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Resumo 

A celulose é um dos biopolímeros insolúveis em água mais abundantes 

encontrados na natureza e, embora os vegetais constituam a fonte mais importante desse 

polímero, ela também pode ser produzida por vários tipos de organismos, incluindo 

bactérias, especialmente as do gênero Gluconacetobacter, principalmente pela espécie G. 

hansenii. Desde a sua descoberta, a celulose bacteriana (CB) demonstrou ser um 

biopolímero de grande interesse para aplicação em várias áreas industriais e médicas, por 

ser um biomaterial nanoestruturado de elevada pureza, biocompatível e hipoalergênico. 

No entanto, existe relativa dificuldade de obtenção de CB, em larga escala, com os meios 

de cultivo e métodos convencionais devido ao seu baixo rendimento de produção, quer 

seja em condições estáticas ou em agitação. Portanto, o estudo de novos métodos e 

condições de cultivo que permitam uma produção em larga escala e com menor custo 

possível se torna de extrema importância. Embora existam vários relatos na literatura da 

utilização de CB como sistemas de carreamento e liberação controlada de fármacos, a 

descrição de seu uso como suporte para carreamento e liberação de complexos metálicos 

é raro. Assim, o presente trabalho foi desenvolvido com os objetivos de utilizar diferentes 

composições de meios de cultivo, determinar a melhor densidade óptica (DO) para 

produção de CB, selecionar variantes da espécie G. hansenii ATCC 23769, por aplicações 

de pressões seletivas química (variações de pH) e físicas (variações de temperatura e 

tempo de exposição à luz ultravioleta) para otimização da produção desse biopolímero, a 

análise do rendimento de produção, em massa seca das membranas obtidas,  além de sua 

aplicação como sistema carreador e de liberação do antibiótico ceftriaxona (CRO) e do 

complexo metálico Ag(I) com clortalidona (Ag-CLR). Constituíram também objetivos 

desse trabalho a caracterização estrutural das membranas de CB obtidas, por Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV), Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR), difração de 

RaioX (DRX) e a análise morfológica das variantes fenotípicas de G. hansenii, obtidas 

após aplicação das pressões seletivas, por MEV. Os resultados obtidos sugerem que o 

rendimento de produção de CB em massa seca e a melhor DO para sua produção são 

diretamente dependentes das fontes de carbono utilizadas. Também foi observado que as 

membranas de CB produzidas nos meios constituídos por monossacarídeos e 

dissacarídeos, como fontes de carbono, apresentaram melhores resultados como 

dispositivos de liberação sustentada de CRO e Ag-CLR. Após a aplicação das pressões 

seletivas química e físicas, foram selecionadas variantes fenotípicas de G. hansenii que 

apresentaram diferenças no potencial de produção e rendimento em massa seca das 

membranas de CB, e a caracterização, por MEV, permitiu a observação de variantes 

morfológicas, entre as unidades formadoras de colônias (UFC), bem como diferenças na 

disposição e espessura das fibras das membranas produzidas por essas variantes. Esses 

resultados demostraram que o rendimento da produção de CB e a melhor DO estão 

diretamente relacionados com a composição do meio de cultivo, a qual pode promover 

ativação diferencial de vias metabólicas basal para a para produção de CB. Foi observado 

que as diferentes variantes fenotípicas, obtidas após aplicações das pressões seletivas, 

também apresentaram ativação diferencial nas rotas metabólicas basal e de síntese de CB. 

Os ensaios de liberação de CRO e Ag-CLR, utilizando a CB produzida nos meios 

contendo monossacarídeos e dissacarídeos, demonstram o grande potencial dessas 

membranas para aplicação como suporte para liberação sustentada de fármacos. 

 Palavras chave: Celulose bacteriana, meios de cultivo, pressões seletivas, rendimento 

de produção, suporte para liberação sustentada de fármacos. 
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Abstract 

Cellulose is one of the most abundant water-insoluble biopolymers found in nature and 

although plants are the most important source of this polymer, it can also be produced by 

various types of organisms, including bacteria, especially those of the genus 

Gluconacetobacter, mainly by the species G. hansenii. Since its discovery, bacterial 

cellulose (BC) has shown to be a biopolymer of great interest for application in several 

industrial and medical areas, because it is a nanostructured biomaterial with high purity, 

biocompatible and hypoallergenic. However, there is a relative difficulty in obtaining BC, 

on a large scale, with the culture media and conventional methods due to its low 

production yield, either under static or agitated conditions. Therefore, studies of new 

cultivation methods and conditions that allow large-scale production and with the lowest 

possible cost becomes extremely important. Although there are several reports in the 

literature of the use of BC as carrier systems and controlled release of drugs, the 

description of its use as a carrier for the loading and release of metal complexes is rare. 

Thus, the present work was developed with the aim of using different compositions of 

culture media, to determine the best optical density (OD) for BC production, to select 

variants of the species G. hansenii ATCC 23769, by selective pressure applications 

(temperature, pH and time of exposure to ultraviolet light) to optimize the production of 

this biopolymer, the analysis of the production yield, dry mass of the membranes 

obtained, as well as its application as carrier system and sustained release antibiotic 

ceftriaxone (CRO) and the metal complex Ag(I) with chlorthalidone (Ag-CLR). The 

structural characterization of BC membranes was obtained by Scanning Electron 

Microscopy (SEM), Infrared Spectroscopy (FT-IR), X-ray diffraction (XRD) and 

morphological analysis of the phenotypic variants of G. hansenii, obtained after the 

application of selective pressures. The results obtained suggest that the production yield 

of BC in dry mass and the best OD for its production are directly dependent on the carbon 

sources used. It was also observed that the BC membranes produced in the culture 

medium containing monosaccharides and disaccharides, as carbon sources, in their 

composition, presented better results as sustained release devices of CRO and Ag-CLR. 

After application of chemical and physical selective pressures, phenotypic variants of G. 

hansenii were selected that showed differences in the production potential and dry mass 

yield of the BC membranes, and the characterization by SEM allowed the observation of 

morphological variants between colony forming units (CFU), as well as differences in the 

fiber arrangement and thickness of the membranes produced by these variants. These 

results showed that the yield of BC production and the best OD are directly related to the 

composition of the culture medium, which can promote differential activation of basal 

metabolic pathways to produce BC. It was observed that the different phenotypic variants, 

obtained after selective pressure applications, also presented differential activation in 

basal metabolic routes and BC synthesis. The CRO and Ag-CLR release assays, using the 

BC produced in the media containing monosaccharides and disaccharides, demonstrate 

the great potential of these membranes for application as support for sustained release of 

drugs. 

 

Key words: Bacterial cellulose, culture media, selective pressures, production yield, 

support for sustained release of drugs. 
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1. Introdução 

A celulose é um dos biopolímeros insolúveis em água mais abundantes 

encontrados na natureza (Brown, 2004) e, embora os vegetais constituam a fonte mais 

importante, com produção estimada de 1010 a 1011 toneladas/ano (Ummartyotin & 

Manuspiya 2014), esse polímero pode ser produzido por vários tipos de organismos vivos 

(bactérias, fungos e algas) (Lazarini et al., 2016; Donini et al. 2010; Klemm et al., 2005). 

A celulose derivada de vegetais (CV) encontra-se associada a outros tipos de 

biomoléculas, como lignina e hemiceluloses, enquanto a celulose bacteriana (CB) é isenta 

delas. A CV e a CB são constituídas por um homopolímero natural (poli -(14)-D-

glicose) linear com estrutura constituída por unidades de -D-glicopiranose (Figura 1) 

unidas por ligações glicosídicas do tipo -(14). Entretanto, a CB apesenta propriedades 

físico-químicas e mecânicas diferenciais, em relação à CV, incluindo maior índice de 

cristalinidade, maior grau de polimerização, maior capacidade de retenção de água e 

permeabilidade ao oxigênio (Dahman et al., 2010; Donini et al. 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Unidades de -D-glicopiranose 

A formação de fibras de celulose é devida à ocorrência de ligações de 

hidrogênio, que são responsáveis pela consistente associação entre os polímeros lineares 

formados. Moléculas de celulose formam ligações de hidrogênio intracadeias, entre 

grupos hidroxila da mesma molécula e intercadeias, entre grupos hidroxilas de cadeias 

adjacentes (Figura 2). O primeiro tipo de interação é responsável pela rigidez da cadeia e 

o segundo pela formação da fibra (Lustri et al., 2015; Pietak et al., 2007) 
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Figura 2 - Estrutura da celulose. As linhas pontilhadas esquematizam as ligações de hidrogênio 

possíveis e a seta, a ligação -(14) ( modificada de Lustri et al., 2015). 

 

A celulose pode ser produzida por várias espécies tais como vegetais, algumas 

espécies de micro-organismos, por síntese enzimática ou por síntese química (Einfeldt et 

al., 2005; Machado et al., 2016). Um destaque especial tem-se dado à celulose produzida 

por bactérias do gênero Gluconacetobacter, especialmente pelas espécies G. xylinus e G. 

hansenii, utilizando uma variedade de meios de cultivo naturais e sintéticos, com 

diferentes fontes de carbono (Lazarini et al., 2016; Lustri et al., 2015; Shah et al., 2013a). 

Devido à elevada pureza e às propriedades físico-químicas da CB, o polímero 

oferece uma variedade de aplicações potenciais, como por exemplo, na medicina (Lustri 

et al.,2015). O fato da membrana úmida de CB ser um material altamente poroso e de 

grande área superficial, sendo considerada como uma matriz ideal para a incorporação de 

compostos orgânicos e inorgânicos (Barud et al., 2008; de Oliveira Barud et al., 2016), 

faz com que possa ser utilizada como carreador de antibióticos e outros fármacos, também 
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servindo como barreira física às infecções por patógenos bacterianos (Lustri et al., 2015; 

de Oliveira Barud et al., 2016). 

Embora existam vários relatos de utilização de CB como sistemas de 

carreamento e liberação controlada de fármacos  (Wei et al., 2011; Jung, Jeong, et al., 

2010; Barud et al., 2011; Trovatti et al., 2012; Carvalho et al., 2013; Lustri et al., 2015; 

Lazarini et al., 2016), a descrição de seu uso como suporte para carreamento e liberação 

de complexos metálicos é rara. 

Dessa forma, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de utilizar 

diferentes composições de meios e variar as condições de cultivo, através de pressões 

seletivas química (variações de pH) e físicas (variações de temperatura e tempo de 

exposição à luz ultravioleta), visando a seleção de variantes da espécie G. hansenii ATCC 

23769 para otimização da produção de CB, além da caracterização estrutural dessas 

membranas (Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), Espectroscopia no 

Infravermelho (FT-IR), e difração de RaioX (DRX), análise morfológica dos micro-

organismos  por MEV análise do rendimento de produção da membranas de CB,  bem 

como aplicação como sistema de liberação de fármacos e/ou complexos metálicos. 
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2.  Revisão bibliográfica  

2.1.    Espécies bacterianas produtoras de celulose 

Há algum tempo, tem se dado a atenção a espécies bacterianas produtoras de 

celulose devido às características peculiares dos micro-organismos com essa habilidade, 

que permitem um rígido controle dos parâmetros de cultivo, como pH, temperatura, 

coeficiente de aeração, velocidade de agitação, tempo de cultivo e composição do meio, 

além de minimizar os danos produzidos ao ambiente quando comparada com a utilização 

da CV. (Souza & Garcia-Cruz, 2004). Essa produção pode ser realizada por bactérias 

Gram-negativas e Gram-positivas, algas e fungos e pode ser desenvolvida em laboratório, 

utilizando os mais diversos substratos como glicose, frutose, sacarose, lactose, amido 

hidrolisado, metanol, entre outros, sendo o custo de produção dependente destes 

substratos (Paul et al., 1986).  

Dentre as principais bactérias produtoras de celulose destacam-se as do gênero 

Acetobacter (atualmente Gluconacetobacter), Agrobacterium, Rhizobium, Pseudomonas 

e Sarcina.  Bactérias pertencentes ao gênero Gluconobacter, se destacam na produção de 

CB. Este gênero é constituído por bactérias que possuem forma de bastonetes, são Gram-

negativas, não formam endósporos, e são aeróbicas obrigatórias. Produzem, em meios de 

cultivos sólidos, colônias opacas, tendo sua temperatura ótima de crescimento entre 25 e 

30ºC, e o pH ótimo em torno de 5,5. Bioquimicamente, as bactérias pertencentes a esse 

gênero são catalase positivas, e negativas para oxidase, não reduzem nitrato a nitrito, não 

produzem indol ou H2S. São quimiorganotróficas e oxidam etanol a ácido acético. Não 

oxidam acetato ou lactato a CO2 e H2O (Delmer, 1987; Siqueira et al., 2009; Donini et 

al., 2010; Oliveira & Junior, 2010). 

Descrita por Adrian Brown, em 1886 (Jonas & Farah, 1998; Abeer et al., 2014) 

a espécie G. hansenii (anteriormente denominada G. xylinus) produz celulose na forma 

de filme na interface superfície-ar em meio de cultura líquido, sob condições estáticas, 

além de produzir ácido acético na presença de oxigênio. Após vários estudos, 

pesquisadores observaram que o filme de CB constitui uma barreira contra radiação 

ultravioleta e seu potencial de hidratação mantém o ambiente propício para crescimento 

e manutenção da viabilidade bacteriana (Williamst & Cannon, 1989; Donini et al., 2010; 

Abeer et al., 2014). 
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2.2.  Celulose bacteriana (CB) 

2.2.1.  Estrutura da CB 

A espécie G. hansenii produz e secreta a celulose (Figura 3) agregando as micro-

fibrilas na interface ar-líquido do meio de cultivo, utilizando fontes de carbono e 

nitrogênio para sua produção. A unidade estrutural de repetições da molécula de celulose 

é a celobiose, formada pela união de duas moléculas de glicose (Saxena & Brown, 1995). 

Quanto à sua morfologia, o diâmetro das fibras da CB é de 1/100 quando comparada à 

CV, e o módulo de Young (parâmetro mecânico que proporciona medida da rigidez de 

um material sólido) da celulose é equivalente a do alumínio (Eichhorn & Young, 2001). 

Diferente da CV, que necessita de tratamento para a extração de lignina e hemicelulose, 

as fibras de CB são formadas por uma matriz hidrofílica, e que não necessita de 

tratamento devido interações intermoleculares geradas entre as cadeias, e as interações 

intramoleculares, que por sua vez garantem a pureza e rigidez da estrutura e apresentando 

elevada hidrofilicidade (Chawla et al., 2009; Czaja et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV 5000X) de membrana de CB liofilizada 

(Lazarini et al., 2016). 

 

2.2.2.  Propriedades da CB 

As membranas de CB apresentam propriedades como cristalinidade (60-90%) 

devido à natureza linear e conformacionalmente homogênea do polímero e à extensa 
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ligação intermolecular de hidrogênio entre as cadeias adjacentes (Dugan et al., 2013), 

força de tensão, elasticidade e alta resistência mecânica, biodegradabilidade, além de ser 

atóxica e hipoalergênica (Jonas & Farah, 1998; Czaja et al., 2006; Lustri et al., 2015; 

Lazarini et al., 2016). As membranas hidratadas de CB apresentam elevada capacidade 

de adsorção de diferentes espécies iônicas, moleculares ou até mesmo a estabilização de 

partículas, pois apresentam uma estrutura altamente hidratada de fibras nanométricas 

formadas por um sistema poroso. Essa estrutura tem favorecido a utilização da CB como 

agente de reforço, como molde, na preparação de copolímeros e na formação de redes 

interpenetradas com elevado grau de entrecruzamento (Eichhorn et al., 2010; Iguchi et 

al., 2000).  

Desde a sua descoberta, a CB demonstrou ser um biopolímero de grande 

interesse para aplicação em várias áreas industriais e médicas, devido às suas 

características estruturais, as quais demonstram ser vantajosas, em relação à CV (Lazarini 

et al., 2016; Lustri et al., 2015; Ul-Islam et al., 2012), sendo dada atenção especial 

principalmente na exploração de novos curativos que possam auxiliar na cicatrização de 

ferimentos e na substituição temporária da pele em queimaduras e úlceras, componentes 

de implantes dentários e vasos sanguíneos artificiais para microcirurgias (Lustri et al., 

2015), como sistemas de carreamento e liberação de fármacos, implantes médicos e para 

a engenharia de tecidos (de Oliveira Barud et al., 2016)  

2.2.3. Bioquímica da produção de CB 

A biossíntese da CB consiste em um processo complexo, pois é dependente da 

polimerização de resíduos de glicose da cadeia (Figura 1) seguida pela secreção 

extracelular das cadeias que terminam em arranjo linear com a cristalização das cadeias 

de hidrogênio por ligações por forças de Van Der Waals. (Ross et al., 1991). A CB gerada 

pela espécie G. hansenii apresenta características especiais podendo dar origem a duas 

formas de celulose. Se as micro-fibrilas estiverem orientadas em arranjo paralelo 

apresenta a síntese da celulose tipo I, se esta disposição for antiparalela a síntese será da 

celulose tipo II (Pacheco et al., 2004). O gênero Gluconacetobacter não é capaz de 

metabolizar a glicose por via anaeróbia devido à falta da enzima responsável por catalisar 

a reação de fosforilação de frutose-6-fosfato a frutose-1,6-bifosfato (a fosfofrutoquinase-

1) que impede a ocorrência da via fermentativa. Dessa forma, a síntese da CB ocorre pela 

via das hexoses e gliconeogênese (Figura 4). A conversão da glicose, transportada do 
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ambiente externo para o citoplasma, é catalisada por quatro enzimas bacterianas: a 

glicoquinase (enzima responsável pela fosforilação do carbono 6 da glicose obtendo 

glicos-6-fosfato), a fosfoglicomutase (enzima que catalisa a reação de isomerização da 

glicose-6-fosfato a glicose-1-fosfato), a UDPG-pirofosforilase (responsável pela síntese 

da UDP-glicose (UDPG) e a celulose sintase  (responsável pela polimerização da celulose 

a partir da UDP-glicose) (Lustri et al., 2015). Pela via endógena (gliconeogênese) a 

síntese começa a partir das fontes como oxaloacetato em piruvato pela ação da enzima 

carboxilase do piruvato. A transformação do piruvato em fosfoenolpiruvato é produzida 

pela ação da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase, consumindo cerca de 10% do ATP. 

Assim, a energia empregada para a síntese da CB vem do metabolismo aeróbio (Ross et 

al., 1991; Czaja et al., 2006; Donini et al., 2010; Lustri et al., 2015).  
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Figura 4: Modelo hipotético de via metabólica para a biossíntese de celulose bacteriana por G. 

hansenii (adaptada de Lustri et al., 2015). 
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No entanto, existe relativa dificuldade de obtenção de CB em larga escala com 

os meios de cultivo e métodos convencionais devido ao seu baixo rendimento de 

produção, quer seja em condições estáticas ou em agitação. Assim, o estudo de novos 

métodos e condições de cultivo que permitam uma produção em larga escala e com menor 

custo possível se torna de extrema importância (Ruka et al., 2012). 

2.2.4.  Síntese de CB em cultivo estático 

Como relatado, em cultivo estático, tradicionalmente, a CB é produzida 

formando um filme na interface ar- meio de cultivo, o qual é incubado durante vários dias 

até que uma membrana seja formada, ocupando toda superfície do meio, se moldando ao 

formato do frasco de cultivo (Figura5). A CB produzida apresenta superfície mais densa 

do lado exposto ao ar (Iguchi et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Membrana de CB produzida em cultivo estático (Fonte: próprio autor) 

 

Hestrim e Schramm (1954) conduziram experimento para estabelecer as 

condições ideais para a produção de CB em cultivo estático, utilizando glicose como fonte 

de carbono. 
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Borzani e de Souza (1995) consideraram, em seus estudos, que são formadas 

várias camadas finas de celulose paralelamente à superfície do meio de cultivo, 

confirmando o descrito por Fontana (1990) e que a camada recém-produzida sempre se 

encontra na interface meio/ar sugerindo que os nutrientes se difundem através das 

camadas de CB mais internas até as células bacterianas mais ativas na síntese, que se 

encontram próximas a interface meio/ar  (Fontana et al., 1990; Borzani & de Souza, 

1995). 

Embora a produção de celulose bacteriana em cultivo estático seja muito 

simples, existem inconvenientes que impedem o controle de parâmetros para melhorar o 

rendimento, pois como a membrana é formada na interface meio/ar, movimentações 

podem interferir na continuidade do processo de síntese (Recouvreux, 2008). 

2.2.5. Síntese de CB em cultivo agitado 

Em cultivo agitado, frascos contendo inóculo bacteriano são levados para 

agitadores orbitais (Figura 6). A celulose é produzida sob a forma de corpos esféricos, 

estrelados ou filamentosos com diâmetro variável e o rendimento é bem menor do que a 

aquele obtido em cultivo estático (Recouvreux, 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: produção de esferas de CB em cultivo agitado (Fonte: próprio autor). 
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Estudos de Hestrin e Schramm (1954) mostraram que, ao contrário do cultivo 

estático, o volume do meio de cultivo em condições agitadas influencia diretamente no 

rendimento da produção de CB, pelo fato de proporcionar maior aeração. Existem relatos 

na literatura de que, em cultivo agitado, além da produção de mutantes espontâneos não 

produtores de celulose, pode ocorrer redução do grau de polimerização e do grau de 

cristalinidade, devido à agitação proporcionar uma maior força de cisalhamento no 

cultivo, (Hestrin & Schramm 1954; Jung, Lee, et al., 2010). Esses mesmos autores relatam 

que a adição de etanol ao meio de cultivo evita produção de mutantes espontâneos.  

2.2.6. Influência do pH e temperatura na produção de CB 

A espécie G. hansenii produz, como metabólitos, durante a síntese de CB, ácido 

glucônico e acético (Jung, Jeong, et al., 2010). Jonas e Farah (Jonas & Farah 1998) 

relataram que as empresas que produzem CB, para uso biomédico, trabalham com valores 

de pH entre 4 e 4,5 para evitar contaminação do meio durante o cultivo com outros micro-

organismos (Jonas & Farah, 1998). Entretanto Jung e colaboradores (Jung, Jeong, et al., 

2010) mostraram que uma maior produção de CB foi em pH 6,5  

Em relação à temperatura para síntese de CB, Son e colaboradores (Son et al. 

2001) estudaram o efeito na produtividade da bactéria Acetobacter sp. A9 para valores 

entre 20°C e 40°C. O melhor valor encontrado pelo grupo foi de 30°C concluindo que a 

temperatura afeta não só a produtividade, como também a morfologia e a estrutura 

cristalina do polímero final.  Hirai e colaboradores (Hirai et al., 1997) mostraram que a 

CB produzida pela bactéria A. hansenii ATCC 23769 em meio HS a 40°C era formada 

por bandas de celulose II, ao passo que o polímero produzido em 28°C levou à uma 

morfologia formada por tiras de celulose I. 

2.2.7.  Fontes de carbono na produção de CB 

As fontes de carbono também são fatores importantes para a produção de CB e 

afetam o rendimento de produção. Os monossacarídeos, dissacarídeos, oligossacarídeos, 

ácidos orgânicos e álcoois foram os mais estudados, segundo relatos da literatura 

(Phisalaphong & Jatupaiboon, 2008). Jonas e Farah (Jonas & Farah, 1998) compararam 

o efeito da fonte de carbono sobre o rendimento de CB utilizando diversas fontes de 

carbono (monossacarídeos, dissacarídeos, oligossacarídeos), álcoois (etanol, glicerol e 

etilenoglicol), ácidos orgânicos (citrato, succinato e gliconato) e outros compostos e 
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relataram um aumento na produção de CB de 6,2 e 3,8 vezes, respectivamente, quando 

utilizaram o D-arabitol e o D-manitol em comparação com a glicose.  

A identificação de fontes de nutrientes de baixo custo, economicamente viáveis 

para a produção de CB, constitui um dos desafios para as pesquisas científicas. Existem 

vários relatos na literatura de diferentes meios de cultivo, bem como variadas fontes de 

carbono (Mohammadkazemi et al., 2015; Ruka et al., 2013; Shah et al., 2010; Lazarini et 

al., 2016). Vários pesquisadores demonstraram, utilizando fontes de carbono 

diversificadas, produção significativa de CB a partir de resíduos de caldo de fermentação 

de cerveja (Ha et al., 2011), resíduos agrícolas (Kongruang, 2008), melaço e xarope de 

cana-de-açúcar (Bae & Shoda, 2005; Lazarini et al., 2016), sucos de frutas (Kurosumi et 

al., 2009), e resíduos têxteis a base de algodão (Yang et al., 2012).   

Há uma grande quantidade de resíduos orgânicos que acabam sendo descartados 

de forma inadequada na natureza acentuando ainda mais a poluição. No entanto, esses 

resíduos são ricos em açúcares (glicose, frutose, sacarose e lactose) e nutrientes 

(nitrogênio e vitaminas) que podem ser úteis para a síntese de CB (Almeida, 2008; Castro 

et al., 2012; Kurosumi et al., 2009). 

Hestrin e Schramm (Hestrin & Schramm, 1954) publicaram resultados da 

combinação da utilização de glicose com extrato de levedura em meio de cultivo 

resultando em um rendimento de 0,04 g/L  na produção de CB em relação a outras fontes 

de carbono. Poyrazolu Çoban e Biyik (Poyrazolu Çoban & Biyik, 2011) investigaram o 

efeito de várias fontes de carbono e nitrogênio sobre a produção de celulose de A. 

lovaniensis HBB5. O maior rendimento, 0,040 g/L de CB seca, reproduz os estudos de  

Hestrin e Schramm, seguido das fontes de carbono frutose 0,035g/L,  sacarose com 0,029 

g/L e etanol 0,025g/L. A fonte de nitrogênio utilizada para esses maiores rendimento foi 

o extrato de levedura.  

 Alguns autores relatam que o índice de cristalinidade da CB é afetado pela 

mudança da fonte de nitrogênio e de carbono ( Keshk & Sameshima, 2006; Mikkelsen et 

al., 2009; Ruka et al., 2012). Jung e colaboradores (Jung, Lee, et al., 2010) também 

afirmam, em seus estudos, que a quantidade de açúcar pode influenciar no efeito 

osmótico, pois elevada concentração de açúcares pode promover um menor nível de 

atividade de água diminuindo a taxa metabólica e, consequentemente, a síntese de CB. Já 
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as variações de fontes de nitrogênio indicam que o extrato de levedura é a mais completa 

fonte de nitrogênio para as espécies da Gluconactobacter, pois fornece quantidade 

conveniente de nitrogênio e fatores de crescimento para as cepas.   

Assim, um dos principais objetivos das pesquisas na produção de CB tem sido a 

melhoria do rendimento de produção que incluem o isolamento de cepas com elevada 

capacidade de produção (Ha et al., 2011; Shah et al., 2013) e a utilização de fontes 

variadas de carbono (Shah et al., 2013).  

2.2.8.  Aplicações da CB  

A CB, como mencionado anteriormente, é um biopolímero que se destaca de 

seus semelhantes vegetais por possuir propriedades especificas e vantagens industriais, e 

que vem sendo utilizada em diversas áreas como indústria têxtil, de papel, alimentícia, 

farmacêutica, tratamento de efluentes, radiodifusão, mineração e refinarias (Shah & 

Brown, 2005; Czaja et al., 2007) como mostra a Tabela 1. 

Tabela 1.  Aplicações da CB (Czaja et al., 2007; Evans et al., 2003)  
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Em medicina, a CB tem atraído a atenção de pesquisadores pelo fato de 

apresentar alto grau de pureza, hidrofilicidade, biocompatibilidade e hipoalergenicidade. 

Devido à sua estrutura tridimensional particular, as membranas de CB vêm sendo estudas 

como material potencial para barreira atuando na cicatrização de feridas principalmente 

por possuir a capacidade de adsorver o exsudato, evitando o trauma de um curativo 

comercial (por exemplo, gaze) em aderir ao local do ferimento, permitindo rápida 

cicatrização por manter o local hidratado (Fu et al., 2013; Shah et al., 2013). A  adesão 

de plasma na superfície da CB podendo ser utilizada em enxertos, produção de vasos 

sanguíneos resistentes e capazes de suportar a pressão arterial coronariana com potencial 

para utilização como substituto de veias safenas e artérias mamárias em cirurgias de by-

pass, visando à revascularização do miocárdio, assim como substituição de outros vasos 

sanguíneos ( Recouvreux et al., 2011), como scaffolds para engenharia de tecidos 

funcionalizando a CB com parafina para formação de nanoporos e crescimento de 

condrócitos primários  (Lustri et al., 2013; Dugan et al., 2013), em formulações 

transdérmicas (El-sousi et al., 2013; Abeer et al., 2014) e como sistemas de liberação 

controlada de fármacos funcionalizando as membranas de CB ou modificando o sistema 

de produção para obtenção de nanofibras diferenciadas facilitando o carreamento do 

fármaco  (Wei et al., 2011; Jung, Jeong, et al., 2010; Barud et al., 2011; Trovatti et al., 

2012; Carvalho et al., 2013; Lustri et al., 2015; Lazarini et al., 2016).  

Chawla e colaboradores  (Chawla et al., 2009) relatam, em seus estudos, que 

para um material ser considerado propício para utilização como substituto temporário de 

pele, principalmente em feridas, úlceras venosas e escaras, tanto estruturalmente como 

funcionalmente, é essencial que apresente as características de não toxicidade, 

biocompatibilidade, hipoalergenicidade, habilidade de funcionar como barreira perante 

infecções, habilidade de controle de perda de fluido, habilidade de redução de dor durante 

o tratamento, habilidade de manutenção de hidratação, permitir a introdução ou 

transferência de fármacos e ou outras moléculas bioativas para o ferimento, adsorver 

secreções que ocorrem durante a cicatrização, apresentar alta resistência mecânica e 

elasticidade. Assim a CB se encaixa muito bem como um material a ser utilizado como 

substituto temporário de pele. 
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1. Objetivos 

1.1.  Objetivos Gerais 

O presente trabalho teve como objetivos a obtenção de membranas de CB 

cultivadas em meios com fontes de carbono diversificadas, bem como a seleção de 

variedades da G. hansenii ATCC 23769 com maior eficiência na síntese por aplicação de 

pressões seletivas química e físicas. Foram também objetivos deste trabalho a  

determinação do rendimento de produção, caracterização das membranas, e das 

variedades de G. hansenii e estudo de liberação sustentada de fármacos e/ou complexos 

metálicos. 

1.2. Objetivos Específicos 

 

• Produzir meios de cultivos com fontes diversificadas de nutrientes para síntese de 

membranas de CB por G. hanseni ATCC 23769 e analisar o rendimento de 

produção em massa seca; 

 

• Avaliar as características microscópicas, por MEV e FT-IR, das membranas de 

CB produzidas comparando com meios publicados na literatura; 

 

• Determinar a melhor densidade óptica (DO) de inóculo para produção de CB e 

analisar o rendimento em massa seca das membranas produzidas; 

 

• Sintetizar o complexo metálico de Ag(I)  com clortalidona (Ag-CLR); 

 

• Avaliar a capacidade de retenção e liberação sustentada de fármacos 

antibacterianos e complexo metálico Ag-CLR pelas membranas de CB que 

apresentaram melhor rendimento em massa seca; 

 

• Submeter as cepas de G. hanseni ATCC 23769 a pressões seletivas química 

(variações de pH) e físicas (variação de temperatura e do tempo de exposição à 

luz ultravioleta) visando à seleção de novas variedades com maior potencial de 

síntese de CB;  

 

• Analisar o rendimento de produção de CB, em massa seca, após aplicação das 

pressões seletivas;  

 

• Avaliar as características fisicoquímicas das membranas de CB por MEV, DRX 

e FTIR; 
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• Avaliar as características morfológicas das UFC e das membranas de CB 

produzidas por G. hanseni ATCC 23769, após a aplicação das pressões seletivas, 

por MEV. 
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CAPÍTULO 3 
 

PARTE EXPERIMENTAL 

 



22 
 

1. Materiais 

 

1.1. Reagentes utilizados na composição dos meios de cultivo para síntese de 

membranas de celulose bacteriana (CB).  

Os reagentes utilizados para a composição dos meios de cultivo, para produção 

de CB, foram frutose, sacarose, fosfato de potássio dibásico (K2HPO4), ácido acético 

glacial, hidróxido de sódio (NaOH), sulfato de amônio (NH4)2SO4, sulfato de magnésio 

heptahidratado (MgSO4 ·7H2O) e etanol absoluto obtidos da empresa SYNTH. Extrato 

de levedura e glicose foram obtidos da empresa MERCK. Fosfato de sódio dibásico 

(Na2HPO4) foi obtido da empresa VETEC. Peptona foi obtida do laboratório BD. Ácido 

cítrico foi obtido do laboratório ECIBRA. Ágar foi obtido da empresa KASVI. Glucose 

de milho Karo®. 

 

1.2. Reagentes utilizados na sintetize do complexo metálico Ag(I) 

clortalidona (Ag-CLR). 

O ligante clortalidona (CLR) é disponível comercialmente e foi adquirido do 

laboratório SIGMA-ALDRICH. O nitrato de prata (AgNO3) foi adquirido do laboratório 

SYNTH. 

2.  Métodos 

2.1. Preparo dos diferentes meios de cultivo utilizados na produção de CB. 

Os reagentes utilizados para a formulação dos meios de cultivo, descritos na 

Tabela 2, foram pesados em balança analítica (Shimadzu AUY220) e preparados em 

frascos de rosca de 1000 mL (Boeco). O pH foi ajustado para 4,5 nos meios frutose 

(FRU), meio sintético 1 (MS1), meio sintético 2 (MS2), meio Zhou (Z) (Zhou et al. 2007) 

e meio Yamanaka (Y) (Yamanaka et al. 1989) com ácido acético glacial, considerado 

como pH ótimo para produção de membranas de CB por G. hansenii (Abeer et al. 2014). 

Para o meio descrito na literatura, Hestrin e Schramm (HS) o pH foi ajustado para 6 com 

NaOH (Hestrin & Schramm 1954). Em seguida, os meios foram autoclavados a 121°C 

por 30 minutos. Após autoclavagem, os meios de cultivo foram estocados em temperatura 

ambiente nos próprios frascos.  
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Tabela 2.  Composição dos meios de cultivo em g/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2. Reativação da cepa de G. hansenii (ATCC 23769).  

A amostra bacteriana de G. hansenii ATCC 23769 utilizada, adquirida da 

Coleção de Culturas da Fundação André Tosello, foi reativada, a partir de um estoque em 

glicerol 20% sob refrigeração em criotubo a -80ºC, em 50mL meio FRU (Tabela 2) 

cultivado, sob agitação, em estufa incubadora Shaker de bancada tipo B.O.D a 28ºC 

(Marconi), a 250 rpm, por 24 horas e, posteriormente, mantido em cultivo estático em 

BOD 28ºC por 3 dias até a produção de uma manta de CB. A seguir, o cultivo foi 

vigorosamente agitado para remoção das bactérias da manta, sendo este, utilizado como 

pré-inóculo. 

2.3.  Preparo do pré-inóculo de G. hansenii (ATCC 23769). 

A amostra reativada, como descrito no item 2.2., foi utilizada para os testes de 

produção de CB em temperaturas mínima de 21°C e máxima de 35°C. Em recipientes 

plásticos estéreis foram adicionados 200mL de meio FRU e 50mL do pré-inóculo. Os 

recipientes foram incubados, em B.O.D. a 21°C e 35°C por 7 dias, em cultivo estático.  

Constituintes MS1 MS2 FRU HS Z Y 

Glicose 20 12 - 25 20  

Sacarose 40 42,5 - -  50 

Frutose - 12,7 60 -   

Glucose de milho     6  

Etanol 50mL 50mL 50mL -   

Extrato de Levedura 5,6 5,6 5,6 5  5 

Peptona - - - 5   

Àcido cítrico - - - 1,15   

Na2HPO4 - - - 2,5   

K2HPO4 1 1 - - 1 3 

(NH4)SO4     6 5 

MgSO4 7H2O     0,40 0,05 
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Essas temperaturas correspondem a + 7°C a partir da temperatura ótima de 28°C descrita 

na literatura (Abeer et al. 2014) para a produção de CB. Após esse período as membranas 

foram retiradas e analisadas quanto suas características macroscópicas em relação à 

espessura. Foi utilizado como pré-inóculo, para o desenvolvimento das etapas seguintes 

da pesquisa, aquele de onde foi obtida a membrana visualmente mais espessa. 

2.4. Produção das membranas de CB nos diferentes meios de cultivo. 

Para a produção das membranas de CB, foram adicionados 100mL de cada meio 

de cultivo (Tabela 2) em erlenmeyers e inoculados com o pré-inóculo descrito no item 

2.3., em quantidade suficiente para atingir a DO correspondente à escala nefelométrica 1 

de McFarland. O cultivo estático foi mantido a temperatura de 28°C em B.O.D., até 

atingir a fase logarítmica de crescimento, para que o crescimento bacteriano fosse 

ambientado às condições de cultivo.  

Após essa etapa, 5mL de cada um dos diferentes meios (Tabela 2) foram 

acrescidos do pré-inóculo de ambientação até atingir a DO correspondente à escala 

nefelométrica 0,5 de McFarland. Os tubos foram mantidos em cultivo estático, em B.O. 

D. a 28°C por 7 dias. Após esse período, as membranas de CB produzidas foram retiradas 

dos tubos, tratadas com NaOH à 80°C por 30 minutos para eliminação das bactérias e, a 

seguir, lavadas em água destilada, com troca periódica, em banho-maria a 60°C, até 

neutralização do pH. Em seguida, foram submetidas à completa desidratação em estufa 

de secagem (Nova Ética mod 400) a 80°C. Após esse procedimento, as membranas de 

CB secas foram pesadas em balança analítica para determinação do melhor rendimento 

de produção em massa seca. O experimento foi realizado em triplicata.  

A determinação do rendimento de produção em massa seca (RMS) foi realizada 

utilizando a seguinte expressão (1): 

 

        (1)      RMS =     

 

onde MS corresponde à massa seca da membrana de CB (g) e V, ao volume (L) do 

meio de cultivo. 

 

    MS  

    V  
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2.5.  Caracterização das membranas de CB produzidas nos diferentes 

meios de cultivo. 
 

As membranas de CB produzidas nos diferentes meios de cultivo foram 

caracterizadas por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), 

e por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para a realização da caracterização por 

FTIR e MEV, foram utilizadas membranas de CB desidratadas, como descrito no item 

2.4. 

2.5.1.  Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) 

A análise das membranas de CB desidratadas, produzidas nos diferentes meios 

de cultivo, foram analisadas por FTIR com a finalidade de avaliar os principais grupos 

funcionais, característicos de CB, utilizando o espectrômetro Cary 630 FTIR Agilent, em 

modo de transmitância na região de 4000 a 600cm-1.  

2.5.2. Microscopia eletrônica de Varredura (MEV) 

As membranas de CB desidratadas, produzidas nos diferentes meios de cultivo 

foram caracterizadas por MEV, para a análise das características morfológicas em relação 

às diferenças entre os entrelaçamentos, espessuras das fibras e na porosidade das 

membranas produzidas nos diferentes meios de cultivo, com aumento de 50.000x, 

utilizando o microscópio JEOL JSM- 6360 LV, após recobrimento com carbono. 

2.6. Determinação da melhor densidade óptica e análise de rendimento em 

massa seca na produção de membranas de CB. 

Um cultivo bacteriano saturado de G. hansenii (ATCC 23769), produzido a 

partir do aumento de massa, através da técnica de semeadura em estrias, oriundo do pré-

inóculo de melhor produção descrito no item 2.3., em fase logarítmica de crescimento, 

foi submetido a diluições seriadas comparáveis as escalas nefelométricas 1,0, 2,0, 4,0, 

5,0, 7,0 e 10,0 de McFarland, para um volume final de 10mL, em tubos de ensaio com 

tampa, nos meios descritos na tabela 2 (com exceção dos meios Z e Y). Após 7 dias de 

cultivo estático a 28oC, em estufa B.O.D., foram realizadas as análises de rendimento, em 

massa seca, das membranas de CB produzidas. O experimento foi realizado em triplicata. 

As amostras foram retiradas dos tubos, tratadas com NaOH à 80°C por 30 

minutos para eliminação  das bactérias e, a seguir, lavadas em água destilada, com troca 
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periódica, em banho-maria a 60°C, até neutralização do pH e em seguida,  foram 

submetidas à completa desidratação em estufa de secagem (Nova Ética mod 400) a 80°C, 

lavadas em banho-maria a 60° C, com troca periódica da água, até clareamento total e, 

em seguida, foram mantidas em estufa de secagem (Nova Ética mod 400) a 80°C até 

completa desidratação. Após esse procedimento, as membranas de CB secas foram 

pesadas em balança analítica para determinação do melhor rendimento de produção em 

massa seca.  

A determinação do rendimento de produção em massa seca (RMS) também foi 

realizada utilizando a expressão (1), descrita no item 2.4. deste Capítulo. 

2.7.  Síntese do complexo metálico prata (I) com clortalidona (Ag-CLR) 

A síntese do complexo Ag-CLR foi realizada pela reação de 10mL de uma 

solução metanólica contendo 1,0mmol de clortalidona com com 2mL de uma solução 

aquosa contendo 1,0mmol de AgNO3. A reação de síntese ocorreu em pH alcalino 

(pH10). A síntese foi realizada em agitação constante, a temperatura ambiente. Após uma 

hora de reação, o sólido branco obtido foi coletado por filtração, lavado com água 

destilada gelada e seco em dissecador sob pressão negativa e ao abrigo da luz, por duas 

horas. O complexo Ag-CLR foi armazenado em tubo de microcentrífuga estéril, envolto 

em papel alumínio e estocado ao abrigo da luz até o momento do uso. 

2.8. Avaliação da capacidade de retenção e liberação sustentada de 

ceftriaxona e do complexo Ag-CLR pelas membranas de CB. 
 

Para o teste de difusão em discos, seguindo a metodologia de Jean B. Patel, 

Franklin R. & Institute (2014) foi preparada uma solução aquosa de ceftriaxona (CRO) 

na concentração igual 2,0 mg/mL e uma suspensão em água de Ag-CLR com 

concentração de 20 mg/mL. Para o ensaio de difusão de CRO, discos de CB produzidas 

nos meios MS1, MS2 e FRU, que apresentaram maior rendimento em massa seca, com 

10mm de diâmetro, foram impregnados com 50µL da solução de CRO (100 µg/disco) e 

com 50µL da suspensão de Ag-CLR (1000µg/disco). A seguir, esses discos foram 

submetidos à completa desidratação, em temperatura ambiente, no interior de fluxo 

laminar. 

A seguir, os discos secos, contendo CRO e Ag-CLR foram aplicados na 

superfície de placas contendo ágar Muller-Hinton (MH) inoculado com S. aureus ATCC 
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25923. As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37°C por 24 horas. Após 

decorridas 24 horas de incubação, foram realizadas as mensurações dos halos de inibição 

de crescimento bacteriano. Em seguida, os discos contendo CRO e o complexo metálico 

Ag-CLR foram retirados das placas e repassados para novas placas de Petri contendo ágar 

MH, inoculado com S. aureus ATCC 25923 e as mesmas foram incubadas da mesma 

forma descrita acima. As placas foram incubadas por mais 24 horas, para a leitura de 48 

horas de difusão. O mesmo procedimento foi repetido até que não ocorresse a formação 

de halos de inibição ao redor das membranas de CB. 

2.9. Aplicação de pressões seletivas em cultivo de G. hansenii (ATCC 23769). 

A partir de um volume de 250mL do cultivo de G. hansenii, na fase logarítmica 

de crescimento, um inóculo foi semeado em placas de ágar FRU (frutose - 60g/L, extrato 

de levedura-5,6g/L, etanol absoluto-50mL/L, ágar bacteriológico-34g/L), visando à 

obtenção de colônias isoladas pelo método de semeadura em estrias. A placa foi incubada 

a 28ºC por 7 dias em estufa B.O.D. Após isolamento, 5 colônias, com as mesmas 

características fenotípicas macroscópicas, foram suspensas em 5,0 mL de meio FRU e, 

foram utilizadas para a produção do pré-inóculo. A partir desse pré-inóculo, placas de 

Petri contendo ágar FRU foram semeadas, em estrias, visando à obtenção de colônias 

isoladas. As placas foram submetidas às pressões seletivas em diferentes temperaturas e 

diferentes tempos de exposição UV, como descrito na Tabela 3. Para a pressão seletiva 

em diferentes valores de pH, um inóculo de 50mL do cultivo de G. hansenii, na fase 

logarítmica de crescimento foi adicionado em 200mL de meios FRU com diferentes 

valores de  pH (Tabela 3). As placas submetidas as pressões seletivas em diferentes 

temperaturas (20, 25, 28 e 35ºC), foram mantidas sob incubação em B.O.D por 7 dias. As 

placas submetidas às pressões seletivas em diferentes exposições no UV, foram incubadas 

a 28ºC em B.O.D. por 7 dias. As amostras submetidas às pressões seletivas em diferentes 

valores de pH, após 1 dia de incubação a 28ºC em B.O.D., foram semeadas, em estrias, 

visando a obtenção de colônias isoladas, em placas de Petri contendo ágar FRU pH 4,5 e 

incubadas a 28ºC em B.O.D. por 7 dias. As colônias isoladas foram analisadas quanto às 

características fenotípicas macroscópicas (cor, textura, morfologia colonial e tamanho). 

As diferentes colônias obtidas foram testadas quanto à capacidade produção de 

membranas de CB. 
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Tabela 3 - Relação das pressões seletivas as quais foram submetidos os cultivos de G. hansenii 

(ATCC 23769). 

2.10. Produção de membranas de CB a partir das colônias obtidas após 

pressão seletiva e rendimento em massa seca. 

As diferentes colônias isoladas e selecionadas, após aplicação das pressões 

seletivas, foram inoculadas em 10mL de meio FRU (pH4,5) e incubadas a 28ºC em 

B.O.D. por 7 dias. Após este período, foi avaliada a capacidade de produção de celulose 

por cada uma das colônias. As colônias produtoras de CB foram semeadas em placas de 

Petri contendo ágar FRU (pH 4,5) e incubadas em B.O.D. a 28ºC por um período 

suficiente para aumento de massa celular. 

Após aumento de massa celular das diferentes colônias, foram produzidos 

inóculos, na DO correspondente à escala nefelométrica 1 de McFarland, em tubos de 

cultivo contendo 10mL de meio FRU. Os tubos foram incubados a 28ºC em B.O.D. por 

7 dias, para verificação comparativa da capacidade de produção de celulose. Os 

experimentos foram realizados em triplicata. 

Após os 7 dias de cultivo, os tubos foram vigorosamente agitados em vortex, 

para a remoção das bactérias aderidas. A seguir, as membranas foram retiradas dos tubos, 

no interior de fluxo laminar utilizando pinça de aço inox estéril, para evitar a 

contaminação do cultivo. Posteriormente, as membranas foram exaustivamente lavadas 

em recipientes com água destilada a 60ºC, em banho-maria de agitação interna (Nova 

Ética MOD. HX 500/4D). A seguir, as membranas foram submetidas à secagem completa 

em estufa ventilada a 60ºC (Nova Ética MOD. 400). Após secagem, as massas foram 

mensuradas em balança analítica para a avaliação do rendimento de produção massa 

seca/volume. 

O rendimento de produção em massa seca (RMS) foi realizado utilizando a 

expressão (1) descrita no item 2.4. deste Capítulo. 

Pressão seletiva Condições 

Exposição à luz U.V. (280nm) 5min 10 min 30 min - 

Temperatura (ºC) 20 25 28 35 

pH 3 4,5 7 10 
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2.11.  Caracterização das membranas de CB e das variantes fenotípicas de 

G. hansenii ATCC 23769, obtidas após pressões seletivas. 

 

A caracterização das membranas de CB, nas diferentes pressões seletivas 

(Tabela 3), foi realizada por MEV utilizando o microscópio JEOL JSM- 6360 LV, por 

FTIR utilizando o espectrofotômetro Cary 630 FTIR Agilent e por DRX utilizando o 

difratômetro XRD7000 Shimadzu diffractometer para determinação do grau de 

cristalinidade das membranas de CB obtidas após pressões seletivas. 
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CAPÍTULO 4 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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1. Resultados e Discussão 

1.1.  Reativação da cepa de G. hansenii (ATCC 23769).  

A amostra de G. hansenii ATCC 23769 foi reativada, como descrito no item 2.2 

do capitulo 3, com sucesso, sendo produzida, após 7 dias, uma membrana consistente, 

certificando a capacidade de síntese de CB, permitindo sua utilização nos experimentos 

envolvendo a produção de membranas de CB. O cultivo foi agitado vigorosamente para 

a remoção das bactérias aderidas na membrana e a suspensão bacteriana obtida foi 

utilizada como pré-inóculo para a produção de membranas de CB. 

1.2.  Produção de celulose por G. hansenii (ATCC 23769) nas temperaturas 

de 21ºC e 35°C. 
 

A membrana de CB produzida em cultivo a 35°C, como descrito no item 2.3. do 

Capítulo 3, apresentou maior espessura, maior maleabilidade e menor grau de 

transparência, quando comparada com a membrana produzida a 21°C (Figura 7).  

  

Figura 7. Membranas de CB produzidas por G. hansenii ATCC 23769. Painel A apresenta CB 

produzida em meio FRU a 21°C. Painel B apresenta CB produzida em meio FRU a 35°C. 

Ambas em cultivo estático por 7 dias (Fonte: próprio autor). 

Esses resultados sugerem que a membrana mostrada no Painel B da Figura 7 

apresenta maior quantidade de fibras, além de maior massa úmida, o que determinou a 

escolha do inóculo produzido a 35°C, para a utilização nos demais testes. 
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1.3.  Produção das membranas de CB nos diferentes meios de cultivo e 

rendimento em massa seca. 
 

A Figura 8 (Paineis de A a F) mostra as membranas de CB obtidas a partir do 

cultivo de G. hansenii ATCC 23769 nos diferentes meios. Como pode ser observado nos 

Paineis de A a D não houve diferença macroscópica significativa na espessura das 

membranas de CB produzidas em triplicata. Entretanto, podem ser observadas diferenças 

macroscópicas significativas das membranas de CB, produzidas em triplicata, nos meios 

MS1 e MS2 (Paineis E e F, respectivamente) quando comparadas àquelas produzidas nos 

outros meios (Paineis de A a D).   

 

Figura 8: Membranas de CB produzidas nos diferentes meios de cultivo. Painel A - membrana de CB 

produzida no Meio de cultivo Y; Painel B – membrana de CB produzida no Meio de cultivo Z; Painel C - 

membrana de CB produzida no Meio de cultivo HS; Painel D - membrana de CB produzida no Meio de 

cultivo FRU; Painel E – membrana de CB produzida no Meio de cultivo MS1 e Painel F – membrana de 

CB produzida no meio de cultivo MS2. 

 

Esses resultados sugerem que a bactéria G. hansenii ativa vias metabólicas 

distintas para a produção de CB na presença de monossacarídeos (glicose e frutose) e 

dissacarídeos (sacarose).  Estudos demonstram que a ocorrência de um desvio na rota 
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metabólica para produção de ácidos pode diminuir o rendimento de produção de CB 

quando utilizado monossacarídeo como fonte de carbono (Masaoka et al. 1993; Sherif 

Keshk & Sameshima 2006).  

Como pode ser observado na Figura 8, quando se utiliza apenas um dissacarídeo 

(meio Y), como fonte de carbono não são notadas diferenças nas características 

macroscópicas das membranas de CB, em relação aos meios que contem apenas um 

monossacarídeo (meios HS, Z e FRU). Entretanto, a presença de monossacarídeo e 

dissacarídeo na composição dos meios MS1 e MS2, aparentemente, proporcionam 

melhores condições para uma maior produção de CB.  

No entanto, os resultados obtidos nesta etapa (Figura 9) demostraram que, após 

o primeiro dia de cultivo, os pH dos diferentes meios apresentaram valores distintos em 

relação àqueles dos meios de cultivo antes da introdução do inoculo bacteriano (pH 4,5 

para os meios MS1, Ms2, FRU, Z e Y, e 6,0 para o meio HS).   

 

Figura 9. Comparação entre fontes de carbono e pH dos diferentes meios de cultivo após 7 dias 

de incubação, em B.O.D. a 28°C. 

 

Como demonstrado na Figura 9, os menores valores de pH foram encontrados 

nos meios MS1, MS2, HS e Z. Esses resultados confirmam os descritos por Masaoka e 

Sherif  (Masaoka et al. 1993; Sherif Keshk & Sameshima 2006) de produção de ácidos 

durante o crescimento bacteriano. Entretanto, o rendimento em massa seca de CB foi 
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distinto (Tabela 4), sendo maior para os meios MS1 e MS2, que apresentaram valores de 

pH igual a 3,0.  

Tabela 4. Rendimento em massa seca das membranas de CB produzidas nos diferentes meios de 

cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os meios HS e Z, com valores de pH semelhantes aos meios MS1 e MS2 

(respectivamente, 4,0 e 3,0), apresentaram menor rendimento em massa seca. Essas 

diferenças de rendimento podem estar relacionadas ao fato de que onde a produção de 

ácido nos meios HS e Z, que apresentam monossacarídeo como única fonte de carbono, 

utilizou este substrato para a manutenção das duas vias metabólicas, isto é, para a síntese 

de ácidos e de CB. Assim, o maior rendimento observado nos meios MS1 e MS2 sugere 

que pode ter ocorrido, inicialmente, o consumo do monossacarídeo para redução do pH e 

o dissacarídeo, em seguida, disponibilizando maior quantidade de fonte de carbono para 

a produção de CB, e uma menor quantidade apenas para manutenção dos valores baixos 

de pH, uma vez que, seus valores se mantiveram até o sétimo dia de cultivo. 

Estudos moleculares futuros envolvendo genes relacionados às vias metabólicas 

basais e de produção de CB, poderão trazer melhores esclarecimentos acerca da 

bioquímica da produção de CB. 

 

Meio de 

Cultivo 

g/5mL g/L 

Meio Z 0,000053 0,010 

Meio Y 0,000140 0,028 

HS Meio 0,000300 0,06 

Meio FRU 0,000467 0,093 

Meio MS1 0,001313 0,262 

Meio MS1 0,001360 0,272 



35 
 

1.4. Caracterização físico-química das membranas de CB produzidas nos 

diferentes meios 

 

As membranas de CB produzidas nos diferentes meios de cultivo foram 

caracterizadas por MEV e FT-IR. As imagens de MEV demonstraram diferenças entre os 

entrelaçamentos e espessura das fibras, além da diferença na porosidade das membranas 

produzidas nos diferentes meios de cultivo. A Figura10 apresenta as imagens de MEV 

das membranas produzidas nos meios Y, Z, HS, FRU, MS1 e MS2, respectivamente. 

 

Figura 10: Imagens de MEV das membranas produzidas nos diferentes meios de cultivo. Painel 

A: meio de cultivo Y; Painel B: meio de cultivo Z; Painel C: meio de cultivo HS; Painel D: meio 

de cultivo FRU; Painel E: meio de cultivo MS1 e Painel F: meio de cultivo MS2.  
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Como pode ser observado na Figura 11, as CB produzidas nos meios que 

apresentam dissacarídeos como fonte de carbono (MS1, Ms2 e Y), demonstraram uma 

disposição de fibras mais organizada quando comparadas àquelas produzidas nos demais 

meios (FRU, HS e Z) que apresentam monossacarídeos como fonte de carbono. Esses 

resultados podem estar relacionados à manutenção das vias metabólicas essenciais e de 

produção de CB, como discutido no tópico anterior. 

 

Os espectros de FTIR das membranas de CB obtidos, a partir de diferentes 

membranas produzidas nos diferentes meios de cultivo (Tabela 2), são mostrados na 

Figura 11. De acordo com a literatura, as bandas no intervalo de 3350-3500 cm-1 de 

celulose pura são atribuídas ao estiramento O-H, enquanto as bandas 2800-2900 cm-1 são 

atribuídas aos estiramentos C-H. A banda em 1160 cm-1 é atribuída ao estiramento C-O-

C, enquanto as bandas no intervalo 1035-1060 cm-1 são devidas ao estiramento C-O 

(Halib et al. 2012; Lazarini et al. 2016). As análises por FTIR das membranas de CB 

produzidas nos diferentes meios de cultivo mostraram bandas de absorção em 3370, 2900, 

1426 e 1060 cm-1, confirmando, assim, a pureza das CB produzidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Espectros de FTIR das membranas de CB produzidas nos diferentes meios de cultivo. 
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1.5. Determinação da melhor densidade óptica e análise de rendimento em 

massa seca na produção de membranas de CB. 

A partir do crescimento bacteriano como descrito no item 2.6. do capítulo 3, 

foram realizadas diluições visando a obtenção de suspensões bacterianas nas DO 

correspondentes às escalas nefelométricas 1,0 (3x108 UFC/mL), 2,0 (6x108 UFC/mL), 

4,0 (12x108 UFC/mL), 5,0 (15x108 UFC/mL), 7,0 (21x108 UFC/mL) e 10,0 (30x108 

UFC/mL) de McFarland. A Figura 12 mostra as membranas de CB, produzidas em 

triplicata, nos diferentes meios de cultivo (Tabela 2) e diferentes DO utilizadas. É possível 

observar macroscopicamente, diferentes espessuras das membranas de CB quando 

comparadas entre as DO e entre os meios de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Membranas de CB produzidas em diferentes meios de cultivo (MS1, MS2, FRU e HS) 

com diferentes DO. Painel A: produção na DO 1; Painel B: produção na DO 2; Painel C: produção 

na DO 4; Painel D: produção na DO 5; Painel E: produção na DO 7 e Painel F: produção na DO 

10. 

Para a determinação concreta da melhor DO para a produção de CB, foi realizada 

a análise de rendimento, em massa seca, devido ao fato de que as membranas podem 
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apresentar diferentes graus de hidratação logo após sua síntese. Desta forma, as 

mensurações das massas secas trouxeram informações fidedignas sobre a quantidade de 

celulose presente em cada amostra. 

Após o processo de desidratação completa das membranas de CB, foram 

determinados os rendimentos em massa seca nos diferentes meios de cultivo nas 

diferentes DO. Os resultados da determinação de massa seca são apresentados na Tabela 

5. Os cálculos foram realizados seguindo a expressão (1) descrita no item 2.4 do Capítulo 

3. 

Tabela 5. Rendimento em massa seca das membranas de CB produzidas nos diferentes 

meios de cultivo e nas diferentes DO. 

Foi observado que, dependendo da composição do meio de cultivo, os melhores 

rendimentos em massa seca ocorreram em diferentes DO, sendo o melhor rendimento em 

massa seca para o meio MS1 foi na escala nefelométricas 1,0 de McFarland, para o meio 

MS2, na escala 5,0, para o meio FRU, escala 10,0 e para o meio HS, na 7,0 de (destaque 

em negrito e itálico na Tabela 5). Esses resultados reforçam o fato de que estas diferenças 

de rendimento estejam realmente relacionadas à ativação de diferentes vias metabólicas 

utilizadas pelas bactérias para maior aproveitamento das fontes de carbono presentes nos 

diferentes meios utilizados, para a produção de ácidos e de CB, como discutido no item 

1.3 deste capítulo. Há diversos relatos de que os meios de cultivo podem ser categorizados 

em termos de fornecimento de diferentes fontes de carbono para a síntese CB. As fontes 

de carbono produzem ativação diferencial de vias biossintéticas, dependendo do 

 
Massa                                                              

g/10mL 

Massa                                                            

g/L 

DO MS1 MS2 FRU HS MS1 MS2 FRU HS 

1 0,01147 0,00710 0,00370 0,00120 1,147 0,710 0,370 0,120 

2 0,01063 0,00937 0,00373 0,00427 1,063 0,937 0,373 0,427 

4 0,01020 0,00743 0,00420 0,00603 1,020 0,743 0,420 0,603 

5 0,01010 0,00980 0,00417 0,00580 1,010 0,980 0,417 0,580 

7 0,01060 0,00637 0,00677 0,00697 1,060 0,637 0,677 0,697 

10 0,00590 0,00583 0,00950 0,00633 0,590 0,583 0,950 0,633 
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polissacárido que é fornecido. Uma fonte de carbono, tal como a frutose, também deve 

ser cuidadosamente considerada como um componente do meio, uma vez que nem todas 

as cepas utilizam a frutose como fonte para a síntese de CB (Lee et al. 2014; Abeer et al. 

2014; Mikkelsen et al. 2009; Kurosumi et al. 2009).  

Portanto, o fato de os menores rendimentos observados nas demais escalas, 

considerando que o volume dos meios para todas as DO, o período de tempo e as 

condições de cultivo foram os mesmos, sugere que o número de UFC e as fontes de 

carbono presentes em diferentes concentrações exercem direta interferência na produção 

de CB. De acordo com Lustri e colaboradores (Lustri et al. 2015) o metabolismo de 

síntese de CB e das outras vias metabólicas, essenciais para o crescimento bacteriano, 

apresentam a glicose como substrato básico (Figura 4 – seta branca). Baseado nessa 

hipótese, e nos resultados obtidos, pode-se inferir que a produção de CB esteja 

diretamente relacionada ao equilíbrio entre o metabolismo de síntese de CB e as vias 

metabólicas bacterianas essenciais. 

1.6.   Análise da capacidade de retenção e potencial liberação sustentada 

de CRO e do complexo metálico Ag-CLR pelas membranas de CB que 

apresentaram melhor rendimento em massa seca 

As CB produzidas nos meios MS1, MS2 e FRU, que apresentaram maior 

rendimento em massa seca, foram cortados em discos com 10mm de diâmetro. Foram 

preparadas soluções aquosas de CRO de concentração de 2,0 mg/mL e de Ag-CLR de 

concentração de 20,0 mg/mL como descrito no item 2.7. do capítulo 3., para utilização 

neste ensaio. Como pode ser observada na Tabela 6, a membrana de CB produzida no 

meio MS1, foi a que manteve maior capacidade de retenção e liberação de CRO e do 

complexo metálico Ag-CLR. Discos de CB comercial (C) foram utilizados como controle 

no ensaio de liberação de CRO.  
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Tabela 6. Medida dos halos de inibição ao redor dos discos de CB produzidas em diferentes meios 

(MS1, MS2 e FRU) e contendo CRO e AgCLR 

 

A Figura 13 apresenta resultados do teste de difusão em discos para a membrana 

de CB (MS1, MS2, FRU e C) na liberação de CRO. 

Na literatura, existem relatos sobre o uso de CB ou de seus derivados como 

sistema de liberação sustentada de compostos antimicrobianos, tais como o composto CB/ 

cloridrato de guanidina polihexametileno (Kukharenko et al., 2014), CB incorporada com 

octenidina (Moritz et al., 2014), cloreto de benzalcônio (Wei et al., 2011), nanopartículas 

de prata (Jung et al., 2009), nanocompósitos de prata (Pinto et al., 2009) e como sistemas 

de liberação transdérmica de diclofenaco (Silva et al., 2014). No entanto, relatos sobre a 

liberação de complexos metálicos e de antibióticos, especialmente aqueles que não são 

disponíveis para utilização tópica, tais como CRO, são raros (Lazarini et al., 2016). 

Tempo 

(horas) 

Halos (mm) 

MS1 MS2 Frutose 

CRO Ag-CLR CRO Ag-CLR CRO Ag-CLR 

0 43+ 1.0 18+ 1.0 42+ 1.0 18+ 1.0 35 18+ 1.0 

24 25+ 1.0 15+ 1.0 25+ 1.0 15+ 1.0 15 15+ 1.0 

48 0 15+ 1.0 0 15+ 1.0 0 15+ 1.0 

72 0 15+ 1.0 0 15+ 1.0 0 15+ 1.0 

96 0 14+ 1.0 0 15+ 1.0 0 11+ 1.0 

128 0 14+ 1.0 0 13+ 1.0 0 0 

144 0 14+ 1.0 0 0 0 0 

168 0 12+ 1.0 0 0 0 0 
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Figura 13 - Teste de difusão em discos de CB e os halos de inibição para o antibiótico 

CRO. 

Como se pode observar nos resultados apresentados na Tabela 6 e na Figura 13, 

as membranas produzidas nos meios MS1 e MS2 apresentaram maior capacidade de 

retenção e liberação sustentada do antibiótico CRO, indicada pela manutenção do halo de 

inibição ao redor dos discos após 0, 24 e 48 horas de difusão.  

Da mesma forma, foi analisada a capacidade de as membranas produzidas nos 

mesmos meios (MS1, MS2 e FRU) reterem e liberarem de forma sustentada, o complexo 

metálico Ag-CLR. Para a realização deste teste foi utilizada a cepa de S. aureus 

(ATCC25923). Em virtude do disco de CB comercial ter apresentado baixa capacidade 

de retenção de CRO, seu uso foi descartado para os ensaios de difusão com o complexo 

metálico Ag-CLR. Como pode ser observado na Figura 14, por análise comparativa de 

manutenção da capacidade de liberação sustentada de Ag-CLR, a membrana de CB 

produzida no meio MS1 também mostrou maior capacidade de retenção e liberação 

sustentada do complexo, seguida de MS2 e FRU. 
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Figura 14 – Teste de difusão em discos de CB e os halos de inibição para o complexo Ag-CLR, 

de 0 a 168h (Paineis A- H, respectivamente). 
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Porém, pode também ser observada uma diferença significativa na capacidade 

de retenção e liberação sustentada do complexo metálico Ag-CLR em relação ao 

antibiótico CRO. Este fato pode estar relacionado com a hidrossolubilidade da CRO, o 

que faz com que a membrana de CB, em contato com o meio, se hidrate e promova a 

solubilização do antibiótico, acelerando sua liberação, o que não ocorre com o complexo 

Ag-CLR que é insolúvel em água, apresentando um potencial de difusão menor, 

confirmado pela diferença de medida dos halos entre os discos de CRO e Ag-CLR em 

horas. Os resultados apresentados sugerem que as membranas produzidas em MS1 e MS2 

apresentam grande potencial para utilização como suporte de liberação sustentada de 

CRO e Ag-CLR visando aplicação dessas membranas de CB como curativos de longa 

duração. 

1.7. Aplicação de pressões seletivas em cultivo de G. hansenii (ATCC 

23769). 

Diante dos resultados de rendimento em massa seca obtidos com as membranas 

de CB produzidas nos diferentes meios de cultivo e na liberação de CRO e do complexo 

Ag-CLR, foi testada a influência de pressões seletivas química (pH) e físicas (temperatura 

e exposição à UV), com o objetivo de selecionar variedades de G. hansenii a partir da 

espécie original ATCC 23769 que apresentasse maior rendimento de produção de CB 

para aplicação como suportes potenciais mais eficientes de liberação sustentada de 

fármacos. 

A partir de um volume de 250mL de um cultivo de G. hansenii estático em meio 

FRU, a 28ºC em B.O.D., na fase logarítmica de crescimento (Figura 15 Painel A), um 

inóculo foi semeado em placas de ágar FRU, visando a obtenção de colônias isoladas, 

seguindo metodologia descrita no item 2.9.  do capítulo 3. A placa foi incubada a 28ºC 

por 7 dias em estufa B.O.D. O Painel B (Figura 15) mostra as colônias, com as mesmas 

características fenotípicas macroscópicas, isoladas em ágar FRU, demonstrando a pureza 

do cultivo. Cinco colônias com as mesmas características fenotípicas macroscópicas 

suspensas em 5,0mL de meio FRU foram utilizadas para a produção do pré-inóculo para 

aplicação das pressões seletivas. 
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Figura 15- Cultivo de G. hansenii - Painel A: Cultivo estático, a 28ºC em B.O.D. por 3 dias em 

meio FRU, na fase logarítmica de crescimento. Painel B: Colônias isoladas com as mesmas 

características fenotípicas macroscópicas, demonstrando a pureza do cultivo, utilizadas para a 

produção do pré-inóculo. 

 

 

Após aplicação das pressões seletivas (Tabela 3) e processamento das membranas 

de CB, como descrito no item 2.9. do Capítulo 3, foram selecionadas de 3 a 6 colônias 

com características fenotípicas macroscópicas diferentes. As Figuras 16, 17 e 18 

apresentam, respectivamente, as diferentes características fenotípicas macroscópicas de 

colônias selecionadas, após aplicação da pressão em UV, temperatura e pH. 

A 
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Figura 16. Características fenotípicas macroscópicas de colônias selecionadas após aplicação das 

pressões seletivas. As setas apontam os diferentes tipos de colônias isoladas em exposição à 

radiação UV por 5 minutos (Painel A), UV 10 minutos (Painel B), UV 30minutos (Painel C). 
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Figura 17- Características fenotípicas macroscópicas de colônias selecionadas após aplicação das 

pressões seletivas. As setas apontam os diferentes tipos de colônias isoladas em temperatura 20°C 

(Painel A), 25°C (Painel B), 28°C (Painel C) e 35°C (Painel D). 
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Figura 18. Características fenotípicas macroscópicas de colônias selecionadas após aplicação das 

pressões seletivas. As setas apontam os diferentes tipos de colônias isoladas após cultivo em pH 

3,0 (Painel A), 4,5 (Painel B), 7,0 (Painel C) e 10,0 (Painel D). 

 

Os resultados obtidos nesta etapa sugerem o desenvolvimento de variantes 

fenotípicas a partir da espécie G. hansenii (ATCC 28769) original (diferentes 

características macroscópicas como tamanho, cor e morfologia), tendo em vista que o 

pré-inóculo utilizado para os testes de aplicação das pressões seletivas foi o mesmo.  

Existem relatos na literatura da ocorrência de seleção de mutantes espontâneos 

em cultivo agitado, que apresentam capacidade significantemente reduzida de produção 

de celulose (Czaja et al. 2006; Tuan et al. 2010). Segundo Nguyen e colaboradores 

(Nguyen et al. 2010) esses mutantes selecionados em cultivo agitado também apresentam 

capacidade reduzida de produção de celulose quando voltam a ser cultivados em 

condições estáticas. Entretanto, são raros os relatos na literatura (De Wulf et al. 1996), da 

obtenção de variedades de G. hansenii por aplicações pressões seletivas semelhantes às 
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utilizadas neste trabalho que apresentasse as características fenotípicas e de rendimento 

de produção encontrados. 

A partir do isolamento e seleção de colônias com características fenotípicas 

macroscópicas diferentes, as mesmas foram testadas quanto à capacidade e rendimento 

de produção de CB nas mesmas condições de cultivo. 

1.8.  Produção de membranas de CB a partir das colônias obtidas após 

pressão seletiva. 

 

Um total de 46 colônias de G. hansenii (ATCC 23769), com características 

fenotípicas macroscópicas distintas, obtidas após as diferentes pressões seletivas, foram 

semeadas em diferentes tubos contendo 10mL de meio FRU, para a análise da capacidade 

de produção de CB. Os resultados obtidos demonstraram que, dos 46 cultivos, referentes 

a cada uma das colônias isoladas, apenas 17 foram capazes de produzir CB, sendo as 

restantes descartadas. Inóculos, provenientes dos cultivos onde se observou a produção 

de CB, foram semeados em ágar FRU, visando o aumento de massa celular bacteriana. 

Essas placas foram incubadas por 7 dias a 28ºC em estufa B.O.D. e, a partir do 

crescimento bacteriano, foram produzidos 17 cultivos (em triplicata), em 10mL de meio 

FRU. Os tubos foram incubados por 7 dias a 28ºC em estufa B.O.D. Após esse período, 

as membranas de CB foram comparadas, quanto ao rendimento de produção, em massa 

seca. A Figura 19 mostra o resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes membranas 

de CB produzidas a partir de colônias obtidas nas pressões seletivas em diferentes 

temperaturas (20ºC, 25ºC, 28ºC e 35ºC). Como se pode observar, foram obtidas 

membranas com diferentes espessuras, sugerindo que os diferentes tipos de colônias, 

obtidas após a pressão seletiva, apresentam atividades metabólicas diferentes, 

relacionadas à via de produção de CB. Cabe ressaltar, também que a maior parte das 

colônias isoladas, após pressões seletivas, não foi capaz de produzir celulose, mesmo 

quando submetida à temperatura de 28ºC, utilizada normalmente para a produção de CB, 

constituindo mutantes incapazes de produzir celulose. Esses resultados indicam que as 

pressões seletivas aplicadas podem ter provocado alterações genéticas que interferem nas 

vias metabólicas que inviabilizam a produção de celulose, sem inviabilizar o crescimento 

bacteriano. Os resultados também demonstraram que as colônias de menor tamanho 

foram as mais eficientes na produção de membranas de CB, enquanto que as colônias 
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incapazes de produzir CB eram as de maior tamanho. Assim, baseando nessas 

observações, pode-se sugerir que, quanto menor o tempo de geração, isto é, maior 

capacidade reprodutiva e, portanto, de formação de colônias maiores, apresentam menor 

a capacidade de produção de celulose.  

 

Figura 19 - Resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes membranas de CB produzidas a 

partir de colônias produzidas após pressão seletiva em diferentes temperaturas. Painel A: 

produção de CB por uma colônia isolada após cultivo a 20ºC; Painéis B, C e D: produção de CB 

por três colônias isoladas após cultivo a 25ºC; Painéis E e F: produção de CB por duas colônias 

isoladas após cultivo a 28ºC; Painéis G, H e I: produção de CB por três colônias isoladas após 

cultivo a 35ºC. 
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Os resultados apresentados na Figura 19 demonstram que as colônias isoladas 

após pressão seletiva a 35ºC apresentaram maior capacidade de produção de CB, sendo 

que a colônia de menor tamanho (Painel G) foi a de maior capacidade de rendimento de 

produção.  

 A Figura 20 apresenta o resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes 

membranas de CB produzidas a partir de colônias obtidas nas pressões seletivas de 

diferentes tempos de exposição a UV (280nm) por 5, 10 e 30 minutos. Como pode ser 

observado na referida Figura, também foram obtidas membranas de CB com diferentes 

espessuras, sugerindo que os diferentes tipos de colônias, obtidas após a pressão seletiva 

por exposição no UV, também apresentaram características metabólicas diferentes, 

relacionadas à via de produção de CB. 

 

Figura 20 - Resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes membranas de CB produzidas a 

partir de colônias após pressão seletiva em diferentes tempos de exposição à UV.  Painel A: 

produção de CB por uma colônia isolada após 5 min exposição; Painéis B e C:  produção de CB 

por duas colônias diferentes isoladas após 10 min exposição; Painel D: produção de CB por uma 

colônia isolada após 30 min exposição. 
 

 

 

Os resultados também demonstraram que a colônia de menor tamanho (Figura 

20 - Painel C) foi a mais eficiente na produção de membranas de CB, enquanto que as 

colônias com menor rendimento de produção de CB foram às de maior tamanho. 
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 Também foram obtidas 4 colônias produtoras de CB, após pressão seletiva em 

diferentes valores de pH, sendo uma, em pH 3,0, uma, em pH 4,5, uma, em pH 7,0 e uma 

em pH 10,0. A Figura 21 apresenta o resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes 

membranas de CB produzidas a partir de colônias obtidas nas pressões seletivas em 

diferentes valores de pH.  

 

Figura 21 - Resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes membranas de CB produzidas a 

partir de colônias produzidas após pressão seletiva em diferentes valores de pH . Painel A: 

produção de CB por uma colônia isolada após cultivo em meio de pH 3,0; Painel B:  produção de 

CB por uma colônia isolada após cultivo em  meio de pH4,5; Painel C:  produção de CB por uma 

colônia isolada após cultivo em meio de pH7,0; Painel D:  produção de CB por uma colônia 

isolada após cultivo em meio de pH10,0. 

 

 

Como pode ser observado, neste caso também foram obtidas membranas de CB 

com diferentes espessuras, reforçando o fato de que os diferentes tipos de colônias, 

obtidas após a pressão seletiva em diferentes valores de pH, também apresentaram 

características metabólicas diferentes, relacionadas à via de produções de CB. 

Neste caso, também, pode ser observado que foram obtidas membranas de CB 

com diferentes espessuras, reforçando o fato da existência de uma relação entre as 

diferentes morfologias de colônias e as características metabólicas, relacionadas à via de 

produção de CB. Aqui também se verificou que as colônias isoladas após pressão seletiva 
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em pH 4,5 e pH 10,0 (Painéis B e D, respectivamente) também apresentavam os menores 

tamanhos. 

1.9.  Análise comparativa do rendimento em massa seca das membranas 

produzidas pelas colônias selecionadas após aplicação das pressões 

seletivas. 

 

As diferentes membranas de CB, produzidas pelas colônias obtidas após 

aplicação das pressões seletivas e desidratação, tiveram suas massas secas mensuradas 

para a avaliação do rendimento de produção massa seca/volume. Levou-se em 

consideração o volume de 10mL para a realização de todos os cálculos. As massas 

utilizadas nos cálculos constituem a média aritmética da triplicata. 

A determinação do RMS foi realizada aplicando-se a expressão (1) descrita no 

item 2.4. do Capítulo 3. A Tabela 7 mostra os resultados comparativos do RMS das 

membranas de CB produzidas pelas colônias obtidas após a aplicação das pressões 

seletivas em diferentes temperaturas. 

Tabela 7 - RMS das membranas de CB produzidas pelas colônias obtidas após a aplicação das 

pressões seletivas em diferentes temperaturas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como pode ser observado nos resultados apresentados na Tabela 7 o maior 

rendimento em massa seca foi obtido a partir das colônias isoladas após pressão seletiva 

a 35ºC. 

Temperatura Massa        

 g/L 

20°C (Colônia 1) 1,130 

25°C (Colônia3) 2,150 

25°C (4 Colônia) 0,650 

25°C (Colônia 6) 0,650 

28°C (Colônia 1) 2,400 

28°C (Colônia 5) 1,490 

35°C (Colônia 2) 4,683 

35°C (Colônia 3) 2,613 

35°C (Colônia 4) 4,723 



53 
 

A Tabela 8 mostra os resultados comparativos do RMS das membranas de CB 

produzidas pelas colônias obtidas após a aplicação das pressões seletivas em diferentes 

tempos de exposição à luz UV. 

 
Tabela 8- RMS das membranas de CB produzidas pelas colônias obtidas após a aplicação das 

pressões seletivas em diferentes tempos de exposição a luz UV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados apresentados na Tabela 8 demonstram que o maior rendimento em 

massa seca foi obtido a partir de uma colônia isolada após pressão seletiva em exposição 

à luz UV por 10 minutos. 

 

A Tabela 9 mostra os resultados comparativos do RMS das membranas de CB 

produzidas pelas colônias obtidas após a aplicação das pressões seletivas em diferentes 

pH. 

Tabela 9. RMS das membranas de CB produzidas pelas colônias obtidas após a aplicação das 

pressões seletivas em diferentes pH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como pode ser observado nos resultados apresentados na Tabela 9, o maior 

rendimento em massa seca foi obtido a partir das colônias isoladas após pressão seletiva 

em pH 10. 

Embora tenha sido observado, para cada pressão seletiva química e física, 

colônias com maior capacidade de produção de CB, um destaque especial pode ser dado 

UV Massa em g/L 

5 min (Colônia 1) 0,403 

10 min (Colônia 1) 0,800 

10 min (Colônia 4) 1,377 

30 min (Colônia 2) 0,683 

pH Massa 

g/L 

3 (Colônia 1) 0,740 

4,5 (Colônia 1) 1,530 

7 (Colônia 3) 1,020 

10 (Colônia 2) 2,007 
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à pressão seletiva relativa à temperatura, onde foram obtidas variantes bacterianas com 

os maiores rendimentos em massa seca, comparado com as pressões seletivas de UV e 

pH 

Com base nesses resultados, pode-se inferir que as pressões seletivas envolvendo 

pH e exposição à luz UV podem ter provocado alterações genéticas que, embora não 

tenham determinado a inviabilidade de crescimento, promoveram diminuição na 

atividade relacionada à via metabólica de produção de CB. Entretanto, houve consenso 

no que se refere ao fato de as menores colônias serem constituídas por UFC com maior 

potencial de produção de CB. Essa reforça o fato de que, durante o crescimento bacteriano 

pode haver um desvio da rota metabólica para a produção de ATP para o metabolismo 

essencial, determinando maior crescimento bacteriano, portanto, formação de colônias 

maiores, com menor capacidade de produção de CB. 

Tendo em vista que todas as colônias obtidas após submissão às diferentes 

pressões seletivas, foram originárias de um mesmo pré-inóculo, com pureza determinada, 

a avaliação das características genéticas das colônias de maior rendimento de produção 

de CB, proposta para a próxima etapa de desenvolvimento do projeto, poderão trazer 

detalhes sobre a possível alteração genética, e sua possível relação com as diferenças 

metabólicas das bactérias com maior rendimento de produção. 

1.10.  Caracterização das membranas de CB e variantes fenotípicas de G. 

hansenii, por MEV após pressões seletivas. 

 

As membranas de CB e as respectivas variantes de G. hansenii, obtidas após as 

aplicações das pressões seletivas, foram caracterizadas por MEV.  A análise permitiu a 

observação da variação nas características morfológicas das bactérias produtoras de 

celulose, nas diferentes pressões seletivas.  

Como podem ser observados na Figura 22 (Painéis A,B, C e D), os bacilos Gram-

negativos, apresentaram tamanhos e formatos diferentes. Nos Paineis A e B, referentes 

aos cultivos a 20ºC e 25ºC, respectivamente, são observadas características morfológicas 

semelhantes de várias bactérias presas à membrana de CB (menor aumento - setas) e a 

característica morfológica de uma UFC (maior aumento – círculos maiores). Como 

demonstrado na Figura, não existem diferenças significativas no tamanho e forma das 

UFC das bactérias crescidas nessas temperaturas. Entretanto, quando são observadas as 



55 
 

características morfológicas das UFC na temperatura de 28ºC (Painel C), é notada uma 

diferença acentuada de formato e tamanho dos bacilos presos à membrana de CB. Ao 

contrário do que foi apresentado nos Painéis A e B, a morfologia das UFC presas à 

membrana variam significativamente em formato e tamanho (menor aumento - setas). A 

característica morfológica de uma UFC (maior aumento – círculos maiores) mostra um 

bacilo com um tamanho de, aproximadamente, duas vezes maior em relação aos tamanhos 

das UFC observadas nos Painéis A e B. (menor aumento - setas). O Painel D apresenta a 

morfologia das UFC presas à membrana (menor aumento - setas) e aumento maior 

(círculo maior), onde se observa um tamanho relativo à metade daquele observado nos 

Painéis A e B e, significativamente menor do que o observado no Painel C.  
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Figura 22. MEV das membranas de CB analisando a morfologia bacteriana após aplicação da 

pressão seletiva de temperatura. Painel A (20°C), Painel B (25°C), Painel C (28°C) e Painel D 

(35°C).  
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A Figura 23 (Painéis A, B, C e D) apresenta as MEV das membranas de CB 

obtidas nos cultivos em diferentes temperaturas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. MEV das membranas de CB analisando as diferenças de tramas após aplicação da 

pressão seletiva de temperatura. Painel A (20°C), Painel B (25°C), Painel C (28°C) e Painel D 

(35°C). 

 

A análise das micrografias permite visualizar diferenças entre o entrelaçamento 

e espessura e disposição das fibras das membranas de CB produzidas nas diferentes 

temperaturas. Pode-se também observar que existe uma semelhança entre o 

entrelaçamento e espessura e disposição das fibras das membranas de CB produzidas nas 

temperaturas de 20ºC e 25ºC, diferente do observado a 28ºC e 35ºC, onde o 

entrelaçamento e espessura e disposição das fibras das membranas de CB produzidas 

nessas temperaturas são significativamente diferentes entre si e entre aquelas produzidas 

a 20ºC e 25ºC, sendo um forte indício de que a morfologia das UFC (Figura 22) está 

diretamente relacionada à sua atividade metabólica e à produção de CB.  

A B 
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As Figuras 24 e 25 apresentam, respectivamente os resultados das análises por 

MEV das UFC e das membranas de CB produzidas após pressões seletivas em diferentes 

valores de pH.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. MEV das membranas de CB analisando a morfologia bacteriana após aplicação da 

pressão seletiva em pH. Painel A (pH 3,0), Painel B (pH 4,5), Painel C (pH 7,0) e Painel D (pH 

10,0). 
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Como observado nos resultados apresentados, relacionados às pressões seletivas 

de temperatura (Figura 22), a morfologia das UFC e o entrelaçamento, espessura e 

disposição das fibras das membranas de CB também variam significativamente em 

relação ao pH de cultivo, demonstrando que as condições químicas afetam de forma mais 

significativa a atividade metabólica, a morfologia e a produção de CB (Figura 24), quando 

comparada aos resultados obtidos na pressão seletiva de variações de temperatura (Figura 

23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. MEV das membranas de CB analisando as diferenças de tramas após aplicação da 

pressão seletiva de pH. Painel A (pH 3,0), Painel B (pH 4,5), Painel C (pH 7,0) e Painel D (pH 

10,0). 

Nas Figuras 26 e 27 são apresentados, respectivamente os resultados das análises 

por MEV das UFC e das membranas de CB produzidas após pressões seletivas em 

diferentes tempos de exposição à luz UV. Os resultados apresentados nas respectivas 

Figuras demonstram também a influência do tempo de exposição à luz UV na 

modificação da morfologia das UFC e o entrelaçamento, espessura e disposição das fibras 

das membranas de CB reforçando o fato de que as condições físicas também afetam, de 

forma significativa, a atividade metabólica, influenciando na modificação da morfologia 

e a produção de CB. 
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Figura 26- MEV das membranas de CB analisando a morfologia bacteriana após aplicação da 

pressão seletiva em exposição à luz UV. Painel A (5 min.), Painel B (10 min.) e Painel C (30 

min.).  
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Figura 27. MEV das membranas de CB analisando as diferenças de tramas após aplicação da 

pressão seletiva em exposição à luz UV. Painel A (5 min.), Painel B (10 min.) e Painel C (30 

min.). 

Diante dos resultados obtidos nesta etapa dos experimentos, pode-se sugerir que 

as pressões seletivas (temperatura, pH e exposição à luz UV) influenciam 

significativamente o metabolismo bacteriano na produção de CB, e este fato está 

diretamente relacionado com a diferenciação morfológica das UFC, uma vez que todos 

os cultivos partiram das mesmas colônias, com as mesmas características morfológicas e 

do mesmo meio de cultivo FRU. 

1.11. Caracterização das membranas de CB por FTIR e DRX após pressões 

seletivas. 

As membranas de CB foram caracterizadas por FTIR e DRX para confirmar a 

identidade química das membranas e também para detectar qualquer alteração no grau de 

cristalinidade das membranas produzidas após os tratamentos por pressões seletivas. Os 

espectros FTIR das membranas de CB mostraram as características típicas de substratos 
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celulósicos para todas as amostras, com bandas em torno de 3350 cm-1 correspondentes 

ao estiramento de OH, 2800-2900 cm-1 correspondendo ao estiramento de ligação de C-

H, 1160 cm-1 correspondendo ao estiramento de COC e 1035-1060 cm-1 correspondente 

ao estiramento de CO. Esses resultados indicam que as condições de estresse não afetaram 

a estrutura química das amostras, conforme esperado. 

A celulose tem domínios cristalinos e amorfos para os quais as proporções 

dependem da fonte de carbono e condições de cultivo. Aqui, a análise por DRX foi 

realizada para avaliar se a pressão seletiva para a produção de CB afetou o índice de 

cristalinidade da celulose, uma vez que as propriedades da celulose são influenciadas pela 

disposição das moléculas dentro das fibras. O DRX para amostras de diferentes pressões 

seletivas mostrou o perfil típico e o grau de cristalinidade de CB. Os principais picos de 

difração foram encontrados em 2θ 14,7, 16,9 e 22,7 e atribuídos aos planos de difração 1 

0 1, 1 0 ī e 0 0 2, respectivamente. O grau de cristalinidade variou de 70 a 80%. No 

entanto, não foi possível estabelecer uma relação entre os parâmetros analisados, como o 

rendimento, a morfologia das colônias ou o arranjo das nanofibras CB com grau de 

cristalinidade. Além disso, não foi possível estabelecer uma relação entre a aplicação das 

pressões seletivas e o grau de cristalinidade das membranas de CB. A Figura 28 mostra 

os padrões FTIR (Painel A) e DRX (Painel B) das membranas CB obtidas após a pressão 

física (temperatura e exposição à luz UV) e químicas (pH). 

Figura 28 - Espectro FTIR: (Painel A) e difratogramas de raios X (Painel B) das membranas de 

CB produzidas após aplicações das diferentes pressões seletivas.  
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CAPÍTULO 5 
 

CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
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1. Conclusões  

• As cepas de G. hansenii ATCC 23796 foram reativadas com sucesso e, a após 

produção de CB nas temperaturas de 21ºC e 35ºC o maior rendimento de produção foi na 

maior temperatura;  

• Os meios de cultivo propostos neste trabalho (MS1 e MS2) apresentaram as 

melhores condições de cultivo, rendimento em massa seca, estrutura e suporte para 

liberação sustentada de fármacos, quando comparados com os meios propostos na 

literatura (Z, Y, HS e FRU) para a produção e aplicação da CB. 

• A melhor DO para a produção de CB variou em relação aos diferentes meios, 

fato que pode estar relacionado à concentração e variedade da fonte de carbono; 

• Para o meio MS1, foi obtido melhor resultado para o cultivo na DO 

correspondente à escala nefelométrica 1,0 de McFarland, enquanto que, para os meios 

MS2, FRU e HS os maiores rendimentos foram obtidos nas DO correspondentes, 

respectivamente, às escalas 5,0, 10,0 e 7,0. 

•  Os resultados obtidos nos testes de liberação sustentada de CRO e Ag-

CLR sugerem que a membrana produzida nos meios MS1 e MS2 apresentam grande 

potencial para utilização como suporte de liberação de fármacos visando aplicação dessas 

membranas de CB como curativos de longa duração. 

• Foram obtidas colônias com variantes fenotípicas após aplicação das pressões 

seletivas de temperatura, pH e UV; 

• A produção de CB, após aplicação das pressões seletivas, apresentou 

rendimento em massa seca variável, o que pode estar relacionado com possíveis 

alterações de rota metabólica; 

• O maior rendimento em produção em massa seca de membranas de CB foi 

obtido utilizando colônias obtidas após pressão seletiva a 35ºC; 

• A caracterização por MEV das UFC e das membranas de CB, produzidas após 

pressões seletivas, demostraram a influência das variações das condições químicas 

(temperatura e pH) e física (UV) na alteração da morfologia das UFC, bem como no grau 

de entrelaçamento, espessura e disposição das fibras. 
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2. Perspectivas 

 

• Estudos moleculares futuros envolvendo genes relacionados às vias 

metabólicas basais e de produção de CB 

• Produção de CB, em larga escala, com as variantes de UFC que 

apresentaram maior rendimento em massa seca obtidas após aplicação das pressões 

seletivas química e físicas; 

• Produção de curativos de liberação sustentada de fármacos e complexos 

metálicos pelas membranas de CB com melhores resultados nos testes de liberação, para 

teste in vivo. 
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