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RESUMO  

Celulose bacteriana (CB) é um biopolímero que apresenta aplicação na área biomédica, 

alimentícia, cosmética, entre outras. Contudo, sua produção em grande escala é limitada por, 

dentre alguns motivos, o custo do processo onde o meio de cultivo é responsável por até 30% 

do custo total de produção. Neste contexto, o melaço de soja (MS), coproduto de baixo custo 

da cadeia da soja, pode ser um substrato promissor para produção de CB, pois contém em sua 

composição fonte de carbono e nitrogênio para o processo fermentativo. O objetivo do trabalho 

foi produzir celulose bacteriana por Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 utilizando melaço 

de soja como meio alternativo de fermentação em cultivo estático. Para aumentar o teor de 

açúcares fermentáveis o MS foi hidrolisado com ácido sulfúrico. Desse modo, foram realizados 

ensaios variando a proporção de ácido e MS e, posteriormente, um planejamento experimental 

para otimizar a hidrólise dos oligossacarídeos. A partir dos resultados dos ensaios foram 

formulados os meios de fermentação hidrolisados MSH75 (solução aquosa com 75 g/L de MS 

hidrolisada com 5% (v/v) H2SO4 1M) e MSH100 (solução 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 soluções controles nas quais não foram 

adicionadas ácido, denominadas MS75 e MS100, soluções aquosas com 75 g/L e 100 g/L de 

MS, respectivamente. Para fermentação os meios à base de MS e HS (meio de referência) com 

(1,0; 1,5 e 2,0% v/v) e sem adição de etanol foram inoculados com 10% (v/v) de cultura de K. 

xylinus e incubados a 30 ºC/10 dias. Os meios à base de MS hidrolisados apresentaram maior 

produção de CB que os meios não hidrolisados devido à maior concentração de açúcares 

fermentáveis presentes no meio de cultivo. Contudo, a produção do biopolímero nos meios 

MSH75 e MSH100 foi inferior à do meio de referência HS, indicando necessidade de 

suplementação para aumentar a produção. A suplementação com etanol pode elevar a produção 

de CB, pois a bactéria oxida etanol a ácido acético que por meio do ciclo de Krebs sintetiza 

ATP influenciando na via metabólica para produção do biopolímero. A melhor produção do 

biopolímero foi observada no meio MSH75 suplementado com 2,0% (v/v) de etanol 

(MSH75+), apresentando uma produção de CB (aproximadamente 7 g/L) similar à do meio HS. 

A CB obtida do meio MSH75+ foi caracterizada e apresentou composição química padrão de 

CB, início de decomposição térmica em torno de 312 ºC, índice de cristalinidade de 80%, 

morfologia das nanofibrilas com característica típicas de CB e boas propriedades mecânicas. 

Os resultados encontrados foram similares à celulose produzida em meio HS indicando que a 

composição dos meios de MS não afetou, de maneira expressiva, as propriedades do 

biopolímero. Além disso, o meio MSH75+ apresentou, em escala laboratorial, menor custo em 

sua elaboração (76%) quando comparado com meio HS. Portanto, o meio à base de melaço de 

soja hidrolisado e suplementado com etanol apresenta potencial como meio de fermentação 

para síntese de CB. 

Palavras-chave: biopolímero; Komagataeibacter; hidrólise ácida; etanol. 
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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) H2SO4 1M) 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 ºC, 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. INTRODUÇÃO 

 

Celulose bacteriana (CB) é um biopolímero sintetizado por diversos gêneros de 

microrganismos. O gênero Komagataeibacter, anteriormente Gluconacetobacter (YAMADA 

et al., 2012), apresenta capacidade superior de produção de CB e seu rendimento pode ser 

potencializado dependendo da fonte de carbono e nitrogênio usada no meio de cultivo (LIN et 

al., 2013; SANTOS; CARBAJO; VILLAR, 2013). Além disso, a produção do biopolímero 

depende da temperatura, pH e suplementação (CHAWLA et al., 2009). Variando esses 

parâmetros, a CB obtida pode apresentar composição, morfologia e propriedades diferentes 

(HU et al., 2014).  

A CB possui propriedades mecânicas únicas relacionadas às características 

intrínsecas da macromolécula de celulose, é sintetizada com elevada pureza, pois não 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 absorção, 

elevada cristalinidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade (SHAH et al., 2013). Essas 

características a tornam promissora para ser utilizada em diferentes aplicações na indústria 

biomédica, alimentícia, cosmética, têxtil e eletrônica (GALLEGOS et al., 2016).  

Atualmente aplicação da CB é limitada devido ao alto custo de produção, incluindo 

o meio de cultura. O meio sintético HS (HESTRIN; SCHRAMM, 1954), composto por glicose, 

extrato de levedura, peptona, ácido cítrico e fosfato de sódio bibásico, é tradicionalmente 

utilizado como meio de cultivo para produção de CB. A glicose como única fonte de carbono 

atua não só como uma fonte de energia, mas também como um precursor de celulose 

(CAMPANO et al., 2016). A formulação do meio HS apresenta elevado custo, dessa forma, 

estratégias como a formulação de meios de fermentação de baixo custo estão sendo propostas 

visando reduzir os custos deste processo. 

Vários substratos têm sido avaliados quanto ao seu potencial na obtenção de CB. 

Dentre esses substratos incluem a utilização e aproveitamento de subprodutos agroindustriais 

como meio de cultura alternativo para a síntese do biopolímero como, líquido de sisal (LIMA 

et al., 2017), extrato de algaroba (NASCIMENTO et al., 2016), glicerol (VAZQUEZ et al., 

2013) entre outros. Esses subprodutos são ricos em açúcares (glicose, frutose, galactose e 

sacarose) e podem ser promissores para a produção industrial do biopolímero. Contudo, ainda 

há uma demanda por novos substratos alternativos, de baixo custo, que já apresentem fonte de 

carbono e nitrogênio para o desenvolvimento microbiano, tendo em vista reduzir gastos com 

suplementação de elevado custo.     
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O melaço de soja (MS) é o principal subproduto gerado no processamento industrial 

da soja para produzir o concentrado proteico. Apresenta elevado teor de carboidratos, proteínas, 

lipídios e minerais podendo ser utilizado como meio de fermentação para o crescimento 

microbiano (KARP et al., 2016). O MS também é utilizado para alimentação animal, 

fertilizantes e aplicação industrial (siderurgia, refrataria e briquetes). Apresenta em sua 

composição química elevado teor de oligossacarídeo e baixo teor de monossacarídeos 

(SIQUEIRA et al., 2008; SILVA et al., 2012). Devido à baixa concentração de açúcares 

simples, a hidrólise dos oligossacarídeos presentes no MS, pode ser uma alternativa para 

aumentar o rendimento do processo, pois eleva a concentração de açúcares fermentescíveis 

(KARP et al., 2016). 

Para elevar a síntese de CB, é importante otimizar o meio de fermentação. Para tal, 

podem ser adicionados suplementos ao meio de cultivo como o etanol que é utilizado como 

fonte de carbono e fonte de energia para a geração de ATP. Este último, inibi a atividade 

enzimática da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) favorecendo a via metabólica para 

síntese do biopolímero (KIM et al., 2006; LI et al., 2012). Desse modo, o aumento da produção 

de CB pela adição 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 condições de fermentação influenciam na estrutura química da CB podendo 

afetar as propriedades do biopolímero (SHEZAD et al., 2010). Assim, torna-se necessário 

investigar as possíveis modificações nas propriedades físico-químicas das membranas de CB 

produzidas a partir de um meio alternativo. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi 

produzir celulose bacteriana em cultivo estático utilizando melaço de soja como substrato 

alternativo de fermentação e caracterizar o biopolímero sintetizado por Komagataeibacter 

xylinus ATCC 53582.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

2. OBJETIVO GERAL 

 

Produzir celulose bacteriana em cultivo estático utilizando melaço de soja como 

meio alternativo de fermentação para cepa Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 e 

caracterizar o biopolímero produzido. 

 

2.1  Objetivos específicos 

 

- Definir as melhores condições para hidrólise ácida do melaço de soja. 

- Produzir celulose bacteriana em meio de fermentação à base de melaço de soja hidrolisado. 

- Determinar o efeito da suplementação do meio com etanol na produção de celulose bacteriana. 

- Caracterizar o biopolímero por Espectroscopia na Região do Infravermelho com 

Transformada de Fourier (FTIR), Análise Termogravimétrica (TGA), Difração de Raios-X 

(DRX), Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e ensaios mecânicos. 

- Estimar o custo para formulação, em escala laboratorial, do meio à base de melaço de soja 

hidrolisado suplementado com etanol e meio de referência. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Celulose: aspectos gerais 

 

A celulose (C6H10O5)n é o polímero mais abundante na natureza, podendo ser 

encontrada em plantas ou sintetizada por algas marinhas, musgos e bactérias. 

Independentemente da fonte, é um homopolissacarídeo linear composto por unidades D-

glicopiranose ligadas entre si por ligações β-1-4 glicosídica. A ligação glicosídica ocorre entre 

o oxigênio ligado covalentemente ao átomo de carbono 1 de uma molécula de glicose e o átomo 

de carbono 4 da molécula de glicose adjacente (EICHHORN et al., 2010; ABDUL; BHAT; 

IREANA, 2012). Os grupos hidroxilas livres nas moléculas formam ligações de hidrogênio 

intramoleculares entre grupos hidroxila da mesma molécula e intermoleculares, entre grupos 

hidroxilas de cadeias adjacentes. Essas ligações são responsáveis pela rigidez do polímero e 

pela formação das estruturas tridimensionais (Figura 1a) (SHEN; GNANAKARAN, 2009). 

As cadeias formadas pela ligação dos monômeros de glicose são denominadas 

fibrilas elementares. As fibrilas se agregam através das ligações de hidrogênio na forma de 

microfibrilas. A reunião das microfibrilas origina as microfitas e estas se agrupam gerando as 

fibras celulósicas. No processo de formação das microfibrilas são originadas regiões onde as 

cadeias de celulose estão dispostas numa estrutura altamente ordenada (cristalinas) e regiões 

que são desordenadas (amorfas) (MOON et al., 2011) (Figura 1b). A proporção entre as regiões 

cristalina e amorfa determina o índice de cristalinidade (IC) do polímero, visto que o domínio 

cristalino e amorfo afetam as propriedades mecânicas das fibras de celulose. A fase cristalina 

tende a aumentar a rigidez e a resistência à tração (VIEILLE et al., 2012).  

A celulose é um dos materiais naturais mais utilizados e tem sido tradicionalmente 

usada para fabricação de papel, além de outras aplicações. A celulose vegetal é bastante 

conhecida, entretanto, algumas bactérias ganharam atenção como fonte alternativa e sustentável 

de celulose, denominada celulose bacteriana (CB). A celulose vegetal e a CB apresentam 

mesma fórmula molecular, mas a segunda tem vantagens competitivas que atraíram atenção 

para sua produção. Em comparação com a celulose vegetal, a CB apresenta excelentes 

propriedades físicas em relação a estabilidade mecânica, resistência à tração, termoestabilidade, 

cristalinidade, pureza e biocompatibilidade (BARUD et al., 2011; CACICEDO et al., 2016). 
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Figura 1 – Esquema (a) das ligações de hidrogênio intramoleculares e 

intermoleculares que estão presentes na celulose e (b) da interação entre as 

fibrilas na formação da região cristalina e amorfa das microfibrilas de 

celulose. 

 

Fonte: Adaptado ZHOU; WU (2012). 

 

3.2 Celulose bacteriana 

 

A CB foi inicialmente descrita por Brown em 1886, quando foi observada a 

formação de uma manta gelatinosa na superfície do caldo de fermentação do vinagre. A 

estrutura identificada era quimicamente semelhante à celulose vegetal e por análise 

microscópica evidenciou-se que havia presença de bactérias distribuídas por toda área 

superficial da película (BROWN, 1886).  

O biopolímero pode ser sintetizado por diversos gêneros de microrganismos como: 

Komagataeibacter (LIMA et al., 2017; UZYOL; SAÇAN, 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 gênero Komagataeibacter é o mais estudado devido sua produção de celulose ser 

significativamente elevada e por sintetizar celulose a partir de diferentes fontes de carbono 

(glicose, frutose, melaço, glicerol ou outros substratos orgânicos) e nitrogênio, tornando-se de 

grande interesse econômico (CHAWLA et al., 2009). Esse gênero de microrganismo pode ser 

encontrado na natureza em frutas, vegetais e em produtos fermentados como vinagre e bebidas 

alcoólicas (HUANG et al., 2014; NEERA et al., 2015). 

 

 

Região amorfa Região amorfa Região cristalina 
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3.3 Biossíntese da celulose bacteriana 

 

A biossíntese da CB é uma reação que envolve várias etapas enzimáticas, 

complexos catalíticos e proteínas reguladoras. Dependendo da fonte de carbono utilizada o 

microrganismo segue vias metabólicas distintas para produção de CB.  Quando a glicose é 

utilizada como substrato envolve quatro etapas enzimáticas. Inicialmente a glicose é 

transportada para o interior do citoplasma bacteriano onde ocorre a fosforilação de glicose para 

glicose-6-fosfato pela enzima hexoquinase (1); isomerização de glicose-6-fosfato a glicose-1-

fosfato pela fosfoglicomutase (2); síntese de UDP-glicose pela UDPG-pirofosforilase (3) e 

produção de celulose a partir de UDP-glicose pela celulose sintase (4) (LEE et al., 2014).  O 

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

 

Figura 2 - Esquema da via metabólica para síntese de celulose bacteriana por 

Komagataeibacter xylinus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

A produção de CB a partir da frutose envolve a enzima hexoquinase que fosforila 

a frutose para frutose-6-fosfato e, posteriormente, a isomerização da frutose-6-fosfato para 

glicose-6-fosfato pela enzima fosfoglicose isomerase. A partir desse ponto a via metabólica 

para produção de CB segue o mesmo caminho da síntese do biopolímero utilizando de glicose. 

Já para produção de CB a partir de dissacarídeos, tal como a sacarose, a biossíntese do 

biopolímero inicia-se no periplasma da célula com a hidrólise dos dissacarídeos em 

monossacarídeos, como glicose e frutose (LEE et al., 2014). Assim, a adequação de um 

determinado substrato pode ser entendida em termos de duas vias anfibólicas operativas por 
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bactérias produtoras de CB: o ciclo das pentoses para a oxidação de carboidratos e o ciclo de 

Krebs para a oxidação de ácidos orgânicos e compostos relacionados. A síntese de CB é 

fortemente associada ao catabolismo pelos processos de oxidação e consome até 10% de 

energia derivada de reações catabólicas. A produção do biopolímero não interfere nos outros 

processos, como na síntese de proteínas. Portanto, segue ciclo pentose fosfato ou o ciclo de 

Krebs juntamente com a gliconeogênese (ROSS et al., 1991). 

Após a polimerização de monômeros de glicose em cadeias 1→4 glucanas, ocorre 

a excreção extracelular das cadeias lineares e organização e cristalização 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 são associados com os poros superficiais das 

células (Figura 3a) (ROSS et al., 1991). A organização e a cristalização são realizadas a partir 

dos grupos hidroxilas livres dispostos nas cadeias de celulose que através de ligações de 

hidrogênio e forças de Van der Walls formam uma rede de nanofibras com diâmetro entre 20-

90 nm (Figura 3b) (LIN; DUFRESNE, 2014; SHI et al., 2014). 

 

Figura 3 – Microscopia explicativa da formação 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 razão pela qual as bactérias geram celulose não está bem estabelecida, pois é 

parte de seu metabolismo, mas tem sido sugerido que a membrana formada na interface 

ar/líquido permite as bactérias aeróbias moverem-se para a superfície possibilitando obter 

oxigênio com maior facilidade para seu crescimento. Além disso, o mecanismo de flotação 

previne a desidratação do substrato, serve como proteção contra a luz ultravioleta e atua como 

uma barreira contra o crescimento de outros microrganismos não produtores do biopolímero 

(CASTRO et al., 2011; RAJWADE et al., 2015). 

 

A B 
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3.4 Propriedades e aplicações 

 

A CB possui a mesma fórmula molecular da celulose vegetal (CV); contudo, 

apresenta propriedades físicas e químicas diferentes. As propriedades físicas superiores são 

atribuídas, principalmente, ao tamanho das fibras que são de caráter nanométrico contra o 

micrométrico da vegetal e ao elevado grau de polimerização (2000-8000) (TABUCHI, 2007). 

Apresenta atributos como elevada resistência mecânica, grande capacidade de retenção de água, 

biocompatibilidade, biodegradabilidade, além de ser atóxica. Possui alto grau de pureza, livre 

de lignina, hemicelulose e pectina, que precisam ser removidos durante a purificação da CV 

(CHAWLA et al., 2009; BARUD et al., 2011). As redes de nanofibras de CB conferem grande 

área superficial e elevada porosidade. A Figura 4 apresenta as imagens da membrana de CB de 

diferentes ângulos possibilitando observar a estrutura do biopolímero. Além disso, a 

cristalinidade e a resistência mecânica da CB são superiores aos da CV (SHAH et al., 2013). 

As propriedades da CB são afetadas por fatores como as condições de fermentação, 

o microrganismo e os meios de fermentação empregados. Esse biopolímero oferece capacidade 

de modificação superficial, fácil manuseio e nenhum risco para a saúde, enquanto que a maioria 

dos polímeros sintéticos apresentam riscos significativos para a saúde, como irritação da pele e 

doenças respiratórias (IQBAL et al., 2014).  

 

Figura 4 - Imagens da película de CB. (a) imagem óptica da CB mostrando direcionalidade para 

as imagens b e c. Imagem MEV de emissão de campo mostrando a (b) a rede CB de baixa 

densidade no plano e (c) a estrutura transversal. 

Fonte: MOON et al. (2011). 

 

Em função de suas propriedades, a CB é considerada um material com grande 

potencial de aplicação, sendo utilizada na área de alimentos, farmacêutica, têxtil, eletrônica, 

engenharia de tecidos, cosmética, odontologia e medicina (WANG; CHEN, 2011; MOHITE; 

PATIL, 2014; RAJWADE et al., 2015). Segundo Gallegos et al. (2016), CB é um material de 

fonte sustentável que oferece diversas utilizações na área de biotecnologia industrial e setores 

biomédicos para produzir produtos de valor agregado.  
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Inicialmente a CB foi utilizada no sudeste asiático como fibra dietética denominada 

nata de coco, uma sobremesa servida em cubos (PHISALAPHONG; CHIAOPRAKOBKIJ, 

2012). Atualmente algumas aplicações vem sendo investigadas como na elaboração de curativo 

para feridas (LIN et al., 2013; CHANG; CHEN, 2016; QIU et al., 2016), dispositivos de 

liberação de fármacos (ABEER et al., 2014), regeneração de tecidos (AHN et al., 2015; 

BARUD et al., 2015; DUARTE  et al., 2015), lentes de contato terapêuticas para regeneração 

da córnea (BARUD et al., 2016), estabilizante de alimentos (SHI et al., 2014), cosméticos 

(HASAN et al., 2012; NUMATA et al., 2015), embalagens (ZHU et al., 2010), implantes 

dentários (SHAH et al., 2013), dispositivos eletricamente condutores (PINEDA et al., 2012), 

sensores, eletrodos e monitores flexíveis (HU et al., 2011; SHI et al.,  2012).  

Embora a CB apresente aplicações em diferentes áreas sua produção em grande 

escala é limitada devido ao custo do processo e às limitações do cultivo estático. O cultivo sob 

condições estáticas requer grande área da superfície da cultura, isto é, quanto maior a área da 

superfície, maior a produção de CB, que é inadequado para culturas de grande escala (SHODA; 

SUGANO, 2005). Além disso, requer um longo período de cultivo resultando em baixa 

produtividade (CHAWLA et al., 2009; TYAGI; SURESH, 2016). Já a produção de CB em 

cultivo agitado, apesar de fornecer taxas de produção mais altas de CB, apresenta o 

desenvolvimento de cepas mutantes não produtoras de CB que frequentemente aparecem 

espontaneamente em culturas agitadas de bactérias; além disso, o biopolímero sintetizado em 

cultura agitada, devido ao estresse resultante do cisalhamento, apresenta resistência mecânica, 

grau de polimerização, índice de cristalinidade e módulo de elasticidade inferior à CB produzida 

em cultivo estático (BRANDES et al., 2017; KRYSTYNOWICZ et al., 2002). Assim, a CB 

sintetizada em cultivo estático apresenta melhores propriedades que às do cultivo agitado. 

Desse modo, estudos visam aprimorar o processo de produção de CB em cultivo estático com 

o objetivo de alcançar maiores rendimentos com redução de custos através do uso de meios de 

fermentação alternativos.  

 

3.5 Meios de fermentação e condições de cultivo para produção de celulose bacteriana 

 

O meio sintético HS tem sido o meio de fermentação mais utilizado na produção de 

CB, sendo considerado como referência para a síntese desse biopolímero.  Esse meio é 

composto de glicose, extrato de levedura, peptona, além de ácido cítrico e fosfato de sódio, 

pois, para produção da CB o microrganismo requer, especialmente, fonte de carbono e 

nitrogênio. Apesar de suas inúmeras aplicações industriais da CB, o elevado custo do processo 
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e do meio tem limitado a produção de CB em maior escala, no qual o meio de cultivo é 

responsável por até 65% do custo da fermentação, 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 substituição ao meio sintético. 

A utilização de subproduto agroindustriais é uma alternativa, pois favorece a produção da CB 

com custo reduzido, possibilitando a produção de polímeros de carboidratos de alto valor (CB) 

e reduzindo o impacto ambiental (HUANG et al., 2014). 

A utilização de algumas fontes alternativas para fermentação pode provocar 

alterações nas características do biopolímero, pois sua produção pode ser afetada pelas 

condições de cultivo, tais como a composição do meio de cultura, pH, temperatura, cepa 

utilizada, tipo de cultivo (estático ou agitado), proporção de inóculo, volume de meio (relação 

área/volume) e oxigênio dissolvido no meio de fermentação (CAMPANO et al., 2016; RUKA 

et al., 2012).  

O meio de fermentação deve apresentar fonte de carbono, nitrogênio e outros macro 

e micronutrientes necessários 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 nitrogênio é importante para a 

produção de CB, pois pode fornecer não só aminoácidos, mas também vitaminas e sais minerais 

para as bactérias. Extrato de levedura e peptona, que são os componentes básicos do meio de 

referência HS são as fontes de nitrogênio preferencialmente utilizadas para síntese do 

biopolímero (CAMPANO et al., 2016). A Tabela 1 apresenta várias fontes de carbono e 

nitrogênio obtidas a partir de substratos alternativos, tais como, extratos vegetais, melaços, 

xarope, hidrolisados de biomassa vegetal, suco de fruta, dentre outros, utilizadas para produção 

de CB em cultivo estático.  

Fontes de carbono (monossacarídeos, dissacarídeos e polissacarídeos) e nitrogênio 

(orgânico e inorgânico) foram avaliadas para produção de CB por K. hansenii UAC09 e 

observou-se que glicose e peptona foi a melhor fonte de carbono e nitrogênio, respectivamente 

(RANI; APPAIAH, 2011). O efeito da concentração inicial de glicose na produção de CB 

também é importante, pois o ácido glucônico 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 síntese de CB (KESHK, 2014).  

O pH ótimo para o crescimento de bactérias e produção de BC depende em 

particular da cepa usada, mas geralmente está na faixa de 4-7 (LEE et al., 2014).  Os valores 
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ótimos de pH variam de 4,5 a 7,5 com a maior eficiência localizada em torno de 6,5, enquanto 

abaixo do valor de 3,5 a síntese de celulose é inibida (ÇOBAN; BIYIK, 2011; SON et al., 2001). 

O pH do meio de cultura pode diminuir em função do tempo devido ao acúmulo de metabólitos 

secundários, como ácidos glucônico, acético ou láctico que são produzidos durante o consumo 

de açúcares e fontes de nitrogênio (RAGHUNATHAN, 2013). Desse modo, é importante a 

escolha de um pH ideal do meio de cultura para obtenção de uma maior produção de CB.  

A temperatura é um parâmetro fundamental, pois afeta o crescimento e a produção 

de celulose. Na maioria dos estudos a produção máxima de celulose foi observada entre 28 e 

30 ºC (Tabela 1). A temperatura ideal para síntese do biopolímero é de 30 ºC, enquanto que, o 

aumento para 35 ºC reduz a produção da CB (SON et al., 2001).  

A síntese de CB pode ocorrer em cultivo estático e agitado. No estático é formada 

uma película gelatinosa na interface ar-líquido, enquanto que, no agitado há produção de esferas 

de celulose (pellets) dispersas no meio (Figura 5). A celulose produzida em sistemas agitados 

apresenta um menor grau de polimerização (DP), cristalinidade e módulo de elasticidade 

quando comparada a celulose produzida sob cultivo estático (BRANDES et al., 2017). A 

redução da cristalinidade pode ser atribuída ao esforço de cisalhamento durante a agitação. A 

cultura agitada resulta em estrutura reticulada tridimensional altamente ramificada, enquanto 

que a cultura estática produz uma película de celulose com uma estrutura lamelar e com menos 

ramificações (KESHK, 2014; SHI et al., 2014).  

 

Figura 5 – Celulose bacteriana formada na fermentação em cultivo 

a) estático e b) agitado produzida por Komagataeibacter xylinus 

K975. 

 

     

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

 

A B 
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Tabela 1 – Produção de celulose bacterina em diferentes subprodutos em cultivo estático. 

Substratos Cepa 
Fonte de 

carbono  
Suplementação pH 

Temperatura 

(oC) 

Dias de 

fermentação 

Produção 

(g/L) 
Literatura 

Águas residuais de 

jujuba cristalizada 

(hidrolisado) 

K. xylinus 

CGMCC 2955 
Glicose 

Citrato de 

amônio, fosfato 

de sódio, 

carbonato de 

cálcio 

- 30 6 2,3 Li et al. (2015) 

Casca e bagaço de 

frutas cítricas 

K. xylinus 

CICC 10529 

Glicose e 

xilose 

Extrato de 
levedura, etanol 

e peptona 

5,0 30 8 5,7 
Fan et al. 

(2016) 

Efluente de destilaria K. oboediens 
Frutose, 

glicose e 

sacarose 

- 4,7 30 8 8,5 
Jahan et al. 

(2018) 

Extrato de açúcares 
da madeira extraídos 

com água quente 

K. hansenii 

ATCC 23769 

Glicose e 

xilose  
- 8,0 28 10 0,2 

Kiziltas et al. 

(2015) 

Extrato de algaroba 
K. hansenii 

ATCC 23769 

Glicose, 

frutose e 

celobiose  

Extrato de 
levedura  

4,0 30 5 1,2 
Nascimento et 

al. (2016) 

Extrato de lichia 
K. xylinus 

CH001 
Frutose - 3,8 28 14 2,5 

Yang et al. 

(2016) 

Extrato hidrolisado 
de alfarroba e feijão 

branco 

K. xylinus 

ATCC 700178 

Sacarose, 
glicose e 

frutose  

Ácido cítrico e 

fosfato de sódio  
5,5 30 9 1,8 

Bilgi et al. 

(2016) 

Frutas apodrecidas 
K. xylinus 

ATCC 53582 
Frutose - 3,8 30 3 6,0 

Jozala et al. 

(2015) 



27 
 

Glicerol subproduto 
da produção de 

biodiesel 

K. xylinus 

NRRL B-42 
Glicerol 

Licor íngreme 

do milho 
5,0 28 14 10,0 

Vazquez et al. 

(2013) 

Hidrolisado ácido da 

espiga de milho 

K. xylinus 

CH001 
Glicose - 6,0 28 14 4,0 

Huang et al. 

(2015) 

Líquido de sisal 
K. hansenii 

ATCC 23769 

Glicose, 
sacarose e 

frutose  

Extrato de 

levedura  
5,0 30 10 3,4 

Lima et al. 

(2017) 

Melaço cinta preta 
K. hansenii 

ATCC 23769 
Glicose - 6,0 30 9 2,9 

Khattak et al. 

(2015) 

Melaço de cana 
K. hansenii 

UCP1619 

Sacarose, 

glicose e 

frutose 

Ácido cítrico, 

fosfato de sódio 

e licor de milho 

5,0 30 10 0,9 
Costa et al. 

(2017) 

Melaço de cana 

hidrolisado 

K. xylinus 

FC01 

Glicose, 
sacarose e 

frutose 

- 6,0 30 10 1,0 
Çakar et al. 

(2014b) 

Melaço de soja 
Cepa isolada 

da indústria de 

vinagre 

Sacarose, 

glicose, frutose 

e xilose  

Etanol 5,5 30 14 10,0 Gomes (2017) 

Água residuária de 

fermentação lipídica 

K. xylinus 

CH001 

Glicose, xilose 

e arabinose 
- 6,0 28 5 0,7 

Huang et al. 

(2016) 

Resíduos de 
levedura de cerveja 

K. hansenii 

CGMCC 3917 

Glicose e 

frutose  
- 5,0 30 14 7,0 Lin et al. (2014) 

Suco de abacaxi 
K. xylinus 

DFBT 
Frutose - 5,5 30 14 9,1 

Neera et al. 

(2015) 

Fonte: Elaborada pelo auto
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O desenvolvimento de bactérias produtoras de celulose e a síntese do polímero são 

mais lentos sob cultivo estático devido à dificuldade na transferência de oxigênio 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 rápido; contudo, produz menos celulose, 

pois a agitação promove a mutação das cepas produtoras de celulose em mutantes não 

produtoras do biopolímero (KIM et al., 2007). 

 

3.6 Soja 

 

A soja (Glycine max L.), oleaginosa originária da região da China, é considerada 

um alimento nutricional que contém em sua composição aproximadamente 40% de proteínas, 

34% de carboidratos, 20% de lipídios e 5% de minerais (LOKURUKA, 2014; NISHINARI et 

al., 2014). Esse grão é rico em óleo e proteína, pode ser utilizado para consumo humano e 

animal, bem como para fins industriais (SINGH, 2007). Essa leguminosa tem sido empregada 

na produção de óleo, biodiesel, ração animal, alimentos integrais, dentre outros (HARTMAN 

et al., 2011). 

A produção de soja cresceu nas últimas três décadas correspondendo a 49% da área 

plantada em grãos no Brasil. Esse aumento é atribuído aos avanços tecnológicos, ao manuseio 

e eficiência 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 milhões de toneladas de soja em grãos (CONAB, 2018). O grão 

é responsável pelo crescimento econômico e agrícola do país devido sua versatilidade, 

aceitabilidade, funcionalidade e facilidade de adaptação a solos e climas diversos (GUEDES, 

2015). 

O grão de soja é utilizado, principalmente, na fabricação do óleo e do concentrado 

proteico de soja e a partir desses produtos é gerado um subproduto rico em açúcares 

denominado melaço de soja. Este produto secundário proveniente do beneficiamento da soja 

vem sendo valorizado pois pode ser utilizado na indústria química, siderúrgica e nutrição 

animal. 

 

3.7 Melaço de soja 

 

O melaço de soja (MS) é um subproduto obtido da evaporação de líquidos durante 

a secagem do concentrado proteico de soja. A obtenção do melaço inicia-se a partir dos resíduos 
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gerados da extração do óleo da soja, no qual o farelo de soja desengordurado remanescente é 

submetido à lavagem com solução de álcool etílico e água. A mistura hidroalcoólica (40% água 

e 60% etanol) insolubiliza as proteínas e fibras da soja que são extraídas após secagem, obtendo-

se a proteína concentrada da soja, restando uma fração líquida composta de açúcares da soja, 

etanol e água. Por destilação e evaporação, o álcool é totalmente recuperado da fração líquida. 

Os sólidos concentrados remanescentes formam o melaço de soja (GUEDES, 2015). As etapas 

que antecedem a obtenção do MS são apresentadas na Figura 6. O rendimento médio do MS é 

de aproximadamente 156 Kg/ton de soja (BITENCOURT, 2012).   

 

Figura 6 - Fluxograma da produção do melaço da soja. 

 

                                                                                             
 

 

 

                                                           

Fonte: Adaptado GUEDES (2015). 

 

O MS apresenta em sua composição química carboidratos, proteínas, lipídeos, 

fibras e cinzas (SIQUEIRA et al., 2008; SILVA et al., 2012; GOMES, 2017). Os carboidratos 

presentes no MS são divididos basicamente em três grandes grupos: oligossacarídeos de 
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rafinose, dissacarídeo e monossacarídeos com porcentagens variadas (MANTOVANI, 2013). 

Esse subproduto industrial é bastante promissor devido ao seu baixo custo e por ser uma 

matéria-prima altamente estável, podendo ser facilmente estocada e transportada. O MS é 

amplamente estudado como substrato para fermentação (ROMÃO et al., 2012; SILVA et al., 

2012; LUJÁN-RHENALS et al., 2015) pois é um composto biodegradável que apresenta 

naturalmente açúcares juntamente com nitrogênio que podem ser destinados ao 

desenvolvimento microbiano.  

O MS pode ser convertido em ingrediente calórico de baixo valor econômico para 

nutrição animal, fonte de carbono para processos de fermentativos, combustível renovável e 

fonte de lecitina residual (SIQUEIRA et al., 2008; SILVA et al., 2012). A literatura apresenta 

diversos estudos sobre o uso do MS na produção de enzimas (SANADA et al., 2009; MORAIS 

JÚNIOR et al., 2016), etanol (SIQUEIRA et al., 2008; LETTI et al., 2012; ROMÃO et al., 

2012; SILVA et al., 2012; LUJÁN-RHENALS et al., 2015), ácido lático (KARP et al., 2011), 

goma xantana (CANUTO, 2009), fertilizante   no cultivo de camarão (ESPÍRITO SANTO et 

al., 2016) e produção de CB (GOMES, 2017). Vale salientar que este último, é o único trabalho, 

até o presente momento, que produziu CB a partir de MS suplementado com etanol.  

Dentre os carboidratos que constituem o melaço, os mais abundantes são sacarose, 

estaquiose e rafinose que diferem entre si pelo número de moléculas de galactose. Para elevar 

o teor de açúcares fermentáveis é necessário realizar uma hidrólise para aumentar a 

disponibilidade de monossacarídeos. A hidrólise da estaquiose e rafinose fornece frutose, 

glicose e galactose (FERNANDES; MIGUEL, 2012). 

 

3.8 Hidrólise dos açúcares do melaço de soja 

 

A quebra dos oligossacarídeos presentes no MS pode ser realizada através da 

hidrólise ácida (processo químico) ou hidrólise enzimática (processo bioquímico). A enzima α-

galactosidase catalisa a hidrólise de ligações α-(1,6)-galactosídicas, liberando a α-D-galactose. 

A hidrólise ácida fornece açúcares fermentescíveis, é mais rápida e tem menor custo quando 

comparada ao custo das enzimas. Contudo, o tratamento ácido pode gerar problemas na 

corrosão de equipamentos e necessidade de ajuste do pH da solução (TASIĆ et al., 2009; 

HASHEM; DARWISH, 2010). Diversos fatores influenciam na hidrólise de oligossacarídeos 

como temperatura, pH, configuração da molécula, forma e tamanho do anel (RIBEIRO; 

SERAVALLI, 2007). 

A hidrólise ácida pode ser realizada de duas formas: ácido concentrado e ácido 
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diluído. O tratamento com ácido concentrado, concentração acima de 5% (m/v), eleva o custo 

do processo devido ao custo do ácido, dificulta a recuperação do ácido utilizado e requer 

equipamento de elevado custo devido a problemas de corrosão. A hidrólise com ácido diluído, 

concentração abaixo de 5% (m/v), acarreta menos problemas com corrosão quando comparado 

ao ácido concentrado (OLSSON, 2005).  

A hidrólise com ácido diluído motiva um maior interesse, devido ao seu benefício 

econômico, pois proporciona redução dos custos do processo por apresentar menor consumo 

de ácido e gastos com equipamentos (GURGEL, 2011). O ácido mais utilizado é o H2SO4, em 

virtude de seu baixo custo e poucos problemas com corrosão quando comparado ao HCl, por 

exemplo, (OGEDA et al., 2010). Para elevar a eficiência da hidrólise ácida são necessárias 

quantidades apropriadas de água, pois em meio aquoso o ácido dissocia-se formando íon 

hidroxônio (agente de hidrólise) que promove a quebra das ligações glicosídicas (GURGEL, 

2011). 

 

3.9 Suplementação com etanol  

 

A suplementação com etanol desempenha um papel na melhoria na síntese de CB, 

pois atua como fonte de carbono e de energia para a geração de ATP no estágio inicial da 

fermentação (LI et al., 2012). As bactérias do gênero Komagataeibacter apresentam a 

capacidade de oxidar o etanol a ácido acético (KONGRUANG, 2008). Assim, o etanol é 

convertido para acetaldeído pela enzima álcool desidrogenase (ADH) e, posteriormente, o 

acetaldeído é convertido para ácido acético pela enzima aldeído desidrogenase (ALDH). O 

ácido acético produzido é metabolizado no ciclo de Krebs gerando ATP para crescimento de 

células bacterianas e síntese de celulose. Em função do aumento dos níveis de ATP ocorre uma 

redução da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) que resulta na inibição da 

via das pentoses fosfato e, consequentemente, aumenta o fluxo de glicose-6-fosfato (G6P) na 

via metabólica para síntese de CB (NARITOMI et al., 1998). O esquema geral da utilização do 

etanol para elevar a síntese de CB pode ser observado na Figura 7.  

A adição de etanol (0,5 a 2,0% v/v) ao meio de fermentação para elevar a produção 

do biopolímero, tem sido relatada na literatura utilizando frutose (NARITOMI et al., 1998) e 

glicose (LI et al., 2012, ÇAKAR et al., 2014a; KRYSTYNOWICZ et al., 2002; 

MOHAMMADKAZEMI et al., 2015; PARK et al., 2003) como fontes de carbono. As bactérias 

acéticas podem tolerar até no máximo 15% (v/v) de etanol (DRYSDALE; FLEET, 1988). 

Porém, para produção de CB são adicionadas baixas concentrações (v/v) de etanol ao meio de 
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cultivo, pois aumento do volume de etanol adicionado ao meio cultivo eleva os níveis de ácido 

acético residual, que inibe o crescimento do microrganismo e consequentemente reduz a síntese 

do biopolímero (NARITOMI et al., 1998). Embora as bactérias acéticas sejam tolerantes ao 

ácido acético em concentrações que são prejudiciais à maioria dos microrganismos, uma 

quantidade elevada de ácido acético (produzido por etanol) seria tóxico para as células 

bacterianas (GULLO et al., 2014). Até o momento, não está claro como o etanol está envolvido 

em diferentes estágios de fermentação, como quando é usado como fonte de energia e quando 

é usado como fonte de carbono durante o processo de produção de CB (LI et al., 2012). 

 

Figura 7 - Influência do etanol na via metabólica para a produção de celulose bacteriana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

3.10 Técnicas para caracterização do biopolímero 

 

As características da membrana de CB podem ser afetadas por vários fatores, como 

meio de cultivo, condição de fermentação e fonte de carbono (MOHITE et al., 2012; MOHITE 

et al., 2013). Portanto, faz-se necessária a caracterização do biopolímero quando sua produção 

é realizada por meio de fontes alternativas de carbono, sobretudo para correlacionar estrutura 

com propriedades. 

As principais caracterizações realizadas são: espectroscopia no infravermelho com 

transformada de Fourier (FTIR), análise termogravimétrica (TGA), difração de raios x (DRX), 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) e ensaios mecânicos.  
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A espectroscopia de absorção no infravermelho (FTIR) identifica e/ou determina 

as características estruturais dos polímeros, como grupos funcionais e ligações presentes na 

amostra. É uma ferramenta utilizada para estimar o tipo de impurezas residuais na CB, ou seja, 

presença de substâncias não celulósicas no biopolímero. Também pode ser útil para a medição 

de níveis de biomoléculas adicionadas à CB para vários fins (FULLER et al., 2017). 

A análise termogravimétrica (TGA) mede a variação da massa de um material 

(perda ou ganho) em função da temperatura e tempo em atmosfera de nitrogênio, hélio, ar, 

outros gases ou no vácuo que determina a mudança de peso e temperatura das reações de 

decomposição (DENARI; CAVALHEIRO, 2012). Assim, a análise termogravimétrica avalia 

a estabilidade térmica do polímero.  

A difração de raios-X (DRX) é uma técnica que caracteriza materiais cristalinos. 

Fornece informações sobre estrutura do cristal, orientação preferida do cristal (textura) e outros 

parâmetros estruturais, como o tamanho médio de grão, cristalinidade, deformação e defeitos 

de cristal. DRX é a técnica mais utilizada para investigar o índice de cristalinidade (IC) e o 

tamanho do cristalito de materiais celulósicos (AGARWAL et al., 2017).  

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) é freqüentemente utilizada na 

ciência dos materiais poliméricos para elucidar sua estrutura microscópica, devido à sua alta 

resolução lateral e grande profundidade de foco que possibilita visualizar as estruturas 

superficiais ou subsuperficiais de amostras com dimensões relativamente grandes 

(CANEVAROLO, 2003). Dessa forma, a microscopia avalia a microestrutura e caracteriza 

morfologicamente as nanofibras da CB. 

Para estabelecer as propriedades mecânicas do polímero pode-se recorrer a ensaios 

de tração, que fornecem dados quantitativos das características mecânicas dos materiais 

(tensão de ruptura, módulo de elasticidade e elongação na ruptura). 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Caracterização do melaço de soja 

 

O MS foi cedido pela empresa Selecta sediada na região metropolitana de Goiânia. 

A matéria-prima foi acondicionada em recipiente plástico e estocada sob congelamento a -18 

ºC. O melaço foi caracterizado quanto aos teores de umidade, cinzas, pH, nitrogênio total, 

proteínas e açúcar redutor (AR). O teor de umidade, cinzas e pH foi realizado conforme descrito 

no manual de métodos físico-químicos para análise de alimentos, Instituto Adolfo Lutz (IAL, 
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2008). O nitrogênio total foi determinado em analisador de carbono orgânico total elementar 

(Shimadzu, modelo TOC – V CPN, Kyoto, Japão), tendo o oxigênio como gás de arraste em 

uma velocidade de 150 mL/min.  O teor de proteínas foi definido através do fator de conversão 

para transformação de nitrogênio para proteína que é de 6,25 (IAL, 2008). O teor de açúcares 

redutores (AR) do MS foi quantificado pelo método do ácido dinitrosalicílico (DNS) (MILLER, 

1959). 

Em trabalho em parceria com a Universidade Estadual de Londrina, o mesmo lote 

do MS utilizado neste estudo, foi utilizado na pesquisa de Gomes (2017) que quantificou os 

açúcares presentes no MS por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. O referido autor 

constatou a presença 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 açúcares totais. 

 

4.2 Hidrólise ácida do melaço de soja  

 

O intuito deste trabalho foi produzir um meio que apresentasse composição de AR, 

independente do AR, similar ao meio de referência HS. Assim, foi avaliada a influência da 

proporção do ácido sulfúrico e da concentração do MS na hidrólise dos oligossacarídeos para 

obter uma concentração 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 fermentação, foi estabelecido neste estudo um tratamento mais brando 

utilizando hidrólise com ácido diluído e temperatura a 90 ºC por 10 minutos, visando diminuir 

gastos com ácido e energia.  
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Figura 8 - Esquema da avaliação da influência da concentração de ácido 

sulfúrico e de MS no tratamento de hidrólise. 

 

                          Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

4.2.1 Influência do ácido sulfúrico na hidrólise 

 

Inicialmente foi avaliada a influência da adição de diferentes volumes de ácido 

sulfúrico na hidrólise dos oligossacarídeos 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 ácido sulfúrico 1M (correspondente a 0 (controle), 5, 10, 15, 20 e 25% 

v/v, respectivamente) e o volume foi aferido para 100 mL com água destilada. A hidrólise foi 

conduzida em chapa aquecedora com agitação (IKA®, modelo C-MAG HS10, Staufen, 

Alemanha) a 90 ºC por 10 minutos.  

 

4.2.2 Influência da concentração de melaço de soja 

 

Após a definição da proporção adequada de ácido sulfúrico, foi avaliada a 

influência das concentrações 75 g/L e 150 g/L de MS no processo de hidrólise. Foram pesados 

75 g e 150 g de MS em frascos Erlenmeyer, aos frascos foram adicionados 5 mL (5% v/v) de 

ácido sulfúrico 1M e o volume foi aferido para 100 mL com água destilada. Em seguida, 
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procedeu-se ao tratamento térmico em chapa aquecedora com agitação a 90 ºC por 10 minutos. 

O esquema geral do processo de hidrólise pode ser observado na Figura 9. 

 

Figura 9 - Hidrólise do melaço de soja com H2SO4 1M. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Posterior às hidrólises relatadas nos itens 4.2.1 e 4.2.2, as soluções foram filtradas 

em bomba à vácuo (Marconi, Piracicaba, Brasil), utilizando papel de filtro qualitativo (filtração 

lenta) para retirada dos precitados formados durante o tratamento de hidrólise. As soluções 

filtradas foram avaliadas quanto aos teores de açúcar redutor (AR) pelo método DNS, açúcares 

totais (AT) pelo método da antrona (YEMN; WILLIS, 1954) e quantificação de glicose por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) utilizando um cromatógrafo a líquido 

(Shimadzu, Quioto, Japão) acoplado com sistema de detecção por índice de refração RID-10A 

e gerenciado pelo software LC Solutions (Shimadzu, Quioto, Japão). As amostras foram 

diluídas e passadas em filtro 0,45 μm de porosidade (Millipore Millex - GV, Irlanda). A eluição 

foi realizada em coluna analítica Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad, EUA) mantida a 

temperatura constante de 65 °C. Solução de 5 mM de ácido sulfúrico foi utilizado como fase 

móvel a uma vazão de 0,6 mL/min. A glicose foi quantificada com o intuito de compara as 

soluções hidrolisadas de MS com o meio HS que contém apenas glicose como fonte de carbono.  

A conversão dos oligossacarídeos em AR e glicose foram calculados com base na 

concentração de AT presentes nas soluções de melaço, conforme a Equação 1 e 2, 

respectivamente.  

AR conversão (%) =  
 𝐴𝑅𝑔/𝐿

𝐴𝑇𝑔/𝐿
 𝑥 100     (1) 

Solução      
(melaço + ácido 
sulfúrico + água)

Tratamento 
térmico          

(90ºC / 10 min) 

Filtração a vácuo



37 
 

 

Glicose conversão (%) =  
 𝐺𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒𝑔/𝐿

𝐴𝑇𝑔/𝐿
 𝑥 100      (2) 

 

4.2.3 Planejamento experimental para otimizar a hidrólise  

 

Considerando que o MS está sendo uma nova fonte de nutrientes para produção de 

CB, não se sabia decerto, a concentração de açúcar inicial necessária para a síntese do 

biopolímero. Assim, após os ensaios de influência da proporção de ácido sulfúrico e da 

concentração de MS na hidrólise dos oligossacarídeos, procedeu-se com um planejamento 

experimental visando otimizar a hidrólise. Através do software Protimiza Experimental 'Design' 

foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) 22, para otimizar a 

concentração de açúcares redutores (AR) no hidrolisado. O efeito da aplicação de diferentes 

concentrações de solução aquosa de MS e ácido sulfúrico 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 hidrólises a partir de 

soluções aquosas de melaço de soja adicionadas de diferentes alíquotas de ácido sulfúrico 1M 

(Tabela 3). As soluções foram aquecidas a 90 °C durante 10 minutos. Após as hidrólises, 

realizou-se a determinação de açúcar redutor pelo método DNS. Posteriormente, foram 

realizadas análises estatísticas para verificar a significância das variáveis independentes do 

sistema e avaliar a significância dos coeficientes de regressão, para obter um modelo 

matemático, estatisticamente válido, para predizer a variável resposta concentração de AR 

(g/L). Através do modelo matemático, foi plotado o gráfico de superfície de resposta obtido 

para definir as faixas ótimas operacionais de cada variável.  

 

Tabela 2 - Níveis e parâmetros utilizados no planejamento do estudo da hidrólise do melaço de 

soja. 

Variáveis 

independentes 

Níveis codificados e reais das variáveis 

independentes 
Intervalo (+α,-α) 

 -1,41 -1 0 1 1,41 Mín. Máx. 

(X1) H2SO4 M (%) 1,5 2,5 5,0 7,5 8,5 1,5 8,5 

(X2) Melaço (g/L) 50,0 57,32 75,0 92,68 100,0 50,0 100,0 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 



38 
 

Tabela 3 - Ensaios do planejamento experimental DCCR com valores originais e 

codificados das variáveis no estudo da hidrólise dos oligossacarídeos presentes no melaço 

de soja. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

* Ponto central 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pontos Ácido sulfúrico (%) Melaço (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) 
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4.3 Produção de Celulose Bacteriana 

 

A Figura 10 apresenta a esquematização geral para produção de CB e as etapas 

preliminares à caracterização. 

 

Figura 10 - Resumo esquemático para obtenção de CB e preparação das membranas 

para caracterização. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

  

4.3.1 Microrganismo  

 

O microrganismo empregado neste estudo para produção de CB foi a cepa K. 

xylinus ATCC 53582. A bactéria foi repicada quinzenalmente e mantida sob refrigeração (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), ácido cítrico (1,5 g/L), fosfato de sódio dibásico anidro (2,7 

g/L) e ágar (20 g/L). O pH do meio HS é aproximadamente 6,0. Para preservação 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 inóculo para fermentação 

 

Para obtenção do inóculo transferiu-se (raspagem) a cultura do tubo Falcon de 15 

mL sob refrigeração, para tubo Falcon de 50 mL contendo ágar HS inclinado e incubou-se a 30 

Preparo do inóculo

(K. xylinus ATCC 
53582 ) 

Preparo dos meios 
de cultivo

(HS e melaço de soja)

Adição do etanol e 
inóculo aos meios

Incubação

(30 ºC/10 dias ) 

Obtenção das 
membranas de CB

Purificação

(NaOH 2% m/v)

Neutralização
Secagem

(liofização                   
ou 50-100 oC/24h)

Caracterização

(FTIR / TGA / DRX / 
MEV/ ensaios 

mecânicos)
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°C por 72 h. Após o período de incubação a cultura foi transferida (raspagem) para frasco Schott 

contendo 100 mL de caldo HS e incubado a 30 °C por um período de 72 h. 

 

4.3.3 Preparo dos meios e produção da celulose bacteriana 

 

A partir dos resultados obtidos dos ensaios de influência do ácido sulfúrico, da 

concentração de MS e do planejamento experimental foram elaborados dois meios de 

fermentação à base de MS hidrolisado.  Desse modo, foram formulados os meios: MSH75 

(solução aquosa de 75 g/L de MS adicionada de 5% (v/v) H2SO4 1M) e MSH100 (solução 

aquosa de 100 g/L de MS adicionada de 10% (v/v) H2SO4 1M). As soluções foram aquecidas a 

90 °C/10 min e, posteriormente, o pH foi ajustado para 6,0 com NaOH a 30% (m/v). Após o 

ajuste do pH filtrou-se a solução hidrolisadas em bomba à vácuo. Também foram formuladas 

soluções controle nas quais não se adicionou ácido sulfúrico, denominadas MS75 (solução 

aquosa de MS com 75 g/L) e MS100 (solução aquosa de MS com 100 g/L). Meio HS foi 

utilizado como meio de referência para produção de CB. Os meios à base de melaço de soja e 

HS foram distribuídos 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. Após a esterilização, os meios foram adicionados de diferentes concentrações de 

etanol (0,0; 1,0; 1,5 e 2,0% v/v). Para a síntese de CB os meios foram inoculados com 10% 

(v/v) de K. xylinus ATCC 53582 e incubados a 30 ºC/10 dias sob condição estática. As 

condições de fermentação (temperatura e tempo) foram baseadas na metodologia descrita por 

Costa et al. (2017). 

 

4.3.4 Caracterização dos meios de fermentação 

 

Os meios de fermentação utilizados foram avaliados quanto ao teor de carbono e 

nitrogênio. Desse modo, foi determinado o teor de açúcar redutor pelo método DNS, açúcares 

totais pelo método da antrona, glicose por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) e 

nitrogênio total determinado em analisador de carbono orgânico total elementar. Os açúcares 

redutores e totais foram determinados, pois os meios à base de MS são complexos e apresentam 

vários açúcares (monossacarídeos e oligossacarídeos). Já a glicose foi quantificada para 

comparar os meios hidrolisados de MS com o meio padrão HS, uma vez que, este último 

apresenta apenas glicose em sua composição.    
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4.3.5 Purificação e neutralização  

 

As películas obtidas na superfície dos meios de cultivos foram purificadas conforme 

a metodologia descrita por CARREIRA et al. (2011) com algumas modificações. Inicialmente, 

as membranas foram lavadas em água corrente, seguida de duas imersões em água a 90 ºC/40 

min e uma última imersão em solução de hidróxido de sódio 2% (m/v) a 90 ºC por 1 hora. 

Posteriormente, as membranas foram lavadas, sucessivas vezes, em água corrente até 

neutralização do pH. A neutralidade da membrana foi determinada em fita indicadora de pH.  

 

4.4 Determinações analíticas 

 

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

ºC/24h) e pesadas em balança analítica. A produção foi calculada conforme a Equação (3): 

Produção CB (g/L) = (
𝑚𝑠

𝑉𝑚
) ∗ 1000     (3) 

 

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

na fermentação (mL). 

 

4.5 Perfil da fermentação na síntese de celulose bacteriana 

 

A partir dos resultados obtidos da produção de CB (g/L), constatou-se que, dentre 

os meios à base de MS, a maior produção do biopolímero foi observada no meio MSH75 

suplementado com 2% (v/v) de etanol (MSH75+). Portanto, o meio MSH75+ e HS foram 

selecionados para verificação do perfil de fermentação. O perfil do processo de fermentação foi 

determinado pelo rendimento sobre os açúcares consumidos, produtividade, pH, produção de 

CB e consumo de glicose. Além disso, para o meio MSH75+, também foi determinado o 

consumo de açúcares redutores e açúcares totais. Alíquotas de 20 mL dos diferentes meios 

foram distribuídas 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 fermentação 

foi conduzida a 30 ºC/15 dias, sob condição estática. O tempo de fermentação foi prolongado 

para 15 dias com finalidade de verificar se havia alguma mudança significativa na produção de 

CB a partir do décimo de cultivo. A intervalos de 72 horas três frascos de cada meio foram 

retirados para avaliação dos parâmetros de fermentação. Para determinação dos açúcares os 
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meios fermentados foram filtrados em membrana de 0,22 μm. O rendimento sobre os açúcares 

consumidos e a produtividade foi determinado conforme a Equação 4 e 5, respectivamente 

(CARREIRA et al., 2011): 

Rendimento sobre os açúcares consumidos (%) =
mCB V⁄

Si−Sf
 x 100     (4) 

Produtividade (g/L.d)  =
mCB

V x t
          (5) 

Onde Si é a concentração inicial de substrato (g/L), Sf é a concentração residual de 

substrato (g/L), mCB é a quantidade de celulose produzida (g), V é o volume da fermentação 

(L) e t é o tempo de cultivo (d). 

 

4.6 Caracterização das membranas de celulose bacteriana 

 

Para caracterização, as membranas de CB obtidas do meio MSH75 sem 

suplementação com etanol (MSH75-), MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol 

(MSH75+), HS sem suplementação com etanol (HS-) e HS suplementado com 2% (v/v) de 

etanol (HS+) foram liofilizadas por 24 horas, exceto para os ensaios mecânicos nos quais as 

películas foram secas em estufa (ACB Labor, São Paulo, Brasil) a 50 ºC/24h. As caracterizações 

realizadas foram: espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), 

análise termogravimétrica (TGA), difração de raios-X (DRX), microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e ensaios mecânicos. 

A análise de FTIR foi obtida por um espectrômetro Varian 620-IR (Varian, Inc., 

Palo Alto, USA) utilizando refletância total atenuada (ATR). Os espectros das amostras foram 

registrados em uma faixa de 4000-400 cm-1, com resolução de 4 cm-1 e acúmulo de 15 

varreduras. As medidas de TGA foram realizadas em um analisador térmico simultâneo STA 

6000 (PerkinElmer, Waltham, EUA). No ensaio foi utilizado atmosfera de nitrogênio 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 análise de DRX foi realizada utilizando difratômetro de RX/Xpert Pro MPD 

(PANalytical, Almelo, Holanda) empregando-se tubo de cobre. O equipamento operou na faixa  

angular em 2θ de 10 a 70 graus, com uma velocidade de varredura de 0,5 °C/min. O índice de 

cristalinidade (Ic) foi calculado utilizando-se o método descrito por Segal et al. (1959) conforme 

a Equação (6).  
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Cristalinidade (%) = (
I002−Iam

I002
)  x 100    (6) 

 

onde: 

I002 - intensidade da celulose cristalina em 2Ө ~ 23°; 

Iam - intensidade da celulose amorfa em 2Ө ~ 17°. 

   

As análises de MEV foram realizadas na Central Analítica da Universidade Federal 

do Ceará. As amostras foram montadas em suporte (stubs) e metalizadas com ouro. 

Posteriormente, foram visualizadas em Microscópio Eletrônico de Varredura Quanta 450 FEG 

(FEI, Hillsboro, EUA), e visualizadas sob uma aceleração de voltagem de 20 kV em diferentes 

aumentos. 

Para os ensaios mecânicos as amostras foram secas e acondicionadas em dessecador 

por 48 horas. O ensaio de tração foi realizado em uma máquina de ensaio universal EMIC linha 

DL (EMIC, São José dos Pinhais, Brasil). As propriedades de tração foram determinadas 

seguindo metodologia baseada na norma ASTM D882 para filmes finos. As amostras foram 

cortadas nas dimensões de 12,6 cm de comprimento e 1,2 cm de largura e ajustadas às garras 

pneumáticas do equipamento. A distância inicial entre as garras foi de 10 cm, a velocidade de 

tração 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 tração determinadas foram: resistência 

máxima a tração (MPa), alongamento na ruptura (%) e módulo de elasticidade (MPa). 

 

4.7 Estimativa de custo do meio de fermentação em escala laboratorial 

 

A estimativa de custo do meio de MS hidrolisado suplementado com etanol e HS 

foi realizada com propósito de comparar os gastos necessários para elaboração dos meios. Desse 

modo, foram solicitados orçamentos dos componentes dos meios pela empresa CEQUIMICA 

LTDA e do melaço de soja pela empresa Selecta no período de fevereiro de 2018. A partir dos 

valores obtidos foi realizado o cálculo pra produção de 1 litro de meio à base de MS e HS. 

 

4.8 Análise estatística 

 

Os resultados da influência da proporção de ácido e concentração de MS, 

concentração de açúcares totais, produção de CB nos meios formulados e do perfil da 
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fermentação na síntese de CB foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey com significância de 5 % de probabilidade por meio do 

programa estatístico Sisvar versão 5.6. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Caracterização do melaço de soja 

 

A composição centesimal do MS apresenta entre 50-70% de açúcares totais, 6-10% 

de proteínas, 7-21% de lipídeos, 4-6% de fibras e 6-8% de cinzas (SIQUEIRA et al., 2008; 

SILVA et al., 2012; GOMES, 2017). Os valores dos componentes encontrados para o 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 variações são normais 

pois a composição química da soja depende do cultivar plantado e de fatores climáticos 

(HOECK et al., 2000).  

O MS apresentou umidade intermediária (23,9%), elevado teor de proteína (8,0%), 

baixa concentração de açúcar redutor (4,2%) e cinzas (3,8%) (Tabela 4). Em função de sua 

umidade intermediária, o MS apresenta boa estabilidade microbiológica durante 

armazenamento e transporte, pois contém elevada concentrações de açúcares e, portanto, tem 

baixa atividade de água. O elevado teor de proteína indica que esse subproduto é uma boa fonte 

de nitrogênio para o desenvolvimento microbiano. A baixa concentração de AR sugere a 

necessidade de tratamento para elevar o teor de açúcares fermentáveis. As cinzas contêm 

minerais como potássio, cálcio, fósforo e magnésio que são importantes para o desenvolvimento 

de microrganismos em processos fermentativos (GOMES, 2017). 

 

Tabela 4 - Caracterização físico-química do melaço de soja. 

Componente Teores (g/100g em base úmida) 

Açúcares totais 54,3 ± 4,2 

Umidade 23,9 ± 1,0 

Proteínas 8,0 ± 0,6 

pH 5,9 ± 0,2 

Açúcar redutor 4,2 ± 0,3 

Cinzas 3,8 ± 0,2 

Nitrogênio 1,3 ± 0,1 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 



45 
 

Em função do seu teor de carboidratos e proteínas, o MS pode ser considerado um 

meio de fermentação promissor para a produção de CB; contudo, apresenta alta viscosidade e 

parte dos carboidratos presentes são oligossacarídeos como sacarose, rafinose e estaquiose 

(GOMES, 2017).  A maioria dos microrganismos não metabolizam rafinose e estaquiose pois 

não produzem a enzima α-galactosidase, e para utilização da sacarose por bactérias produtoras 

de CB, é necessária uma etapa metabólica adicional para converter a sacarose em glicose e 

frutose e, posteriormente, iniciar a síntese do biopolímero (RUKA et al., 2012). Então, é 

necessário proceder a diluição para diminuir a viscosidade do MS e a hidrólise para aumentar 

o teor de açúcares facilmente metabolizados pelo microrganismo e estimular a produção de CB. 

A hidrólise ácida de melaços, em geral, é uma estratégia bastante recorrente quando utilizado 

como substrato para produção de CB (BAE; SHODA, 2005; ÇAKAR et al., 2014b) e etanol 

(SIQUEIRA et al., 2008; ROMÃO et al., 2012).  

 

5.2 Hidrólise ácida do melaço de soja  

 

O intuito do tratamento de hidrólise foi obter uma solução aquosa de MS com, 

aproximadamente, 20 g/L de AR que é a quantidade de açúcar redutor presente no meio de 

referência HS. Assim, foram realizados ensaios para alcançar essa concentração de açúcares 

fermentáveis.  

   

5.2.1 Influência do ácido sulfúrico na hidrólise 

 

Nesta etapa, avaliaram-se diferentes proporções de ácido sulfúrico (0, 5, 10, 15, 20 

e 25% v/v) em solução aquosa com 150 g/L de MS.  A concentração de glicose (quantificada 

apenas para comparar com o meio HS) e AR e conversão dos açúcares totais em glicose e AR 

são apresentados na Figura 11. A adição de diferentes volumes de H2SO4 na solução de MS 

aumentou a disponibilidade de AR e glicose. O teor de AR variou de 8,0 g/L a 36,9 g/L 

(Figura11a). A maior liberação de AR (36,9 g/L) foi observada na concentração de 20% (v/v) 

de H2SO4 1M. As concentrações de 10 e 15% (v/v) de ácido não apresentaram diferença 

significativa, a nível de 95% de confiança, no incremento de AR e o mesmo comportamento 

foi observado nas concentrações 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 concentrações de ácido avaliadas não apresentaram incremento 

de AR proporcional à adição de ácido com variação de 32,6 g/L a 36,9 g/L.  
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Figura 11 – Concentração de glicose e açúcares redutores (A) e conversão dos 

açúcares totais em glicose e açúcares redutores (B) em solução aquosa com 150 g/L 

de melaço de soja após hidrólise ácida (90 ºC/10 min) com diferentes volumes de 

ácido sulfúrico.  
  

 

 

 

     

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O teor de glicose nas soluções aquosa de MS variou de 2,1 g/L a 15,89 g/L sendo a 

maior concentração verificada na solução hidrolisada com 20% (v/v) de H2SO4 1M. Baseado 

na análise de variância, com nível de 5% de confiança, observou-se que não houve diferença 

significativa entre os resultados com adição de ácido. Todavia, esses valores foram superiores 

ao controle (sem adição ácido) e significativamente diferentes. Portanto, não se observou 

aumento significativo na concentração de glicose com o aumento da adição de ácido 

(Figura11a).  

A conversão dos açúcares totais em glicose e AR (Figura 11b) apresentou tendência 

bastante similar a concentração de glicose e AR disponibilizada após a hidrólise ácida. Foi 

observada conversão de 37% de AT em AR na hidrólise com 5% v/v de H2SO4 1M e a partir 

da adição de 10% v/v de H2SO4 1M não houve aumento da conversão de AT em AR 

proporcional ao volume de ácido adicionado com média de conversão de 48%. A hidrólise com 

diferentes volumes de ácido, a partir de 5% v/v de H2SO4 1M, exibiu pequena variação na 

conversão de AT em glicose (média de 21%), possivelmente devido à escassez de 

oligossacarídeos mais simples, como a sacarose, que o ácido é capaz de hidrolisar facilmente. 

O teor de AT nas soluções hidrolisadas variaram entre 70 g/L a 72 g/L, não 

apresentando diferença significativa entre os valores ao nível de 95% de confiança. Este 

resultado já era esperado, uma vez que, todas as soluções apresentavam a mesma quantidade de 

melaço (150 g) diferenciando apenas na quantidade de ácido adicionada.  

A B 
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Os oligossacarídeos formam-se através de ligações glicosídicas de um pequeno 

número de monossacarídeos. Na hidrólise, o ácido age liberando prótons que quebram as 

ligações entre os monômeros de açúcar (AGUILAR et al., 2012). A quebra dos oligossacarídeos 

do MS libera açúcares como, glicose e frutose. Neste estudo, o ácido sulfúrico apresentou 

influência significativa na disponibilidade de açúcares fermentáveis. No entanto, observou-se 

que o aumento da adição de ácido (a partir de 10%) não apresentou incremento proporcional de 

AR e de glicose. Comportamento similar foi observado em melaço de cana utilizado como fonte 

de carbono em um processo biológico de remoção de nitrogênio. O melaço foi hidrolisado com 

diferentes quantidades (0% a 8,0%) de H2SO4 3,1 M, e apresentou aumento da concentração de 

AR até a incorporação de 2% de ácido na solução. A partir da adição de 4% a 8% (v/v) de 

H2SO4 não foi observada a elevação do teor de AR proporcional à concentração de ácido 

adicionado (QUAN et al., 2005). 

A ideia deste trabalho foi formular uma solução aquosa à base de MS com 

aproximadamente 20 g/L de AR que é a concentração de açúcar do meio HS. Assim, a hidrólise 

com adição de 5% (v/v) de ácido apresentou concentração de AR adequada para o processo 

fermentativo e implicou em menor gasto com ácido. Portanto, a proporção de 5% (v/v) de ácido 

foi selecionada para a hidrólise, pois proporcionou aumento satisfatório no teor de açúcares 

fermentescíveis (26,6 g/L). 

 

5.2.2 Influência da concentração melaço de soja 

 

Após a determinação da proporção adequada de H2SO4 1M (5% v/v) para hidrólise, 

avaliou-se a influência da concentração de MS, nas soluções aquosas com 75 g/L e 150 g/L de 

MS, sobre o aumento do teor de AR e glicose. A concentração de glicose e AR e conversão dos 

açúcares totais em glicose e AR são apresentados na Figura 12. A concentração 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 soluções aquosas com 75 g/L e 

150 g/L de MS, respectivamente (Figura 12a). Apesar de conter metade da glicose presente no 

meio HS, a solução aquosa com 75 g/L de MS apresentou concentração de AR (19,8 g/L) 

satisfatória para o processo fermentativo, considerando que o meio de referência contém 20 g/L 

de AR (glicose).  
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Figura 12 – Concentração de glicose e açúcares redutores (A) e conversão dos 

açúcares totais em glicose e açúcares redutores (B) em diferentes concentrações de 

soluções aquosa de melaço de soja após hidrólise ácida (5% v/v de H2SO4 1M) 

submetido a tratamento térmico a 90 ºC por 10 minutos.  

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A solução aquosa de MS com 75 g/L apresentou a maior conversão de AT em AR 

(45%) e conversão de AT em glicose similar à concentração 150 g/L de MS (média 20%) 

(Figura 12b). Após a adição de ácido as concentrações 75 g/L e 150 g/L de MS apresentaram 

pH de 2,3 e 3,1, respectivamente. A solução com 75 g/L de MS apresentou maior conversão 

de AR e glicose, possivelmente devido à menor concentração de sólidos no interior da solução 

e ao pH mais baixo do que a solução aquosa com 150 g/L de MS, o que tornou a hidrólise 

mais eficiente. Na hidrólise, o ácido dissocia-se em meio aquoso formando o íon hidroxônio, 

o qual é um agente de hidrólise que promove a quebra das ligações glicosídicas (GURGEL, 

2011; HAMELINCK, 2005). Dessa forma, quanto maior a concentração de melaço na 

solução, maior a escassez de água e menor formação de íon hidroxônio, o que acarreta uma 

perda de eficiência da capacidade hidrolítica. 

Em relação aos açúcares totais, as soluções apresentaram teores de 44,4 g/L e 76,2 

g/L, nas soluções aquosas com 75 g/L e 150 g/L de MS, respectivamente. Tal resultado já era 

previsto, pois quanto maior a concentração de MS na solução maior a concentração de AT.  

A solução aquosa com 75 g/L de MS hidrolisada com 5% (v/v) de ácido sulfúrico 

1M, foi selecionada como um meio de fermentação, pois apresentou concentração de AR 

similar ao meio de referência HS. Além disso, essa solução foi utilizada como ponto central no 

planejamento experimental para otimizar a hidrólise, uma vez que, não se conhecia por certo, 

quanto de AR seria necessário na solução MS hidrolisado para satisfatória produção do 

biopolímero.  

A B 
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5.2.3 Planejamento experimental para otimizar a hidrólise 

 

O planejamento experimental foi realizado para aumentar a disponibilidade de AR 

nas soluções de MS, visando incrementar a produção de CB em meio de fermentação à base de 

melaço. Conforme os níveis e variáveis estabelecidas no planejamento foram realizados 11 

experimentos. As soluções foram analisadas quanto à disponibilidade de açúcar redutor e os 

resultados são apresentados na Tabela 6. 

A concentração de AR variou de 2,53 (experimento 1) a 26,63 g/L (experimento 4).  

Os pontos centrais apresentaram uma pequena variação em suas respostas com média de 19,8 

g/L de AR. A maior disponibilidade de açúcares fermentescíveis (26,6 g/L) foi observada na 

solução que apresentava elevada proporção de ácido (7,5% v/v) e melaço (92,7 g/L). Os 

resultados obtidos na matriz experimental (Tabela 5) foram submetidos à análise de regressão 

que permitiu avaliar os efeitos das variáveis estudadas (concentração de ácido e concentração 

de melaço) considerando diferentes tipos de interação entre as variáveis para concentração de 

AR. 

 

Tabela 5 - Condições experimentais do planejamento e variável de resposta. 

Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

Experimento 
H

2
SO

4
 M 

(%) 

Melaço  

(g/L) 

Açúcar redutor 

(g/L) 

Conversão de 

açúcares em 

AR (%) 

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 
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No planejamento foram considerados estatisticamente significativos os termos em 

que p < 0,1, ou seja, a 10% de significância. Assim não foram significativos o termo quadrático 

da concentração de melaço e o termo linear da interação da entre concentração de melaço e 

proporção de ácido. A significância das variáveis independentes em relação a variável resposta 

da concentração de AR pode ser observada no gráfico de Pareto na Figura 13. Nota-se que o 

teor de ácido é o que mais influência no processo na hidrólise dos oligossacarídeos do melaço. 

Além disso, observa-se que quanto maior o teor de ácido e melaço maior a disponibilidade de 

AR.  

 

Figura 13 - Gráfico de Pareto para os termos lineares e quadráticos 

de acúcar redutor, gerado a partir do planejamento experimental. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A partir das variáveis significativas foi gerado um modelo matemático que 

representou o comportamento dos resultados experimentais apresentado na Equação 7.  

 

Y1= 18,28 + 7,62 X1 – 3,69 X1
2 + 2,15 X2     (7) 

Onde:   

            X1 = volume de H2SO4 1M (%) 

           X2 = concentração de melaço (g/L) 

 

Para avaliar o modelo adquirido, efetuou-se uma análise de variância (ANOVA) 

(Tabela 6). O valor obtido para o R2 foi de 0,9159, indicando assim que 91,59% da variabilidade 

na resposta podem ser explicadas pelo modelo. Este valor é considerado satisfatório para 
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obtenção de um modelo válido e útil para fins preditivos. O valor do Fcalc (19,1) obtido foi maior 

do que Ftab (2,96) indicando que há relação significativa entre as variáveis sendo possível a 

construção da superfície de resposta para a análise dos resultados (Figura 14).  

Através da superfície de resposta gerada pode-se obter as condições que resultam 

em maior disponibilidade de AR. É possível observar através da supefície e curvas de contorno 

que para o ácido a faixa ótima é de 7% a 10% v/v para proporção de ácido e entre 90 g/L a 

100g/L em solução aquosa de MS (Figura 14). Desse modo observa-se que, empregando 

maiores concentrações de melaço e volumes de ácido obtém-se elevada concentração de AR. 

O software definiu como ponto ótimo experimental utilizar uma solução com 100g/L de MS 

adicionada de 10% (v/v) de H2SO4 1M, no qual, nessas condições experimentais seria obtida 

uma concentração de AR de 29 g/L. Dessa forma, foi efetuada a validação experimental do 

resultado obtido pelo software realizando um ensaio na condição otimizada. A concentração de 

AR obtida foi de 29,2 g/L, existindo uma pequena diferença de 0,75 % com relação à 

concentração de AR predita pelo programa. Assim, a partir dessa condição otimizada foi 

formulado um meio de cultivo para produção de CB. 

 

Tabela 6 - Análise de variância para a variável concentração de açúcar redutor. 

Fonte de 

Variação 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
Fcal p-valor 

Regressão 605,9  4 151,5 19,1 0,00072 

Resíduos 55,6 7 7,9   

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. 

% variação explicada (R2) = 91,59%; F4; 7; 0,10 = 2,96 

 

Figura 14 -  Superfície de resposta e curvas de contorno para açúcares redutores. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Através da superfície de resposta gerada pode-se obter as condições que resultam 

em maior disponibilidade de AR. É possível observar através da supefície e curvas de contorno 

que para o ácido a faixa ótima é de 7% a 10% v/v e para a concentração de ácido entre 90 g/L 

a 100g/L (Figura14). Desse modo observa-se que, empregando maiores concentrações de 

melaço e volumes de ácido obtém-se elevada concentração de AR. O software definiu como 

ponto ótimo experimental utilizar uma solução com 100g/L de MS adicionada de 10% (v/v) de 

H2SO4 1M, no qual, nessas condições experimentais seria obtida uma concentração de AR de 

29 g/L. Dessa forma, foi efetuada a validação experimental do resultado obtido pelo software 

realizando um ensaio na condição otimizada. A concentração de AR obtida foi de 29,2 g/L, 

existindo uma pequena diferença de 0,75 % com relação à concentração de AR predita pelo 

programa. Assim, a partir dessa condição otimizada foi formulado um meio de cultivo para 

produção de CB. 

 

5.3 Caracterização dos meios de fermentação 

 

Para a fermentação foram elaborados dois meios à base de MS hidrolisado nas 

concentrações de, aproximadamente, 20g/L e 30 g/L de AR.  Esses meios foram formulados 

com o intuito de avaliar em qual deles haveria melhor produção de CB. A fermentação foi 

realizada nos meios formulados à base de MS descritos a seguir: MSH75 (solução aquosa de 

75 g/L de MS hidrolisada com 5% (v/v) H2SO4 1M), MSH100 (solução aquosa de 100 g/L de 

MS hidrolisada com 10% (v/v) H2SO4 1M), MS75 (solução aquosa de MS a 75 g/L) e MS100 

(solução aquosa de MS a 100 g/L). O meio de referência HS foi utilizado como controle do 

processo de fermentação. As concentrações das fontes de carbono e nitrogênio são apresentadas 

na Figura 15.   

A concentração de nitrogênio nos meios variou de 0,5 g/L a 0,9 g/L, a glicose de 

1,9 g/L a 19,1 g/L e o teor de açúcar redutor de 4,2 g/L a 29,2 g/L. Os meios apresentaram baixo 

teor de nitrogênio nos quais a maior concentração foi observada no meio HS (0,9 g/L), seguida 

dos meios à base de MS hidrolisado (média 0,6 g/L) e não hidrolisado (média 0,5 g/L). A 

produção de CB pode ser aumentada com fontes particulares de nitrogênio, pois a fonte de 

nitrogênio que irá 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).  
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Figura 15 - Concentração de nitrogênio, glicose e açúcar redutor presentes 

nos meios de fermentação à base de melaço de soja (hidrolisado e não 

hidrolisado) e HS. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A produção do biopolímero, normalmente, apresenta maior rendimento quando são 

fornecidos elevada fonte de carbono e baixas concentrações de fonte de nitrogênio (RAMANA 

et al., 2000). A influência da razão carbono/nitrogênio (C/N) foi avaliada em diferentes meios 

para síntese de CB por K. xylinus ATCC 53582 e observou-se que numa razão de C/N entre 6,9 

a 57,6, a melhor produção do biopolímero foi verificada na maior relação C/N de 57,6 

(JOZALA et al., 2015). A relação C/N para os meios de fermentação utilizada neste estudo foi 

de 7,5 (MS100), 8,4 (MS100), 21,5 (HS), 35,8 (MSH75) e 41,7 (MSH100).  

Em relação a fonte de carbono, os meios à base de MS não hidrolisados 

apresentaram baixa concentração de açúcares facilmente metabolizados pela bactéria (AR). Os 

meios hidrolisados demonstraram um aumento significativo na concentração de AR (83%) e 

glicose (81%), quando comparado com o não hidrolisado. Esse resultado era esperado, pois o 

tratamento de hidrólise foi realizado para elevar a concentração de açúcares fermentescíveis no 

meio para produção 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, após a 

hidrólise de melaços, também tem sido relatado em outros estudos (BAE; SHODA, 2004; 

ROMÃO et al., 2011). A concentração de AR e glicose do meio HS são similares (≅ 20 g/L), 

pois o único açúcar presente na composição do meio é a glicose (AR).  

A concentração inicial de AR em meios de fermentação formulados a partir de fonte 

de nutrientes alternativas para produção de CB, relatados na literatura, varia em função do 
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substrato. Em meio à base de casca e bagaço de frutas o teor inicial de AR foi de 42,0 g/L (FAN 

et al., 2016), em resíduos de levedura de cerveja de 30 g/L (LIN et al., 2014), em extrato de 

açúcares da madeira extraídos com água quente de 20 g/L (KIZILTAS et al., 2015) e em águas 

residuais de jujuba cristalizada de 9,5 g/L (LI et al., 2015). 

Os meios à base de MS apresentaram concentração de açúcares totais superior ao 

meio HS. Apesar da menor concentração de açúcares totais, o meio padrão contém apenas 

glicose como açúcar fermentescível o que o torna favorável para produção de CB pelo 

microrganismo. Diferentes fontes de carboidratos foram avaliadas para a produção de CB e 

observou-se que K. xylinus metaboliza, preferencialmente, monossacarídeos tais como glicose 

e frutose (MIKKELSEN et al., 2009). As concentrações de açúcares totais dos meios de 

fermentação são apresentadas na Tabela 7. 

 

Tabela 7 - Concentração de açúcares totais nos meios à base de melaço de 

soja e HS.  

Meios de cultivo Açúcares totais (g/L) 

MS75 43,2 ± 3,9  

MS100 53,8 ± 3,1  

MSH75 42,3 ± 4,4  

MSH100 54,6 ± 2,9  

HS 19,8 ± 1,5  
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A composição do meio de cultura, bem como as condições de cultivo são fatores 

fundamentais que afetam a produção de CB e o rendimento do processo fermentativo. A 

hidrólise ácida do MS eleva o teor de glicose e frutose na composição do meio devido, 

principalmente, a hidrólise da molécula de sacarose. Além da glicose e frutose os meios à base 

de MS hidrolisado ainda podem apresenta açúcares como sacarose, rafinose e estaquiose 

(ROMÃO et al., 2011).  

 

5.4 Produção da celulose bacteriana  

 

A biossíntese de CB variou em função do meio de fermentação e da suplementação 

com etanol. A produção de CB nos diferentes meios de fermentação com e sem adição de etanol 

é apresentada na Figura 16.  
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5.4.2 Produção de celulose bacteriana em melaço de soja hidrolisado e HS 

 

Nos meios sem adição de etanol a maior produção de CB foi observada no meio 

HS, seguida dos meios MSH100, MSH75, MS100 e MS75. Em relação aos meios à base de MS 

tratados com ácido, a maior produção de CB (3,6 g/L) foi observada no meio MSH100 (≅ 30 

g/L AR), possivelmente, devido à maior concentração de AR presente no meio quando 

comparado com o meio MSH75 (≅ 20 g/L). Já os meios de melaço não hidrolisados (MS75 e 

MS100) não apresentaram diferença significativa, com nível de 95% de confiança, para a 

produção do biopolímero tendo uma produção em torno de 1,0 g/L. Comportamento similar foi 

verificado quando o melaço cana foi empregado, sem tratamento ácido, para síntese de CB com 

produção de 1,86 g/L por A. xylinum ATCC 10245 (KESHK et al., 2006), de 1,51 g/L por 

Acetobacter sp. V6 (JUNG et al., 2010) e de 0,5 g/L por K. xylinus FC01 (ÇAKAR et al., 

2014b).  

 

Figura 16 - Produção de CB por K. xylinus em meio à base de melaço de soja 

e HS suplementados com diferentes concentrações de etanol, após 10 dias de 

fermentação a 30 °C. 

 
  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Nos meios hidrolisados foi observado um aumento na produção de CB, cerca de 

57%, quando comparado com os meios à base de MS não tratados com ácido. Resultados 

similares foram observados quando utilizou-se melaço de cana hidrolisado, nos quais 

constatou-se que a hidrólise proporcionou um aumento na síntese 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 biossíntese do 

biopolímero foi inferior à do meio de referência HS, indicando necessidade de suplementação, 

como adição de etanol, para elevar sua produção. 

 

5.4.2 Produção de celulose bacteriana com suplementação com etanol 

 

A suplementação com etanol nos meios à base de MS promoveu um incremento na 

síntese do biopolímero (Figura16). As maiores produções de CB, nos meios adicionados de 

etanol, foram observadas no meio MSH75, na qual a maior produção foi obtida na 

suplementação com 2% (v/v) de etanol (7,0 g/L de CB), seguida da concentração de 1,5% (6,5 

g/L) e 1% (6,1 g/L) de etanol. Em relação ao meio MSH100 a maior produção foi verificada na 

suplementação com 1 e 1,5% (v/v) de etanol com produção similar de 5,2 g/L de CB. O aumento 

da produção de CB a partir da adição de etanol pode ser atribuído à síntese de ATP, pois K. 

xylinus oxida o etanol à ácido acético que por meio do ciclo de Krebs gera ATP para o 

metabolismo celular. O ATP acelera a via de síntese do biopolímero devido à redução da 

atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase provocando inibição da via pentose fosfato e, 

consequentemente, aumentando a atividade da via metabólica da síntese de CB (LI et al., 2012). 

Assim, adição de etanol aumenta a produção do biopolímero porque o microrganismo usa 

preferencialmente etanol como fonte de energia e glicose para formação do biopolímero 

(GULLO et al., 2017). 

Os meios à base de melaço não hidrolisado MS75 e MS100, suplementados com 

etanol, apesar do aumento quando comprado com os meios não adicionados de etanol, 

apresentaram baixa produção de CB (aproximadamente 1,15 g/L). Esse resultado indica que 

apenas a suplementação com etanol não foi suficiente para elevar a síntese do biopolímero de 

forma satisfatória, confirmando a necessidade de proceder com a hidrólise ácida do melaço para 

aumentar a disponibilidade de açúcares fermentáveis no meio e consequentemente melhorar a 

produção de CB. As imagens das membranas de CB obtidas em nos diferentes meios de 

fermentação utilizados são apresentadas na Figura 17. 

Em relação ao meio HS a suplementação com etanol não apresentou aumento na 

produção de CB, pois observou-se que à medida que o etanol foi adicionado ao meio de 

fermentação ocorreu uma redução, cerca de 50%, na síntese do biopolímero (Fig.16). Durante 

o crescimento o metabolismo respiratório de K. xylinus, oxida etanol a ácido acético e converte 

a glicose em ácido glucônico. Todas essas formações ácidas causam diminuição 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 redução no pH proporcional a adição 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 caráter ácido do meio de fermentação pode ter interferido 

no desenvolvimento do microrganismo causando uma diminuição na produção de CB. A cepa 

utilizada é outro fator que pode ter influenciado nesse resultado, pois em outros estudos a 

suplementação com 1% (v/v) de etanol ao meio HS proporcionou um aumento na síntese do 

biopolímero 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 não hidrolisado) com e sem suplementação com etanol (v/v) após 10 dias 

de fermentação em cultivo estático a 30 ºC. 

        Meio                      

Etanol   
0% 1% 1,5% 2% 

MS75 

    

MSH75 

    

MS100 

    

MSH100 

    

HS 

    
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Na literatura tem sido relatado melhoria na produção de CB pela suplementação em 

diferentes meios de fermentação com concentração de etanol entre 0,5 a 2% (v/v) (ÇAKAR et 

al., 2014a; KRYSTYNOWICZ et al., 2002; LI et al., 2012; MOHAMMADKAZEMI et al., 

2015; PARK et al., 2003; SON et al., 2001; SON et al. 2003). Segundo Li et al. (2012) a adição 

de etanol melhora a produção de CB, pois aumenta a energia do metabolismo e reduz a 

formação de metabolitos que podem inibir a síntese do biopolímero. 

Além do baixo custo do MS e do etanol, outra vantagem obtida no meio formulado 

à base de MS foi que não houve a necessidade de suplementação com fonte de nitrogênio, como 

extrato de levedura (FAN et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2016; LIMA et al., 2017) e licor 

de milho (COSTA et al., 2017; VAZQUEZ et al., 2013) para elevar a produção do biopolímero.  

 

5.5 Perfil da fermentação na síntese de celulose bacteriana 

 

O meio de cultivo MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol foi selecionado 

como o mais promissor para a produção de CB; portanto, foi usado para comparar com a 

cinética de produção em meio HS. A cinética foi realizada avaliando os perfis de produção de 

CB (g/L), pH, rendimento sobre os açúcares consumidos (%) e produtividade (g/ L.h) em 

função do tempo de fermentação. Especialmente para o meio MSH75 suplementado com 2% 

de etanol por apresentar outros açúcares, além da glicose, foi verificado o perfil do consumo de 

açúcar redutor (g/L) e açúcares totais (g/L) durante o processo fermentativo. O perfil da 

fermentação dos meios MSH75 suplementado com 2% de etanol e HS são apresentados na 

Figura 18; e as imagens das membranas obtidas periodicamente a cada três dias em meio 

MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol (A) e HS (B) são apresentados nas Figura 19.  

No início da fermentação 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 três primeiros dias de cultivo e empregada para produção do biopolímero. A 

contar de sexto dia fermentação foi verificado um consumo gradativo até o 9º dia de cultivo, a 

partir desse dia houve uma estabilização no consumo de glicose até o último dia do processo 

fermentativo. No final dos 15 dias de fermentação verificou-se baixas concentrações 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 (Figura 18a).  
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Figura 18 – Perfil da fermentação por K. xylinus no meio MSH75 suplementado com 

2% (v/v) de etanol (■) e HS (●) sob condição estática durante 15 dias de cultivo a 30 

ºC. (A) Consumo de glicose; (B) Consumo de AR (■) e AT (●) no meio MSH75 

suplementado com 2% (v/v) de etanol; (C) pH; (D) Produção CB; (E) Rendimento sobre 

os açúcares consumidos e (F) Produtividade.  

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O meio MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol continha aproximadamente 

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

tempo de cultivo para produção do biopolímero. Ao final do processo fermentativo restaram 

A B 

C D 

E F 
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6,62 g/L de AR e 22,2 g/L de açúcares totais (Figura 18b). Pelo perfil do consumo da fonte de 

carbono no meio MSH75 suplementado com 2% (v/v) de etanol, confirma-se preferência do 

microrganismo por monossacarídeos no qual para síntese de CB a bactéria consumiu 89% da 

glicose, 72% de AR e 52% de açúcares totais. Como metade dos AT presente no meio de melaço 

é AR, conclui-se que a bactéria pouco consumiu os oligossacarídeos 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 fermentação durante 15 dias de cultivo estático a 

30 ºC. 

     

 
3 dias 

 
6 dias 

 
9 dias 

 
12 dias 

 
15 dias 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O consumo acelerado de açúcar nos primeiros três dias de fermentação provocou 

uma redução média do pH de 5,8 para 3,9 (Figura18c). Os principais metabólitos da cepa K. 

xylinus contribuem para o aumento de ácidos orgânicos, principalmente, devido a glucose-

desidrogenase, ligada à membrana de G. xylinus, converter a glicose extracelular em ácido 

glucônico (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 

fermentação durante a produção de CB a partir de Pennisetum purpureum (capim) hidrolisado 

com ácido sulfúrico. A partir do sexto dia de cultivo o pH começou a ter um aumento vindo a 

se estabilizar em torno de 5,7 no final do período de fermentação. Desse modo, o consumo de 

glicose acarreta a diminuição do pH devido a produção de metabólitos de caráter ácido.  Os 

ácidos orgânicos produzidos serão ainda utilizados para o crescimento celular e produção de 

CB quando o açúcar disponível diminuir para um nível mais baixo (WU et al., 2012).  

Observou-se nos meios um comportamento similar na síntese do biopolímero com 

crescente produção de biocelulose até o 6º dia de cultivo, entretanto, o meio HS apresentou 

desempenho superior na produção de CB quando comparado com o meio de melaço 

A 

B 
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hidrolisado. Esta menor produção inicial em meio MSH75 pode ser atribuído a adaptação da 

cepa ao meio de melaço, uma vez que, o inóculo é mantido em meio HS. Apesar disso, a contar 

do 9º dia de cultivo, ambos os meios apresentaram produção de CB semelhantes. Também foi 

observado que a partir do 9º dia não houve aumento significativo com nível de 95% de 

confiança na síntese do biopolímero até o 15º dia de cultivo, esta estabilização na produção de 

CB provavelmente está relacionada ao esgotamento dos nutrientes do meio de fermentação 

(Figura18d). Na cinética da síntese de CB em meio à base de melaço de cana-de-açúcar 

hidrolisado, observa-se que depois de 7 dias de incubação a produção de CB aumentou 

consideravelmente, entretanto, a partir do décimo dia de incubação observou-se uma 

estabilização da produção do biopolímero até o ultimo dia de fermentação (15 dias) (ÇAKAR 

et al., 2014b). 

O maior rendimento sobre os açúcares consumidos e produtividade em meio à base 

de MS hidrolisado foram observados no 9º dia com 59,0% e 0,648 g/L.d, respectivamente. Já 

para o meio HS, o maior rendimento sobre o substrato de 37,0% e produtividade de 0,840 g/L.d 

foram verificados no 6º dia de cultivo (Figura18e, f). Em outros estudos diferentes espécies do 

gênero Komagataeibacter apresentaram produtividade de 0,168 g/L.d obtida a partir de águas 

residuais de fermentação (HUANG et al., 2015), 0,360 g/L.d a partir de águas residuais de 

jujuba cristalizada (LI et al., 2015), 0,696 g/L.d a partir de bagaço 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 razoável 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 à provável aclimatação da cepa ao meio de fermentação alternativo. Acredita-se que o 

tempo para maior produtividade, em meio à base de MS, pode ser diminuído se for utilizado 

inóculo de K. xylinus já em meio de MS promovendo a adaptação da cepa antes do período de 

fermentação. 

O perfil de fermentação do meio à base de MS apresentou algumas similaridades e 

diferenças quando comparado com o meio HS.  Apesar do meio HS ter demonstrado 

desempenho superior na produção de CB nos seis primeiros dias de fermentação, a partir no 9º 

dia de cultivo ambos os meios apresentaram produção de CB semelhantes. Além disso, 

confirmou-se que tempo de cultivo utilizado neste estudo (10 dias) foi adequado para síntese 

do biopolímero, pois a partir no 9º dia de fermentação não foi observado diferença significativa, 

ao nível de 95% de confiança, na produção de CB. 
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5.6 Caracterização da celulose bacteriana 

 

O meio de cultivo MSH75 adicionado de 2% (v/v) de etanol (MSH75 +) apresentou 

a melhor produção de CB. Assim as membranas obtidas desse meio e de seu controle MSH75 

sem adição de etanol (MSH75-), foram submetidas à caracterização para comparar com as 

características das membranas obtidas de HS (HS-) e HS suplementado com 2% (v/v) de etanol 

(HS+). 

 

5.6.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

 

Os espectros de FTIR das películas obtidas dos meios HS e MSH75 com (+) e sem 

(-) 2% (v/v) de etanol estão apresentados na Figura 20. Essa análise possibilitou verificar se 

houve alterações nos grupos funcionais presentes nas membranas de CB, devido à composição 

dos diferentes meios de cultura, permitindo concluir que ocorreram modificações químicas na 

estrutura do biopolímero. 

A região com o comprimento de onda em torno de 3345 cm-1 corresponde ao 

estiramento dos grupos O-H presentes na celulose tipo I. A banda em 2898 cm-1 referente ao 

estiramento C-H e estiramento assimétrico de CH2. Os picos em 1636 cm-1 são atribuídos às 

vibrações de deformação do O-H provenientes de moléculas de água adsorvida. Bandas de 

absorção nas regiões perto de 1424 cm-1 e 1315 cm-1 são atribuídas às deformações de CH2 e 

O-H, respetivamente. Bandas típicas de celulose também são observadas em 1161 e 1106 cm-

1 correspondente ao estiramento antissimétrico de C-O-C e estiramento simétrico de C-O, 

respectivamente. As frequências observadas em 1047 e 1030 cm-1 são referentes às 

deformações C-O de C-OH de carboidratos e em 889 cm-1 são atribuídas às vibrações de C-H 

(Figura 18) (GEA et al., 2011; PECORARO et al., 2008). A região com o comprimento de onda 

em torno de 2350 cm-1 (HS+ e MSH75-) evidencia a absorção de CO2 devido à interferência do 

ambiente no momento da análise.  

As películas apresentaram bandas características de CB, sem a presença de bandas 

1538, 1730-1735, 3150-3220 referentes a nitrogênio, estruturas proteicas, ou possíveis 

contaminantes (MOVASAGHI et al., 2008), indicando a eficiência da etapa de purificação com 

NaOH 2% (m/v). Vale salientar que a metodologia aplicada na purificação foi simples, com 

apenas NaOH, e eficaz sem a necessidade de outros agentes de branqueamento tais como lauril 

sulfato de sódio para purificação de CB obtida em melaço de beterraba (KESHK et al., 2006) 

e peróxido de hidrogênio (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 (-) suplementação com 2% de etanol. 

    

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os espectros de FTIR das membranas obtidas dos diferentes meios de cultivo foram 

semelhantes às do meio HS constatando que o MS e o etanol não afetaram estrutura química da 

CB. Comparando os espectros de celulose padrão (HS) com o de celulose produzida em meio 

de melaço de cana hidrolisado verifica-se que as membranas obtidas, independente do meio, 

apresenta bandas semelhantes a celulose produzida em meio HS indicando que a composição 

dos meios não modifica a estrutura química do biopolímero (ÇAKAR et al., 2014b; TYAGI, 

SURESH, 2016). Outros meios alternativos utilizados para produção de CB como melaço de 

beterraba (KESHK et al., 2006), extrato de lichia (YANG et al., 2016), bagaço de uva 

(VAZQUEZ et al., 2013) e alfarroba (BILGI et al., 2016) também não alteraram as 

propriedades estruturais do biopolímero. 

 

5.6.2 Análise Termogravimétrica (TGA) 

 

A Figura 21 apresenta o comportamento de decomposição térmica das membranas 

de CB, em percentagem da massa em função da temperatura, que permiti estabelecer a faixa de 

temperatura que as membranas começam a se decompor. Observa-se nas curvas 

termogravimétricas que as membranas de CB obtidas, independente do meio, apresentaram um 

processo de decomposição 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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à perda de água, como também foi observado por Gea et al. (2011) e Mohammadkazemi et al., 

(2015).  

 

Figura 21 - Curvas termogravimétricas (A) e DTG (B) das membranas de CB obtida 

nos meios HS e MSH75 com (+) e sem (-) suplementação com 2% de etanol.  

 

         Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

O segundo evento de perda de massa foi atribuído ao início do processo de 

decomposição das membranas nas temperaturas em torno de 312 oC (Figura 21a e Tabela 8). A 

degradação da celulose compreende a desidratação e decomposição 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 

comparação com outros meios de cultura podendo ser verificada pela menor temperatura inicial 

de degradação (Tonset) 276 oC. A temperatura inicial de perda de massa do meio HS+ indica 

que a adição de etanol ao meio HS reduziu, aproximadamente 11%, a estabilidade térmica da 

membrana quando comparado ao seu controle HS-.  

A degradação térmica é afetada por fatores estruturais variáveis, 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 redução da cristalinidade (Tabela 

9) e apresentou menor dimensão das nanofibrilas (Tabela 10) que poderia ser a razão para o 

comportamento térmico observado. Portanto, a CB obtida dos meios HS-, MSH75- e MSH75+ 

apresentaram-se mais estáveis termicamente que a membrana obtida no meio HS+ verificadas 

pelas maiores Tonset. As maiores Tonset indicam que o meio forma um biopolímero com 

A B 
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interações químicas mais eficazes (como ligações de hidrogênio) com os grupos hidroxílicos 

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 (-) suplementação com 2% de etanol.  

CB 
Tonset 

(°C) 

Tendset 

(°C) 

Perda de massa 

(%) 

Temperatura 

máxima de 

degradação (°C) 

HS - 312 376 82 352 

HS + 276 356 73 329 

MSH75 - 313 376 81 355 

MSH75 + 312 378 76 357 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A temperatura final de decomposição térmica (Tendset) das membranas dos 

diferentes meios foi em torno de 376 oC, exceto para as membranas do meio HS+ que 

apresentaram Tendset mais baixa em 356 oC. O processo de degradação das cadeias glicosídicas 

que compõem a celulose ocorre a um intervalo de temperatura de 200 a 400 ºC (GEA et al., 

2011; PACHECO et al., 2017; TYAGI, SURESH, 2016; VAZQUEZ, et al., 2013). Após a 

Tendset ocorre a degradação termo-oxidativa da celulose que corresponde a formação de 

resíduo 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 decomposição 

máxima (Tmax) das membranas ocorreram entre 352-357 oC com perda significativa de massa 

76-82%, exceto para CB do meio HS+ a 329 oC e 73%, respectivamente (Figura21b 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 et al., 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 et al., 2015). 

A temperatura máxima de degradação é um critério de estabilidade térmica, 

portanto, quanto maior a Tmax maior a estabilidade térmica do biopolímero. Verificou-se que 

meios de MS exibiram, ligeiramente, maior temperatura de decomposição máxima e menor 

velocidade de decomposição que às do meio HS, indicando maior estabilidade térmica. Este 

resultado pode ser associado às características das nanofibrilas do meio MS que apresentaram 

dimensões aproximadas, e agregadas considerando o meio MSH75+, frente às do meio padrão 
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(Figura 23).  Os meios à base de melaço apresentaram comportamento de degradação térmica 

similar ao meio HS- (Figura 19). Este resultado indica que o meio alternativo formulado à 

base de melaço não afeta as propriedades térmica da CB.  

 

5.6.3 Difração de Raios X (DRX)  

 

Para comparar as mudanças micro estruturais da CB obtida dos diferentes meios foi 

utilizada difração de raios X e seus difratogramas são apresentados na Figura 22. Os 

difratogramas de raios X das CB obtidas de diferentes meios apresentaram padrões típicos de 

celulose do tipo I e II com picos de difração 2Ө em 12,1º, 14,5o, 16,7o, 22,6o e 34,5° (Figura 22). 

Os picos das membranas de CB obtidas nos diferentes meios não apresentaram deslocamento 

significativo de celulose tipo I e II em 2θ. Os planos de cristal 101, 10-1 e 200 correspondem 

aos picos de 14,5o, 16,7o e 22,6o, 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 (-) suplementação com etanol. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O índice de cristalinidade (IC) apresentados na Tabela 9 foi estimado com base nos 

difratogramas. As películas obtidas a partir de MS apresentaram, ligeiramente, menor 

percentual de cristalinidade (74%) que as produzidas usando o meio HS- que foi caracterizada 

com um índice de cristalinidade de 80%. Esse resultado indica que a composição do meio de 

cultura induziu a pequenas diferenças no processo de cristalização de celulose. Em outros 

estudos a utilização de melaço de cana (JUNG et al., 2010; KESHK, SAMESHIMA, 2006; 
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VAZQUEZ et al., 2013) e a utilização de substratos alternativos (HUANG et al., 2015; 

KIZILTAS et al., 2015; KHATTAK et al., 2015) em vez de glicose para síntese do biopolímero 

também diminuíram os valores do índice de cristalinidade da CB quando comparado com o 

meio padrão. 

O valor de cristalinidade encontrado para as películas de CB em meio HS com 

adição de etanol apresentou-se inferior ao encontrado para as membranas obtidas no meio HS 

sem etanol, possivelmente devido a uma menor organização das cadeias de celulose. A adição 

de etanol ao meio HS acarretou uma redução no IC, entretanto, Mohammadkazemi, et al., 

(2015) relataram em seu estudo que a produção de CB por K. xylinus PTCC 1734 em meio HS 

suplementado com 1% de etanol elevou a produção de CB e apresentou maior IC (76,2%) que 

o meio HS sem adição de etanol (64,9%).  

 

Tabela 9 - Índice de cristalinidade das membranas de CB obtidas em meios HS e 

MSH75 com (+) e sem (-) suplementação com etanol. 

CB Índice de cristalinidade (%) 

HS - 80 

HS + 73 

MSH75 - 74 

MSH75 + 75 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

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 à base MS apresentou menor cristalinidade que as do meio HS, contudo, essas 

membranas apresentaram IC típico de CB. 

 

 

5.6.4 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

A microscopia foi utilizada para examinar a morfologia da superfície de rede 

tridimensional da celulose produzida nos diferentes meios e suas micrografias são apresentadas 

na Figura 23.  

As micrografias obtidas da CB produzida nos meios de melaço e HS- apresentaram 

estrutura nanofibrilada e entrelaçada (sem qualquer tipo específico de orientação) variando de 

79 a 99 nm em diâmetro (Tabela 10), tais observações concordam com a morfologia típica do 

biopolímero (FANG; CATCHMARK, 2015; LEE et al., 2014; PECORARO et al., 2008).   
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Figura 23 – Micrografias das membranas de CB obtidas nos meios HS e MSH75 com (+) 

e sem (-) suplementação com 2% de etanol (aumento de 75000x). 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Tabela 10 - Dimensões das nanofibras das membranas de CB obtidas 

em meios HS e MSH75 com (+) e sem (-) suplementação com etanol. 

Meios de cultivo Dimensões (nm) 

HS- 90 ± 7 

HS+ 79 ± 6 

MSH75- 88 ± 8 

MSH75+ 99 ± 5 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Foi detectada diferença morfológica entre as micrografias dos meios HS- e HS +, o 

meio com adição de etanol apresentou nanofibras mais finas e aglomeradas que acarretou uma 

redução na estabilidade térmica (Figura21), cristalinidade (Tabela 10) e propriedades 

mecânicas (Tabela 12).  As membranas do meio MSH75- apresentaram abundância de espaço 
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entre as nanofibras e do meio MSH75+ exibiram nanofibras mais entrelaçadas e agregadas 

quando comparadas com meio HS sem adição de etanol (Figura 23). Este resultado indica que 

a composição do meio modifica a estrutura da tridimensional do biopolímero. A literatura relata 

que a síntese de CB em meio à base de melaço de cana-de-açúcar apresenta rede de fibrila mais 

densa quando comparada com a micrografia do meio HS (ÇAKAR et al., 2014a).  

Comparando os meios de melaço observou-se a adição de etanol aumentou a 

densidade e agregação da rede de nanofibras, pois a adição de etanol tornou as películas de CB 

mais espessas. Estes resultados concordam com os encontrados por Mohammadkazemi et al., 

(2015) que estudaram o efeito do meio e do etanol sobre a produção de CB por K. xylinus 

(PTCC 1734) e observaram que a adição de etanol alterou significativamente a morfologia da 

CB mostrando uma estrutura mais densa.  

 

5.6.5 Ensaios mecânicos 

 

Os resultados do ensaio de tração utilizado para caracterizar as propriedades 

mecânicas das películas de CB produzida com o meio à base de MS e com o HS são 

apresentados na Tabela 12. Os módulos de tensão de ruptura, alongamento na ruptura e 

módulo de elasticidade foram determinados através das curvas de tensão-deformação obtidas 

nos ensaios de tração (Figura24). O biopolímero obtido dos diferentes meios de fermentação 

apresentou variação da tensão de ruptura de 99,0 a 137,6 Mpa, da elongação na ruptura de 1,6 

a 4,8 % e do módulo de elasticidade de 1424,7 a 2518,0 MPa. As membranas de CB obtidas 

em meio HS+ e MSH75- apresentaram menor resistência à tração em comparação ao meio 

HS- e MSH75+, respectivamente. Isto ocorreu provavelmente devido às diferenças 

morfológicas nos biopolímeros obtidos, nos quais nanofibras mais grossas resistem melhor 

contra a força aplicada para a sua deformação resultando em propriedades mecânicas 

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 resistência 

à tração com 137,6 e 134,1 MPa, respectivamente, pois apresentaram maiores dimensões de 

nanofibrilas 
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Tabela 11 - Propriedades mecânicas das membranas de CB obtidas nos meios HS e 

MSH75 com (+) e sem (-) suplementação com etanol.  

CB 
Espessura 

(µm) 

Tensão de  

ruptura (MPa) 

Elongação na 

ruptura (%) 

Módulo de 

elasticidade (MPa) 

HS - 80,0 ± 3,0a 137,6 ± 2,8a 2,8 ± 0,2ab 2504,7 ± 2,8b 

HS + 31,0 ± 1,0d 106,6 ± 3,2c 1,6 ± 0,3b 2518,0 ± 4,4a 

MSH75 - 44,0 ± 4,0c 99,0 ± 2,1d 2,5 ± 0,3b 1508,6 ± 1,5c 

MSH75 + 72,0 ± 3,0b 134,1 ± 2,4b 4,8 ± 1,7a 1424,7 ± 1,4d 

 Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os valores de deformação 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 força aplicada e assim podem limitar o 

alongamento antes da ruptura (KHATTAK et al., 2015). As membranas de HS apresentaram 

maior rigidez, ou seja, menor deformação elástica com 2504,7 e 2518,0 MPa para HS- e HS+, 

respectivamente. O Módulo de elasticidade é uma propriedade intrínseca usada como 

parâmetro mecânico diretamente relacionado a rigidez do polímero (ALMEIDA et al., 2013). 

Os resultados mecânicos podem ser considerados um indicador importante da dimensão e 

estado bem organizado das nanofibras de celulose, além de estar relacionado ao seu alto grau 

de emaranhamento por ligação de hidrogênio intra e intermolecular (ABEER et al., 2014; 

BARUD et al., 2015). Desse modo, observou-se pelas micrografias (Figura23) que as 

membranas com nanofibrilas mais densas apresentaram propriedades mecânicas mais 

elevadas.  

Em relação aos resultados obtidos dos meios à base de MS, as membranas do meio 

MSH75+ apresentaram, de um modo geral, melhores propriedades mecânicas. Dessa forma, 

observou que o substrato à base de MS foi utilizado de forma eficiente para a produção da 

CB, indicando o meio MSH75+ como uma fonte de carbono promissora para produção de CB. 
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Figura 24 – Ensaio de tração da CB obtida em meio MSH75+ antes (a) e 

após (b) a ruptura completa da membrana. 

    

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

5.7 Estimativa de custo do meio de fermentação em escala laboratorial 

 

Uma estimativa de custo foi realizada para o meio de fermentação HS e MSH75+ 

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

bactérias produtoras de CB, cujo os contituintes são de custo elevado. A participação de custo 

de cada componente do meio HS e MSH75+ pode ser observado na Figura 25 e 26. O meio 

MSH75+ foi promissor para produção de CB podendo ser alternativa ao uso do meio HS. Por 

ser constituído à base de MS, subproduto da agroindústria da soja relativamente barato, 

possibilitando redução de custo do processo de produção de CB. Entretanto, a etapa de hidrólise 

do melaço adiciona gastos com reagentes (ácido sulfúrico e hidróxido de sódio) e, 

principalmente, com energia, que podem elevar o custo do meio de fermentação (Tabela 13). 

Apesar dos gastos com a hidrólise do melaço, onde a energia foi um fator de custo significativo 

para o processo, a elaboração do meio MSH75+ foi mais econômica que a do meio HS, em 

escala laboratorial. 
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Tabela 12 - Estimativa de custo para obtenção de 1 litro de meio HS. 

Descrição Preço comercial (R$) Quantidade Custo (R$) 

Glicose  36,00 (1 Kg) 20,0 g 0,72 

Extrato de levedura 272,00 (500 g) 5,0 g 2,72 

Peptona 350,00 (500 g) 5,0 g 3,50 

Fosfato dissódico 1.033,00 (1 Kg) 2,7 g 2,78 

Ácido cítrico  146,00 (100 g) 1,15 g 2,19 

TOTAL (R$) = 11,91 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

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

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O meio de fermentação à base de MS mostrou-se tecnicamente viável para produção 

de CB e apresentou bom prognóstico de viabilidade econômica, pois sua estimativa de custo, 

em escala laboratorial, foi 76% inferior ao meio de referência HS (Tabela 14). O uso de melaço 

de cana hidrolisado como meio de fermentação para produção de CB também apresentou 

redução de custo de produção (57%) quando comparado ao meio HS (ÇAKAR et al., 2014a). 

Considerendo que o estudo foi realizado em escala de bancada o levantamento de preço dos 

componentes dos meios de fermentação também foi realizado nessa proporção. Desse modo, se 

for realizado uma estimativa de custo em escala industrial esses valores podem sofrer 

alterações, visto que, quando a aquisição dos componentes são em  maiores quantidades há uma 

modificações nos preços. 
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Tabela 13 - Estimativa de custo para obtenção de 1 litro de meio à base de melaço de soja 

hidrolisado e suplementado com etanol. 

Descrição Preço comercial (R$) Quantidade Custo (R$) 

Melaço de soja 500,00 (1 t) 75,0 g 0,04 

Ácido sulfúrico 192,00 (1L) 2,66 mL 0,51 

Hidróxido de 

sódio 
140,00 (1Kg) 3,45 g 0,48 

Etanol 6,00 (1L) 20,0 mL 0,12 

Papel de filtro 46,00 (100 unid.) 1 unid. 0,46 

Hidrólise do melaço 

Equipamento 
Potência 

(W) 

Tempo 

de uso (h) 

Consumo de 

energia (kWh) 

Custo 

energia (R$) 

Chapa aquecedora 1500 1,0 1,5 1,2 

Bomba à vácuo 80 0,2 0,016 < 0,02 

TOTAL (R$) = 2,82 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Figura 26 - Participação de custo (%) dos diferentes elementos no preparo do meio à 

base de melaço de soja hidrolisado e suplementado com etanol. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Tabela 14 - Produção de CB em meio à base de melaço de soja e HS com custos do meio 

de produção. 

Meio CB (g/L) 
Custo do meio de produção 

CB (R$/Kg) 

Melaço de soja hidrolisado 

suplementado com 2% etanol 
7,05 ± 0,25 402,00 

Meio de referência HS 7,15 ± 0,16 1.701,00 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6. CONCLUSÕES 

 

A melhor condição de fermentação para produção de celulose em melaço de soja 

é obtida a partir de solução aquosa com 75 g/L de melaço de soja, hidrolisada com 5% (v/v) 

de ácido sulfúrico 1M, tratada termicamente a 90 ºC/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 melaço de soja hidrolisado e suplementado com etanol para 

produção de celulose bacteriana, pois o biopolímero obtido possui produção similar ao meio 

HS (7,0 g/L), demonstra características padrões de celulose bacteriana e, em escala 

laboratorial, apresenta redução de custo na sua elaboração (76%), tornando-o promissor para 

a produção de CB. 
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