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 A nanocelulose bacteriana (NCB) é um biomaterial com vasto  potencial de modificações e 
incorporações a sua matriz, com o propósito de produzir novos materiais com propriedades 
diferenciadas. Este estudo avaliou a capacidade da bactéria Komagataeibacter xylinus 
(ATCC® 53524™) de sintetizar NCB sob restrições de nutrientes em um meio definido 
mínimo. A reativação da cepa bacteriana foi realizada utilizando o meio complexo Hestrin-
Schramm. Após sete dias de incubação foi constatado contaminação de fungos filamentosos 
através de análise macroscópica da placa de manutenção e de contaminação por leveduras 
na alíquota do meio de reativação. A metodologia e procedimentos foram reavaliados para 
garantir total assepsia, sendo possível a obtenção de biofilmes de NCB, confirmado através 
da morfologia bacteriana. Em seguida, foram realizados testes de biossíntese através da 
inoculação da bactéria em meio mínimo, entretanto, durante o período de crescimento não 
foi observado a presença de NCB, indicando uma contaminação. Com a suspensão das 
atividades de pesquisa, não foi possível concluir que as modificações foram eficientes na 
produção de biofilmes, além da caracterização dos materiais. Novos testes serão realizados 
futuramente, entretanto, o presente estudo contribuiu para as atividades propostas de 
propagação, estoque, reativação da cepa e preparo de reagentes. 

PALAVRAS-CHAVE:  Nanocelulose bacteriana.  Meio de cultura. Meio mínimo. 

ABSTRACT 

Bacterial nanocellulose (BNC) is a biomaterial with a wide potential of modifications and 
incorporations to its matrix, aiming to produce new materials with distinctive properties. 
This study evaluated the Komagataeibacter xylinus (ATCC® 53524™) bacteria’s capacity to 
synthesize BNC under nutrients’ restrictions in a minimum defined medium. The bacterial 
strain reactivation was carried out using the Hestrin-Schramm complex medium. After 
seven days of incubation, contamination by filamentous fungi was detected, through a 
macroscopic analysis of the maintenance plate and contamination by yeasts in the aliquot 
of the reactivation medium. The methodology and procedures were revaluated to 
guarantee total asepsis, which allowed to obtain BNC biofilms, confirmed by bacterial 
morphology. Then, biosynthesis tests were conducted through the bacteria inoculation in a 
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 minimum medium, however, during the growth period, the presence of BNC was not 
observed, which indicates contamination. As the research activities were suspended due to 
COVID-19, it was not possible to conclude that the modifications were efficient to produce 
biofilms besides the materials’ characterization. New tests will be performed in the future, 
but, so far, this study has contributed to the proposed activities of propagation, stock, strain 
reactivation, and reagent preparation.  

KEYWORDS: Bacterial nanocellulose. Culture medium. Minimal medium. 

INTRODUÇÃO 

A nanocelulose bacteriana (NCB) ao longo dos últimos anos vem se destacando 
como importante biomaterial no ramo de engenharia de tecidos (METCALF; FERGUSSON, 
2006). Tamanha notoriedade se deve a propriedades únicas como elevada resistência 
mecânica, biocompatibilidade, capacidade de absorção de água e possibilidade de ser 
moldada em estruturas tridimensionais durante sua síntese (GAMA; GATENHOLM; KLEM, 
2012; LEE et al., 2014; SHAH et al., 2013; Shi et al., 2014). Tais características expande as 
possibilidades de aplicações tecnológicas como implantes corporais (Niaounakis, 2015), 
substituto de pele (Fu et. Al, 2013), tubos vasculares (HONG et al., 2015) e a fabricação de 
biosensores eletroquímicos para imobilização da bacteriófagos (Farooq et. al, 2020).  

Para a biossíntese de NCB são utilizadas bactérias do gênero Komagataeibacter, 
sendo a mais estudada a Komagataiebacter xylinus pela sua alta capacidade de produzir 
níveis relativamente altos do biopolímero a partir de uma ampla variedade de substratos 
(Yamada et al., 2012 a,b). Vários autores pesquisaram esta capacidade de fermentar 
diferentes substratos para obtenção de celulose, o primeiro meio de cultivo complexo foi 
desenvolvido por Hestrin e Scharamm ao qual utilizam glicose como fonte de carbono e 
outros nutrientes como extrato de levedura e peptona (Hestrin; Scharamm, 1954), 
entretanto,  o custo final de um meio de cultura corresponde a cerca de 30% dos custos 
totais de obtenção de produtos de origem biotecnológica (JOZALA et al., 2016). 

 Visando eliminar o fator de alto custo dos meios de cultura, surgiram inúmeros 
trabalhos levando em consideração o desenvolvimento de meios de cultura de baixo custo, 
tendo enfoque principal fontes alternativas de carbono e nitrogênio através de resíduos 
agroindustriais (CAVKA et al., 2013; KUO; LIN; LEE, 2010; HYUN; MAHANTY; KIM, 2014), da 
indústria alimentícia como casca de arroz (GOELZER et al., 2009), palha de trigo (HONG et 
al., 2011), bagaço de frutas (KUMBAR; RAJWADE; PAKNIKAR, 2015; VAZQUEZ; FORESTI; 
CERRUTTI, 2013) e soro de leite (CARREIRA et al., 2011), porém todos estes meios ainda 
possuem componentes complexos em sua composição, não permitindo uma quantificação 
exata e consequentemente uma pior reprodutibilidade. Além disto, o uso de componentes 
alternativos no meio de cultura pode influenciar nas propriedades finais da NCB 
(KONGRUANG, 2008; CASTRO et al., 2011; DAHMAN; JAYASURIA; KALIS, 2010). Por outro 
lado, os meios quimicamente definidos contém a composição exata de cada componente.  

Seguindo esta tendência, meio mínimo é um meio quimicamente definido que 
contém a quantidade adequada de nutrientes necessária para o crescimento de bactérias 
(MACHADO et al., 2019; LETORT; JUILLARD, 2001). A grande maioria dos estudos sobre o 
meio mínimo são usados para experimentos in silico, identificando as capacidades 
metabólicas, demanda de nutrientes e geração de metabólitos extracelulares (PHAN-
THANH; GORMON, 1997; WEGKAMP et al., 2010; AZATIAN; KAUR; LATHAN, 2019). 

Recentemente o primeiro meio mínimo definido para produção de NCB foi avaliado 
a partir da bactéria Komagataeibacter hansenii (ATCC® 23769™). O estudo avaliou 
diferentes fontes de carbono e nitrogênio em cultura estática e definiu as melhores 
condições e concentrações capaz de produzir biofilmes de nanocelulose. Em consequência 
da modulação do meio de cultura, a NCB sintetizada apresentou uma elevada transparência 
quando comparada aos meios complexos (SOUZA; BERTI; OLIVEIRA, 2019). 
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Biofilmes transparentes de nanocelulose se destacam em aplicações de engenharia 
de tecidos pois sua microestrutura fornece uma matriz organizada que permite o 
crescimento celular (KHODA; KOC, 2013; ZHU; MARCHANT, 2011). Além disso, biofilmes 
transparentes podem ser uma melhor plataforma para processos de cicatrização de feridas 
que podem ser facilmente monitoradas sem a remoção do curativo (NOGI; YANO, 2008; 
SAITO et al., 2003).  

Os biomateriais opticamente transparentes são essenciais para diversas aplicações 
tecnológicas e projetam novos desafios em seu desenvolvimento por projetos inovadores 
de produção (CHEN et al., 2012; FERNANDES et al., 2009; OKAHISA et al., 2009). Neste 
contexto, este projeto tem como objetivo explorar as modificações de meio de cultura, 
principalmente no que se refere ao uso de um meio mínimo definido, para produzir 
biofilmes de NCB opticamente transparentes a partir da bactéria Komagataeibacter xylinus 
(ATCC® 53524™) em culturas estáticas. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

A bactéria utilizada para a síntese de nanocelulose bacteriana (NCB) foi 
Komagataeibacter xylinus (ATCC® 53524™). Para reativação, cultivo, preservação 
foi elaborado o meio de cultura Hestrin & Scharamm (HS) constituído por 20 g/L  de 
glicose (C6H12O6), 5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L  de peptona bacteriológica, 2,7 
g/L  de fosfato dissódico (Na2HPO4) e 1,15 g/L  de ácido cítrico.  

Em alternativa ao tradicional meio de cultura HS foi desenvolvido o meio de 
cultura mínimo de acordo com a metodologia adotada por Samara e colaboradores 
(2019) ao qual foram preparadas soluções estoques separadamente de cloreto de 
cálcio (CaCl2) 0,1 M, sulfato de magnésio (MgSO4) 1 M, cloreto de amônio (NH4Cl) 
0,5 M e glicose (C6H12O6) 1 M. Para a suplementação mínima de sais foram utilizados 
os padrões M9 de sais mínimos proposto por Miller (1979), desta forma foi 
elaborada uma solução estoque de sais 10x  4% (v/v) contendo 58 g de fosfato 
dissódico (Na2HPO4), 30 g de fosfato monopotássico (KH2PO4) e 5 g de cloreto de 
sódio (NaCl) em um litro. O meio de cultivo mínimo foi preparado através da adição 
de alíquotas das soluções estoques produzidos anteriormente, seguindo a adição 
de 40 mL solução de sais, 800 µL de sulfato de magnésio, 400 µL cloreto de cálcio, 
25 mL de glicose, 20 mL de cloreto de amônio e completado em um litro de solução. 
O pH de ambos os meios foram ajustados para 6,5 e em seguida esterilizados em 
autoclave a 121°C por 20 minutos.  

Para a reativação da cepa bacteriana, descongelou-se uma alíquota estoque 
de 1 mL (Figura 1), ao qual 100 µL foram inoculados em meio HS sólido, 
denominando-a como placa de manutenção, logo o restante da alíquota foi 
realocado em tubo de cultura contendo 4 mL de meio HS. Após homogeneização, 
o tubo foi alocado em uma incubadora B.O.D a 30°C e cultivado em condições 
estáticas por 7 dias. Em seguida ao período de incubação, o biofilme sintetizado foi 
retirada e efetuado o aumento do inóculo adicionando 45 mL de meio HS e 
cultivado por mais 7 dias a 30°C, logo após preservadas em glicerol a  -20°C. Através 
da placa de manutenção foram selecionadas 5 colônias da bactéria K. xylinus em 1 
mL de meio HS e inoculado 100 µL em uma placa denominada placa de trabalho.  
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Figura 1. Esquema da reativação e preservação da cepa de K. xylinus  

 

Fonte: Autoria própria (2020). 

 

Para a biossíntese da NCB preparou-se o meio de cultura (HS e Mínimo) 
contendo 10% (v/v) do inóculo partindo da placa de trabalho (Figura 2), logo em 
seguida incubadas a 30°C em BOD em cultura estática por 7 dias. Após o período 
de incubação os biofilmes foram removidos e purificados em um béquer contendo 
uma solução 0,1 M de hidróxido de sódio (NaOH) por 24 horas a 50°C. Depois 
foram lavados com água destilada até o pH atingir a neutralidade e autoclavados 
por 20 min a 121 °C. 

 

Figura 2. Esquema para preparo do inóculo bacteriano para biossíntese de NCB 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2020). 

                                                              RESULTADO E DISCUSSÃO 

O primeiro experimento consistiu na reativação da bactéria K. Xylinus em meio 
Hestrin- Scharamm, entretanto, após o período de incubação de sete dias a placa 
de manutenção apresentou o crescimento de fungos filamentosos, evidenciados 
pelo crescimento de micélios observados pela morfologia macroscópica das 
colônias como demonstrado na Figura 3 (a). Já o meio o meio de reativação com 
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meio HS líquido ao ser observado uma alíquota em microscópico óptico, ficou 
constatado a contaminação por leveduras (Figura 3 (b)), caracterizadas por suas 
formas esféricas ou ovais na presença de pseudo-hifas, características típicas de 
leveduras (Tortora; Funke, 2010), divergindo do padrão morfológico de estrutura 
em forma bacilar e tamanho de 0,5 µm a 1,0 µm por 2,0 µm a 10,0 µm da cepa de  
K. Xylinus (KADERE et al., 2008; TOMITA; KONDO, 2009). 

 

Figura 3 – Contaminação da placa de manutenção por fungos filamentosos 
(a), contaminação do meio líquido por leveduras (b) 

 

  

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2020). 

 
A reativação foi refeita e após 7 dias verificado a formação de uma película de 

nanocelulose bacteriana conforme a Figura 4 (a) e confirmação morfológica (b) e 
por fim preparadas as placas de manutenção. 

 

Figura 4 – Biossíntese do biofilme de nanocelulose após 7 dias de incubação 
de forma estática (a), micrografia K. Xylinus (b) 

                                                                     

                                                          Fonte: Autoria própria (2020). 
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Para produção de biofilmes transparentes, foi preparado um inóculo com o 

meio mínimo de 10 % do volume final e por fim em uma placa de 24 poços foram 
adicionados 2 mL em cada poço, em seguida incubados por 7 dias a 30°C.  

Após este período, não foi verificado a formação de biofilmes, indicando uma 
possível contaminação do meio (Figura 5).  

 

Figura 5 – Teste de biossíntese de NCB através do meio mínimo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2020). 

 

CONCLUSÃO 

O presente estudo alcançou as atividades propostas de propagação, estoque, 
reativação da cepa bacteriana, preparo de reagentes e meio de cultura. Devido as 
contaminações e posteriormente com a pandemia, as atividades foram suspensas 
não sendo possível obter resultados conclusivos. Neste aspecto, não é possível 
concluir que as modificações do meio de cultivo mínimo foram eficientes na 
produção de biofilmes de nanocelulose bacteriana opticamente transparentes 
através da cepa de Komagataeibacter xylinus, sendo necessário que novos testes 
sejam realizados futuramente. 
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