UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

BRUNA SANTANA DAS CHAGAS

PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA EM MEIO A BASE DE MELACO DE
SOJA EM CULTIVO ESTATICO

FORTALEZA

2018



BRUNA SANTANA DAS CHAGAS

PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA EM MEIO A BASE DE MELACO DE
SOJA EM CULTIVO ESTATICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia Quimica da
Universidade Federal do Ceara como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia Quimica.

Orientadora: Dra. Morsyleide de Freitas Rosa.

Co-orientadora: Dra. Maria de Fatima Borges

FORTALEZA

2018



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacio
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
(Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C424p  Chagas, Bruna Santana das.
Producio de celulose bacteriana em meio a base de melaco de soja em cultivo estatico / Bruna Santana
das Chagas. — 2018,
801 1l color.

Dissertacio (mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Tecnologia, Programa de Pos-
Graduacio em Engenharia Quimica, Fortaleza, 2018.

Orientacio: Profa. Dra. Morsyleide de Freitas Rosa.

Coorientacio: Profa. Dra. Maria de Fatima Borges.

1. biopolimero. 2. Komagataeibacter. 3. hidrolise acida. 4. etanol 1. Titulo.
CDD 660




BRUNA SANTANA DAS CHAGAS

PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA EM MEIO A BASE DE MELACO
DE SOJA EM CULTIVO ESTATICO

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagio em Engenharia Quimica
da Universidade Federal do Ceard como
requisito parcial para obtencdo do titulo
de Mestre em Engenharia Quimica.

Orientadora: Dra. Morsyleide de Freitas

Rosa.
Co-orientadora: Dra. Maria de Fatima
Borges .
Data da aprovacido: 12/06/2018
BANCA EXAMINADORA

Jorbew G A
v [
Dra. Morsyleide de Freitas Rosa (Orientadora)

Embrapa Agroindistria Tropical

.\Ncrngn‘) {J Q. L‘\Oﬂmbi /PWE Q&\L.D 1
Prof*. Dra. Maria Valderez Ponte Rocha
Universidade Federal do Ceari (UFC)

A2 I 22

\ .-“ mr_LuS P)r(;"f:- ide
Dra. An’a)lraidy Sﬁ\nta Brigida

Embrapa Agroindistria Tropical



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por ter me dado forca e sabedoria para superar as dificuldades

durante o periodo da pesquisa.

Obrigada ao meu esposo André Felipi, que me encorajou e compreendeu minha auséncia pelo
tempo dedicado aos estudos. Agradeco aos meus pais Valdivino e Maria José e minha irma

Priscila, que me deram apoio e incentivo nas horas dificeis.

Agradeco a minha orientadora Dra. Morsyleide, que acreditou em meu potencial de uma forma

a que eu ndo acreditava ser capaz de corresponder.

Agradeco a minha co-orientadora Dra. Fatima Borges por tudo que fez por mim nesse periodo
do mestrado, sua orientacao, suas dicas e observagdes foram cruciais para o trabalho. Agradeco

também pelo incentivo, confianca e amizade.

Aos amigos e funcionarios do Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos pelo apoio e pelos

dias que choraram e sorriram junto comigo nesses Ultimos meses. Sucesso na carreira de vVoces.

Aos meus colegas de pos-graduacdo que perseveram junto comigo pela conclusdo do curso,

sempre ofertando apoio uns aos outros.

Aos colegas e funcionarios do Laboratério de Tecnologia da Biomassa que sempre me
auxiliaram nas analises. Obrigada pela disposicdo, ajuda e atencéo.

Agradeco a Prof?. Dra. Maria Valderez e Dra. Fabia Karine por aceitarem prontamente o convite
de fazerem parte da banca de qualificacdo. Agradeco a Dra. Maria Valderez e Dra. Ana Iraidy
por aceitarem prontamente o convite de fazerem parte da banca de defesa.

A Embrapa pela estrutura e recursos oferecidos para a realiza¢do deste trabalho; e a CAPES

pelo auxilio financeiro.

E, enfim, a todos aqueles que, embora ndo citados nominalmente, contribuiram direta e

indiretamente para a execucéo deste trabalho.



“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito. N&o
sou o0 que deveria ser, mas Gracgas a Deus, ndo sou o que era antes”’

(Marthin Luther King)



RESUMO

Celulose bacteriana (CB) é um biopolimero que apresenta aplicagdo na &rea biomédica,
alimenticia, cosmética, entre outras. Contudo, sua producdo em grande escala € limitada por,
dentre alguns motivos, o custo do processo onde 0 meio de cultivo é responsavel por até 30%
do custo total de producdo. Neste contexto, o0 melaco de soja (MS), coproduto de baixo custo
da cadeia da soja, pode ser um substrato promissor para producdo de CB, pois contém em sua
composicao fonte de carbono e nitrogénio para o processo fermentativo. O objetivo do trabalho
foi produzir celulose bacteriana por Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 utilizando melaco
de soja como meio alternativo de fermentacdo em cultivo estatico. Para aumentar o teor de
acucares fermentéaveis o MS foi hidrolisado com &cido sulfurico. Desse modo, foram realizados
ensaios variando a proporc¢édo de acido e MS e, posteriormente, um planejamento experimental
para otimizar a hidrolise dos oligossacarideos. A partir dos resultados dos ensaios foram
formulados os meios de fermentacao hidrolisados MSH75 (solugédo aquosa com 75 g/L de MS
hidrolisada com 5% (v/v) H.SO4 1M) e MSH100 (solugdo aquosa com 100 g/L de MS
hidrolisada com 10% (v/v) H2SO4 1M) tratados termicamente a 90 °C/10 min e, posteriormente,
pH ajustado para 6,0. Também foram preparadas solugdes controles nas quais ndo foram
adicionadas acido, denominadas MS75 e MS100, solucdes aquosas com 75 g/L e 100 g/L de
MS, respectivamente. Para fermentacdo os meios a base de MS e HS (meio de referéncia) com
(1,0; 1,5 e 2,0% v/v) e sem adi¢do de etanol foram inoculados com 10% (v/v) de cultura de K.
xylinus e incubados a 30 °C/10 dias. Os meios & base de MS hidrolisados apresentaram maior
producdo de CB que os meios ndo hidrolisados devido a maior concentracdo de acUcares
fermentéaveis presentes no meio de cultivo. Contudo, a producdo do biopolimero nos meios
MSH75 e MSH100 foi inferior & do meio de referéncia HS, indicando necessidade de
suplementacédo para aumentar a producao. A suplementacdo com etanol pode elevar a producéo
de CB, pois a bactéria oxida etanol a acido acético que por meio do ciclo de Krebs sintetiza
ATP influenciando na via metabdlica para producdo do biopolimero. A melhor producéo do
biopolimero foi observada no meio MSH75 suplementado com 2,0% (v/v) de etanol
(MSH75+), apresentando uma producao de CB (aproximadamente 7 g/L) similar a do meio HS.
A CB obtida do meio MSH75+ foi caracterizada e apresentou composicdo quimica padrdo de
CB, inicio de decomposicdo térmica em torno de 312 °C, indice de cristalinidade de 80%,
morfologia das nanofibrilas com caracteristica tipicas de CB e boas propriedades mecanicas.
Os resultados encontrados foram similares a celulose produzida em meio HS indicando que a
composicdo dos meios de MS ndo afetou, de maneira expressiva, as propriedades do
biopolimero. Além disso, 0 meio MSH75+ apresentou, em escala laboratorial, menor custo em
sua elaboracdo (76%) quando comparado com meio HS. Portanto, o meio a base de melaco de
soja hidrolisado e suplementado com etanol apresenta potencial como meio de fermentagéo
para sintese de CB.

Palavras-chave: biopolimero; Komagataeibacter; hidrélise acida; etanol.



ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) is a biopolymer that presents applications in the biomedical area, food,
cosmetic, among others. However, its large-scale production is limited by, among some
reasons, the cost of the process where the medium is responsible for up to 30% of the total cost
of production. In this context, the soybean molasses (SM), a co-product of low cost soybean,
may be a promising substrate for the production of BC because it contains carbon and nitrogen
sources for the fermentation process. The objective of the work was to produce bacterial
cellulose by Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 in static culture, using soybean molasses
as an alternative fermentation medium. To increase the content fermentable sugar, the SM was
hydrolyzed with sulfuric acid. Thus, assays were performed varying the acid and SM ratio and,
later, an experimental design to optimize the hydrolysis of the oligosaccharides. From the
results of the tests the hydrolysed fermentation media were formulated HSM75 (75 g/L aqueous
solution of SM hydrolyzed with 5% (v/v) H2SO41M) and HSM100 (100 g/L aqueous solution
of SM hydrolyzed with 10% (v/v) H2SO4 1M) heat-treated at 90 °C/10 min and, thereafter, pH
adjusted to 6,0. Control solutions were also prepared in which no acid was added, named MS75
and MS100, aqueous solutions with 75 g/L and 100 g/L of SM, respectively. For fermentation,
the medium based on SM and HS (reference medium) with (1.0, 1.5 and 2.0% v / v) and without
addition of ethanol were inoculated with 10% (v/v) culture of Komagataeibacter xylinus and
incubated at 30 °C/10 days. Medium based on hydrolyzed SM showed higher BC production
than unhydrolyzed medium due to the higher concentration of fermentable sugars present in the
culture medium. However, the production of the biopolymer in HSM75 and HSM100 medium
was lower than the reference HS medium, indicating the need for supplementation to increase
its production. Ethanol supplementation may increase the production of BC because the
bacterium oxidizes ethanol to acetic acid, which through the Krebs cycle synthesizes ATP
influencing the metabolic pathway to produce the biopolymer. The best biopolymer production
was observed in the HSM75 medium supplemented with 2,0% (v/v) ethanol (HSM75+),
presenting a production of CB (approximately 7 g/L) similar to the HS medium. The BC
obtained from HSM75+ medium was characterized and showed a chemical composition of BC
standard, beginning thermal decomposition at around 312 °C, crystallinity index of 80%,
morphology of the nanofibrils with typical characteristics of BC and good mechanical
properties. The results found were similar to the cellulose produced in HS medium indicating
that the composition of the SM medium did not significantly affect the properties of the
biopolymer. In addition, on laboratory scale, the HSM75+ medium presented a lower cost in its
elaboration (76%) when compared to HS medium. Therefore, the soybean molasses medium
hydrolyzed and supplemented with ethanol has potential as a fermentation medium for CB
synthesis.

Keywords: biopolymer; Komagataeibacter; acid hydrolysis; ethanol.
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1. INTRODUCAO

Celulose bacteriana (CB) é um biopolimero sintetizado por diversos géneros de
microrganismos. O género Komagataeibacter, anteriormente Gluconacetobacter (YAMADA
et al., 2012), apresenta capacidade superior de producdo de CB e seu rendimento pode ser
potencializado dependendo da fonte de carbono e nitrogénio usada no meio de cultivo (LIN et
al., 2013; SANTOS; CARBAJO; VILLAR, 2013). Além disso, a producdo do biopolimero
depende da temperatura, pH e suplementacdo (CHAWLA et al., 2009). Variando esses
parametros, a CB obtida pode apresentar composicdo, morfologia e propriedades diferentes
(HU et al., 2014).

A CB possui propriedades mecénicas unicas relacionadas as caracteristicas
intrinsecas da macromolécula de celulose, é sintetizada com elevada pureza, pois ndo possui
lignina e hemicelulose como a celulose das plantas, tornando-se uma fonte de celulose pura
(MOHITE; PATIL, 2014). Além disso, apresenta alta porosidade, excelente poder de absorcao,
elevada cristalinidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade (SHAH et al., 2013). Essas
caracteristicas a tornam promissora para ser utilizada em diferentes aplicacBes na industria
biomédica, alimenticia, cosmética, téxtil e eletrénica (GALLEGOS et al., 2016).

Atualmente aplicacdo da CB € limitada devido ao alto custo de producéo, incluindo
0 meio de cultura. O meio sintético HS (HESTRIN; SCHRAMM, 1954), composto por glicose,
extrato de levedura, peptona, acido citrico e fosfato de sodio bibasico, é tradicionalmente
utilizado como meio de cultivo para producdo de CB. A glicose como unica fonte de carbono
atua ndao s6 como uma fonte de energia, mas também como um precursor de celulose
(CAMPANO et al., 2016). A formulagdo do meio HS apresenta elevado custo, dessa forma,
estratégias como a formulacdo de meios de fermentacdo de baixo custo estdo sendo propostas
visando reduzir os custos deste processo.

Vaérios substratos tém sido avaliados quanto ao seu potencial na obtencdo de CB.
Dentre esses substratos incluem a utilizagdo e aproveitamento de subprodutos agroindustriais
como meio de cultura alternativo para a sintese do biopolimero como, liquido de sisal (LIMA
et al., 2017), extrato de algaroba (NASCIMENTO et al., 2016), glicerol (VAZQUEZ et al.,
2013) entre outros. Esses subprodutos sdo ricos em acucares (glicose, frutose, galactose e
sacarose) e podem ser promissores para a producgéo industrial do biopolimero. Contudo, ainda
h& uma demanda por novos substratos alternativos, de baixo custo, que ja apresentem fonte de
carbono e nitrogénio para o desenvolvimento microbiano, tendo em vista reduzir gastos com

suplementacéo de elevado custo.
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O melaco de soja (MS) é o principal subproduto gerado no processamento industrial
da soja para produzir o concentrado proteico. Apresenta elevado teor de carboidratos, proteinas,
lipidios e minerais podendo ser utilizado como meio de fermentacdo para o crescimento
microbiano (KARP et al.,, 2016). O MS também ¢ utilizado para alimentacdo animal,
fertilizantes e aplicacdo industrial (siderurgia, refrataria e briquetes). Apresenta em sua
composi¢do quimica elevado teor de oligossacarideo e baixo teor de monossacarideos
(SIQUEIRA et al., 2008; SILVA et al., 2012). Devido a baixa concentracdo de acUcares
simples, a hidrélise dos oligossacarideos presentes no MS, pode ser uma alternativa para
aumentar o rendimento do processo, pois eleva a concentracdo de aglUcares fermentesciveis
(KARP et al., 2016).

Para elevar a sintese de CB, € importante otimizar o meio de fermentacdo. Para tal,
podem ser adicionados suplementos ao meio de cultivo como o etanol que ¢ utilizado como
fonte de carbono e fonte de energia para a geracdo de ATP. Este Gltimo, inibi a atividade
enzimética da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) favorecendo a via metabdlica para
sintese do biopolimero (KIM et al., 2006; LI et al., 2012). Desse modo, 0 aumento da producéo
de CB pela adicédo de etanol ao meio de cultivo tem sido relatado em alguns estudos (LI et al.,
2012; SON et al., 2003; GOMES, 2017; GULLO, 2017).

As condicdes de fermentacdo influenciam na estrutura quimica da CB podendo
afetar as propriedades do biopolimero (SHEZAD et al., 2010). Assim, torna-se necessario
investigar as possiveis modificacbes nas propriedades fisico-quimicas das membranas de CB
produzidas a partir de um meio alternativo. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
produzir celulose bacteriana em cultivo estatico utilizando melago de soja como substrato
alternativo de fermentacdo e caracterizar o biopolimero sintetizado por Komagataeibacter
xylinus ATCC 53582.
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2. OBJETIVO GERAL

Produzir celulose bacteriana em cultivo estatico utilizando melago de soja como
meio alternativo de fermentagdo para cepa Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 e
caracterizar o biopolimero produzido.

2.1 Objetivos especificos

- Definir as melhores condicdes para hidrolise acida do melaco de soja.

- Produzir celulose bacteriana em meio de fermentacdo a base de melaco de soja hidrolisado.

- Determinar o efeito da suplementacdo do meio com etanol na producao de celulose bacteriana.
- Caracterizar o biopolimero por Espectroscopia na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Anélise Termogravimétrica (TGA), Difracdo de Raios-X
(DRX), Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) e ensaios mecanicos.

- Estimar o custo para formulacdo, em escala laboratorial, do meio a base de melaco de soja

hidrolisado suplementado com etanol e meio de referéncia.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Celulose: aspectos gerais

A celulose (CeH100s)n € 0 polimero mais abundante na natureza, podendo ser
encontrada em plantas ou sintetizada por algas marinhas, musgos e bactérias.
Independentemente da fonte, € um homopolissacarideo linear composto por unidades D-
glicopiranose ligadas entre si por ligagcdes B-1-4 glicosidica. A ligacao glicosidica ocorre entre
0 oxigeénio ligado covalentemente ao &tomo de carbono 1 de uma molécula de glicose e 0 &tomo
de carbono 4 da molécula de glicose adjacente (EICHHORN et al., 2010; ABDUL; BHAT,;
IREANA, 2012). Os grupos hidroxilas livres nas moléculas formam ligac6es de hidrogénio
intramoleculares entre grupos hidroxila da mesma molécula e intermoleculares, entre grupos
hidroxilas de cadeias adjacentes. Essas ligagdes sdo responsaveis pela rigidez do polimero e
pela formacéo das estruturas tridimensionais (Figura 1a) (SHEN; GNANAKARAN, 2009).

As cadeias formadas pela ligacdo dos mondmeros de glicose sdo denominadas
fibrilas elementares. As fibrilas se agregam através das ligacdes de hidrogénio na forma de
microfibrilas. A reunido das microfibrilas origina as microfitas e estas se agrupam gerando as
fibras celuldsicas. No processo de formacgdo das microfibrilas sdo originadas regides onde as
cadeias de celulose estdo dispostas numa estrutura altamente ordenada (cristalinas) e regides
que sdo desordenadas (amorfas) (MOON et al., 2011) (Figura 1b). A proporcao entre as regides
cristalina e amorfa determina o indice de cristalinidade (IC) do polimero, visto que o dominio
cristalino e amorfo afetam as propriedades mecéanicas das fibras de celulose. A fase cristalina
tende a aumentar a rigidez e a resisténcia a tracdo (VIEILLE; AUCHER; TALEB, 2012).

A celulose é um dos materiais naturais mais utilizados e tem sido tradicionalmente
usada para fabricacdo de papel, além de outras aplicacbes. A celulose vegetal é bastante
conhecida, entretanto, algumas bactérias ganharam atencao como fonte alternativa e sustentavel
de celulose, denominada celulose bacteriana (CB). A celulose vegetal e a CB apresentam
mesma férmula molecular, mas a segunda tem vantagens competitivas que atrairam atencao
para sua producdo. Em comparacdo com a celulose vegetal, a CB apresenta excelentes
propriedades fisicas em relacéo a estabilidade mecanica, resisténcia a tracéo, termoestabilidade,
cristalinidade, pureza e biocompatibilidade (BARUD et al., 2011; CACICEDO et al., 2016).
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Figura 1 — Esquema (a) das ligacdes de hidrogénio intramoleculares e
intermoleculares que estdo presentes na celulose e (b) da interacdo entre as
fibrilas na formacdo da regido cristalina e amorfa das microfibrilas de

celulose.
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Fonte: Adaptado ZHOU; WU (2012).

3.2 Celulose bacteriana

A CB foi inicialmente descrita por Brown em 1886, quando foi observada a
formacdo de uma manta gelatinosa na superficie do caldo de fermentacdo do vinagre. A
estrutura identificada era quimicamente semelhante a celulose vegetal e por anélise
microscopica evidenciou-se que havia presenca de bactérias distribuidas por toda area
superficial da pelicula (BROWN, 1886).

O biopolimero pode ser sintetizado por diversos géneros de microrganismos como:
Komagataeibacter (LIMA et al., 2017; UZYOL; SACAN, 2017), Aerobacter (CANNON;
ANDERSON, 1991), Achromobacter (FARAG et al., 2016), Agrobacterium (BARNHART et
al., 2013), Alacaligenes (FIEDLER et al., 1989), Pseudomonas (UDE et al., 2006), Rhizobium
(ROBLEDO et al., 2012), Sarcina (YANG et al., 2013a) e Salmonella (GARCIA et al., 2004).

O género Komagataeibacter é o mais estudado devido sua producéo de celulose ser
significativamente elevada e por sintetizar celulose a partir de diferentes fontes de carbono
(glicose, frutose, melaco, glicerol ou outros substratos organicos) e nitrogénio, tornando-se de
grande interesse econdmico (CHAWLA et al., 2009). Esse género de microrganismo pode ser
encontrado na natureza em frutas, vegetais e em produtos fermentados como vinagre e bebidas
alcoolicas (HUANG et al., 2014; NEERA; RAMANA; BATRA, 2015).
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3.3 Biossintese da celulose bacteriana

A biossintese da CB é uma reacdo que envolve varias etapas enzimaticas,
complexos cataliticos e proteinas reguladoras. Dependendo da fonte de carbono utilizada o
microrganismo segue vias metabdlicas distintas para producdo de CB. Quando a glicose é
utilizada como substrato envolve quatro etapas enzimaticas. Inicialmente a glicose é
transportada para o interior do citoplasma bacteriano onde ocorre a fosforilacao de glicose para
glicose-6-fosfato pela enzima hexoquinase (1); isomerizacao de glicose-6-fosfato a glicose-1-
fosfato pela fosfoglicomutase (2); sintese de UDP-glicose pela UDPG-pirofosforilase (3) e
producdo de celulose a partir de UDP-glicose pela celulose sintase (4) (LEE et al., 2014). O

esquema geral da biossintese da CB pode ser representado conforme a Figura 2.

Figura 2 - Esquema da via metabdlica para sintese de celulose bacteriana por
Komagataeibacter xylinus.

// Via das Fosfoglicomutase Celulose sintase \

... pentoses fosfato
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de glicose UDPG-pirofosforilase
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O Isomerase [ N ) O

e

F — -6- .
Unidades rutose Frut-6-P Citoplasma
de frutose Periplasma

Fonte: Adaptado LEE et al. (2014) e NARITOMI et al. (1998).

A producédo de CB a partir da frutose envolve a enzima hexoquinase que fosforila
a frutose para frutose-6-fosfato e, posteriormente, a isomerizacdo da frutose-6-fosfato para
glicose-6-fosfato pela enzima fosfoglicose isomerase. A partir desse ponto a via metabolica
para producdo de CB segue 0 mesmo caminho da sintese do biopolimero utilizando de glicose.
J& para producdo de CB a partir de dissacarideos, tal como a sacarose, a biossintese do
biopolimero inicia-se no periplasma da célula com a hidrélise dos dissacarideos em
monossacarideos, como glicose e frutose (LEE et al., 2014). Assim, a adequacdo de um
determinado substrato pode ser entendida em termos de duas vias anfibolicas operativas por
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bactérias produtoras de CB: o ciclo das pentoses para a oxidacao de carboidratos e o ciclo de
Krebs para a oxidacdo de acidos orgénicos e compostos relacionados. A sintese de CB ¢
fortemente associada ao catabolismo pelos processos de oxidagcdo e consome até 10% de
energia derivada de reacdes catabolicas. A producdo do biopolimero ndo interfere nos outros
processos, como na sintese de proteinas. Portanto, segue ciclo pentose fosfato ou o ciclo de
Krebs juntamente com a gliconeogénese (ROSS et al., 1991).

Apbs a polimerizacdo de monémeros de glicose em cadeias 1—4 glucanas, ocorre
a excrecdo extracelular das cadeias lineares e organizacdo e cristalizacdo das cadeias de
glucanas dispostas em tiras. A bactéria excreta as fibrilas elementares, cerca de 1,5 nm de
largura, por meio dos complexos terminais que sdo associados com os poros superficiais das
células (Figura 3a) (ROSS et al., 1991). A organizacdo e a cristalizacao sdo realizadas a partir
dos grupos hidroxilas livres dispostos nas cadeias de celulose que através de ligacbes de
hidrogénio e forgas de Van der Walls formam uma rede de nanofibras com didmetro entre 20-
90 nm (Figura 3b) (LIN; DUFRESNE, 2014; SHI et al., 2014).

Figura 3 — Microscopia explicativa da formacéo da celulose bacteriana a) Komagataeibacter
xylinus excretando fibrilas elementares; b) rede tridimensional formada pela bactéria.

Fonte: a) BARUD (2010); b) CASTRO et al. (2011).

A razdo pela qual as bactérias geram celulose ndo estd bem estabelecida, pois é
parte de seu metabolismo, mas tem sido sugerido que a membrana formada na interface
ar/liquido permite as bactérias aerdbias moverem-se para a superficie possibilitando obter
oxigénio com maior facilidade para seu crescimento. Além disso, o mecanismo de flotagédo
previne a desidratacdo do substrato, serve como protecéo contra a luz ultravioleta e atua como
uma barreira contra o crescimento de outros microrganismos ndo produtores do biopolimero
(CASTRO et al., 2011; RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015).
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3.4 Propriedades e aplicacoes

A CB possui a mesma formula molecular da celulose vegetal (CV); contudo,
apresenta propriedades fisicas e quimicas diferentes. As propriedades fisicas superiores sdo
atribuidas, principalmente, ao tamanho das fibras que sdo de carater nanométrico contra o
micrométrico da vegetal e ao elevado grau de polimerizacdo (2000-8000) (TABUCHI, 2007).
Apresenta atributos como elevada resisténcia mecénica, grande capacidade de retencdo de agua,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, além de ser atdxica. Possui alto grau de pureza, livre
de lignina, hemicelulose e pectina, que precisam ser removidos durante a purificacdo da CV
(CHAWLA et al., 2009; BARUD et al., 2011). As redes de nanofibras de CB conferem grande
area superficial e elevada porosidade. A Figura 4 apresenta as imagens da membrana de CB de
diferentes angulos possibilitando observar a estrutura do biopolimero. Além disso, a
cristalinidade e a resisténcia mecanica da CB sao superiores aos da CV (SHAH et al., 2013).

As propriedades da CB séo afetadas por fatores como as condicdes de fermentagéo,
0 microrganismo e os meios de fermentacdo empregados. Esse biopolimero oferece capacidade
de modificacdo superficial, facil manuseio e nenhum risco para a salde, enquanto que a maioria
dos polimeros sintéticos apresentam riscos significativos para a satde, como irritacdo da pele e
doencas respiratorias (IQBAL et al., 2014).

Figura 4 - Imagens da pelicula de CB. (a) imagem 6ptica da CB mostrando direcionalidade para
as imagens b e c. Imagem MEV de emissdo de campo mostrando a (b) a rede CB de baixa
densidade no plano e (c) a estrutura transversal.

Fonte: MOON et al. (2011).

Em funcdo de suas propriedades, a CB é considerada um material com grande
potencial de aplicacdo, sendo utilizada na area de alimentos, farmacéutica, téxtil, eletrénica,
engenharia de tecidos, cosmética, odontologia e medicina (WANG; CHEN, 2011; MOHITE;
PATIL, 2014; RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015). Segundo Gallegos et al. (2016),
CB é um material de fonte sustentavel que oferece diversas utilizagdes na area de biotecnologia

industrial e setores biomédicos para produzir produtos de valor agregado.
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Inicialmente a CB foi utilizada no sudeste asiatico como fibra dietética denominada
nata de coco, uma sobremesa servida em cubos (PHISALAPHONG; CHIAOPRAKOBKIJ,
2012). Atualmente algumas aplicacdes vem sendo investigadas como na elaboracéo de curativo
para feridas (LIN et al., 2013; CHANG; CHEN, 2016; QIU et al., 2016), dispositivos de
liberacdo de farmacos (ABEER; MOHD AMIN; MARTIN, 2014), regeneracdo de tecidos
(AHN et al., 2015; BARUD et al., 2015; DUARTE et al., 2015), lentes de contato terapéuticas
para regeneracdo da cérnea (BARUD et al., 2016), estabilizante de alimentos (SHI et al., 2014),
cosméticos (HASAN; BIAK; KAMARUDIN, 2012; NUMATA; MAZZARINO; BORSALI,
2015), embalagens (ZHU et al., 2010), implantes dentarios (SHAH et al., 2013), dispositivos
eletricamente condutores (PINEDA; MESA; RIASCOS, 2012), sensores, eletrodos e monitores
flexiveis (HU et al., 2011; SHl et al., 2012).

Embora a CB apresente aplicacdes em diferentes areas sua producdo em grande
escala é limitada devido ao custo do processo e as limitagfes do cultivo estatico. O cultivo sob
condicGes estaticas requer grande area da superficie da cultura, isto é, quanto maior a area da
superficie, maior a producéo de CB, que ¢ inadequado para culturas de grande escala (SHODA,;
SUGANO, 2005). Além disso, requer um longo periodo de cultivo resultando em baixa
produtividade (CHAWLA et al., 2009; TYAGI; SURESH, 2016). J& a producdo de CB em
cultivo agitado, apesar de fornecer taxas de produgdo mais altas de CB, apresenta o
desenvolvimento de cepas mutantes ndo produtoras de CB que frequentemente aparecem
espontaneamente em culturas agitadas de bactérias; além disso, o biopolimero sintetizado em
cultura agitada, devido ao estresse resultante do cisalhamento, apresenta resisténcia mecanica,
grau de polimerizacdo, indice de cristalinidade e médulo de elasticidade inferior a CB produzida
em cultivo estatico (BRANDES et al., 2017; KRYSTYNOWICZ et al., 2002). Assim, a CB
sintetizada em cultivo estatico apresenta melhores propriedades que as do cultivo agitado.
Desse modo, estudos visam aprimorar 0 processo de producdo de CB em cultivo estatico com
0 objetivo de alcangar maiores rendimentos com reducdo de custos através do uso de meios de

fermentagdo alternativos.

3.5 Meios de fermentacéo e condicGes de cultivo para producéo de celulose bacteriana

O meio sintético HS tem sido o0 meio de fermentagdo mais utilizado na producéo de
CB, sendo considerado como referéncia para a sintese desse biopolimero. Esse meio é
composto de glicose, extrato de levedura, peptona, além de &cido citrico e fosfato de sodio,

pois, para producdo da CB o microrganismo requer, especialmente, fonte de carbono e
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nitrogénio. Apesar de suas inumeras aplicagdes industriais da CB, o elevado custo do processo
e do meio tem limitado a producdo de CB em maior escala, no qual o meio de cultivo é
responsavel por até 65% do custo da fermentacao, o que corresponde a 30% do custo total do
processo produtivo (RIVAS et al., 2004; JOZALA et al., 2015). Isso vem impulsionando a
busca de novas fontes de carbono como meio fermentativo em substitui¢do ao meio sintético.
A utilizacdo de subproduto agroindustriais € uma alternativa, pois favorece a producdo da CB
com custo reduzido, possibilitando a producéo de polimeros de carboidratos de alto valor (CB)
e reduzindo o impacto ambiental (HUANG et al., 2014).

A utilizacdo de algumas fontes alternativas para fermentacdo pode provocar
alteracbes nas caracteristicas do biopolimero, pois sua producdo pode ser afetada pelas
condicdes de cultivo, tais como a composicdo do meio de cultura, pH, temperatura, cepa
utilizada, tipo de cultivo (estatico ou agitado), proporcéo de inoculo, volume de meio (relacao
area/volume) e oxigénio dissolvido no meio de fermentagdo (CAMPANO et al., 2016; RUKA
etal., 2012).

O meio de fermentacgdo deve apresentar fonte de carbono, nitrogénio e outros macro
e micronutrientes necessarios para o crescimento microbiano. Usualmente, a fonte de carbono
mais utilizada é a glicose, porém, podem ser utilizadas outras fontes de carbono como sacarose,
frutose, manitol, glicerol e xilose (RANI; APPAIAH, 2011; RUKA et al., 2012;
RAGHUNATHAN, 2013; SINGHSA et al., 2018). A fonte de nitrogénio € importante para a
producdo de CB, pois pode fornecer ndo s6 aminoacidos, mas também vitaminas e sais minerais
para as bactérias. Extrato de levedura e peptona, que sdo 0s componentes basicos do meio de
referéncia HS sdo as fontes de nitrogénio preferencialmente utilizadas para sintese do
biopolimero (CAMPANO et al., 2016). A Tabela 1 apresenta varias fontes de carbono e
nitrogénio obtidas a partir de substratos alternativos, tais como, extratos vegetais, melacos,
xarope, hidrolisados de biomassa vegetal, suco de fruta, dentre outros, utilizadas para producéo
de CB em cultivo estatico.

Fontes de carbono (monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos) e nitrogénio
(organico e inorganico) foram avaliadas para producdo de CB por K. hansenii UAC09 e
observou-se que glicose e peptona foi a melhor fonte de carbono e nitrogénio, respectivamente
(RANI; APPAIAH, 2011). O efeito da concentracdo inicial de glicose na produgdo de CB
também é importante, pois o acido gluconico é formado como um subproduto durante o cultivo
quando a glicose é utilizada e, portanto, diminui o pH do meio de cultura, que por sua vez afeta
a sintese de CB (KESHK, 2014).

O pH 6timo para o crescimento de bactérias e producdo de BC depende em
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particular da cepa usada, mas geralmente esta na faixa de 4-7 (LEE et al., 2014). Os valores
6timos de pH variam de 4,5 a 7,5 com a maior eficiéncia localizada em torno de 6,5, enquanto
abaixo do valor de 3,5 a sintese de celulose € inibida (COBAN; BIYIK, 2011; SON et al., 2001).
O pH do meio de cultura pode diminuir em funcao do tempo devido ao acimulo de metabdlitos
secundarios, como &cidos glucdnico, acético ou lactico que sdo produzidos durante 0 consumo
de acucares e fontes de nitrogénio (RAGHUNATHAN, 2013). Desse modo, é importante a
escolha de um pH ideal do meio de cultura para obtencdo de uma maior producao de CB.

A temperatura € um parametro fundamental, pois afeta o crescimento e a producao
de celulose. Na maioria dos estudos a produgdo maxima de celulose foi observada entre 28 e
30 °C (Tabela 1). A temperatura ideal para sintese do biopolimero € de 30 °C, enquanto que, 0
aumento para 35 °C reduz a producdo da CB (SON et al., 2001).

A sintese de CB pode ocorrer em cultivo estatico e agitado. No estatico é formada
uma pelicula gelatinosa na interface ar-liquido, enquanto que, no agitado ha producao de esferas
de celulose (pellets) dispersas no meio (Figura 5). A celulose produzida em sistemas agitados
apresenta um menor grau de polimerizacdo (DP), cristalinidade e médulo de elasticidade
guando comparada a celulose produzida sob cultivo estadtico (BRANDES et al., 2017). A
reducdo da cristalinidade pode ser atribuida ao esforco de cisalhamento durante a agitacdo. A
cultura agitada resulta em estrutura reticulada tridimensional altamente ramificada, enquanto
que a cultura estética produz uma pelicula de celulose com uma estrutura lamelar e com menos
ramificacOes (KESHK, 2014; SHI et al., 2014).

Figura 5 — Celulose bacteriana formada na fermentacdo em cultivo
a) estatico e b) agitado produzida por Komagataeibacter xylinus
K975.

Fonte: (A) HUANG et al. (2014) e (B) SINGHSA; NARAIN; MANUSPIYA (2018).



Tabela 1 — Producdo de celulose bacterina em diferentes subprodutos em cultivo estatico.
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Fonte de x Temperatura Dias de Producéo .
Substratos Cepa carbono Suplementacéo pH C) fermentaco (/L) Literatura
) Citrato de
Aguas residuais de K. xylinus amonio, fosfato
jujuba cristalizada CGMCC 2055 Glicose de sddio, - 30 6 2,3 Lietal. (2015)
(hidrolisado) carbonato de
célcio
. . Extrato de
Casca e bagaco de K. xylinus Glicose e Fan et al.
frutas citricas CICC 10529 xilose levedura, etanol >0 30 8 > (2016)
e peptona
Frutose,
Efluente de destilaria K. oboediens glicose e - 4,7 30 8 8,5 Jah;(r)] 162; al.
sacarose ( )
Extrato de agUcares . : .
da madeira extraidos A}fli ggnzsgggg G)I('ﬁgzz € ] 8.0 28 10 0.2 KIZ(I|2'[gi 5e)t al.
com agua quente
. Glicose :
K. hansenii ' Extrato de Nascimento et
Extrato de algaroba frutose e 4,0 30 5 1,2
ATCC 23769 celobiose levedura al. (2016)
_ K. xylinus Yang et al.
Extrato de lichia CHOO1 Frutose 3,8 28 14 2,5 (2016)
Extrato hidrolisado . Sacarose PO _
oy K. xylinus . ’ Acido citrico e Bilgi et al.
ge alfarroba e feijdo ATCC 700178 glicose e fosfato de sodio 55 30 9 1,8 (2016)
ranco frutose
. K. xylinus Jozala et al.
Frutas apodrecidas ATCC 53582 Frutose - 3,8 30 3 6,0 (2015)
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Glicerol subproduto

« K. xylinus . Licor ingreme Vazquez et al.
da produgéo de Glicerol A 5,0 28 14 10,0
Hidrolisado acido da K. xylinus . i Huang et al.
espiga de milho CHO01 Glicose 6,0 28 14 4.0 (2015)
. Glicose .
P . K. hansenii ' Extrato de Lima et al.
Liquido de sisal ATCC 23769 safcarose e levedura 50 30 10 34 (2017)
rutose
. K. hansenii . Khattak et al.
Melacgo cinta preta ATCC 23769 Glicose - 6,0 30 9 2,9 (2015)
. Sacarose, Acido citrico,
Melaco de cana KL'J 2?386812' glicose e fosfato de sodio 5,0 30 10 0,9 Co(sztgle;)al.
frutose e licor de milho
. Glicose
Melaco de cana K. xylinus ' i Cakar et al.
hidrolisado FCO1 sacarose ¢ 6,0 30 10 1.0 (2014b)
rutose
Cepa isolada Sacarose,
Melago de soja da industriade glicose, frutose Etanol 5,5 30 14 10,0 Gomes (2017)
vinagre e xilose
Agua residuéria de K. xylinus Glicose, xilose i 6.0 28 5 0.7 Huang et al.
fermentacdo lipidica CHO001 e arabinose ’ ’ (2016)
Residuos de K. hansenii Glicose e .
levedura de cerveja CGMCC 3917 frutose - 50 30 14 7,0 Linetal. (2014)
. K. xylinus Neera et al.
Suco de abacaxi DEBT Frutose 55 30 14 91 (2015)

Fonte: Elaborada pelo auto
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O desenvolvimento de bactérias produtoras de celulose e a sintese do polimero s&o
mais lentos sob cultivo estético devido a dificuldade na transferéncia de oxigénio e de nutrientes
para o interior da membrana o que demanda longo tempo de cultivo (LEE et al., 2014). Sob
cultivo agitado, a bactéria tem um crescimento mais rapido; contudo, produz menos celulose,
pois a agitacdo promove a mutacdo das cepas produtoras de celulose em mutantes nédo
produtoras do biopolimero (KIM et al., 2007).

3.6 Soja

A soja (Glycine max L.), oleaginosa originaria da regido da China, é considerada
um alimento nutricional que contém em sua composi¢do aproximadamente 40% de proteinas,
34% de carboidratos, 20% de lipidios e 5% de minerais (LOKURUKA, 2014; NISHINARI et
al., 2014). Esse gréo € rico em Gleo e proteina, pode ser utilizado para consumo humano e
animal, bem como para fins industriais (SINGH, 2007). Essa leguminosa tem sido empregada
na producéo de 6leo, biodiesel, racdo animal, alimentos integrais, dentre outros (HARTMAN;
WEST; HERMAN, 2011).

A producdo de soja cresceu nas Ultimas trés décadas correspondendo a 49% da area
plantada em grdos no Brasil. Esse aumento € atribuido aos avangos tecnoldgicos, ao manuseio
e eficiéncia dos produtores (MAPA, 2017). A estimativa do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) é de que em 2018 o Brasil continue como o segundo maior produtor
de soja do mundo, com 113,02 milhdes de toneladas de soja em grdos (CONAB, 2018). O grédo
é responsavel pelo crescimento econdmico e agricola do pais devido sua versatilidade,
aceitabilidade, funcionalidade e facilidade de adaptacdo a solos e climas diversos (GUEDES,
2015).

O grdo de soja € utilizado, principalmente, na fabricacdo do 6leo e do concentrado
proteico de soja e a partir desses produtos é gerado um subproduto rico em agulcares
denominado melago de soja. Este produto secundario proveniente do beneficiamento da soja
vem sendo valorizado pois pode ser utilizado na industria quimica, siderdrgica e nutricao

animal.

3.7 Melago de soja

O melaco de soja (MS) é um subproduto obtido da evaporacao de liquidos durante
a secagem do concentrado proteico de soja. A obtencdo do melaco inicia-se a partir dos residuos
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gerados da extracdo do 6leo da soja, no qual o farelo de soja desengordurado remanescente é
submetido a lavagem com solucgéo de alcool etilico e agua. A mistura hidroalcodlica (40% agua
e 60% etanol) insolubiliza as proteinas e fibras da soja que séo extraidas apds secagem, obtendo-
se a proteina concentrada da soja, restando uma fracdo liquida composta de agucares da soja,
etanol e 4gua. Por destilacdo e evaporacéo, o alcool é totalmente recuperado da fracéo liquida.
Os solidos concentrados remanescentes formam o melaco de soja (GUEDES, 2015). As etapas
que antecedem a obtencdo do MS sdo apresentadas na Figura 6. O rendimento médio do MS ¢
de aproximadamente 156 Kg/ton de soja (BITENCOURT, 2012).

Figura 6 - Fluxograma da producédo do melaco da soja.

Gréo de soja

Soja extrudada

Extragdo do dleo [ Refino ]

Farelo de soja desengordurado

Lavagem com solucgéo: 40% agua e 60% etanol

Separacéo das solucdes

Fracdo com proteinas e fibras Fracdo com acUcares, etanol e agua
Separacdo das fibras Destilacédo
Secagem das proteinas Evaporacéo
Proteina concentrada da soja Melaco de soja

Fonte: Adaptado GUEDES (2015).

O MS apresenta em sua composi¢cdo quimica carboidratos, proteinas, lipideos,
fibras e cinzas (SIQUEIRA et al., 2008; SILVA et al., 2012; GOMES, 2017). Os carboidratos

presentes no MS sdo divididos basicamente em trés grandes grupos: oligossacarideos de
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rafinose, dissacarideo e monossacarideos com porcentagens variadas (MANTOVANI, 2013).
Esse subproduto industrial € bastante promissor devido ao seu baixo custo e por ser uma
matéria-prima altamente estavel, podendo ser facilmente estocada e transportada. O MS ¢é
amplamente estudado como substrato para fermentagdo (ROMAO et al., 2012; SILVA et al.,
2012; LUJAN-RHENALS et al., 2015) pois ¢ um composto biodegradavel que apresenta
naturalmente aclcares juntamente com nitrogénio que podem ser destinados ao
desenvolvimento microbiano.

O MS pode ser convertido em ingrediente caldrico de baixo valor econémico para
nutricdo animal, fonte de carbono para processos de fermentativos, combustivel renovavel e
fonte de lecitina residual (SIQUEIRA et al., 2008; SILVA et al., 2012). A literatura apresenta
diversos estudos sobre o0 uso do MS na producédo de enzimas (SANADA et al., 2009; MORAIS
JUNIOR et al., 2016), etanol (SIQUEIRA et al., 2008; LETTI et al., 2012; ROMAO et al.,
2012; SILVA et al., 2012; LUJAN-RHENALS et al., 2015), acido latico (KARP et al., 2011),
goma xantana (CANUTO, 2009), fertilizante no cultivo de camardo (ESPIRITO SANTO et
al., 2016) e producéo de CB (GOMES, 2017). Vale salientar que este Gltimo, é o unico trabalho,
até o presente momento, que produziu CB a partir de MS suplementado com etanol.

Dentre os carboidratos que constituem o melago, os mais abundantes sdo sacarose,
estaquiose e rafinose que diferem entre si pelo nimero de moléculas de galactose. Para elevar
0 teor de acucares fermentaveis € necessario realizar uma hidrolise para aumentar a
disponibilidade de monossacarideos. A hidrolise da estaquiose e rafinose fornece frutose,
glicose e galactose (FERNANDES; MIGUEL, 2012).

3.8 Hidrolise dos acucares do melago de soja

A quebra dos oligossacarideos presentes no MS pode ser realizada através da
hidrélise acida (processo quimico) ou hidrélise enzimatica (processo bioquimico). A enzima a-
galactosidase catalisa a hidrolise de ligacGes a-(1,6)-galactosidicas, liberando a a-D-galactose.
A hidrolise acida fornece acucares fermentesciveis, € mais rapida e tem menor custo quando
comparada ao custo das enzimas. Contudo, o tratamento &cido pode gerar problemas na
corrosdo de equipamentos e necessidade de ajuste do pH da solugdo (TASIC et al., 2009;
HASHEM; DARWISH, 2010). Diversos fatores influenciam na hidrdlise de oligossacarideos
como temperatura, pH, configuragdo da molécula, forma e tamanho do anel (RIBEIRO;
SERAVALLLI, 2007).

A hidrolise acida pode ser realizada de duas formas: acido concentrado e &cido
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diluido. O tratamento com acido concentrado, concentracdo acima de 5% (m/v), eleva o custo
do processo devido ao custo do acido, dificulta a recuperacdo do acido utilizado e requer
equipamento de elevado custo devido a problemas de corrosdo. A hidrolise com &cido diluido,
concentracdo abaixo de 5% (m/v), acarreta menos problemas com corrosdo quando comparado
ao acido concentrado (OLSSON, 2005).

A hidrdlise com &cido diluido motiva um maior interesse, devido ao seu beneficio
econémico, pois proporciona reducdo dos custos do processo por apresentar menor consumo
de &cido e gastos com equipamentos (GURGEL, 2011). O acido mais utilizado é 0 H2SO4, em
virtude de seu baixo custo e poucos problemas com corrosdo quando comparado ao HCI, por
exemplo, (OGEDA; PETRI; OTHERS, 2010). Para elevar a eficiéncia da hidrolise acida sdo
necessarias quantidades apropriadas de agua, pois em meio aquoso o acido dissocia-se
formando ion hidroxénio (agente de hidrélise) que promove a quebra das ligacOes glicosidicas
(GURGEL, 2011).

3.9 Suplementacao com etanol

A suplementacdo com etanol desempenha um papel na melhoria na sintese de CB,
pois atua como fonte de carbono e de energia para a geracdo de ATP no estagio inicial da
fermentacdo (LI et al., 2012). As bactérias do género Komagataeibacter apresentam a
capacidade de oxidar o etanol a acido acético (KONGRUANG, 2008). Assim, o etanol é
convertido para acetaldeido pela enzima alcool desidrogenase (ADH) e, posteriormente, 0
acetaldeido é convertido para acido acético pela enzima aldeido desidrogenase (ALDH). O
acido acético produzido é metabolizado no ciclo de Krebs gerando ATP para crescimento de
células bacterianas e sintese de celulose. Em funcdo do aumento dos niveis de ATP ocorre uma
reducdo da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) que resulta na inibicdo da
via das pentoses fosfato e, consequentemente, aumenta o fluxo de glicose-6-fosfato (G6P) na
via metabdlica para sintese de CB (NARITOMI et al., 1998). O esquema geral da utilizacdo do
etanol para elevar a sintese de CB pode ser observado na Figura 7.

A adicdo de etanol (0,5 a 2,0% v/v) ao meio de fermentacao para elevar a producao
do biopolimero, tem sido relatada na literatura utilizando frutose (NARITOMI et al., 1998) e
glicose (LI et al., 2012, CAKAR et al., 2014a; KRYSTYNOWICZ et al., 2002;
MOHAMMADKAZEMI; DOOSTHOSEINI; AZIN, 2015; PARK et al., 2003) como fontes de
carbono. As bactérias acéticas podem tolerar até no maximo 15% (v/v) de etanol (DRYSDALE;

FLEET, 1988). Porém, para producdo de CB sdo adicionadas baixas concentra¢@es (v/v) de
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etanol ao meio de cultivo, pois aumento do volume de etanol adicionado ao meio cultivo eleva
0s niveis de 4&cido acético residual, que inibe o crescimento do microrganismo e
consequentemente reduz a sintese do biopolimero (NARITOMI et al., 1998). Embora as
bactérias acéticas sejam tolerantes ao acido acético em concentracdes que séo prejudiciais a
maioria dos microrganismos, uma quantidade elevada de &cido acético (produzido por etanol)
seria toxico para as células bacterianas (GULLO et al., 2014). Até o momento, ndo esta claro
como o etanol estd envolvido em diferentes estagios de fermentacdo, como quando é usado
como fonte de energia e quando € usado como fonte de carbono durante o processo de producgéo
de CB (LI et al., 2012).

Figura 7 - Influéncia do etanol na via metabolica para a producéo de celulose bacteriana.

Glicose
. G6PDH Via das pentoses
Glicose-6-Fosfato fosfato
Glicose-1-Fosfato 1121('51.
“%
UDP-Glicose
CO,+H,0
CELULOSE BACTERIANA
Ciclo
ETANOL ,fLEI)Z)HH Acido acético Kfeebs

Fonte: Adaptado LI et al., (2012).

3.10 Técnicas para caracterizagdo do biopolimero

As caracteristicas da membrana de CB podem ser afetadas por varios fatores, como
meio de cultivo, condicdo de fermentacdo e fonte de carbono (MOHITE, KAMALJA, PATIL,
2012; MOHITE, SALUNKE PATIL, 2013). Portanto, faz-se necessaria a caracterizacdo do
biopolimero quando sua producdo é realizada por meio de fontes alternativas de carbono,

sobretudo para correlacionar estrutura com propriedades.
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As principais caracterizagdes realizadas séo: espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), andlise termogravimétrica (TGA), difracdo de raios x (DRX),
microscopia eletronica de varredura (MEV) e ensaios mecanicos.

A espectroscopia de absorcdo no infravermelho (FTIR) identifica e/ou determina
as caracteristicas estruturais dos polimeros, como grupos funcionais e ligagdes presentes na
amostra. E uma ferramenta utilizada para estimar o tipo de impurezas residuais na CB, ou seja,
presenca de substancias nao celuldsicas no biopolimero. Também pode ser Gtil para a medigédo
de niveis de biomoléculas adicionadas a CB para vérios fins (FULLER; ANDAYA,;
MCCLAY, 2017).

A andlise termogravimétrica (TGA) mede a variacdo da massa de um material
(perda ou ganho) em funcdo da temperatura e tempo em atmosfera de nitrogénio, hélio, ar,
outros gases ou no vacuo que determina a mudanca de peso e temperatura das reacGes de
decomposi¢cdo (DENARI; CAVALHEIRO, 2012). Assim, a analise termogravimétrica avalia
a estabilidade térmica do polimero.

A difracdo de raios-X (DRX) é uma técnica que caracteriza materiais cristalinos.
Fornece informacdes sobre estrutura do cristal, orientacao preferida do cristal (textura) e outros
parametros estruturais, como o tamanho médio de grdo, cristalinidade, deformacéo e defeitos
de cristal. DRX é a técnica mais utilizada para investigar o indice de cristalinidade (IC) e o
tamanho do cristalito de materiais celulésicos (AGARWAL et al., 2017).

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) € freqlentemente utilizada na
ciéncia dos materiais poliméricos para elucidar sua estrutura microscépica, devido a sua alta
resolucdo lateral e grande profundidade de foco que possibilita visualizar as estruturas
superficiais ou subsuperficiais de amostras com dimensdes relativamente grandes
(CANEVAROLO, 2003). Dessa forma, a microscopia avalia a microestrutura e caracteriza
morfologicamente as nanofibras da CB.

Para estabelecer as propriedades mecanicas do polimero pode-se recorrer a ensaios
de tracdo, que fornecem dados quantitativos das caracteristicas mecanicas dos materiais

(tensdo de ruptura, modulo de elasticidade e elongacédo na ruptura).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao do melaco de soja

O MS foi cedido pela empresa Selecta sediada na regido metropolitana de Goiania.
A matéria-prima foi acondicionada em recipiente plastico e estocada sob congelamento a -18
°C. O melago foi caracterizado quanto aos teores de umidade, cinzas, pH, nitrogénio total,
proteinas e acucar redutor (AR). O teor de umidade, cinzas e pH foi realizado conforme descrito
no manual de métodos fisico-quimicos para anélise de alimentos, Instituto Adolfo Lutz (IAL,
2008). O nitrogénio total foi determinado em analisador de carbono organico total elementar
(Shimadzu, modelo TOC — V CPN, Kyoto, Japéo), tendo o oxigénio como gas de arraste em
uma velocidade de 150 mL/min. O teor de proteinas foi definido através do fator de converséo
para transformac&o de nitrogénio para proteina que é de 6,25 (IAL, 2008). O teor de agucares
redutores (AR) do MS foi quantificado pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS) (MILLER,
1959).

Em trabalho em parceria com a Universidade Estadual de Londrina, 0 mesmo lote
do MS utilizado neste estudo, foi utilizado na pesquisa de Gomes (2017) que quantificou os
acucares presentes no MS por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. O referido autor
constatou a presenca de sacarose (30,5%), rafinose (14,2%), estaquiose (19,0%) glicose (1,5%),

frutose (1,8%), galactose (0,5%) e xilose (2,9%), totalizando 70,4% de acgUcares totais.

4.2 Hidrolise acida do melacgo de soja

O intuito deste trabalho foi produzir um meio que apresentasse composic¢éo de AR,
independente do AR, similar ao meio de referéncia HS. Assim, foi avaliada a influéncia da
proporcao do acido sulfirico e da concentracdo do MS na hidrélise dos oligossacarideos para
obter uma concentracdo de AR em torno de 20 g/L. Desse modo, foram realizados ensaios
conforme o esquema apresentado na Figura 8. Considerando que a proposta do trabalho é
reduzir os custos da fermentacdo, foi estabelecido neste estudo um tratamento mais brando
utilizando hidrélise com acido diluido e temperatura a 90 °C por 10 minutos, visando diminuir

gastos com &cido e energia.
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Figura 8 - Esquema da avaliacdo da influéncia da concentracdo de acido
sulfrico e de MS no tratamento de hidrolise.

Hidrolise acida do MS
(90 °C/10min)

[ Influéncia do H,SO, e MS ]
I I 1
Solucdo aquosa de 0
[ MS 150 g/L. ] [ 5% H,SO, 1M (v/v) ]
/[HZSO4 1M] V/V\ [MS] g/L
0% 75
5% 150
10%
15%
20%

\ 25% /

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.1 Influéncia do acido sulftirico na hidroélise

Inicialmente foi avaliada a influéncia da adicdo de diferentes volumes de &cido
sulfurico na hidrélise dos oligossacarideos presentes no MS. Para 100 mL de volume reacional
foram pesados em frascos Erlenmeyer 15 g de MS, aos frascos foram adicionados 0 (controle),
5, 10, 15, 20 e 25 mL de &cido sulfarico 1M (correspondente a 0 (controle), 5, 10, 15, 20 e 25%
v/v, respectivamente) e o volume foi aferido para 100 mL com agua destilada. A hidroélise foi
conduzida em chapa aquecedora com agitacdo (IKA®, modelo C-MAG HS10, Staufen,

Alemanha) a 90 °C por 10 minutos.

4.2.2 Influéncia da concentracé@o de melago de soja

Apos a definicdo da propor¢do adequada de &cido sulfurico, foi avaliada a
influéncia das concentragdes 75 g/L e 150 g/L de MS no processo de hidrolise. Foram pesados
75 g e 150 g de MS em frascos Erlenmeyer, aos frascos foram adicionados 5 mL (5% v/v) de

acido sulfurico 1M e o volume foi aferido para 100 mL com &agua destilada. Em seguida,
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procedeu-se ao tratamento térmico em chapa aquecedora com agitagédo a 90 °C por 10 minutos.
O esquema geral do processo de hidrolise pode ser observado na Figura 9.

Figura 9 - Hidrolise do melago de soja com H2SO4 1M.

ik 3 —

Solucao Tratamento . « .
(melago + acido térmico Filtracdo a vacuo
sulfurico + agua) (90°C / 10 min)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Posterior as hidrolises relatadas nos itens 4.2.1 e 4.2.2, as solugdes foram filtradas
em bomba a vacuo (Marconi, Piracicaba, Brasil), utilizando papel de filtro qualitativo (filtracdo
lenta) para retirada dos precitados formados durante o tratamento de hidrdlise. As solugdes
filtradas foram avaliadas quanto aos teores de acucar redutor (AR) pelo método DNS, acucares
totais (AT) pelo método da antrona (YEMN; WILLIS, 1954) e quantificacdo de glicose por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando um cromatografo a liquido
(Shimadzu, Quioto, Japao) acoplado com sistema de detec¢do por indice de refracdo RID-10A
e gerenciado pelo software LC Solutions (Shimadzu, Quioto, Japdo). As amostras foram
diluidas e passadas em filtro 0,45 um de porosidade (Millipore Millex - GV, Irlanda). A eluigéo
foi realizada em coluna analitica Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad, EUA) mantida a
temperatura constante de 65 °C. Solugdo de 5 mM de &cido sulfurico foi utilizado como fase
movel a uma vazdo de 0,6 mL/min. A glicose foi quantificada com o intuito de compara as
solugdes hidrolisadas de MS com o meio HS que contém apenas glicose como fonte de carbono.

A converséo dos oligossacarideos em AR e glicose foram calculados com base na
concentragdo de AT presentes nas solucdes de melago, conforme a Equagdo 1 e 2,
respectivamente.

AR conversio (%) = % x 100 (1)

g/L
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GlicosegL,

Glicose conversio (%) = x 100 (2)

4.2.3 Planejamento experimental para otimizar a hidrolise

Considerando que o MS est4 sendo uma nova fonte de nutrientes para producédo de
CB, ndo se sabia decerto, a concentracdo de acucar inicial necessaria para a sintese do
biopolimero. Assim, ap6s os ensaios de influéncia da proporcdo de acido sulfirico e da
concentracdo de MS na hidrdlise dos oligossacarideos, procedeu-se com um planejamento
experimental visando otimizar a hidrolise. Através do software Protimiza Experimental 'Design’
foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) 22, para otimizar a
concentracdo de acucares redutores (AR) no hidrolisado. O efeito da aplicacdo de diferentes
concentragfes de solucdo aquosa de MS e acido sulfdrico foi estudado através de um
planejamento DCCR contendo 11 pontos (4 fatoriais + 4 axiais + 3 centrais). O delineamento
adotado é apresentado na Tabela 2.

Conforme os pontos definidos pelo DCCR, foram realizadas hidrolises a partir de
solucBes aquosas de melago de soja adicionadas de diferentes aliquotas de acido sulfirico 1M
(Tabela 3). As solucBes foram aquecidas a 90 °C durante 10 minutos. Apos as hidrdlises,
realizou-se a determinacdo de acUcar redutor pelo método DNS. Posteriormente, foram
realizadas analises estatisticas para verificar a significancia das variaveis independentes do
sistema e avaliar a significancia dos coeficientes de regressdo, para obter um modelo
matematico, estatisticamente valido, para predizer a variavel resposta concentracdo de AR
(g/L). Através do modelo matematico, foi plotado o gréafico de superficie de resposta obtido

para definir as faixas 6timas operacionais de cada variavel.

Tabela 2 - Niveis e parametros utilizados no planejamento do estudo da hidrolise do melaco de
soja.

Variaveis Niveis codificados e reais das variaveis
) ) Intervalo (+a,-0)
independentes independentes
-1,41 -1 0 1 1,41 Min. Méx.
(X1)) H.SOsM (%) 1,5 25 50 7.5 8,5 15 8,5
(X2) Melago (g/L) 50,0 57,32 75,0 92,68 100,0 50,0 100,0

Fonte: Elaborada pelo autor.



Tabela 3 - Ensaios do planejamento experimental DCCR com valores originais e
codificados das variaveis no estudo da hidrolise dos oligossacarideos presentes no melago
de soja.

Pontos Acido sulfarico (%) Melaco (g/L)
1 2,5(-1) 57,32 (-1)
2 7,5 (+1) 57,32 (-1)
3 2,5 (-1) 92,68 (+1)
4 7,5 (+1) 92,68 (+1)
5 1,5 (-1,41) 75,0 (0)
6 8,5(+1,41) 75,0 (0)
7 5,0 (0) 50,0 (-1,41)
8 5,0 (0) 100,0 (+1,41)
9 (C*) 5,0 (0) 75,0 (0)
10 (C*) 5,0 (0) 75,0 (0)
11 (C*) 5,0 (0) 75,0 (0)

Fonte: Elaborada pelo autor.

* Ponto central
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4.3 Producéo de Celulose Bacteriana

A Figura 10 apresenta a esquematizacdo geral para producdo de CB e as etapas

preliminares a caracterizacéo.

Figura 10 - Resumo esquematico para obtencdo de CB e preparacdo das membranas
para caracterizagao.

ind Preparo dos meios -
Preparo_ do indculo pde Lultivo Adico do etanol e
(K. xylinus ATCC > > indculo aos meios
53582) (HS e melago de soja)
|
\
Incubagéo Obtencéo das Purificacao
—> —>
(30 °C/10 dias ) membranas de CB (NaOH 2% m/v)

v

Secagem Caracterizagéo

Neutralizagdo  |—> (liofizagao > | (FTIR/TGA/DRX/

ou 50-100 °C/24h) M,«Eg(/;gr?incsgsl?s

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.1 Microrganismo

O microrganismo empregado neste estudo para producdo de CB foi a cepa K.
xylinus ATCC 53582. A bactéria foi repicada quinzenalmente e mantida sob refrigeracdo (4 a
6 °C) em meio HS (HESTRIN; SCHRAMM, 1954) contendo glicose (20 g/L), extrato de
levedura (5 g/L), peptona (5 g/L), cido citrico (1,5 g/L), fosfato de sédio dibasico anidro (2,7
g/L) e agar (20 g/L). O pH do meio HS é aproximadamente 6,0. Para preservacao a cepa foi

mantida sob congelamento em freezer (-20 °C) e ultrafreezer (-80 °C) em 20% (v/v) de glicerol.

4.3.2 Preparo do indculo para fermentacédo

Para obtencédo do inoculo transferiu-se (raspagem) a cultura do tubo Falcon de 15
mL sob refrigeracdo, para tubo Falcon de 50 mL contendo &gar HS inclinado e incubou-se a 30
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°C por 72 h. Apés o periodo de incubac&o a cultura foi transferida (raspagem) para frasco Schott
contendo 100 mL de caldo HS e incubado a 30 °C por um periodo de 72 h.

4.3.3 Preparo dos meios e producao da celulose bacteriana

A partir dos resultados obtidos dos ensaios de influéncia do acido sulfurico, da
concentragdo de MS e do planejamento experimental foram elaborados dois meios de
fermentacdo a base de MS hidrolisado. Desse modo, foram formulados os meios: MSH75
(solucdo aquosa de 75 g/L de MS adicionada de 5% (v/v) H2SOs 1M) e MSH100 (solucao
aquosa de 100 g/L de MS adicionada de 10% (v/v) H2SO4 1M). As solugdes foram aquecidas a
90 °C/10 min e, posteriormente, o pH foi ajustado para 6,0 com NaOH a 30% (m/v). Apés o
ajuste do pH filtrou-se a solucdo hidrolisadas em bomba a vacuo. Também foram formuladas
solucdes controle nas quais ndo se adicionou &cido sulfdrico, denominadas MS75 (solucéo
aquosa de MS com 75 g/L) e MS100 (solugdo aquosa de MS com 100 g/L). Meio HS foi
utilizado como meio de referéncia para producdo de CB. Os meios a base de melaco de soja e
HS foram distribuidos em frascos Schott (250 mL) com 50 mL de meio e esterilizados em
autoclave (Phoenix Luferco, modelo AV Plus Digital, Araraquara, Brasil) a 121°C por 15
minutos. Apds a esterilizagdo, os meios foram adicionados de diferentes concentragdes de
etanol (0,0; 1,0; 1,5 e 2,0% v/v). Para a sintese de CB os meios foram inoculados com 10%
(v/v) de K. xylinus ATCC 53582 e incubados a 30 °C/10 dias sob condicdo estatica. As
condicdes de fermentacao (temperatura e tempo) foram baseadas na metodologia descrita por
Costa et al. (2017).

4.3.4 Caracterizacao dos meios de fermentacéo

Os meios de fermentacédo utilizados foram avaliados quanto ao teor de carbono e
nitrogénio. Desse modo, foi determinado o teor de agucar redutor pelo método DNS, agucares
totais pelo método da antrona, glicose por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e
nitrogénio total determinado em analisador de carbono orgénico total elementar. Os agucares
redutores e totais foram determinados, pois 0s meios a base de MS séo complexos e apresentam
varios acgucares (monossacarideos e oligossacarideos). Ja a glicose foi quantificada para
comparar 0s meios hidrolisados de MS com o meio padrdo HS, uma vez que, este Gltimo

apresenta apenas glicose em sua composicao.
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4.3.5 Purificagéo e neutralizagéo

As peliculas obtidas na superficie dos meios de cultivos foram purificadas conforme
a metodologia descrita por CARREIRA et al. (2011) com algumas modificagdes. Inicialmente,
as membranas foram lavadas em agua corrente, seguida de duas imersdes em &gua a 90 °C/40
min e uma ultima imersdo em solucdo de hidroxido de sodio 2% (m/v) a 90 °C por 1 hora.
Posteriormente, as membranas foram lavadas, sucessivas vezes, em agua corrente até

neutralizacdo do pH. A neutralidade da membrana foi determinada em fita indicadora de pH.
4.4 Determinac0es analiticas

Para determinar a producdo de CB (g/L), as peliculas obtidas foram secas (100

9C/24h) e pesadas em balanca analitica. A producéo foi calculada conforme a Equacéo (3):

Producéo CB (g/L) = (%) ¥ 1000 (3)

Onde ms é a massa seca da CB (g) e Vm € 0 volume do meio de cultivo utilizado

na fermentacdo (mL).
4.5 Perfil da fermentacéo na sintese de celulose bacteriana

A partir dos resultados obtidos da producédo de CB (g/L), constatou-se que, dentre
0s meios a base de MS, a maior producdo do biopolimero foi observada no meio MSH75
suplementado com 2% (v/v) de etanol (MSH75+). Portanto, 0 meio MSH75+ e HS foram
selecionados para verifica¢do do perfil de fermentacdo. O perfil do processo de fermentacéo foi
determinado pelo rendimento sobre os aclcares consumidos, produtividade, pH, producédo de
CB e consumo de glicose. Além disso, para 0 meio MSH75+, também foi determinado o
consumo de acgucares redutores e acuUcares totais. Aliquotas de 20 mL dos diferentes meios
foram distribuidas em frascos Schott (100 mL) e esterilizadas a 121 °C por 15 minutos. Os
meios foram inoculados com 10% (v/v) de cultura de K. xylinus ATCC 53582 e a fermentacao
foi conduzida a 30 °C/15 dias, sob condicdo estatica. O tempo de fermentagéo foi prolongado
para 15 dias com finalidade de verificar se havia alguma mudanca significativa na producéo de
CB a partir do décimo de cultivo. A intervalos de 72 horas trés frascos de cada meio foram

retirados para avaliacdo dos parametros de fermentacdo. Para determinacdo dos aclcares 0s
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meios fermentados foram filtrados em membrana de 0,22 um. O rendimento sobre 0s agUcares
consumidos e a produtividade foi determinado conforme a Equacdo 4 e 5, respectivamente
(CARREIRA et al., 2011):

Rendimento sobre os agUcares consumidos (%) = H;C—BS/V x100 (4)
i—of

Produtividade (g/L.d) = =<8 (5)

Vxt

Onde Si € a concentracgdo inicial de substrato (g/L), Sté a concentracéo residual de
substrato (g/L), mcg € a quantidade de celulose produzida (g), V € o volume da fermentacéo

(L) e t é o tempo de cultivo (d).
4.6 Caracterizacdo das membranas de celulose bacteriana

Para caracterizacdo, as membranas de CB obtidas do meio MSH75 sem
suplementacdo com etanol (MSH75-), MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol
(MSH75+), HS sem suplementacdo com etanol (HS-) e HS suplementado com 2% (v/v) de
etanol (HS+) foram liofilizadas por 24 horas, exceto para 0s ensaios mecanicos nos quais as
peliculas foram secas em estufa (ACB Labor, Sdo Paulo, Brasil) a 50 °C/24h. As caracterizagdes
realizadas foram: espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
analise termogravimétrica (TGA), difracdo de raios-X (DRX), microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) e ensaios mecanicos.

A anélise de FTIR foi obtida por um espectrdmetro Varian 620-IR (Varian, Inc.,
Palo Alto, USA) utilizando refletancia total atenuada (ATR). Os espectros das amostras foram
registrados em uma faixa de 4000-400 cm™, com resolucio de 4 cm™ e acimulo de 15
varreduras. As medidas de TGA foram realizadas em um analisador térmico simultdneo STA
6000 (PerkinElmer, Waltham, EUA). No ensaio foi utilizado atmosfera de nitrogénio com fluxo
de 40 mL/min e taxa de aquecimento de 10 °C/min. Utilizou-se uma faixa de aquecimento da
temperatura ambiente de 25 °C até 700 °C. Procurou-se uniformizar o peso das amostras em
7,5 mg.

A anédlise de DRX foi realizada utilizando difratbmetro de RX/Xpert Pro MPD
(PANalytical, Almelo, Holanda) empregando-se tubo de cobre. O equipamento operou na faixa
angular em 20 de 10 a 70 graus, com uma velocidade de varredura de 0,5 °C/min. O indice de
cristalinidade (lI¢) foi calculado utilizando-se o método descrito por Segal et al. (1959) conforme

a Equacao (6).
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Cristalinidade (%) = (22222 x 100 (6)
002

onde:

loo2 - intensidade da celulose cristalina em 206 ~ 23°;

lam - intensidade da celulose amorfa em 20 ~ 17°.

As andlises de MEV foram realizadas na Central Analitica da Universidade Federal
do Ceard. As amostras foram montadas em suporte (stubs) e metalizadas com ouro.
Posteriormente, foram visualizadas em Microscépio Eletronico de Varredura Quanta 450 FEG
(FEI, Hillsboro, EUA), e visualizadas sob uma aceleracdo de voltagem de 20 kV em diferentes
aumentos.

Para os ensaios mecanicos as amostras foram secas e acondicionadas em dessecador
por 48 horas. O ensaio de tracdo foi realizado em uma maquina de ensaio universal EMIC linha
DL (EMIC, S&o José dos Pinhais, Brasil). As propriedades de tracdo foram determinadas
seguindo metodologia baseada na norma ASTM D882 para filmes finos. As amostras foram
cortadas nas dimensdes de 12,6 cm de comprimento e 1,2 cm de largura e ajustadas as garras
pneumaticas do equipamento. A distancia inicial entre as garras foi de 10 cm, a velocidade de
tracdo de 12,5 mm/min e a célula de carga empregada de 500N. Para cada amostra foram
utilizados cinco corpos-de-prova. As propriedades de tracdo determinadas foram: resisténcia
maxima a tracdo (MPa), alongamento na ruptura (%) e mddulo de elasticidade (MPa).

4.7 Estimativa de custo do meio de fermentacdo em escala laboratorial

A estimativa de custo do meio de MS hidrolisado suplementado com etanol e HS
foi realizada com propdsito de comparar 0s gastos necessarios para elaboragdo dos meios. Desse
modo, foram solicitados orcamentos dos componentes dos meios pela empresa CEQUIMICA
LTDA e do melaco de soja pela empresa Selecta no periodo de fevereiro de 2018. A partir dos
valores obtidos foi realizado o calculo pra producéo de 1 litro de meio a base de MS e HS.

4.8 Analise estatistica

Os resultados da influéncia da proporcdo de &cido e concentracdo de MS,

concentracdo de acucares totais, producdo de CB nos meios formulados e do perfil da
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fermentacdo na sintese de CB foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5 % de probabilidade por meio do

programa estatistico Sisvar versao 5.6.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do melaco de soja

A composicdo centesimal do MS apresenta entre 50-70% de agUcares totais, 6-10%
de proteinas, 7-21% de lipideos, 4-6% de fibras e 6-8% de cinzas (SIQUEIRA et al., 2008;
SILVA etal., 2012; GOMES, 2017). Os valores dos componentes encontrados para 0 MS neste
estudo foram similares aos reportados pela literatura, entretanto, o valor para cinzas foi abaixo
quando comparado aos das bibliografias consultadas (Tabela 4). Essas variacfes sdo normais
pois a composi¢do quimica da soja depende do cultivar plantado e de fatores climaticos
(HOECK et al., 2000).

O MS apresentou umidade intermediaria (23,9%), elevado teor de proteina (8,0%),
baixa concentracdo de acucar redutor (4,2%) e cinzas (3,8%) (Tabela 4). Em funcéo de sua
umidade intermediaria, o MS apresenta boa estabilidade microbiol6gica durante
armazenamento e transporte, pois contém elevada concentracBes de aglcares e, portanto, tem
baixa atividade de agua. O elevado teor de proteina indica que esse subproduto é uma boa fonte
de nitrogénio para o desenvolvimento microbiano. A baixa concentracdo de AR sugere a
necessidade de tratamento para elevar o teor de aglUcares fermentaveis. As cinzas contém
minerais como potassio, calcio, fésforo e magnésio que sdo importantes para o desenvolvimento

de microrganismos em processos fermentativos (GOMES, 2017).

Tabela 4 - Caracterizagdo fisico-quimica do melaco de soja.

Componente Teores (9/100g em base Umida)
AcuUcares totais 54,3+4,2
Umidade 239+1,0
Proteinas 8,0£0,6
pH 59+0,2
Acucar redutor 4,2+0,3
Cinzas 38%£0,2
Nitrogénio 1,3+0,1

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em func&o do seu teor de carboidratos e proteinas, 0 MS pode ser considerado um
meio de fermentacdo promissor para a producdo de CB; contudo, apresenta alta viscosidade e
parte dos carboidratos presentes sdo oligossacarideos como sacarose, rafinose e estaquiose
(GOMES, 2017). A maioria dos microrganismos ndo metabolizam rafinose e estaquiose pois
ndo produzem a enzima o-galactosidase, e para utilizacdo da sacarose por bactérias produtoras
de CB, é necesséria uma etapa metabodlica adicional para converter a sacarose em glicose e
frutose e, posteriormente, iniciar a sintese do biopolimero (RUKA et al., 2012). Entdo, é
necessario proceder a diluicdo para diminuir a viscosidade do MS e a hidrélise para aumentar
o teor de agucares facilmente metabolizados pelo microrganismo e estimular a producgéo de CB.
A hidrolise acida de melagos, em geral, € uma estratégia bastante recorrente quando utilizado
como substrato para producdo de CB (BAE; SHODA, 2005; CAKAR et al., 2014b) e etanol
(SIQUEIRA et al., 2008; ROMAO et al., 2012).

5.2 Hidrodlise &cida do melaco de soja

O intuito do tratamento de hidrolise foi obter uma solucdo aquosa de MS com,
aproximadamente, 20 g/L de AR que é a quantidade de agUcar redutor presente no meio de
referéncia HS. Assim, foram realizados ensaios para alcangar essa concentracdo de aclcares

fermentéveis.

5.2.1 Influéncia do acido sulftrico na hidroélise

Nesta etapa, avaliaram-se diferentes proporcdes de acido sulfurico (0, 5, 10, 15, 20
e 25% v/v) em solucdo aquosa com 150 g/L de MS. A concentracdo de glicose (quantificada
apenas para comparar com o meio HS) e AR e conversdo dos agUcares totais em glicose e AR
sdo apresentados na Figura 11. A adicdo de diferentes volumes de H2SO4 na solugdo de MS
aumentou a disponibilidade de AR e glicose. O teor de AR variou de 8,0 g/L a 36,9 g/L
(Figuralla). A maior liberacdo de AR (36,9 g/L) foi observada na concentracdo de 20% (v/v)
de H2SOs 1M. As concentracdes de 10 e 15% (v/v) de acido ndo apresentaram diferenca
significativa, a nivel de 95% de confianca, no incremento de AR e 0 mesmo comportamento
foi observado nas concentragdes de 20 e 25% (v/v). Foi observado um aumento de
aproximadamente 70% no teor de AR (8,0 a 26,6 g/L) quando o MS foi hidrolisado com 5%
(v/v) de H2SO4 1M. As demais concentragGes de &cido avaliadas ndo apresentaram incremento

de AR proporcional a adi¢do de acido com variacao de 32,6 g/L a 36,9 g/L.



46

Figura 11 — Concentracdo de glicose e acucares redutores (A) e conversao dos
acucares totais em glicose e acucares redutores (B) em solugdo aquosa com 150 g/L

de melaco de soja apds hidrdlise acida (90 °C/10 min) com diferentes volumes de
acido sulfurico.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O teor de glicose nas solucdes aquosa de MS variou de 2,1 g/L a 15,89 g/L sendo a
maior concentracao verificada na solucao hidrolisada com 20% (v/v) de H.SO4 1M. Baseado
na analise de variancia, com nivel de 5% de confianca, observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os resultados com adicdo de acido. Todavia, esses valores foram superiores
ao controle (sem adi¢cdo &cido) e significativamente diferentes. Portanto, ndo se observou
aumento significativo na concentracdo de glicose com o aumento da adicdo de &cido
(Figuralla).

A conversdo dos acgucares totais em glicose e AR (Figurallb) apresentou tendéncia
bastante similar a concentracdo de glicose e AR disponibilizada ap6s a hidrélise acida. Foi
observada conversdo de 37% de AT em AR na hidrélise com 5% v/v de H2SO4 1M e a partir
da adicdo de 10% v/v de H>SOs 1M ndo houve aumento da conversdo de AT em AR
proporcional ao volume de acido adicionado com média de conversao de 48%. A hidrolise com
diferentes volumes de &cido, a partir de 5% v/v de H2SO4 1M, exibiu pequena variacdo na
conversdo de AT em glicose (média de 21%), possivelmente devido a escassez de
oligossacarideos mais simples, como a sacarose, que o acido é capaz de hidrolisar facilmente.

O teor de AT nas solugOes hidrolisadas variaram entre 70 g/L a 72 g/L, nédo
apresentando diferenca significativa entre os valores ao nivel de 95% de confianga. Este
resultado ja era esperado, uma vez que, todas as solucdes apresentavam a mesma quantidade de

melago (150 g) diferenciando apenas na quantidade de acido adicionada.
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Os oligossacarideos formam-se através de ligaces glicosidicas de um pequeno
nimero de monossacarideos. Na hidrdlise, o &cido age liberando prétons que quebram as
ligacGes entre os mondmeros de acucar (AGUILAR etal., 2012). A quebra dos oligossacarideos
do MS libera agucares como, glicose e frutose. Neste estudo, o &cido sulfurico apresentou
influéncia significativa na disponibilidade de aclcares fermentaveis. No entanto, observou-se
que 0 aumento da adi¢do de &cido (a partir de 10%) ndo apresentou incremento proporcional de
AR e de glicose. Comportamento similar foi observado em melago de cana utilizado como fonte
de carbono em um processo biolégico de remocéo de nitrogénio. O melaco foi hidrolisado com
diferentes quantidades (0% a 8,0%) de H2SO4 3,1 M, e apresentou aumento da concentragéo de
AR até a incorporacdo de 2% de acido na solugdo. A partir da adicdo de 4% a 8% (v/v) de
H2SO4 ndo foi observada a elevacdo do teor de AR proporcional a concentragdo de &cido
adicionado (QUAN et al., 2005).

A ideia deste trabalho foi formular uma solucdo aquosa a base de MS com
aproximadamente 20 g/L de AR que é a concentracdo de actcar do meio HS. Assim, a hidrélise
com adicao de 5% (v/v) de acido apresentou concentracdo de AR adequada para 0 processo
fermentativo e implicou em menor gasto com acido. Portanto, a proporcao de 5% (v/v) de acido
foi selecionada para a hidrdlise, pois proporcionou aumento satisfatério no teor de agucares
fermentesciveis (26,6 g/L).

5.2.2 Influéncia da concentracdo melacgo de soja

Apos a determinacédo da proporcao adequada de H2SO4 1M (5% v/v) para hidrolise,
avaliou-se a influéncia da concentracdo de MS, nas solucGes aquosas com 75 g/L e 150 g/L de
MS, sobre o0 aumento do teor de AR e glicose. A concentracdo de glicose e AR e conversao dos
acucares totais em glicose e AR séo apresentados na Figura 12. A concentracdo de AR variou
de 19,8 g/L a 25,2 g/L e a glicose de 9,45 g/L a 14,6 g/L, nas solucgdes aquosas com 75 g/L e
150 g/L de MS, respectivamente (Figural2a). Apesar de conter metade da glicose presente no
meio HS, a solucdo aquosa com 75 g/L de MS apresentou concentracdo de AR (19,8 g/L)
satisfatdria para o processo fermentativo, considerando que o meio de referéncia contém 20 g/L
de AR (glicose).
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Figura 12 — Concentracdo de glicose e acucares redutores (A) e conversdo dos
acucares totais em glicose e acUcares redutores (B) em diferentes concentragdes de
solugdes aquosa de melaco de soja ap6s hidrolise acida (5% v/v de H2SO4 1M)
submetido a tratamento térmico a 90 °C por 10 minutos.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A solucdo aquosa de MS com 75 g/L apresentou a maior conversdo de AT em AR
(45%) e conversdo de AT em glicose similar a concentracdo 150 g/L de MS (média 20%)
(Figural2b). Apos a adigdo de &cido as concentracdes 75 g/L e 150 g/L de MS apresentaram
pH de 2,3 e 3,1, respectivamente. A solucdo com 75 g/L de MS apresentou maior conversdo
de AR e glicose, possivelmente devido a menor concentracdo de sélidos no interior da solucéao
e ao pH mais baixo do que a solucdo aquosa com 150 g/L de MS, o que tornou a hidrolise
mais eficiente. Na hidrolise, o &cido dissocia-se em meio aquoso formando o ion hidroxénio,
o qual é um agente de hidrolise que promove a quebra das ligacdes glicosidicas (GURGEL,
2011; HAMELINCK, 2005). Dessa forma, quanto maior a concentracdo de melaco na
solucdo, maior a escassez de agua e menor formacao de ion hidroxdnio, o que acarreta uma
perda de eficiéncia da capacidade hidrolitica.

Em relacdo aos agUcares totais, as solu¢fes apresentaram teores de 44,4 g/L e 76,2
g/L, nas solucBes aquosas com 75 g/L e 150 g/L de MS, respectivamente. Tal resultado ja era
previsto, pois quanto maior a concentracdo de MS na solugdo maior a concentracdo de AT.

A solucgéo aquosa com 75 g/L de MS hidrolisada com 5% (v/v) de &cido sulfurico
1M, foi selecionada como um meio de fermentacdo, pois apresentou concentracdo de AR
similar ao meio de referéncia HS. Além disso, essa solucéo foi utilizada como ponto central no
planejamento experimental para otimizar a hidrélise, uma vez que, ndo se conhecia por certo,

quanto de AR seria necessario na solucdo MS hidrolisado para satisfatoria producdo do
biopolimero.
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5.2.3 Planejamento experimental para otimizar a hidrdlise

O planejamento experimental foi realizado para aumentar a disponibilidade de AR
nas solucdes de MS, visando incrementar a producao de CB em meio de fermentacéo a base de
melaco. Conforme os niveis e variaveis estabelecidas no planejamento foram realizados 11
experimentos. As solugdes foram analisadas quanto a disponibilidade de agucar redutor e 0s
resultados sao apresentados na Tabela 6.

A concentracao de AR variou de 2,53 (experimento 1) a 26,63 g/L (experimento 4).
Os pontos centrais apresentaram uma pequena variagdo em suas respostas com média de 19,8
g/L de AR. A maior disponibilidade de agucares fermentesciveis (26,6 g/L) foi observada na
solucdo que apresentava elevada proporcdo de acido (7,5% v/v) e melaco (92,7 g/L). Os
resultados obtidos na matriz experimental (Tabela 5) foram submetidos a analise de regressao
que permitiu avaliar os efeitos das varidveis estudadas (concentracdo de &cido e concentracao
de melaco) considerando diferentes tipos de interacdo entre as variaveis para concentracao de
AR.

Tabela 5 - Condicgdes experimentais do planejamento e variavel de resposta.

Conversao de

Experimento HZ?;; M N([ge}ig):o Agﬁcg /f’)d“tor acicl;llgz ;m
1 2,5 57,3 2,53+0,11 7,35+ 0,06
2 7,5 57,3 17,76 £ 0,24 51,65+0,17
3 2,5 92,7 3,57+0,16 6,41 £0,12
4 7,5 92,7 26,63 £ 0,59 47,87 +0,45
5 1,5 75,0 2,66 0,07 5,91 +£0,09
6 8,5 75,0 22,14 +0,42 29,52 £0,33
7 5,0 50,0 16,93 £ 0,48 33,86 £ 0,35
8 5,0 100,0 24,36 £ 0,23 40,6 £ 0,19
9 5,0 75,0 20,04 £0,33 44,53 +0,27
10 5,0 75,0 19,54 £ 0,38 43,42 £ 0,30
11 5,0 75.0 19,71 0,51 43,80 + 0,38

Fonte: Elaborada pelo autor.
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No planejamento foram considerados estatisticamente significativos os termos em
que p <0,1, ou seja, a 10% de significancia. Assim ndo foram significativos o termo quadréatico
da concentracdo de melago e o termo linear da interacdo da entre concentracdo de melaco e
proporcao de acido. A significancia das variaveis independentes em relacéo a variavel resposta
da concentracdo de AR pode ser observada no gréfico de Pareto na Figura 13. Nota-se que 0
teor de &cido é o que mais influéncia no processo na hidrélise dos oligossacarideos do melago.
Além disso, observa-se que quanto maior o teor de acido e melago maior a disponibilidade de
AR.

Figura 13 - Grafico de Pareto para os termos lineares e quadraticos
de acucar redutor, gerado a partir do planejamento experimental.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir das variaveis significativas foi gerado um modelo matematico que

representou o comportamento dos resultados experimentais apresentado na Equacao 7.

Y1=18,28 + 7,62 X1 - 3,69 X1> + 2,15 X2 (7)
Onde:
X1 = volume de H2SO4 1M (%)

X2 = concentracdo de melaco (g/L)

Para avaliar o0 modelo adquirido, efetuou-se uma anélise de variancia (ANOVA)
(Tabela 6). O valor obtido para o R? foi de 0,9159, indicando assim que 91,59% da variabilidade

na resposta podem ser explicadas pelo modelo. Este valor é considerado satisfatério para
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obtencdo de um modelo valido e Gtil para fins preditivos. O valor do Feac (19,1) obtido foi maior
do que Fub (2,96) indicando que ha relacdo significativa entre as variaveis sendo possivel a
construcdo da superficie de resposta para a analise dos resultados (Figura 14).

Através da superficie de resposta gerada pode-se obter as condi¢Ges que resultam
em maior disponibilidade de AR. E possivel observar através da supeficie e curvas de contorno
que para o acido a faixa 6tima é de 7% a 10% v/v para proporcao de acido e entre 90 g/L a
100g/L em solucdo aquosa de MS (Figurald). Desse modo observa-se que, empregando
maiores concentracGes de melaco e volumes de acido obtém-se elevada concentracdo de AR.
O software definiu como ponto 6timo experimental utilizar uma solugdo com 100g/L de MS
adicionada de 10% (v/v) de H2SO4 1M, no qual, nessas condicOes experimentais seria obtida
uma concentracdo de AR de 29 g/L. Dessa forma, foi efetuada a validacdo experimental do
resultado obtido pelo software realizando um ensaio na condi¢do otimizada. A concentracao de
AR obtida foi de 29,2 g/L, existindo uma pequena diferenca de 0,75 % com relagdo a
concentracdo de AR predita pelo programa. Assim, a partir dessa condicdo otimizada foi

formulado um meio de cultivo para producéo de CB.

Tabela 6 - Andlise de variancia para a varidvel concentragdo de acucar redutor.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado

- : 0 Feal p-valor
Variacao Quadrados Liberdade Medio
Regressao 605,9 4 151,5 19,1 0,00072
Residuos 55,6 7 79
Falta de Ajuste 49,7 4 12,4 6,3 0,08090
Erro Puro 5,9 3 2,0
Total 661,6 11

Fonte: Elaborada pelo autor.
% variacao explicada (R?) = 91,59%; F4.7:0,10= 2,96

Figura 14 - Superficie de resposta e curvas de contorno para agucares redutores.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Atraveés da superficie de resposta gerada pode-se obter as condi¢Bes que resultam
em maior disponibilidade de AR. E possivel observar através da supeficie e curvas de contorno
que para o acido a faixa 6tima é de 7% a 10% v/v e para a concentracdo de acido entre 90 g/L
a 100g/L (Figurald). Desse modo observa-se que, empregando maiores concentracfes de
melaco e volumes de acido obtém-se elevada concentragdo de AR. O software definiu como
ponto 6timo experimental utilizar uma solugdo com 100g/L de MS adicionada de 10% (v/v) de
H2S04 1M, no qual, nessas condi¢des experimentais seria obtida uma concentracdo de AR de
29 g/L. Dessa forma, foi efetuada a validacao experimental do resultado obtido pelo software
realizando um ensaio na condigéo otimizada. A concentracdo de AR obtida foi de 29,2 g/L,
existindo uma pequena diferenga de 0,75 % com relacdo a concentragdo de AR predita pelo
programa. Assim, a partir dessa condi¢cdo otimizada foi formulado um meio de cultivo para

producdo de CB.

5.3 Caracterizacao dos meios de fermentacéo

Para a fermentacdo foram elaborados dois meios a base de MS hidrolisado nas
concentragdes de, aproximadamente, 20g/L e 30 g/L de AR. Esses meios foram formulados
com o intuito de avaliar em qual deles haveria melhor producdo de CB. A fermentacdo foi
realizada nos meios formulados a base de MS descritos a seguir: MSH75 (solucdo aquosa de
75 g/L de MS hidrolisada com 5% (v/v) H2SO4 1M), MSH100 (solugdo aquosa de 100 g/L de
MS hidrolisada com 10% (v/v) H.SO4 1M), MS75 (solucéo aquosa de MS a 75 g/L) e MS100
(solucdo aquosa de MS a 100 g/L). O meio de referéncia HS foi utilizado como controle do
processo de fermentacdo. As concentracdes das fontes de carbono e nitrogénio sao apresentadas
na Figura 15.

A concentracdo de nitrogénio nos meios variou de 0,5 g/L a 0,9 g/L, a glicose de
1,99/La19,1g/L e oteor de aclcar redutor de 4,2 g/L a 29,2 g/L. Os meios apresentaram baixo
teor de nitrogénio nos quais a maior concentracdo foi observada no meio HS (0,9 g/L), sequida
dos meios a base de MS hidrolisado (média 0,6 g/L) e ndo hidrolisado (média 0,5 g/L). A
producdo de CB pode ser aumentada com fontes particulares de nitrogénio, pois a fonte de
nitrogénio que ir4 fornece o maior rendimento de celulose varia dependendo da cepa bacteriana
utilizada (SANTOS et al., 2013), tendo como exemplo, licor de milho para K. hansenii UAC09
(RANI; APPAIAH, 2011), extrato de levedura para K. hansenii ATCC 23769 (LIMA et al.,
2017) e peptona para Acetobacter sp.DR-1 (RAGHUNATHAN, 2013).



53

Figura 15 - Concentracao de nitrogénio, glicose e aclcar redutor presentes
nos meios de fermentacdo a base de melaco de soja (hidrolisado e ndo
hidrolisado) e HS.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A producdo do biopolimero, normalmente, apresenta maior rendimento quando sao
fornecidos elevada fonte de carbono e baixas concentracdes de fonte de nitrogénio (RAMANA
et al., 2000). A influéncia da razéo carbono/nitrogénio (C/N) foi avaliada em diferentes meios
para sintese de CB por K. xylinus ATCC 53582 e observou-se que huma razdo de C/N entre 6,9
a 57,6, a melhor producdo do biopolimero foi verificada na maior relacdo C/N de 57,6
(JOZALA et al., 2015). A relacdo C/N para os meios de fermentagdo utilizada neste estudo foi
de 7,5 (MS100), 8,4 (MS100), 21,5 (HS), 35,8 (MSH75) e 41,7 (MSH100).

Em relacdo a fonte de carbono, os meios a base de MS ndo hidrolisados
apresentaram baixa concentracdo de acucares facilmente metabolizados pela bactéria (AR). Os
meios hidrolisados demonstraram um aumento significativo na concentracdo de AR (83%) e
glicose (81%), quando comparado com o néo hidrolisado. Esse resultado era esperado, pois o
tratamento de hidrolise foi realizado para elevar a concentragdo de aglcares fermentesciveis no
meio para producdo de CB. Os meios hidrolisados MSH75 e MSH100 apresentaram 21,5 e 29,2
g/L de AR e 10,1 e 12,4 g/L de glicose, respectivamente. Aumento no teor de AR, apds a
hidrélise de melacos, também tem sido relatado em outros estudos (BAE; SHODA, 2004;
ROMAO et al., 2011). A concentracio de AR e glicose do meio HS séo similares (= 20 g/L),
pois 0 Unico agucar presente na composic¢ao do meio € a glicose (AR).

A concentracdo inicial de AR em meios de fermentagédo formulados a partir de fonte

de nutrientes alternativas para producdo de CB, relatados na literatura, varia em funcdo do
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substrato. Em meio a base de casca e bagaco de frutas o teor inicial de AR foi de 42,0 g/L (FAN
et al., 2016), em residuos de levedura de cerveja de 30 g/L (LIN et al., 2014), em extrato de
acucares da madeira extraidos com agua quente de 20 g/L (KIZILTAS et al., 2015) e em aguas
residuais de jujuba cristalizada de 9,5 g/L (LI et al., 2015).

Os meios a base de MS apresentaram concentracdo de agucares totais superior ao
meio HS. Apesar da menor concentragdo de aglcares totais, 0 meio padrdo contém apenas
glicose como acucar fermentescivel o que o torna favoravel para producdo de CB pelo
microrganismo. Diferentes fontes de carboidratos foram avaliadas para a producdo de CB e
observou-se que K. xylinus metaboliza, preferencialmente, monossacarideos tais como glicose
e frutose (MIKKELSEN et al., 2009). As concentracdes de acucares totais dos meios de

fermentacao sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentracdo de acUcares totais nos meios a base de melaco de

soja e HS.
Meios de cultivo AcUcares totais (g/L)
MS75 43,2+39
MS100 538+3,.1
MSH75 42,3+ 4.4
MSH100 54,6 +2,9
HS 19,8+15

Fonte: Elaborada pelo autor.

A composigdo do meio de cultura, bem como as condi¢Oes de cultivo sdo fatores
fundamentais que afetam a producdo de CB e o rendimento do processo fermentativo. A
hidrolise acida do MS eleva o teor de glicose e frutose na composi¢cdo do meio devido,
principalmente, a hidrélise da molécula de sacarose. Além da glicose e frutose os meios a base
de MS hidrolisado ainda podem apresenta aglcares como sacarose, rafinose e estaquiose
(ROMAO et al., 2011).

5.4 Producéo da celulose bacteriana
A biossintese de CB variou em funcdo do meio de fermentacéo e da suplementacao

com etanol. A producdo de CB nos diferentes meios de fermenta¢do com e sem adicao de etanol

é apresentada na Figura 16.
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5.4.2 Producao de celulose bacteriana em melago de soja hidrolisado e HS

Nos meios sem adicdo de etanol a maior producao de CB foi observada no meio
HS, seguida dos meios MSH100, MSH75, MS100 e MS75. Em relacdo aos meios a base de MS
tratados com acido, a maior producdo de CB (3,6 g/L) foi observada no meio MSH100 (= 30
g/L AR), possivelmente, devido a maior concentracdo de AR presente no meio quando
comparado com 0 meio MSH75 (= 20 g/L). Ja os meios de melaco ndo hidrolisados (MS75 e
MS100) ndo apresentaram diferenca significativa, com nivel de 95% de confianca, para a
producéo do biopolimero tendo uma producdo em torno de 1,0 g/L. Comportamento similar foi
verificado quando o melago cana foi empregado, sem tratamento &cido, para sintese de CB com
producdo de 1,86 g/L por A. xylinum ATCC 10245 (KESHK; RAZER; SAMESHIMA, 2006),
de 1,51 g/L por Acetobacter sp. V6 (JUNG et al., 2010) e de 0,5 g/L por K. xylinus FCO1
(CAKAR et al., 2014b).

Figura 16 - Producédo de CB por K. xylinus em meio a base de melaco de soja
e HS suplementados com diferentes concentracdes de etanol, apds 10 dias de
fermentacédo a 30 °C.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nos meios hidrolisados foi observado um aumento na producdo de CB, cerca de
57%, quando comparado com 0s meios a base de MS néo tratados com acido. Resultados
similares foram observados quando utilizou-se melagco de cana hidrolisado, nos quais
constatou-se que a hidrélise proporcionou um aumento na sintese de CB de 43% por A. xylinum
BPR2001 (BAE; SHODA, 2005), de 33% por Acromobacter sp. (FARAG et al., 2016) e de
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22% por Acetobacter sp. V6 (JUNG et al., 2010). Apesar do aumento, a biossintese do
biopolimero foi inferior & do meio de referéncia HS, indicando necessidade de suplementagéo,

como adicdo de etanol, para elevar sua producao.

5.4.2 Producéo de celulose bacteriana com suplementacéo com etanol

A suplementacdo com etanol nos meios a base de MS promoveu um incremento na
sintese do biopolimero (Figural6). As maiores producfes de CB, nos meios adicionados de
etanol, foram observadas no meio MSH75, na qual a maior producdo foi obtida na
suplementacdo com 2% (v/v) de etanol (7,0 g/L de CB), seguida da concentracao de 1,5% (6,5
g/L) e 1% (6,1 g/L) de etanol. Em relagdo ao meio MSH100 a maior producéo foi verificada na
suplementacdo com 1 e 1,5% (v/v) de etanol com producdo similar de 5,2 g/L de CB. O aumento
da producdo de CB a partir da adi¢do de etanol pode ser atribuido a sintese de ATP, pois K.
xylinus oxida o etanol a &cido acético que por meio do ciclo de Krebs gera ATP para o
metabolismo celular. O ATP acelera a via de sintese do biopolimero devido a reducédo da
atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase provocando inibicdo da via pentose fosfato e,
consequentemente, aumentando a atividade da via metabolica da sintese de CB (LI et al., 2012).
Assim, adicdo de etanol aumenta a producdo do biopolimero porque o microrganismo usa
preferencialmente etanol como fonte de energia e glicose para formagdo do biopolimero
(GULLO etal., 2017).

Os meios a base de melagco ndo hidrolisado MS75 e MS100, suplementados com
etanol, apesar do aumento quando comprado com 0s meios ndo adicionados de etanol,
apresentaram baixa producdo de CB (aproximadamente 1,15 g/L). Esse resultado indica que
apenas a suplementacdo com etanol ndo foi suficiente para elevar a sintese do biopolimero de
forma satisfatoria, confirmando a necessidade de proceder com a hidrélise acida do melaco para
aumentar a disponibilidade de acglcares fermentaveis no meio e consequentemente melhorar a
producdo de CB. As imagens das membranas de CB obtidas em nos diferentes meios de
fermentacao utilizados sdo apresentadas na Figura 17.

Em relagdo ao meio HS a suplementacdo com etanol ndo apresentou aumento na
producdo de CB, pois observou-se que a medida que o etanol foi adicionado ao meio de
fermentacao ocorreu uma reducéo, cerca de 50%, na sintese do biopolimero (Fig.16). Durante
o0 crescimento o metabolismo respiratdrio de K. xylinus, oxida etanol a acido acético e converte
a glicose em &cido glucdnico. Todas essas formagdes acidas causam diminui¢do do pH do meio

de cultura durante o processo fermentativo e afetam o desenvolvimento microbiano (HA et al.,
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2011; KONGRUANG, 2008; LIN et al., 2013). Ao final de 10 dias cultivo foi observado que
em meio HS houve reducdo no pH proporcional a adi¢do de etanol. O pH final no meio HS foi
em torno de 6,0, enquanto que, o HS adicionado de 1%, 1,5% e 2% v/v de etanol apresentaram
pH 4,2, 4,0 e 3,9, respectivamente, o carater &cido do meio de fermentacéo pode ter interferido
no desenvolvimento do microrganismo causando uma diminui¢do na producgédo de CB. A cepa
utilizada é outro fator que pode ter influenciado nesse resultado, pois em outros estudos a
suplementacdo com 1% (v/v) de etanol ao meio HS proporcionou um aumento na sintese do
biopolimero produzido por A. xylinum ATCC 10245 (YUNOKI et al., 2004) e A. xylinum E25
(KRYSTYNOWICZ et al., 2002).

Figura 17 — Membranas de celulose bacteriana produzidas em meios HS e MS
(hidrolisado e ndo hidrolisado) com e sem suplementacdo com etanol (v/v) ap6s 10 dias
de fermentacdo em cultivo estético a 30 °C.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na literatura tem sido relatado melhoria na produgéo de CB pela suplementacéo em
diferentes meios de fermentagdo com concentracédo de etanol entre 0,5 a 2% (v/v) (CAKAR et
al., 2014a; KRYSTYNOWICZ et al., 2002; LI et al., 2012; MOHAMMADKAZEMI;
DOOSTHOSEINI; AZIN, 2015; PARK et al., 2003; SON et al., 2001; SON et al. 2003).
Segundo Li et al. (2012) a adicdo de etanol melhora a producgéo de CB, pois aumenta a energia
do metabolismo e reduz a formagdo de metabolitos que podem inibir a sintese do biopolimero.

Além do baixo custo do MS e do etanol, outra vantagem obtida no meio formulado
a base de MS foi que ndo houve a necessidade de suplementacdo com fonte de nitrogénio, como
extrato de levedura (FAN et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2016; LIMA et al., 2017) e licor
de milho (COSTA etal., 2017; VAZQUEZ et al., 2013) para elevar a produgao do biopolimero.

5.5 Perfil da fermentacéo na sintese de celulose bacteriana

O meio de cultivo MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol foi selecionado
como 0 mais promissor para a producdo de CB; portanto, foi usado para comparar com a
cinética de producdo em meio HS. A cinética foi realizada avaliando os perfis de produ¢ao de
CB (g/L), glicose (g/L), pH, rendimento sobre os agucares consumidos (%) e produtividade (g/
L.h) em funcdo do tempo de fermentacdo. Especialmente para 0 meio MSH75 suplementado
com 2% de etanol por apresentar outros agucares, além da glicose, foi verificado o perfil do
consumo de acUcar redutor (g/L) e agUcares totais (g/L) durante o processo fermentativo. O
perfil da fermentacdo dos meios MSH75 suplementado com 2% de etanol e HS sdo
apresentados na Figura 18; e as imagens das membranas obtidas periodicamente a cada trés dias
em meio MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol (A) e HS (B) séo apresentados nas
Figura 19.

No inicio da fermentacdo ambos os meios apresentaram um elevado consumo de
glicose no qual observou-se que, aproximadamente, metade da glicose 5,5 g/L e 10,8 g/L,
presente nos meios MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol e HS, respectivamente, foi
consumida nos trés primeiros dias de cultivo e empregada para producdo do biopolimero. A
contar de sexto dia fermentac&o foi verificado um consumo gradativo até o 9° dia de cultivo, a
partir desse dia houve uma estabilizagdo no consumo de glicose até o ultimo dia do processo
fermentativo. No final dos 15 dias de fermentacao verificou-se baixas concentragdes de glicose
restando apenas 1,1 g/L no meio MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol e 3,0 g/L no
meio HS (Figural8a).



Figura 18 — Perfil da fermentacdo por K. xylinus no meio MSH75 suplementado com
2% (v/v) de etanol (m) e HS (e) sob condicéo estatica durante 15 dias de cultivo a 30
°C. (A) Consumo de glicose; (B) Consumo de AR (m) e AT (e®) no meio MSH75
suplementado com 2% (v/v) de etanol; (C) pH; (D) Produgédo CB; (E) Rendimento sobre

0s agUcares consumidos e (F) Produtividade.
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O meio MSHT75 suplementado com 2% (v/v) de etanol continha aproximadamente

20,0 g/L de AR e 43,0 g/L de acucares totais que foi sendo consumido progressivamente com

tempo de cultivo para producdo do biopolimero. Ao final do processo fermentativo restaram
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6,62 g/L de AR e 22,2 g/L de agUcares totais (Figural8b). Pelo perfil do consumo da fonte de
carbono no meio MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol, confirma-se preferéncia do
microrganismo por monossacarideos no qual para sintese de CB a bactéria consumiu 89% da
glicose, 72% de AR e 52% de acucares totais. Como metade dos AT presente no meio de melaco
é AR, conclui-se que a bactéria pouco consumiu 0s oligossacarideos presentes no meio de

cultivo.

Figura 19 - Membranas de CB em meio MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol (A) e
HS (B) obtidas em diferentes intervalos de fermentacdo durante 15 dias de cultivo estatico a
30 °C.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O consumo acelerado de agucar nos primeiros trés dias de fermentagdo provocou
uma reducdo média do pH de 5,8 para 3,9 (Figural8c). Os principais metabdlitos da cepa K.
xylinus contribuem para o aumento de &cidos orgéanicos, principalmente, devido a glucose-
desidrogenase, ligada a membrana de G. xylinus, converter a glicose extracelular em acido
glucénico (SHIGEMATSU et al., 2005). Similarmente Yang et al. (2013b) observaram que o
pH do meio diminuiu (5 para 2) e atingiu seu valor mais baixo durante os primeiros 3 dias de
fermentacdo durante a producdo de CB a partir de Pennisetum purpureum (capim) hidrolisado
com &cido sulfurico. A partir do sexto dia de cultivo o pH comecgou a ter um aumento vindo a
se estabilizar em torno de 5,7 no final do periodo de fermentacdo. Desse modo, o consumo de
glicose acarreta a diminuicdo do pH devido a producdo de metabolitos de carater acido. Os
acidos organicos produzidos serdo ainda utilizados para o crescimento celular e producdo de
CB quando o agucar disponivel diminuir para um nivel mais baixo (WU et al., 2012).

Observou-se nos meios um comportamento similar na sintese do biopolimero com
crescente producdo de biocelulose até o 6° dia de cultivo, entretanto, 0 meio HS apresentou

desempenho superior na producdo de CB quando comparado com o meio de melago
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hidrolisado. Esta menor producdo inicial em meio MSH75 pode ser atribuido a adaptacéo da
cepa ao meio de melagco, uma vez que, o in6culo é mantido em meio HS. Apesar disso, a contar
do 9° dia de cultivo, ambos 0s meios apresentaram producdo de CB semelhantes. Também foi
observado que a partir do 9° dia ndo houve aumento significativo com nivel de 95% de
confianga na sintese do biopolimero até o 15° dia de cultivo, esta estabiliza¢do na producdo de
CB provavelmente esta relacionada ao esgotamento dos nutrientes do meio de fermentacao
(Figural8d). Na cinética da sintese de CB em meio a base de melaco de cana-de-agucar
hidrolisado, observa-se que depois de 7 dias de incubacdo a producdo de CB aumentou
consideravelmente, entretanto, a partir do décimo dia de incubacdo observou-se uma
estabilizacdo da producgdo do biopolimero até o ultimo dia de fermentacéo (15 dias) (CAKAR
et al., 2014b).

O maior rendimento sobre os aglcares consumidos e produtividade em meio a base
de MS hidrolisado foram observados no 9° dia com 59,0% e 0,648 g/L.d, respectivamente. Ja
para 0 meio HS, o maior rendimento sobre o substrato de 37,0% e produtividade de 0,840 g/L.d
foram verificados no 6° dia de cultivo (Figural8e, f). Em outros estudos diferentes espécies do
género Komagataeibacter apresentaram produtividade de 0,168 g/L.d obtida a partir de aguas
residuais de fermentacdo (HUANG et al., 2015), 0,360 g/L.d a partir de &guas residuais de
jujuba cristalizada (LI et al., 2015), 0,696 g/L.d a partir de bagaco de uva (VAZQUEZ et al.,
2013) e 1,176 g/L.d a partir de palha de trigo hidrolisada (CHEN et al., 2013). Verifica-se que,
a produtividade encontrada neste estudo foi razoavel quando comparado com outros meios
alternativos relatados na literatura. Observa-se que, os melhores resultados de rendimento e
produtividade foram inicialmente verificados em meio HS e, posteriormente, em meio MSH75
devido a provavel aclimatacdo da cepa ao meio de fermentacao alternativo. Acredita-se que 0
tempo para maior produtividade, em meio a base de MS, pode ser diminuido se for utilizado
indculo de K. xylinus ja em meio de MS promovendo a adaptacdo da cepa antes do periodo de
fermentacao.

O perfil de fermentacdo do meio a base de MS apresentou algumas similaridades e
diferencas quando comparado com o meio HS. Apesar do meio HS ter demonstrado
desempenho superior na producdo de CB nos seis primeiros dias de fermentacéo, a partir no 9°
dia de cultivo ambos 0s meios apresentaram producdo de CB semelhantes. Além disso,
confirmou-se que tempo de cultivo utilizado neste estudo (10 dias) foi adequado para sintese
do biopolimero, pois a partir no 9° dia de fermentacdo ndo foi observado diferenca significativa,

ao nivel de 95% de confianca, na producédo de CB.
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5.6 Caracterizacao da celulose bacteriana

O meio de cultivo MSH75 adicionado de 2% (v/v) de etanol (MSH75 +) apresentou
a melhor producao de CB. Assim as membranas obtidas desse meio e de seu controle MSH75
sem adicdo de etanol (MSH75-), foram submetidas a caracterizagdo para comparar com as
caracteristicas das membranas obtidas de HS (HS-) e HS suplementado com 2% (v/v) de etanol
(HSH).

5.6.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das peliculas obtidas dos meios HS e MSH75 com (+) e sem
(-) 2% (v/v) de etanol estdo apresentados na Figura 20. Essa analise possibilitou verificar se
houve altera¢cdes nos grupos funcionais presentes nas membranas de CB, devido a composicao
dos diferentes meios de cultura, permitindo concluir que ocorreram modificagdes quimicas na
estrutura do biopolimero.

A regido com o comprimento de onda em torno de 3345 cm™ corresponde ao
estiramento dos grupos O-H presentes na celulose tipo I. A banda em 2898 cm™ referente ao
estiramento C-H e estiramento assimétrico de CHz. Os picos em 1636 cm™ so atribuidos as
vibragOes de deformagdo do O-H provenientes de moléculas de agua adsorvida. Bandas de
absorcdo nas regides perto de 1424 cm™ e 1315 cm™ sdo atribuidas as deformagdes de CH; e
O-H, respetivamente. Bandas tipicas de celulose também sdo observadas em 1161 e 1106 cm-
1 correspondente ao estiramento antissimétrico de C-O-C e estiramento simétrico de C-O,
respectivamente. As frequéncias observadas em 1047 e 1030 cm™ sdo referentes as
deformagdes C-O de C-OH de carboidratos e em 889 cm™ sdo atribuidas as vibracdes de C-H
(Figural8) (GEA et al., 2011; PECORARO et al., 2008). A regido com o comprimento de onda
em torno de 2350 cm™ (HS+ e MSH75-) evidencia a absorcao de CO; devido a interferéncia do
ambiente no momento da andlise.

As peliculas apresentaram bandas caracteristicas de CB, sem a presenca de bandas
1538, 1730-1735, 3150-3220 referentes a nitrogénio, estruturas proteicas, ou possiveis
contaminantes (MOVASAGHI et al., 2008), indicando a eficiéncia da etapa de purificagdo com
NaOH 2% (m/v). Vale salientar que a metodologia aplicada na purificacdo foi simples, com
apenas NaOH, e eficaz sem a necessidade de outros agentes de branqueamento tais como lauril
sulfato de sodio para purificagdo de CB obtida em melago de beterraba (KESHK et al., 2006)
e peroxido de hidrogénio (LIMA et al., 2017) para membranas obtidas de suco de sisal.
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Figura 20 - Espectros de FTIR de CB obtida nos meios HS e MSH75 com
(+) /sem (-) suplementagéo com 2% de etanol.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os espectros de FTIR das membranas obtidas dos diferentes meios de cultivo foram
semelhantes as do meio HS constatando que o MS e o etanol ndo afetaram estrutura quimica da
CB. Comparando os espectros de celulose padrédo (HS) com o de celulose produzida em meio
de melaco de cana hidrolisado verifica-se que as membranas obtidas, independente do meio,
apresenta bandas semelhantes a celulose produzida em meio HS indicando que a composicao
dos meios ndo modifica a estrutura quimica do biopolimero (CAKAR et al., 2014b; TYAGI,
SURESH, 2016). Outros meios alternativos utilizados para produ¢do de CB como melaco de
beterraba (KESHK et al., 2006), extrato de lichia (YANG et al., 2016), bagaco de uva
(VAZQUEZ et al.,, 2013) e alfarroba (BILGI et al., 2016) também ndo alteraram as
propriedades estruturais do biopolimero.

5.6.2 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 21 apresenta o comportamento de decomposicao térmica das membranas
de CB, em percentagem da massa em funcgdo da temperatura, que permiti estabelecer a faixa de
temperatura que as membranas comegcam a se decompor. Observa-se nas curvas
termogravimétricas que as membranas de CB obtidas, independente do meio, apresentaram um
processo de decomposicao térmica aproximados. As curvas de TGA obtidas para as membranas

de CB exibiram, inicialmente, uma pequena perda de massa (3-5%) em torno de 100 °C devido
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a perda de &gua, como também foi observado por Gea et al. (2011) e Mohammadkazemi, Azin
e Ashori (2015).

Figura 21 - Curvas termogravimétricas (A) e DTG (B) das membranas de CB obtida
nos meios HS e MSH75 com (+) e sem (-) suplementacédo com 2% de etanol.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O segundo evento de perda de massa foi atribuido ao inicio do processo de
decomposi¢do das membranas nas temperaturas em torno de 312 °C (Figura 21a e Tabela 8). A
degradacdo da celulose compreende a desidratacdo e decomposicdo das unidades de glicose
(BARUD et al., 2008; VAZQUEZ et al., 2013; CHANG et al., 2010). As membranas de CB
produzidas a partir do meio HS+ demonstraram uma menor estabilidade térmica em
comparagdo com outros meios de cultura podendo ser verificada pela menor temperatura inicial
de degradacdo (Tonset) 276 °C. A temperatura inicial de perda de massa do meio HS+ indica
que a adicdo de etanol ao meio HS reduziu, aproximadamente 11%, a estabilidade térmica da
membrana quando comparado ao seu controle HS-.

A degradacdo térmica é afetada por fatores estruturais varidveis, como massa
molecular, cristalinidade e arranjo das fibras (VAZQUEZ et al., 2013). No caso da CB obtida
do meio HS+, os resultados de DRX mostraram uma ligeira reducédo da cristalinidade (Tabela
9) e apresentou menor dimensédo das nanofibrilas (Tabela 10) que poderia ser a razéo para o
comportamento térmico observado. Portanto, a CB obtida dos meios HS-, MSH75- e MSH75+
apresentaram-se mais estaveis termicamente que a membrana obtida no meio HS+ verificadas

pelas maiores Tonset. As maiores Tonset indicam que o meio forma um biopolimero com
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interacbes quimicas mais eficazes (como ligag¢des de hidrogénio) com os grupos hidroxilicos
da CB que acarreta um aumento em sua estabilidade térmica (SALVI et al., 2014).

Tabela 8 — Temperaturas e perdas de massa da CB obtida nos meios HS e MSH75 com
(+) e sem (-) suplementacdo com 2% de etanol.

Tonset Tendset Perda de massa Terpp_eratu ra
8 (°C) (°C) (%) maxima de
degradacéo (°C)
HS - 312 376 82 352
HS + 276 356 73 329
MSHY75 - 313 376 81 355
MSH?75 + 312 378 76 357

Fonte: Elaborada pelo autor.

A temperatura final de decomposicdo térmica (Tendset) das membranas dos
diferentes meios foi em torno de 376 °C, exceto para as membranas do meio HS+ que
apresentaram Tendset mais baixa em 356 °C. O processo de degradacdo das cadeias glicosidicas
gue compdem a celulose ocorre a um intervalo de temperatura de 200 a 400 °C (GEA et al.,
2011; PACHECO et al., 2017; TYAGI, SURESH, 2016; VAZQUEZ, et al., 2013). Apo6s a
Tendset ocorre a degradacdo termo-oxidativa da celulose que corresponde a formacdo de
residuo carbonoso e é conhecida como fase de carbono (EL-SAIED et al., 2008).

Por meio das curvas de DTG observou-se que as temperaturas de decomposi¢édo
méaxima (Tmax) das membranas ocorreram entre 352-357 °C com perda significativa de massa
76-82%, exceto para CB do meio HS+ a 329 °C e 73%, respectivamente (Figura21lb e Tabela
8). A Tmax pode variar dependendo do meio de cultivo e cepa utilizada, desse modo, segundo
alguns autores a Tmax ocorreu em 310 °C para CB produzida em meio de licor de milho por K.
hansenii UCP1619 (COSTA etal., 2017), de 343 °C em casca de frutas por K. hansenii MCMB-
967 (KUMBHAR et al., 2015) e de 360 - 390 °C em HS modificado K. xylinus PTCC 1734
(MOHAMMADKAZEMI DOOSTHOSEINI; AZIN, 2015).

A temperatura maxima de degradacdo € um critério de estabilidade térmica,
portanto, quanto maior a Tmax maior a estabilidade térmica do biopolimero. Verificou-se que
meios de MS exibiram, ligeiramente, maior temperatura de decomposi¢cdo méaxima e menor
velocidade de decomposicdo que as do meio HS, indicando maior estabilidade térmica. Este
resultado pode ser associado as caracteristicas das nanofibrilas do meio MS que apresentaram

dimens@es aproximadas, e agregadas considerando o meio MSH75+, frente as do meio padrdo
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(Figura23). Os meios a base de melago apresentaram comportamento de degradagéo térmica
similar ao meio HS- (Figural9). Este resultado indica que o meio alternativo formulado a base

de melaco ndo afeta as propriedades térmica da CB.

5.6.3 Difracdo de Raios X (DRX)

Para comparar as mudancas micro estruturais da CB obtida dos diferentes meios foi
utilizada difracdo de raios X e seus difratogramas sdo apresentados na Figura 22. Os
difratogramas de raios X das CB obtidas de diferentes meios apresentaram padrdes tipicos de
celulose do tipo I e Il com picos de difragio 26 em 12,1°, 14,5°, 16,7°, 22,6°¢e 34,5° (Figura22).
Os picos das membranas de CB obtidas nos diferentes meios ndo apresentaram deslocamento
significativo de celulose tipo | e Il em 20. Os planos de cristal 101, 10-1 e 200 correspondem
aos picos de 14,5° 16,7° e 22,6°, respectivamente (CASTRO et al., 2011; SUN et al., 2007).

Figura 22 - Difratogramas de raios X de CB obtidas em meios HS e
MSH75 com (+) e sem (-) suplementacdo com etanol.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O indice de cristalinidade (IC) apresentados na Tabela 9 foi estimado com base nos
difratogramas. As peliculas obtidas a partir de MS apresentaram, ligeiramente, menor
percentual de cristalinidade (74%) que as produzidas usando o meio HS- que foi caracterizada
com um indice de cristalinidade de 80%. Esse resultado indica que a composi¢do do meio de
cultura induziu a pequenas diferencas no processo de cristalizacdo de celulose. Em outros
estudos a utilizacdo de melago de cana (JUNG et al., 2010; KESHK, SAMESHIMA, 2006;
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VAZQUEZ et al., 2013) e a utilizacdo de substratos alternativos (HUANG et al., 2015;
KIZILTAS etal., 2015; KHATTAK et al., 2015) em vez de glicose para sintese do biopolimero
também diminuiram os valores do indice de cristalinidade da CB quando comparado com o
meio padrao.

O valor de cristalinidade encontrado para as peliculas de CB em meio HS com
adicdo de etanol apresentou-se inferior ao encontrado para as membranas obtidas no meio HS
sem etanol, possivelmente devido a uma menor organizacdo das cadeias de celulose. A adicao
de etanol ao meio HS acarretou uma reducdo no IC, entretanto, Mohammadkazemi,
Doosthoseini e Azin (2015) relataram em seu estudo que a produgéo de CB por K. xylinus PTCC
1734 em meio HS suplementado com 1% de etanol elevou a producdo de CB e apresentou
maior IC (76,2%) que 0 meio HS sem adicdo de etanol (64,9%).

Tabela 9 - indice de cristalinidade das membranas de CB obtidas em meios HS e
MSH75 com (+) e sem (-) suplementagcdo com etanol.

CB indice de cristalinidade (%)
HS - 80
HS + 73

MSHT75 - 74

MSHT75 + 75

Fonte: Elaborada pelo autor.

O valor de cristalinidade encontrado para as peliculas de CB em meio HS com
adicdo de etanol apresentou-se inferior ao encontrado para as membranas obtidas no meio HS
sem etanol, possivelmente devido a uma menor organizacdo das cadeias de celulose. A adigédo
de etanol a0 meio HS acarretou uma reducdo no IC, entretanto, Mohammadkazemi,
Doosthoseini e Azin (2015) relataram em seu estudo que a producéo de CB por K. xylinus PTCC
1734 em meio HS suplementado com 1% de etanol elevou a producdo de CB e apresentou
maior IC (76,2%) que 0 meio HS sem adicdo de etanol (64,9%).

A cristalinidade da CB, em geral, encontra-se entre 60-90% (FANG,
CATCHMARK, 2015; PECORARO et al., 2008; TSOUKO et al., 2015). A CB obtida dos
meios a base MS apresentou menor cristalinidade que as do meio HS, contudo, essas

membranas apresentaram IC tipico de CB.
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5.6.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia foi utilizada para examinar a morfologia da superficie de rede
tridimensional da celulose produzida nos diferentes meios e suas micrografias séo apresentadas
na Figura 23.

As micrografias obtidas da CB produzida nos meios de melaco e HS- apresentaram
estrutura nanofibrilada e entrelacada (sem qualquer tipo especifico de orientacdo) variando de
79 a 99 nm em diametro (Tabela 10), tais observagdes concordam com a morfologia tipica do
biopolimero (FANG; CATCHMARK, 2015; LEE et al., 2014; PECORARO et al., 2008).

Figura 23 — Micrografias das membranas de CB obtidas nos meios HS e MSH75 com (+)
e sem (-) suplementacdo com 2% de etanol (aumento de 75000x).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Foi detectada diferenca morfoldgica entre as micrografias dos meios HS- e HS +, 0
meio com adicdo de etanol apresentou nanofibras mais finas e aglomeradas que acarretou uma

reducdo na estabilidade térmica (Figura21l), cristalinidade (Tabela 9) e propriedades mecéanicas
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(Tabela 11). As membranas do meio MSH75- apresentaram abundéncia de espago entre as
nanofibras e do meio MSH75+ exibiram nanofibras mais entrelagcadas e agregadas quando
comparadas com meio HS sem adicdo de etanol (Figura23). Este resultado indica que a
composicdo do meio modifica a estrutura da tridimensional do biopolimero. A literatura relata
que a sintese de CB em meio a base de melago de cana-de-agUcar apresenta rede de fibrila mais
densa quando comparada com a micrografia do meio HS (CAKAR et al., 2014a).

Tabela 10 - Dimensdes das nanofibras das membranas de CB obtidas
em meios HS e MSH75 com (+) e sem (-) suplementacdo com etanol.

Meios de cultivo Dimensodes (nm)
HS- 907
HS+ 79+6
MSH75- 88+8
MSH75+ 99+5

Fonte: Elaborada pelo autor.

Foi detectada diferenca morfoldgica entre as micrografias dos meios HS- e HS +, o
meio com adicdo de etanol apresentou nanofibras mais finas e aglomeradas que acarretou uma
reducdo na estabilidade térmica (Figura2l), cristalinidade (Tabela 10) e propriedades
mecanicas (Tabela 12). As membranas do meio MSH75- apresentaram abundancia de espaco
entre as nanofibras e do meio MSH75+ exibiram nanofibras mais entrelacadas e agregadas
guando comparadas com meio HS sem adicdo de etanol (Figura23). Este resultado indica que
a composicdo do meio modifica a estrutura da tridimensional do biopolimero. A literatura relata
que a sintese de CB em meio a base de melaco de cana-de-acUcar apresenta rede de fibrila mais
densa quando comparada com a micrografia do meio HS (CAKAR et al., 2014a).

Comparando os meios de melaco observou-se a adi¢do de etanol aumentou a
densidade e agregacdo da rede de nanofibras, pois a adigdo de etanol tornou as peliculas de CB
mais espessas. Estes resultados concordam com os encontrados por Mohammadkazemi,
Doosthoseini e Azin (2015) que estudaram o efeito do meio e do etanol sobre a producéo de
CB por K. xylinus (PTCC 1734) e observaram que a adig&o de etanol alterou significativamente

a morfologia da CB mostrando uma estrutura mais densa.
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5.6.5 Ensaios mecanicos

Os resultados do ensaio de tracdo utilizado para caracterizar as propriedades
mecénicas das peliculas de CB produzida com o meio a base de MS e com o HS séo
apresentados na Tabela 12. Os modulos de tensdo de ruptura, alongamento na ruptura e
modulo de elasticidade foram determinados através das curvas de tensdo-deformacéo obtidas
nos ensaios de tracdo (Figura24). O biopolimero obtido dos diferentes meios de fermentacéo
apresentou variacdo da tenséo de ruptura de 99,0 a 137,6 Mpa, da elongacao na ruptura de 1,6
a 4,8 % e do modulo de elasticidade de 1424,7 a 2518,0 MPa. As membranas de CB obtidas
em meio HS+ e MSH75- apresentaram menor resisténcia a tragdo em comparagdo ao meio
HS- e MSHT75+, respectivamente. Isto ocorreu provavelmente devido as diferencas
morfolégicas nos biopolimeros obtidos, nos quais nanofibras mais grossas resistem melhor
contra a forga aplicada para a sua deformacdo resultando em propriedades mecanicas
superiores (HA et al., 2011; UL-ISLAM et al., 2011). Desse modo, os meios HS+ e MSH75-
exibiram nanofibras mais finas quando comparado com HS- e MSH75+, respectivamente
(Tabela 10). As membranas obtidas nos meios HS- e MSH75+ apresentaram maior resisténcia
a tracdo com 137,6 e 134,1 MPa, respectivamente, pois apresentaram maiores dimensdes de

nanofibrilas

Tabela 11 - Propriedades mecénicas das membranas de CB obtidas nos meios HS e
MSH75 com (+) e sem (-) suplementacdo com etanol.

CB Espessura Tenséo de Elongacao na I\_/Ig’)dulo de
(um) ruptura (MPa) ruptura (%) elasticidade (MPa)
HS - 80,0 + 3,0° 137,6 + 2,82 2,8 £0,2% 2504,7 + 2,8°
HS + 31,0+ 1,0 106,6 + 3,2° 1,6 £0,3° 2518,0 + 4,42
MSH75- 44,0+4,° 99,0 + 2,19 2,5+0,3 1508,6 + 1,5
MSH75+ 72,0+3,0° 134,1 + 2,4 48+1,7° 14247 + 1,49

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores de deformacéo para HS+ (1,6%) e MSH75- (2,5%) foram inferiores a
HS- (2,8%) e MSH75+ (4,9%), respectivamente. As nanofibras de CB firmemente arranjadas
apresentam dificuldade em expandir com a forca aplicada e assim podem limitar o
alongamento antes da ruptura (KHATTAK et al., 2015). As membranas de HS apresentaram
maior rigidez, ou seja, menor deformacéo elastica com 2504,7 e 2518,0 MPa para HS- e HS+,

respectivamente. O Moddulo de elasticidade é uma propriedade intrinseca usada como
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parametro mecanico diretamente relacionado a rigidez do polimero (ALMEIDA et al., 2013).
Os resultados mecénicos podem ser considerados um indicador importante da dimenséo e
estado bem organizado das nanofibras de celulose, além de estar relacionado ao seu alto grau
de emaranhamento por ligacao de hidrogénio intra e intermolecular (ABEER; MOHD AMIN;
MARTIN, 2014; BARUD et al., 2015). Desse modo, observou-se pelas micrografias
(Figura23) que as membranas com nanofibrilas mais densas apresentaram propriedades

mecanicas mais elevadas.

Figura 24 — Ensaio de tracdo da CB obtida em meio MSH75+ antes (a) e
apos (b) a ruptura completa da membrana.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em relacdo aos resultados obtidos dos meios a base de MS, as membranas do meio
MSH75+ apresentaram, de um modo geral, melhores propriedades mecéanicas. Dessa forma,
observou que o substrato a base de MS foi utilizado de forma eficiente para a producéo da

CB, indicando 0 meio MSH75+ como uma fonte de carbono promissora para producédo de CB.
5.7 Estimativa de custo do meio de fermentagdo em escala laboratorial
Uma estimativa de custo foi realizada para o meio de fermenta¢do HS e MSH75+

(Tabela 12 e 13). O HS é um meio de composicao definida desenvolvido para o crescimento de

bactérias produtoras de CB, cujo os contituintes sdo de custo elevado. A participacao de custo
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de cada componente do meio HS e MSH75+ pode ser observado na Figura 25 e 26. O meio
MSH75+ foi promissor para producdo de CB podendo ser alternativa ao uso do meio HS. Por
ser constituido a base de MS, subproduto da agroinddstria da soja relativamente barato,
possibilitando reducéo de custo do processo de producéo de CB. Entretanto, a etapa de hidrolise
do melago adiciona gastos com reagentes (acido sulfurico e hidréxido de sddio) e,
principalmente, com energia, que podem elevar o custo do meio de fermentagéo (Tabela 13).
Apesar dos gastos com a hidrolise do melaco, onde a energia foi um fator de custo significativo
para 0 processo, a elaboracdo do meio MSH75+ foi mais econdmica que a do meio HS, em

escala laboratorial.

Tabela 12 - Estimativa de custo para obtencdo de 1 litro de meio HS.

Descricdo Preco comercial (R$) Quantidade Custo (R$)
Glicose 36,00 (1 KQ) 20,0¢g 0,72
Extrato de levedura 272,00 (500 g) 5090 2,72
Peptona 350,00 (500 g) 509 3,50
Fosfato dissodico 1.033,00 (1 Kg) 2,79 2,78
Acido citrico 146,00 (100 g) 1,15 g 2,19

TOTAL (R$) = 11,91

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 25 - Participacdo de custo (%) dos diferentes componentes de meio HS.

29%

m Glicose mExtrato de levedura = Peptona = Fosfato dissddico m Acido citrico

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 13 - Estimativa de custo para obtencdo de 1 litro de meio a base de melago de soja
hidrolisado e suplementado com etanol.

Descricéo Preco comercial (R$) Quantidade Custo (R9)
Melaco de soja 500,00 (1 ¢t) 75,09 0,04
Acido sulfdrico 192,00 (1L) 2,66 mL 0,51
Hidroxido de
s6dio 140,00 (1Kg) 3,45¢ 0,48
Etanol 6,00 (1L) 20,0 mL 0,12
Papel de filtro 46,00 (100 unid.) 1 unid. 0,46
Hidrdlise do melaco
Equinamento Poténcia  Tempo Consumo de Custo
quip (W) de uso (h) energia (KWh) energia (R$)
Chapa aquecedora 1500 1,0 1,5 1,2
Bomba a vacuo 80 0,2 0,016 <0,02

TOTAL (R$) = 2,82

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 26 - Participacdo de custo (%) dos diferentes elementos no preparo do meio a
base de melaco de soja hidrolisado e suplementado com etanol.

18%
43%
17%
4%
16% 1%
m Melago de soja Acido sulfarico NaOH Etanol
m Bomba a véacuo Papel de filtro Chapa aquecedora

Fonte: Elaborada pelo autor.

O meio de fermentacdo a base de MS mostrou-se tecnicamente viavel para producao
de CB e apresentou bom prognostico de viabilidade econdmica, pois sua estimativa de custo,
em escala laboratorial, foi 76% inferior ao meio de referéncia HS (Tabela 14). O uso de melago
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de cana hidrolisado como meio de fermentacdo para produgdo de CB também apresentou
reducdo de custo de producédo (57%) quando comparado ao meio HS (CAKAR et al., 2014a).
Considerendo que o estudo foi realizado em escala de bancada o levantamento de preco dos
componentes dos meios de fermentacdo também foi realizado nessa propor¢éo. Desse modo, se
for realizado uma estimativa de custo em escala industrial esses valores podem sofrer
alteragOes, visto que, quando a aquisi¢do dos componentes sdo em maiores quantidades ha uma

modificacdes nos pregos.

Tabela 14 - Producédo de CB em meio a base de melaco de soja e HS com custos do meio
de produgéo.

Custo do meio de produgéo

Meio CB (g/L) CB (R$/KQ)

Melaco de soja hidrolisado
suplementado com 2% etanol

Meio de referéncia HS 7,15+0,16 1.701,00
Fonte: Elaborada pelo autor.

7,05+0,25 402,00

6. CONCLUSOES

A melhor condicdo de fermentacdo para producao de celulose em melaco de soja
é obtida a partir de solucdo aquosa com 75 g/L de melago de soja, hidrolisada com 5% (v/v)
de &cido sulfurico 1M, tratada termicamente a 90 °C/10min e suplementado com 2% de etanol.
Assim, os resultados descritos neste trabalho, comparados com os resultados da literatura,
demonstram o potencial do uso de mela¢o de soja hidrolisado e suplementado com etanol para
producdo de celulose bacteriana, pois o biopolimero obtido possui producgéo similar ao meio
HS (7,0 g/L), demonstra caracteristicas padrdes de celulose bacteriana e, em escala
laboratorial, apresenta reducdo de custo na sua elaboracdo (76%), tornando-o promissor para

a producao de CB.
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