofreu alteragdo consideravel,
permanecendo aproximadamente a mesma da cepa progenitora, tanto em
culturas estaticas quanto em culturas submetidas a agitagdo. Além disso, a
taxa de multiplicagdo dos mutantes com alteragdo no gene dgc? foi mais
lenta do que a cepa parental. Isso poderia explicar por que a alteracdo no
gene dgc1 pode nao ter afetado o rendimento geral de CB. Em um reator de
tanque agitado, no entanto, o rendimento de CB de mutantes com alteragao
no gene dgcl foi 36% superior ao da cepa-mae.

Embora a sintese de c-di-GMP seja essencial para a ativagdo da enzima
celulose-sintase, a alteragcdo no gene dgc7, que catalisa a formagédo de
di-GMP-ciclico, provavelmente ndo foi fatal para a sintese de CB. Foi
levantada a hipdétese de que outros genes, dgc2 e dgc3, que possuem
fungbes semelhantes as do dgc1, poderiam complementar ou até melhorar a
producéo de CB (Bae et al., 2004b). No entanto, Tal et al. (1998) verificaram
uma diminui¢do na producao de CB quando o gene dgc1? foi alterado. Os
resultados contraditérios relatados por Bae et al. (2004b) e Tal et al. (1998)
podem ter sido causados pelo curto tempo de cultivo utilizado pelo ultimo
grupo para avaliar o rendimento final de CB.
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Yadav et al. (2010) usaram K. xylinus geneticamente modificado para gerar
celulose modificada com degradabilidade in vivo melhorada. A celulose-
sintase de K. xylinus pode utilizar UDP-glicose e UDP-N-acetilglucosamina
(UDP-GIcNAc) como substratos (Lee et. al., 2014). A presenca de GIcNAc
permite que a CB seja suscetivel a lisozima, ou seja, desestabiliza a estrutura
cristalinada celulose altamente ordenada. Para utilizaresse recurso, uméperon
contendo trés genes de Candida albicans para sintese de UDP-GIcNAc foi
expresso em K. xylinus para produzir monémeros citoplasmaticos ativados de
UDP-GIcNAc acessiveis a celulose sintase e produzir um polimero quimérico
compreendendo glicose e GIcNAc. A difragdo de raios X do polissacarideo
produzido pela cepa de K. xylinus manipulada exibiu metade da cristalinidade
de CB produzida a partir de bactérias ndo modificadas. A CB modificada se
degradou completamente apds 10 dias e sendo indetectavel apos 20 dias,
enquanto foi observada pouca ou nenhuma degradacdo da CB produzida
a partir da cepa controle. O estudo apresentou a degradacao in vivo de um
biomaterial modificado a base de CB.

Jacek et al. (2019) relataram a descoberta de MotA e MotB, genes
aparentemente envolvidos na motilidade de uma estirpe de Komagataeibacter
produtora de celulose. A manipulagdo genética de K. xilinus ocasionou
mudancas significativas na espessura da fibra de nanocelulose bacteriana
e no arranjo espacial, também relataram maior durabilidade a resisténcia a
compressao da CB, sem modificagdo quimica ou mecanica.

Chien et al. (2006) estudaram a expressdo da hemoglobina da bactéria
Vitreoscilla em K. xylinus visando aumentar a multiplicagdo de células de K.
xylinus em um meio agitado contendo celulase. Esses autores verificaram
que a velocidade de multiplicagéo celular aumentou em 50% e a producéo de
celulose pelos organismos recombinantes também aumentou, sendo 11 g/L
enquanto a producgao por K. xylinus sem o gene expresso foi de 6 g/L.

Parametros do processo fermentativo para
producao de celulose bacteriana

Alguns parémetros operacionais sdo determinantes na producdo do
biopolimero de celulose, dentre eles é possivel destacar a temperatura, pH,
composi¢ao do meio de cultura e oxigénio dissolvido no meio, que ¢é alterado
de acordo com a forma de cultivo.
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Composicao do meio de cultivo

O custo do meio de cultivo em processos fermentativos normalmente
€ responsavel por até 50-65% do custo total da produgéo. A literatura
destaca como principal gargalo da produgdo da CB, o seu elevado custo
de produgédo, que limita a sua produgédo industrial (Donini et al., 2010). Os
principais componentes do meio de cultivo que podem afetar a produgéo e o
custo da CB sao a fonte de carbono, a fonte de nitrogénio e os aditivos (sais,
micronutrientes e outros) (Figura 3).

==

F

Fonte de
nitrogénio

I Aditivos I

Figura 3. Fatores relacionados ao meio de cultivo que influenciam na produgao
de celulose bacteriana.

Comumente a CB é produzida em meios sintéticos como o HS (Hestrin e
Schramm, 1954), que apresenta glicose na sua composi¢ao, o que o torna
interessante, pelo fato da glicose ser a principal fonte de carbono utilizada
por K. xylinus e o ALABAN (Alaban, 1962), que possui sacarose como fonte
de carbono (Carreira et al., 2011; Huang et al., 2014), sendo essas duas
fontes nutricionais relativamente caras. O meio HS tem sido o mais utilizado
nos estudos de selegdo de microrganismos e de produgéo de CB. Esse meio
sintético € composto por glicose e acido citrico como fontes de carbono e
peptona e extrato de levedura como fonte de nitrogénio. Outros agucares
como frutose, manitol, xilose e arabinose, também tém sido estudados na
producgéo da CB, usados principalmente para substituir a glicose no meio HS.

Afonte de carbono utilizada para o cultivo de bactérias produtoras de celulose
bacteriana € um importante fator que afeta o rendimento final. Varias fontes
de carbono tém sido avaliadas, incluindo monossacarideos, oligossacarideos,
acidos organicos, alcoois e alcoois de agucar, visando aumentar a produgao
e o rendimento da CB (Masaoka et al., 1993; Ruka et al., 2012).
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Mikkelsen et al. (2009) estudaram diferentes fontes de carbono como manitol,
frutose ou glicose na producdo da CB. Os resultados mostraram taxas
semelhantes de producdo, uma vez que essas fontes foram efetivamente
transportadas por meio da membrana celular. Os autores também observaram
que a transformacao da galactose em celulose nao foi tdo eficiente, devido a
baixa absorcao dessa fonte pelas bactérias presentes no meio.

Apesar de a glicose ser a fonte de carbono mais amplamente usada para o
cultivo de bactérias produtoras de celulose, a formagao de acido glucénico
durante o processo pode ser um obstaculo. O acido glucénico formado
durante o cultivo quando a glicose é utilizada reduz o pH do meio de cultura,
afetando a producdo da CB. Masaoka et al. (1993) atribuiram o menor
rendimento na producdo de CB em altas concentrag¢des iniciais de glicose
devido ao aumento do acido glucbnico no meio de cultivo.

A fonte de nitrogénio é outro importante fator para as bactérias produtoras
de celulose, pois, além de fornecer aminoacidos, podem fornecer vitaminas
e sais minerais. O extrato de levedura e a peptona, componentes basicos
do meio padrao HS, séo as fontes de nitrogénio mais utilizadas na produgao
de CB. No entanto, a agua de maceragédo de milho, mais conhecida como
milhocina, surge como promissora fonte de nitrogénio. A milhocina estimulou
a producéo de CB quando foi adicionado em baixas concentra¢des (0,15%
v/v) ao meio contendo frutose. O lactato presente no CSL, ausente em outras
fontes de nitrogénio, seria a principal razdo para o aumento no rendimento da
CB produzida (Masaoka et al., 1993).

Diversos aditivos podem ser usados visando aumentar a produgao da CB.
A adigdo de etanol ao meio de cultivo pode ser benéfica na supressao da
mutacéo espontanea de bactérias produtoras de celulose em mutantes nao-
produtores de celulose. Esses mutantes normalmente sao formados durante
o cultivo agitado. A adicdo de etanol em culturas submetidas a agitacao
resultou no aumento da produtividade de CB (Park et al., 2003). Son et al.
(2001) estudaram o efeito do etanol na producdo de Acetobacter sp. A9
verificando que a adi¢do de 1,4% em volume de etanol ao meio de cultura
aumentou consideravelmente o rendimento de CB em comparagdo com o
meio de cultura sem etanol.

Ryngajllo et al. (2019) investigaram o efeito da suplementacao de etanol no
perfil global de expressédo génica do Komagataeibacter xylinus E25 usando
tecnologia de sequenciamento de RNA. Os autores mostraram que quando
o etanol esta presente no meio de cultura, o metabolismo da glicose é
direcionado para a produgdo de celulose e um dos motivos é a indugéo de
genes relacionados a formagéo de UDP-glicose. Esses autores relataram
também alteragcbes transcricionais nas vias de biossintese de celulose e
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metabolismo de di-GMP ciclico. Os perfis de nivel de transcrigdo sugerem
que o meio HS suplementado com etanol promove a multiplicagédo bacteriana,
induzindo a biossintese de proteinas e a absorgao de ferro.

Outros aditivos, como os polimeros, também podem afetar a produgao de
CB. Gu e Catchmark (2012) avaliaram o efeito da adicdo de polimeros na
fermentacdo de K. xylinus JCM 9730 (ATCC 700178). Dentre os aditivos
testados, os que modificaram a viscosidade do meio, favoreceram a producao
de celulose. Foi observado que a adicdo de xilana aumentou a produgao
de celulose em 25%, sem ocorrer alteracdo na formagao de esferas, nem
comprometimento da composicdo quimica da celulose obtida, apesar da
reducao na cristalinidade.

A suplementagédo com agar, carboximetilcelulose, celulose microcristalina ou
alginato de sédio no meio para producado de celulose bacteriana em cultivo
agitado por K. xylinus JCM 9730 (ATCC 700178) foi avaliada. A adicdo de
carboximetilcelulose favoreceu a produgdo de celulose bacteriana, sem
alterar a forma de esferas, produzindo aproximadamente seis vezes mais que
o controle, entretanto, as propriedades fisicas da celulose foram alteradas
(Cheng et al., 2009).

Meios de cultivo alternativos

Conforme ja mencionado, o custo produgdo da CB limita a sua produgao
industrial (Donini et al., 2010). O uso de fontes alternativas, a partir de residuos
obtidos da agroindustria, pode ajudar na reducao do custo final (Jozala et al.,
2016).

Gomes et al. (2017) utilizaram o melago de soja como matéria prima para a
producédo da CB por bactérias isoladas de industrias de vinagres. Para uma
das cepas isoladas, a produgao em melago de soja suplementado com 2% de
etanol foi aproximadamente trés vezes maior que a produgao obtida no meio
padréo, para o mesmo microrganismo. O melaco utilizado foi considerado uma
matéria-prima adequada para a biossintese da CB. Além da diferenga obtida
no rendimento, a celulose produzida no melago de soja apresentou maior
taxa de reidratacdo. Entretanto, exibiu uma menor capacidade de retencao
de agua quando comparada a celulose produzida no meio de referéncia, o
que segundo os autores pode ser atribuido a diferengas na estrutura das
membranas obtidas a partir de cada substrato.
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Estudos realizados na Embrapa Agroindustria Tropical utilizaram fontes
agroindustriais (liquido de sisal e suco de caju) como substrato, no cultivo
de Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 sob condigbes estaticas na
producédo de CB. Os resultados mostraram que a membrana de CB obtida
utilizando o suco de caju como meio alternativo com caracteristicas tipicas
e rendimento proximo ao obtido com meio padrdo (Carneiro, 2015; Lima,
2014b).

Jozalaetal. (2015) avaliaram a produgéo de CB por K. xylinus usando residuos
da industria, como frutas podres e soro de leite, como meio de cultura. O meio
HS foi usado como padrao. Todos os meios de cultura avaliados produziram
CB, no entanto o maior rendimento (6 g/L) foi obtido com meio de frutos
podres.

A celulose bacteriana foi produzida por Acetobacter xylinum ATCC 23767
utilizando extrato de residuos de tabaco como fonte de carbono. Os autores
verificaram que a nicotina € um fator inibidor da sintese da CB, mas pode
ser removida a pH 9,0 por destilacao a vapor. Apds o processo de remogao
da nicotina, a produgédo de CB foi de 2,27 g/L. Para melhorar ainda mais
a produgcdo de CB, foram realizadas duas etapas de fermentagdo ao
longo de 16 dias com ajuste de pH e os autores observaram que através
da fermentagdo em duas etapas, a produgcdo de CB pode atingir 5,20 g/L.
Andlises estruturais e térmicas realizadas mostraram que as propriedades da
CB obtida dos residuos de tabaco foram semelhantes as do meio padrao HS
(Ye et al., 2019).

Na Embrapa Agroindustria de Alimentos foram realizadas pesquisas sobre
a producdo de membranas de CB por Acetobacter xylinus ATCC 53582
utilizando suco de caju como fonte de carbono e melago de soja como fonte
de nitrogénio. Esse meio alternativo resultou huma produ¢cdo de membranas
com rendimento superior e custo inferior e com caracteristicas semelhantes
as membranas obtidas com meio padrao (Souza et al., 2020b).

A ampliagdo da variedade de matérias-primas que podem ser utilizadas
como fontes de carbono na elaboragcao dos meios de cultivo contribui com
a reducdo de custos, principalmente quando sdo subprodutos de outras
atividades industriais (Tyagi; Suresh, 2016). A Tabela 2 mostra alguns desses
residuos estudados na produgao de celulose bacteriana.
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Tabela 2. Residuos utilizados na produgao de celulose bacteriana.

Modo de Rendimento

Microrganismo Fonte de Carbono cultivo (g/L) Referéncia
K. xylinus At23770 Efluentes de batata com Estatico 5,81 Thompson;
baixo teor de sélidos Hamilton (2001)
G. hansenii PJK Residuos da cultura - 8,6 Ha et al.
(KCTC 10505 BP) de cerveja (2008)
A. xylinus NBRC Suco de laranja contendo Estatico 5,90 Kurosumi
13693 fonte de nitrogénio do HS et al. (2009)
Acetobacter sp. V6~ Melago e licor de maceragéo de Agitada 3,12 Jung et al.
milho na presenca de acido acético (2010)
K. xylinus Xarope de bordo Agitada 1,51 Zeng et al. (2011)
K. xylinus Hidrolisado de algodao Estatico 10,8 Hong et al. (2012)
G. Sacchari Residuos industriais da - 1,28 Gomes et al.
producéo de azeite (2013)
G. xylinus (Fc01) Melago Estatico 1,64 Cakar et al. (2014)
G. xylinus ATCC Alfarroba/ feijao Estatico 1,79 Bilgi et al.
700178 (2016)
A. xylinum NRRL B-42 Bagago de uva/ Licor de Estatico 6,70 Cerrutti et al.
maceragao de milho (2016)
G. hansenii UCP1619 Licor de maceragao de milho Estatico 9,63 Costaetal. (2017)
K. europaeus SGP37 Residuos de polpa de limdo doce  Estatico 6,40 Dubey et al. (2018)
K. xylinus ATCC Palha hidrolisada de cana-de- Estatico 4,51 Dhar et al.
11142 acgucar/ 6xido grafeno (2019)
G. xylinus PTCC Melago de beterraba Estatico 4,56 Salari et al.
1734 (2019)
G. xylinus Suco de caju e melago de soja Estatico 4,50 Souza et al. (2020b)

pH do meio reacional

As variagdes no pH durante o processo fermentativo podem resultar em
aumento ou diminuicdo do consumo de agucares, devido as alteragdes na
atividade e sintese enzimatica, consequentemente, afetando a divisao celular
e a quantidade de nutrientes disponiveis. Os meios com diferentes condicbes

de pH conduzem a respostas diferentes quanto a produgdo da celulose
bacteriana (Panesar et al., 2012).

O pH ¢6timo para a multiplicagdo de bactérias e producao de CB depende
da estirpe do microrganismo utilizado, variando normalmente entre 4,0 e 7,0
(Son et al., 2001). Segundo Yassine et al. (2016), a produgdo da CB foi
observada em amplas faixas de pH, em meio contendo glicose, entre 4,5 e
7,5 com a maior producao ocorrendo no pH 6,5, corroborando com o estudo
de Son et al. (2001).



Producéo de Celulose Bacteriana e suas Aplicacdes 21

Industrialmente, além da atencdo dada a produtividade, um outro fator
importante € o perigo de contaminagdo. Por essa razdo, empresas que
fabricam o polimero com fins biomédicos, como a Biofill e Gengiflex, trabalham
com valores de pH entre 4,0 e 4,5, visando evitar contaminagdo do meio
durante o cultivo (Jonas; Farah, 1998).

Embora a CB possa ser produzida em ampla faixa de pH, estudos mostram
que deve ter cautela com a variagéo do pH do meio, que pode diminuir durante
a producéao de CB, devido a produgao de metabdlitos de carater acido, como
os acidos glucénicos (Mikkelsen et al., 2009) e os acidos latico e acético.
Nesse caso, para evitar uma consideravel diminuicdo do pH é interessante
fazer adicdo de um tampéao ao meio de cultivo (Chawla et al., 2009).

Diante desse contexto, surge como alternativa a adicdo da milhocina
(subproduto de beneficiamento de milho com grande quantidade de
nitrogénio, aminoacidos e outros nutrientes), que pode fazer o papel do
tampéao, mantendo o pH do meio de cultura. No entanto, a milhocina pode
aumentar a viscosidade do meio, levando a uma mistura ndo homogénea dos
componentes (Noro et al., 2004).

Temperatura de incubacao

Son et al. (2001) estudaram a influéncia da temperatura, na faixa de 20 a
40 °C no rendimento da CB produzida em meio padrdo HS, a temperatura
ideal para a produgao de CB foi 30 °C. Além disso, verificaram que ao baixar
a temperatura da cultura de 30 para 25 °C, ndo houve reducgéo significativa
do rendimento da CB em comparagao com a diminuicdo de 35 para 30 °C.
Resultados semelhantes foram encontrados por Erbas et al. (2015) e Zeng et
al. (2011). Além do rendimento na producao de CB, a estrutura da morfologia
e do cristal foi afetada pela temperatura de cultivo.

Hirai et al. (1997) mostraram que a CB produzida pela bactéria A. xylinum
ATCC 23769 em meio HS a 4 °C foi formada por bandas de celulose I, o
polimero produzido em 28 °C apresentou morfologia formada por tiras de
celulose I. Resultados parecidos foram relatados por Zeng et al. (2011), em
que a celulose | foi produzida por A. xylinum BPR2001 quando a temperatura
da cultura foi mantida entre 25 e 30 °C.
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Oxigénio dissolvido no meio de cultivo

Este parametro é essencial para o metabolismo de respiragcédo celular, que
interfere no aumento do rendimento, como também nas propriedades do
polimero final. A CB pode ser produzida tanto em meio estatico quanto em
meio agitado, e a escolha de cada caso é realizada de acordo com a aplicagao
desejada. Em meio agitado, a CB pode formar granulos, ou pellets e ainda
tornar o meio viscoso com a presenca de celulose em estruturas gelatinosas.
O cultivo em meio agitado é geralmente utilizado quando se deseja aumentar
a producédo de celulose em massa e quando nao ha interesse na formagao
da pelicula. J& em meio estatico, a biomembrana permanece na interface
liquido-ar formando uma pelicula, que aumenta de espessura com o tempo
de cultivo (Erbas et al., 2015).

Yan et at. (2008) demonstraram que a resisténcia mecanica também pode
ser influenciada pelo meio na qual for produzida, e que a CB obtida do
meio agitado possui menor resisténcia se comparada a produzida no meio
estatico. Hungund e Gupta (2010) mostraram que altas taxas de oxigénio
dissolvido, obtidas no cultivo agitado, podem aumentar a concentragéo de
acido glucdnico, inviabilizando a sintese de celulose pela célula.

Tipos de biorreatores utilizados na producao de
celulose bacteriana

Uma das barreiras para o aumento da escala da produgéo da CB ¢é o
suprimento de fontes de carbono necessario a multiplicacdo das bactérias
(Lee et al., 2014). Estudos demonstram que bactérias produtoras de CB s6
estdo presentes na camada externa da membrana do biopolimero em uma
superficie com alta concentragdo de oxigénio (Hornung et al., 2006). Isso
implica que os nutrientes devem se difundir pela membrana de CB, sendo
esta a etapa limitante na velocidade do processo produtivo.

A formacdo da membrana da CB pode ocorrer tanto em cultivos estaticos,
quanto em cultivos agitados, como em biorreatores ou frascos com agitagao
(Donini et al., 2010), entretanto, a multiplicagao de bactérias produtoras de
celulose e a produgao de celulose séo lentas em culturas estaticas, mesmo
no meio de cultura mais favoravel. O periodo de cultura pode variar de
poucos dias a algumas semanas, dependendo da cepa de bactéria utilizada
(Dudman, 1960). Uma das possiveis causas para a baixa taxa de multiplicagéo
bacteriana e producao de CB é a dificuldade na transferéncia de oxigénio e
de nutrientes para o interior da pelicula. O rendimento tipico na producao de
CB em meios estaticos é de 5 g/L apos 27 dias de cultivo (Lee et al., 2014).
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Dudman (1960) mostrou que o tempo de 3 a 4 semanas, que costuma ser
necessario para a producao em culturas estaticas, é reduzido para 2 a 4 dias
em culturas agitadas, observando um rendimento de 2,5 g/L. Apesar da maior
multiplicagdo bacteriana, o rendimento do cultivo foi menor, isso se deve a
desvantagem que a agitagdo promove com a mutagéo das cepas produtoras
de celulose em cepas nao produtoras de celulose (Kim et al., 2007).

A estrutura quimica da CB produzida em condigbes estaticas e agitadas é
idéntica (Hornung et al., 2006), entretanto, em reatores agitados, o filme de
CB se apresenta na forma de granulos e mechas fibrosas, enquanto em
culturas estaticas a CB é sintetizada na forma de uma pelicula gelatinosa na
superficie do meio de cultivo (Keshk, 2014).

Visando a producédo de celulose bacteriana de uma forma economicamente
viavel, biorreatores vém sendo utilizados para aumentar a taxa de multiplicagéo
e a produtividade bacteriana com redugao do custo de producdo. No entanto,
deve-se evitar ao maximo a mutagao das cepas. A seguir serao apresentados
alguns biorreatores utilizados no aumento de escala da produgéo da celulose
bacteriana.

Reatores de mistura continua (CSTR)

Os reatores de mistura continua sado basicamente tanques contendo um
agitador, ou seja, uma pa ou varias pas, que permite que a mistura esteja
constantemente em agitagcdo. Os reagentes sdo despejados dentro do
tanque de forma constante, sendo agitados, e, dessa forma, a reacéo ocorre
de maneira uniforme. No caso da produgdo da CB, novos reatores CSTR
devem ser desenvolvidos visando diminuir a mutagdo das cepas provocada
pela agitacdo e controlar a densidade do meio devido ao acumulo da CB
(Chawla et al., 2009). O aumento da viscosidade durante a producédo da CB
leva a uma ndo-homogeneidade e reduz a transferéncia de oxigénio para o
meio de cultura (Lee et al., 2014). Esse problema da nao-homogeneidade
do meio pode ser atenuado com o uso de um reator de mistura continua
conhecido como CSTR.

Kouda et al. (1996) estudaram o comportamento durante a mistura do meio de
cultura em um reator CSTR. O grupo percebeu que o comportamento foi ndo-
newtoniano e sua viscosidade diminuia com o aumento da tens&o cisalhante.
Também constataram que a velocidade de agitacdo foi determinante no
rendimento da celulose. Os pesquisadores mostraram que utilizando uma
agitagédo de 1200 rpm foi obtida uma producédo de 18 g/L de CB em 45 horas,
ao passo que, quando foram utilizadas rotagdes de 800 e 600 rpm foram
obtidos 13 e 5 g/L respectivamente, apds 70 horas.
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Isso demonstra que o aumento da produtividade do biopolimero esta
diretamente relacionado com o aumento da taxa de transferéncia de oxigénio
resultante do aumento na velocidade de agitacdo. E importante ressaltar,
que culturas submersas sofrem ainda com o problema de mutacao de cepas
produtoras para cepas nao-produtoras. A Figura 4 mostra um exemplo de
configuracdo de um biorreator de mistura continua utilizado na produgao de
celulose.
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Figura 4. Reator de mistura continua.

Biorreator Airlift

Os biorreatores Airlift sdo equipamentos onde a homogeneizagdo e
agitacédo séo realizadas apenas pela injecdo de gas. Estes biorreatores sao
interessantes na biotecnologia, frente ao modelo convencional CSTR, por
conta de suas altas transferéncias de oxigénio aliadas a um consumo de
energia menor. Os biorreatores Airlift sdo utilizados em processos bioquimicos
na industria devido ao seu design simples e de facil manutengéo. Entretanto,
nao podem ser utilizados em fermentagdes que envolvam meios viscosos
(Lee et al., 2014).
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Chao et al. (1997) utilizaram um biorreator Airlift com loop interno na tentativa
de produzir CB e obtiveram baixa concentragdo (apenas 2,3 g/L) apds 28
horas de fermentacdo. O rendimento insatisfatério foi atribuido a baixa
quantidade de oxigénio dissolvido no meio de cultura, o que posteriormente
foi comprovado com processo aerdbico e com rendimento de 5,63 g/L obtido
em 28 horas de fermentacao.

Lee et al. (2014) constataram que estudos semelhantes foram feitos utilizando
o0 mesmo reator e foi observado que o acumulo da CB poderia resultar em
diminuicdo da quantidade de oxigénio dissolvido no meio de cultura (Chao et
al., 2000).

A constante de velocidade de transferéncia de oxigénio (kLa) na suspensao
de celulose foi menor quando comparada a agua. Para a agua, o valor de kLa
€ 150/h e em concentragbes de celulose bacteriana de 0,25 e 0,5% em agua
foram encontrados, respectivamente, valores de kLa de 90/h e 40/h. O kLa
€ um dos principais parametros que quantificam a eficiéncia da transferéncia
de oxigénio em um biorreator (Chao et al., 2000). O consumo energético
necessario para produzir 1 g/L do biopolimero em um reator CSTR foi de 0,663
kWh, enquanto para o reator Airlift em presenga de oxigénio, o consumo foi
cerca de 5 vezes inferior (0,126 kWh). Resultado interessante ja que um dos
parametros mais importantes no estudo da viabilidade da produgéo industrial
€ o custo de operagéo. A Figura 5 mostra um exemplo de reator do tipo Airlift
utilizado na producéao de celulose bacteriana.
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Figura 5. Biorreator Airlift padréo.
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Lee et al. (2014) mencionaram estudos realizados na tentativa de melhorar
a produtividade em biorreatores Airlift. Dentre as alternativas, a redugéo do
tamanho das bolhas de oxigénio formadas no reator, aumentando a proporgéo
entre area e volume, favorecendo assim a aeragao do sistema.

Choi et al. (1996) utilizaram um reator Airlift modificado com uma coluna de
bolhas esféricas. Durante o processo, foi adicionado Agar ao meio de cultura
para aumentar a viscosidade e reduzir a tensdo cisalhante sofrida pela
bactéria, na tentativa de diminuir a possibilidade de mutacéo de cepas. O
rendimento maximo conseguido na producao da CB foi de 6,8 g/L.

Biorreator rotativo

O biorreator rotativo é formado por uma série de discos circulares montados
em um eixo horizontal. Conforme os discos rotacionam, eles sdo expostos
ao ar e ao meio de cultura alternadamente (Jianlong, 2000; Lee et al., 2014).
No reator de disco rotativo, as bactérias se alojam no disco, e seu movimento
de rotacdo permite que os microrganismos tenham um bom contato tanto
com o ar quanto com o meio de cultura (Lee et al., 2014). A desvantagem do
modelo é que a producéao de celulose dificulta a rotacdo do disco o que acaba
por limitar a transferéncia de oxigénio e nutrientes para as bactérias com
0 avango da reagdo. Pesquisas foram feitas buscando determinar valores
6timos para a produgédo de CB, levando em conta parametros tais como:
quantidade de discos, diametro dos discos, velocidade de rotacao e taxa de
aeracgao.

Kim et al. (2007) mostraram que a produgéo 6tima do polimero ocorreu com
a utilizacéo de 8 discos de 12 cm de diametro rotacionando a 15 rpm com
aeracao de 1,25 vvm (volume de ar por volume de meio por minuto) e 34%
dos discos submersos. Esta configuragao levou a uma producgéo de CB de 5,5
g/L. Apesar de terem concluido que estes valores dos parametros envolvidos
resultaram em maior rendimento, os autores ndo souberam explicar porque
ao aumentar o numero de discos, resultou em uma diminuigdo na produgao
da CB. Krystynowicz et al. (2002) sugeriram que a diminuicdo no rendimento
pode ser devido ao fato de que ao aumentar o numero de discos, os espagos
entre os mesmos tornam-se menores, favorecendo o acumulo de peliculas
de CB entre discos e levando a diminuigdo na produtividade do polimero. A
Figura 6 mostra um biorreator rotativo.
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Figura 6. Biorreator rotativo.

Biorreator aerossol

No biorreator de aerossol, existe um dissipador localizado acima da pelicula
de polimero que difunde um aerossol contendo ar e nutrientes para dentro do
meio de cultivo. Isso garante que as bactérias de superficie sempre recebam
a quantidade necessaria de oxigénio e nutrientes requeridas a produgao de
CB. Este aerossol pode trabalhar por longos periodos, e uma produtividade
de 9 g de massa seca de polimero por dia foi obtida no estudo de Hornung
et al. (2007). A Figura 7 mostra o esquema do funcionamento deste tipo de
biorreator.
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Figura 7. Biorreator de aerossol.
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Biorreator de membrana

Os reatores de membrana para o cultivo de bactérias em condigdes estaticas
tém sido estudados para a producgéo do polimero pois, as membranas tém a
vantagem de possuir grande area superficial. Hofinger et al. (2011) e Yoshino
et al. (1996) estudaram reatores de membrana na producdo de celulose
bacteriana. Hofinger utilizou uma membrana hidrofilica de poliétersulfona
(PES) com poro de 0,45 ym em biorreator para cultivar bactérias produtoras de
celulose. Os nutrientes necessarios ao cultivo foram introduzidos de um lado
da membrana ao passo que a cepa de K. xylinus foi introduzida do outro lado
da membrana. Os nutrientes chegaram as bactérias por meio da difuséo pela
membrana sem que estes danificassem o processo de formagao da pelicula
polimérica. Uma producéo de 0,4 g/m2.h (massa seca) foi atingida. J& o grupo
de Yoshino utilizou ar enriquecido com oxigénio para aumentar a produ¢ao
da CB. O ar foi conduzido através de uma membrana de silicone permeavel a
passagem de oxigénio. Neste caso, ar foi fornecido de um lado da membrana
e do outro lado encontrava-se o meio de cultura inoculado com as cepas
produtoras. O rendimento reportado pelo grupo foi de aproximadamente 0,3
g/m?.h (massa seca).

Aplicacoes de celulose bacteriana

Acelulose bacteriana tem sido utilizada em diversas areas como industria téxtil,
de papel, alimenticia, farmacéutica, tratamento de efluentes, radiodifuséo,
mineragao e refinarias (Legge, 1990; Shah; Brown, 2005; Czaja et al., 2006).

Aplicagdes na area de alimentos

A celulose bacteriana é tradicionalmente usada como sobremesa nas Filipinas
e vem ganhando notavel popularidade em outros paises asiaticos, como
Indonésia, Japdo e Taiwan. Esse produto é obtido por fermentagéo estatica
em agua de coco e, por isso, € chamado de “nata de coco” (Phisalaphong;
Chiaoprakobkij, 2012).

Ainda com relagao a utilizagdo como alimentagéo, aplicagdes sugerem o uso
de celulose bacteriana em alimentos processados como aditivos de baixa
caloria, para utilizagdo como espessantes, estabilizantes, modificadores
de textura ou ainda como embalagens para alimentos (Shi et al., 2014). As
embalagens de CB séo resistentes a agua, biodegradaveis, e embalagens
de CB com aditivos podem ainda apresentar propriedades antibacterianas e
antioxidantes (Tang et al., 2012; Sonia et al., 2013; Arrieta et al., 2014; Gao
et al., 2014).
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Zhai et al. (2018) investigaram a formacgédo e estabilidade de emulsdes
Pickering estabilizadas por nanoparticulas geradas a partir de CB por
hidrélise de acido cloridrico. As nanofibras obtidas mostraram propriedades
hidrofilicas e lipofilicas adequadas, bem como significativa capacidade para
reduzir a tensao superficial de goticulas de 6leo/agua. Concentragdes baixas,
como 0,05% de nanofibras foram capazes de estabilizar um sistema o6leo/
agua. As emulsdes formadas exibiram capacidade de formagao de creme em
pH menor que 7, estabilidade fisica e dispersibilidade ideal em pH maior ou
igual 7.

Guoetal. (2018)investigaram a influéncia de um gel complexo de nanocelulose
bacteriana e proteina de soja como substitutos de gordura em modelo de
sorvete e observaram que a adigdo do complexo melhorou a resisténcia do
sorvete com redugdo da gordura ao derretimento. A adicdo da CB foi capaz
de manter a forma inalterada do sorvete por pelo menos 60 minutos apés
retirada do congelador.

Padréo et al. (2016) fizeram embalagens antimicrobianas comestiveis a partir
de filmes de CB e lactoferrina para uso em contato direto com alimentos
altamente pereciveis, especificamente embutidos frescos como modelo de
produtos carneos. Os filmes foram caracterizados quanto a permeabilidade
ao vapor de agua, propriedades mecanicas e atividade antimicrobiana com
relacdo a Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Além disso, um modelo
in vitro do trato gastrointestinal foi utilizado para estudar as alteragdes que
ocorrem nos filmes de CB durante a passagem pelo trato gastrointestinal.
Os autores ainda investigaram a citotoxicidade dos filmes contra fibroblastos
de embrido de camundongo 3T3. Os resultados mostraram que os filmes
apresentaram boas propriedades mecénicas e eficiéncia bactericida, pois,
reduziram significativamente a taxa de multiplicagao as bactérias avaliadas.
Nao foi encontrada citotoxicidade relevante contra fibroblastos 3T3 para
os filmes antes e depois da digestdo simulada. Sendo assim, os filmes de
CB com lactoferrina podem considerados para elaboragédo de embalagem
antimicrobiana comestivel de base bioldgica. Nesta mesma linha de pesquisa
no trabalho Silva et al. (2020) desenvolvido na Embrapa Agroindustria de
Alimentos, os autores incorporaram a nisina a CB com um antimicrobiano
(2500 Ul/mL) para o controle de Lysteria monocytogenses ATCC 19117 em
uma embalagem para queijo minas frescal. A CB incorporada com nisina
reduziu a multiplicagdo de Listeria monocytogenes ATCC 19117 em um
ciclo logaritmico no queijo Minas Frescal apos sete dias de armazenamento
refrigerado.



30 DOCUMENTOS 141

Ainda no campo de embalagens, mas agora com relacdo as que fazem
contato com o ambiente externo, a crescente demanda por plasticos
biodegradaveis eficientes a base de recursos renovaveis fez com que Fabra
et al. (2016) investigassem como melhorar as propriedades de barreira de
filmes termoplasticos a base de amido de milho. Para isso incorporaram
nanowhiskers (tipo de nanofibra de cristal com didmetro inferior a 100 nm) de
CB (BCNW) em nanocompdsitos termoplasticos de amido de milho (TPCS).
Os pesquisadores prepararam 0s nanocompositos incolores de TPCS e
BCNW pelo processo de mistura por fusdo e observaram que a presenca de
nanowhiskers de celulose bacteriana aumentou a barreira de oxigénio em até
95%.

Pourjavaher et al. (2017) desenvolveram um indicador colorimétrico de pH
baseado na adicdo de nanofibras de celulose bacteriana e antocianinas de
extrato de couve roxa (Brassica oleraceae). Os resultados indicaram uma
resposta mais sensivel a variagdo do pH. O estudo mostrou que o indicador
desenvolvido com CB tem potencial para uso durante o armazenamento de
alimentos embalados.

Moradi et al. (2019) desenvolveram e caracterizaram um indicador inteligente
de deteccdo de pH a base de nanocelulose bacteriana e antocianinas de
cenoura preta para monitorar o frescor/deterioracdo da truta arco-iris e do
filé de carpa comum durante o armazenamento a 4 °C. O indicador exibiu
grandes diferencas de cor de vermelho a cinza ao longo da faixade pHde 2 a
11, claramente discernida a olho nu. O indicador de detecgéo de pH fabricado
mostrou mudangas de cor distinguiveis durante os estagios de frescor (cor
carmim), melhor para comer (cor rosa) e estragado (cor marrom) de ambos
os filés de peixe

Em conjunto, os estudos citados revelam que a CB e seus derivados séo
materiais promissores como parte do alimento ou na composi¢cdo de
embalagens mais modernas que preservem o produto por mais tempo ou
auxiliem o consumidor a identificar o estado de frescor dos alimentos.

Industria eletronica

A celulose bacteriana pode ser aplicada em células de combustivel,
membranas eletricamente condutiveis (ecras que podem ser utilizados
em e-newspapers, ebooks, tablets, LCD, telemodveis, e etc.), membranas
vibratérias de alto falantes/colunas/microfones e na obtencdo de materiais
mais suaves e flexiveis, devido as suas distintas caracteristicas, tais como:
elevada reflexibilidade, flexibilidade, baixo peso, facilidade de transporte e
amplos angulos de visao (Mohite; Patil, 2014; Fontana et al., 2017; Klemm et
al., 2018).
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A incorporagdo de metais na estrutura da CB gera membranas com alta
condutividade elétrica e dispositivos emissores de luz. Outras modificagdes
da CB incluem a adigéo de paladio e platina para serem utilizadas em células
de combustivel e de reatores cataliticos (Pineda et al., 2012).

Outros estudos reportaram a investigagdo no desenvolvimento de redes 3D
de nanofibras de carbono expansiveis e condutoras, baseadas em nanotubos
de carbono de parede multipla incorporados em peliculas de CB, o que
possibilita aparelhos de armazenamento flexiveis (Shi et al., 2014; Klemm et
al., 2018).

Produtos cosméticos

A utilizacao de fibras de celulose em cosméticos permite a obtengcao de uma
emulsdo estavel de 6leo em agua (O/A) sem a utilizagéo de surfactantes, o
que apresenta a vantagem de melhorar a compatibilidade com a pele em
caso de produtos voltados para a pele sensivel (Mohite; Patil, 2014). Outra
vantagem relacionada a essas formulagdes € a resisténcia a alteragbes de
temperatura, pH e adigdo de sais, que resulta em uma maior estabilidade.
A utilizacdo de CB em pd6 na cosmética é interessante devido a excelente
capacidade de espalhamento e adesdo quando em estado solto ou prensado,
permitindo o uso da CB em mascaras, esfoliantes faciais, ou em formulagées
de limpeza (Ullah et al., 2016).

O uso de mascaras faciais de CB para melhoria da pele seca tem despertado
bastante interesse na cosmética, devido sua alta capacidade hidratante,
baixa toxicidade e biodegradabilidade, também é menos adesiva, o que
facilita a remogao. Varias substancias podem ser incorporadas em mascaras
de CB com diferentes objetivos, como a glicerina para melhoria da hidratagcao
cutanea, substancias esfoliantes e despigmentantes, extrato de ginseng com
acao hidratante e antienvelhecimento e microalgas para efeito antirrugas
(Ludwicka et al., 2016; Ullah et al., 2016).

A liberacao tépica prolongada de ativos também apresenta interesse na
cosmética. Silva et al. (2014) utilizaram membranas de CB incorporadas com
cafeina para tratamento de celulite, demonstrando que a aplicagao tépica
€ promissora. A aplicacdo da CB com cafeina apresentou vantagens, nao
causou estimulacado nervosa, perturbagdes de sono, diurese e aumento do
ritmo cardiaco, efeitos adversos normalmente observados devido a ingestéao
de cafeina.

Almeida et al. (2014) utilizaram membranas de CB com glicerina e observaram
boa tolerancia na pele, o que pode resultar em efeito hidratante, clinicamente
importante para tratamento de doencgas de pele caracterizadas pela secura,
tais como: psoriase e dermatite atopica.
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Aplicagdes biomédicas

Nos ultimos anos empresas tém langado varios produtos baseados na CB,
como por exemplo: o Synthecel® Dura Repair, implante da empresa DePuy
Synthes dos EUA, em que a intencdo € a sua utilizagcdo para reparagao /
substituicdo da dura-mater, o Epicite HYDRO®, Alemanha pela JeNaCell
GmbH e o Celmat® na Polonia pela BOWIL, as duas ultimas marcas sao
curativos para tratamento de feridas (Klemm et al., 2018).

Mohan et al. (2012) utilizaram nanocompésitos de CB/hidroxiapatita visando
melhorar a adeséo e diferenciagdo celular na cicatrizagdo 6ssea. Gongalves
et al. (2015) utilizaram compésito de CB/PVA na bioengenharia artificial de
coérnea. Ha também estudos do uso de membranas de CB impregnadas com
nanoparticulas de prata com atividade antimicrobiana contra S. aureus e E.
coli (Oshima et al., 2011; Eardley et al., 2012).

Silveira et al. (2016) estudaram membranas de CB no tratamento de
queimaduras e observaram que a cicatrizagdo de queimaduras de segundo
grau em ratos foi acelerada. As caracteristicas da celulose bacteriana
favorecemarobustez e elasticidade, sem provocar alteragdes dos movimentos.
Além disso, o fato de a agua ser capaz de penetrar e sair da estrutura da
celulose é essencial para manter a hidratagao da ferida e ao mesmo tempo
absorver o exsudado. O controle da umidade da ferida aumenta a velocidade
de cicatrizagao, reduz o risco de infecgdes, de dor e ainda impede a adesao
do adesivo a ferida, permitindo a reducéo das despesas de saude em geral
(Portela et al., 2019).

A celulose bacteriana também aparece em estudos como uma promissora
opgao para substituicdo de materiais sintéticos, como o Teflon, Vinyon e a
fibra sintética Dacron, utilizados na produgao de vasos sanguineos sintéticos.
A CB apresenta menor risco de formagéao de coagulos, o que a torna uma
opgao inovadora para superar problemas resultantes de doengas vasculares
(Wippermann et al., 2009; Ul-Islam et al., 2015).

Klemm etal. (2001) realizaram um dos primeiros estudos na area de reparagéo
de vasos sanguineos, onde implantaram tubos ocos de celulose em artérias
carotidas de ratos, visando especificamente a avaliagdo da compatibilidade
da celulose bacteriana in vivo (Czaja et al., 2007).

Backdahl et al. (2006) implantaram partes de celulose bacteriana em ratos
e nao observaram sinais microscopicos ou histolégicos de inflamagéo ao
longo do tempo. Também nao observaram respostas inflamatérias cronicas,
e observaram a formagao de novos vasos sanguineos dentro e em volta da
celulose implantada (Czaja et al., 2007).
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A aplicacao da CB na regeneragédo de tecidos como cartilagens também
foi observada. Ul-Islam et al. (2015) estudaram a CB como substituto
de cartilagem e mostraram que o biocomposto € capaz de ultrapassar os
compostos de alginato e potassio com relagdo a migragéo e proliferagcao de
condrécitos. Em outro estudo foi verificado que os niveis de proliferagcdo dos
condrdcitos foram semelhantes aos dos substratos dos tecidos nativos, como
do colageno tipo Il, mantendo os condrdcitos na sua forma diferenciada,
ou seja, ndo se transformando em fibroblastos, e ainda apresentando
propriedades mecanicas essenciais para o desenvolvimento de cartilagem
(Svensson et al., 2005; Czaja et al., 2007).

Barud et al. (2016) realizaram estudos comparativos entre a CB e compostos
plasticos e alginatos, demonstrando que a CB apresenta valores mais
baixos do coeficiente de friccdo, o que faz com que tenha uma melhor
preservagao das superficies de contato. A CB € um material naturalmente
promissor para veiculagdo de farmacos devido as seguintes caracteristicas:
biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixo custo e, principalmente, pela
capacidade de melhorar a cinética na liberagao desses dos principios ativos
(Fontana et al., 2017; Klemm et al., 2018).

Com a utilizagdo de um suporte de celulose é possivel fazer com que
ocorra uma liberacao controlada do farmaco, desencadeada por fatores
ambientais locais, como por exemplo, o pH, temperatura ou campos elétricos,
permitindo a liberagdo em uma zona preferencial, aumentando a liberagédo
e, consequentemente, resultando em uma maior absorgao pelo organismo
(Klemm et al., 2018; Portela et al., 2019). A atividade antimicrobiana de
antibidticos como a amoxicilina, gentamicina e ampicilina em membranas
de CB foi observada. Foi observado que nao ocorreu liberagéo repentina de
farmaco, que houve liberagéo suficiente e de forma prolongada possibilitando
a atividade antibacteriana contra algumas espécies mais comuns, como
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidemidis, Staphylococcus
aureus, Enterococcus feacalis e Escherichia coli, mostrando sua viabilidade
para a aplicacao de antibioticos em feridas (Pavaloiu et al., 2014).

A CB também tem sido usada como revestimento de comprimidos para
obtencdo de liberacdo prolongada, devido as excelentes propriedades de
formacao de filme. Apresenta ainda a vantagem de poder ser esterilizada
sem a alteracdo das propriedades e estrutura (Mohite; Patil, 2014). Outra
aplicagdo é como excipiente, por meio da liofilizacdo é possivel obter a
CB desidratada em po, que quando comparado a celulose microcristalina
comercializada, apresenta melhor fluidez, retengdo de agua e estabilidade
térmica e, portanto, € um promissor excipiente para férmulas farmacéuticas
(Fontana et al., 2017).
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Limitacbes e perspectivas futuras no uso de
celulose bacteriana

As propriedades unicas da CB a tornam um polimero muito promissor em
termos de aplicacdo em diversas areas, no entanto, esse material possui
transparéncia optica limitada (Esa et al., 2014). A utilizagdo de compdsitos
de CB, formados por uma matriz polimérica e materiais de reforco pode
conferir caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas ainda mais interessantes
ao biopolimero (Shah et al., 2013). A adigdo desses compostos de reforgo
pode ser feita de duas maneiras diferentes: in situ, quando a insergédo ocorre
durante o cultivo da bactéria, com o composto no meio de cultura para a rede
de fibras formada ou ex situ, quando o polimero é impregnado com um aditivo
apos a sua formagéao (Esa et al., 2014).

Grande parte dos autores cita a CB e seus compodsitos como materiais
promissores para diversas areas, e o desenvolvimento de novos compdsitos
com diferentes propriedades, novas formas de cultivo visando aumentar a
escala de produgao e diminuir os custos, além de investigagdes sobre sua
eficacia e seguranca, geram desafios que justificam a sua escassez no
mercado atual.

Para aumentar a produtividade da CB, diferentes formas de cultivo, como
em biorreatores e cultivos agitados, em contraste com o cultivo tradicional
do meio de cultivo estatico vem sendo avaliadas. Provavelmente, o futuro da
CB implica numa produgao com maior produtividade e menor custo (Keshk;
El-Kott, 2017). A principal vantagem da cultura agitada € o menor tempo de
producao, mas a agitagao pode resultar no surgimento de cepas mutantes. A
escolha da fonte de carbono é outra variavel relevante no custo de producao
da CB e fontes alternativas provenientes de residuos da agroindustria surgem
como opgao, além da manipulagdo genética das cepas, visando elevar a
produtividade.

A impresséao 3D utilizando a CB e seus compdsitos surge como alternativa
animadora no futuro, ja que permite a impressdo de qualquer estrutura/
formato desejado e ao mesmo tempo reduz custos (Schaffner et al., 2017).
Outra opgéao promissora € o uso da CB no desenvolvimento de abordagens
terapéuticas inovadoras, como na terapia oncolédgica. A incorporagao de
doxorrubicina e paclitaxel (farmacos utilizados no tratamento quimioterapico)
em CB também ja foi estudada (Letchford et al., 2011; Muller et al., 2013).

A perspectiva de aumento da producao da CB poderia levar a oportunidade de
substituicdo ou reducdo do uso da celulose vegetal, o que seria benéfico do
ponto de vista ambiental. Adicionalmente o estudo de novas aplicagbes da CB
e seus compositos pode ajudar na resolugao de questdes em diversas areas,
favorecendo o desenvolvimento da industria de biopolimeros e de novos
produtos e processos mais sustentaveis, dentro do conceito de bioeconomia.
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