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RESUMO 

Desenvolvimento de um curativo de biocelulose com propriedades antimicrobianas 
para uso no tratamento de feridas cutâneas em modelo laboratorial. 
 
As feridas diabéticas estão frequentemente associadas a complicação por micro-
organismos afetando muitos pacientes e constituindo um grave problema de saúde 
pública mundial pela falta de tratamentos eficientes. Isso motivou os pesquisadores 
a desenvolver soluções para resolver esse problema de saúde. Entre as opções de 
curativos que vem ganhando destaque está a celulose bacteriana (CB) por ter a fun-
ção de barreira física eficiente contra qualquer tipo de infecção externa e ao mesmo 
tempo permite a transferência de fármacos para a ferida mantendo-a tratada. Mes-
mo se comportando como um excelente curativo, o seu uso industrial enfrenta difi-
culdades em virtude de conseguir uma produção em larga escala da CB com tempo 
reduzido e maior rendimento para suprir a demanda industrial. Portanto, o presente 
estudo teve como objetivo estudar diferentes meios de cultivo para produção de CB 
com baixo custo e maior produtividade para otimizar a produção da CB pela bactéria 
Komagataeibacter hansenii, além de incrementar o curativo de celulose bacteriana 
com extratos vegetais para agregar propriedades específicas, como ação anti-
inflamatória, cicatrizante e bactericida. Dentre os meios testados, o meio contendo 
amido solúvel e lactose se destacou, conseguindo obter uma CB com produção de 
233% maior quando comparada a obtida no meio de referência HS e com redução 
de 71% nos custos relacionados ao meio nutricional e a celulose (R$/g de CB). Das 
amostras caracterizadas, todas apresentaram comportamento térmico, morfológico e 
grupamentos funcionais equivalentes ao da estrutura padrão da CB. Nos testes en-
volvendo extratos vegetais, dentre os 6 escolhidos para o estudo, o extrato de bar-
batimão se destacou nas análises de compostos fenólicos e antimicrobiano contra o 
crescimento de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, sugerindo 
grande potencial da CB como curativo para aplicação no tratamento de feridas con-
taminadas. Nas CB incorporadas com barbatimão houve redução na estabilidade 
térmica das membranas, entretanto, essa redução não interfere na sua utilização 
como curativo, já que essa aplicação não irá expor o polímero a elevadas temperatu-
ras. 
 
Palavras-chave: Celulose bacteriana, Komagataeibacter hansenii, extratos vege-
tais, regeneração tecidual, produção.   
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ABSTRACT 

Development of a biocellulose dressing with antimicrobial properties for use in the 
treatment of skin wounds in a laboratory model. 
 
Diabetic wounds are often associated with complications by microorganisms affecting 
many patients and constituting a serious public health problem worldwide due to the 
lack of efficient treatments. This motivated researchers to develop solutions to solve 
this health problem. Among the dressing options that have been gaining prominence 
is bacterial cellulose (BC) for having the function of an efficient physical barrier 
against any type of external infection and at the same time allowing the transfer of 
drugs to the wound, keeping it treated. Even behaving as an excellent dressing, its 
industrial use faces difficulties due to achieving a large-scale production of BC with 
reduced time and greater yield to meet industrial demand. Therefore, the present 
study aimed to study different culture media for the production of BC with low cost 
and higher productivity to optimize the production of BC by the bacterium 
Komagataeibacter hansenii, in addition to increasing the bacterial cellulose dressing 
with plant extracts to add specific properties, as an anti-inflammatory, healing and 
bactericidal action. Among the tested media, the medium containing soluble starch 
and lactose stood out, achieving a BC with a production of 233% higher when 
compared to that obtained in the HS reference medium and with a 71% reduction in 
costs related to the nutritional medium and cellulose (R$/g of BC). Of the samples 
characterized, all presented thermal behavior, morphology and functional groups 
equivalent to the standard structure of BC. In tests involving plant extracts, among 
the 6 chosen for the study, barbatimão extract stood out in the analysis of phenolic 
and antimicrobial compounds against the growth of Pseudomonas aeruginosa and 
Staphylococcus aureus, suggesting great potential of BC as a curative for application 
in the treatment of contaminated wounds. In the BC incorporated with barbatimão, 
there was a reduction in the thermal stability of the membranes, however, this 
reduction does not interfere with its use as a dressing, since this application will not 
expose the polymer to high temperatures. 
 
Keywords: Bacterial cellulose, Komagataeibacter hansenii, herbal extracts, tissue 
regeneration, production. 
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RESUMEN 

Desarrollo de un apósito de biocelulosa con propiedades antimicrobianas para su 
uso en el tratamiento de heridas cutáneas en un modelo de laboratorio. 
 
Las heridas diabéticas suelen estar asociadas a complicaciones por microorganis-
mos que afectan a muchos pacientes y constituyen un grave problema de salud pú-
blica a nivel mundial debido a la falta de tratamientos eficaces. Esto motivó a los in-
vestigadores a desarrollar soluciones para resolver este problema de salud. Entre 
las opciones de apósitos que han ido cobrando protagonismo se encuentra la celulo-
sa bacteriana (CB) por tener la función de una eficiente barrera física contra cual-
quier tipo de infección externa y al mismo tiempo permitir el paso de fármacos a la 
herida, manteniéndola tratada. Aun comportándose como un excelente aderezo, su 
uso industrial enfrenta dificultades debido a que se logra una producción de CB a 
gran escala con tiempos reducidos y mayor rendimiento para satisfacer la demanda 
industrial. Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivo estudiar diferentes 
medios de cultivo para la producción de CB con bajo costo y mayor productividad 
para optimizar la producción de CB por parte de la bacté-
ria Komagataeibacter hansenii, además de incrementar el aderezo de celulosa bac-
teriana con extractos de plantas para agregar propiedades específicas, como acción 
antiinflamatoria, cicatrizante y bactericida. Entre los medios probados, se destacó el 
medio que contenía almidón soluble y lactosa, logrando un CB con una producción 
233% superior al obtenido en el medio de referencia HS y con una reducción del 
71% en los costos relacionados con el medio nutricional y la celulosa. (R$/g de CB). 
De las muestras caracterizadas, todas presentaron comportamiento térmico, morfo-
logía y grupos funcionales equivalentes a la estructura estándar de CB. En pruebas 
con extractos de plantas, entre los 6 elegidos para el estudio, el extracto de barbati-
mão se destacó en el análisis de compuestos fenólicos y antimicrobianos contra el 
crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, lo que sugiere 
un gran potencial de CB como apósito para aplicación en el tratamiento de heridas 
contaminadas. En el CB incorporado con barbatimão, hubo una reducción en la es-
tabilidad térmica de las membranas, sin embargo, esta reducción no interfiere con su 
uso como apósito, ya que esta aplicación no expondrá el polímero a altas temperatu-
ras. 
 
Palabras claves: Celulosa bacteriana, Komagataeibacter hansenii, extractos vege-
tales, regeneración tisular, producción. 
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INTRODUÇÃO 

 

 As feridas diabéticas são difíceis de curar e representam um desafio clínico 

significativo tanto para os pacientes quanto para os profissionais de saúde 

(CHAWLA et al., 2009). Essas lesões estão frequentemente associadas a complica-

ção por micro-organismos, já que permanecem abertas por meses e expõem os te-

cidos internos a agentes como bactérias e fungos que podem crescer e se multipli-

car causando infecções e nos casos mais graves levando a amputações (ARIS et 

al., 2019). Assim, o cuidado e o tratamento eficaz dessas lesões são essenciais para 

reduzir as infecções, reverter os números de casos de amputações (55 mil amputa-

ções/ ano no Brasil) (HOSPITAL SANTA CLARA, 2014) e promover o bem-estar dos 

pacientes. 

Como consequência dos avanços na área da biotecnologia uma variedade de 

novos produtos terapêuticos tem surgido nos últimos anos para resolver esse pro-

blema. Entre as novas abordagens está a criação de substitutos de pele que não 

apenas forneçam uma nova cobertura temporária e eficaz para tratar as feridas, mas 

que atuem como reservatórios de fármacos, chamados de bioactive wound dressing, 

que tem a função de impedir o crescimento microbiano e trazer fatores de cresci-

mento e substâncias biológicas para ajudar a aumentar ou modular o processo de 

cicatrização, fazendo com que as feridas se mantenham estéreis, úmidas e tratadas 

(BOATENG; CATANZANO, 2015; CHOUHAN et al., 2019; HAN; CEILLEY, 2017; 

MURPHY; EVANS, 2012). 

Para o sucesso desses curativos é preciso considerar vários aspectos impor-

tantes, como: (i) o uso de matérias-primas baratas e resíduos agrícolas ou de ali-

mentos; (ii) facilidade na síntese e no método de processamento; (iii) propriedades 

biocompatíveis; (iv) impacto reduzido no meio ambiente ao final da vida útil; (v) fabri-

cação de produtos biodegradáveis (MOCANU et al., 2019). Nesse sentindo, a enge-

nharia de tecidos vem revelando o grande potencial de vários polissacarídeos no 

desenvolvimento de curativos (STUMPF et al., 2013). 

Dentre os polissacarídeos, os de origem microbiana apresentam propriedades 

úteis para diversas aplicações biomédicas, como exemplo o ácido hialurônico, dex-

trano, alginato, esquizofilano, celulose bacteriana, etc (CZAJA et al., 2007; HAMEDI 

et al., 2020; SAFAEE-ARDAKANI et al., 2019). A celulose bacteriana é um biomate-

rial não tóxico, biocompatível, biodegradável, altamente poroso, semelhante a matriz 
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extracelular, apresenta alta capacidade de retenção de líquidos e permite a transfe-

rência de fármacos para a ferida, servindo ao mesmo tempo, como barreira física 

eficiente contra qualquer tipo de infecção externa. Logo, esse material tem um im-

pacto significativo no desenvolvimento de produtos biotecnológicos de interesse na 

área médica em tratamentos de feridas crônicas (CZAJA et al., 2007; DONINI et al., 

2010; PACHECO et al., 2018a; PORTELA et al., 2019; SHARMA; BHARDWAJ, 

2020).  

Como o Brasil apresenta uma das maiores biodiversidade do planeta e com 

uma rica flora, possuindo mais de dezenas de milhares de espécies nativas, além de 

possuir uma rica diversidade étnica e cultural, detendo portanto, um valioso conhe-

cimento tradicional associado ao uso de plantas medicinais, torna-se essencial a 

investigação a respeito das plantas existente no território brasileiro e a sua associa-

ção com novas tecnologias e, consequentemente, torná-las progressivamente valo-

rosas no cotidiano (BRASIL, 2016). 

 Então, a fim de desenvolver um curativo inovador e ecologicamente correto, 

que provoque o menor impacto possível ao meio ambiente e criar novas formas de 

aplicação para a flora brasileira, agregando valor a um vasto e importante recurso 

natural disponível em nosso país, optou-se por relacionar a celulose bacteriana com 

extratos de picão-preto (Bidens pilosa) devido a presença de poliacetilenos e fla-

vonoides, que conferem propriedades antioxidantes, anti-hiperglicêmicas, anti-

úlceras, anti-inflamatórias, antitérmicas, antivirais, antifúngicas e antibacterianas; de 

girassol (Helianthus annuus), pois favorece o desbridamento autolítico no leito da 

ferida, contribuindo na produção de metaloproteínas que induzem a granulação e 

podem acelerar o processo de cicatrização; de urucum (Bixa orellana), que apresen-

ta atividade antimicrobiana in vitro e atividade antioxidante; de barbatimão 

(Stryphnodendron barbatiman), que possui atividade cicatrizante, anti-inflamatória, 

hemostática, antisséptica, antidiarreica e antiedematogênica; de calêndula (Calendu-

la officinalis) por apresentar atividade cicatrizante em feridas cutâneas e atividade 

antibacteriana in vitro; e de ipê roxo (Tabebuia heptaphylla e impetiginosa), que 

apresenta ação anti-inflamatória, analgésica, antibiótica e antineoplásica, além de 

favorecer o processo de cicatrização (COELHO et al., 2010; FERREIRA et al., 2012; 

PARENTE et al., 2009; SANTOS; CURY, 2011; VILAR et al., 2014). 

Entretanto, um grande obstáculo é encontrado no âmbito da produção da ce-

lulose bacteriana, pois ainda há uma lacuna para encontrar formas viáveis e de bai-
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xo custo, para difundir e viabilizar sua produção em larga escala (CHAGAS, 2018; 

TSOUKO et al., 2015; TURECK, 2017). A maior dificuldade para possibilitar o seu 

uso comercialmente está em conseguir uma produção em larga escala da CB com 

tempo reduzido e maior rendimento para suprir a demanda industrial. Neste sentido, 

fazem-se necessárias pesquisas que analisem a melhor condição de cultivo para 

síntese deste material, buscando meios alternativos, avaliando matérias-primas de 

fontes alternativas ou reaproveitáveis, tais como a utilização de resíduos agroindus-

triais ou opções comerciais com custos mas baixo (HUTCHENS et al., 2007; 

MOHITE; PATIL, 2014; TURECK, 2017). 

Dessa forma, a possibilidade de produzir CB em larga escala com êxito será 

alcançada e a tornará um biomaterial imperativo, utilizada na criação de uma vasta 

variedade de dispositivos e produtos inovadores (MOHITE; PATIL, 2014; MONA et 

al., 2019; YOSHINAGA; TONOUCHI; WATANABE, 1997).  

Segundo Jugend e Silva (2013), a palavra inovação significa introduzir novi-

dades. As atividades de inovação derivam da exploração de mudanças e das possi-

bilidades de realizar as coisas de maneiras novas ou diferentes. É relevante notar 

que inovação difere de ciência. A inovação possui caráter comercial e aplicado. A 

ciência, por sua vez, tem como finalidade central a produção de novos conhecimen-

tos técnico-científicos, porém, sem aplicação imediata em produtos, serviços e pro-

cessos (JUGEND; SILVA, 2013).  

Dessa forma, diante de todos os fatos mencionados e as possibilidades pro-

missoras de aplicação da celulose bacteriana associada a tais extratos, se justifica o 

seu estudo visando sua aplicação terapêutica, avaliação de diferentes meios de cul-

tura para o otimizar a produção de CB em larga escala com baixo custo e maior pro-

dutividade para tornar real a sua produção em um futuro próximo. 
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1 OBJETIVOS 

1.1  Objetivo geral  

 

Desenvolver um curativo antimicrobiano de celulose bacteriana produzido a 

partir de fontes alternativas de carbono e nitrogênio carregado com extratos vegetais 

e avaliar as suas propriedades visando sua aplicação para uso no tratamento de fe-

ridas cutâneas. 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

• Definir os melhores parâmetros de processos para a produção de celulose 

bacteriana por Komagataeibacter hansenii (ATCC 23769) a partir da aplica-

ção da ferramenta de qualidade de causa e efeito (diagrama de Ishikawa); 

• Avaliar a síntese de CB por K. hansenii utilizando meios de cultivos com dife-

rentes fontes de nutrientes com o intuito de aumentar a produtividade; 

• Avaliar as membranas com os melhores resultados de produção em base se-

ca por meio de análises de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), Análi-

se Termogravimétrica (TGA), Espectroscopia na Região do Infravermelho 

(FTIR) e custos dos meios de cultivos para selecionar o melhor cultivo; 

• Avaliar o perfil de cultivo da produção de CB do meio padrão e o meio alterna-

tivo selecionado para definir o menor tempo possível de cultivo; 

• Caracterizar as membranas de celulose bacteriana incorporadas com os ex-

tratos vegetais de barbatimão, calêndula, girassol, ipê-roxo, picão-preto e 

urucum por meio de análises de Espectroscopia na Região do Infravermelho, 

térmicas, propriedades antimicrobianas e fenólicas. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Feridas 

 

As feridas/úlceras são interrupções na continuidade de um tecido cutâneo-

mucoso, levando a alterações estruturais e fisiológicas com extensão e profundidade 

variáveis, podendo ainda, serem definidas como aguda ou crônica ao que se refere 

ao tempo de reparação tissular (BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001; 

BRASIL, 2002).  

As feridas agudas cicatrizam completamente dentro de um tempo esperado, 

entre 2 a 3 meses, englobando feridas relacionadas a cirurgias, queimaduras, trau-

mas, perfurações, etc (BOATENG; CATANZANO, 2015; BOWLER; DUERDEN; 

ARMSTRONG, 2001). As feridas crônicas, entretanto, apresentam um longo período 

de cicatrização, sem reparo tecidual e sem integridade funcional após um período de 

tratamento de 3 meses e a cicatrização completa pode levar anos, porém, tendem a 

reaparecerem, tornando-se um tratamento prolongado, doloroso e caro, além de ca-

racterizar um problema de saúde pública (COSTA et al., 2020; LEITE, 2018).  

Como principais consequências das úlceras crônicas estão a imobilidade, limi-

tações físicas, dor constante e danos psicológicos, além de também afetar negati-

vamente as taxas de morbimortalidade, causando incapacitação temporária ou per-

manente dos pacientes (COSTA et al., 2020).  

E ainda, essas lesões estão frequentemente associadas a complicação por 

micro-organismos, sobretudo quando relacionadas com patologias sistêmicas que 

prejudiquem o processo de cicatrização, progredindo assim o quadro da ferida e le-

vando a perda significativa de tecido que pode afetar estruturas vitais, como ossos, 

articulações e nervos (BOATENG; CATANZANO, 2015). Entre as principais patolo-

gias associadas à dificuldade de cicatrização estão a doença arterial coronariana, 

doença vascular periférica, câncer, obesidade e diabetes mellitus (BOWLER; 

DUERDEN; ARMSTRONG, 2001; HESS, 2011). 

A diabetes mellitus é uma doença crônica e está entre as maiores epidemias 

desse século atingindo mais de 15 milhões de brasileiros e 537 milhões de pessoas 

em todo o mundo (IDF, 2021). As estimativas indicam que em 2045 esse número 

será superior a 700 milhões e tem como uma das principais complicações a dificul-

dade de cicatrização de feridas (IDF, 2021). As lesões diabéticas ocorrem geralmen-

te nos pés e são importantes causas de hospitalização prolongada e juntamente 
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com a falta de tratamentos eficientes, resultam em 55 mil amputações/ano no Brasil 

(HOSPITAL SANTA CLARA, 2014). Logo, as complicações associadas com as feri-

das diabéticas constituem um grave problema de saúde pública mundial, afetando 

muitos pacientes, contribuindo assim para os custos de saúde pública e interferindo 

na qualidade de vida dessa população.  

 

2.1.1 Estágio de cicatrização 

 

A cicatrização de feridas é um processo altamente dinâmico e envolve intera-

ções complexas de moléculas da matriz extracelular, mediadores solúveis, várias 

células e subtipos de leucócitos infiltrados (EMING et al., 2007). O processo cicatri-

cial é comum a todas as feridas e consiste em uma cascata de eventos celulares, 

moleculares e bioquímicos que interagem para que ocorra a reconstituição tecidual 

(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).  

Para alcançar a integridade e a homeostase do tecido, o processo de cicatri-

zação envolve três fases que se sobrepõem no tempo e no espaço: inflamação, for-

mação de tecidos e remodelação de tecidos (EMING et al., 2007): 

• Fase inflamatória: após a lesão acontece a agregação plaquetária aos va-

sos sanguíneos danificados que é seguida pela infiltração de leucócitos 

(células fagocíticas que liberam espécies reativas de oxigênio (ERO's) e 

que são antimicrobianas, e proteases que limpam a ferida de corpos es-

tranhos e bactérias), neutrófilos e macrófagos no local da ferida, que irão 

fornecer fatores de crescimento e matrizes provisórias necessárias para o 

recrutamento de células epidérmicas e dérmicas no leito da ferida. Essa 

fase é fundamental no processo de reparo e tem duração de um a quatro 

dias, tendo como objetivo evitar sangramentos excessivos e fornecer pro-

teção provisória para a área ferida, conter e definir a extensão da área le-

sionada, combater a contaminação por bactérias e controlar o acúmulo de 

tecidos mortos ou danificados (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; 

DEMIDOVA-RICE; HAMBLIN; HERMAN, 2012; EMING et al., 2007); 

• Fase de formação de tecidos: é caracterizada pela epitelização e o tecido 

de granulação recém-formado, consistindo em células endoteliais, macró-

fagos e fibroblastos, que começam a cobrir e encher a área da ferida para 

restaurar a integridade do tecido (EMING et al., 2007); 
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• Fase de remodelação de tecidos: depois de 1 a 2 semanas após a lesão 

acontece a síntese, remodelação e deposição de moléculas estruturais da 

matriz extracelular através das células fibroblásticas diferenciadas (miofi-

broblastos), que são indispensáveis para iniciar o reparo e a progressão 

para o estado de cura, tornando-se a fase mais longa. Finalmente, ocorre 

a apoptose das células fibroblásticas, levando à formação de um tecido ci-

catricial relativamente acelular cuja resistência à tração é comparável à 

pele não ferida (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; DEMIDOVA-RICE; 

HAMBLIN; HERMAN, 2012; EMING et al., 2007).  

 

O processo de cura normalmente acontece de forma rápida e satisfatória, po-

rém nos casos das lesões crônicas, esta progressão natural é afetada, ocorrendo 

ausência ou a lentidão da regeneração tecidual (CAMPOS; BORGES-BRANCO; 

GROTH, 2007; CÔRTES, 2008; FLETCHER, 2008). O processo de cicatrização nes-

te caso não é de forma ordenada, uma vez que ele é interrompido em um ou mais 

locais, devido a uma fase inflamatória prolongada ou excessiva, infecções persisten-

tes, formação de biofilmes resistentes a fármacos e à incapacidade das células dér-

micas e epidérmicas na resposta ao estímulo reparador, resultando no fracasso da 

cicatrização dessas feridas (DEMIDOVA-RICE; HAMBLIN; HERMAN, 2012; 

EDWARDS; HARDING, 2004; EMING et al., 2007; FLETCHER, 2008; WOLCOTT; 

RHOADS; DOWD, 2008). Além disso, feridas crônicas diabéticas podem ser caracte-

rizadas por angiogênese inadequada, resultando em diminuição do fluxo sanguíneo 

para o leito da ferida.  

 

2.1.2 Tratamento 

 

A infecção da ferida é uma das principais preocupações de segurança para os 

pacientes, bem como para os profissionais de saúde em todo o mundo, assim, o 

cuidado e o tratamento das feridas são essenciais para reduzir as infecções e pro-

mover o bem-estar dos pacientes.  

Uma questão que merece ressalva são as feridas do tipo crônicas, pois mais 

de 90% dessas feridas apresentam colonização por micro-organismos, visto que es-

sas feridas estão associadas a diferentes patologias, o que interfere no processo de 

cicatrização, demandando um tempo maior de cura e tornando-as mais suscetíveis à 



24 

entrada de partículas externas e micro-organismos, causando assim infecções, ain-

da mais no caso das feridas diabéticas que são caracterizadas pelo seu aspecto se-

co e queratinizado, o que racha e fissura mais facilmente, levando a um portal para 

infecções com uma prevalência de mais de 50% de feridas infectadas nesses paci-

entes (ALVARADO-GOMEZ et al., 2018; GARMS et al., 2019; HOBIZAL; WUKICH, 

2012; SULAEVA et al., 2015). Ressalta-se ainda, que a colonização por micro-

organismos na lesão não indica necessariamente que ela contaminou, a contamina-

ção de micro-organismos no leito da ferida acontece acima de 105 unidades forma-

doras de colônias (UFC) por miligrama de tecido (BOWLER; DUERDEN; 

ARMSTRONG, 2001; KAMAMOTO; CARVALHO, 2011).  

A maioria das infecções em feridas são causadas por Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Escheri-

chia coli, Streptococcus pyogenes e algumas espécies de Proteus, Clostridium e Co-

liform, com ressalva para S. pyogenes, S. aureus, E. coli, Clostridium perfringens, 

Bacteroides fragilis, Vibrio vulnificus, Aeromonas hydrophila, P. aeruginosa e 

C. albicans em pacientes diabéticos (AKASH et al., 2020; ARIS et al., 2019; 

BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001; GANGAWANE; BHATT; SUNMEET, 

2016; HALBERT et al., 1992; TWUM-DANSO et al., 1992). Para combater a infecção 

e evitar o atraso da cicatrização, antimicrobianos tópicos são utilizados empiricamen-

te há muito tempo, como exemplo a prata tem sido usada desde 69 a.C. (HAN; 

CEILLEY, 2017; MURPHY; EVANS, 2012).  

Os primeiros tratamentos de ferida que se tem conhecimento foram em Ale-

xandria em 3.000 a.C. (GOMES; CARVALHO, 2002). Entre os tratamentos mais an-

tigos e mais usados, tem-se os curativos tradicionais (secos) que são feitos de teci-

do, como a gaze, que fornecem pouca ou nenhuma oclusão e permitem a evapora-

ção da umidade, resultando em um ambiente seco e causando lesão quando remo-

vidos. Foi descoberto ainda, que mesmo 64 camadas de gaze não conseguem im-

pedir a entrada de bactérias exógenas na ferida (HAN; CEILLEY, 2017; OWENS, 

1943; SOUZA, 2007). Em 1962 ocorreu a chamada "revolução no conceito de curati-

vos", quando um estudo demonstrou que a taxa de epitelização era 50% mais rápida 

em um ambiente úmido e que a formação de crostas era minimizada, mudando dras-

ticamente o conceito de ambiente ideal para feridas (de seco para úmido). A partir 

dessa época, iniciou um grande interesse pelo desenvolvimento de pesquisas, pro-

dução e comercialização de curativos úmidos, vindo a serem lançados em 1982 as 
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coberturas à base de hidrocoloides e nos anos 90 os hidropolímeros, porém, os seus 

custos elevados foram uma barreira inicial para sua difusão (MANDELBAUM; 

SANTIS; MANDELBAUM, 2003a; WINTER, 1962).  

Ao longo dos tempos o tratamento de feridas foi estudado e o conceito de tra-

tamento ideal foi modificado e aperfeiçoado, como o conceito de fornecimento de um 

ambiente úmido para incentivar o melhor ambiente para o processo de cicatrização 

natural (KORRAPATI; BABU, 2000), além de constantemente surgir novas tecnolo-

gias e estudos sobre esta temática (GOMES; CARVALHO, 2002). 

Atualmente é considerado que o tratamento de feridas envolve aspectos sis-

têmicos e locais. O método convencional local engloba o procedimento de limpeza e 

desbridamento, administração de medicamentos e colocação da cobertura na lesão, 

com o objetivo de auxiliar o restabelecimento da integridade do tecido ou prevenir a 

infecção por micro-organismos (COSTA et al., 2020). Porém, esse tratamento tem 

como problema ser realizado mais de uma vez ao dia, causando grande dor e des-

conforto ao paciente na remoção das coberturas, além de atrasar o crescimento te-

cidual (COSTA et al., 2020). 

Ressalta-se um conceito importante no tratamento de feridas é o papel do 

desbridamento ou a remoção de material não viável do tecido, o procedimento é rea-

lizado através de mecanismos cirúrgicos, autolíticos, enzimáticos, biológicos ou me-

cânicos (HAN; CEILLEY, 2017; POWERS et al., 2016).  

No que tange o uso farmacológico no tratamento de feridas são utilizados en-

zimas desbridantes (papaína, colagenase, fibrolisina) (LEITE, 2018), anti-

inflamatórios (dexametasona) (ABUBAKAR et al., 2012), antimicrobianos (sulfadiazi-

na de prata, prata iônica) (MUANGMAN et al., 2010), ácidos graxos essenciais, ad-

sorventes (carvão ativado) (POLETTI et al., 2002), imunomoduladores (WEN; CHEN; 

YANG, 2012), entre outros (MANDELBAUM; SANTIS; MANDELBAUM, 2003b; 

POWERS et al., 2016). Enquanto as coberturas são do tipo gazes, filmes e malhas, 

e ainda oclusivas, semioclusivas e não oclusivas (MANDELBAUM; SANTIS; 

MANDELBAUM, 2003b).  

Para um curativo ser considerado ideal ele tem que desempenhar: forneci-

mento e manutenção de um ambiente úmido; proteção de feridas contra infecções 

secundárias, agindo como uma barreira bacteriana; fornecimento de troca gasosa 

adequada; fornecimento de isolamento térmico livre de partículas ou contaminantes 
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tóxicos; gestão do excesso de exsudato, permitindo a remoção não traumática; elás-

tico e não antigênico (GUSTAITE et al., 2015; KORRAPATI; BABU, 2000).  

Para atender a esses requisitos estão sendo desenvolvidas coberturas avan-

çadas, sintéticas (derivadas de produtos manufaturados ou desenvolvidos em labo-

ratório) e biológicas (derivadas de tecidos naturais), com o intuito de evitar sofrimen-

to ao paciente (KORRAPATI; BABU, 2000). 

 

2.1.3 Tendência 

 

Com o avanço da engenharia de tecidos e da medicina regenerativa, estão 

sendo criados substitutos da pele que não apenas fornecem uma nova cobertura 

temporária e eficaz para tratar as feridas, mas também estão mudando o paradigma 

do gerenciamento de feridas (MURPHY; EVANS, 2012). As novas preparações es-

tão trazendo o uso de coberturas multifuncionais, semipermeáveis, flexíveis, adsor-

ventes, não aderentes e que atuem como reservatórios de fármacos, chamadas de 

bioactive wound dressing, com o intuito de impedir o crescimento microbiano e trazer 

fatores de crescimento e substâncias biológicas para ajudar a aumentar ou modular 

o processo de cicatrização, fazendo com que as feridas se mantenham estéreis, 

úmidas e tratadas (BOATENG; CATANZANO, 2015; CHOUHAN et al., 2019; HAN; 

CEILLEY, 2017; MURPHY; EVANS, 2012).  

A tendência do tipo de cobertura é o uso de materiais à base de polímeros na-

turais, os quais são considerados uma boa opção para o tratamento de úlceras crô-

nicas (HAN; CEILLEY, 2017). O uso de biopolímeros como material para tratamento 

de feridas tem um amplo escopo devido às suas excelentes propriedades de bio-

compatibilidade, capacidade de suportar o crescimento celular, potencial regenerati-

vo, biodegradabilidade, durabilidade e atuam como sistema de liberação de medi-

camento (BOATENG; CATANZANO, 2015; SAHANA; REKHA, 2018). Ao que se re-

fere a origem, podem ser obtidos de vegetais (amido, celulose e borracha natural), 

animais (colágeno, ácido hialurônico, quitosana, fibroína de seda), fungos (quitina), 

bactérias (celulose bacteriana (o qual vai ser o objeto desse estudo)) e algas (algina-

to), sendo portanto uma classe de curativos sustentáveis em função de utilizar maté-

rias-primas de base biológica para a sua produção e apresentar biodegradação 

completa sem subprodutos nocivos, logo, não impactam o meio ambiente 
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(BOATENG; CATANZANO, 2015; SAHANA; REKHA, 2018; SUARATO; 

BERTORELLI; ATHANASSIOU, 2018). 

Esses materiais permitem a fabricação de uma variedade de tipos de curati-

vos e ainda trazem benefícios à farmacoterapia, através da proposta de serem cura-

tivos bioativos, pois atuam como reservatório e sistema de liberação de medicamen-

tos e barreira de proteção física das feridas, além de não necessitarem de trocas 

diárias, o que contribui para o aumento do conforto e da qualidade de vida do paci-

ente durante o tratamento (COSTA et al., 2020; DUTRA et al., 2017; SOUZA et al., 

2018). Nos casos de feridas crônicas, em que os pacientes geralmente passam por 

longos tratamentos e frequentes trocas de curativos, um sistema de liberação con-

trolada de medicamentos no local da ferida pode melhorar a resposta terapêutica 

dessa lesão (BOATENG; CATANZANO, 2015). Eles podem ser preparados na forma 

de filmes, esponjas, membranas, hidrogéis ou hidrocolóides, em substituição às for-

mas farmacêuticas convencionais, que são pomadas, cremes, géis, soluções, sus-

pensões e pós (BOATENG; CATANZANO, 2015; COSTA et al., 2020; SIMÕES et 

al., 2018). 

Os medicamentos incorporados podem desempenhar um papel ativo no pro-

cesso de cicatrização de feridas, diretamente como agentes de limpeza ou desbri-

dantes para remover tecido necrótico ou indiretamente como medicamentos antimi-

crobianos, que previnem ou tratam agentes de infecção ou forneçam fatores 

de crescimento para ajudar na regeneração do tecido (BOATENG; CATANZANO, 

2015). Desde a chamada "revolução no conceito de curativos" ocorreu um grande 

interesse no desenvolvimento de curativos antimicrobianos, principalmente, em fun-

ção das feridas cutâneas infeccionadas serem responsáveis por elevadas taxas de 

morbidade e mortalidade, tornando-se essencial desenvolver soluções para resolver 

esse problema de saúde (SIMÕES et al., 2018; WINTER, 1962; WOODFORD; 

LIVERMORE, 2009). 

Outra estratégia que vem ganhando destaque nos últimos anos é o uso de 

compostos derivados de plantas medicinais, em substituição aos fármacos sintéticos 

em decorrência da resistência microbiana (KOEHLER; BRANDL; GOEPFERICH, 

2018; LIAKOS et al., 2015; PEREIRA et al., 2013).  Logo, as plantas medicinais que 

agreguem atividades antioxidantes, cicatrizantes e antimicrobianas são de interesse 

para incorporar aos curativos, pois essas propriedades ajudam na contração, vascu-

larização e epitelização da lesão (KRISHNAN; THOMAS, 2019; SUARATO; 
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BERTORELLI; ATHANASSIOU, 2018). Nesse sentido, vários pesquisadores têm 

estudado com sucesso a utilização de curativos biopoliméricos associados com 

plantas medicinais, como por exemplo, filmes de quitosana com óleo de tomilho 

(ALTIOK; ALTIOK; TIHMINLIOGLU, 2010), esponjas de colágeno com extrato de 

hamamélis (ANTONIO et al., 2011), fibroína de seda com extrato de cominho 

preto (MUTHUMANICKKAM et al., 2019), celulose pelo método de eletrofiação com 

óleos essências de canela, capim-limão e hortelã-pimenta (LIAKOS et al., 

2015), membrana de látex com extratos de própolis (ZANCANELA et al., 2019), cipó-

timbó (BARROS et al., 2018) e guaçatonga (BORGES et al., 2014; CARVALHO et 

al., 2018; TRECCO et al., 2014), membrana de celulose bacteriana com extrato 

de própolis (BARUD et al., 2013), alginato de sódio com babosa (PEREIRA et al., 

2013), entre outros. 

 

2.2 Direcionamento do estudo 

2.2.1 Biomateriais 

 

Um grande avanço foi feito nas últimas décadas para desenvolver substitutos 

de pele para o tratamento de feridas agudas e crônicas, além de constantemente 

surgir novos estudos no campo de biomateriais com a finalidade de aperfeiçoá-los e 

torná-los ideais, levando assim, conforto e qualidade de vida para o paciente ao de-

correr do tratamento. Esses biomateriais são projetados e desenvolvidos para inte-

ragir com os sistemas biológicos e tem como objetivo restaurar, manter ou melhorar 

a função do tecido afetado por doenças ou acidentes, além de contribuir para o alívio 

das dores ocasionadas pela lesão (BISWAL; BADJENA; PRADHAN, 2020; SAVOJI 

et al., 2018). O mercado global de biomateriais está em grande crescimento e as 

previsões é que chegue em US$ 207 bilhões até 2024 (MARKETS AND MARKETS, 

2019). 

Um biomaterial ideal deve possuir as seguintes características: ser biocompa-

tível, biofuncional, bioabsorvível, biodegradável, poroso, permeável para passagem 

de nutrientes e troca de gases, possuir tamanho de poros que permita a penetração 

celular e formação de tecido, possuir superfície apropriada para adesão celular, 

promover produção da matriz extracelular, transportar e transmitir sinais biomolecu-

lares (PALSSON; BHATIA, 2003). Além disso, ele deve ser isento de produzir qual-

quer resposta biológica adversa local ou sistêmica, ser atóxico, não alergênico, não 
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inflamatório, não carcinogênico, não antigênico e não mutagênico (BISWAL; 

BADJENA; PRADHAN, 2020; GHASEMI-MOBARAKEH et al., 2019; MORAIS; 

GUIMARÃES; ELIAS, 2007; WILLIAMS, 2008).  

Os biomateriais podem ser classificados, de acordo com a sua natureza, em 

duas categorias: os naturais que incluem o colágeno, a seda, a queratina e polissa-

carídeos; e os sintéticos que englobam as cerâmicas, os polímeros sintéticos, metais 

e compósitos (BISWAL; BADJENA; PRADHAN, 2020; HA et al., 2013; HOLZAPFEL 

et al., 2013).  

Entre a variedade de tipos de biomateriais, os biopolímeros apresentam gran-

de potencial de uso e têm sido aplicados no desenvolvimento de novos produtos 

médicos, em especial na criação de curativos, por apresentarem características me-

cânicas semelhantes aos materiais biológicos e facilidade de manuseio, além de se-

rem naturais e com uma perfeita biocompatibilidade, biodegradabilidade, caráter re-

novável, semelhança com a matriz extracelular e um ambiente propício para regene-

rar feridas, por esses motivos que se justifica a escolha desse tipo de biomaterial 

para ser objeto dessa pesquisa (FARIA-TISCHER; TISCHER, 2012; GRIFFITH, 

2000; KIM; BAEZ; ATALA, 2000; LIU et al., 2017; RAMESH; MORATTI; DIAS, 2018; 

WILLIAMS, 2003).  

 

2.2.2 Biopolímeros 

 

Entre os grandes avanços do século XX destaca-se o desenvolvimento de po-

límeros sintéticos, devido ao aumento de suas possibilidades de aplicações. Es-

ses polímeros são obtidos principalmente a partir do petróleo, porém, o custo des-

ta matéria-prima, a instabilidade da situação geopolítica das regiões das grandes 

reservas mundiais, a durabilidade desses materiais a longo prazo e o consenso so-

bre a necessidade de diminuição das emissões atmosféricas representam uma pre-

ocupação global, impulsionando assim a produção de polímeros produzidos a partir 

de matérias-primas renováveis como alternativa para esse problema (BRITO et al., 

2011; GOMES, 2011; IQBAL et al., 2014; KAYRA; AYTEKIN, 2019; LI et al., 2018; 

UL-ISLAM; KHAN; PARK, 2012a; VALERO-VALDIVIESO; ORTEGÓN; USCATEGUI, 

2013). Salienta-se ainda que essa preocupação vem ao encontro dos Objetivos de 

Desenvolvimento do Milênio (ODM) e dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentável 
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(ODS) para inserir estratégias de sustentabilidade dos nossos recursos para preser-

var a Terra. 

Logo, os polímeros podem ser classificados quanto à sua natureza, como na-

turais ou sintéticos. Os biopolímeros são polímeros naturais produzidos por seres 

vivos ou obtidos a partir de matérias-primas de fontes renováveis, como exemplos os 

materiais vegetais (amido, celulose e borracha natural), animais (colágeno, ácido 

hialurônico, quitosana, fibroína de seda), fungos (quitina), bactérias (celulose bacte-

riana), algas (alginato), entre outros (BOATENG; CATANZANO, 2015; BRITO et al., 

2011; SAHANA; REKHA, 2018).  

Uma grande vantagem do uso dos biopolímeros é que alguns desses materi-

ais apresentam degradação facilitada no ambiente em função da ação de bactérias, 

fungos e algas, transformando o material em moléculas menores devido à cisão de 

ligações da sua cadeia principal e consequentemente, contribuindo para a diminui-

ção do impacto ambiental (RAGHAVAN, 1995; REICH; STIVALA, 1971; VALERO-

VALDIVIESO; ORTEGÓN; USCATEGUI, 2013).  

Os biopolímeros vêm sendo amplamente utilizados como material de suporte 

para a área biomédica, devido as suas excelentes propriedades de biocompatibilida-

de, capacidade de suportar o crescimento celular, potencial regenerativo, biodegra-

dabilidade, serem atóxicos, durabilidade, reservatório de fármaco e sistema de libe-

ração de medicamento (BOATENG; CATANZANO, 2015; KHAN et al., 2015; 

SAHANA; REKHA, 2018). Porém, alguns materiais dessa classe apresentam algu-

mas limitações em função de não apresentarem certas propriedades terapêuticas, 

como ação antimicrobiana, tanto bactericidas (quando causa a morte de bactérias), 

bacteriostática (quando inibem o crescimento de bactérias no meio) ou bacteriolítico 

(além de matar as bactérias também eliminam as células já mortas através do pro-

cesso de lise celular) (BOATENG; CATANZANO, 2015; KHAN et al., 2015; LOPES, 

2019; SAHANA; REKHA, 2018). Tais propriedades em polímeros puros podem ser 

adicionadas com sua associação a outros materiais com essa característica. 

Dentre as possibilidades de fornecimento de novos materiais biopoliméricos 

para uso em curativos, destaca-se a celulose (KAYRA; AYTEKIN, 2019). Apesar da 

maioria da celulose ser produzida pelas plantas durante a fotossíntese, alguns mi-

cro-organismos tais como as algas, fungos ou bactérias também são capazes de 

produzir este polissacarídeo, surgindo então, como uma fonte alternativa mais res-

ponsável (KLEMM et al., 2018). Visto que, a crescente demanda de derivados de 
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celulose vegetal, levou ao aumento do consumo de madeira como matéria-prima, 

causando desmatamento e questões ambientais globais (PARK; PARK; JUNG, 

2003). 

 

2.2.3 Celulose bacteriana (CB) 

 

A celulose (C6H10O5) é um polímero natural mais abundante na Terra com 

uma produção brasileira de 22,5 milhões de toneladas no ano de 2021 (IBÁ 2021), 

apresentando grande importância econômica. Sua estrutura é constituída por 

repetidas moléculas de β–D–glicopiranose unidas em cadeias longas, não ramifica-

das, por ligações glicosídicas do tipo β-(1→4) (BROWN JR., 1987; KAYRA; 

AYTEKIN, 2019; KLEMM et al., 2005; SANCHEZ, 2012). As moléculas de celulose 

também formam ligações de hidrogênio intra e intermoleculares através dos grupos 

hidroxilas, onde o primeiro tipo de interação é responsável pela rigidez da cadeia e o 

segundo pela formação da fibra vegetal que elevam a resistência mecânica e fazem 

com que a celulose seja insolúvel em água e na maioria dos solventes orgânicos 

(BROWN JR., 1996; CHEN et al., 2015; DONINI et al., 2010; KAYRA; AYTEKIN, 

2019; LINDMAN; KARLSTRÖM; STIGSSON, 2010; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 

1991).  

A formação da estrutura polimérica é iniciada quando duas moléculas de 

glicose se unem e formam a celobiose, que é a unidade estrutural de repetição da 

molécula de celulose (BROWN JR., 1996). Na Figura 1 é representado como as 

ligações intra e intermoleculares se dispõem na cadeia polimérica, bem como a sua 

estrutura altamente cristalina e a unidade de repetição (β–D–glicopiranose).  
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Figura 1 – Representação esquemática da estrutura química com as ligações glicosídicas 

do tipo β-(1→4) e as ligações de hidrogênio intra e intermoleculares da celulose 

 

Fonte: Adaptado de Phanthong et al. (2018). 

 

A celulose é biodegradável, não tóxica e não alergênica, sendo o principal 

componente da parede celular das plantas, contento impurezas como lignina, 

pectina e hemicelulose, e é normalmente obtida industrialmente a partir do 

processamento da madeira para a produção de pasta celulósica, nomeada de 

celulose vegetal (CV) (AMORIM et al., 2020b; DUCHEMIN; MATHEW; OKSMAN, 

2009; GOMES, 2011; KLEMM et al., 2005). Porém, em virtude da demanda 

crescente de produtos oriundos da celulose vegetal, seja para fins industriais ou 

biomédicos como a celulose microcristalina, preparada por hidrólise ácida a partir da 

polpa da madeira altamente purificada para utilização na fabricação de fármacos, 

têm levado a problemas relacionados ao desmatamento e criando questões 

ambientais globais como o desequilíbrio climático, poluição do ar, erosão dos solos e 

degradação dos mananciais em função dos efluentes tóxicos, esgotamento de água, 

grande consumo de energia, perda de biodiversidade da flora e fauna e entre outros 

impactos, que levam à necessidade da substituição da produção deste polímero por 

uma alternativa mais sustentável para reduzir o impacto ambiental (NGUYEN, 2006; 

PARK; PARK; JUNG, 2003; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991; TYAGI; SURESH, 

2016). 

Por esses motivos, um grande interesse foi criado em todo o mundo na 

produção de celulose usando fontes alternativas, para reduzir ao mínimo o impacto 

ambiental, portanto, mesmo as plantas sendo as maiores fontes de celulose, vários 

tipos de micro-organismos como algas, fungos e bactérias são capazes de produzir 

celulose como fonte alternativa e mais responsável, afim de evitar o desmatamento, 

essa classe de celulose é denominada biocelulose, celulose bacteriana, celulose 
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microbiana ou nanocelulose bacteriana (CB), recebe esse nome em virtude de ter 

sido encontrada pela primeira vez em um cultivo de bactéria (DAYAL et al., 2013; 

KLEMM et al., 2006, 2011; MONA et al., 2019; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).  

A celulose vegetal e a celulose bacteriana apresentam a mesma fórmula 

molecular, porém, apresentam algumas propriedades mecânicas, físicas e químicas 

distintas (PORTELA et al., 2019; SULAEVA et al., 2015; TSOUKO et al., 2015). 

Dentre as propriedades superiores da CB, ela apresenta uma estrutura de fibras 

nanométricas contra o micrométrico da celulose vegetal, que lhe conferem melhores 

propriedades como alta resistência mecânica, alta porosidade, elevado grau de 

polimerização (2000-8000), alta pureza, alta capacidade de retenção de água (> 

90%), boa biocompatibilidade, carácter não tóxico e nanoestrutura altamente 

cristalina (60-90%), que possibilita a sua utilização industrial em uma ampla área de 

aplicações e em especial na área da saúde como curativo (DONINI et al., 2010; 

KLEMM et al., 2005; PORTELA et al., 2019; UZYOL; SAÇAN, 2017).   

Comparando a obtenção da CV com a CB, os processos de preparação do 

meio de cultura, separação e purificação das células para a CB são mais simples em 

função de não conter compostos indesejados e não provocar reações que gerem 

produtos nocivos ao meio ambiente, tornando o custo do processo mais baixo, já 

que esse tipo de celulose é pura (AMORIM et al., 2020b; PORTELA et al., 2019; 

TYAGI; SURESH, 2016).  

Além disso, as membranas de CB possuem nanofibrilas de celulose 

(nanocelulose) e por isso representam uma importante classe de nanomateriais e 

com os avanços nas pesquisas ela vêm se mostrando como um material 

multifuncioal  extremamente útil para diversas aplicações e com grande ascendência 

no mercado. O mercado global de CB deverá atingir 639,8 milhões de dólares até 

2026, impulsionado principalmente pelas intensivas pesquisas e descobertas da 

comunidade científica (MARKET RESEARCH, 2021). 

Apesar da CB ser considerada uma alternativa ideal para substituir a celulose 

vegetal e ter um mercado potencial, o seu alto custo e o tempo da produção ainda 

são fatores limitantes em comparação com outros produtos orgânicos comerciais, 

por esse motivo que muitos pesquisadores tem concentrado os trabalhos em 

otimizar a produção em termos de gerar uma maior quantidade de celulose em um 

menor tempo e viável economicamente para ser possível introduzir no mercado a 

CB com uma produção e custo competitivo para que todo o seu potencial possa ser 
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extrapolado para as plantas industriais e explorado para diferentes aplicações 

(CACICEDO et al., 2016; HUTCHENS et al., 2007; REVIN et al., 2018; SANI; 

DAHMAN, 2010; SHARMA; BHARDWAJ, 2019b; UL-ISLAM et al., 2017). 

Nesse sentido de viabilizar a produção da CB, a área médica é um dos 

principais foco dos pesquisadores, pois a celulose bacteriana e os demais 

tratamentos para feridas ainda apresentam um valor alto e o “custo do fator de cura” 

é uma das grandes preocupações dos pesquisadores. Conseguir fazer a ponte entre 

o número de pacientes e os tratamento de feridas disponíveis é o objetivo final da 

maioria dos pesquisadores para tratar milhões de pacientes afetados. Isso motivou 

os pesquisadores a desenvolver diferentes soluções de tratamento de feridas com 

boa relação custo-benefício nos últimos anos (CHOUHAN et al., 2019). 

Por esses motivos, optou-se pela celulose produzida por meio de micro-

organismos (CB), a qual é sintetizada em laboratório, por ser 100% pura não há a 

necessidade dos mesmos processos de purificação como a celulose vegetal, 

tornando o processo mais simples, além de ser auto-sustentável. 

 

2.2.3.1 Produção da Celulose Bacteriana (CB) 

 

A síntese de CB por Komagataeibacter xylinus, anteriormente denominada 

Acetobacter xylinum, foi descrita pela primeira vez em 1886 por Brown, quando este 

observou a formação de uma fina membrana gelatinosa na interface líquido-ar 

durante a fermentação do vinagre (BROWN, 1886; CACICEDO et al., 2016; DONINI 

et al., 2010). Porém, estudos intensivos sobre a síntese de CB utilizando A. xylinum 

como uma bactéria modelo, tiveram início somente em 1947 por Hestrin e 

colaboradores que demonstraram que essas bactérias são capazes de sintetizar 

celulose na presença de glicose e oxigênio (BIELECKI et al., 2005; BROWN JR., 

1989; TURECK, 2017). 

 Para sintetizar CB alguns fatores devem ser considerados, tais como o micro-

organismos produtor, as condições nutricionais e de cultivo (CHAWLA et al., 2009; 

TURECK, 2017).  
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2.2.3.1.1 Micro-organismos produtores de celulose bacteriana 

 

Vários micro-organismos são capazes de sintetizar a CB, como as bactérias 

das espécies Komagataeibacter, Aerobacter, Agrobacterium, Achromobacter, 

Alcaligenes, Azotobacter, Rhizobium, Sarcina e Salmonella, dentre estas, as 

bactérias do genêro Komagataeibacter têm sido amplamente citadas em estudos de 

produção e consideradas modelo para fins industriais (CHAWLA et al., 2009; 

RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015). Esse gênero recebeu esse nome 

em agradecimento ao microbiologista japonês, Prof. Kazuo Komagata, por sua 

contribuição sobre as bactérias do ácido acético (RYNGAJŁŁO et al., 2019). 

Os estudos referentes a obtenção de CB iniciaram utilizando a bactéria Ko-

magataeibacter xylinus em 1947 e até hoje no meio científico diversos pesquisado-

res têm estudado incansavelmente estratégias de melhorar a produção da CB, en-

volvendo variados tipos de substratos para o meio de cultivo, condição de cultivo e 

tipo de micro-organismos. Muitos trabalhos vêm relatando outras espécies do gêne-

ro Komagataeibacter,  como a K. hansenii, K. europaeus, K. oboediens e K. interme-

dius, além do desenvolvimento, isolamento e modificações de diferentes espécies 

visando uma melhor produção de celulose com o intuito de extrapolá-la para o pro-

cesso em plantas industriais (BLANCO et al., 2018; DONINI et al., 2010; FARAG et 

al., 2016; JACEK; RYNGAJŁŁO; BIELECKI, 2019; PARK; PARK; JUNG, 2003; 

STUMPF et al., 2013; ULLAH et al., 2016; YAMADA; HOSHINO; ISHIKAWA, 1997). 

As espécies do gênero Komagataeibacter como a K. xylinus e K. hansenii são 

os produtores mais eficientes de celulose em comparação com outras cepas 

(RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015). K. hansenii é uma bactéria gram-

negativa, estritamente aeróbica, não-patogênica, comumente encontradas na super-

fície de frutas e vegetais em decomposição, no vinagre e em bebidas alcoólicas 

(ASHTAVINAYAK; ELIZABETH, 2016; CACICEDO et al., 2016; DONINI et al., 2010; 

KLEMM et al., 2001; LYNCH et al., 2019; TURECK, 2017). Essa bactéria destaca-se 

entre os micro-organismos que possuem maior potencial de produção de celulose, 

sendo que uma única célula pode converter até 108 moléculas de glicose por hora 

em celulose (BARUD, 2010; BROWN JR., 2004; PECORARO et al., 2008; 

RECOUVREUX, 2008). A espécie K. hansenii apresenta morfologia de bastonetes 

retos ou ligeiramente curvos, alongados variando de 0,6 a 0,8 x 10-4 µm, podendo 
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ser ou não móveis, com faixa de temperatura para crescimento entre 15 e 34 °C, e 

temperatura para inativação entre 65 e 70 °C (KLEMM et al., 2005). 

Provavelmente decorrente do seu mecanismo aeróbio, produz uma membra-

na de celulose na interface líquido-ar do meio de cultivo (TURECK, 2017). K. hanse-

nii produz celulose extracelular livre de lignina ou hemicelulose, tornando-a uma ex-

celente fonte de celulose pura (CASTRO et al., 2011; MOHITE; PATIL, 2014; MONA 

et al., 2019; PORTELA et al., 2019; TURECK, 2017). As bactérias desse gênero 

convertem etanol a ácido acético, logo, apresentam uma alta capacidade de tolerân-

cia a substâncias ácidas e são capazes de converter várias fontes de carbono e ni-

trogênio em celulose, mas o seu mecanismo de síntese ainda não foi completamen-

te elucidado, porém, acredita-se que seja semelhante ao da K. xylinus, que começa 

sempre com o precursor de UDP-glicose e termina formando uma cadeia polissaca-

rídica (BROWN JR., 2004; CACICEDO et al., 2016; IGUCHI et al., 1988; KESHK, 

2014; RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015). 

 

2.2.3.1.2 Metabolismo 

 

A síntese da celulose pelas bactérias compreende um processo composto de 

várias etapas, que envolve muitas enzimas individuais e complexos de proteínas 

catalíticas e regulatórias. De forma geral, o processo ocorre em três etapas princi-

pais, sendo a primeira a formação das cadeias de glicose β-(1→4) ligadas, a segun-

da etapa pela secreção extracelular das cadeias lineares e a última etapa a organi-

zação e cristalização das cadeias de glucanas, por meio de ligações de hidrogênio e 

forças de Van der Walls dispostas hierarquicamente em tiras (BIELECKI et al., 2005; 

DONINI et al., 2010; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991):  

A bactéria K. xylinus tem a capacidade de utilizar uma variedade de substra-

tos carbônicos para a biossíntese de celulose, porém, dependendo da fonte de car-

bono utilizada o micro-organismo segue vias metabólicas distintas para a produção 

da CB (JOZALA et al., 2016). Entretanto, a via bioquímica mais compreendida en-

volve a conversão da glicose como substrato exógeno à celulose (RECOUVREUX, 

2008).  

K. xylinus, opera no ciclo das pentoses-fosfato (hexoses) e no ciclo de Krebs 

juntamente com a gliconeogênese. O ciclo das pentoses-fosfato envolve a oxidação 

de carboidratos em etanol, o qual é metabolizado pelas bactérias formando ácidos 
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orgânicos (glucônico, lático, acético), e o ciclo de Krebs envolve a oxidação desses 

ácidos orgânicos (DONINI et al., 2010; LEE et al., 2014; MONA et al., 2019; ROSS; 

MAYER; BENZIMAN, 1991; SOUZA, 2014). Acontece esse ciclo, porque a K. xylinus 

não é capaz de metabolizar anaerobicamente a glicose em virtude de não possuir 

fosfofrutose-quinase-1, necessária para a glicólise (LEE et al., 2014; MONA et al., 

2019; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991). 

A síntese de celulose por K. xylinus com glicose envolve quatro etapas enzi-

máticas (glicoquinase, fosfoglicomutase, UDPG-pirofosforilase e celulose sintase) 

(DONINI et al., 2010; LEE et al., 2014; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991; 

YOSHINAGA; TONOUCHI; WATANABE, 1997): 

1º. Inicia-se no transporte do meio externo para o interior do citoplasma da 

bactéria ou de fontes internas, onde ocorre a fosforilação de glicose para 

glicose-6-fosfato pela enzima Glicoquinase; 

2º. A Fosfoglicomutase que catalisa a reação de isomerização da glicose-6-

fosfato para glicose-1-fosfato; 

3º. A síntese de UDP-glicose (UDPG) pela UDPG-pirofosforilase (glicose-1-

fosfato-uridililtransferase); 

4º. E por último a Celulose Sintase (CS) que produz a celulose a partir de 

UDP-glicose. 

 

Durante a síntese da CB as bactérias convertem os componentes dos meios 

em celulose e/ ou utilizam para síntese de metabolitos, como por exemplo a produ-

ção de ácidos orgânicos (glucônico, acético ou láctico) como parte dos subprodutos 

metabólicos, já que se trata de uma bactéria do ácido acético (CHAGAS, 2018; 

CHEN et al., 2019a; HUTCHENS et al., 2007; RAGHUNATHAN, 2013). No caso da 

glicose como fonte de carbono, a bactéria oxida a glicose diretamente na forma de 

ácido glucônico (gluconato), o qual se acumula no sistema e como resultado ocorre 

a diminuição do pH da cultura e da produção da celulose, a explicação para isso é 

que a glicose é consumida mais rapidamente se comparada a outras fontes de car-

bono (CHEN et al., 2019a; GULLO et al., 2017, 2019; HUTCHENS et al., 2007; 

MASAOKA; OHE; SAKOTA, 1993; SCHRAMM; GROMET; HESTRIN, 1957).  

Quando a produção da CB acontece utilizando frutose como fonte de carbo-

no, a sua biossíntese depende de duas vias, a via das pentoses (a glicólise é inviabi-

lizada pela ausência de fosfofrutoquinase) e o ciclo de Krebs. Dessa forma, a frutose 
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é diretamente metabolizada e transformada em frutose-6-fosfato e, posteriormente, é 

isomerizada para glicose-6-fosfato pela enzima fosfoglicose isomerase e a partir 

desse ponto a via metabólica para produção de CB segue o mesmo caminho da sín-

tese do biopolímero utilizando de glicose, conforme mostrado na Figura 2 (CHAGAS, 

2018; DONINI et al., 2010). Na produção da CB a partir de dissacarídeos, (sacarose, 

lactose, maltose e ribose), a biossíntese do biomaterial inicia-se no periplasma da 

célula com a hidrolise dos dissacarídeos em monossacarídeos, como frutose e gli-

cose (LEE et al., 2014). Não se têm relato na literatura sobre a via metabólica da 

lactose e o amido solúvel para a bactéria Komagataeibacter, porém, vários trabalhos 

relatam que esses substratos são uma fonte de carbono interessante para a produ-

ção de CB (ABDELRAOF; HASANIN; EL-SAIED, 2019; BÄCKDAHL et al., 2008; 

GRANDE et al., 2009; HESSLER; KLEMM, 2009; TURECK, 2017; YANG et al., 

2014). 

 

Figura 2 – Modelo simplificado da rota metabólica para a biossíntese da CB a partir de gli-
cose, manitol ou glicerol por K. hansenii ATCC 23769 

 

Fonte: Adaptado de Souza (2014). 

 

Pela via endógena (gliconeogênese) a síntese começa a partir da oxidação do 

etanol em oxaloacetato e posteriormente em piruvato pela ação da enzima carboxi-

lase do piruvato, por fim, é metabolizado no ciclo do ácido tricarboxílico ou ciclo do 
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ácido cítrico para gerar ATP para crescimento celular bacteriano e síntese de celulo-

se. A transformação do piruvato em fosfoenolpiruvato é produzida pela ação da en-

zima fosfoenolpiruvato carboxilase, consumindo cerca de 10% da adenosina trifosfa-

to (ATP). Portanto, a reação de síntese de CB acontece a partir da energia do seu 

metabolismo aeróbico e constitui um processo cansativo para a célula (BIELECKI et 

al., 2005; DONINI et al., 2010; FRAJÁCOMO, 2017; LEE et al., 2014; SOUZA, 2014). 

Neste contexto, após a polimerização de monômeros de glicose em cadeias 

β-(1→4) glucanas, ocorre a secreção extracelular das cadeias lineares e organiza-

ção e cristalização das cadeias glucanas dispostas em fitas. Logo, a membrana de 

CB começa a se formar quando cada bactéria dá origem a cadeias que se agregam 

formando subfibrilas com largura de, aproximadamente, 1,5 nm, por meio dos com-

plexos terminais que são associados com os poros superficiais das células, ou seja, 

a CB é extrudida através dos poros das células bacterianas na forma de fitas 

(GRANDE et al., 2009). Estas, posteriormente agrupam-se com outras 36 iguais a 

elas, forma-se então uma fibrila elementar com um diâmetro de 3,5 nm (nanofibrilas) 

(CACICEDO et al., 2016). Então elas se unem por meio de ligações de hidrogênio e 

forças de Van der Walls formando fitas com uma largura de 40 a 60 nm e espessura 

de 3 a 8 nm. As fitas rolam para cima para formar as fibras, que ficam emaranhadas 

em uma película gelatinosa tridimensional contendo cerca de 1-2% de celulose e 98-

99% de água (w/w) (PECORARO et al., 2008; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991). 

Na Figura 3 é ilustrado a bactéria do gênero Komagataeibacter secretando as fibrilas 

de CB. 
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Figura 3 – Bactéria Komagataeibacter secretando fibrilas de celulose em fitas para forma-
ção da membrana: (a) micrografia eletronica de transmissão - MET (HIRAI; TSUJI; HORII, 
2002) e (b) imagem durante a síntese 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 

 

Durante o cultivo estático a membrana formada na interface ar/líquido permite 

as bactérias aeróbicas moverem-se para a superfície possibilitando obter oxigênio 

com maior facilidade para seu crescimento, conforme visualizado na Figura 3 

(CACICEDO et al., 2016; DONINI et al., 2010). Além disso, esse mecanismo de flo-

tação previne a desidratação do substrato (devido ao caráter higroscópio da CB), 

serve como proteção contra a luz ultravioleta e atua como uma barreira contra o 

crescimento de outros micro-organismos (DONINI et al., 2010; PORTELA et al., 

2019; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991; SOUZA, 2014). É importante salientar 

que, durante o processo de formação, a celulose é formada somente nas áreas pró-

ximas da superfície e não em todo o meio de cultivo (TURECK, 2017). Enquanto o 

sistema for mantido imóvel, a membrana se mantém suspensa na parede interna do 

frasco por coesão (TURECK, 2017). As bactérias contidas na membrana podem ser 

facilmente removidas, pela imersão em soluções alcalinas diluídas em água, seguido 

pela lavagem exaustiva com água (BARUD, 2010; IGUCHI; YAMANAKA; 

BUDHIONO, 2000). 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

2.2.3.1.3 Condições Nutricionais 

 

O método para a produção de celulose bacteriana é equivalente ao modo 

convencional para a cultura de manutenção da bactéria. Ou seja, micro-organismos 
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são inoculados em meios nutrientes convencionais que possuem a função de simu-

lar o seu habitat natural, portanto, devem conter fontes de carbono, nitrogênio, sais 

inorgânicos, e, se necessário, outros nutrientes orgânicos tais como aminoácidos, 

vitaminas e outros necessários para o crescimento microbiano (IGUCHI et al., 1988). 

Como meio padrão para o cultivo da CB, têm-se o meio Hestrin-Schramm (HS), po-

rém, esse meio apresenta um custo elevado em virtude da suplementação de glico-

se ou manitol, extrato de levedura e peptona como substratos de maior custos e, 

portanto, torna-se inadequado para ser usado na produção da CB industrialmente 

(ABDELRAOF; HASANIN; EL-SAIED, 2019; BLANCO et al., 2018; HESTRIN; 

SCHRAMM, 1954; SANI; DAHMAN, 2010; SHODA; SUGANO, 2005). Por esse moti-

vo, diversos trabalhos têm sido relatado na literatura para produzir CB com outros 

substratos visando diminuir o custo de produção e aumentar a quantidade de celulo-

se gerada pela bactéria. Tais estudos são de elevada importância para permitir a 

viabilidade da produção da CB em uma escala significativa para transformar o seu 

uso industrial viável nos diferentes campos do conhecimento de aplicação desse 

material, uma vez que o custo de produção associado ao substrato representa até 

65% do custo total do cultivo microbiano (ABDELRAOF; HASANIN; EL-SAIED, 2019; 

COSTA et al., 2017; HUTCHENS et al., 2007; JOZALA et al., 2015; TSOUKO et al., 

2015; VELÁSQUEZ-RIAÑO; BOJACÁ, 2017; ZHONG et al., 2013). Logo, o meio de 

cultura é o fator mais importante para o custo total de produção da CB, em especial 

os nutrientes carbônicos (JOZALA et al., 2016; ZHONG et al., 2013). 

Nesse sentido, as bactérias acéticas do gênero Komagataeibacter produzem 

CB utilizando a glicose como fonte tradicional de carbono, porém, esse substrato 

pode ser substituído por fontes alternativas como etanol, n-butano, manitol, glicerol, 

lactato, frutose, sacarose, maltose, xilose, melaços, entre outros, tendo em vista que 

não hidrolisam o amido nem a lactose e são quimiorganotróficas (JOZALA et al., 

2016; OLIVEIRA et al., 2010; RUKA; SIMON; DEAN, 2012; SOUZA, 2014).  

O nitrogênio por sua vez é um componente principal, muito importante no me-

tabolismo celular, e compreende entre 8 e 14% da massa celular seca de bactérias, 

além de fornecer aminoácidos, vitaminas e sais minerais para o micro-organismo 

(CAMPANO et al., 2016; CHAWLA et al., 2009). Como fontes de nitrogênio desta-

cam-se sais de amônio, sulfato de amônio, cloreto de amônio, fosfato de amônio, 

nitratos, ureia, peptona, extrato de levedura ou semelhantes (IGUCHI et al., 1988). O 

extrato de levedura e a peptona são os componentes básicos para o meio HS e são 
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as fontes de melhor assimilação no metabolismo da Komagataeibacter (CAMPANO 

et al., 2016). 

Os sais inorgânicos como fosfatos, sais de magnésio, sais de cálcio, sais de 

ferro, sais de manganês, podem ser adicionados. Como nutrientes orgânicos se tem 

os aminoácidos, vitaminas, ácidos graxos, ácidos nucléicos, extratos de leveduras, e 

proteína de soja hidrolisada (IGUCHI et al., 1988).   

Outro ponto para se considerar na escolha do substrato para fornecer os nu-

trientes para a bactéria, é se esses substratos são bem assimilados por determinada 

cepa a fim de conseguir converter o máximo de celulose e o mínimo de produtos 

secundários do metabolismo, como os ácidos orgânicos, que diminuem o pH do 

meio de cultivo durante a produção da CB e reduzem o rendimento da celulose 

(HUTCHENS et al., 2007; ULLAH et al., 2016). E por fim, a otimização da síntese de 

CB para aplicações industriais requer primeiro a produção em pequena escala com 

protocolos aprimorados para conseguir atingir uma quantidade de celulose superior 

(UL-ISLAM et al., 2017). 

Logo diversas fontes de carbono (monossacarídeos, dissacarídeos e polissa-

carídeos) e nitrogênio (orgânico e inorgânico) foram avaliados para a produção da 

CB por K. hansenii (ATCC 23769) na literatura e são apresentadas no Quadro 1. 
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Quadro 1 – Produção de celulose bacterina a partir de K. hansenii (ATCC 23769) utilizando diferentes fontes nutricionais em cultivo estático 

Fonte de carbono Suplementação pH Temperatura Dias de cultivo Produção (g/L) Literatura 

Extrato de açúcares 
da madeira extraídos 

com água quente 
- 8,0 28 10 0,15 

Kiziltas et al 
(2015) 

Extrato de algaroba Extrato de levedura - 30 5 1,4 
Nascimento 
et al (2014) 

Glicose 
Sacarose 
Frutose 

Extrato de levedura 
Peptona de caseína 

5,0 30 7 0,9 
Lima et al 

(2017) 

Líquido de Sisal Extrato de levedura 5,0 30 7 2,2 
Lima et al 

(2017) 

Líquido de sisal Extrato de levedura 6,0 28 7 2,1 
Gottschalk 
et al (2014) 

Glicose 

Extrato de levedura 
Sulfato de amônia 
Fosfato de Sódio 

Ácido Cítrico 

6,0 28 7 0,86 
Gottschalk 
et al (2013) 

Melaço cinta preta - 6,0 30 9 2,9 
Khattak et al 

(2015) 

Melaço da cervejaria - 6,0 30 9 1,74 
Khattak et al 

(2015) 

Lactose Prodex Lac® - 30 12 5,6 
Tureck 
(2017) 

- Suco de cenoura - 30 14 1,35 
Gunduz e 

Asik (2018) 

Manitol 
Etanol 

Extrato de levedura 7,0 26,3 12 2,85 
Farrag et al 

(2019) 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 
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Entre os estudos mostrados no Quadro 1, observou-se que manitol/ lactose/ 

melaço cinta preta e extrato de levedura/ Prodex Lac® foram as melhores fontes de 

carbono e nitrogênio para a produção da CB. 

Quando se analisa essas fontes de carbono, os substratos de grau analítico 

que se destacaram para a produção da CB foram o manitol e a lactose. A melhora 

na produção da CB a partir do manitol é em função do fluxo metabólico para a pro-

dução do ácido glucônico como subproduto nesta via ser baixo comparado com a 

fonte tradicional (glicose), esse fato é evidenciado na resposta negativa na produção 

da CB a partir da glicose mostrada no Quadro 1 (GULLO et al., 2019; JONAS; 

FARAH, 1998; OIKAWA; OHTORI; AMEYAMA, 1995; SOUZA, 2014). Acrescenta-se 

também que o manitol é recomendado pela ATCC® como um dos substratos para 

ser usado no meio de cultura de manutenção da K. hansenii. Dentre todos os estu-

dos encontrados na literatura utilizando a K. hansenii (ATCC 23769), o trabalho de 

Turek (2017) foi o qual apresentou a maior produção de CB. A autora explicou que a 

lactose juntamente com a fonte de nitrogênio (Prodex Lac®) tiveram efeitos sinérgi-

cos, demonstrando que a combinação desses dois substratos tem efeitos positivo na 

produção da CB, porém, ainda não está claro qual o papel deles no metabolismo da 

K. hansenii. Já a explicação do destaque da utilização do extrato de levedura na 

produção da CB é em função dele ser um dos substratos de melhor assimilação no 

metabolismo da Komagataeibacter (CAMPANO et al., 2016). 

Portanto, nesse trabalho o manitol foi avaliado como fonte de carbono “pa-

drão” e comparado com outras fontes alternativas, bem como o seu uso associado 

com outros açúcares, investigando, portanto, o efeito sinérgico do meio de cultura 

com mais de uma fonte de carbono, além de ter poucos relatos na literatura com es-

se foco. As fontes alternativas estudadas foram frutose, sacarose, lactose e amido 

solúvel, os quais podem ser reaproveitados de resíduos da agroindústria, além da 

fonte tradicional (glicose) e do etanol. Como fonte de nitrogênio foi avaliada a utiliza-

ção da milhocina em função de ser um resíduo da maceração do milho e Prodex 

Lac® por ser um extrato de levedura bruto, podendo ambos serem vantajosos eco-

nomicamente (FURLAN et al., 2000; MANERA et al., 2011; MICHALSKI et al., 2008; 

SCHOLZ, 2011). 

Ressalta-se ainda, que o uso da lactose e do amido na produção da celulose 

não foi completamente elucidado, porém, alguns autores conseguiram atingir uma 

melhora na síntese desse biopolímero, por esse motivo, tornaram-se opções de in-
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vestigação para esse estudo. Uma hipótese relatada para o amido na literatura é 

que ele não é consumido pelas bactérias do gênero Komagataeibacter e leva a pro-

dução de um compósito, já que o amido passa por um processo de gelatinização 

quando o meio de cultura é esterilizado em autoclave a 121 °C, conforme exemplifi-

cado na Figura 4. 

 

Figura 4 – Esquema do processo síntese da CB utilizando amido: a) Os grânulos de amido 
em suspensão no meio de cultura; (b) Após a autoclave, o amido é parcialmente gelatiniza-
do, a lixiviação de amilose e os grânulos incham; (c) nanofibrilas de CB crescem na presen-
ça do amido parcialmente gelatinizado; (d) Após prensagem a quente em prensa hidráulica 
a 105 °C, o nanocompósito mostra redes interpenetrantes de amilose e celulose 

 

Fonte: Adaptado de Grande et al. (2009). 

 

Diante de todos os fatos mencionados, a busca pela otimização nas condi-

ções de cultivo se torna essencial, visto que esta influencia diretamente no custo e 

rendimento da CB (CHAWLA et al., 2009; HUTCHENS et al., 2007; IGUCHI et al., 

1988; SHARMA; BHARDWAJ, 2019b; TSOUKO et al., 2015). A determinação de um 

meio ideal e de um conjunto apropriado de condições de crescimento que permita 

altos níveis de produção de celulose ajudaria na viabilidade da ampliação dessa tec-

nologia para uma situação industrial (RUKA; SIMON; DEAN, 2012). Porém, essa 

determinação deve ser cuidadosamente calculada antes da produção em massa de 

CB (RUKA; SIMON; DEAN, 2012). Assim, o estudo do uso de substratos alternati-

vos, além dos tradicionais, visando encontrar novos substratos que contribuam para 

a redução do custo final desse polímero é de fundamental importância para obter 



46 

uma produção viável da CB industrialmente para a sua disseminação em diversas 

aplicações tecnológicas e inovadoras. 

 

2.2.3.1.4 Condições de cultivo 

 

A celulose bacteriana apresenta diferentes estratégias a respeito das suas 

condições de cultivo. As convencionalmente usadas incluem cultura estática ou cul-

tura agitada, enquanto que os métodos de operação utilizados incluem processo em 

batelada, processo em batelada alimentada, processo repetido em batelada ou pro-

cesso contínuo (CACICEDO et al., 2016; CAMPANO et al., 2016; WATANABE et al., 

2003). A produção e as propriedades (em especial a porosidade) da CB podem ser 

afetadas por algumas condições de cultivo, como pH, temperatura, tempo de cultivo, 

cepa utilizada, tipo de cultivo (estático ou agitado), proporção de inóculo, densidade 

ótica do inóculo (D.O), volume de meio (relação área/volume), fonte nutricional e 

oxigênio dissolvido no meio de cultivo. É fundamental que todas essas condições 

sejam controladas para obter propriedades reprodutíveis do polímero (BASU; 

VADANAN; LIM, 2019; KLEMM et al., 2018; LEE et al., 2014; TANG et al., 2010). 

A faixa de pH onde ocorre a produção da celulose é entre 4,5 e 7,5, enquanto 

em ambientes muito ácidos com pH menores que 3,5 a CB é inibida e o intervalo no 

qual o pH é ótimo para produção da CB acontece em 6,5 (JUNG et al., 2010; SON et 

al., 2001). Durante o cultivo da K. hansenii ocorre uma diminuição do pH do meio 

ocasionada pelas reações metabólicas, como por exemplo a produção de ácidos 

orgânicos (glucônico, acético ou láctico) durante o consumo dos nutrientes no meio, 

já que se trata de uma bactéria do ácido acético. Logo, uma alternativa para evitar 

grandes alterações do pH durante o cultivo bacteriano é utilizar meios tamponados 

para alcançar o maior rendimento possível, a exemplo dos meios HS (CHAWLA et 

al., 2009; RAGHUNATHAN, 2013). 

Já a temperatura que favorece a produção da celulose é na faixa de 28 e 

30 °C, com a produção ótima em 30 °C e valores acima de 35 °C reduzem a produ-

ção da CB (RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015; SON et al., 2001; 

VELÁSQUEZ-RIAÑO; BOJACÁ, 2017). 

Tradicionalmente, a cultura é desenvolvida estaticamente em bandejas rasas, 

como placas de Petri ou microplacas, ou em recipientes como Erlenmeyer ou Duran, 

permanecendo cobertas por um período de 5 a 20 dias, até que uma membrana cu-
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bra a superfície do meio de cultivo da bandeja, o aumento do tempo de crescimento 

aumenta a formação da membrana juntamente com as ligações de hidrogênio e C-H 

(LIN et al., 2013a; RECOUVREUX, 2008; SHEYKHNAZARI et al., 2011). O seu limite 

de crescimento acontece quando a membrana aprisiona todas as bactérias, as quais 

tornam-se inativas devido ao fornecimento insuficiente de oxigênio (IGUCHI; 

YAMANAKA; BUDHIONO, 2000; LEE et al., 2014).  

A sua produção pode ser obtida em laboratório utilizando cultivos tanto em 

meios sólido ou líquido, como em condições estática ou agitada (DONINI et al., 

2010; RUKA; SIMON; DEAN, 2012; YAMADA; HOSHINO; ISHIKAWA, 1997). Os 

cultivos estáticos, que são os tradicionais, simples, com menor custo e utilizados 

para produção de CB comercialmente, especialmente para a área médica em função 

das propriedades obtidas e do formato adequado e uniforme produzido apenas nes-

se tipo de processo, ou em cultivos dinâmicos (agitadores orbitais/eletromagnéticos 

ou biorreatores), que aceleram a produção (BRANDES et al., 2017; DONINI et al., 

2010; JONAS; FARAH, 1998; PARK; JUNG; PARK, 2003; SHAH et al., 2013). 

A escolha pelo tipo de cultivo irá refletir nas propriedades físicas, mecânicas e 

morfológicas de celulose obtida, portanto, a escolha ideal dependerá da aplicabilida-

de final desejada (CACICEDO et al., 2016; JOZALA et al., 2016). Na cultura estacio-

nária, o resultado é acumulação de uma membrana gelatinosa e homogênea de ce-

lulose sobre a superfície do meio; enquanto na cultura agitada, a celulose sintetizada 

surge sob a forma de suspensões ou esferas fibrosas irregulares, conforme mostra-

do na Figura 5 (BRANDES et al., 2017; HESTRIN; SCHRAMM, 1954; JONAS; 

FARAH, 1998). Entre as propriedades físicas obtidas na condição estática se tem 

uma membrana com estrutura mais cristalina e de alta qualidade, porém demanda 

um tempo maior de cultivo (SHARMA; BHARDWAJ, 2019b). O cultivo sob agitação 

ainda requer muitos estudos, pois mesmo diante de algumas vantagens, apresenta 

diversos problemas, como a instabilidade da estirpe, redução em algumas proprie-

dades da CB (resistência mecânica, grau de polimerização, índice de cristalinidade e 

modulo de elasticidade), promove a mutação das cepas produtoras de celulose em 

mutantes não produtores em função da tensões de cisalhamento provocadas pela 

agitação, o comportamento não-newtoniano durante a mistura da celulose bacteria-

na, ou fornecimento inadequado de oxigênio (BRANDES et al., 2017; CZAJA; 

ROMANOVICZ; BROWN, 2004; DUDMAN, 1960; LEISINGER; WIEMKEN; 

ETTLINGER, 1966; SCHRAMM; HESTRIN, 1954).  
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Logo, a CB sintetizada em cultivo estático apresenta melhores propriedades 

comparada ao cultivo agitado para os quesitos necessários para a área médica. To-

davia, os estudos de produção ainda precisam ser aprimorados para alcançar maio-

res rendimentos, além de reduzir os custos. 

 

Figura 5 – Membranas de CB obtidas sob condição estática (a) e agitada (b) 

  

(a) (b) 

Fonte: Adaptada de Gullo et al (2019). 

 

2.2.3.1.5 Purificação da CB 

 

Comparando a purificação da celulose vegetal com a celulose bacteriana, na 

fase final da produção comercial da celulose oriunda das plantas ela deve ser sepa-

rada de outros compostos como lignina, pectina e hemiceluloses, os quais são difí-

ceis de serem removidos e que restringem o seu uso, necessitando portanto, de 

uma etapa de purificação para a sua eliminação a fim de se obter a celulose pura 

(UL-ISLAM et al., 2017). Esse processo envolve a utilização intensiva de energia, 

água e produtos químicos que geram reações que são excessivamente poluentes, 

produzindo compostos como os organoclorados, além de serem processos comple-

xos e custosos, pois são usados diferentes tipos de processos físicos, mecânicos e 

químicos dependendo do tipo, do tamanho ou grau de pureza desejados, além de 

danificarem as propriedades do polímero (AMORIM et al., 2020b; CACICEDO et al., 

2016; FONTANA et al., 1990; SANTOS et al., 2001; TYAGI; SURESH, 2016). 

Já a purificação da CB é mais simples em função de não conter compostos 

indesejados, tornando o custo do processo mais baixo, já que esse tipo de celulose 

é pura, sendo necessário somente retirar impurezas como células, componentes do 
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meio de cultivo, proteínas e endotoxinas que podem causar reações pirogênicas nos 

produtos de grau farmacêutico para que então a “celulose pura” seja obtida e o ren-

dimento calculado (CACICEDO et al., 2016; CHAWLA et al., 2009; PORTELA et al., 

2019; SOUZA, 2007; TYAGI; SURESH, 2016). 

Diversos pesquisadores têm relatado diferentes processos de purificação da 

CB, tanto para aplicações gerais como para aplicações nas áreas alimentícias e bi-

omédicas, os quais exigem uma purificação mais intensa, tornando-se fundamental 

que esse produto não contenha nenhum resquício bacteriano e impureza (SILVEIRA 

et al., 2019). Outra condição importante que o biomaterial precisa possuir é uma cer-

ta resistência, pois dependendo do método de purificação empregado poderá danifi-

car as propriedades do biopolímero, deixando o quebradiço e perdendo a qualidade 

para posterior comercialização desse material (SANI; DAHMAN, 2010; SILVEIRA et 

al., 2019). Visando compreender melhor a influência das condições de purificação 

nas propriedades da CB, alguns pesquisadores estudaram a exposição da CB por 

diferentes tratamentos e relataram que o processo de purificação pode melhorar ou 

afetar as propriedades estruturais, térmicas, mecânicas e morfológicas da membra-

na dependendo da técnica empregada, uma vez que dependendo da concentração 

dos produtos químicos utilizados eles poderão provocar sua mercerização, com con-

versão de celulose I em celulose II (CHAWLA et al., 2009; COIMBRA, 2016; GEA et 

al., 2011; PECORARO et al., 2008; SANTOS et al., 2015; SILVEIRA et al., 2019; 

TANG et al., 2010; TURECK, 2017). 

Dentre os métodos de purificação, o tratamento com álcali (0,1 M de hidróxido 

de sódio) é o mais eficiente dentre os relatados da literatura, conseguindo remover 

todas as impurezas da CB sem danificar o polímero, mantendo a boa qualidade do 

material e com características desejáveis em termos estruturais, térmicos e morfoló-

gicos, estando apto para uma ampla gama de aplicações industriais (CACICEDO et 

al., 2016; GATENHOLM; KLEMM, 2010; SILVEIRA et al., 2019; SULAEVA et al., 

2015). E no que tange as aplicações para a área médica, essa solução de NaOH 

comparada com outras soluções alcalinas na mesma concentração (K2CO3, Na2CO3 

e KOH) resulta em uma membrana com porosidade menor, o que é de grande inte-

resse para produtos para a área médica/farmacêutica, tornando portanto, esse mé-

todo mais vantajoso para esses segmentos (TANG et al., 2010). Outra vantagem 

desse método é não causar impacto ambiental, pois demanda menos energia e o 

resíduo gerado na purificação pela solução de NaOH 0,1 M pode ser facilmente neu-
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tralizado por uma reação de ácido-base e descartado sem grandes danos ao meio 

ambiente, diferente do processo de purificação da celulose vegetal que necessita de 

vários processos químicos e reagentes oxidantes (ALMEIDA et al., 2007; LOPES, 

2019; SANI; DAHMAN, 2010; TYAGI; SURESH, 2016).  

Essa metodologia consiste em um tratamento térmico e alcalino, onde após a 

produção da CB o material é lavado com água destilada e colocado em uma solução 

de NaOH 0,1 M em uma temperatura de 80 °C durante 1 h, em seguida a CB é lava-

da com água destilada, esse último procedimento é repetido até o pH da membrana 

se neutralizar e por último a CB é esterilizada (SILVEIRA et al., 2019).  

 

2.2.3.1.6 Secagem 

 

O método de secagem afeta as propriedades da CB. Entre os diferentes pro-

cedimentos utilizados para a desidratação desse polímero, têm-se (KLEMM et al., 

2018):  

• Secagem por ar e prensagem ocorre da temperatura ambiente até 200 °C. 

A secagem por ar resulta em uma perda da estrutura tridimensional para 

uma estrutura colapsada, com aparecimento de rugas intensas devido ao 

forte encolhimento, agregação de fibras, tornando a membrana mais que-

bradiça e com a porosidade reduzida em função da tensão superficial e in-

terfacial da evaporação da água, respectivamente, enquanto na secagem 

por prensagem são observadas as mesmas características finais com ex-

ceção do enrugamento; 

• Liofilização: é um procedimento suave e a secagem ocorre por sublimação 

sob temperatura e pressão específicas, que mantêm a estrutura original 

das nanofibras e não deixa a membrana quebradiça, onde a água é substi-

tuída por ar e forma os aerogéis; 

• Secagem por pontos críticos: também é um método suave de secagem 

que mantêm a estrutura original do polímero e não deixa a membrana 

quebradiça, onde a secagem total ocorre pela troca gradual de solventes 

(água → acetona ou etanol), resultando em um organogel. 

 

Entre as técnicas de secagem mais utilizadas para a área médica está o mé-

todo de secagem por liofilização em função de manter a estrutura porosa, o proce-
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dimento de congelamento não causa nenhum dano para a CB e permite uma taxa 

de reidratação de até 70% do teor original de água, enquanto que para a secagem 

em estufa a taxa é de até 6% (KLEMM et al., 2005, 2018). Tang e colaboradores 

(2010) investigaram o efeito das secagens em estufa a 80 °C e por liofilização nas 

propriedades de porosidade da CB e descobriram que as membranas liofilizadas 

apresentaram porosidade muito maior e mais uniforme (92%) do que as secas ao ar 

quente (65%).  Essa diferença de porosidade ocasionada pelos métodos de seca-

gem acontece em materiais com alto teor de água que quando são expostos em 

temperaturas elevadas resultam em poros colapsados (KARATHANOS; 

KANELLOPOULOS; BELESSIOTIS, 1996). Além disso, é uma técnica simples e de 

baixo custo (SHARMA; BHARDWAJ, 2019b). 

 

2.2.3.2 Propriedades da celulose bacteriana e aplicações 

 

A CB é uma membrana flexível, altamente cristalina e pura, semitransparente, 

de cor amarelada, composta de polissacarídeos, sintetizada por bactérias do ácido 

acético, sendo biodegradável, biocompatível, não-tóxica, apirogênica e estéril 

(PANERARI et al., 2008; PORTELA et al., 2019). 

As fibras da CB possuem um diâmetro de 20–100 nm e fibrilas com 1,5 nm de 

largura, logo, apresentam uma grande área superficial por unidade de massa (FU; 

ZHANG; YANG, 2013; MOHITE; PATIL, 2014; PORTELA et al., 2019). Acrescenta-

se ainda, que as nano e microfibrilas combinadas com sua natureza altamente hidro-

fílica, porosa e com grande área superficial, absorvem entre 60–700 vezes a água 

em relação a sua massa seca, enquanto mantém um alto grau de conformabilidade 

(CHANG; CHEN, 2016; CZAJA et al., 2007; FU; ZHANG; YANG, 2013; PORTELA et 

al., 2019). 

Uma possível explicação para esse alto nível de hidrofilicidade refere-se ao 

fato de que a montagem das fitas de celulose ocorre extracelularmente durante sín-

tese no meio líquido e numerosas micelas são então formadas capturando grandes 

quantidades de líquido (PORTELA et al., 2019). Além disso, a combinação do alto 

teor de água e alta cristalinidade resultam na boa estabilidade térmica da CB, essa 

característica possibilita a sua esterilização por um processo de aquecimento e 

pressão (autoclave), tornando a esterilidade simples e barata, pois poucos polímeros 

têm essa vantagem de poderem ser aquecidos acima de 100 °C sem alterar suas 
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propriedades biofísicas (CACICEDO et al., 2016; EL-WAKIL et al., 2019; RANI; 

RASTOGI; APPAIAH, 2011). 

A CB apresenta estrutura tridimensional e é estabilizada por meio de ligações 

de hidrogênio intra e intermoleculares, formando uma membrana espessa e gelati-

nosa caracterizada por uma alta resistência mecânica combinada com uma alta ma-

leabilidade e elasticidade, resultando em um biomaterial de fácil manuseio, além de 

não fornecer nenhum risco para a saúde, enquanto a maioria dos polímeros sintéti-

cos apresentam riscos significativos para a saúde, como irritação da pele e doenças 

respiratórias (CZAJA et al., 2007; PORTELA et al., 2019). 

Apesar dessas excelentes propriedades, essas características da CB podem 

ser afetadas por diversos fatores como as condições de cultivo (tempo, temperatura, 

pH, tipo de cultivo), o micro-organismo, os meios de cultura empregados e o estado 

hidratado/seco (PORTELA et al., 2019; SULAEVA et al., 2015; TSOUKO et al., 

2015).  

Acredita-se que a CB é um dos biomateriais mais prósperos para a indústria, 

pois é livre de impurezas e a sua produção pode ser realizada durante todo o ano 

(DONINI et al., 2010). Entre as diversas aplicações, a CB vem sendo empregada em 

diversas inovações, desde biológicas até as mais tecnológicas, como na indústria 

têxtil (COSTA et al., 2019), mineração (DONINI et al., 2010), tratamento de efluentes 

(BRANDES et al., 2018; GALÁRRAGA et al., 2020; HUANG et al., 2014; 

RICACZESKI, 2017), indústria de papel (BASTA; EL-SAIED, 2009), indústria alimen-

tícia (LIN; CHEN; CHEN, 2011; QIU; NETRAVALI, 2014; YORDSHAHI et al., 2020), 

dispositivos eletricamente condutores (PINEDA; MESA; RIASCOS, 2012), materiais 

biomédicos (ABEER; AMIN; MARTIN, 2014; ÁVILA et al., 2014; BACAKOVA et al., 

2019; BARUD et al., 2016; GATENHOLM; KLEMM, 2010; NAPAVICHAYANUN et 

al., 2018; RAMBO et al., 2007; TANG et al., 2017), entre outras. 

Uma das áreas de maior desenvolvimento nos últimos anos e que utiliza a CB 

é a área biomédica, com exemplos representativos na engenharia de tecidos como 

um biomaterial natural, onde é utilizada como enxertos vasculares, cartilagem, cór-

nea, menisco artificiais, vasos sanguíneos, pele artificial, regeneração neural, rege-

neração tecidual e curativos de CB puros como as marcas brasileiras Nexfill®, Mem-

bracel® e Bionext® (CAVALCANTI et al., 2017; CZAJA et al., 2007; FU; ZHANG; 

YANG, 2013; HUANG et al., 2014; PECORARO et al., 2008; WEI; YANG; HONG, 

2011). 
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Na literatura existem relatos de diversos estudos in vivo comprovando a sua 

propriedade de biocompatibilidade, característica essencial que um biomaterial pre-

cisa possuir para a área médica. As aplicações das pesquisas incluem tratamento de 

úlceras agudas/ crônicas (ALVAREZ et al., 2004; PARK et al., 2014), implantes em 

ratos (HELENIUS et al., 2006), stents vasculares (ESGUERRA et al., 2010; KLEMM 

et al., 2001; SCHUMANN et al., 2009), entre outros (ALMEIDA et al., 2014). 

Por apresentar alta resistência à tração, alta porosidade, estrutura similar a 

matriz extracelular, alta pureza, grande capacidade de absorção de água, biocompa-

tibilidade e nanoestrutura nanofibrilar (responsável por suas características físicas e 

mecânicas) vem sendo utilizada em diversas aplicações médicas como: substituto 

temporário de pele no tratamento de lesões, queimaduras, como curativo de barreira 

contra micro-organismo em ferimentos e auxiliar em abrasões dérmicas com suces-

so desde a década de 80 (CZAJA et al., 2007; FONTANA et al., 1990; HUTCHENS 

et al., 2007; PORTELA et al., 2019; RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015).  

As propriedades físicas, térmicas, mecânicas e biológicas da CB também a 

tornam interessante no uso como curativo, pois ela fornece uma barreira física con-

tra infecções bacterianas, facilmente esterilizável, não alergênica, não tóxica, não 

carcinogênico, biocompatível, não necessita de procedimentos para remoção poste-

rior, possui efeito hemostático e reduz a dor durante o tratamento (isolando as termi-

nações nervosas) (FONTANA et al., 1990; PANERARI et al., 2008; PITANGUY; 

SALGADO; MARACAJÁ, 1988; PORTELA et al., 2019; SANCHAVANAKIT et al., 

2006).  

Outra vantagem é a sua característica hidrofílica que tem a função de contro-

lar o exsudato, proporcionar um ambiente úmido na ferida e acelerar a granulação, 

resultando em uma melhor cicatrização e reduzindo a dor e o tempo de tratamento. 

Com isso, diminui também o custo das internações de doentes com queimaduras e 

com feridas crônicas, além de atender todos os requisitos de curativo ideal e dos 

mais modernos biomateriais para feridas crônicas (CAVALCANTI et al., 2017; 

KHALID et al., 2017; PORTELA et al., 2019; STASIAK-RÓŻAŃSKA; PŁOSKA, 

2018). 

Algumas das principais características necessárias para o tratamento de feri-

das, são as propriedades de retenção/liberação de água, a fim de manter a ferida 

hidratada, absorver grandes quantidades de exsudatos, evitar a desidratação do cu-

rativo e evitar que ele se prenda ao ferimento para que o processo de troca seja in-
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dolor (OVINGTON, 2007; PORTELA et al., 2019; RAJWADE; PAKNIKAR; 

KUMBHAR, 2015; STASIAK-RÓŻAŃSKA; PŁOSKA, 2018). A estrutura molecular da 

CB apresenta moléculas de água ligadas através de ligações de hidrogênio, a água 

livre (não ligada) capaz de penetrar e sair da estrutura molecular da CB através dos 

poros é responsável pela manutenção do nível de hidratação da ferida, que é crucial 

para a aplicação do curativo e cicatrização, conforme pode ser visualizado na Figu-

ra 6. 

 

Figura 6 – Representação da celulose: (a) Estrutura molecular da CB úmida e (b) microgra-
fia de superfícies da CB 

 

Fonte: Portela et al. (2019). 

 

Outra característica essencial do curativo de CB é não promover o prolonga-

mento do processo inflamatório, isso é atribuído as suas características físicas e de 

biocompatibilidade, como sua porosidade, textura da superfície, consistência e pro-

priedade químicas, que promovem uma melhor reação tecidual não perpetuando o 

processo inflamatório (JOZALA et al., 2016; PANERARI et al., 2008). Outra caracte-

rística desse curativo biológico é em função da sua semitransparência, o qual possi-

bilita uma constante inspeção da ferida e um segundo tratamento imediato nos ca-

sos em que acorra complicações, como também uma liberação precoce do paciente 

para o retorno das suas atividades normais, levando a um tempo de internação mais 

curto, diminuição da troca de curativos e atendimento médico, e consequentemente, 

sendo outro aliado na redução dos custos do tratamento (PITANGUY; SALGADO; 

MARACAJÁ, 1988).  
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Essa redução de custos no tratamento foi comprovada em um estudo com 

pacientes da Alemanha e Itália, onde os curativos de CB foram 60% a 70% mais 

econômicos quando comparados aos curativos tradicionais. Nesse estudo, foi consi-

derado o custo total do tratamento com números de trocas, tempo de internamento, 

mão de obra e de remédios de ambos em clínicas médicas (SCHMITZ; EBERLEIN; 

ANDRIESSEN, 2014).  

Esse biomaterial é conhecido também como pele artificial em função de ser 

semelhante a pele humana, outra característica que possui é a permeabilidade sele-

tiva, pois é permeável a gases e impermeável a micro-organismos, formando uma 

barreira bacteriológica para que o ferimento consiga respirar, além de acelerar todo 

o processo de reepitelização (CZAJA et al., 2006; YOSHINAGA; TONOUCHI; 

WATANABE, 1997). Pode-se dizer que a CB satisfaz os requisitos necessários para 

promover a cicatrização das feridas e ser considerada um curativo promissor.  

Em um estudo foi avaliado o efeito da aplicação das membranas de CB com 

diferentes valores de pH em feridas cutâneas de ratos, os autores concluíram que a 

CB ácida obteve melhor eficiência na cicatrização das feridas (POURALI et al., 

2018). Além disso, a pele em seu estado natural é de natureza seca e ácida (pH en-

tre 4 e 6,8), sendo os queratinócitos as células responsáveis pela produção de lipí-

dios da pele e por manter os níveis de hidratação (PORTELA et al., 2019). Dessa 

forma, manter um pH baixo para as membranas não prejudicará a pele do paciente, 

uma vez que ambos apresentam caráter ácido. 

 Diante da variedade de aplicações e características especiais conclui-se que 

a CB é um material muito versátil e ideal para curativos de alta qualidade, aplicado 

principalmente em inovações e soluções de grande importância para a sociedade. 

 

2.2.3.3 Perspectivas futuras relatadas 

 

Apesar do seu enorme potencial para cicatrização de feridas, o alto custo e o 

lento processo de produção da CB são as principais desvantagens que dificulta a 

sua aplicação industrial em larga escala (CZAJA et al., 2007; KLEMM et al., 2018; 

TSOUKO et al., 2015; TURECK, 2017). Nos últimos anos, muitos estudos buscam 

encontrar novos meios de cultivo de baixo custo e métodos para acelerar a produção 

do polímero em um menor tempo, porém o meio de cultura ainda será um fator que 

precisará de bastante investigação para viabilizar o seu uso (SHARMA; 
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BHARDWAJ, 2019b; TSOUKO et al., 2015). Além disso, investigações bioquímicas, 

genéticas e de engenharia precisam ser conduzidas de modo a compreender e me-

lhorar o processo de produção da celulose, além de um controle minucioso nos pa-

râmetros estruturais para poder aumentar o número de aplicações em um futuro 

próximo (CZAJA et al., 2007; MOHITE; PATIL, 2014; MONA et al., 2019; 

YOSHINAGA; TONOUCHI; WATANABE, 1997). E então a possibilidade de produzir 

CB em larga escala com êxito será alcançada e o tornará um biomaterial imperativo, 

utilizada na criação de uma vasta variedade de dispositivos e produtos inovadores 

(MOHITE; PATIL, 2014; MONA et al., 2019; YOSHINAGA; TONOUCHI; 

WATANABE, 1997).  

Embora a CB apresente aplicações em diferentes áreas em função das suas 

excelentes propriedades físico-químicas, algumas características ainda são limitadas 

desse promissor biopolímero, como a atividade anti-inflamatória, antioxidante e an-

timicrobiana, essa última é crucial para evitar a infecção da ferida durante a cicatri-

zação, reduzindo a eficácia da CB como curativo em feridas altamente contamina-

das (BARUD et al., 2016; PORTELA et al., 2019; SHAH et al., 2013; SULAEVA et 

al., 2015; WEI; YANG; HONG, 2011). No entanto, devido às características de alta 

resistência mecânica e à tração, estabilidade térmica, alta pureza, alta porosidade e 

alta hidrofilicidade forma um suporte macromolecular adequado que possibilita a in-

serção de uma alta capacidade de carregamento de líquidos e materiais biofuncio-

nais para aprimorar as propriedades terapêuticas desse material, funcionando por-

tanto, como um sistema de introdução e liberação controlada desses ativos 

(ALMEIDA et al., 2014; CAMPANO et al., 2016; MOHITE; PATIL, 2014; PORTELA et 

al., 2019; SULAEVA et al., 2015). Essas inserções de diferentes tipos de materiais 

podem ser realizadas in situ (durante o cultivo da CB) ou ex situ (após o cultivo), 

vindo a ampliar as pesquisas de CB para possíveis produtos inovadores (HU et al., 

2014; JOZALA et al., 2016; SHAH et al., 2013).  

Entre as abordagens mais utilizadas para inserir propriedades adicionais para 

a CB, está o método de impregnação ex situ. O fator mais importante na utilização 

desse método é que a estrutura original da CB permanece quase inalterada 

(CACICEDO et al., 2016). A interação acontece na forma física ou através da pre-

sença de porções OH nas cadeias de celulose que resulta em ligação de hidrogênio 

com os materiais adicionados (SHAH et al., 2013). Ressalta-se que o obstáculo da 

técnica in situ está relacionado às substâncias terapêuticas que serão inseridas no 
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meio nutriente antes do cultivo, pois elas podem ter efeitos citotóxicos em função da 

atividade antimicrobiana contra as células do micro-organismo produtor de celulose, 

que irá inibir a produção da CB (EL-WAKIL et al., 2019; SAIBUATONG; 

PHISALAPHONG, 2010). Acrescenta-se ainda que, ao se utilizar o método de esteri-

lização tradicional dos meios de cultivo que é por autoclavagem a 121 °C, por ser 

uma temperatura muito elevada, vários compostos bioativos são degradados, por-

tanto, a atividade terapêutica não será alcançada. 

Outra estratégia relatada é a modificação química da CB para fornecer uma 

capacidade de adsorção adicional para a inserção de substâncias desejáveis, essa 

alternativa se torna relevante em função da CB apresentar carácter hidrofílico e com 

a modificação da superfície é possível torná-la hidrofóbica através de processos ex 

situ de acetilação, silanização, esterificação, eterificação, carboxilação, fosforilação, 

entre outros, aumentando assim o número de tipos de substâncias capazes de inte-

ragir com esse biomaterial e proporcionando a criação de uma variedade de novos 

dispositivos e produtos inovadores (SULAEVA et al., 2015). 

Através dessas abordagens e o aprimoramento dos estudos envolvendo a 

CB, a gama de aplicações foi aumentando e os novos estudos estão trazendo uma 

classe de novos biomateriais multifuncionais, porque permitem a criação de materi-

ais com propriedades aprimoradas ou novas, misturando vários constituintes e ex-

plorando efeitos sinérgicos, como os biocurativos antimicrobianos através da inser-

ção de prata (ARIS et al., 2019; CESCA et al., 2020; TABAII; EMTIAZI, 2018; 

TEIXEIRA et al., 2019; WU et al., 2014), nanopartícula de titânio (KHALID et al., 

2017; LOPES, 2019), ácido hialurônico (LI et al., 2015), antibiótico amoxicilina (YE et 

al., 2018), antibiótico ceftriaxona (LAZARINI et al., 2016), pectina (CACICEDO et al., 

2018), colágeno (CAI; YANG, 2011; MORAES et al., 2016), gelatina (CAI; KIM, 

2010; KIRDPONPATTARA; PHISALAPHONG; KONGRUANG, 2017; LIN et al., 

2015a), quitosana (KIM et al., 2011; KINGKAEW et al., 2014; LIN et al., 2013b; UL-

ISLAM; KHAN; PARK, 2012b), cloreto de benzalcônio (WEI; YANG; HONG, 2011), 

argila montmorilonita (HODEL et al., 2020; SAJJAD et al., 2019; UL-ISLAM; KHAN; 

PARK, 2012a, 2012b), entre outros, os resultados de tais estudos foram positivos e 

a expectativa é que o uso comercial se torne real em um futuro próximo, como foi o 

caso da empresa Xylos ao lançar em 2003 nos EUA o curativo de celulose bacteria-

na antimicrobiano com a inserção de polihexametileno biguanida (PHMB), denomi-

nado “XCell Antimicrobial Wound Dressing”, atualmente esse curativo pertence a 
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empresa Lohmann & Rauscher, renomeado para “Suprasorb® X + PHMB” (ALBLAS 

et al., 2011; HU et al., 2014).  

Apesar desses resultados encorajadores, a busca por um material ainda mais 

ideal para o tratamento de feridas diabéticas ainda continua (KHALID et al., 2017; 

SULAEVA et al., 2015). Esse tipo de ferida é difícil de curar e representa um impor-

tante impacto socioeconômico e um desafio clínico significativo, assim como a quali-

dade de vida do paciente (CHAWLA et al., 2009; CZAJA et al., 2006). Nesse sentido, 

um novo foco nas investigações da comunidade científica para o tratamento dessas 

lesões está sendo relatado a partir do desenvolvimento de curativos associados com 

plantas medicinais em função dos seus potenciais usos terapêuticos. Além disso, o 

aumento da conscientização sobre feridas infectadas e resistência a antibióticos fo-

ram um dos motivos para direcionar esses estudos na criação de um curativo multi-

funcional com agentes biológicos, como extratos vegetais, que podem conferir natu-

reza antimicrobiana, anti-inflamatória, antifúngica e antioxidante a CB (PORTELA et 

al., 2019; SHARMA; BHARDWAJ, 2019b).  

Diante dessas possibilidades de aprimoramento que estão surgindo com o in-

tuito de melhorar os benefícios da CB em diversas áreas, vários estudos indicam 

que ela é a melhor candidata em aplicações biomédicas e biotecnológicas para o 

desenvolvimento de uma infinidade de dispositivos biomédicos diferentes e em es-

pecial como curativo (CZAJA et al., 2007; MOHITE; PATIL, 2014; RECOUVREUX, 

2008). Além disso, a CB como biomaterial no tratamento de feridas será intensiva-

mente usada e continuará a representar grande importância no futuro (FU; ZHANG; 

YANG, 2013; KLEMM et al., 2018; SULAEVA et al., 2015; UL-ISLAM et al., 2017). 

 

2.2.3.4 Celulose Bacteriana/ Plantas medicinais 

 

Em geral, a literatura apresenta-se muito vasta em relação a aplicação da CB, 

porém, estudos envolvendo esse polímero e plantas medicinais começaram a des-

pertar o interesse da comunidade científica nas últimas décadas e com um aumento 

acentuado nos últimos 3 anos (63,5%). Esse levantamento foi conduzido sem limita-

ção de tempo até fevereiro de 2020 e foi consultado as seguintes bases de dados: 

Pubmed, ScienceDirect, Scopus, Google Scholar, Google Patents e Instituto Nacio-

nal da Propriedade Industrial (INPI), resultando em um total de 63 documentos (te-

ses, dissertações, artigos e patentes). 
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Os primeiros relatos encontrados na literatura remetem a Recouvreux (2008), 

Picchi (2010) e Saibuatong & Phisalaphong (2010), sendo os pioneiros em descrever 

o emprego da CB com plantas medicinais para a área médica. Desde então, o uso 

da CB como curativo terapêutico vêm se intensificando e os novos trabalhos vêm 

mostrando novas vantagens e o aprimoramento de tais estudos, como também no-

vas abordagens para a área médica, além de estarem surgindo novas aplicações 

além dessa área, como na área têxtil, cosmética e na engenharia de alimentos. 

Uma questão importante que vem sendo reportado nas pesquisadas desses 

novos curativos de CB são as propriedades do curativo com relação à capacidade 

de retenção de água (CRA) e a capacidade de liberação de água (TLA), pois os ex-

sudatos devem ser eliminados da ferida para que ocorra a cicatrização e os curati-

vos apresentam a função de drenagem em conjunto com a hidratação e liberação de 

ativos terapêuticos para que o processo de cicatrização ocorra da melhor maneira, 

exigindo que o curativo equilibre a absorção e liberação de líquidos (ABEER; AMIN; 

MARTIN, 2014; DAVIDSON, 2015; PORTELA et al., 2019).  

A CRA e a TLA são uma das propriedades mais relevantes no desenvolvi-

mento de um curativo, fornecendo parâmetros físicos quantitativos, que dependem 

do tamanho e distribuição dos poros, volume, área superficial, condição de cultivo, 

micro-organismo, composição nutricional do meio de cultivo e a adição de substân-

cias hidrofílicas na CB, que poderão alterar os valores de CRA e TLA (PORTELA et 

al., 2019; SULAEVA et al., 2015; TSOUKO et al., 2015; UL-ISLAM; KHAN; PARK, 

2012b). Quanto maior a área da superfície e o tamanho dos poros, maior será a 

quantidade de água penetrada e retida na matriz de CB (TSOUKO et al., 2015). Ou-

tro índice de qualidade para curativos é a avaliação pré-clínica da taxa de transmis-

são de vapor de água (TTVA), se o valor é alto irá acelerar a desidratação e a for-

mação de crostas de uma ferida e se for baixo irá causar a acumulação de fluídos na 

ferida, prolongando o processo de cicatrização e aumentando o risco de contamina-

ção bacteriana, portanto, um valor de TTVA desejável é de 2500–3000 g/m2.dia que 

irá fornecer umidade adequada e evitar a desidratação da ferida (PORTELA et al., 

2019; QUEEN et al., 1987). 

Vários grupos de pesquisa vem propondo o uso de distintas plantas medici-

nais como própolis (BARUD et al., 2013; FELTZ et al., 2018), calêndula (NEVES et 

al., 2018), hamamélis (MOLIN et al., 2019), café (EL-WAKIL et al., 2019), tomilho 

(ADEPU; KHANDELWAL, 2020; JIJI et al., 2019), gengibre (BRASSOLATTI et al., 
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2018; POURALI; YAHYAEI, 2019), babosa (BRUNKEN et al., 2014; SAIBUATONG; 

PHISALAPHONG, 2010), abacaxi (ATAIDE et al., 2017), amora (CHEN et al., 

2019b), entre outros. O principal motivo do interesse por estudos mais naturalistas é 

o cenário de resistência microbiana frente a vários fármacos, uma vez que as plan-

tas medicinais possuem vários compostos nas plantas, sendo, portanto, uma solu-

ção para enfrentar a resistência microbiana em feridas contaminadas. A seguir serão 

apresentadas algumas plantas que mais estão sendo reportadas na literatura com 

esse polissacarídeo. 

O primeiro estudo envolvendo planta medicinal foi de CB com suplementação 

de acemanana (babosa) durante a síntese do biopolímero, com o intuito de formar 

um compósito com propriedades terapêuticas (RECOUVREUX, 2008). Foi demons-

trado que a acemanana aumentou a espessura das fibras em 18% e reduziu o diâ-

metro dos poros em 20%, como conclusão a autora propôs a construção de disposi-

tivos de implante bioativos a partir deste compósito (RECOUVREUX, 2008). Posteri-

ormente, outro trabalho de CB com adição de gel de babosa durante a síntese do 

biopolímero obteve resultados similares, foi demonstrado que a adição de até 30% 

de babosa reduziu o tamanho médio dos poros em cinco vezes, enquanto que as 

características mecânicas, de higroscopicidade, cristalinidade, área superficial, per-

meabilidade ao vapor de água e o WHC aumentaram em comparação com a CB 

pura, portanto, esses resultados são satisfatórios e torna o biomaterial CB/babosa 

promissor para uso como curativo (SAIBUATONG; PHISALAPHONG, 2010). Além 

disso, até os dias atuais outros pesquisadores continuam estudando com sucesso a 

CB associada com a babosa sob diferentes condições que englobam aplicações pa-

ra a área médica e cosmecêutica (BATAIN et al., 2019; BRUNKEN et al., 2014; 

CESCA et al., 2014; GODINHO et al., 2016; HASAN; BIAK; KAMARUDIN, 2012; LIN 

et al., 2015b; PIAIA; PAES; PORTO, 2014; PINTO, 2012). 

Uma substância natural que vem despertando o interesse do meio científico é 

a própolis. Em um dos estudos da CB/própolis foi investigado a incorporação do ex-

trato alcoólico em membranas úmidas e secas de CB, o trabalho relatou que as 

amostras úmidas do polímero foram exaustivamente submetidas a um processo de 

troca de solventes (água por etanol) antes da incorporação, pois algumas substân-

cias que compõem a própolis possuem caráter hidrofóbico e são solúveis em ambi-

ente alcoólico. Portanto, para facilitar a interação do extrato com a celulose eles usa-

ram álcool etílico que forma um azeótropo com a água, diminuindo a porcentagem 
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de água gradualmente (PICCHI, 2010). Dentre os resultados alcançados pelo autor, 

destaca-se que a incorporação foi mais eficiente na membrana úmida, pois o extrato 

é adsorvido na superfície e nos seus interstícios, diferente de quando a incorporação 

acontece nela seca, pois essa incorporação fica apenas na superfície, logo, a mem-

brana desidratada não apresentou nenhuma atividade antimicrobiana.  

Similarmente em outro trabalho de CB/própolis, os pesquisadores também uti-

lizaram o processo de troca de solvente com etanol e demonstraram que foi possível 

incorporar própolis na superfície e nos interstícios da membrana úmida, e concluí-

ram que para se obter uma cicatrização mais rápida em feridas contaminadas é ne-

cessário  incorporar uma quantidade desejada de compostos bioativos e de ativida-

de antibacteriana, porém, essa dose pode ser facilmente acertada para obter um 

curativo terapêutico com concentrações adequadas, levando em consideração a sua 

aplicação e o tempo de permanência na pele (BARUD et al., 2013). Além desses 

estudos, outros pesquisadores testaram diferentes tipos de própolis na CB, bem co-

mo o estudo do efeito sinérgico da própolis com outras plantas e alcançaram resul-

tados satisfatórios com aplicabilidade nas áreas médica, cosmecêutica e de alimen-

tos (AMORIM et al., 2020a; ARAÚJO JÚNIOR et al., 2014; FELTZ et al., 2018; 

MARQUELE-OLIVEIRA et al., 2019; MOCANU et al., 2019; PACHECO et al., 2018b; 

PICOLOTTO et al., 2019; SANCHEZ, 2012). 

Recentemente um grupo de pesquisa estudaram o efeito de CB/café e de-

monstraram que o biomaterial preparado era adequado para ser usado como um 

curativo bioativo para liberação de compostos fenólicos que visam auxiliar e acelerar 

o processo cicatricial de feridas (EL-WAKIL et al., 2019). Outros resultados satisfató-

rios foram encontrados na literatura empregando CB/café sob diferentes condições 

em aplicações cosmecêutica (PERUGINI et al., 2020; SILVA et al., 2014).  

Acrescenta-se ainda que vários estudos demonstraram que a associação da 

CB com plantas medicinais foram eficazes na cicatrização de feridas em modelo 

animal e em humanos (EL-HOSENY et al., 2015; JIJI et al., 2019; MARQUELE-

OLIVEIRA et al., 2019; MORAES; RIBEIRO; GASPAR, 2019; MUALLA et al., 2016; 

PICOLOTTO et al., 2019; SANCHEZ, 2012). 

Além disso, os relatórios da FDA (Food and Drug Administration) indicam que 

a CB é o principal e único componente de alguns produtos aprovados para o trata-

mento de feridas, fato que nos motiva em nossos esforços para promover seu uso 

nessa área (ABEER; AMIN; MARTIN, 2014). 
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Dessa forma, a associação da CB/plantas medicinais caracterizam uma exce-

lente opção para ser usada em tratamento de feridas diabéticas, porque permitem 

que extratos de plantas bioativas possam ser usados no combate de infecções, em 

vez de antibióticos, para diminuir a resistência bacteriana e melhorar o bem-estar 

geral dos pacientes (KHANAFARI; ZANGENEH; SHARIFNIA, 2013; SHARMA; 

BHARDWAJ, 2019b). Além de levar à criação de materiais com propriedades apri-

moradas ou novas, misturando vários constituintes e explorando efeitos sinérgicos 

(HU et al., 2014).   

 

2.2.4 Plantas medicinais 

 

A utilização de plantas medicinais no tratamento e na cura de doenças e feri-

das é uma prática milenar, já que, foi a partir da experimentação e aplicação delas 

por meio de chás, cataplasmas, tinturas e pós que foram descobertos os primeiros 

compostos químicos naturais dotados de propriedades biológicas. Inclusive a Orga-

nização Mundial da Saúde reconhece que cerca de 80-85% da população mundial 

continua usando as plantas medicinais para esses fins, por isso que em diversas 

regiões do Brasil, desde pequenos povoados até grandes cidades, plantas medici-

nais são encontradas nos quintais de residências, comercializadas em feiras, mer-

cados populares e lojas especializadas (BRASIL, 2016; MACIEL et al., 2002). Dessa 

forma, com o passar do tempo e o aprimoramento das tecnologias envolvendo estu-

dos etnofarmacológicos, foi possível conectar os conhecimentos técnico e científico 

com as propriedades dos produtos oriundos da natureza a fim de aumentar a eficá-

cia no desenvolvimento de produtos terapêuticos naturais. 

As plantas de interesse para o tratamento de feridas, são destacadas pela 

ação cicatrizante, anti-inflamatória e antimicrobiana, e essas ações são concedidas 

pelos princípios ativos, como polifenóis, triterpenos, saponinas, autocianinas, alca-

lóides, flavonóides e biomoléculas e podem influenciar em uma ou mais fases do 

processo de cicatrização (PONRASU; SUGUNA, 2012).  

O Brasil é um dos grandes produtores do setor agrícola, possuindo uma ex-

tensa área verde, solo fértil e biodiversidade, configurando uma importante fonte pa-
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ra o desenvolvimento terapêutico e descoberta de novos princípios ativos decorren-

tes dos recursos naturais que ele possui.  

Uma busca foi realizada para encontrar quais plantas medicinais têm as ca-

racterísticas de interesse para tratamentos em feridas. Resultou em uma lista de 51 

plantas medicinais (dados não mostrados) que apresentavam atividade terapêutica 

cientificamente comprovada para o tratamento de feridas. Dentre estas, foram sele-

cionadas 6 espécies para aprofundar o estudo, conforme mostrado na Figura 7. 

 

Figura 7 – Ilustração das plantas selecionadas para o estudo: calêndula (a), picão-preto (b), 
urucum (c), barbatimão (d), ipê-roxo (e) e girassol (e) 

CALÊNDULA PICÃO-PRETO URUCUM 

   

(a) (b) (c) 

BARBATIMÃO IPÊ-ROXO GIRASSOL 

   

(d) (e) (f) 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 

 

Portanto, uma das plantas escolhidas é o girassol (Helianthus annuus), pois 

contém ácido linoleico, alcaloide, taninos, óleos fixos, ácido graxos não saturados e 

compostos fenólicos (AZIZ et al., 2014; MORESKI; LEITE-MELLO; BUENO, 2018). 

O ácido linoleico é fundamental na regulação da produção de colagenase; favorece 
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o desbridamento autolítico no leito da ferida, pois contribui na produção de metalo-

proteínas, que induzem a granulação e podem acelerar o processo de cicatrização 

(FERREIRA et al., 2012). Acrescenta-se ainda que ele exerce importante papel co-

mo mediador pró-infamatório a fim de ocasionar um aumento considerável da migra-

ção de leucócitos e macrófagos e regula processos que precedem a mitogênese de 

células fibroblásticas (MORAIS et al., 2013). O extrato oleoso de girassol é capaz de 

inibir o crescimento de S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, E. coli, P. vulgaris e 

C. albicans, o que favorece a escolha para o nosso estudo (AZIZ et al., 2014). E ain-

da, foi comprovado em um estudo in vivo com coelhos o seu efeito sinérgico com a 

calêndula em feridas, onde foi mostrado o seu alto poder de eficácia na cicatrização 

de feridas com processo infeccioso presente (MORESKI; LEITE-MELLO; BUENO, 

2018). 

Outra planta estudada é o urucum (Bixa orellana L.), que possui muitos com-

postos bioativos, oriundos de seu metabolismo secundário. Dentre os principais 

compostos destacam-se os fenólicos e os carotenoides, responsáveis pela atividade 

antioxidante (MOREIRA et al., 2014). Além disso, o extrato da semente do urucum 

também apresenta atividade antimicrobiana para B. subtilis, S. aureus, S. pyogenes, 

S. typhi, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans e acelera o processo cicatricial de feri-

das em função da sua atividade anti-inflamatória (CAPELLA et al., 2016; 

FLEISCHER et al., 2003; VILAR et al., 2014). 

Relatos da atividade cicatrizante, anti-inflamatória, hemostática, antisséptica, 

antidiarreica, antiedematogênica e antimicrobiana, tendo os taninos como compo-

nentes majoritários, são descritos para o barbatimão (FONSECA; LIBRANDI, 2008). 

No processo de cicatrização, os taninos se ligam às proteínas dos tecidos lesados, 

criando uma camada protetora que isola o local da ferida, reduzindo a permeabilida-

de e exsudação da ferida e promovendo a reparação dos tecidos (PASSARETTI et 

al., 2016). Um grupo de pesquisa comprovou em modelo animal a melhora na cica-

trização com o uso do barbatimão (Stryphnodendron barbatiman) (COELHO et al., 

2010).  

O ipê-roxo (Tabebuia heptaphylla e impetiginosa) é usado como analgésico e 

como auxiliar em tratamentos da pele. Como princípios ativos destacam-se as qui-

nonas, naftoquinona, taninos e flavonoides, que apresentam ação anti-inflamatória, 
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analgésica, antibiótica e antineoplásica, essas atividades contribuem para a eficácia 

na melhora da cicatrização em feridas, fato esse comprovado em estudo in vivo com 

animais (COELHO et al., 2010). 

O picão-preto (Bidens pilosa) possui em sua composição poliacetilenos PHT, 

flavonoides, alcaloides, esteroides, taninos, ácido linoleico e ácido linolênico. Tais 

compostos concedem a planta propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, anti-

térmicas, antivirais e antifúngicas. Além disso, o picão preto também pode ser em-

pregado no tratamento de infecções microbianas, sendo eficaz no efeito alopático a 

patógenos (SANTOS; CURY, 2011). 

A calêndula (Calendula officinalis) foi utilizada na guerra civil americana para 

tratar os feridos em função do seu poder cicatrizante, anti-inflamatório e antisséptico, 

essas propriedades são atribuídas aos vários ativos biológicos que ela possui, como 

carotenoides, flavonoides, glicosídeos, terpenos, saponinas, esteróis, ácidos fenóli-

cos, lipídios, etc (ASHWLAYAN et al., 2018; MORESKI; LEITE-MELLO; BUENO, 

2018). Ela é principalmente benéfica na etapa de cicatrização que envolve a reepite-

lização do machucado, podendo ainda ser aplicada no tratamento de equimoses, 

eczemas, erupções e outras lesões cutâneas (PARENTE et al., 2009). Também é 

usada para acalmar a pele inflamada e danificada (ASHWLAYAN et al., 2018). Foi 

comprovado que a calêndula possui ação anti-inflamatória e seu extrato etanólico e 

frações diclorometano e hexânica, mostraram dispor de propriedades antibacteria-

nas, especialmente sobre bactérias gram-positivas e favorecem o reparo cicatricial 

em ratos (PARENTE et al., 2009). Por todos esses motivos que o seu extrato é usa-

do em quase 200 formulações cosméticas (ASHWLAYAN et al., 2018). 

Ressalta-se ainda que o picão-preto, calêndula, ipê-roxo e barbatimão fazem 

parte da Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) 

(BRASIL, 2009), portanto, apresentam grande potencial de avançar nas etapas da 

cadeia produtiva e de gerar produtos de interesse ao Sistema Único de Saúde. 

Dessa forma, para se beneficiar das propriedades dessas plantas, a utilização 

de extratos vegetais vem se tornando uma alternativa importante, pois é possível 

obter grande quantidade de compostos fenólicos (isto é, flavonoides e ácidos fenóli-

cos) que exibem uma ampla gama de efeitos biológicos, incluindo propriedades anti-

oxidantes e antimicrobianas (SUKHTEZARI et al., 2017).  
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Logo, por meio da associação da membrana de CB com extratos vegetais al-

coólicos e glicólicos de girassol, urucum, calêndula, picão-preto, ipê-roxo e barbati-

mão, será possível desenvolver novas formas de aplicação das plantas associadas 

ao biomaterial, além de agregar valor à recursos naturais utilizando-os em processos 

biotecnológicos visando aplicações terapêuticas. 

 

2.3 Relevância do trabalho 

 

Os ativos terapêuticos incorporados podem desempenhar um papel ativo no 

processo de cicatrização de feridas diretamente como limpeza ou desbridatantes 

para remover tecido necrótico, ou indiretamente como farmácos antimicrobianos que 

previnem ou tratam agentes de infecção para ajudar na regeneração do tecido 

(BOATENG; CATANZANO, 2015). Nesse sentido, as plantas medicinais irão agregar 

propriedades antioxidantes e antimicrobianas aos curativos, ajudando na contração, 

vascularização e epitelização da lesão (KRISHNAN; THOMAS, 2019). 

Atualmente, existe uma grande variedade de trabalhos científicos que envol-

vem curativos de CB antimicrobianos, porém, é raro os trabalhos que abordam mais 

de um tipo de componente bioativo. Além disso os produtos disponíveis comercial-

mente para feridas utilizam inserções sintéticas. 

Acrescenta-se ainda, que para o sucesso desses curativos é preciso conside-

rar vários aspectos importantes, como: o uso de matérias-primas de baixo custo; 

facilidade na síntese e no método de processamento; propriedades biocompatíveis; 

impacto reduzido no meio ambiente ao final da vida útil; fabricação de produtos bio-

degradáveis (MOCANU et al., 2019). 

Sendo assim, a importância desse trabalho está na confirmação de que o uso 

de fontes alternativas é viável para a produção da membrana, o qual resultou numa 

formulação de meio de cultivo ainda não relatada na literatura e com um custo mais 

baixo, a utilização de mais de um ativo natural para garantir propriedades terapêuti-

cas sinérgicas e mais robustas. Portanto, o trabalho em questões aborda um conjun-

to de ações ainda não reportado na literatura até onde sabemos, logo, evidenciando 

o seu caráter inovativo. Além disso, esse biomaterial está alinhado aos Objetivos de 

Desenvolvimento Sustentável (ODS) para não impactar o meio ambiente. 
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3 METODOLOGIA 

 

Para uma melhor compreensão da metodologia adotada, nas Figura 8 e 9 são 

apresentados os fluxogramas simplificados e nas sessões posteriores o detalhamen-

to de cada etapa. 
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Figura 8 – Fluxograma simplificado da metodologia adotada para o estudo dos meios de 
cultivo 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 
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Figura 9 – Fluxograma simplificado da metodologia adotada para o estudo das membranas 
curativas (bioativas). *membranas HS e ManitolLAS-65 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 

 

3.1 Produtos químicos e reagentes 

 

Todos os produtos químicos utilizados na elaboração dos meios de cultura fo-

ram de qualidade P.A. e/ou P.A. ACS, bem como os reagentes usados para as aná-

lises, exceto quando citado diferente. Em relação aos demais insumos que não se 

enquadram nessa categoria inclui-se o extrato de levedura obtido da empresa SIG-

MA ALDRICH, o reagente Folin Ciocalteu da ÊXODO CIENTÍFICA, a água de mace-
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ração do milho (milhocina) cedido pela CORN PRODUCTS (Barra Nova/PR), o ex-

trato de levedura bruto (Prodex Lac®) cedido pela BIOSPRINGER (Valinhos/SP) e 

os extratos vegetais obtidos da empresa FLORA ERVAS COMERCIAL LTDA (São 

José dos Pinhais/PR). 

 

3.2 Obtenção da membrana de celulose 

3.2.1 Análise dos parâmetros de processos  

          

A determinação dos parâmetros de processo adequados é de grande impor-

tância para a viabilidade de um processo. Logo, como métodos para solução de pro-

blemas e otimização de processos foi aplicado uma das ferramentas de qualidade 

com foco nos parâmetros de processos, de modo a remover as causas dos proble-

mas, obtendo uma maior produtividade e redução de perdas (MAICZUK; ANDRADE 

JÚNIOR, 2013). A ferramenta utilizada foi o diagrama de Ishikawa já que é uma fer-

ramenta importante para os processos de planejamento, auxiliando na identificação 

de causas e efeitos que têm relação direta com a maioria dos problemas encontra-

dos na organização e que devem ser eliminados (ARAÚJO, 2011; FARIA; SANTOS, 

2021). 

Portanto, inicialmente antes dos testes laboratoriais foi construído o diagrama 

de Ishikawa para o levantamento dos parâmetros de processos que têm algum po-

tencial de impactar o desempenho da produção da CB. Posteriormente a essa análi-

se, foi realizada a modelagem gráfica desses parâmetros para a avaliação das me-

lhores condutas para a otimização da produção de CB e então iniciar a parte expe-

rimental, conforme detalhado em cada etapa desse capítulo.  

 

3.2.2 Micro-organismo 

          

Para a avaliação da produção de CB, o micro-organismo utilizado foi a bacté-

ria Komagataeibacter hansenii, linhagem ATCC® 23769. A bactéria foi obtida da 

Fundação André Tosello – Coleção de Cultura Tropical (CCT), (Campinas, SP). As 

placas de ágar (pH 6,5 ± 0,05) usadas para o crescimento das cepas foram prepara-

das em meio manitol-ágar com a seguinte composição: 25 g/L de manitol, 5 g/L de 

extrato de levedura, 3 g/L de peptona e 15 g/L de ágar, esterilizadas por 20 min a 

121 °C em autoclave, inoculadas em condições assépticas e incubadas a 30 °C por 
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48 h em condição estática, posteriormente foram mantidas sob refrigeração (4 a 

6 °C) e 24 h antes do uso foi incubado estaticamente a 30 °C para ser ativado 

(ATCC, 2020).  

 

3.2.3 Preparação do inóculo líquido 

 

Para o inóculo foi utilizado o meio manitol líquido (pH 6,5 ± 0,05), com 25 g/L 

de manitol, 5 g/L de extrato de levedura e 3 g/L de peptona (ATCC, 2020; SOUZA et 

al., 2019). Em condições assépticas as colônias de K. hansenii foram selecionadas 

aleatoriamente e inoculadas em meio manitol esterilizado até a densidade óptica 

(D.O) inicial ajustada em 1,5 ± 0,5 a 600 nm, utilizando o espectrofotômetro Novas-

pec II – LKB Biochrom e cultivadas em condição estática a 30 °C por 24 h.  

 

3.2.4 Condições de cultivo 

 

Após o cultivo do inóculo, as células foram transferidas a uma taxa de 20% 

para os meios de cultivo estéreis (pH 6,5 ± 0,05) sob condições assépticas e incuba-

dos em condição estática a 30 °C durante 7 dias (STUMPF et al., 2013). Todas os 

experimentos foram conduzidos em triplicata. 

Para a produção das membranas foi utilizado como controle o meio de cultivo 

padrão HS adaptado de Hestrin e Schramm (1954), contendo 20 g/L de manitol, 

5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona, 2,7 g/L de fosfato de sódio e 1,15 g/L 

de ácido cítrico.  

Para o estudo dos meios alternativos foram elaborados 83 meios de cultivo, 

os quais englobaram 2 fases de investigação. Na primeira fase foram formulados 20 

meios de cultivo + o controle (HS), resultando em 5 meios de cultivo selecionados, 

que obedeceram ao critério de que a produção de CB em base seca (g/L) fosse igual 

ou superior ao meio de referência HS. Esses 5 meios de cultivo foram divididos em 3 

grandes grupos, MF (MF-25 e MF-35), PHS (PHS) e Manitol (Manitol e ManitolAS-

75). A fase 2 teve como objetivo otimizar os resultados alcançados na fase 1, para 

tanto, foram selecionados os grupos PHS e Manitol. Portanto, para o grupo Manitol o 

objetivo foi variar as concentrações dos substratos para otimizar a produção, logo, 

foram criados novos subgrupos: ManitolAS (meio manitol + amido solúvel), Manito-
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lASP (meio manitol com Prodex Lac® + amido solúvel), AS (meio manitol com 1 fon-

te de carbono (amido solúvel)) e MP-AS (variação do meio manitol, utilizando so-

mente Prodex Lac® + manitol + amido solúvel), ManitolLAS (meio manitol + lactose 

+ amido solúvel) e LAS (meio manitol com 2 fontes de carbono (lactose + amido so-

lúvel)). Para o grupo PHS a tentativa foi testar outras concentrações de Prodex Lac® 

(PHS-10), além da adição de peptona e amido solúvel, dessa forma, os novos sub-

grupos criados foram PHS-P (PHS + peptona) e PHS-AS-70 (PHS + amido solúvel). 

Por último, criou-se o grupo HS-AS-70, com o intuito de melhorar os resultados do 

HS com a adição do amido solúvel. Portanto, esse estudo resultou em um total de 5 

grandes grupos e 26 meios de cultivos para serem avaliados + o controle (HS). No 

Quadro 2 são apresentadas as composições dos diferentes meios estudados, bem 

como os grupos e os subgrupos, e no Apêndice A constam os demais meios de cul-

tivo. 
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Quadro 2 – Composição dos meios de cultivo e agrupamentos                                   
(continua) 

Fase Grupos Subgrupos Fonte de nitrogênio Fonte de carbono Outros nutrientes SIGLA Meio Referência 

1 

MF 

Milhocina (5 g/L) Frutose (20 g/L) - MF-25 Meio 1 
Neves et al 
(2018) e Tu-
rek (2017) 

1 Milhocina (15 g/L) Frutose (20 g/L) - MF-35 Meio 3 
Neves et al 

(2018) 

1 

PHS 

PHS 

Prodex Lac® (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) PHS Meio 6 Este trabalho 

2 Prodex Lac® (10 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) PHS-10 Meio 83 Este trabalho 

2 PHS-AS-70 Prodex Lac® (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Amido solúvel (50 g/L) 
Ácido cítrico (1,15 g/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) PHS-AS-70 Meio 77 Este trabalho 

2 PHS-P 
Prodex Lac® (5 g/L) 

Peptona (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) PHS-P Meio 79 Este trabalho 

- Controle (HS) 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HS Meio 7 

Adaptado de 
Hestrin e 
Schramm 

(1954) 

1 

Manitol 

Manitol 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 
Manitol (25 g/L) - Manitol Meio 12 

Stumpf et al 
(2013) e 

ATCC (2020) 

1 

ManitolAS 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (3 g/L) 

Manitol (25 g/L) 
Amido solúvel (50 g/L) 

- ManitolAS-75 Meio 14 
Adaptado de 
Stumpf et al 

(2013) 

2 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 
Manitol (25 g/L) 

Amido solúvel (25 g/L) 
- ManitolAS-50 Meio 65 Este trabalho 

2 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 
Manitol (12,5 g/L) 

Amido solúvel (25 g/L) 
- ManitolAS-37,5 Meio 66 Este trabalho 
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Quadro 3 – Composição dos meios de cultivo e agrupamentos                                   
(continuação) 

Fase Grupos Subgrupos Fonte de nitrogênio Fonte de carbono Outros nutrientes SIGLA Meio Referência 

2 

Manitol 

ManitolAS 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 
Manitol (12,5 g/L) 

Amido solúvel (12,5 g/L) 
- ManitolAS-25 Meio 67 Este trabalho 

2 AS 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 
Amido solúvel (50 g/L) - AS Meio 22 Este trabalho 

2 

LAS 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (3 g/L) 

Lactose USP/FCC (25 g/L) 
Amido solúvel (50 g/L) 

- LAS-75 Meio 68 Este trabalho 

2 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 
Lactose USP/FCC (25 g/L) 

Amido solúvel (25 g/L) 
- LAS-50 Meio 69 Este trabalho 

2 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 
Lactose USP/FCC (12,5 g/L) 

Amido solúvel (25 g/L) 
- LAS-37,5 Meio 70 Este trabalho 

2 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 

Lactose Lactose USP/FCC 
(12,5 g/L) 

Amido solúvel (12,5 g/L) 
- LAS-25 Meio 71 Este trabalho 

2 

ManitolLAS 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (3 g/L) 

Manitol (25 g/L) 
Lactose USP/FCC (25 g/L) 

Amido solúvel (50 g/L) 
- ManitolLAS-100 Meio 72 Este trabalho 

2 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 

Manitol (20 g/L) 
Lactose USP/FCC (25 g/L) 

Amido solúvel (25 g/L) 
- ManitolLAS-70 Meio 73 Este trabalho 

2 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 

Manitol (15 g/L) 
Lactose USP/FCC (25 g/L) 

Amido solúvel (25 g/L) 
- ManitolLAS-65 Meio 74 Este trabalho 

2 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 

Manitol (10 g/L) 
Lactose USP/FCC (25 g/L) 
Amido solúvel (12,5 g/L) 

- ManitolLAS-47,5 Meio 75 Este trabalho 
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Quadro 4 – Composição dos meios de cultivo e agrupamentos                                   
(conclusão) 

Fase Grupos Subgrupos Fonte de nitrogênio Fonte de carbono Outros nutrientes SIGLA Meio Referência 

2 

Manitol 

ManitolLAS 
Extrato de levedura (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 

Manitol (5 g/L) 
Lactose USP/FCC (25 g/L) 
Amido solúvel (12,5 g/L) 

- ManitolLAS-42,5 Meio 76 Este trabalho 

2 

ManitolASP 

Prodex Lac® (5 g/L) 
Peptona (3 g/L) 

Manitol (25 g/L) 
Amido solúvel (50 g/L) 

- ManitolAPS-75 Meio 80 Este trabalho 

2 
Prodex Lac® (5 g/L) 

Peptona (3 g/L) 
Manitol (25 g/L) 

Amido solúvel (25 g/L) 
- ManitolAPS-50 Meio 84 Este trabalho 

2 MP-AS Prodex Lac® (5 g/L) 
Manitol (25 g/L) 

Amido solúvel (50 g/L) 
- MP-AS-5 Meio 81 Este trabalho 

2 MP-AS Prodex Lac® (10 g/L) 
Manitol (25 g/L) 

Amido solúvel (50 g/L) 
- MP-AS-10 Meio 82 Este trabalho 

2 
HS-AS-

70 
HS-AS-70 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Manitol (20 g/L) 
Amido solúvel (50 g/L) 
Ácido cítrico (1,15 g/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) HS-AS-70 Meio 78 Este trabalho 

Fonte: Elaborada pela autora (2020) 
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3.2.5 Purificação da membrana de celulose bacteriana 

 

Após o cultivo, as membranas de CB foram lavadas com água destilada e 

transferidas para uma solução de NaOH 0,1 M a 80 °C por 1 h para dissolução das 

células bacterianas. Em seguida, as membranas foram novamente lavadas com 

água destilada abundantemente por repetidas vezes para remover restos celulares 

bacterianos e o excesso de NaOH. O processo de lavagem foi finalizado quando o 

pH da água de lavagem atingiu pH neutro (6,75 ± 0,25) (TEIXEIRA et al., 2019). Pos-

teriormente, as películas foram esterilizadas por 20 min a 121 °C em autoclave e 

mantidas sob refrigeração a 4 °C para serem utilizadas nos demais procedimentos 

(STUMPF et al., 2013). 

 

3.2.6 Determinações analíticas 

 

A eficiência da produção da CB foi quantificada após 168 h (7 dias) de cultivo 

e calculada, bem como a variação do pH durante o cultivo quantificado e avaliado. 

 

3.2.6.1 Análise de pH dos meios de cultivo antes e após a incubação 

 

Os meios de cultivo antes e após a incubação foram submetidos a análise de 

pH inicial e final em pHmetro de bancada P1000 – Phox. 

 

3.2.6.2 Produção da CB 

 

Para quantificar a celulose, as membranas de CB foram previamente secas 

em estufa a 60 ºC por 24 h. A produção da CB foi calculada utilizando a Equação 1. 

 

                                       (1) 

 

Onde mCB é a massa seca de CB produzida (g) e V é o volume do cultivo (L). 
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3.2.7 Estimativa de custo dos meios de cultivo em escala laboratorial 

 

A estimativa de custo dos meios de cultivo com as melhores produção de CB 

(ManitolAS-75, ManitolAS-50, ManitolAS-37,5, ManitolLAS-100, ManitolLAS-70, Ma-

nitolLAS-65, ManitolLAS-47,5 e ManitolLAS-42,5) e o meio de referência HS foi rea-

lizada com o intuito de comparar os gastos necessários par elaboração dos meios 

de cultura. Portanto, foram solicitados orçamentos dos componentes dos meios de 

cultivo pela empresa Metaquímica no período em junho de 2020. A partir dos valores 

obtidos foram realizados os cálculos para produção de 1 litro de meio referência HS 

e dos meios com as melhores produção de CB (CHAGAS, 2018). 

  

3.2.8 Influência do tempo de cultivo na produção de CB 

 

A partir dos resultados obtidos da produção de CB (g/L), definiu-se o meio se-

lecionado com base na maior produção. Portanto, um perfil de cultivo foi avaliado 

com o meio HS (utilizado como padrão de comparação) e a melhor produção dos 

ensaios anteriores (meio selecionado). O ensaio da influência do tempo na produção 

de CB foi conduzido a 30 °C por 15 dias sob condições estáticas e as películas fo-

ram coletadas a cada 24 h em triplicata. O perfil de cultivo foi determinado pela pro-

dução de CB em base seca (g/L) com intuito de estabelecer o menor tempo possível 

do cultivo no meio selecionado que fosse equivalente ao meio HS, bem como verifi-

car a diferença significativa em termos de produção em base seca (g/L) desses mei-

os de cultivo durante 15 dias. Ressalta-se que mesmo acompanhando o perfil de 

síntese do meio HS durante 15 dias, o critério estabelecido para determinar o menor 

tempo de cultivo do meio selecionado foi que a produção de CB em base seca (g/L) 

fosse equivalente ou superior ao meio de referência HS cultivado por 11 dias. O 

tempo estabelecido de 11 dias de incubação para o meio HS teve como base o tra-

balho de Molin et al. (2019), visto que tal pesquisa teve como objetivo a mesma apli-

cação deste estudo (curativos). 

 

3.2.9 Preparação das amostras para caracterização 

 

As membranas de CB obtidas nos meios de cultivo otimizados foram analisa-

das para determinar suas propriedades microestruturais, térmicas e químicas, sendo 
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previamente secas em estufa a 60 °C/24 h, exceto para a análise de MEV nos quais 

as películas foram liofilizadas por 24 h.  

 

3.3 Obtenção das membranas curativas (bioativas) 

3.3.1 Produção da membrana de celulose bacteriana 

 

A ativação e o inóculo da bactéria foram preparados conforme descrito no 

item 3.2.1 e 3.2.2. Para a produção das membranas foi utilizado como controle o 

meio de cultivo padrão HS adaptado de Hestrin e Schramm (1954) e o meio selecio-

nado com o intuito de avaliar como essas membranas iriam se comportar após o 

tratamento de incorporação dos extratos vegetais frente as diferentes análises de 

caracterização. Por fim, os meios de cultivos inoculados foram incubados a 30 °C 

em condição estática durante 5 dias para o meio selecionado e 11 dias para o meio 

HS para formação das mantas hidratadas de CB. 

 

3.3.2 Purificação das membranas de celulose bacteriana 

 

As membranas de CB foram purificadas com tratamento térmico e alcalino 

conforme descrito no item 3.2.4. Posteriormente, foram lavadas abundantemente 

com água destilada por repetidas vezes para remover restos celulares bacterianos e 

o excesso de NaOH. O processo de lavagem foi finalizado quando o pH da água de 

lavagem atingiu pH ácido (4,5 ± 0,25), pois de acordo com Pourali et al. (2018), as 

membranas de CB acidificadas apresentam melhor capacidade curativa. Além disso, 

conforme os laudos do fabricante (Flora Ervas Comercial LTDA), os extratos também 

possuem caráter ácido. Dessa forma, manter um pH baixo para as membranas não 

afetará as propriedades dos extratos. 

Após a regulagem do pH, as películas foram esterilizadas por 20 min a 121 °C 

em autoclave e mantidas sob refrigeração a 4 °C para serem utilizadas nos demais 

procedimentos (STUMPF et al., 2013). 
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3.3.3 Incorporação dos extratos vegetais 

 

Na primeira etapa, as membranas foram preparadas para receberem os extra-

tos alcoólico. Segundo os laudos dos fabricantes, os extratos foram obtidos por ma-

ceração e filtração. 

Para facilitar a incorporação dos extratos alcoólicos nas membranas, elas fo-

ram mantidas imersas por 24 h em álcool 96%, com trocas contínuas realizadas a 

fim de garantir a substituição da água pelo etanol (BARUD et al., 2013). 

A próxima etapa foi realizar a incorporação dos extratos nas membranas, utili-

zou como base as metodologias propostas por Sajjad et al (2019) e Sharma e 

Bhardwaj (2020) com algumas modificações. Portanto, as membranas de CB foram 

pesadas e cerca de 60% do seu conteúdo de líquido foi drenado com prensagem 

manual. Posteriormente foi empregada a técnica ex situ utilizando o método de im-

pregnação, onde as membranas úmidas foram imersas em 20 mL extratos vegetais 

e mantidas sob agitação a 150 rpm a 30 °C por 24 h. Após a preparação das mem-

branas curativas (bioativas), o excesso de extrato na superfície da CB foi removido 

com papel absorvente e foram congeladas e desidratadas utilizando o Liofilizador 

Terroni LT 1000 por 24 h. Em seguida, foram armazenadas em dessecador para as 

análises posteriores. 

 

3.4 Caracterização 

 

As membranas CB controle (HS), CB meio selecionado e CB incorporadas 

com os extratos vegetais foram previamente congeladas (- 80 °C por 24 h) e depois 

liofilizadas (24 h), exceto quando citado diferente, e então caracterizadas pelas téc-

nicas descritas nos próximos itens. 

 

3.4.1 Caracterização biológica (antimicrobiano) 

 

Para atestar se os extratos fluídos de girassol, urucum, barbatimão, calêndu-

la, picão preto e ipê roxo apresentam atividade antimicrobiana antes de incorporá-los 

às membranas, estes foram avaliados utilizando as bactérias Gram-negativas Es-

cherichia coli (ATCC 8739) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27583) e Gram-

positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Estes micro-organismos podem ser 
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encontrados em feridas diabéticas, por isso foram escolhidos para o teste (AKASH 

et al., 2020; ARIS et al., 2019). 

Para tanto, foi utilizada a técnica de difusão em disco de Kirby et al (1966), os 

micro-organismos foram pré-cultivados durante a 37 °C por 24 h, em ágar nutriente 

de acordo com a ATCC®. 

Os micro-organismos testados foram diluídos com solução salina estéril, com 

objetivo de atingir uma densidade equivalente ao padrão de turbidez 0,5 da escala 

McFarland. Posteriormente, o micro-organismo foi inoculado uniformemente em pla-

cas de Petri com o meio Mueller-Hinton (MH). Em seguida, discos de papel filtro es-

téreis (6 mm de diâmetro) foram imersos nos extratos por cerca de 30 segundos e o 

excesso de extrato foi removido após a imersão (RAHMAN; RICHARDSON; 

SOFIAN-AZIRUN, 2010). Os discos foram distribuídos sobre as placas, que por sua 

vez foram armazenadas em estufa a 37 °C por 24 h para posterior análise dos halos 

de inibição e quantificação com o uso do paquímetro (TABAII; EMTIAZI, 2016). To-

das as experiências foram feitas em triplicata. 

As membranas de CB pura e curativas (bioativas) cultivadas em placas de 96 

poços (6 mm de diâmetro cada CB) foram esterilizadas durante a noite sob luz UV 

no fluxo laminar e aplicadas na superfície do ágar MH. Posteriormente, 5 μL de soro 

fisiológico estéril a 0,85% foi colocado na superfície de cada membrana, que por sua 

vez foram incubadas e mais tarde foram avaliadas a respeito das suas atividades 

antimicrobianas da mesma forma que os extratos (BARUD et al., 2013; SHARMA; 

BHARDWAJ, 2020).  

 

3.4.2 Caracterizações estruturais 

3.4.2.1 Análise termogravimétrica (TGA) 

 

As análises de TGA foram realizadas em equipamento da TA Instruments 

modelo TGA-Q50 no Laboratório de Materiais da Univille. As amostras foram aque-

cidas de 25 a 1000 °C a uma taxa de 10 °C/min, sob atmosfera inerte (N2), para veri-

ficar a influência dos meios de cultivos e dos diferentes extratos vegetais na estabili-

dade térmica da CB, bem como verificar se os extratos vegetais foram incorporados 

na membrana. Os parâmetros experimentais foram ajustados no software TA – Trios 

e representados graficamente para interpretação. 
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3.4.2.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

 

A caracterização dos grupamentos funcionais das membranas, extratos vege-

tais e solventes utilizados na extração foram obtidas por Espectroscopia na Região 

do Infravermelho (FTIR), em equipamento da Perkin Elmer Frontier, no Laboratório 

de Materiais da Univille. Foram realizadas 32 varreduras por amostra, de 450 a 4000 

cm-1, com resolução de 2 cm-1, no modo de Refletância Total Atenuada (ATR). 

 

3.4.2.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Para esta análise as amostras de CB pura (HS e meios alternativos) e CB 

curativas (bioativas) foram fixadas em um suporte metálico, recobertas com carbono 

e suas microestruturas foram caracterizadas pela técnica de Microscopia Eletrônica 

de Varredura (MEV). O equipamento utilizado foi o microscópio MEV-FEG DSM 

940A da marca Zeiss com 5 kV de tensão de aceleração no Laboratório de Materiais 

da UDESC. 

 

3.4.3 Caracterizações químicas 

3.4.3.1 Determinação dos compostos fenólicos totais 

 

Os compostos fenólicos estão envolvidos com as propriedades funcionais dos 

fitoterápicos (MOREIRA et al., 2014). Dessa forma, o teor de compostos fenólicos 

totais foi avaliado nos extratos antes da incorporação e no extrato residual, para 

mensurar a quantidade de compostos fenólicos incorporados nas membranas de 

CB. 

Para tanto a concentração de fenólicos totais (CFT) foi determinada pelo mé-

todo colorimétrico de Folin-Ciocalteu, onde 40 µL de extrato (ou padrão de ácido gá-

lico, para a curva de calibração) foi adicionado em 3,2 mL de água destilada e 

200 µL do reagente de Folin-Ciocalteu. A mistura foi levemente agitada e deixada no 

escuro por 5 min em um tubo Falcon de 15 mL. Após, foi adicionada 600 µL de uma 

solução saturada de carbonato de sódio (Na2CO3), a solução foi agitada em vortex e 

deixada no escuro a temperatura ambiente por 1 h. Por fim, as amostras foram 

transferidas para cubetas e suas absorbâncias foram medidas utilizando um espec-

trofotômetro, com um comprimento de onda (λ) de 765 nm. Os teores de fenólicos 
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totais foram expressos em mg de equivalentes de ácido gálico (EQG) por g de 

amostra seca (mg EAG/g), sendo determinados pela equação da reta da curva de 

calibração e Equação 2. O branco foi elaborado da mesma forma, apenas substi-

tuindo o extrato por água destilada (PHUYAL et al., 2020; SOUZA, 2013; 

WATERHOUSE, 2002). 

  

                        (2) 

 

 Onde Cf é concentração de fenólicos totais em mg EAG/g extrato seco. CAG é 

a concentração de ácido gálico obtido pela curva de calibração em mg/mL e ρ é a 

densidade dos extratos em g/mL. 

Para quantificar os compostos fenólicos das amostras, a curva de calibração 

foi elaborada com um padrão de ácido gálico. A solução padrão foi feita diluindo 

0,5 g de ácido gálico em 10 mL de etanol PA em um balão volumétrico de 100 mL, o 

volume foi completado com água destilada, resultando em uma concentração final 

de 5 g/L. Para as diferentes concentrações da curva, a solução foi diluída para 0,05, 

0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 mg/mL. Assim, elaborou-se a curva de calibração utilizando-

se as absorbâncias em função das concentrações conhecidas (SOUZA, 2013; 

WATERHOUSE, 2002). 

 

3.4.4 Análise estatística 

 

Com exceção das análises de MEV, TGA, FTIR e estimativa de custos do 

meio de cultivo, todos os resultados foram submetidos à análise de variância (ANO-

VA) e ao teste de Tukey com 95% (p < 0,05) de confiança por meio do software Mini-

tab 17 ou pelo software Microsoft Excel (análise dos CFT) para possíveis valores 

próximos de CFT entre os extratos e com nível de significância p utilizado foi de 5% 

(p ≤ 0,05). Os resultados foram expressos como a média ± desvio padrão e a dife-

rença significativa nos resultados foram representadas pelas diferentes letras no grá-

fico. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1 Produção da CB 

 

A primeira análise do estudo, envolveu delimitar os parâmetros de processos 

que poderiam afetar significativamente a produção da CB. Na Figura 10 podem ser 

visualizados os fatores mais importantes que afetam o desempenho geral e a rela-

ção custo-benefício da produção e dentre eles destacam-se: (a) cepas eficientes que 

não sofrem mutações ao longo do tempo; (b) meios nutricionais baseados em fontes 

de baixo custo de carbono e nitrogênio, sendo esse item um dos critérios mais rele-

vantes, pois, como a celulose é um polímero de carboidrato, o tipo de fonte de car-

bono é considerado um dos parâmetros mais importantes que afetam os rendimen-

tos da CB; e (c) processos de cultivo eficientes em larga escala (BASU; VADANAN; 

LIM, 2019; CZAJA et al., 2006). Dentre todos os parâmetros elencados, delimitou-se 

a composição do meio de cultura, pH, temperatura, duração do cultivo, inóculo, tipo 

de cultivo e formato como parâmetros mais significativos e importantes para apro-

fundar o estudo (BASU; VADANAN; LIM, 2019; FARRAG et al., 2019; HUTCHENS 

et al., 2007).  

 

Figura 10 – Diagrama de Ishikawa mostrando os diferentes parâmetros que podem afetar 
significativamente os resultados do processo de produção da CB. Fatores marcados com * e 
** foram considerados para o estudo de otimização, sendo parâmetros fixos e variáveis, res-
pectivamente 

 

Fonte: Adaptado de Basu et al. (2019). 
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A condição de cultura estática foi usada nesse estudo em virtude de vários 

trabalhos relatarem melhores rendimentos em comparação com a cultura agitada em 

função de não gerar mutantes não produtores de celulose e produzir uma CB com 

propriedades e formatos adequados para a área médica (BRANDES et al., 2017; 

JONAS; FARAH, 1998; SHAH et al., 2013; SHARMA; BHARDWAJ, 2019b). Como 

parâmetros fixos do estudo estão o pH inicial (6,5), temperatura (30 °C) e os fatores 

relacionados ao inóculo em virtude de serem os parâmetros ótimos de crescimento 

(JUNG et al., 2010; RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015; SON et al., 2001; 

VELÁSQUEZ-RIAÑO; BOJACÁ, 2017). Outro parâmetro fixo no presente estudo, foi 

o tempo de cultivo utilizado de 7 dias, exceto para o estudo do perfil de cultivo en-

volvendo o meio HS e o meio otimizado para definir o melhor tempo de cultivo. 

Ao término desse tempo de cultivo, os nutrientes do meio e a variação de pH 

final são fatores importantes a serem analisados, pois durante a síntese da CB as 

bactérias convertem os componentes dos meios em celulose e/ ou utilizam para sín-

tese de metabólitos, como por exemplo a produção de ácidos orgânicos (glucônico, 

acético ou láctico) que resultam na diminuição do pH, já que se trata de uma bacté-

ria do ácido acético (CHAGAS, 2018; CHEN et al., 2019a; HUTCHENS et al., 2007; 

RAGHUNATHAN, 2013). Logo, determinar o pH ideal do meio de cultura conside-

rando que com o tempo de cultivo e as reações metabólicas o pH se altera, se torna 

importante para obtenção de uma maior produção de CB. A faixa de pH onde ocorre 

a produção da celulose situa-se entre 4,5 e 7,5, enquanto em ambientes muito áci-

dos com pH menores que 3,5 a CB é inibida e o intervalo que o pH é ótimo para 

produção da CB acontece em 6,5 (JUNG et al., 2010; SON et al., 2001). Uma das 

alternativas para ter pouca mudança do pH durante a síntese da CB foi realizar tes-

tes com meios tamponados para alcançar o maior rendimento possível, a exemplo 

do meio HS (HESTRIN; SCHRAMM, 1954) que são meios com a adição de ácido 

cítrico e fosfato de sódio, que evitam a oscilação do pH e consequentemente o ex-

cesso de ácidos orgânicos. 

Na primeira fase desse estudo, foram testados 20 meios de cultivo, dos quais 

5 se apresentaram como mais eficientes para produzir celulose em comparação ao 

meio controle (HS), portanto, eles foram divididos em 3 grandes grupos para serem 

discutidos: MF (MF-25 e MF-35), PHS (PHS) e Manitol (Manitol e ManitolAS-75).  

O grupo MF com suplementação de milhocina e frutose (MF-25, MF-105, MF-

35 e MF-115), foram otimizados com as menores concentrações de substratos (MF-
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25 e MF-35), demostrando que o excesso de concentração dos dois nutrientes, prin-

cipalmente do açúcar, não foi assimilado de forma positiva pela bactéria, levando a 

uma baixa produção de CB nos meios mais concentrados (MF-105 e MF-115) com 

0,4 ± 0,0 e 0,5 ± 0,09 g/L de CB, respectivamente (dados mostrados no Apêndice A). 

Isso pode ser explicado, pois a biossíntese da CB depende de duas vias, a via das 

pentoses (a glicólise é inviabilizada pela ausência de fosfofruto-quinase) e o ciclo de 

Krebs. Na primeira ocorre a oxidação dos carboidratos e, no ciclo de Krebs, ocorre a 

oxidação dos ácidos orgânicos (DONINI et al., 2010; LEE et al., 2014; MONA et al., 

2019; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991; SOUZA, 2014). Dessa forma, a frutose é 

diretamente metabolizada e transformada em frutose-6-fosfato e, posteriormente, é 

isomerizada para glicose-6-fosfato pela enzima fosfoglicose isomerase e a partir 

desse ponto a via metabólica para produção de CB segue o mesmo caminho da sín-

tese do biopolímero utilizando a glicose (CHAGAS, 2018). Portanto, no caso do uso 

da glicose, a bactéria o consome rapidamente e converte em ácido glucônico, o qual 

se acumula no sistema e em excesso, causa a diminuição do pH e a produção da 

CB é prejudicada (CHEN et al., 2019a; GULLO et al., 2017; HUTCHENS et al., 2007; 

MASAOKA; OHE; SAKOTA, 1993; SCHRAMM; GROMET; HESTRIN, 1957). Isto 

posto, a tentativa de aumentar a concentração de frutose para atingir uma concen-

tração de CB superior não foi satisfatória porque a quantidade em excesso de fruto-

se foi convertida em ácidos orgânicos, acontecendo o mesmo mecanismo que acon-

tece com a glicose, como foi observado no meio ManitolG (dados mostrados no 

Apêndice A), fato este comprovado pela diminuição do pH para 4,28 ± 0,05 → 

3,62 ± 0,02 (MF-25 e MF-105, respectivamente) e 5,92 ± 0,17 → 4,27 ± 0,07 (MF-35 

e MF-115, respectivamente) quando aumentou-se a concentração de frutose de 20 

g/L para 100 g/L. Por outro lado, a baixa concentração de frutose associada à milho-

cina (MF-25 e MF-35) atingiu bons resultados, produzindo 0,6 ± 0,00 e 0,67 ± 0,09 

g/L do polímero, respectivamente, corroborando com a literatura que afirma que es-

ses substratos favorecem o aumento da produção de CB (CACICEDO et al., 2016; 

COSTA et al., 2017; EL-SAIED et al., 2008; FONTANA et al., 1997; LIMA et al., 

2017; NGUYEN et al., 2008; SANTOS; CARBAJO; VILLAR, 2013; TURECK, 2017; 

VAZQUEZ et al., 2013). Porém, apesar dos resultados positivos, esse grupo não 

apresentou diferença significativa quando comparada ao meio de referência HS. 

No que tange o grupo PHS (PHS), esse meio de cultivo foi formulado a partir 

da modificação do meio de referência HS, substituindo as fontes de nitrogênio tradi-
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cionais (extrato de levedura purificado e peptona) pela fonte de nitrogênio de baixo 

custo Prodex Lac®, o qual é um extrato de levedura bruto. Essa alteração teve como 

objetivo investigar se o emprego somente desse substrato poderia suprir as neces-

sidades de nitrogênio do micro-organismo e contribuir para a redução dos custos da 

produção da CB. Portanto, o resultado alcançado com a suplementação de Prodex 

Lac® como única fonte de nitrogênio no cultivo foi positivo, atingindo uma produção 

de 0,87 ± 0,25 g/L, sendo superior ao meio padrão (0,6 ± 0,16 g/L), demostrando 

que somente o uso de Prodex Lac® forneceu a quantidade nutricional de nitrogênio 

necessária para o micro-organismo produzir a celulose, não necessitando da suple-

mentação adicional de peptona. Na literatura foi encontrado apenas um estudo en-

volvendo a biossíntese da CB com Prodex Lac® (TURECK, 2017). Nessa pesquisa, 

o bom desempenho desse substrato para o aumento da produção de CB é justifica-

do por proporcionar um meio de cultura mais rico em nitrogênio, já que se trata de 

um extrato de levedura bruto, tais resultados estão de acordo com os nossos acha-

dos. Similarmente, o Prodex Lac® é reportado em vários estudos envolvendo dife-

rentes tipos de cultivo para obtenção de outros produtos biotecnológicos, como 

exemplo a produção de enzimas por Kluyveromyces marxianus e Penicillium echinu-

latum, tais estudos concluíram que essa fonte de nitrogênio favoreceu uma boa ati-

vidade enzimática e redução de custos, além de estimular o crescimento celular, tor-

nando o seu uso bastante promissor (FURLAN et al., 2000; MANERA et al., 2011; 

MICHALSKI et al., 2008). 

O último grupo dessa primeira fase é o Manitol (Manitol e ManitolAS-75), es-

ses meios de cultivo apresentam como característica a presença do manitol como 

fonte de carbono. Esse substrato tem sido amplamente usado na produção desse 

biopolímero por permitir converter uma maior quantidade de CB, esse aumento é 

explicado em função da produção de ácido glucônico como subproduto nesta via ser 

menor, uma vez que o manitol é convertido em frutose e posteriormente em glicose 

na sua rota metabólica, já quando a síntese começa com a glicose, a bactéria oxida 

esse substrato diretamente na forma de ácido glucônico (gluconato) através da gli-

cose desidrogenase e durante todo o cultivo mantêm essa produção de metabolitos 

secundários (CHAWLA et al., 2009; DONINI, 2011; GULLO et al., 2019; HUTCHENS 

et al., 2007; MIKKELSEN et al., 2009; MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI, 2015; 

NGUYEN et al., 2008; OIKAWA; OHTORI; AMEYAMA, 1995; RUKA; SIMON; DEAN, 
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2012; SOUZA; CASTRO; PORTO, 2018; TURECK, 2017). Ressalta-se ainda que o 

meio denominado manitol, vem sendo citado em muitos estudos como outro meio 

padrão de referência, já que segundo a ficha ATCC® da K. hansenii (23769™), o 

meio manitol é usado como meio de cultura de manutenção dessa cepa. Essa atri-

buição de meio ideal para essa bactéria foi comprovada em nosso estudo, onde o 

meio manitol obteve uma produção 33% maior que o meio HS. Do mesmo modo, 

quando o meio manitol estava enriquecido com amido solúvel foi possível obter uma 

produção de 188 e 116% maior em meio ManitolAS-75 se comparado ao meio HS e 

Manitol, respectivamente, além de ser estatisticamente diferente. Esse resultado 

demonstra a melhora na produção da CB envolvendo o amido, porém, ainda não 

está claro na literatura sobre o papel desse substrato na síntese da CB, alguns auto-

res elucidaram que a inserção in situ de amido no meio de cultivo não é consumido 

pelas bactérias do gênero Komagataeibacter e leva a produção de um compósito, 

criando uma rede com dupla estrutura em função das fibras de CB crescerem junto 

com o amido (GRANDE et al., 2009; YANG et al., 2014). Porém, para este trabalho, 

essas afirmações ainda precisam ser confirmadas por análises de MEV, visto que a 

concentração e tipo de amido, condições de cultivo e bactéria foram diferentes. 

Grande e colaboradores (2009) relataram que durante a preparação do meio de cul-

tivo a partir de diferentes amido (batata e milho) de qualidade alimentar, ele é auto-

clavado a 121 °C e durante esse processo a fase de amido passa por uma “primeira 

gelatinização”, onde os grânulos de amido incham e se dissolvem com a temperatu-

ra, lixiviam amilose e perdem sua estrutura cristalina pelo derretimento de suas regi-

ões ordenadas, formando uma rede de solução/gelatinização composta por amilose 

linear e amilopectina altamente ramificada, então após a esterilização as bactérias 

são inoculadas e a rede de nanofibras é formada na presença de uma estrutura de 

amido parcialmente gelatinizada. 

Como conclusão dessa primeira fase, os 5 melhores meios de cultivo que 

converteram uma maior quantidade de celulose foram (em ordem de menor produ-

ção para a maior): MF-25, MF-35, Manitol, PHS e ManitolAS-75, produzindo entre 

0,6 a 1,7 g/L de CB em base seca, com destaque para o meio ManitolAS-75. Vale 

ressaltar que os valores de pH dos meios se enquadram na faixa de pH onde ocorre 
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a produção da CB e com as quatro melhores produções com o pH final acima de 4,8 

(Manitol, ManitolAS-75, MF-35 e PHS, respectivamente).  

Na Figura 11 são mostrados os resultados alcançados nas fases 1 e 2 e na 

Figura 12 são apresentadas as imagens das amostras produzidas após a purificação 

em meio de cultivo HS e nos meios de cultivos com melhores resultados de produ-

ção evidenciando os seus aspectos físicos. 
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Figura 11 – Gráficos do estudo dos diferentes meios de cultivo: (a) produção de CB em ba-
se seca (g/L) e (b) do pH inicial e pH final. *Letras não compartilhadas no gráfico represen-
tam valores com diferença significativa pelo teste de Tukey (α=0,05) 
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Figura 12 – Aspectos físicos das membranas de celulose úmida produzidas em meio de 
cultivo (a) HS, grupo ManitolAS (b) -37,5, (c) -50 e (d) -75 e grupo ManitolLAS (e) -42,5, (f) -
47,5, (g) -65, (h) -70 e (i) -100 

Controle (HS) ManitolAS-37,5 ManitolLAS-42,5 

   
(a) (b) (e) 

 

ManitolAS-50 ManitolLAS-47,5 

  

(c) (f) 

ManitolAS-75 ManitolLAS-65 

  

(d) (g) 

 

ManitolLAS-70 

 

(h) 

ManitolLAS-100 

 
(i) 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 



91 

A fase 2 do estudo de produção englobou otimizar os resultados alcançados 

na fase 1, para aprofundar os estudos foram selecionados os grupos PHS e Manitol. 

Para o grupo Manitol, apesar do meio ManitolAS-75 ter atingido uma ótima produção 

de CB, ele apresentava uma alta concentração de açúcar, o que eleva o seu custo e 

também poderia causar a presença de compostos inibitórios e reduzir o suprimento 

de oxigênio pelo meio líquido (ABDELRAOF; HASANIN; EL-SAIED, 2019; SHARMA; 

BHARDWAJ, 2019a). Pensando nessa hipótese, realizou-se ensaios com concen-

trações menores de amido solúvel e manitol, bem como o enriquecimento do meio 

com lactose e Prodex Lac®, além de testar os substratos separadamente. Portanto, 

para o grupo Manitol foram adicionados novos subgrupos: ManitolAS (ManitolAS-50, 

ManitolAS-37,5, ManitolAS-25), ManitolASP (ManitolASP-75 e ManitolASP-50), AS 

(AS) e MP-AS (MP-AS-5 e MP-AS-10), ManitolLAS (ManitolLAS-100, ManitolLAS-70, 

ManitolLAS-65, ManitolLAS-47,5 e ManitolLAS-42,5) e LAS (LAS-75, LAS-50, LAS-

37,5 e LAS-25). Para o grupo PHS a tentativa foi testar outras concentrações de 

Prodex Lac®, além da adição de peptona e amido solúvel. Logo, os novos subgru-

pos criados foram PHS (PHS-10), PHS-P (PHS-P) e PHS-AS-70 (PHS-AS-70). E por 

último, foi elaborado o grupo HS-AS-70 (HS-AS-70), com o intuito de melhorar os 

resultados do HS com a adição do amido solúvel.  

Conforme visualizado na Figura 11, de um modo geral os resultados foram 

positivos. Para o grupo Manitol a diminuição do amido solúvel exerceu efeito positivo 

no meio ManitolAS-50, apesar das outras concentrações terem uma diminuição na 

produção quando comparadas ao ManitolAS-75. Salienta-se ainda que todos os re-

sultados desse grupo produziram mais celulose que o meio HS, porém, somente até 

o meio ManitolAS-37,5 houve diferença significativa, com nível de 95% de confiança.  

Amido solúvel, lactose e manitol foram os açúcares que produziram maiores 

quantidades de celulose quando usados juntos, independentemente da composição 

dos meios, indicando que eles devem ser usados ao tentar obter grandes quantida-

des de CB. Essas amostras estão identificadas como ManitolLAS, com a maior pro-

dução observada para o meio ManitolLAS-65, seguida dos meios ManitolLAS-100, 

ManitolLAS-70, ManitolLAS-47,5 e ManitolLAS-42,5, sendo todos significativamente 

diferente do meio HS. Como a produção de celulose é, aproximadamente, proporci-

onal ao crescimento celular, isso sugere que os açúcares manitol, lactose a amido 
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solúvel favoreceram o crescimento microbiano e a produção da CB (ROSS; MAYER; 

BENZIMAN, 1991).  

Outros estudos obtiveram sucesso também utilizando o amido, pesquisadores 

avaliaram a síntese da CB a partir da K. xylinus (ATCC 10.245) usando o hidrolisado 

de resíduos de casca de batata como meio de cultura sem suplementação adicional 

com pH 6 durante 4 dias de cultivo estático a 30 ºC e investigaram o seu efeito nas 

propriedades da CB (ABDELRAOF; HASANIN; EL-SAIED, 2019). Dentre os resulta-

dos alcançados pelos autores destaca-se que os meios de cultivo com o hidrolisado 

de resíduos de casca de batata alcançaram uma produção de CB 2,2 vezes maior 

que o meio HS, pouca variação do pH inicial e final e uma melhor estabilidade térmi-

ca, corroborando com os nossos estudos. Outros resultados satisfatórios foram en-

contrados na literatura empregando diferentes tipos de amido na biossíntese da CB 

em diferentes condições de cultura (pH, tempo de cultivo, cepas, meio de cultivo) 

(BÄCKDAHL et al., 2008; HESSLER; KLEMM, 2009; YANG et al., 2014). Além disso, 

outras investigações também encontraram efeitos sinérgicos positivo da mistura de 

mais de uma fonte de açúcar no mesmo meio de cultivo (frutose + glicose) em com-

paração do uso dessas fontes separadas, confirmando que o uso de associações de 

açúcares é benéfico para a produção da CB (COIMBRA, 2016; YANG et al., 1998). 

Por outro lado, quando o amido solúvel foi utilizado como uma única fonte de 

carbono e posteriormente associado com a lactose, obteve-se quantidades baixas 

do polímero no nosso estudo. Esse resultado está de acordo com outros trabalhos 

(RAMANA; TOMAR; SINGH, 2000; RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015; 

TABAII; EMTIAZI, 2016). Por exemplo, Ramana e colaboradores (2000) estudaram a 

síntese da CB utilizando diferentes substratos e relataram que entre as fontes de 

carbono utilizadas, a lactose, galactose, sorbitol, ácido cítrico, amido e maltose pro-

duziram baixas quantidades de celulose a partir de K. xylinus.  

Outro estudo investigou diferentes fontes de carbono utilizando K. sp. RV28 

isolada da fruta de romã em decomposição e as menores produções de CB alcan-

çadas pelos autores foram com o uso da lactose e da maltose (RANGASWAMY; 

VANITHA; HUNGUND, 2015), corroborando com o estudo anterior (RAMANA; 

TOMAR; SINGH, 2000). Uma explicação para a baixa produção de CB utilizando 

lactose pode ser atribuída ao fato de que as espécies do gênero Komagataeibacter 



93 

não possuem o gene que codifica a β-galactosidase, a enzima responsável pela hi-

drólise da lactose, porém, uma grande quantidade de celulose pode ser obtida reali-

zando modificação genética da Komagataeibacter e inserindo o gene lacZ (BATTAD-

BERNARDO et al., 2004). Essa explicação está de acordo com outro estudo, onde 

os autores atingiram rendimentos baixos usando lactose e amido associados a K. 

xylinus e relataram que uma das explicações é que seria necessário realizar uma 

hidrólise preliminar para que a polimerização pudesse ocorrer com esses carboidra-

tos, sendo outra possibilidade para poder trabalhar com esses substratos sem optar 

pela modificação genética (MASAOKA; OHE; SAKOTA, 1993; TARR; HIBBERT, 

1931). 

Os melhores meios de cultivo que converteram uma maior quantidade de ce-

lulose foram (em ordem de maior produção para a menor): ManitolLAS-65, Manitol-

LAS-100, ManitolAS-50, ManitolLAS-70, ManitolAS-75, ManitolAS-37,5, ManitolLAS-

47,5 e ManitolLAS-42,5, com destaque para o meio ManitolLAS-65, atingindo uma 

produção 233% maior que o meio HS, acrescenta-se ainda que todos esses meios 

de cultivo tiveram diferença significativa em comparação ao meio HS. O pH ao final 

do cultivo foi inferior ao pH inicial, indicando que houve produção de ácido orgânicos 

durante a síntese da CB, porém, todos os pHs se enquadravam na faixa onde ocorre 

a produção de CB (acima de 4,5). Nos meios alternativos, os valores de pH foram 

menores conforme aumentou-se a concentração dos açúcares, atingindo o menor 

pH em 4,7, enquanto no meio HS o pH final foi 6,39 ± 0,09. Essa baixa variação do 

pH é explicada pelo uso de solução tampão no meio de cultivo.  

Em contrapartida, os demais meios de cultivo tiveram uma produção de CB 

mais baixa. Essa diminuição na produção da celulose pode estar associada a menor 

taxa de crescimento específico da bactéria (DAYAL et al., 2013). Isso implica que 

mais metabólitos inibidores possam ter sido formados com concentrações de açúca-

res acima do ideal e isso dificultou o crescimento de micro-organismos levando à 

diminuição da formação de CB. Logo, quando o excesso de nutrientes é fornecido 

aos micro-organismos, os subprodutos inibitórios se acumulam e suprimem o cres-

cimento de micro-organismos nos meios e diminuem a geração de CB, portanto, de-

finir uma concentração ideal de açúcar para o meio é importante, pois, menores pro-

dutos inibitórios metabólicos se desenvolvem durante o cultivo (SHARMA; 
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BHARDWAJ, 2019a; SOUZA et al., 2019). Por outro lado, alguns meios de cultivo 

apresentavam concentrações baixas de nutrientes para a bactéria, o que dificultou o 

crescimento celular e consequentemente a produção do polímero (ROSS; MAYER; 

BENZIMAN, 1991). 

Além disso, em outros estudos da produção de CB utilizando diferentes subs-

tratos, porém, com a mesma cepa e tempo de cultivo, os autores atingiram produ-

ções inferiores as alcançadas neste estudo, evidenciando que os resultados obtidos 

foram satisfatórios (FANG; CATCHMARK, 2015; GOTTSCHALK et al., 2014; LIMA et 

al., 2017; NASCIMENTO, 2014; TURECK, 2017). 

Por fim, esses achados são significativos para a melhoria contínua da síntese 

de celulose pelo K. hansenii (ATCC 23769) com implicações futuras da bioengenha-

ria na produção de celulose em escala industrial. 

 

4.1.1 Estimativa de custo dos meios de cultivo em escala laboratorial 

 

Para viabilizar economicamente o processo, é importante não apenas o au-

mento da produtividade, mas também a redução de custos das matérias-primas 

(CAMPANO et al., 2016). Nesse sentido, sabendo que o principal limitante para a 

produção da CB é o alto custo do meio de cultivo padrão (HS), foi investigado o uso 

de outras fontes de nutrientes juntamente com os preços, visando reduzir os impac-

tos financeiros relacionados a produção desse polímero para ser possível viabilizar o 

seu uso comercialmente. A Figura 13 ilustra a comparação da estimava dos custos 

relacionados aos meios de cultivo entre o meio padrão HS e os meios otimizados 

(ManitolAS-75/50/37,5 e ManitolLAS-100/70/65/47,5/42,5) versus a produção das 

membranas obtidas. 
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Figura 13 – Estimativa de custo para obtenção de 1 L do meio HS e dos meios de cultivo 
otimizados (a) e produção em base seca dessas membranas (b). *Letras não compartilha-
das no gráfico representam valores com diferença significativa pelo teste de Tukey (α=0,05) 
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Fonte: Elaborada pela autora (2020). 

 

Conforme visualizado na Figura 13, os meios de cultivo ManitolAS-75/50/37,5, 

ManitolLAS-70/65/47,5/42,5 mostraram-se viáveis economicamente em escala labo-

ratorial, sendo 1, 7, 17, 1, 5, 12 e 16% mais baratos que o meio HS e em termos de 

produção alcançaram 188, 212, 178, 200, 233, 155 e 122% mais celulose do que a 

sintetizada no meio de referência, respectivamente. Logo, o emprego de amido solú-

vel e lactose tornaram o meio de cultivo mais barato, por serem substratos de baixo 

custo, essa redução do preço do meio de cultivo é de extrema relevância para tornar 

possível industrialmente o uso da CB. Além disso, esses substratos forneceram uma 
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grande quantidade de celulose em comparação ao meio padrão HS, principalmente 

para o meio ManitolLAS-65, o qual, portanto, se tornou mais promissor para a pro-

dução desse biopolímero e economicamente mais barato que o meio de referência, 

já que o custo (R$/g de CB) foi de 5,1 e 17,9 para o meio ManitolLAS-65 e HS, res-

pectivamente, apresentando 71% na redução do custo (R$/g de CB).  

Em virtude disso, o meio ManitolLAS-65 pode ser uma alternativa ao uso do 

meio HS, porém, salienta-se que também é possível utilizar os meios ManitolAS-

50/37,5 e ManitolLAS-47,5 já que ambos os meios não tiveram diferença significativa 

em termos de produção, são mais baratos e alcançaram uma redução em cerca de 

70% no custo (R$/g de CB), tornando-se, portanto opções válidas também em ter-

mos de produção e custo, porém, faz-se necessário analisar se as propriedades es-

truturais estão adequadas para a aplicação desejada.   

Além disso, no que tange o uso do amido, outra possibilidade para gerar mais 

economia para o processo e ter o custo zero desse substrato é avaliar a sua substi-

tuição por resíduo de casca de legumes, como por exemplo a casca da batata, o 

qual é descartada em grande quantidade todos os anos após o processamento in-

dustrial e ainda apresenta um valor expressivo de amido e de açúcares fermentá-

veis, sendo vantajoso para diversos processos biotecnológicos, além de reduzir o 

impacto ambiental causado pelo seu acúmulo no meio ambiente (ABDELRAOF; 

HASANIN; EL-SAIED, 2019). Nesse sentido, pesquisadores avaliaram a síntese da 

CB a partir da K. xylinus (ATCC 10.245) usando o hidrolisado de resíduos de casca 

de batata como meio de cultura sem suplementação adicional com pH 6 durante 4 

dias de cultivo estático a 30 °C e investigaram o seu efeito nas propriedades da CB, 

dentre os resultados alcançados pelos autores destaca-se que os meios de cultivo 

com o hidrolisado de resíduos de casca de batata alcançaram uma produção de CB 

2,2 vezes maior que o meio HS, pouca variação do pH inicial e final e uma melhor 

estabilidade térmica, corroborando com os nossos estudos (ABDELRAOF; 

HASANIN; EL-SAIED, 2019). Outros resultados satisfatórios foram encontrados na 

literatura empregando diferentes tipos de amido na biossíntese da CB em diferentes 

condições de cultura (pH, tempo de cultivo, cepas, meio de cultivo) (BÄCKDAHL et 

al., 2008; HESSLER; KLEMM, 2009; YANG et al., 2014). 
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Por fim, considerando que baixos custos para um bioprocesso são importan-

tes para aplicação industrial, esse fato foi atingindo nesse estudo (FURLAN et al., 

2000).  

 

4.1.2 Perfil de cultivo da biossíntese da CB dos meios HS e ManitolLAS-65 

 

Outro critério para produzir esse polissacarídeo em larga escala, é que as 

condições de cultura devem ser otimizadas para produzir o máximo de celulose no 

menor tempo possível e com o custo mais econômico (HUTCHENS et al., 2007). 

Nesse sentido, o meio ManitolLAS-65 foi selecionado para comparar a sua cinética 

de produção com o meio HS, com o objetivo de verificar o melhor tempo de cultivo. 

Na Figura 14 são apresentadas a produção da CB em base seca (g/L) desses meios 

em diferentes tempos de cultivo e na Figura 15 suas imagens após a purificação 

evidenciando os seus aspectos físicos. 
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Figura 14 – Cinética de produção da CB por K. hansenii do meio HS e ManitolLAS-65 a 
30 °C sob condição estática durante 15 dias (a) e em 7 dias de cultivo (b). *Letras não com-
partilhadas no gráfico representam valores com diferença significativa pelo teste de Tukey 
(α=0,05) 

M K
 L

 M

K
 L

 M

I 
J
 K

 L
 M

H
 I

 J
 K

 L
 M

J
 K

 L
 M

H
 I
 J

 K

H
 I

 J
 K

 L

G
 H

 I
 J

G
 H

 I
 J

G
 H

 I
 J

G
 H

 I
 J

F
 G

 H
 I

E
 F

 G
 H

D
 E

 F
 G

D
 E

 F
 G

M

L
 M H
 I

 J
 K

 L
 M

D
 E

 F
 G

D
 E

 F
 G

D
 E

 F

D
 E

D
 E

 F

D
 E

 F

D
 E

 F
 G

B
 C

D
 E

C
 D

B B

A

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

P
ro

d
u

ç
ã
o

 d
e
 C

B
 e

m
b

a
s
e
 s

e
c
a
 (

g
/L

)

Tempo (dias)

original

Controle (HS)

ManitolLAS-65

 
(a)                              

E F G H A
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

HS ManitolLAS-65

P
ro

d
u

ç
ã
o

 d
e

 C
B

 
e

m
 b

a
s

e
 s

e
c

a
 (

g
/L

)

Meios de cultivo

Controle (HS)

Manitol

 
(b)                                                           

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 
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Figura 15 – Aspectos físicos das membranas de celulose úmida produzidas nos meios de 
cultivo HS (letras com final 1) e ManitolLAS-65 (letras com final 2) nos diferentes tempos de 
cultivo: (a) 1 dia, (b) 2 dias, (c) 3 dias, (d) 4 dias, (e) 5 dias, (f) 6 dias, (g) 7 dias, (h) 8 dias, 
(i) 9 dias, (j) 10 dias, (k) 11 dias, (l) 12 dias, (m) 13 dias, (n) 14 dias e (o) 15 dias 
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Conforme visualizado na Figura 14 e 15, ocorreu uma grande diminuição na 

produção da CB em ambos os meios de cultivo testados quando verificou-se a sua 

produtividade ao longo de 15 dias de cultivo, a exemplo do meio HS e ManitolLAS-

65 quando realizou-se o ensaio fixo com 7 dias de cultivo apresentado no item 4.1 

(Figura 11a), o qual foi concluído em um momento anterior ao teste de 15 dias, fa-

zendo um paralelo entre o cultivo fixo de 7 dias (item 4.1) e o cultivo durante 15 dias 

no tempo 7, nessa última houve uma redução 24 e 43% para o meio padrão e o Ma-

nitolLAS-65, respectivamente. Uma possível explicação para isso, pode ser em fun-

ção do número de repiques feitos com a bactéria. Em um estudo sobre a produção 

desse polímero em cultura estática, os autores relataram que as células utilizadas na 

pesquisa foram transferidas no máximo três vezes após a cultura de uma única co-

lônia para garantir a pureza da cultura inicial e, assim, obter com precisão a produ-

ção de CB e evitar a mutação de não produtores de celulose que podem afetar o 

rendimento do biopolímero, confirmando a hipótese de que o grande número de re-

piques acarretou na diminuição da produção de CB (FANG; CATCHMARK, 2015). 

Outros estudos revelaram que durante a síntese as células mutantes não produtoras 

de celulose ficam no meio de cultivo (parte líquida), enquanto que as células produ-

toras de CB ficam aprisionadas na membrana para obter oxigênio e nutrientes, suge-

rindo que ao decorrer dos repiques a parcela do inóculo que ia para o meio de culti-

vo (parte líquida) para síntese das membranas era composta especial por células 

não produtoras de celulose (COUCHERON, 1991; DENG et al., 2013; SCHRAMM; 

HESTRIN, 1954; VALLA; KJOSBAKKEN, 1982).  

Esses estudos também corroboram com algumas hipóteses de que a K. han-

senii apresenta instabilidade fisiológica ou genética, resultando numa incapacidade 

de produzir celulose depois de um período. Para controlar esse problema e evitar a 

mutação espontânea das bactérias e ter uma produção constante de CB as empre-

sas que trabalham comercialmente com esse polímero, fazem modificação na bacté-

ria para que ela não possua os genes não produtores de celulose (COUCHERON, 

1991; DENG et al., 2013; FARAG et al., 2016). Essas empresas conseguiram rever-

ter o problema de produção e se tornaram grandes empresas de sucesso, como a 

Activa Healthcare – Lohmann & Rauscher Company, Seven Indústria de Produtos 



101 

Biotecnológicos, Vuelo Pharma, Axcelon Biopolymers Corporation, Bowil Biotech, 

S2Medical AB, DePuy Synthes, JeNaCell GmbH, entre outras.  

Apesar da diminuição da produção de celulose pela bactéria, os resultados 

deste estudo mostram claramente que a adição de amido solúvel e lactose acarretou 

em um aumento da produção de CB em comparação ao meio padrão HS, o que 

possibilitou diminuir o tempo de produção desse polímero de 11 dias do meio HS 

para um intervalo entre 5 a 7 dias em meio ManitolLAS-65. Nesses tempos, a produ-

ção do HS foi 0,67 ± 0,09 g/L (11 dias) e no ManitolLAS-65 foi 1,13 ± 0,03, 1,2 ± 0,01 

e 1,13 ± 0,03 g/L nos dias 5, 6 e 7 respectivamente, o que favorece mais ainda a sua 

produção em larga escala. Além disso, o tempo de cultivo necessário para atingir 

uma concentração máxima de CB foi reduzido, já que ao final de 15 dias em meio 

HS a bactéria produziu 1 ± 0,00 g/L de celulose e no meio ManitolLAS-65 esse valor 

foi atingido em 3 dias de cultivo sem diferenças significativas estatisticamente. A re-

dução do tempo de cultivo e o aumento de CB pela adição de amido solúvel e lacto-

se implica que a adição desses substratos é um método de cultivo eficaz para a pro-

dução de CB em cultura estática. Nota-se ainda, que o perfil de produção a partir do 

segundo dia em ambos os meios de cultivo foram estatisticamente diferentes. 

Ressalta-se que o tempo citado de 11 dias, refere-se ao trabalho de Molin et 

al. (2019), onde os autores produziram a CB com esse tempo de cultivo, esse estu-

do foi usado como referência já que se destina para a mesma aplicação que o esco-

po desse presente trabalho. Portanto, esse tempo de cultivo foi fixado para o meio 

HS. 

Com base em todas as discussões desse estudo, fica claro que a otimização 

da síntese de CB para aplicações industriais requer primeiro a produção em peque-

na escala com protocolos de cultivo aprimorados para poder converter uma grande 

quantidade de celulose e cepas efetivas de produção de CB, sem mutações frequen-

tes ao longo do tempo (HUANG et al., 2014; UL-ISLAM et al., 2017).  
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4.2 Caracterizações 

4.2.1 Análise Termogravimétrica (TGA) 

 

O comportamento da degradação térmica apresenta algumas evidências so-

bre as características estruturais e a pureza da CB (KHATTAK et al., 2015). Portan-

to, para identificar o comportamento da degradação térmica é realizado a análise 

termogravimétrica que fornecerá os dados da temperatura de início da degradação 

extrapolada (Tonset) que corresponde a temperatura que começa a perda de massa e 

a temperatura da taxa máxima de perda de massa (Tmáx) que indica o ponto de mai-

or taxa de alteração na curva de perda de massa, sendo calculada a partir da primei-

ra derivada dos dados de TG (TEIXEIRA et al., 2019; VAZQUEZ et al., 2013). Para 

esse polímero o perfil de degradação térmica envolve 3 estágios de perda de massa, 

causadas inicialmente por desidratação, seguida pela decomposição da celulose e 

por último a decomposição dos resíduos carbonáceos (CHANDRASEKARAN; BARI; 

SINHA, 2017; EL-SAIED et al., 2008; GÜNDÜZ; AŞIK, 2018; KIZILTAS; KIZILTAS; 

GARDNER, 2015; TEIXEIRA et al., 2019; TYAGI; SURESH, 2016).  

O primeiro evento térmico ocorre no intervalo de 30 °C a 150/200 °C e corres-

ponde a perda por evaporação de água superficial em até 100 °C e das moléculas 

de águas ligadas por ligação de hidrogênio nas fibras da CB acima de 100 °C, evi-

denciando a elevada capacidade de adsorção de água da CB e o seu caráter hi-

groscópio, fazendo com que a água presente na sua estrutura permaneça mesmo 

depois que as amostras foram desidratadas para essa análise (BARUD et al., 2007; 

EL-SAIED et al., 2008; FANG; CATCHMARK, 2015; GÜNDÜZ; AŞIK, 2018; 

KIZILTAS; KIZILTAS; GARDNER, 2015; MACHADO et al., 2018; VAZQUEZ et al., 

2013). Uma perda de massa em até 7% foi observada nas amostras nesse primeiro 

estágio, estando de acordo com a literatura. A perda de massa relativamente maior 

nessa faixa de temperatura pode ser devido a sua maior capacidade de retenção de 

água (CRA) para todas as amostras sintetizadas com meios de cultivo alternativos, 

porém, essa hipótese ainda precisa ser confirmada pela análise de CRA (UL-ISLAM; 

KHAN; PARK, 2012a). 

A segunda fase de degradação é o evento térmico mais importante e é carac-

terizado por uma acentuada perda de massa (60-80%) que acontece no intervalo de 

200 a 400 °C, correspondente a degradação da celulose, que inclui a despolimeriza-

ção da CB em pequenas unidades de glicose e desidratação (BARUD et al., 2007; 
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MACHADO et al., 2018; MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI, 2015). O estágio 

para a CB controle foi marcado por Tonset2 de 314 °C e Tmáx2 de 349 °C, enquanto 

uma temperatura ligeiramente mais alta foi observada para as amostras Manitol, 

ManitolAS-37,5/25 e ManitolLAS-100/65 com Tonset2 em 318, 329 325, 330 e 325 °C 

e Tmáx2 354, 355, 354, 356 e 351 °C, respectivamente, demostrando que essas 

amostras sintetizadas a partir de meios de cultura alternativos começam a degradar 

em uma temperatura maior e apresentam uma melhor estabilidade térmica. A tempe-

ratura máxima de decomposição é um critério de estabilidade térmica e por sua vez, 

a estabilidade térmica de qualquer material é intrinsecamente dependente de parâ-

metros como massa molecular, cristalinidade e orientação/interação das fibras 

(CHANDRASEKARAN; BARI; SINHA, 2017; MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI, 

2015; STUMPF et al., 2013; VAZQUEZ et al., 2013). Em um estudo semelhante, os 

autores investigaram o meio HS suplementado com diferentes fontes de carbono e 

concluíram que a suplementação com manitol apresenta uma maior estabilidade 

térmica e maior cristalinidade, demostrando que o manitol apresenta efeito positivo 

para síntese de CB e em termos térmicos (MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI, 

2015). Nessa fase foi observado um valor entre 70 a 82% de perda de massa para 

todas as amostras, corroborando com os resultados da literatura. 

O terceiro evento representa a degradação de resíduos carbonáceos (cerca 

de 20%) que se estende até cerca de 800 °C (MACHADO et al., 2018; YAN et al., 

2017). Os resultados encontrados nesse estudo estão dentro dessa faixa de tempe-

ratura e apresentaram um percentual de perda de massa em até 18% para todas as 

amostras.  

No que tange o teor de resíduos ao final da degradação, ocorreu um percen-

tual maior para as amostras Manitol e ManitolAS-75/50/37,5 com 7,75 e 12,04, 12,22 

e 10,45%, respectivamente, em comparação ao meio HS. Esse fato pode estar as-

sociado aos resíduos oriundos do processo de síntese, principalmente para os mei-

os ManitolAS que contém amido solúvel, evidenciando a afirmação encontrada em 

outros estudos que a inserção in situ de amido no meio de cultivo não é consumido 

pela bactéria e leva a produção de um compósito, criando uma rede com dupla es-

trutura, porém, essas afirmações ainda precisam ser confirmadas por análises de 

MEV (BENADUCCI; BRANCIFORTI, 2016; GRANDE et al., 2009). 

Todos os resultados encontrados neste estudo corroboraram com os valores 

apresentados na literatura, revelando boa estabilidade térmica (acima de 300 °C) 
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para todas as amostras em geral, porém, houve variação da estabilidade térmica em 

algumas amostras mas essa diferença foi pequena e só aconteceu acima de 300 °C. 

Logo, esse fator não interfere no seu uso como curativo já que essa aplicação não 

irá expor o polímero a elevadas temperaturas, estando apto, portanto, em contribuir 

e competir no campo de cicatrização de feridas em termos térmicos. No Quadro 3 

estão relacionados os dados determinados a partir das curvas de TGA das amostras 

de CB controle e a CB com as melhores produções obtidas em meios de cultivo al-

ternativos. A Figura 16 representa as curvas de TGA dessas amostras.  

 

Quadro 5 – Dados obtidos da análise de TGA para as membranas de CB pura em meios 
HS, MF-35, PHS, Manitol, ManitolAS-75/50/37,5/25 e ManitolLAS-100/70/65/47,5/42,5. * nd 
= não determinado 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 

Amostras 
Perda de 
massa 1 

(%) 

Tonset2 
(°C) 

Perda de 
massa 2 

(%) 

Tmáx2 
(°C) 

Tonset3 
(°C) 

Perda de 
massa 3 

(%) 

Tmáx3 
(°C) 

Resíduo 
(%) 

HS (CONTROLE) 4,73 314 70,17 349 529 17,09 566 4,80 

MF-35 7,05 309 75,72 347 546 10,07 nd 5,06 

PHS 6,61 306 71,59 345 477 16,98 544 1,36 

Manitol 5,40 318 72,19 354 553 14,31 561 7,75 

ManitolAS-75 6,14 319 69,85 342 567 12,72 nd 12,04 

ManitolAS-50 2,2 326 78,15 349 554 6,86 nd 12,22 

ManitolAS-37,5 2,6 329 77,54 355 529 8,83 nd 10,45 

ManitolAS-25 2,53 325 82,31 354 483 15,3 532 0 

ManitolLAS-100 3,02 330 78,07 356 547 11,86 nd 6,41 

ManitolLAS-70 4,58 322 73,54 346 542 18,25 605 3,19 

ManitolLAS-65 4,64 325 73,82 351 543 16,8 590 4,2 

ManitolLAS-47,5 4,74 313 80,29 344 540 9,03 nd 6,68 

ManitolLAS-42,5 3,26 322 81,16 348 535 8,33 nd 6,7 
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Figura 16 – Curvas de análise termogravimétrica (TG) e termogravimétrica diferencial (DTG) 
obtidas por TGA, para as diferentes amostras de CB 

 
(a) 

 
(b) 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 
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4.2.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

 

A espectroscopia de FTIR é uma ferramenta importante para investigar os 

grupos funcionais e a natureza das ligações químicas presente em uma molécula 

(SHARMA; BHARDWAJ, 2019a). Portanto, os espectros das membranas de CB ob-

tidos a partir de diferentes meios de cultivo foram realizados com a finalidade de de-

terminar a ocorrência de novas bandas ou a alteração de qualquer banda que pu-

desse ser atribuída à interação entre os componentes do meio de cultivo e a celulo-

se (TURECK, 2017). Esse biopolímero é formado a partir de moléculas de glicose 

unidas por ligações glicosídicas e ligações de hidrogênio intra e intermoleculares, 

logo, espera-se encontrar ligações entre carbono e hidrogênio de alifáticos, entre 

carbono e oxigênio e entre carbono e O-H. 

Além disso, através da FTIR observa-se os dois principais alomorfos deste bi-

opolímero (celulose I e II). A celulose I é a forma dominante na natureza, consiste 

em um arranjo cristalino de cadeias lineares de β-(1→4) glucanas, todas orientadas 

paralelamente umas às outras com a mesma polaridade e a conformação de cadeia 

estendida de celulose I é responsável pela alta resistência mecânica, enquanto a 

celulose II é formada a partir da celulose I através de tratamentos químicos que alte-

ram a estrutura do cristal (DAYAL et al., 2013).   

Os resultados de FTIR confirmaram a presença dos grupamentos funcionais 

característicos da CB, corroborando com a literatura (CESCA et al., 2020; DAYAL et 

al., 2013; MOOSAVI-NASAB; YOUSEFI, 2011; RANI; RASTOGI; APPAIAH, 2011; 

TURECK, 2017; VAZQUEZ et al., 2013; WANG et al., 2018). Tais bandas com as 

suas respectivas atribuições são apresentadas no Quadro 4 e na Figura 17 é visuali-

zada a comparação entre os espectros das amostras de CB controle e CB’s com as 

melhores produções. 
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Quadro 6 – Dados obtidos da análise de FTIR para as membranas de CB em meio padrão, MF-35, PHS, Manitol, ManitolAS-75, ManitolAS-50, ManitolAS-37,5, Mani-
tolAS-25, ManitolLAS-100, ManitolLAS-70, ManitolLAS-65, ManitolLAS-47,5 e ManitolLAS-42,5. *Ʋ= estiramento; Ʋa= estiramento assimétrico; δ= deformação angu-
lar 

TIPO DE 
LIGAÇÃO 

Nº DE ONDA 
CARACTERÍSTICO 

LITERATURA HS MF-35 PHS Manitol 
ManitolAS-

75 
ManitolAS-

50 
ManitolAS-

37,5 
ManitolAS-

25 
ManitolLAS-

100 
ManitolLAS-

70 
ManitolLAS-

65 
ManitolLAS-

47,5 
ManitolLAS-

42,5 

Ʋ(O-H) Celu-
lose I (3-
OH...O-5)  

3100-3600 

Cesca et al (2020), 
Dayal et al (2013),  

Vazquez et al (2013) 
e Wang et al (2018) 

3341 3338 3338 3338 3343 3338 3342 3339 3338 3339 3339 3339 3339 

Ʋ(CH); 
Ʋa(CH2) 

2898-2999 

Dayal et al (2013), 
Moosavi-Nasab e 
Yousefi (2011), 

Vazquez et al (2013) 
e Wang et al (2018)  

2899 2919 2918 2899 2899 2898 2898 2898 2899 2898 2898 2898 2898 

H-O-H, flexão 
da água 

absorvida 
1640 

Rani, Rastogi e 
Appaiah (2011) e 
Wang et al (2018) 

1640 1630 1630 1640 1640 1638 1648 1639 1640 1640 1640 1641 1639 

CH2, flexão 
simétrica 

1428-1430 

Castro et al (2011), 
Dayal et al (2013),  

Vazquez et al (2013) 
e Wang et al (2018) 

1428 1428 1429 1428 1428 1428 1428 1428 1428 1428 1428 1428 1428 

δ(CH) 1335-1336 
Rani, Rastogi e 

Appaiah (2011) e 
Wang et al (2018) 

1336 1336 1336 1336 1336 1336 1336 1336 1336 1336 1336 1336 1336 

CH2, vibração 
fora do plano 

1315-1317 

Castro et al (2011), 
Rani, Rastogi e 

Appaiah (2011) e 
Wang et al (2018) 

1315 1315 1315 1315 1315 1315 1315 1315 1315 1315 1315 1315 1315 

CH, flexão 1277-1281 

Castro et al (2011), 
Rani, Rastogi e 

Appaiah (2011) e 
Wang et al (2018) 

1281 1279 1279 1281 1281 1280 1280 1281 1281 1280 1281 1281 1280 

Ʋa(C-O-H)  1160 Wang et al (2018) 1161 1160 1161 1161 1161 1161 1161 1161 1161 1161 1161 1161 1161 

(C-C) da 
celulose 

1108 Wang et al (2018) 1108 1108 1108 1108 1108 1108 1108 1108 1108 1108 1108 1108 1108 

(C-O-C) de 
éteres 

1058 
Moosavi-Nasab e 

Yousefi (2011) 
1055 1053 1055 1054 1055 1054 1056 1054 1054 1054 1054 1054 1054 

(C-O), flexão 1031 Wang et al (2018) 1031 1027 1028 1031 1031 1031 1031 1031 1031 1031 1031 1031 1031 

(C-O-C), 
alongamento 

892-900 Dayal et al (2013) 897 896 896 896 896 897 897 896 897 896 896 897 896 

(O-H), flexão 
fora de fase 

600-670 
Cesca et al (2020) e 
Wang et al (2018) 

663 663 664 664 663 664 663 663 663 663 663 663 663 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 
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Figura 17 – Espectros de FTIR obtidos para as membranas puras nos diferentes meios de 
cultivo 

5001000150020002500300035004000

T
ra

n
s
m

it
â
n

c
ia

 (
u

.a
)

Número de onda (cm-1)

ManitolLAS-42,5

ManitolLAS-47,5

ManitolLAS-65

ManitolLAS-70

ManitolLAS-100

ManitolAS-25

ManitolAS-37,5

ManitolAS-50

ManitolAS-75

Manitol

PHS

MF-35

HS

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 
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A partir dos dados elucidados para todas as amostras na Figura 17 e no Qua-

dro 4 as principais bandas atribuídas a CB são descritas a seguir. Uma banda ampla 

foi encontrada no intervalo de 3100-3600 cm-1 referente à vibração do estiramento 

do grupo hidroxila em polissacarídeos e a presença da forte ligação de hidrogênio 

(intra e intermolecular) entre as cadeias de celulose I (u(O-H)) (CESCA et al., 2020; 

CHAGAS, 2018; DAYAL et al., 2013; VAZQUEZ et al., 2013; WANG et al., 2018). A 

banda em torno de 2900 cm-1 é relacionada à vibração de estiramento C-H e estira-

mento assimétrico CH2 de alifáticos, sendo característica da banda de carboidratos e 

confirmando as propriedades amorfas da celulose (CHAGAS, 2018; DAYAL et al., 

2013; MOOSAVI-NASAB; YOUSEFI, 2011; VAZQUEZ et al., 2013; WANG et al., 

2018). Uma banda em torno de 1.640 cm−1 foi atribuída à vibração de flexão de H-O-

H das moléculas de água absorvidas na celulose (RANI; RASTOGI; APPAIAH, 2011; 

WANG et al., 2018). Além disso, os espectros mostraram as bandas características 

da celulose I, com bandas em torno de 1.426 cm-1 referente à flexão simétrica de 

CH2; 1108 cm-1 associado a ligações C-C das unidades monoméricas em polissaca-

rídeos e uma banda em torno de 897 cm-1 atribuída ao alongamento de C-O-C na 

ligação β-(1→4) e é conhecida como banda de absorção "amorfa", tais bandas são 

típicas de polímeros com ligações de glicose (CASTRO et al., 2011; DAYAL et al., 

2013; RANI; RASTOGI; APPAIAH, 2011; VAZQUEZ et al., 2013; WANG et al., 

2018). Enquanto as bandas referentes a celulose II foram encontradas na faixa de 

1335 cm-1 (deformação de CH), 1315 cm-1 (oscilação de CH2), 1281 cm-1 (flexão C-

H) (CASTRO et al., 2011; RANI; RASTOGI; APPAIAH, 2011; WANG et al., 2018). Na 

região espectral em torno de 1160 cm-1, o aparecimento da banda foi associado ao 

estiramento assimétrico C-O-H na ligação β-(1→4) (WANG et al., 2018). A banda a 

1058 cm-1 pode estar associada às funcionalidades éter nas ligações C-O-C 

(MOOSAVI-NASAB; YOUSEFI, 2011), enquanto que a banda em torno de 1.031 cm-

1 é causada pelo alongamento de C–O (WANG et al., 2018). E a banda em torno de 

663 cm-1 é atribuída a flexão fora de fase de O-H (CESCA et al., 2020; WANG et al., 

2018). Além dessas bandas, outras bandas foram encontradas nas amostras anali-

sadas, muitas delas relacionadas com ligações O-H e C-H (TURECK, 2017).  

Por meio dos resultados obtidos da espectroscopia de FTIR, observou-se que 

as amostras sintetizadas nesse estudo eram compostas principalmente de celulose I 

(bandas em torno de 3340, 1428, 1160 e 900 cm-1) e pouca celulose do tipo II (ban-

das em torno de 1336, 1315 e 1280 cm-1) (CASTRO et al., 2011; RANI; RASTOGI; 
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APPAIAH, 2011; WANG et al., 2018). A razão de intensidade da banda em 3240-

3349 cm-1 no espectro de CB do meio MF-35 foi menor do que no espectro de celu-

lose padrão, o que indicou que as ligações intermoleculares de hidrogênio da CB 

eram mais fracas em relação às do meio referência HS, enquanto que as ligações 

“mais fortes” foram encontradas para os meios ManitolLAS-100/47,5/65/70 em fun-

ção da maior intensidade apresentada nessa banda (MOOSAVI-NASAB; YOUSEFI, 

2011). A banda de absorção “amorfa” de FTIR em torno de 900 cm-1, indicou que a 

CB com meio Manitol e ManitolAS-37,5 são as amostras menos amorfas entre as 

demais em função da menor intensidade da banda, enquanto que as amostras MF-

35 e PHS são as mais amorfas, isso sugere o possível papel dos componentes do 

meio de cultivo na alteração da estrutura da celulose do domínio amorfo para o cris-

talino (DAYAL et al., 2013). No geral, a comparação do espectro de FTIR das amos-

tras demonstraram similaridade, o que comprovou que as amostras produzidas por 

K. hansenii eram de celulose bacteriana. 

 

4.2.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

A caracterização morfológica de membranas de CB obtidas por diferentes 

meios de cultivo foi realizada por MEV com aumentos de 5000x, 10000x e 15000x. A 

Figura 18 mostra as micrografias das amostras produzida em meio controle e nos 

meios selecionados.  
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Figura 18 – Micrografias de CB obtidas com aumento de 5000x, 10000x e 15000x, respecti-
vamente, para as membranas puras nos diferentes meios de cultivo: HS (a, b, c), ManitolAS-
75 (d, e, f), ManitolLAS-70 (g, h, i) e ManitolLAS-65 (j, k, l) 

HS 

   
(a) (b) (c) 

ManitolAS-75 

   
(d) (e) (f) 

ManitolLAS-70 

   
(g) (h) (i) 

ManitolLAS-65 

   
(j) (k) (l) 

Fonte: Elaborada pela autora (2022).  
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De um modo geral, as micrografias mostram uma estrutura em rede, formada 

por um emaranhado de fibras nanométricas aleatoriamente distribuídas e a existên-

cia de poros, característica da celulose bacteriana (FANG; CATCHMARK, 2015). 

Todas as membranas de CB apresentaram estrutura similar, porém o tamanho e a 

quantidade dos poros são diferentes, uma vez que a quantidade de celulose produ-

zida foi maior. Essas diferenças podem influenciar a aplicação final desejada de ce-

lulose, onde pode ser necessário estruturas mais compactas ou porosas dependen-

do do uso escolhido (JOZALA et al., 2015).  

Os resultados de MEV desse trabalho estão de acordo com outros trabalhos 

reportados na literatura envolvendo a síntese de CB sob diferentes condições de 

cultivo e tipo de amido (WANG et al., 2022; YANG et al., 2014). 

 

4.3 Membranas curativas (bioativas) 

4.3.1 Caracterizações dos extratos pré-selecionados 

4.3.1.1 Determinação dos compostos fenólicos totais dos extratos 

 

As concentrações de compostos fenólicos totais (CFT) presentes nos extratos 

fluidos foram determinados por meio da técnica de turbidimetria utilizando-se o rea-

gente de Folin-Ciocalteau. Para tanto, foi construída uma curva de calibração (Figu-

ra 19) tendo ácido gálico como padrão. Os resultados de CFT estão apresentados 

na Tabela 1. 

 

Figura 19 – Curva de calibração do ácido gálico 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020).  
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A regressão linear dos dados analisados demonstrou um resultado para o co-

eficiente de linearidade (R²) de 0,9884. Quando analisa-se a linearidade, quanto 

mais próximo do valor absoluto de 1,000 for o valor do coeficiente de linearidade, 

mais linear é a dispersão dos dados (BRITO et al., 2003). Portanto, o método analíti-

co utilizado apresenta uma correlação fortíssima. 

 

Tabela 1 – Fenólicos totais dos extratos fluidos. *Letras diferentes indicam diferenças nas 
colunas (p ≤ 0,05) 

Extrato 
Concentração de fenólicos totais 

(mg EAG/g extrato seco) 

Barbatimão 4,027 ± 0,548 

Calêndula 1,410 ± 0,100a 

Girassol 0,222 ± 0,020b 

Ipê-roxo 1,390 ± 0,102a 

Picão-preto 1,400 ± 0,138a 

Urucum 0,281 ± 0,011b 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 

 

De acordo com os resultados, foram separados dois grupos com valores de 

CFT próximos para a análise de variância (ANOVA): calêndula, picão-preto e ipê-

roxo; e urucum e girassol. Como demonstra a Tabela 1, os valores obtidos para os 

dois grupos são estatisticamente significativos (p ≤ 0,05). 

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstraram que o barbatimão foi 

o extrato fluido com maior concentração de fenólicos totais. Essa CFT foi superior à 

reportada por Jacobson et al. (2005), que obtiveram valores entre 1,87 – 2,72 mg/g 

da casca de barbatimão, porém, inferior às concentrações obtidas por Santos et al. 

(2006), que avaliaram a variação sazonal dos teores de taninos em cascas de espé-

cies de barbatimão, cujos resultados variavam de 32,3 a 181,5 mg/g. 

Os extratos de calêndula, ipê-roxo e picão-preto apresentaram valores próxi-

mos entre si. A CFT obtida para a calêndula é inferior à relatada por Olennikov et al. 

(2017), que afirmaram que os grupos fenólicos básicos dos extratos das flores da 

planta foram flavonoides e fenilpropanoides, e apresentaram valores de 10,5 a 46,9 

mg/g e 6,1 a 33,5 mg/g, respectivamente; o ipê-roxo apresentou menor CFT que a 

reportada por Mucha (2014 apud SUMARRIVA, 2019), que obteve 14,49 e 58,47 mg 

EAG/g; por sua vez, o extrato de picão-preto apresentou CFT superiores aos repor-

tados por Cortés‐Rojas et al. (2011) que, em um estudo para otimizar a extração de 
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compostos fenólicos da planta, obtiveram resultados variando de 0,4 a 1,24 mg 

EAG/g. 

Dentre os seis extratos analisados, os extratos de girassol e urucum apresen-

taram as menores CFT. Giada (2006) reportou CFT de 13,4 mg/g para os compostos 

fenólicos extraídos do cotilédone das sementes de girassol; para amostras de extra-

tos etanólico de urucum, Lemos et al. (2011) obtiveram valores de CFT de 2,978 a 

4,509 mg EAG/g para suas amostras. 

A diferença observada entre os resultados do presente trabalho e os obtidos 

pelos autores citados pode ser atribuída ao método de determinação de CFT em-

pregado, ao método e tempo de extração, das espécies envolvidas e, ainda, das 

condições climáticas e do solo onde a planta foi cultivada (JACOBSON et al., 2005; 

LEMOS et al., 2011). 

 

4.3.1.2 Atividade biológica (antimicrobiano) dos extratos 

 

Na Figura 20 são apresentados os resultados de atividade antimicrobiana ob-

tidos para os extratos fluidos de girassol (FG), urucum (FU), barbatimão (FB), ipê 

roxo (FI), picão-preto (FP) e calêndula (FC), utilizando as bactérias E. coli, P. aerugi-

nosa e S. aureus. 

 

Figura 20 – Antimicrobiano dos extratos fluidos para (a) E. coli, (b) P. aeruginosa e (c) S. 
aureus 

   

(a) (b) (c) 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 
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Dentre todos os extratos fluidos testados, apenas o extrato de barbatimão 

apresentou efeito inibitório para P. aeruginosa e S. aureus (Figuras 20(b) e 20(c)), 

com halos de inibição com diâmetro médio de aproximadamente 8 mm e 11 mm, 

respectivamente. 

De acordo com Ferreira et al. (2012) e Subashini e Rakshitha (2012), o giras-

sol é capaz de inibir o crescimento de S. aureus devido à presença de ácido linoleico 

em sua composição. Silva et al. (2018) relataram atividade antimicrobiana do uru-

cum em cepas de S. aureus. Segundo Alves et al. (2000) e Soares et al. (2008), os 

extratos da casca de barbatimão apresentaram inibição para E. coli, P. aeruginosa e 

S. aureus. Para o ipê-roxo, Sousa (2017) reportou característica antimicrobiana so-

bre S. aureus e P. aeruginosa, sob diferentes métodos extrativos e sob diferentes 

concentrações. O extrato fluido de picão-preto teve atividade antimicrobiana reporta-

da por Haida et al. (2007) sobre E. coli e P. aeruginosa, enquanto que Efstratiou et 

al. (2012) relataram que o extrato fluido de calêndula inibiu o crescimento das três 

bactérias utilizadas nesse trabalho. 

Sabe-se que substâncias fenólicas e polifenóis (fenóis simples, flavonoides, 

taninos, entre outros) constituem uns dos principais grupos de compostos com pro-

priedades antimicrobianas extraídos de plantas, além de óleos essenciais, lectinas, 

polipeptídeos, porém, a composição e a qualidade dos extratos são dependentes de 

vários fatores, como já citados no item anterior. Todos esses fatores, aliados ao tipo 

de teste antimicrobiano empregado e as cepas de micro-organismos utilizadas, po-

dem gerar diferentes performances no estudo e validação de atividade antimicrobia-

na (GONÇALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005; LIMA et al., 2019). 

Levando em consideração os resultados obtidos na análise da determinação 

dos compostos fenólicos totais, supõe-se que as concentrações dos componentes 

responsáveis pela ação bactericida não foram suficientes para inibir o crescimento 

dos micro-organismos testados, excetuando-se o extrato fluido de barbatimão. Isto 

se justifica pois justamente o extrato que apresentou a maior concentração de com-

postos fenólicos foi o que apresentou a capacidade de inibir o desenvolvimento dos 

micro-organismos testes. 
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4.3.2 Caracterizações das membranas com os extratos selecionados 

4.3.2.1 Atividade biológica (antimicrobiano) das CB/extratos selecionados 

 

Com base nos resultados obtidos de CFT e antimicrobiano, foram escolhidos 

os extratos fluidos de barbatimão, por ter a maior concentração de compostos fenóli-

cos e ter apresentado atividade bactericida contra P. aeruginosa e S. aureus; calên-

dula e picão-preto, por apresentarem teor de fenólicos moderados em relação aos 

outros extratos. Na Figura 21 são apresentados os resultados do antimicrobiano ob-

tidos para a CB pura e as membranas incorporadas com barbatimão (FB), picão-

preto (FP) e calêndula (FC), utilizando as bactérias E. coli, P. aeruginosa e S. au-

reus. 

 

Figura 21 – Antimicrobiano das CBs incorporadas para (a) E. coli, (b) P. aeruginosa e (c) S. 
aureus 

   

(a) (b) (c) 

Fonte: Elaborada pela autora (2020).  

 

Notou-se que não houve alteração da atividade antimicrobiana do extrato de 

barbatimão (FB) após ser incorporado à CB em relação ao extrato imerso em papel 

filtro, como demonstra a Figura 21. Os halos de inibição médios formados pela 

CB/FB foram de, aproximadamente, 9,5 mm para a P. aeruginosa (Figura 20b) e, 

aproximadamente, 11 mm para S. aureus (Figura 20c). Essa pequena diferença de 

halos entre o extrato de barbatimão em papel filtro (8 mm) e a CB/FB (9,5 mm) para 

a P. aeruginosa pode ser atribuída a uma menor absorção de extrato pelo papel filtro 

utilizado no teste em relação a quantidade absorvida pela CB, demonstrando que a 
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incorporação na CB foi mais efetiva. Esse resultado comprova que o extrato foi in-

corporado à membrana de celulose, mantendo sua característica antimicrobiana. 

 As membranas incorporadas com calêndula e picão-preto não apresentaram 

atividade antimicrobiana, como esperado. Portanto, para as demais análises foram 

avaliadas apenas as membranas incorporadas com barbatimão. 

 

4.3.3 Análise Termogravimétrica (TGA) 

 

No Quadro 5 são apresentados os eventos térmicos das amostras obtidas a 

partir das curvas TG e DTG e na Figura 22 é apresentada uma comparação das cur-

vas TG e DTG para a CB pura no meio HS e no meio selecionado (ManitolLAS-65), 

CB pura imersa em etanol (HS/E e ManitolLAS-65/E) e as membranas incorporadas 

com barbatimão (HS/E-EFB e ManitolLAS-65/E-EFB).  

 

Quadro 7 – Dados obtidos da análise de TGA para as membranas de CB pura em meios 
HS e ManitolLAS-64, para membranas de CB imersas em etanol (HS/E e ManitolLAS-65/E) 
e as membranas incorporadas com extrato de barbatimão (HS/E-EFB e ManitolLAS-65/E-
FB). * nd = não determinado 

Fonte: Elaborada pela autora (2022).  

 

 

 

 

Amostras 

Perda 
de 

massa 
1 (%) 

Tonset2 
(°C) 

Perda 
de 

massa 
2 (%) 

Tmáx2 
(°C) 

Tonset3 
(°C) 

Perda 
de 

massa 
3 (%) 

Tmáx3 
(°C) 

Tonset4 
(°C) 

Perda 
de 

massa 
4 (%) 

Tmáx4 
(°C) 

Tonset5 
(°C) 

Perda 
de 

massa 
5 (%) 

Tmáx5 
(°C) 

Resíduo 
(%) 

HS (CON-
TROLE) 

2,49 313 85,03 353 594 5,01 nd nd nd nd nd nd nd 3,18 

HS/E 7,08 326 82,46 364 465 4,67 nd nd nd nd nd nd nd 5,45 

HS/E-EFB 8,42 173 1,74 183 243 8,80 267 319 22,36 341 465 16,18 554 40,34 

ManitolLAS-
65 

4,48 328 82,69 362 558 5,10 nd nd nd nd nd nd nd 6,63 

ManitolLAS-
65/E 

4,93 335 81,79 370 480 4,96 nd nd nd nd nd nd nd 7,60 

ManitolLAS-
65/E-EFB 

9,02 177 2,44 186 246 8,22 269 319 25,06 340 455 17,75 558 37,09 
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Figura 22 – Curvas de análise termogravimétrica (TG) e termogravimétrica diferencial (DTG) 
obtidas por TGA, para as diferentes amostras de CB 

 
(a) 

 
(b) 

Fonte: Elaborada pela autora (2022).  
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O perfil de degradação térmica da CB pura (HS) apresentou três estágios de 

perda de massa, como mostrado na Figura 22. A primeira perda de massa ocorre 

entre 45 – 200 °C e pode ser atribuída a desidratação da celulose, como, por exem-

plo, evaporação de água adsorvida. Apesar de as membranas estarem liofilizadas, o 

caráter hidrofílico da CB faz com que a água se mantenha em sua estrutura. O se-

gundo estágio é observado em uma temperatura de degradação máxima (Tmáx2) de 

353 °C, com uma acentuada perda de massa decorrente do processo de despolime-

rização, desidratação e decomposição das unidades glicosídicas da celulose. O úl-

timo estágio de degradação térmica apresentou perda de massa de 5%, referente à 

degradação de resíduos carbonáceos (LIMA et al., 2015; MACHADO et al., 2018; 

YAN et al., 2017), exibindo ainda, uma baixa quantidade de resíduos ao final da aná-

lise. 

A amostra HS/E apresentou um perfil de degradação térmica bastante similar 

ao da CB pura, entretanto, com um maior percentual de perda de massa no primeiro 

estágio de degradação. Como a CB foi inicialmente imersa em etanol para facilitar a 

incorporação dos extratos fluidos nas membranas (BARUD et al., 2013), essa perda 

de massa pode ser atribuída à substituição de parte da água presente na estrutura 

da CB por etanol que, por ser mais volátil, foi removido em maior quantidade. Entre-

tanto, a maior perda de massa foi no segundo estágio, decorrente da degradação da 

celulose, e ocorreu em uma maior temperatura quando comparado à CB pura, o que 

sugere o aumento de estabilidade térmica da CB com incorporação de etanol. 

A amostra HS/E-EFB apresentou cinco estágios de degradação térmica, sen-

do o primeiro estágio atribuído a volatilização do etanol e da água que pode estar 

presente no extrato incorporado, com uma Tmáx de 47,22 ºC e perda de 8,42% de 

sua massa. A partir do terceiro estágio iniciam-se os maiores percentuais de degra-

dação. Segundo Cartaxo-Furtado et al. (2019), que estudaram o comportamento 

térmico do extrato seco de barbatimão, a partir de 200 °C inicia-se a degradação de 

macro e microconstituintes da amostra, como sais, proteínas e grupos carboxílicos. 

Essa degradação é finalizada no quarto estágio, onde é atingido o maior percentual 

de perda de massa, como é observado para a CB/FB, onde houve uma degradação 

de 22,36% da amostra. Além disso, as perdas de massa sob altas temperaturas ain-

da estão relacionadas à degradação dos componentes da celulose em si (BARUD et 
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al., 2013). Ao final da análise a amostra apresentou uma grande quantidade de resí-

duos evidenciando a incorporação do extrato na CB.  

Além disso, vale destacar que os compostos fenólicos presentes nas amos-

tras incorporadas possuem diversos graus de volatilidade, o que explica o aumento 

de estágios de degradação e a consequente diminuição da estabilidade térmica. As 

perdas desses compostos sob altas temperaturas resultam da evaporação e da de-

composição química (HAMAMA; NAWAR, 1991). 

Quando se analisa as amostras ManitolLAS-65 se observa um comportamen-

to térmico bastante similar ao da CB em meio HS tanto para CB pura como para as 

CB imersas em etanol e as incorporadas com extrato de barbatimão, entretanto, 

uma maior estabilidade térmica foi encontrada nessas amostras. 

Todavia, o tipo de aplicação almejado para o material não o expõe a altas 

temperaturas, portanto, a redução na estabilidade térmica da CB após a incorpora-

ção no caso das amostras HS não as inviabilizam para a utilização como curativos, 

porém as membranas ManitolLAS-65 se mostraram mais atrativas por apresentarem 

uma margem de segurança maior caso o material necessite passar por algum trata-

mento envolvendo temperaturas elevadas. 

 

4.3.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

 

Os espectros de FTIR estão apresentados na Figura 23. Enquanto que as 

principais bandas obtidas para as amostras da CB pura (HS e ManitolLAS-65) e da 

CB pura imersa em etanol (HS/E e ManitolLAS-65/E), etanol, dos extratos fluidos de 

barbatimão e CB’s incorporadas com barbatimão (HS/E-EFB e ManitolLAS-65/E-

EFB) encontram-se no Quadro 6. 
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Figura 23 – Espectros de FTIR obtidos para as amostras 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 
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Quadro 8 – Dados obtidos da análise de FTIR para as membranas de CB puras (HS e Ma-
nitolLAS-65), CB imersas em etanol (HS/E e ManitolLAS-65/E), CB incorporadas com extra-
to de barbatimão (HS/E-EFB e ManitolLAS-65/E-EFB) e do extrato fluído de barbatimão 
(EFB). *Ʋ= estiramento; Ʋa= estiramento assimétrico; Ʋs= estiramento simétrico; δ= defor-
mação angular; EFB= extrato fluido de barbatimão 

(continua) 

TIPO DE LIGAÇÃO 
Nº DE ONDA 

CARACTERÍSTI-
CO 

LITERATURA HS Etanol HS/E EFB 
HS/E-
EFB 

Manitol-
LAS-65 

Manitol-
LAS-65/E 

ManitolLAS-
65/E-EFB 

Ʋ(O-H) Celulose I 
(3-OH...O-5)  

3100-3600 

Cesca et al. (2020), 
Dayal et al. (2013),  

Vazquez et al. (2013) 
e Wang et al. (2018) 

3346 3339 3345 3338 3237 3346 3346 3238 

Ʋ(CH); Ʋa(CH2) 2898-2999 

Dayal et al. (2013), 
Moosavi-Nasab e 
Yousefi (2011), 

Vazquez et al. (2013) 
e Wang et al (2018)  

2898 2930 2916 2979 - 2896 - - 

Ʋa(CH3) 2976-2977 

Elangovan et al. 
(2015), Jadhav et al. 
(2017) e Sangeetha 

et al. (2020) 

 2974       

Ʋs(CH2) 2876-2887 
Jadhav et al. (2017) e 

Sangeetha et al. 
(2020) 

 2885 2850    2851  

H-O-H, flexão da 
água absorvida 

1640 
Rani, Rastogi e 

Appaiah (2011) e 
Wang et al (2018) 

1647  - 1648 - 1648 - - 

Ʋ das ligações C=C 
de anéis aromáti-

cos 
1446-1606 

Costa et al. (2013) e 
Borges et al. (2015) 

   1453 
1606, 
1445 

 - 1607, 1445 

Ʋ das vibrações de 
anéis aromáticos 

1539 Borges et al. (2015)   1540  1534  - 1534 

CH2, flexão simétri-
ca 

1428-1430 

Castro et al (2011), 
Dayal et al (2013),  

Vazquez et al (2013) 
e Wang et al (2018) 

1427  - - - 1428 - - 

δ(CH) 1335-1378 
Rani, Rastogi e 

Appaiah (2011) e 
Wang et al (2018) 

-  1372 1384 1335 1336 - - 

CH2, vibração fora 
do plano 

1315-1317 

Castro et al (2011), 
Rani, Rastogi e 

Appaiah (2011) e 
Wang et al (2018) 

1316  1316 - 1315 1315 1316 1316 

CH, flexão 1277-1281 

Castro et al (2011), 
Rani, Rastogi e 

Appaiah (2011) e 
Wang et al (2018) 

- 
 

 1279 1279 1281 1281 - - 

Ʋa(C-O-H)  1160 Wang et al (2018) 1162  1160 - 1199 1161 1162 - 

O-H aromático 1146-1147 
Gorinstein et al. 

(2009); Borges et al. 
(2015) 

-  - - 1144   - 

(C-C) da celulose 1108 Wang et al (2018) 1110  1110 1086 1105 1109 1110 1108 

(C-O-C) de éteres 1058 
Moosavi-Nasab e 

Yousefi (2011) 
1059  1057 1044 - 1056 1057 - 

(C-O), flexão 1031 Wang et al (2018) 1035  1033 - 1031 1033 1033 1030 

(C-O-C), alonga-
mento 

892-900 Dayal et al (2013) -  - - - 897 -  

δ de C-H fora do 
plano 

870-900 Aldiyarov et al. (2009) - 880, 804 872 878 -  873  
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Quadro 9 – Dados obtidos da análise de FTIR para as membranas de CB puras (HS e Ma-
nitolLAS-65), CB imersas em etanol (HS/E e ManitolLAS-65/E), CB incorporadas com extra-
to de barbatimão (HS/E-EFB e ManitolLAS-65/E-EFB) e do extrato fluído de barbatimão 
(EFB). *Ʋ= estiramento; Ʋa= estiramento assimétrico; Ʋs= estiramento simétrico; δ= defor-
mação angular; EFB= extrato fluido de barbatimão 

(conclusão) 

TIPO DE LIGAÇÃO 
Nº DE ONDA 

CARACTERÍSTI-
CO 

LITERATURA HS Etanol HS/E EFB 
HS/E-
EFB 

Manitol-
LAS-65 

Manitol-
LAS-65/E 

ManitolLAS-
65/E-EFB 

δ fora do plano de 
C-H de alcenos 

827-830 
Gorinstein et al. 

(2009) e Fonseca et 
al. (2017) 

-  - - 833   826 

Deformação fora do 
plano das ligações 

C-H 
675-900 

Silverstein, Webster, 
Kiemle (2007) 

-  - 695 -    

Vibração C-H 781 
Schulz e Baranska 

(2007) 
-  713 - 762 712  754 

(O-H), flexão fora 
de fase 

600-670 
Cesca et al (2020) e 
Wang et al (2018) 

666  666 - - 665 665 665 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

 

Observando a Figura 23 e o Quadro 6, todas as amostras apresentaram ban-

das com alta intensidade em 3338 cm-1, que pode ser atribuída ao estiramento axial 

dos grupos hidroxila, característicos de compostos orgânicos (RICCI et al., 2015). 

As bandas características do etanol aparecem nas seguintes interações in-

tramoleculares e intermoleculares: em 3339 cm-1 referente a ligação O-H; em 2800-

3000 cm-1 associado as ligações CH; em 1300-1400 cm-1 referente as ligações CH e 

OH; em 1049-1085 cm-1 associado ao estiramento Ʋ(C-O)/ (C-C-O) e em 800 - 

900 cm-1 referente as vibrações deformacionais da ligações CH (ALDIYAROV et al., 

2009; ELANGOVAN et al., 2015; JADHAV et al., 2017; SANGEETHA et al., 2020).  

Devido à semelhança entre os grupamentos presentes na celulose e o etanol, 

não houve grande diferença entre os espectros entre as amostras de CB e CB/E. 

Entretanto, na amostra incorporada com etanol, a presença do etanol foi confirmada 

pela ocorrência do aumento de intensidade das bandas em algumas regiões, como 

nas bandas referentes ao estiramento de CH2 em 2850 e 2851 cm-1 para as amos-

tras HS/E e ManitolLAS-65/E, respectivamente; e nas bandas na região entre 1200 e 

1000 cm-1, com bandas referentes ao estiramento de C-O (1162 cm-1, 1057 cm-1 e 

1033 cm-1) e estiramento C-C (1057 cm-1). Além disso, na HS/E, houve o surgimento 

de uma banda de baixa intensidade em 2916 cm-1, atribuída a vibração de CH3 ou –

CH2; em 1372 cm-1, também de baixa intensidade, atribuída a deformação C-H de 

grupos metila; nas deformações das ligações C-H (873 e 872 cm−1) para as amos-
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tras ManitolLAS-65/E e HS/E, respectivamente; e em 713 cm-1, atribuída a vibração 

de C-H, demonstrando a modificação das ligações da CB pela interação do etanol 

(BORGES et al., 2015; FALCÃO; ARAÚJO, 2013; GINDRI et al., 2020; 

KAČURÁKOVÁ et al., 2002; PECORARO et al., 2008; RAHMALIA; FABRE; 

MOULOUNGUI, 2015; SCHULZ; BARANSKA, 2007). 

Nas amostras incorporadas com os extratos vegetais surgiram bandas que 

podem ser atribuídas a taninos, como as bandas características de ligações C=C de 

anéis aromáticos em torno de 1606, 1534, 1445 cm-1 para HS/E-EFB e as bandas 

1607, 1534, 1445 cm-1 para as amostras ManitolLAS-65/E-EFB. 

Foram observadas bandas de C-O em torno de 1110 cm-1 e 1030 cm-1 que, 

para as amostras com extratos, podem ser atribuídas aos anéis aromáticos de tani-

nos hidrolisáveis e estiramento de taninos, respectivamente, como reportado por 

Falcão e Araújo (2013), Ricci et al. (2015) e Borges et al. (2015). Entretanto, essas 

bandas são comuns para os tipos de materiais obtidos nesse trabalho e também 

aparecem nas amostras de CB puras e CB imersas em etanol, portanto não há con-

firmação de que essas bandas realmente sejam atribuídas a taninos. Por outro lado, 

várias bandas que podem ser atribuídas a compostos fenólicos foram observadas 

nas amostras após o processo de imersão com extratos, confirmando a incorpora-

ção dos mesmos. 
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CONCLUSÃO 

 

O emprego de diferentes fontes de nutrientes foi utilizado para entender a bi-

ossíntese da celulose bacteriana pela Komagataeibacter hansenii (ATCC 23769) 

frente aos substratos e conseguir otimizar a sua produção visando viabilizar o seu 

uso real industrialmente, já que o meio nutriente para a produção da CB é um dos 

vários gargalos que precisam ser superados para a produção em larga escala. Nes-

se primeiro momento foram analisados os substratos empiricamente, a utilização de 

ferramentas para a reconstrução metabólica frente a esses substratos para fornecer 

um melhor entendimento torna-se necessário, visto que esse tipo de análise para 

essa bactéria específica é bem escasso na literatura, bem como análise de modelos 

estatísticos para otimizar mais ainda a produção da CB. 

Dentre as fontes nutricionais analisadas o uso do amido solúvel combinado ou 

não com a lactose no meio manitol (ManitolAS e ManitolLAS) conseguiu atingir os 

resultados mais expressivos de produção, alcançando cerca de 2,2 a 3,3 vezes mais 

celulose que o meio controle (HS), com destaque para o meio ManitolLAS-65, o qual 

obteve a melhor condição de cultivo e uma redução de 71% nos custos relacionados 

ao meio nutricional e a celulose (R$/g de CB). 

Os resultados de FTIR indicaram que, quimicamente, todas as membranas 

produzidas eram de fato celulose bacteriana e eram compostas principalmente de 

celulose I (bandas em torno de 3340, 1428, 1160 e 900 cm-1) e pouca celulose do 

tipo II (bandas em torno de 1336, 1315 e 1280 cm-1).  

As análises de TGA indicaram que todas as membranas analisadas possuíam 

comportamento térmico similar, sendo que as mais estáveis termicamente foram 

Manitol (354 °C), ManitolAS-37,5 (355 °C), ManitolAS-25 (354 °C), ManitolLAS-100 

(356 °C) e ManitolLAS-65 (351 °C).  

Todas as membranas de CB apresentaram estrutura similar e com as caracte-

rísticas esperadas para esse material nas análises de MEV, porém o tamanho e a 

quantidade dos poros são diferentes, uma vez que a quantidade de celulose produ-

zida foi diferente. 
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Diante de todos os resultados, conclui-se que a otimização da produção da 

CB utilizando meios de cultivo alternativos foi possível, bem como reduzir os custos, 

favorecendo a aplicabilidade para uma escala industrial, já que otimização e redução 

de custos são pré-requisitos tecnológicos a serem adotados em larga escala. Além 

disso, o material atende as propriedades morfológicas, térmicas e químicas espera-

das para a aplicação desejada. 

Quanto a parte do estudo referente aos extratos vegetais e a produção de 

membranas incorporadas com os extratos, conclui-se que dentre os seis extratos 

fluidos testados antes da incorporação, apenas o extrato de barbatimão apresentou 

resultados favoráveis quanto a inibição de micro-organismos presentes em feridas. A 

característica antimicrobiana do barbatimão sobre Pseudomonas aeruginosa e Sta-

phylococcus aureus manteve-se após a incorporação na membrana de CB, o que 

demonstra a facilidade do biopolímero em absorver substâncias com diversos prin-

cípios ativos e tornando a CB com extrato de barbatimão um excelente candidato 

para atuar no campo de curativos para tratamento de feridas contaminadas. Por ou-

tro lado, os outros extratos não tiveram atividade antimicrobiana devido à baixa con-

centração de compostos fenólicos totais em suas composições. 

O resultado positivo da atividade antimicrobiana apresentada para o barbati-

mão demonstrou que as membranas absorveram com sucesso os extratos, fato esse 

comprovado pelas análises de FTIR, onde bandas características de compostos fe-

nólicos foram observadas. 

Verificou-se a diminuição da estabilidade térmica da CB após as incorpora-

ções, que pode ser atribuída aos compostos fenólicos presentes nas amostras, po-

rém as membranas ManitolLAS-65 apresentaram uma estabilidade térmica maior 

quando comparadas com as membranas HS. Entretanto, essa redução não interfere 

na sua utilização como curativo, já que essa aplicação não irá expor o polímero a 

elevadas temperaturas, estando apto, portanto, em contribuir e competir no campo 

de cicatrização de feridas em termos térmicos. 

Dessa forma, a incorporação de extratos vegetais em membranas de CB 

mostrou-se promissora para aplicações na área biomédica como curativo em feridas 

contaminadas, considerando as diversas propriedades interessantes da CB, como 
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biodegradabilidade, atoxicidade, biocompatibilidade e a sua fácil obtenção. Somando 

essas características a otimização da produção nos quesitos de aumento da produ-

ção e de redução de preço e de tempo da produção esse material se torna ainda 

mais promissor para o âmbito industrial. 
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SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Ainda existe muitas possibilidades para aprofundamento de trabalhos futuros 

envolvendo esse estudo, a seguir algumas sugestões: 

• Análise da eficiência do uso de substrato com quantificação dos açúcares e 

nitrogênio iniciais e finais para determinar o consumo dos nutrientes ao final 

do cultivo; 

• Determinação dos ácidos orgânicos (glucônico, acético e láctico) formados ao 

final do cultivo para verificar quais ácidos foram formados e se eles interferi-

ram na produção da CB; 

• Caracterizar as amostras obtidas por meio de teste de tração para conhecer 

as propriedades mecânicas; 

• Testar a atividade antimicrobiana das membranas incorporadas com extratos 

e os extratos com outros micro-organismos; 

• Avaliar a cinética de liberação dos compostos fenólicos; 

• Testar novos extratos e fazer combinações de com diferentes tipos de extra-

tos para avaliar se as propriedades foram melhoradas; 

• Realizar análise de citotoxicidade; 

• Testes in vivo. 
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APÊNDICE A – Composição e resultados do estudo dos meios de cultivo que não 

entraram na discussão desse trabalho 

(continua) 

Fonte de nitrogênio Fonte de carbono Outros nutrientes SIGLA Produção (g/L) pH final 

Milhocina (5 g/L) Frutose (100 g/L) - MF-105 0,4 ± 0,0 3,6 ± 0,02 

Milhocina (15 g/L) Frutose (100 g/L) - MF-115 0,5 ± 0,09 4,3 ± 0,07 

Milhocina (5 g/L) 
Frutose (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) MFHS-25 0,2 ± 0,0 5,0 ± 0,02 

Milhocina (5 g/L) 
Frutose (100 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) MFHS-105 0,4 ± 0,0 4,4 ± 0,01 

Milhocina (15 g/L) 
Frutose (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) MFHS-35 0,3 ± 0,09 6,3 ± 0,01 

Milhocina (15 g/L) 
Frutose (100 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) MFHS-115 0,5 ± 0,09 4,8 ± 0,02 

Milhocina (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) MHS 0,5 ± 0,09 6,2 ± 0,12 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Manitol (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,15 g/L) 

Etanol (5 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSE-5 0,4 ± 0,0 6,8 ± 0,2 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Manitol (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,15 g/L) 

Etanol (10 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSE-10 0,3 ± 0,09 5,5 ± 0,11 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Manitol (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,15 g/L) 

Etanol (20 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSE-20 0,2 ± 0,0 3,8 ± 0,01 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Manitol (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,15 g/L) 

Etanol (40 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSE-40 0,0 ± 0,0 6,0 ± 0,03 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Manitol (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,15 g/L) 

Etanol (60 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSE-60 0,0 ± 0,0 6,3 ± 0,4 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Manitol (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,15 g/L) 

Etanol (80 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSE-80 0,0 ± 0,0 6,5 ± 0,01 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Manitol (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,15 g/L) 

Etanol (100 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSE-100 0,0 ± 0,0 6,6 ± 0,4 

Milhocina (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (5 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) MHSE-5 0,5 ± 0,09 5,6 ± 0,14 

Milhocina (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (10 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) MHSE-10 0,4 ± 0,0 6,0 ± 0,5 

Milhocina (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (20 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) MHSE-20 0,3 ± 0,09 3,8 ± 0,1 

Milhocina (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (40 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) MHSE-40 0,03 ± 0,05 4,8 ± 0,2 



166 

 

 

APÊNDICE A – Composição e resultados do estudo dos meios de cultivo que não 

entraram na discussão desse trabalho 

(continuação) 

Fonte de nitrogênio Fonte de carbono Outros nutrientes SIGLA Produção (g/L) pH final 

Milhocina (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (60 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) MHSE-60 0,0 ± 0,0 5,7 ± 0,07 

Milhocina (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (80 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) MHSE-80 0,0 ± 0,0 6,4 ± 0,15 

Milhocina (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (100 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) MHSE-100 0,0 ± 0,0 6,6 ± 0,09 

Prodex (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (5 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) PHSE-5 0,5 ± 0,09 5 ± 0,1 

Prodex (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (10 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) PHSE-10 0,2 ± 0,0 5 ± 0,07 

Prodex (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (20 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) PHSE-20 0,3 ± 0,09 3,9 ± 0,08 

Prodex (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (40 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) PHSE-40 0,2 ± 0,0 3,7 ± 0,09 

Prodex (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (60 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) PHSE-60 0,1 ± 0,0 4,7 ± 0,12 

Prodex (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (80 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) PHSE-80 0,0 ± 0,0 4,9 ± 0,05 

Prodex (5 g/L) 
Manitol (20 g/L) 

Ácido cítrico (1,15 g/L) 
Etanol (100 mL/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) PHSE-100 0,0 ± 0,0 6,0 ± 0,1 

Extrato de levedura (4 g/L) Glicose (50 g/L) 
Fosfato de potássio (2 g/L)  

Sulfato de Mg (0,73 g/L) 
LGPME 0,4 ± 0,0 3,3 ± 0,15 

Extrato de levedura (4 g/L) 
Glicose (50 g/L) 
Etanol (5 mL/L) 

Fosfato de potássio (2 g/L)  
Sulfato de Mg (0,73 g/L) 

LGPME-5 0,2 ± 0,0 3,1 ± 0,1 

Extrato de levedura (4 g/L) 
Glicose (50 g/L) 
Etanol (10 mL/L) 

Fosfato de potássio (2 g/L)  
Sulfato de Mg (0,73 g/L) 

LGPME-10 0,2 ± 0,0 2,9 ± 0,01 

Extrato de levedura (4 g/L) 
Glicose (50 g/L) 
Etanol (20 mL/L) 

Fosfato de potássio (2 g/L)  
Sulfato de Mg (0,73 g/L) 

LGPME-20 0,2 ± 0,0 3,0 ± 0,04 

Extrato de levedura (4 g/L) 
Glicose (50 g/L) 
Etanol (40 mL/L) 

Fosfato de potássio (2 g/L)  
Sulfato de Mg (0,73 g/L) 

LGPME-40 0,2 ± 0,0 3,4 ± 0,03 

Extrato de levedura (4 g/L) 
Glicose (50 g/L) 
Etanol (60 mL/L) 

Fosfato de potássio (2 g/L)  
Sulfato de Mg (0,73 g/L) 

LGPME-60 0,0 ± 0,0 4,0 ± 0,06 

Extrato de levedura (4 g/L) 
Glicose (50 g/L) 
Etanol (80 mL/L) 

Fosfato de potássio (2 g/L)  
Sulfato de Mg (0,73 g/L) 

LGPME-80 0,0 ± 0,0 4,1 ± 0,02 

Extrato de levedura (4 g/L) 
Glicose (50 g/L) 

Etanol (100 mL/L) 
Fosfato de potássio (2 g/L)  

Sulfato de Mg (0,73 g/L) 
LGPME-100 0,0 ± 0,0 3,9 ± 0,05 



167 

 

 

APÊNDICE A – Composição e resultados do estudo dos meios de cultivo que não 

entraram na discussão desse trabalho 

(continuação) 

Fonte de nitrogênio Fonte de carbono Outros nutrientes SIGLA Produção (g/L) pH final 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (3 g/L) 

Manitol (25 g/L)     
Glicose (100 g/L) 

- ManitolG 0,4 ± 0,0 2,2 ± 0,03 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Glicose (20 g/L)        
Ácido cítrico (1,5 g/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSG-2 0,3 ± 0,09 6,1 ± 0,09 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Glicose (20 g/L)        
Ácido cítrico (1,15 g/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) 
Sulfato de Mg (0,51 g/L) 

HSGMg 0,3 ± 0,09 6,2 ± 0,09 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (2,7 g/L) 

Glicose (20 g/L)        
Ácido cítrico (1,15 g/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSG-3 0,4 ± 0,0 5,3 ± 0,6 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Sacarose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSSE 0,2 ± 0,0 6,8 ± 0,02 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Sacarose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (5 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSSE-5 0,3 ± 0,09 6,8 ± 0,09 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Sacarose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (10 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSSE-10 0,3 ± 0,09 6,5 ± 0,2 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Sacarose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (20 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSSE-20 0,3 ± 0,09 4 ± 0,07 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Sacarose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (40 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSSE-40 0,2 ± 0,0 3,8 ± 0,15 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Sacarose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (60 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSSE-60 0,0 ± 0,0 6,1 ± 0,5 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Sacarose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (80 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSSE-80 0,0 ± 0,0 5,3 ± 0,3 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Sacarose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (100 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSSE-100 0,0 ± 0,0 5,5 ± 0,7 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Glicose (20 g/L)        
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSG 0,3 ± 0,09 6,0 ± 0,06 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Glicose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (5 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSGE-5 0,3 ± 0,09 4,4 ± 0,3 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Glicose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (10 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSGE-10 0,3 ± 0,09 4,1 ± 0,08 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Glicose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (20 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSGE-20 0,2 ± 0,0 3,6 ± 0,05 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Glicose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (40 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSGE-40 0,3 ± 0,09 3,9 ± 0,07 
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APÊNDICE A – Composição e resultados do estudo dos meios de cultivo que não 

entraram na discussão desse trabalho 

(conclusão) 

Fonte de nitrogênio Fonte de carbono Outros nutrientes SIGLA Produção (g/L) pH final 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Glicose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (60 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSGE-60 0,1 ± 0,09 4,5 ± 0,3 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Glicose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (80 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSGE-80 0,0 ± 0,0 5,2 ± 0,4 

Extrato de levedura (5 g/L) 
Peptona (5 g/L) 

Glicose (20 g/L) 
Ácido cítrico (1,17 g/L) 

Etanol (100 mL/L) 
Fosfato de sódio (2,7 g/L) HSGE-100 0,0 ± 0,0 5,6 ± 0,2 

Extrato de levedura (2,5 g/L) 
Sulfato de amônio (0,6 g/L) 

Sacarose (100 g/L) 
Fosfato de potássio (5 g/L) 

Sulfato de Mg (0,2 g/L) 
ALABAN 0,4 ± 0,0 6,3 ± 0,01 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 
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