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Resumo: O presente trabalho discute os recentes avangos na biossintese ¢ na produgao de celulose bacteriana
(CB) pela gram-negativa, aerobia e aceto-acida Gluconacetobacter. xylinus. A CB se difere de seu par vegetal,
principalmente devido ao seu carater de fibras nanométricas, contra o carater micrométrico da vegetal, sdo
extruidas através da parede celular de G. xylinus, com isso sua estrutura macroscopica ¢ mecanicamente ¢
fisicamente mais resistente, abrindo grandes oportunidades de aplicacdes tecnologicas e biologicas, muito
além das obtidas pela celulose vegetal. O desafio atual esta no aumento da produgido de CB, que se debruga num
maior entendimento de sua biossintese para que seja possivel uma posterior manipulagdo genético-bioquimica
oriundas do recente avango na biologia molecular e nos bioprocessos. Sdo relacionados trabalhos utilizando a
CB como base para produgdo de compdsitos como também o que a esta sendo feito de mais atual com este
material bioldgico.
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promissor, tornando-se um dos biomateriais mais
prosperos para a area da satide, sendo obtida através
de rotas de biossintese por meio de bactérias de

Introducao

O biopolimero mais abundante no mundo ¢ a
celulose (C,H,,0;), com uma produgdo estimada de
10" toneladas por ano e de grande importancia eco-
ndmica, ela pode ser encontrada em diferentes formas
de vida como em plantas verdes, fungos, protozoarios,
e procariontes; em relagdo a sua estrutura, € constituida "
por unidades de 3-D-glicopiranose unidas por ligagdes W o— H,,H,,‘,,‘,MO, en,
glicosidicas B-(1—>4). ﬁ\

A celulose ¢ o principal componente da o ~. i —o
parede celular de plantas, contendo impurezas como ) ——ck; H
lignina, pectina e hemicelulose, quando se relaciona
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a fins industriais [1]. Este polimero pode ser divido
em dois grupos: grupo da celulose complexa e o
grupo da celulose pura, no qual se encontra a celulose
bacteriana. Hoje, acredita-se que a celulose bacteria-
na se enquadra em um biopolimero bastante
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Figura 1. Estrutura linear da celulose. As linhas
pontilhadas esquematizam as ligagdes de hidrogénio
possiveis.
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alguns géneros como: Gluconacetobacter,
Rhizobium, Sarcina, Agrobacterium, Alcaligenes ¢ a
forma de obtencdo desta, a torna livre de impurezas
além de diminuir o custo final do produto [1]. O
polimero linear de celulose ¢ fortemente associado
através das ligagdes de hidrogénio que sao responsa-
veis pela formagao das fibras de celulose. Moléculas
de celulose formam liga¢des de hidrogénio intramo-
leculares e intermoleculares sendo que o primeiro
tipo de interagao € responsavel pela rigidez da cadeia
e o segundo pela formagao da fibra vegetal.
Industrialmente a celulose ¢ muito usada na
producdo de papel, na inddstria madeireira, como
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Figura 2. Diferencas entre as fibras de celulose
bacteriana (a) e vegetal (b) sdo marcantes quando
micrografadas.
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emulsificador, agente dispersante, agente gelificante,
entre outras. Atualmente a madeira do eucalipto tem
sido uma das principais fontes industriais de celulose
sendo composta por celulose (40 a 45%), lignina (25 a
30%), hemiceluloses (30%) e extrativos (até 4%).

O mecanismo de cristalizagdo das microfibri-
las em G. xylinus pode dar origem a duas aloformas
de celulose: a celulose I, constituida por microfibrilas
que se orientam de forma paralela e a celulose 1,
composta por microfibrilas que se orientam de forma
antiparalela[2] [3] [4]. A bactéria Gluconacetobacter
xylinus, anteriormente denominada Acetobacter
xylinum [5], foi descrita pela primeira vez por Brown
em 1886 [6]. Ele identificou uma manta gelatinosa
formada na superficie do caldo de fermentagdo do
vinagre. Uma analise microscopica da manta revelou
apresenca de bactérias distribuidas por todaela [7].

A celulose bacteriana possui a mesma
formula quimica que a celulose vegetal, mas suas
fibras em dimensdes nanométricas dao a CB
propriedades distintas. Entre essas propriedades
destacam-se a alta resisténcia mecanica e a tragao, a
possibilidade de inser¢des de materiais para
obtengdo de compositos, € mais recentemente, essas
insergoes tém sido feitas “in situ”, durante o cultivo
dabactéria Gluconacetobacter xylinus.

Entre as diversas aplicagdes biotecnologicas da
membrana de CB, alguns exemplos seriam em
regeneracdo tecidual como o Biofill da empresa
brasileira Bionext [8], nos biomateriais da norte-
americana Xylos [9], o implante vascular artificial
Basyc [10], no diafragma para fones de ouvido da
multinacional japonesa Sony [11], mais recentemen-
te na utilizagcdo como substrato para OLEDs [12], e
como base para compositos pela insercdo de: prata
[13, 14], fosfato [15], pectina [16], amido [17],
termoplasticos [18], ouro [19] em condutividade
elétrica, silica [20], entre outros [14, 21, 12, 20, 22]
outras aplicagdes podem ser encontradas na Tabelal.

Biosintese da bactéria Gluconacetobacter xylinus

G. xylinus ¢ uma bactéria Gram-negativa
pertencente a familia Acetobacteriaceae [23],
aerdbia estrita que realiza a oxidag@o incompleta de
diversos agucares e alcoois, tendo como habitat
natural frutos e vegetais em processo de decomposi-
¢do. A producao de celulose bacteriana (CB) por G.
xylinus pode ser obtida em laboratdrio utilizando
cultivos tanto em meios s6lidos como liquidos. Paraa
bactéria, a CB funciona como mecanismo de
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Tabela 1 — Aplicacdes da Celulose Bacteriana

Area Aplicacio
Cosméticos Estabilizador de emulsdes como cremes tonicos, condicionadores, polidores de unhas.
Industria Roupas para esportes, tendas e equipamentos de camping.
Téxtil
Mineragao e Esponjas para coleta de vazamento de 6leo, materiais para absor¢@o de toxinas.
Refinaria
Tratamento de Reciclagem de minerais e 6leos.
lixo
Purificacdo de Purificacdo de esgotos urbanos, ultrafiltracao de agua.
esgotos
Comunicagdes Diafragmas para microfones e fones estéreos.
Industria de Celulose comestivel (“nata de coco”).
Alimentos
Industria de Substitui¢do artificial de madeira, papéis especiais.
Papel
Medicina Pele artificial temporaria para queimaduras e tlceras, componentes de implantes dentarios.
Laboratorios Imobilizagao de proteinas de células, técnicas cromatograficas, meio para cultura de tecidos
Eletronica Materiais opto-eletronicos (telas de cristal liquido, suporte para OLED).
Energia Membranas célula combustivel (paladio).

flotag@o, permitindo ao microrganismo permanecer
em uma interface ar/liquido para obter oxigénio com
maior facilidade para seu crescimento. Além de atuar
como barreira fisica que protege a bactéria da
radiagdo ultra-violeta, a CB aumenta a capacidade de
colonizar substratos ¢ seu carater higroscopio
permite a retencdo de umidade prevenindo a
desidratagao do substrato [24].

Devido sua complexidade ainda hoje a G.
xylinus tem sido considerada um organismo modelo
para o estudo da biossintese de celulose [2]. A sintese
de celulose por G. xylinus constitui um complexo
processo que envolve trés etapas principais. A
primeira refere-se a polimerizacdo dos residuos de
glicose em cadeias | -glucana [2] [3] [4]. A segunda
etapa corresponde a secrecdo extracelular das
cadeias lineares e a terceira corresponde a organiza-
¢do e cristalizac@o das cadeias de glucanas, por meio
de ligagdes de hidrogénio e forgas de Van der Walls
dispostas hierarquicamente em tiras [3]. O resultado
desse processo ¢ a formacdo de uma estrutura
tridimensional resistente denominada microfibrila. A
CB produzida por G. xylinus apresenta duas caracte-
risticas particulares: sua polaridade unidirecional e
sua espessura variavel [2].

A biossintese da CB depende de duas vias
anfibolicas importantes, a via das pentoses e o ciclo
de Krebs [2] [3]. A via das pentoses participa da
oxidacdo dos carboidratos e, no ciclo de Krebs,
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ocorre a oxidagdo dos acidos organicos. G. xylinus é
incapaz de metabolizar a glicose anaerobicamente
devido a caréncia da fosfofrutoquinase-1, enzima
responsavel pela catalise da reacao de fosforilagdo da
frutose-6-fosfato a frutose-1,6-difosfato, o que
inviabiliza a glicolise [3]. Assim, a sintese da
celulose em G. xylinus resulta de um pool metabolico
de hexose fosfato que ¢ sustentada diretamente pela
fosforilagdo de hexoses exdgenas ¢ indiretamente
pela via das pentoses e gliconeogénese. A conversao
da hexose fosfato em celulose ¢ direta, ndo depen-
dendo, necessariamente, de clivagens intermediarias
do esqueleto carbonico [3].

A sintese de celulose por G. xylinus se da a
partir da glicose transportada do meio externo para o
citoplasma da bactéria ou de fontes internas. A
conversdo da glicose transportada do meio externo
para o citoplasma bacteriano ¢ catalisada por quatro
enzimas, sendo elas: Glicoquinase, que ¢ a enzima
responsavel pela fosforilagdo do carbono 6 da
glicose, a Fosfoglicomutase que catalisa a reag@o de
isomerizagdo da glicose-6-fosfato para glicose-1-
fosfato, a UDPG - pirofosforilase (glicose — 1 -
fosfato uridililtransferase) que sintetiza a UDP -
glicose (UDPG) e a Celulose Sintase (CS) que
produz a celulose a partir de UDP-glicose. A sintese
da celulose, a partir de fontes enddgenas, se da a
partir da gliconeogénese que, em G. xylinus, ocorre a
partir do oxalacetato, via piruvato, devido a um
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mecanismo de regulagdo ndo comum das enzimas
oxalacetato descarboxilase e a piruvato fosfato
diquinase, que converte o piruvato a fosfoenolpiru-
vato [25] [3][26]. A reagdo de sintese de CB constitui
um processo oneroso para a célula, consumindo
cerca de 10% do ATP gerado no metabolismo
bacteriano. Assim, a energia empregada para a
sintese da CB ¢é proveniente do metabolismo aerdbio
[2]. Existem diferentes propostas quanto ao substrato
utilizado pela CS. Uma hipotese propde a ligagdo da
UDP-glicose a lipidios da membrana plasmatica [2]
[27] [28]. Outra hipdtese considera que o precursor
soluvel interage diretamente coma CS [29].

A celulose sintase (CS) ¢ um complexo
protéico constituido de trés (AxCcSAB, AxCcSC e
AxCcSD) ou quatro (AxCcSA, AxCcSB, AxCcSC e

AxCcSD) subunidades protéicas codificadas por
genes existentes em um operon bcs cromossomal.
AxCcSA e AxCcSAB apresentam um motivo
constituido por D,D,D,Q-X-X-R-W, completamente
conservado em glicotransferases [30]. Através da
analise funcional da CS, verifica-se que a subunidade
A desse complexo, com 83kDa, apresenta atividade
catalitica. A subunidade B, de 90kDa, aumenta a
velocidade de sintese da celulose, associando-se a
um regulador alostérico positivo, o acido ciclico
diguanilico (c-di-GMP). As subunidades C (138kDa)
e D (17kDa) parecem apresentar atividade estrutural.
Tem sido hipotetizado que a subunidade C encontra-
se relacionada com a formacao de poros de extrusdo
da celulose e a subunidade D parece estar relacionada
com o processo decristalizagdo, pois cepas mutantes
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Figura 3. Modelo hipotético da rota metabdlica para a biossintese de celulose por G. xylinus— Glicoquinase ATP (1);
Fosfoglicomutase (2); Glicose 6-fosfato desidrogenase (3); Fosfoglicoisomerase (4); Frutoquinase ATP (5); Aldolase (6);
Triose fosfato isomerase (7); Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (8); Fosfogliceratomutase (9); Enolase (10);
Piruvatoquinase (11); Piruvato difosfato diquinase (12); 6-fosfogliconato desidrogenase (13); Fosforribulose epimeraase
(14); Fosforribulose isomerase (15); Transacetolase (16); Transaldolase (17); Frutoquinase (18); Piruvato desidrogenase

(19) (modificado de [2, 32] [3][33][10]).
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do gene que codifica para a producao da subunidade
D ainda sdo capazes de produzir celulose II [31]. A
Figura 3 representa um modelo da rota metabodlica
paraabiossintese da celulose por G. xylinus.

Avancos na producio da celulose bacteriana

A formagdo da membrana de CB pode ocorrer
ndo apenas em meio estatico, mas também em
cultivos dinamicos, ou seja, agitados, como em
biorreatores ou em frascos com agitagdo, feitos com
o objetivo de aumentar a produgao pois nestes casos o
material produzido tem baixa resisténcia mecanica, e
se apresenta na forma de pellet ou como um emara-
nhado de fibras. Apesar disso, a utilizacdo destes
métodos objetiva por aumentar a produgdo de CB
para fins industriais. Durante a formagdo da membra-
na no meio de cultura é possivel inserir diversos
materiais no meio de cultura para o desenvolvimento
de compositos a base de CB [1], esta forma de
obten¢do de compositos pode ser considerada uma
inser¢do “in situ”, pois acontece durante o cultivo de
Gluconacetobacter xylinus, que insere materiais na
sua rede de fibras através da difusdo dos mesmos no
meio de cultura, o que leva a formagao de estruturas
com qualidades adicionais. As adigdes “in situ” vém
sendo bastante utilizadas na literatura, exemplos
como hidroxiapatita [34] e colageno [35] em
regeneracdo Ossea guiada e nanotubos de carbono
[36] [37], que possui diversas aplica¢des tecnoldgi-
cas. Essa possibilidade de insercdo de materiais nas
fibras de CB, ndo s0 através do cultivo, mas também

com a membrana in natura, levaram recentemente a
uma multiplicacdo das pesquisas com a CB. Além
disso, as fibras em escala nanométrica da CB [7]
explicam a alta resisténcia mecanica, que durante a
dinamica de sua biossintese, através da automonta-
gem de camadas formadas pela sobreposicdo de
fibras oriundas dos poros de Gx [38],[3, 39, 40],
formam uma resistente trama que através de sua
manipulacdo e utilizagdo, abrem diversas possibili-
dades de inovacdes tecnologicas ¢ aplicacdes
comerciais e cientificas [8], [41], [1]. Pode-se
encontrar maiores detalhes e exemplos a respeito das
inser¢des feitas “in situ” na Tabela em anexo, que
mostra o que tém sido feito na literatura.

Existe atualmente, um grande interesse com
relacdo ao aumento substancial da produtividade da
CB, diversos autores tém trabalhado sobre este
enfoque, utilizando diferentes formas de cultivo
como em biorreatores e cultivos agitados, em
contraste com o cultivo tradicional de meio de
cultivo estatico, além de variagdes nas condicdes de
suplementagdo. O melhor rendimento por litro
encontrado na literatura foi de 15,3g/L em 50 horas
de cultivo, outros resultados podem ser encontrados
naTabela2[9],[1].

Quase que a totalidade da producao mundial de
celulose para usos comerciais € feita pela obtengdo
através das plantas [7]. Para a obtengo desta celulose
vegetal (CV) é necessario a sua separacao de outros
compostos como hemicelulose e lignina, através de
reagdes extremamente poluentes que ao serem
realizadas produzem compostos como os organoclora-
dos, entre outros, igualmente nocivos ao meio

Tabela 2. Maiores produgodes de Celulose Bacteriana encontradas na literatura.

Bactéria gg‘::’zzg Suplementacio Temp((;l(()i:a(sj)ultivo Pr;)g(iig):ﬁo Ref.

G. xylinus BRC 5 Glicose | Ftanol e oxigénio 50 15,3 1751

G. xylinus BPR 2001 Mclago 72 7.82 [52]

G. xylinus BPR 2001 Frutose | Agar e oxgénio 72 14,1 [64]

G. xylinus BPR 2001 Frutose agar 56 12 64|

G. xylinus ssp. sucrofermentans Varios Acido Acético 101 28.4 [[77?]’

G. xylinus ssp. s;l(():g(;fermentans BPR Frutose oxigénio 52 10.4 [68]

Acetobacter SP A9 Glicose | Ltanol € oxigénio 192 15,2 [74]

G syl esp. s;g(r)(;fermentans LB Frutosc | Agar ¢ oxigénio 44 8.7 [68]
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Figura 4. Tipos de Biorreatores Utilizados na produgao de celulose bacteriana. Em a) Biorreator de Tanque

Agitado e b) Biorreator Airlift;

ambiente [42, 43]. Em contraste com a obtengdo da
CV, a celulose bacteriana tem processos de downstre-
am e upstream simples, ndo contendo qualquer
composto indesejado, com economia de produgédo, que
apos a eliminagdo de G. xylinus, e o processo de
desidratagdo, pode ser prontamente utilizavel [11].
Tém-se, com isso, um produto com elevada aplicabili-
dade industrial, mais versatil, econdmico ¢ também
ecologicamente sustentavel, tanto pela diminuicao de
impacto ambiental ao eliminar o a produgdo de
efluentes toxicos, como também pela nao utilizacao de
terras agricultdveis para a producdo de madeira,
aumentando assim, a disponibilidade de areas para a
produgao de alimentos.

A CB pode ser produzida 365 dias por ano,
independente das condi¢Ges climaticas ou ambienta-
is, sua producdo através do cultivo de G. xylinus em
ambiente laboratorial ou controlado, permite essa
capacidade. Apesar de todas essas qualidades, ainda
ndo existe uma planta de producdo de CB em grande
escala, devido a falta de otimizacdo do cultivo,
ocasionando baixos rendimentos, incompativeis com
a demanda por celulose na produgdo de papel, por
exemplo.

Haja vista as inumeras aplicagdes da CB e seu
carater sustentavel e a atual perspectiva de mercado
para com a celulose e seus derivados [44], é oportuna
a comparagdo de produtividades entre celulose
bacteriana e vegetal. Neste caso comparando 1
hectare de eucalipto com Incremento Médio Anual
(IMA) de 50 m’, e considerando uma densidade
basica de aproximadamente 500 kg por m3, tém-se
um IMA de 25 toneladas por hectare ano. Com um
plantio de 7 anos com um teor de aproximadamente
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45% de celulose, tem-se em torno de 80 toneladas de
celulose por hectare ap6s 7 anos de cultivo [45]. A
mesma producgdo seria alcancada com a celulose
bacteriana a um rendimento hipotético de 15 gramas
por litro em 50 horas (media de 0,3 gramas por hora),
em um biorreator de 500 m’ tem-se uma produgao de
celulose bacteriana equivalente a 1 hectare de
eucalipto em sete anos, produzida em aproximada-
mente 22 dias, além de ser um produto puro e
ecologicamente sustentavel. Na figura 4 encontram-
se dois tipos de biorreatores que podem ser utilizados
na producao de CB, que sdo uma saida ao cultivo
estatico.

Com isso, 0 mecanismo de biossintese de CB
pode ter sido compreendido, a excrecao e a formagao
da mesma tem atingido um grau elevado de elucida-
¢do, o novo enfoque na otimizagao da producdo de CB
pode ser pela biologia molecular da bactéria, através
do mapeamento do seu genoma, abrindo novas
perspectivas pela manipulagdo da via metabdlica de
CB ou via clonagem de seus genes em outros micror-
ganismos com maior potencial de producao. Nobles ¢
Brown [46] clonaram genes de G. xylinus na cianobac-
téria Symechococcus leopoliensis, mimetizando a
produgao de celulose, € obtiveram bons resultados, que
podem ser levados a escala industrial, principalmente
na utilizagdo da celulose como substrato para a
produgdo de biocombustiveis de segunda geragdo,
como o ctanol de celulose, devido a auséncia de
cristalinidade do material encontrado pelos autores.
Ishida e colaboradores [47] bloquearam a producéo de
acido acético através de uma mutagao da linhagem de
G. xylinus BPR 2001, dando o nome de EP1 para a
linhagem mutante, para avaliar o rendimento de
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celulose, o resultado foi uma diminuigdo na produgao
de celulose em comparacdo com a linhagem ndo
transformada. De fato o meio sem acetona, tornou-se
heterogéneo, diminuindo a aeragdo e¢ a razdo de
oxigénio soluvel, o que mostra que a acetona tem
importancia no cultivo pela diminuicao de viscosidade
e conseqiiente aumento da aeragdo ¢ da difusdo de
substratos no meio. Estes exemplos mostram algumas
das possibilidades a serem alcangadas pela biotecnolo-
gia atual, que em ritmo crescente, pode contribuir com
novos avangos neste campo [48].

Perspectivas

A perspectiva para aumento da produgdo de
celulose bacteriana pode levar a oportunidade de
substituir a celulose oriunda do setor florestal, o que
teria implicagdes econdmicas, sociais ¢ ambientais,
mas uma adaptacao gradual seria necessaria para o
atual setor, mesmo em se tratando de aplicagdes

especificas para a CB. Do ponto de vista ambiental e
agropecuario grandes oportunidades surgiriam,
devido a uma maior disponibilidade de terras
agricultaveis ou espago para reflorestamento com
espécies nativas, com recuperagdo da fauna e flora
[49]. Com isso um novo enfoque para produtos
oriundos da biotecnologia de microorganismos seria
dado, como o que ocorreu na década de 70 com o
apoio governamental ao pro-alcool, t€ém-se hoje uma
area em pleno desenvolvimento, com perspectivas
internacionais e baseada na utilizagdo de um
microorganismo, a Saccharomyces cerevisiae, na
producao de etanol, o mesmo pode ocorrer com a CB,
que sob o apoio adequado, pode levar a um novo
patamar de desenvolvimento tecnoldgico ao pais.
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Abstract: The present paper discusses the recent advances about the biosynthesis and production of bacterial
cellulose (BC), from gram-negative, aerobic and acetic acid Gluconcetobacter xylinus (Gx). The BC differs
from his vegetal pair, mainly due his feature of nanometric fibers, as opposed to micrometric feature of vegetal
cellulose, are extruded through the cellular wall of Gx, thereby the macroscopic structure of BC is
mechanically and physically more resistant, open big opportunities of biological and technological
applications, apart from that obtained by vegetal cellulose. The actual challenge is in the grown of production
of BC, which deals a superior understanding of his biosynthesis, to makes possible a later genetic-biochemical
manipulation derived from recent advances in molecular biology. Are related works using the BC for

production of composites and also what is being done of more actual with this biological material.

Keywords: Bacterial Cellulose; Gluconacetobacter; advances; biosynthesis.
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