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GOMES, Rodrigo José. Producdo simultanea de celulose e acido acético, por
bactérias de vinagres, a partir de melaco de soja. 2017. 100f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O melago de soja € um coproduto industrial, gerado apos o processo de obtencao do
concentrado proteico a partir do farelo desengordurado. Possui mais de 50% de
carboidratos, dos quais 0s principais sdo a sacarose, a estaquiose e a rafinose.
Devido a sua alta concentracdo de agucares, o0 melago pode ser utilizado como um
substrato fermentativo, objetivando a obtencdo de metabdlitos microbianos de
interesse, como 0 acido acético e a celulose bacteriana, ambos sintetizados por
bactérias do acido acético. Estas bactérias compreendem uma variedade de
microrganismos que sao utilizados na producdo de vinagre, devido a elevada
capacidade de oxidar o etanol a acido acético. Baseado nisto, este trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial de bactérias do acido acético, isoladas a partir de
indUstria produtora de vinagres, em sintetizar celulose e acido acético em meio
contendo melaco de soja como fonte de carbono e nitrogénio. Foram isoladas cinco
linhagens de bactérias capazes de produzir 4cido e celulose, identificados por testes
bioquimicos. Para as linhagens selecionadas, foram determinados os rendimentos
quanto a producéao de celulose e acidez, na fermentacdo do melaco de soja. A cepa
V05 apresentou a maior producgéo de celulose tanto no meio Hestrin-Schramm (HS),
de referéncia, quanto no melaco de soja. Neste meio obteve-se um aumento de
quase 3 na sintese do biopolimero, alcangando-se uma producdo maxima de 10 g L-
1. A acidez maxima obtida foi de 1,9 g 100 mL-1 de acido acético, o que
correspondeu a um rendimento de 92,6%. Ao final da fermentacdo, os
monossacarideos frutose e glicose foram os principais carboidratos consumidos, nao
havendo consumo dos oligossacarideos rafinose e estaquiose. As membranas de
celulose produzidas no meio base de melaco de soja e no meio HS, por cada
microrganismo, foram caracterizadas quanto a cristalinidade, termogravimetria,
estrutura quimica, capacidade de retencdo de &agua e taxa de reidratacao.
Houvediferengca na taxa de producdo e nas caracteristicas hidrofilicas das
membranas tanto entre os microrganismos produtores quanto entre 0s substratos
utilizados, possivelmente por diferencas estruturais da celulose produzida em cada
meio e por cada microrganismo. Os resultados obtidos demonstram que o melaco de
soja pode representar uma interessante alternativa aos meios de cultura
convencionais, podendo obter-se maiores rendimentos de producédo do que aqueles
obtidos no meio padrao para a sintese de celulose.

Palavras-chave: Coproduto. Soja. Microrganismos. Fermentacdo. Celulose.



GOMES, Rodrigo José. Simultaneous production of cellulose and acetic acid by
bacteria isolated from vinegar, using soybean molasses as substrate. 2017. 100f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Soybean molasses is an industrial by-product, generated after production of soy
protein concentrate from defatted soybean meal. It has more than 50% of
carbohydrates, mainly sucrose, stachyose and raffinose. Due to its high
concentration of sugars, soybean molasses can be used as a fermentative substrate
by microorganisms, aiming to obtain metabolites, such as acetic acid and bacterial
cellulose, both synthesized by acetic acid bacteria. These bacteria comprise a variety
of microorganisms that have been used in the vinegar production because of their
high ability to oxidize ethanol to acetic acid. Therefore, this work aimed to evaluate
the potential of acetic acid bacteria, isolated from vinegar industry, to synthesize
bacterial cellulose and acetic acid in a medium containing soybean molasses as
source of carbon and nitrogen. Five strains of acid and cellulose producing bacteria,
identified after biochemical tests, were obtained, were isolated. For the selected
strains, the cellulose production and acidity yields were determined in the
fermentation of soybean molasses. The V05 strain exihibited the highest cellulose
production yield in both standard Hestrin-Schramm and soybean molasses-based
medium In this medium, an increase of about three times in the synthesis of the
biopolymer was obtained, reaching a maximum production of 10 g L-1. The maximum
acidity obtained was 1.9 g 100 mL-1 acetic acid, which corresponded to a yield of
92.6%. The maximum acidity obtained was 1.9 g 100 mL-1, which corresponded to
92.6% yield. At the end, the monosaccharides fructose and glucose were the main
carbohydrates consumed. No consumption of oligosaccharides raffinose and
stachyose was observed. The cellulose produced in soybean molasses and standard
medium for each microorganism were characterized in relation to crystallinity,
thermogravimetry, chemical structure, water holding capacity and rehydration ratio.
There was difference in production rate and hydrophilic properties for both producing
microorganisms and substrates used, possibly due to structural differences in the
cellulose produced in each medium and for each microorganism. The results
obtained demonstrate that soybean molasses may represent an interesting culture
media and it can provide higher fermentation yields than those obtained in the
standard medium for cellulose production.

Key words: Co-product. Soybean. Microorganisms. Fermentation. Cellulose.
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1. INTRODUGAO GERAL

Produtos biotecnoldgicos, obtidos através de processos fermentativos com
uso de microrganismos, tém atraido interesse de pesquisas, seja com a finalidade
de aperfeigoar processos ja existentes, seja para reduzir custos operacionais ou
mesmo para a busca de caminhos ainda n&o descobertos.

O vinagre, cujo principal constituinte € o acido acético, € um produto originado
durante a fermentacdo espontdnea de mostos de vinhos, sendo um condimento
utilizado ha milénios e conhecido no mundo todo. De acordo com a Associacao
Nacional das Industrias de Vinagre, anualmente no Brasil s&o comercializados cerca
de 174 milhdes de litros de vinagre em supermercados (ANAV, 2017). A média
brasileira de consumo per capta € de 0,8 L/ano. Este valor € ainda considerado
moderado quando comparado a média europeia, onde o vinagre assume outras
fungdes, tais como desinfetante e neutralizador de odor, e chega-se a um consumo
per capita de 1,8 L/ano (SPINOSA et al., 2015).

Qutros produtos também passiveis de serem obtidos através de via
biotecnoldgica sao os polissacarideos. Eles podem ser extraidos de vegetais, algas
marinhas ou sintetizados por microrganismos. S&do muito utilizados pela industria de
alimentos por suas propriedades espessantes e geleificantes. Podem ainda auxiliar
na emulsificagao, controle de cristalizagao e absorg¢ao/ retengédo de agua.

Os polissacarideos originados em processos fermentativos possuem
propriedades similares ou mesmo superiores aos tradicionais, de origem vegetal,
uma vez que sao menos suscetiveis a variagdes na sua qualidade e permitem que
seu processo de produgcao seja cuidadosamente controlado, alcangando-se
melhores resultados em um menor tempo de producido. Porém, eles tém como
principal desvantagem o custo do processo fermentativo (MAUGERI FILHO, 2001).
Entre estes polissacarideos produzidos por microrganismos, esta a celulose
bacteriana, um polimero excretado por bactérias em mostos contendo fontes de
carbono e nitrogénio, que apresenta propriedades especificas, ndo encontrados na
celulose vegetal. Aléem disso, produgado microbiolégica da celulose bacteriana n&o
apresenta impactos ambientais como os causados na producao industrial de papel e
celulose vegetal. Apesar das diversas propriedades atribuidas a celulose bacteriana,
tanto na industria de alimentos quanto na industria medicinal, os custos associados

com os meios de cultura limitam a sua producgéo.
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Atualmente, as pesquisas visando a obtengdo de produtos biotecnologicos
tém se esforcado na busca de matérias-primas mais acessiveis, com alto potencial
fermentativo, que fornecam maior rendimento e possam reduzir os custos do
processo. Uma vez que as fontes de carbono e nitrogénio no meio de cultura
representam o principal custo, em geral, a utilizacdo de fontes alternativas pode
tornar viavel a produgdo em escala industrial. Além do mais, o reaproveitamento de
coprodutos e residuos agroindustriais gerados durante processamento industrial é
benéfico para o meio ambiente (CHIMILOVSKI et al., 2011; JOZALA et al., 2015).

A soja (Glycine max [L.] Merrill) € uma das leguminosas mais importantes e
consumidas no mundo sendo utilizada na produgao de diversos produtos (KIM et al.,
2014). Atualmente a producdo de soja no Brasil representa cerca 30% do total
produzido no mundo, ocupando a segunda posicao no ranking mundial. Segundo
levantamento da Federagao das Industrias do Estado de S&o Paulo - FIESP, o Brasil
teve recorde de 111,0 milhdes de toneladas produzida na safra de 2016/17,
representando um aumento de 15% em relagéo a safra anterior (FIESP, 2017).

O melago de soja é um coproduto gerado em grandes quantidades durante o
processamento da soja e que representa uma alternativa viavel aos meios de cultura
convencionais, por possuir quantidades significativas de carboidratos e fontes de

nitrogénio, passiveis de serem assimiladas por microrganismos.

2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial de sintese de celulose bacteriana e acido acético por
linhagens de bactérias isoladas de uma industria produtora de vinagres, utilizando

como substrato fermentativo o melago de soja.

2.2. Objetivos Especificos

- Isolar e caracterizar bioquimicamente linhagens de bactérias, produtoras de acido e
celulose, a partir de industria de vinagres;
- Determinar a composi¢cao quimica do melago de soja em relagao aos teores de

agucares, proteinas, lipideos e minerais;
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- Fermentar o melaco de soja e determinar os rendimentos das linhagens
selecionadas em relagao a sintese de acido e celulose bacteriana;

- Caracterizar as membranas de celulose obtidas em meio de referéncia e no melago
de soja em relagdo as caracteristicas estruturais (cristalinidade, termogravimetria,

estrutura quimica, capacidade de retengao de agua e taxa de reidratacao).
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A dissertacdo apresenta-se na forma de 2 capitulos, descritos abaixo,
seguidos da conclusao geral e anexos:

Capitulo 1:
Revisao Bibliografica — Bactérias do Acido Acético;

Capitulo 2:
Artigo — Bactérias do acido acético: Isolamento, selecao e avaliagdo da capacidade

de sintese de celulose bacteriana e acido acético, a partir de melago de soja.
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CAPITULO 1:

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Bactérias do Acido Acético

O grupo de microrganismos capazes de oxidar o etanol a acido acético &
denominado de “bactérias do acido acético - BAA” ou “bactérias acéticas”. Elas
estdo amplamente disseminadas na natureza e sua ocorréncia em diversas regides
do mundo aponta para um grande potencial adaptativo desses microrganismos
(STASIAK; BLAZEJAK, 2009). Elas desempenham um importante papel na
produgao de alimentos e bebidas, como vinagre e kombucha, mas podem ser
deteriorantes em outros alimentos como vinho, cerveja e frutas. Também séao
utilizadas na producdo de outros compostos como acido glucénico, sorbose e
celulose bacteriana (RASPOR; GORANOVIC, 2008).

1.1.1. Taxonomia, Morfologia e Caracteristicas

As bactérias do acido acético pertencem a familia Acetobacteraceae que
inclui diversos géneros e espécies. Atualmente elas estdo classificadas em
dezenove géneros, os quais sao: Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter,
Komagataeibacter, Asaia, Neokomagataea, Granulibacter, Kozakia, Neoasaia,
Swaminathania, Saccharibacter, Acidomonas, Tanticharoenia, Ameyamaea,
Nguyenibacter, Swingsia, Commensalibacter, Endobacter e Bombella (SAINZ et al.,
2016).

As espécies pertencentes aos géneros Acetobacter, Gluconobacter e
Gluconacetobacter (atualmente também denominado Komagataeibacter) sao as
principais responsaveis pela producao de vinagre devido a sua alta capacidade em
oxidar o etanol a acido acético bem como devido a alta resisténcia destes géneros
ao &cido acético liberado para o meio fermentativo (ADRES-BARRAO et al., 2013;
NAKANO; FUKAYA, 2008). As espécies mais frequentemente relacionadas a mostos
de vinagres sao Acetobacter aceti, Acetobacter cerevisiae, Acetobacter

pasteurianus, Acetobacter malorum, Acetobacter pomorum, Gluconobacter oxydans,
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Gluconacetobacter entanii, Gluconacetobacter liquefaciens, Komagataeibacter
europaeus, Komagataeibacter  hansenii, Komagataeibacter  intermedius,
Komagataeibacter oboediens e Komagataeibacter xylinus (FERNANDEZ-PEREZ et
al., 2010b; TORIJA et al., 2010; YETIMAN; KESMEN, 2015). Estas bactérias séo
estritamente aerdbias, Gram-negativas, catalase positivas e possuem a forma de
bastonetes, podendo ocorrer de forma unica, em pares ou em cadeias. Sdo também
microrganismos mesofilos e seu crescimento 6timo esta situado entre 25 e 30 °C.
Oxidam etanol ou agucar (glicose) a acidos organicos correspondentes tais como
acido acético e acido glucénico, na presenga de oxigénio (SENGUN; KARABIYIKLI,
2011; ANDRES-BARRAO et al., 2012; WANG; SHAO; CHEN, 2015).

As espécies do género Acetobacter foram filogeneticamente divididas em dois
grupos. O primeiro grupo correspondeu ao grupo A. aceti, que inclui A. aceti,
Acetobacter orleanensis, Acetobacter estunensis, Acetobacter indonesiensis,
Acetobacter tropicalis, Acetobacter cibinongensis, Acetobacter orientalis,
Acetobacter oenii, Acetobacter nitrogenifigens, Acetobacter cerevisiae e Acetobacter
malorum. O segundo grupo correspondeu ao grupo de A. pasteurianus, que incluiu
A. pasteurianus, Acetobacter lovaniensis, A. peroxydans, A. pomorum e Acetobacter
syzygii. Os dois grupos foram fenotipicamente discriminados entre si pela produgéo
de 2-cetogluconato (exceto para A. oenii), producdo de 5-cetogluconato, em que
duas espécies, A. aceti e A. oenii, foram positivas, e a formacao de dihidroxiacetona
a partir de glicerol, que foi encontrada em trés espécies, A. aceti, A. pomorum e A.
nitrogenifigens. Em contraste, as espécies do grupo A. pasteurianus foram negativas
em tais caracteristicas fenotipicas (YAMADA; YUKPHAN, 2008).

As espécies do género Gluconobacter foram filogeneticamente divididas em
dois grupos também. O primeiro grupo correspondeu ao grupo de G. oxydans, que
inclui G. oxydans e Gluconobacter albidus. O segundo grupo correspondeu ao grupo
G. cerinus, que inclui Gluconobacter cerinus, Gluconobacter frateurii e
Gluconobacter thailandicus. Estes dois grupos foram diferenciados fenotipica e
geneticamente pelas caracteristicas de crescimento em meios contendo D-arabitol e
sem acido nicotinico e pela composigdo do DNA. O crescimento do primeiro grupo
nestes meios foi negativo, enquanto o crescimento do segundo foi positivo. Além
disso, o maior conteudo de bases G + C do DNA foi encontrado no primeiro grupo

enquanto o menor foi encontrado no segundo grupo (YAMADA; YUKPHAN, 2008).
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Ha alguns anos, o género Gluconacetobacter foi também proposto ser
subdividido em dois grupos com caracteristicas morfologicas, fisiologicas e
ecologicas diferentes: o grupo Gluconacetobacter liquefaciens e o0 grupo
Gluconacetobacter xylinus. O primeiro grupo incluiu Ga. liquefaciens, Ga. sacchatri,
Gluconacetobacter diazotrophicus e Gluconacetobacter azotocaptans. O segundo
grupo incluiu Ga. xylinus, Ga. hansenii, Ga. europaeus, Ga. entanii, Ga. oboediens,
Ga. intermedius, Gluconacetobacter swingisii, Gluconacetobacter rhaeticus,
Gluconacetobacter saccharivorans e Gluconacetobacter nataicola (YAMADA,;
YUKPHAN, 2008). Em seguida, Yamada et al. (2012) propuseram o género
Komagataeibacter para as espécies pertencentes ao grupo Gluconacetobacter
xylinus. Consequentemente, o género Gluconacetobacter foi dividido em outros dois
géneros com base nas analises genéticas e nas caracteristicas fenotipicas: o género
Gluconacetobacter, para o grupo Gluconacetobacter liquefaciens, e um novo género,
Komagataeibacter, para o grupo Gluconacetobacter xylinus. Os dois géneros podem
ser diferenciados pela produgdo de pigmentos marrons soluveis em agua e
motilidade celular. As espécies de Gluconacetobacter geralmente produzem
pigmento marrom e sdo moveis, enquanto as espécies de Komagataeibacter nao
produzem o pigmento e ndo s&do moéveis. Além disso, os habitats sdo diferentes entre
os dois grupos. Enquanto as espécies do primeiro foram associadas a plantas e
isoladas principalmente a partir de frutas, flores, café e cana-de-acucar, as espécies
deste ultimo foram isoladas principalmente a partir de alimentos fermentados
(KOMAGATA,; IINO; YAMADA, 2014).

De acordo com Song et al. (2016), as espécies de bactérias encontradas nos
meios fermentativos sdo significantemente afetadas pelas diferentes matérias-
primas utilizadas e métodos de fermentacao. Por exemplo, poucas espécies como A.
pasteurianus foram identificadas a partir de vinagre de arroz, enquanto A. aceti, A.
pasteurianus, A. malorum, K. xylinus, K. hansenii e K. europaeus foram encontradas
principalmente em vinagre balsdmico de média acidez. A. pasteurianus e K.
europaeus foram encontradas ainda em vinagre de vinho. As técnicas moleculares
permitiram observar também que ocorre uma sucessao de espécies durante a
producdo de vinagre, dependendo da concentragdo de acido acético. Em baixas
concentragbes predominam as espécies do género Acetobacter, sendo a A.
pasteurianus mais comum em vinagres de vinho enquanto outras como A. malorum,

A. cerevisiae ou A. aceti, sao frequentes em outros vinagres. Quando a
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concentragédo de acido acético excede 5%, as espécies do género Komagataeibacter
assumem o processo, predominando espécies como a K. europaeus ou a K.
intermedius (MAS et al., 2014).

Segundo Trcek et al. (2016), as espécies K. oboediens, K. intermedius e
K. europaeus sao as principais representantes do processo de producao de vinagre
com concentracdo de acidez acima de 6%, devido a resisténcia destes
microrganismos a maiores concentragbes de acido acético. Esta ultima é descrita
como uma das espécies mais frequentemente encontradas e isoladas a partir de
fermentadores industriais submersos, por apresentar alta resisténcia ao acido
acético liberado (ANDRES-BARRAO et al., 2011). Esta adaptacdo a condicdes
extremas de acidez é provavelmente devido a mutagdes no genoma destes
microrganismos. Em contraste, as espécies do género Acetobacter sdo as principais
responsaveis pela producdo tradicional de vinagre, em que a acidez final
normalmente ndo excede 8%, sendo estas danificadas quando tal concentragao de
acido acético é atingida (ANDRES-BARRAO et al., 2016).

As BAA oxidam etanol a acido acético através de duas reagdes sequenciais,
catalisadas por duas enzimas localizadas na superficie externa da membrana
citoplasmatica. A primeira reagdo, que converte o etanol em acetaldeido, é
catalisada pelas enzimas alcool desidrogenase (ADH), e a segunda, que converte o
acetaldeido formado para acido acético, é catalisada pelas enzimas aldeido
desidrogenase (ALDH) (YAKUSHI; MATSUSHITA, 2010; CHEN et al.,, 2016). O
acido aceético produzido é liberado para o meio fermentativo, onde se acumula em
um nivel maximo entre 5 a 10%, no caso das espécies pertencentes ao género
Acetobacter e entre 10 a 20% para as espeécies do género Komagataeibacter
(ANDRES-BARRAO et al., 2012; ANDRES-BARRAO et al., 2016). O género
Acetobacter pode ainda oxidar o acido acético produzido, gerando didxido de
carbono e agua, o que resulta na chamada oxidag&o de acetato ou superoxidagao.
Essa caracteristica é utilizada para diferenciagcdo do género Gluconobacter, o qual
nao apresenta a mesma capacidade. Esse critério depende da composi¢cao do meio,
s6 ocorrendo na auséncia de etanol (RASPOR; GORANOVIC, 2008; GULLO;
VERZELLONI; CANONICO, 2014).

Algumas espécies de bactérias do acido acético também foram descritas
como capazes de sintetizar outros metabdlitos, tais como sorbose a partir de
sorbitol, pelo género Gluconobacter (HATTORI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010),
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dihidroxiacetona a partir de glicerol (STASIAK; BLAZEJAK, 2009) e celulose, um
exopolissacarideo secretado por espécies dos géneros Gluconacetobacter e
Komagataeibacter (CACICEDO et al., 2016).

A Tabela 1, a seguir, apresenta as principais caracteristicas bioquimicas que

diferenciam os principais grupos de BAA.

Tabela 1. Caracteristicas diferenciais dos principais géneros de BAA.

Caracteristica A. G. Ga. K.

Peritriquios ou Polar ou Peritriquios ou

Motilidade e flagelagao - .. - .. ~ . . Nenhum
nao-moveis nao-moéveis nao-moveis
Oxidacéo de etanol a acido acético + + + +
Oxidacéo de acido acético a CO, e H,O + — + variavel
Oxidagao do lactato a CO, e H,0O + - variavel variavel
Crescimento em meio contendo 0,35% + + + +
de acido acético
Producao de dihidroxiacetona a partir ., ., .,
. variavel + variavel variavel
de glicerol
Producgao de acido a partir de:
Glicerol variavel + + n.i.
p-Manitol variavel + variavel —
Rafinose - - - n.i.
Producao de celulose - - variavel variavel

Fonte: Bartowsky; Henschke (2008); Sengun; Karabiyikli (2011);
Yamada et al. (2012).

Abreviagoes: A = Acetobacter; G = Gluconobacter; Ga = Gluconacetobacter;
K = Komagataeibacter.

+ = positivo.

- = negativo.

n.i. = ndo informado.

1.1.2. Isolamento e Identificagao Fenotipica

Bactérias do acido aceético s&o descritas como sendo microrganismos
exigentes e dificeis de serem isoladas e cultivadas, apesar do grande numero de
meios de cultivo propostos. Essa dificuldade é algumas vezes atribuida ao fendmeno
de estado viavel mas nao cultivavel, onde a populacdo € frequentemente
subestimada pela incapacidade de se cultiva-las nos meios de crescimento,
especialmente para aquelas isoladas de fontes com alta concentragcdo de acido

acético. Nem todos os meios suportam igualmente o seu crescimento e alguns séo
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seletivos para uma linhagem ou outra. Assim, diferentes meios foram propostos para
o isolamento e cultivo destes microrganismos e métodos fenotipicos baseados em
habilidades fisiologicas sao utilizados para sua identificagdo (BARTOWSKY;
HENSCHKE, 2008; VEGAS et al. 2010; SENGUN; KARABIYIKLI, 2011). De acordo
com Spinosa (2002), o isolamento e purificagdo de bactérias do acido acético a partir
de mostos industriais é realizado através da utilizacdo de meios liquidos ou sdlidos
que atendam as necessidades nutricionais destes microrganismos. As fontes de
carbono utilizadas s&o principalmente glicose e manitol, sendo frequentemente
adicionados etanol e acido acético, em concentragbes variadas. Fontes de
nitrogénio, como peptona e extrato de levedura, e de minerais como KH;POy,
Na;HPO, e MgSO, sao também frequentemente adicionados para a recuperagao
dos microrganismos. A técnica da dupla camada em meio sélido proposta por Entani
et al. (1985), contendo uma camada inferior com 0,5% em agar e uma camada
superior com 1,0% em agar € a mais utilizada, pois fornece um ambiente
suficientemente umido para o cultivo dos microrganismos isolados a partir de caldos
fermentativos de elevada acidez.

Apds o seu isolamento, os géneros podem ser determinados através de
identificacdo fenotipica com uso de meios de diferenciacdo, que sao baseados nas
caracteristicas bioquimicas destes microrganismos, tais como oxidagdo de etanol,
oxidagdo de lactato, oxidacdo de acetato, produgdo de acido a partir de glicose,
producao de celulose, entre outros (SPINOSA, 2002).

O género Acetobacter pode ser rapidamente diferenciado do género
Gluconobacter pela capacidade de oxidagcado de lactato desses microrganismos. O
meio Dextrose Sorbitol Manitol (DSM) contém lactato de calcio como principal fonte
de carbono e quantidades menores das outras fontes. Conforme mostrado na Figura
1, quando Acetobacter cresce no meio DSM, ha uma mudanga da cor do meio de
amarelo para purpura devido ao consumo do lactato, causando uma mudanc¢a do pH
que é detectada pelo uso do indicador purpura de bromocresol. Gluconobacter,
incapaz de oxidar o lactato, oxida preferencialmente os carboidratos presentes em
menores quantidades, produzindo acido e mantendo a cor amarela do meio
(CIRIGLIANO, 1982; SPINOSA, 2002).
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Figura 1. Linhagens de bactérias Acetobacter Aceti (esquerda) e Gluconobacter
oxydans (direita) apos crescimento em agar DSM.

Fonte: Spinosa (2002).

A oxidagdo de etanol para acido acético, no caso de Gluconobacter, e a
superoxidagao, que gera CO; e H,0O a partir do acido acético, no caso dos géneros
Acetobacter, Gluconacetobacter e Komagataeibacter, também pode ser detectado
através de meios de diferenciagdo. No meio de Carr (FUGELSANG; EDWARDS,
2007), por exemplo, a unica fonte de carbono é o etanol e utiliza-se o indicador
verde de bromocresol para acompanhar a mudanga de pH. Apdés a oxidagdo do
etanol, a cor do meio passa de verde para amarelo, indicando a formagao de acido
pela diminuigdo do pH. As Acetobacter sp. continuam a oxidagdo do acido gerado,
aumentando o pH do meio e retornando a cor verde inicial. Gluconobacter sp.,
incapaz de oxidar acetato, mantém o pH acido e a cor meio se mantém amarela.

Outro meio relatado para evidenciar a oxidagcao do etanol utiliza CaCO3;. O
acido aceético que é inicialmente formado dissolve o carbonato de calcio ocasionando
a formagao de zonas claras ao redor das colénias. Em seguida, a continuagao da
oxidagdo do acido acético pelo género Acetobacter gradualmente leva ao
desaparecimento das zonas claras em funcdo da precipatacdo do carbonato de
célcio (SIEVERS; SWINGS, 2005). Esse principio também é utilizado como prova
bioquimica da produgao de acido a partir de glicose, substituindo a fonte de carbono
etanol, por glicose, no meio sélido contendo CaCO3 (SPINOSA, 2002).

O (dlicerol € um componente importante do vinho, formado durante a
fermentacao alcodlica. G. oxydans e A. aceti podem metabolizar oxidativamente o

glicerol em dihidroxiacetona (denominado de cetogénese) sendo esta metabolizagéo
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também frequentemente utilizada como um teste bioquimico para identificacao

fenotipica (BARTOWSKY; HENSCHKE, 2008).

Os principais meios relatados para isolamento, cultivo e diferenciacdo destas

bactérias sdo apresentados na Tabela 2, a seguir.

Tabela 2. Principais meios utilizados para isolamento, cultivo e diferenciagao de

BAA.

Meio Composigdo (gL oumLL")

Fonte

Glicose (5); Extrato de Levedura (3); Peptona (4);
Acido acético (30); Etanol (30); Agar (9)
Extrato de levedura (0,5); Hidrolisado de

caseina (3); Etanol (3); Agar (15)

Extrato de Levedura (30); Etanol (20);
Verde de Bromocresol (0,022); Agar (20)
Glicose (0,5); Extrato de Levedura (5);
Peptona (3); Carbonato de calcio (15);
Etanol (15); Agar (12)

Glicose (1); Sorbitol (1); Manitol (2);

Extrato de Levedura (3,3); Proteose Peptona (10);
Lactato de Calcio (15); KH,PO, (1); MnSO4°H,O (0,02);
Cicloheximida (0,004); Parpura de Bromocresol (0,03);

Verde Brilhante (0,29 ug); Agar (15)
Glicose (50); Extrato de levedura (10);
Agar (15)

Glicose (50); Extrato de levedura (10);

Acido acético (10); Etanol (20); Agar (15)

Glicose (100); Extrato de levedura (10);
Carbonato de calcio (20); Agar (15)
Glicose (10); Extrato de levedura (10);
Carbonato de calcio (20); Etanol (30); Agar (10)

Glicose (30); Extrato de levedura (5);
Peptona (2); Agar (15)
Extrato de malte (15); Extrato de levedura (5);
Etanol (60); Agar (15)
Manitol (25); Extrato de levedura (5);
Peptona (3); Agar (12)
Glicose (40); Extrato de levedura (10);
Peptona (10); Na,HPO4+2H,0 (3,38); Acido citrico (1,5);
Acido acético (10); Etanol (20); Agar (10)
Sorbitol (50); Extrato de Levedura (5);
Peptona (3); Agar (12)
Glicose (20); Extrato de levedura (5);
(NH4),HPO, (0,26); MgSO,+7H,0 (0,05)
Glicose (20); Manitol (20); Extrato de levedura (10);
Acido acético (5); Etanol (20)
Extrato de levedura (10); Peptona (5);
Etanol (20); Agar (15)

AE (Acetic acid-Ethanol)

BME (Basal Medium plus
Ethanol)

Carr

CaCO;-Medium

DSM (Dextrose-
Sorbitol-Mannitol)

GY (Glucose-Yeast extract)

GYAE (Glucose-Yeast
extract-Acetic acid-Ethanol)
GYC (Glucose-

Yeast extract-CaCO;)
GYEC (Glucose-Yeast
extract-Ethanol-CaCQO3)
GYP (Glucose-

Yeast extract-Peptone)
MYA (Malt extract-
Yeast extract-Agar)
MYP (Mannitol-

Yeast extract-Peptone)

RAE (Reinforced AE)

SYP (Sorbitol-Yeast
extract-Peptone)
YG (Yeast extract-
Glucose)

YGM (Yeast extract-
Glucose- Mannitol)
YPE (Yeast extract-
Peptone-Ethanol)

Gullo et al. (2006)

Cleenwerck et al.

(2007)

Fugelsang; Edwards

(1997)

Sievers; Swings
(2005)

Cirigliano (1982)

Cleenwerck et al.

(2009)

Cleenwerck et al.

(2009)

Gullo et al. (2006)

Wu et al. (2012)

Entani et al. (1985)

Gullo; Giudici
(2008)
Gullo; Giudici
(2008)

Sokollek;
Hammes (1997)

Sievers; Swings
(2005)

Ohmori et al.
(1980)

Ohmori et al.
(1980)
Fugelsang;
Edwards (1997)

Fonte: Spinosa (2002); Martins (2012). Adaptado.
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de celulose pelos géneros Komagataeibacter e

Gluconacetobacter pode ser detectada pela formacdo de uma pelicula gelatinosa

produzida sobre a superficie de meios liquidos, quando cultivadas em condi¢des

estaticas, ou pelo surgimento de massas esféricas e/ou irregulares, de até 10 mm de

tamanho, sob cultivo em condigdes agitadas. Os principais meios sintéticos

relatados para produgdo de celulose sdo mostrados na Tabela 3. As principais

fontes de carbono utilizadas sao glicose, sacarose e frutose, sendo suplementados

com fontes de nitrogénio, minerais e etanol em alguns casos (SCHRAMM;
HESTRIN, 1954; GU; CATCHMARKA, 2012).

Tabela 3. Principais meios sintéticos utilizados para produgcao de celulose.

Meio

Composicdo (gL oumL L") Fonte

Barud-Medium

BM (Basal Medium)

Glucose-Medium

HS (Hestrin-Schramm)

M1A05P5-medium

Maneerung-medium
Mohite-Medium
Park-medium
Tang-medium
Yamanaka-medium
Zeng-medium

Zhou-medium

Glicose (50); Extrato de Levedura (4);
Na,HPO, (2); MgS0,+7H,0 (0,8); Etanol (20)
Glicose (50); Extrato de Levedura (5);
Peptona (5); Na,HPO4 (2); KoHPO,4 (1);
MgSO;, (0,25); Acido citrico (1)
Glicose (20); Extrato de Levedura (5);
KoHPO, (1); MgSO, (15); Etanol (20)
Glicose (20); Extrato de Levedura (5);
Peptona (5); Na,HPO, (2,7); Acido citrico (1,15)
Glicose (10); Extrato de Levedura (10);
Peptona (7); Acido acético (1,5);
Etanol (10)

Glicose (100); Extrato de Levedura (10)

Barud et al. (2015)

Li et al. (2012)

Ge et al. (2011) apud
Lin et al. (2015)

Hestrin; Schramm
(1954)

Cakar et al. (2014) apud
Aytekin; Demirbag;
Bayrakdar (2016)
Maneerung; Tokura;
Rujiravanit (2008)
Mohite et al. (2012) apud
Mohite; Patil (2014)
Park; Jung; Park

(2003)

Tang et al. (2010)

Sacarose (28,1); KNO; (5);

Na,HPO, (0,1); CaCl, (12,6); MgSO, (1)
Glicose (10); Extrato de Levedura (10);
Peptona (7); Acido acético (1,5); Succinato (0,2)
Glicose (25); Extrato de Levedura (10);
Peptona (7,5); Na,HPO, (10); Acido acético (10)

Glicose (50); Extrato de Levedura (5); Yamanaka et al.

Frutose (20); Extrato de Levedura (20); Zeng et al.
(NH,)2S0q4 (3,3); KHoPO4 (1); MgSO,4+7H,0 (0,122) (2011a)

Glicose (18); Sacarose (21); Milhocina (20);

(NH.)2S04 (4); KHaPO, (2); MgSO7H,0 (0.4) Zhou et al. (2007)
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1.1.3. Identificagcao Molecular

Além das técnicas tradicionais de identificagdo de géneros, que incluem
testes morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos, nos ultimos anos, uma variedade de
métodos baseados em técnicas moleculares de extracao de DNA e identificagao por
Reacdo em Cadeia de Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), tém sido
utilizados para identificagdo e diferenciagdo dos géneros, espécies e linhagens de
bactérias do acido acético. Entre eles, os principais métodos relatados foram: perfil
plasmidial; amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA por PCR; RAPD-PCR
(Random Amplified Polymorfic DNA); RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) dos genes 16S-23S rRNA amplificados por PCR; AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
do gene 16S rRNA parcialmente amplificado por PCR; REP-PCR (Repetitive
Extragenic Palindromic); Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-
PCR), Hibridizagdo DNA-DNA e 16S e ITS-ARDRA (Intergenic Transcibed Spacer-
Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis) (MARTINS, 2012; TRCEK; BARJA,
2015). Estas técnicas apresentam diferengas no tempo de execugao e instrumentos
utilizados bem como na capacidade de discriminagao. Por exemplo, nos trabalhos
relatados, enquanto os métodos DGGE-PCR e RFLP-PCR permitiram a identificacdo
de géneros (RUIZ et al., 2000; DE VERO; GIUDICI, 2008), os métodos ERIC-PCR,
PCR da regidao do gene 16S rRNA e a analise do perfil plasmidial possibilitaram a
identificacéo de espécies (SIEVERS et al., 1998; TEUBER; SIEVERS; ANDRESEN,
1987; FRANKE-WHITTLE et al., 2005; WU et al., 2010).

Outra abordagem mais recente descreve o uso, com sucesso, do perfil de
proteinas obtidas por MALDI-TOF MS (do inglés “Matrix Assisted Laser Desorption
/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry”) de bactérias intactas, para
diferenciacado dos diferentes géneros, espécies e linhagens da mesma espécie. O
instrumento MALDI-TOF MS apresenta trés componentes principais: uma camara de
ionizagcao onde ocorre a vaporizagao da amostra, um analisador de tempo de voo
que separa os ions de acordo com sua relagdo massa-carga (m/z) e um detector de
particulas para monitorizar os ions separados. O espectro de massa resultante é
composto de 10 a 30 picos que correspondem a proteinas soluveis de alta
abundancia, sendo unico para cada bactéria. A partir da correspondéncia do

espectro gerado pela amostra com um espectro disponivel em um banco de dados
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de espectros de linhagens de referéncia, realiza-se a identificacdo da bactéria
desconhecida. O MALDI-TOF MS é descrito como uma ferramenta rapida e
adequada para diferenciagao e identificacdo de bactérias associadas a producao de
vinagre e permite que os microrganismos sejam distinguidos em nivel de espécie ou
mesmo subespécies. Porém, ainda é necessaria a criagdo de mais espectros para
as espécies mais frequentemente encontradas e a integracdo desses espectros na
base de dados, para permitir uma diferenciagdo inequivoca das bactérias
desconhecidas (ADRES-BARRAO et al., 2013; TRCEK; BARJA, 2015).

1.1.4. Métodos de Contagem

A dificuldade na determinacdo da populagdo total de bactérias do acido
acético é relatada na literatura e atribuida a diversos fatores, entre eles, ao
fendbmeno de estado viavel, mas nao cultivavel, onde a populacao é frequentemente
subestimada pela incapacidade de cultivo em meios de crescimento; ao arranjo das
bactérias, uma vez que elas podem ocorrer em pares, cadeias ou agregados, o que
pode representar uma unica colbnia quando plagueadas em meio sodlido; e ao
biofilme formado na superficie das placas de Petri, quando as bactérias crescem, o
que impede a formacdo de colénias e a subsequente contagem (BARTOWSKY;
HENSCHKE, 2008; FERNANDEZ-PEREZ et al., 2010b; VEGAS et al., 2010). Essa
limitagao foi observada por Spinosa (2002) ao tentar determinar a populagao de BAA
a partir de fermentadores industriais. O numero de bactérias viaveis foi obtido
através do método de contagem direta em microscopio optico, utilizando a camara
de Neubauer e o corante vital azul de trypan 0,2% como um diferenciador da
viabilidade celular.

Outro método relatado para enumeragao de BAA viaveis, mas nao cultivaveis
foi realizado utilizando a técnica da PCR em tempo real (RT-PCR em inglés “Real-
time PCR’), sendo esta descrita como uma ferramenta rapida, sensivel e precisa. No
trabalho de Gonzalez et al. (2006), a RT-PCR mostrou-se adequada para a
enumeragao destas bactérias em amostras de vinagres e vinhos artificialmente
contaminados. Foi possivel a quantificacdo de bactérias acéticas mesmo em
amostras contaminadas com outros microrganismos, como leveduras, sem inibigdo
causada pela presenca destas. A RT-PCR também foi utilizada por Torija et al.

(2010), empregando sonda TagMan e primers especificos para deteccédo e
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enumeragao de cinco espécies de BAA em amostras de vinho e vinagre. Em outro
meétodo desenvolvido, descrito por Mesa et al. (2003) e Baena-Ruano et al. (2006),
foi utilizada a coloragao de epifluorescéncia para a enumeracao de bactérias totais,
viaveis e ndo viaveis durante a produgao de vinagre. A técnica consiste no uso de
uma mistura apropriada de dois corantes fluorescentes que diferem nas suas
caracteristicas espectrais bem como na sua capacidade de penetrar em células
bacterianas saudaveis. As bactérias com membrana citoplasmatica intacta tingem-se
de verde fluorescente, enquanto que as bactérias com membranas danificadas
tingem-se de vermelho fluorescente. A leitura é realizada em microscopio equipado

com lampada de mercurio e filtros apropriados para o método empregado.

1.1.5. Produtos do Metabolismo de Bactérias do Acido Acético
1.1.5.1. Vinagre e Acido Acético

O vinagre é uma solugédo aquosa de acido acético presente em concentragao
entre 4% a 12%, conhecido e consumido no mundo todo como condimento alimentar
e conservante (BRASIL, 2012; CHEN et al., 2013a; BUNICK et al., 2012; WU et al.,
2012).

Este produto €& geralmente obtido através da fermentacdo de fontes de
carboidratos, como glicose ou amido hidrolisado, num processo dividido em duas
etapas principais: primeiramente ocorre uma fermentagédo anaerdbica, conduzida por
leveduras do género Saccharomyces cerevisiae que produzem etanol (Reagéo 1),
seguido por uma oxidagdo do etanol gerado, realizada por bactérias que convertem
o etanol a acido acético (Reacado 2). Matérias-primas constituidas de amido ou
carboidratos complexos necessitam ainda de sacarificacdo anterior a fermentacao
alcodlica, para liberagdo de agucares fermentesciveis. As principais matérias-primas
utilizadas para producdo do vinagre sdo as bebidas derivadas da fermentagao
alcoolica de frutas, como vinho e sidra, cereais, como arroz, e o mel (RASPOR,;
GORANOVIC, 2008; DU et al., 2011; UYSAL et al., 2013; YETIMAN; KESMEN,
2015). O vinagre de alcool ou vinagre “branco” é originado a partir da fermentacéo
acética de solugdes hidroalcodlicas diluidas e, segundo Mas et al. (2014), este é o

vinagre mais produzido mundialmente.
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O uso do vinagre é datado ha mais de 10000 anos. Conhecido pela maioria
das antigas civilizagdes, ja era utilizado medicinalmente ha séculos, como agente
antisséptico para o tratamento de feridas e lavagem das maos. Hoje, comumente
empregado como um ingrediente em conservas de frutas e vegetais e em preparo
de molhos para saladas, o vinagre se tornou reconhecido por suas propriedades
funcionais, tais como: atividades antibacteriana e antioxidante, reducao da pressao
arterial, regulacédo da glicose sanguinea e prevengao de doengas cardiovasculares,
conforme relatados na literatura. Tais propriedades funcionais estdo possivelmente
relacionadas as substancias bioativas presentes nos vinagres, como por exemplo,
os polifendis (XAVIER et al., 2011; MARQUES et al., 2010; VANIN et al., 2012;
BUDAK et al., 2014).

Figura 2. Reagdes quimicas ocorridas nas etapas de fermentagao alcodlica e acética
para obtencgao do vinagre.

12 Reacgao (Fermentagao alcéolica):

levedura
CeéH1206 —> 2 CH3CH,OH + 2 CO,

anaerobiose

22 Reagao (Oxidagao):

bactéria acética
CH3;CH,0OH + O, ———> CH3COOH + H,0
ar

Apesar de ser derivado de um processo espontaneo que ocorre em vinhos e
mostos em contato com o ar, o grande consumo medicinal e alimenticio do vinagre
tornou necessaria a elaboracdo de processos tecnoldgicos visando a obtengao
comercial do produto. Atualmente, os métodos tradicional (lento), submerso e rapido
sd0 0s principais processos relatados para a produgao de vinagre (SPINOSA, 1996;
VEGAS et al., 2010; VALERA et al., 2015; YETIMAN; KESMEN, 2015).

1.1.5.1.1. Método Tradicional ou Lento
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No método tradicional de produgdo de vinagre, também conhecido como
processo lento ou método Orleans, as bactérias crescem na superficie do liquido
durante a fermentagdo, mantendo contato direto com o oxigénio do ar atmosférico.
Para que isso ocorra, barricas de madeira sdo preenchidas em até 2/3 da
capacidade total, deixando uma camara de ar que € mantida em contato com o ar
externo através de orificios. A versdo mais atual deste processo inclui, além de furos
laterais para uma melhor circulacdo de ar, também um funil levado até a base do
barril pelo qual o vinho pode ser adicionado na parte inferior, sem alterar o polimero
formado na superficie do liquido pelas bactérias, denominado de “zoogleia” ou “mée
do vinagre” (VEGAS et al., 2010; MAS et al., 2014; YETIMEN; KESMAN, 2015).

O método tradicional de producdo pode levar de algumas semanas a alguns
meses ou até que o grau de acido acético seja suficientemente alcangado. O fato de
0 processo ser lento permite ndo s6 a acetificagcdo e o envelhecimento do produto,
mas também a producédo de metabdlitos secundarios pelas bactérias, 0 que aumenta
a complexidade sensorial do vinagre obtido. Este fato faz com que os vinagres
produzidos pelo método tradicional sejam considerados de alta qualidade (VEGAS et
al., 2010; MAS et al., 2014; YETIMAN; KESMEN, 2015).

1.1.5.1.2. Método Rapido

Nesse método de producgao € utilizado um gerador, sob a forma de um tanque
cilindrico, divido em trés partes: se¢ao superior, se¢ado maior ou do meio e segao
inferior. A se¢cao mediana é preenchida com aparas de madeira, sabugo de milho,
bagaco de cana ou outro material propicio a formacgao de grande area de exposigao.
O liquido a passar pelo processo de avinagramento € colocado na parte superior,
por meio de um alimentador, e entdo € transferido a parte central, por meio de um
pulverizador. Na se¢cao mediana, por gotejamento, o liquido se depara com um filme
de bactérias, desenvolvido no material de suporte, onde ocorre a oxidacédo do alcool
a acido aceético. Da parte central, novamente por gotejamento, o liquido passa para a
parte inferior, de onde é coletado. Essa mistura em acetificagdo pode circular pelo
gerador, por bombeamento, quantas vezes forem necessarias, até a completa
oxidagao do etanol a acido acético. Antes de entrar em atividade, um novo gerador
recebe o vinagre, contendo as bactérias acetificantes, em sua parte mediana. Estas

serado responsaveis pela inoculagdo dos microrganismos desejados no material de
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suporte. O método rapido originou-se a partir da observagdo da importancia da
aeragao no processo lento. O ar entra no gerador por meio de orificios situados no
fundo falso da secao mediana. Ao ser aquecido, esse ar sobe e é aspirado por cima
(SPINOSA, 1996; ZANCANARO JUNIOR, 2001; RASPOR; GORANOVIC, 2008).

1.1.5.1.3. Método Submerso

Neste método, as bactérias estdo submersas no liquido a ser acetificado,
devendo a circulacdo de ar no interior do tanque ser mantida de forma adequada e
continua durante todo o processo, de modo a fornecer o oxigénio necessario para a
fermentacao ocorrer. O termo “fermentacdo submersa” remete aos métodos de
producao de antibidticos e de cultivo de leveduras, nos quais 0s microrganismos
estdo sempre submersos no liquido em fermentacéo, onde se multiplicam e realizam
a conversao dos substratos em produtos. Por este método, o vinagre € produzido
num curto intervalo de tempo (entre 24 a 48 horas) e sua qualidade sensorial é
inferior ao vinagre obtido pelo método tradicional. Geralmente, o processo submerso
é utilizado para producao industrial de vinagres comerciais em fungcéo de sua alta
eficiéncia e produtividade (FERNANDEZ-PEREZ et al., 2010a; VEGAS et al., 2010;
SPINOSA et al., 2015).

1.1.5.2. Kombucha

O Kombucha € uma tradicional bebida obtida pela fermentagcdo de cha
acucarado com uma cultura mista de leveduras e bactérias do acido acético, que
formam uma pelicula celulésica denominada “fungo do cha”. As leveduras
fermentam o acucar presente para etanol, que é oxidado para acido acético pelas
bactérias. As principais BAA encontradas no Kombucha foram K. xylinus, A. aceti, A.
pasteurianus e G. oxydans. Diversos géneros de leveduras foram também
identificados tais como Saccharomyces, Candida, Torulospora, Koleckera,
Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Brettanomyces, Pichia, Mycotorula e
Mycoderma (MARSH et al.,, 2014; NGUYEN et al.,, 2015; AYED; ABID; HAMDI,
2017). E relatado que a bebida Kombucha possui uma série de propriedades, como
melhora da saude, aumento da longevidade e melhora de disturbios

gastrointestinais. Tais propriedades benéficas sédo atribuidas principalmente a sua
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composi¢cdo. As analises quimicas do Kombucha mostraram a presenga de varios
acidos organicos, tais como acido acético, glucdnico, glucurdnico, citrico, lactico,
malico, tartarico, malbnico, oxalico, succinico e piruvico, além de outros nutrientes
como acgucares, vitaminas, aminoacidos e compostos fendlicos, provenientes do
substrato fermentativo. Estes compostos fendlicos agem como antioxidantes no
corpo eliminando radicais livres nocivos envolvidos em doengas degenerativas. Os
chas preto e verde s&do os substratos mais usados para preparagao do Kombucha,
mas a busca por outras fontes ricas em antioxidantes levou também ao uso de
sucos de frutas, que contém mais vitaminas e nutrientes para o corpo humano
(JAYABALAN et al., 2014; AYED; ABID; HAMDI, 2017).

1.1.5.3. Acido Glucdnico

O acido glucbénico (CgH1207) € um acido organico componente natural de
frutas, plantas, vinho e mel. Fornece um sabor acido refrescante aos produtos,
podendo ser utilizado como um aditivo na industria de alimentos. Pode ser produzido
quimicamente ou por processos enzimaticos, porém, o método mais comum para a
sua sintese é a fermentacdo oxidativa. A variedade de bactérias capazes de
metabolizar glicose para acido glucénico inclui varios géneros de BAA e outros
géneros, como Pseudomonas e Zymomonas (CANETE-RODRIGUEZ et al., 2016).

O acido glucénico pode ser sintetizado por bactérias acéticas por duas vias
diferentes. Na primeira via, a D-glicose é diretamente oxidada pela glucose-
desidrogenase (GDH) ligada a membrana externa. Na segunda via, a glicose é
primeiramente levada para dentro das células e depois convertida em D-gluconato,
por oxidagao via pentose fosfato catalisada pela glucose-desidrogenase intracelular.
Porém, a produgao de acido D-glucdnico é principalmente resultado da oxidagao
direta no espacgo periplasmico, uma vez que a atividade da GDH ligada a membrana
é 30 vezes maior do que a do GDH citosadlica (SAINZ et al., 2016).

O acido glucdnico foi proposto ser um parametro de qualidade de produtos
porque contribui para o perfil aromatico dos alimentos. Consequentemente, é
preferivel o uso de bactérias que produzem simultaneamente acido glucdnico e
acido acético durante a fermentacao, quando a qualidade sensorial do produto final
€ esperada (MOUNIR et al., 2016).
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O uso do acido glucbdnico também é relatado na industria farmacéutica, sob a
forma de gluconatos de metais divalentes como Ca?*, Mg®* e Fe?**, servindo como
suplementos minerais para tratar hipocalcemia, hipomagnesemia e anemia,
respectivamente. Finalmente, acido glucdnico € utilizado como substrato para a
produgédo de derivados como 2-ceto-D-gluconato (2-KGA) e 5-ceto-D-gluconato
(5-KGA), através da oxidagdo regiosseletiva pelas desidrogenases de algumas
bactérias do acido acético, como G. oxydans. 2-KGA pode ser usado para sintese
quimica de outros compostos, como o0 acido isoascorbico ou de heterociclos,
enquanto o 5-KGA é util na produgao de acido tartarico, um antioxidante da industria
de alimentos, bem como para a producdo de vitamina C através do método Gray
(CANETE-RODRIGUEZ et al., 2016).

1.1.5.4. Sorbose e Acido Ascoérbico

Bactérias do acido acético, particularmente as do género Gluconobacter,
podem ser usadas para conversao oxidativa de sorbitol a sorbose, um intermediario
importante na produgédo do acido L-ascérbico (vitamina C). Duas enzimas ligadas a
membrana desempenham papel na produgao microbiolégica de L-sorbose a partir
de D-sorbitol. Uma é a glicerol desidrogenase (GLDH), que oxida alcoois de agucar,
como, por exemplo, glicerol a dihidroxiacetona, D-manitol a D-frutose e D-arabitol a
D-xilulose. A outra enzima oxidante € a sorbitol desidrogenase (SLDH), que catalisa
a oxidacao regiosseletiva de D-sorbitol (OLIVEIRA et al., 2010; HATTORI et al.,
2012). O acido L-ascorbico (Vitamina C) tem papel importante na alimentag&o
humana e animal e pode ser utilizado como um antioxidante na industria de
alimentos para fins de conservacgao. Ele ainda € comercialmente sintetizado através
do processo Reichstein-Grissner, constituido de sete etapas, utilizando D-glucose
como substrato de partida. Esse processo envolve seis etapas quimicas e uma
etapa de fermentacdo, que é a oxidagcao de D-sorbitol em L-sorbose. Esta etapa
bioquimica é catalisada pela sorbitol desidrogenase de G. oxydans, uma vez que a
oxidacdo quimica do sorbitol resultaria na racemizagcao da L-sorbose e reduziria o
rendimento pela metade. Tal fato demonstra a importancia da biotransformacéao
estereospecifica de D-sorbitol para L-sorbose catalisada por G. oxydans
(DEPPENMEIER; HOFFMEISTER; PRUST, 2002; MUYNCK et al., 2007).
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1.1.5.5. Cacau

A popularidade do cacau, matéria-prima para a fabricagdo de chocolate, ndo
esta relacionada ao seu valor nutritivo, mas sim ao seu sabor, cor e aroma. Para
obter essas propriedades sensoriais, o cacau deve passar pelo processo de
fermentacdo para resultar no sabor, aroma e cor desejados. O cacau é, portanto,
classificado na categoria de alimentos cujo sabor caracteristico € desenvolvido
através de um bioprocesso, necessitando de fermentacdo microbiana para o
desenvolvimento do seu sabor. A principal razdo para esta fermentacao € induzir a
transformacao bioquimica dentro dos frutos que leva a formagao da cor, do aroma e
do sabor do cacau. O bioprocesso € espontaneo e, portanto, as espécies
microbianas presentes diferem entre lotes e diferentes localizagdes geogréficas.
Ocasionalmente, uma fermentagdo mais controlada €& necessaria, e culturas
iniciadoras s&o utilizadas. Os principais microrganismos identificados na
fermentacao foram leveduras, bactérias laticas e bactérias acéticas. Os eventos que
ocorrem durante a fermentagdo correspondem a uma sucessao de microrganismos
que metabolizam a polpa. Ao iniciar a fermentacdo, o baixo pH e o alto teor de
aclcar da polpa permitem a fermentacdo por leveduras e bactérias lacticas. A
medida que os microrganismos fermentam os agucares, produzem calor e elevam a
temperatura. A medida que a temperatura sobe e o alcool se acumula, a proporcao
de leveduras cai, predominando as BAA, cujo crescimento é favorecido também pela
presenca de oxigénio e ao baixo pH. As espécies de BAA predominantemente
identificadas foram A. lovaniensis, na produg¢ao de cacau na Republica Dominicana
e Acetobacter syzygii, A. pasterianus e A. tropicalis, no caso da produgado de cacau
de Gana. Presenca de Gluconobacter spp. e Acetobacter ghanensis também foram
relatadas. Os metabolitos mais importantes produzidos sdo os acidos acético e
lactico que sdo os responsaveis pelo sabor acido (RASPOR; GORANOVIC, 2008;
KOMAGATA; IINO; YAMADA, 2014).

Uma vez que a producao e a exportacdo de cacau representam uma parte
significativa da renda de alguns paises, melhorias do bioprocesso de producéo e o
aumento da eficiéncia do metabolismo sdo de grande importancia e interesse para
pesquisas (RASPOR; GORANOVIC, 2008).
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1.1.5.6. Celulose

A celulose é um homopolimero linear, insoluvel em agua e constituido de
unidades repetidas de B-D-glicose (CgH10Os)n alternadamente giradas em 180°,
unidas por ligagdes glicosidicas (1—4) (Figura 3) (MATTHEWS et al., 2011;
GIBSON, 2012).

Figura 3. Estrutura da celulose.

Fonte: Sheykhnazari et al. (2011).

A celulose é um polimero sintetizado por muitos organismos diferentes,
incluindo plantas, algas e algumas bactérias. A produgédo microbiologica tem atraido
interesse nos ultimos anos devido as propriedades e caracteristicas incomuns da
celulose obtida. Essa producao se da sob a forma de uma pelicula extracelular, que
rapidamente se agrega em microfibrilas celulosicas. Diferentemente da celulose
sintetizada por plantas, a qual € normalmente encontrada misturada com lignina e
hemicelulose, a celulose obtida a partir de bactérias apresenta propriedades fisico-
quimicas e mecanicas superiores a da celulose vegetal, tais como: maior grau de
pureza e indice de cristalinidade, maior grau de polimerizagdo, melhor capacidade
de absorgao e retengcdo de agua, maior resisténcia a tragdo, maior elasticidade e
biocompatibilidade, além de ndo apresentar toxicidade (MOHAMMADKAZEMI; AZIN;
ASHORI, 2015; KUO et al., 2016; LIN et al., 2016).

Embora possua a mesma férmula quimica que a celulose vegetal, a celulose
produzida por bactérias € descrita como uma fibra fina, de dimensdes nanoméricas,
cujo tamanho, pureza e cristalinidade dao a esta fibra propriedades distintas. Ela
fornece uma textura muito mais suave as formulacdes de alimentos, nos quais o

conteudo em gordura foi substancialmente reduzido. Além disso, é relatado que a
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celulose bacteriana possui poder espessante a baixas concentragdes, € um agente
estabilizante para conservacdo da umidade durante o armazenamento, é agente
gelificante, sendo utilizada como melhorador de textura e firmeza de alimentos e
fornece estabilidade ao aquecimento apds a esterilizagado por calor (DONINI et al.,
2010; SHI et al., 2014). A produgao de celulose por bactérias é considerada uma
area promissora devido a crescente necessidade de celulose pura e cristalina. Na
industria medicinal a celulose bacteriana tem uma importante aplicacdo, sendo
utilizada como um regenerador de tecidos e funcionando como pele artificial
temporaria, aplicada sobre queimaduras e ulceras (DONINI et al., 2010).

O produto alimenticio denominado de Nata de coco é obtido pela producéo de
celulose bacteriana a partir de agua de coco ou leite de coco, adicionado de
sacarose, di-hidrogenofosfato de amonio e indculo, sendo consumido principalmente
nas Filipinas, Tailandia, Indonésia e outros paises do Sudeste Asiatico. Apds a
fermentacado a 28-31°C, durante 12 a 15 dias, forma-se uma camada de 5 a 7 cm de
espessura de celulose. Lavando-a com agua e removendo o acido acético, o filme é
cortado em cubos e servido como uma sobremesa. A analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA demonstrou que K. xylinus e K. hansenii sdo as principais
responsaveis producdo de Nata de coco. Além delas, A. pasteurianus, A.
orleanensis, A. lovaniensis, G. oxydans e G. frateurii também foram identificadas no
processo de produgcdo (KOMAGATA; IINO; YAMADA, 2014).

De acordo com Kuo et al. (2016), a celulose bacteriana é excretada por varias
espécies de bactérias incluindo Komagataeibacter (anteriormente Acetobacter e
Gluconacetobacter), Agrobacterium, Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter,
Rhizobium, Sarcina e Salmonella. Porém, na maior parte dos estudos direcionados a
producao de celulose bacteriana, utiliza-se a Komagataeibacter xylinus devido a sua
maior capacidade em produzir celulose, em comparagdo com outras espécies, a
partir de uma ampla gama de fontes de carbono e nitrogénio, o que tornou esta
espécie um sistema modelo para o estudo da biogénese da celulose e também
devido a sua aplicabilidade na biossintese industrial. No entanto, ainda ¢é dificil obter
uma produtividade elevada num sistema de fermentagdo em grande escala devido
ao seu baixo rendimento em condi¢des agitadas. Mais pesquisas sao necessarias a
fim de desenvolver métodos para produzir celulose bacteriana com maior
rendimento e o menor custo possivel (STASIAK; BLAZEJAK, 2009; MAMLOUK;
GULLO, 2013; MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI, 2015; VALERA et al., 2015).
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Além da Komagataeibacter xylinus, outras espécies de BAA associadas a
producdo de vinagre foram relatadas para obtencdo de celulose. Entre elas,
pesquisas utilizando K. hansenii (LI et al., 2012; UL-ISLAM; KHAN; PARK, 2012;
RANI; APPAIAH, 2013; UL-ISLAM et al., 2013; LIN et al., 2014; MOHITE; PATIL,
2014), G. entanii (Bl et al., 2014), K. intermedius (KOSE et al., 2013; YANG et al.,
2013a), K. europaeus (ZENG; LAROMAINE; ROIG, 2014), Gluconacetobacter
sacchari (CARREIRA et al., 2011; TROVATTI et al., 2011; GOMES et al., 2013),
Komagataeibacter sucrofermentans (SANTOS et al., 2015), Gluconacetobacter
medellensis (CASTRO et al., 2012) e A. aceti (DAYAL et al., 2013) foram relatadas.

Durante a fermentagao para a producgéo de vinagre, a formacéo de celulose é
evidenciada pelo surgimento de uma manta gelatinosa formada na superficie do
caldo de fermentacdo. Para a bactéria, essa pelicula funciona como um mecanismo
de flotagdo que permite ao microrganismo permanecer na interface ar/liquido,
obtendo oxigénio com maior facilidade para seu crescimento e ainda atua como uma
barreira fisica que auxilia na protecao das células contra a radiagcao ultravioleta. A
pelicula de celulose também aumenta a capacidade de colonizar substratos e seu
carater higroscopio permite a retencdo de umidade prevenindo a desidratacdo do
substrato (DONINI et al., 2010).

A sintese de celulose por microrganismos envolve trés etapas principais. A
primeira etapa refere-se a polimerizagédo de glicose em cadeias de -(1—4)-glucana,
a partir da glicose transportada do meio externo para o citoplasma da bactéria. A
segunda etapa envolve a secrecdo extracelular das cadeias longas de glucanas,
com didametro de até 1,5 nm. A terceira etapa corresponde a organizagdo e a
cristalizagcdo das cadeias lineares, agregando-se em microfibrilas, de 3-4 nm, por
meio de ligagdes de hidrogénio e forgcas de Van der Walls, ficando dispostas em
tiras. Como resultado desse processo, ha formagao de uma estrutura tridimensional
e resistente denominada microfibrila de celulose (DONINI et al., 2010; SIEVERS;
SWINGS, 2005).

A conversao da glicose transportada do meio externo para o citoplasma
bacteriano ocorre em quatro estagios, sendo catalisados por quatro enzimas: a
glicoquinase, responsavel pela fosforilagdo do carbono 6 da glicose, a
fosfoglicomutase, que catalisa a reagdo de isomerizacdo da glicose-6-fosfato para
glicose-1-fosfato, a UDPG-pirofosforilase (glicose-1-fosfato uridililtransferase), que

sintetiza a UDP-glicose, e a celulose sintase, que produz a celulose a partir de UDP-
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glicose (DONINI et al., 2010). Resumidamente, a sintese de celulose a partir da
glicose pode ser representada conforme mostrado na Figura 4, a seguir.

Figura 4. Esquema da sintese de celulose bacteriana.

Fonte: MAMLOUK; GULLO (2013); HA et al. (2011). Adaptado.

A estrutura cristalina das microfibrilas apresenta duas formas alomorficas de
ocorréncia natural, que diferem no padrdao das ligagdes de hidrogénio entre as
cadeias, sendo elas a celulose | e a celulose Il. A celulose | € composta de cadeias
paralelas dispostas uniaxialmente através de for¢cas de van der Waals enquanto as
cadeias da celulose Il sdo dispostas de forma aleatdria. Elas s&o na maior parte
antiparalelas e com grande numero de ligagbes de hidrogénio, o que resulta em uma
forma mais estavel, porém caracterizada por propriedades mecanicas mais baixas. A

celulose |, que é a principal forma encontrada na natureza, pode ocorrer ainda sob
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duas formas alomorficas: celulose la (uma cadeia em uma célula unitaria triclinica) e
celulose IB (duas cadeias em uma célula unitaria monoclinica). As quantidades
relativas de celulose la e If variam entre amostras de diferentes origens. Enquanto a
forma la é a principal forma encontrada na parede celular de algumas espécies de
algas e em celulose bacteriana, a forma I3 foi a principal forma encontrada em fibras
de algoddo e madeira (NISHIYAMA et al., 2003; FESTUCCI-BUSELLI; OTONI;
JOSHI, 2007; HARRIS et al., 2012; GEA et al., 2011). A estrutura microfibrilar da
celulose é a responsavel pela maioria das suas propriedades, como a alta
resisténcia a tragdo, alto indice de cristalinidade e maior grau de polimerizagao
(MOHITE; PATIL, 2014).

A sintese de celulose por bactérias pode ocorrer em condi¢des estaticas ou
em meio agitado. No entanto, as celuloses obtidas sob estas condi¢gbes sao
distintas. Em meio estatico, uma pelicula gelatinosa € formada na interface ar-
liguido que cresce no sentido descendente. Em meio com agitagdo, massas
irregulares ou esféricas de celulose séo formadas e distribuidas no meio. A celulose
produzida em meios com agitagcdo exibe um menor grau de polimerizagado e
cristalinidade do que a produzida sob cultivo estatico, o que pode ser resultado da
tensdo de cisalhamento durante a agitacdo (NEERA; RAMANA; BATRA, 2015;
RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015).

1.1.5.6.1.  Substratos para bioprodugao de celulose por bactérias

Segundo Jozala et al. (2015), os meios de cultura sdo os principais fatores
que determinam os custos do processo para a obtencéo de celulose bacteriana. Os
meios comuns para a produg¢ao, como o Hestrin-Schramm (HS), séo limitados para
aplicacédo em grande escala devido ao alto custo (YIM; SONG; KIM, 2016). Assim,
varios estudos tém se dedicado a encontrar novas fontes de carbono, de menor
custo, a fim de otimizar o bioprocesso e visando alcangar maiores rendimentos. De
acordo com Goelzer et al. (2009), o uso de residuos agroindustriais € uma
interessante alternativa. A Tabela 4, a seguir, apresenta as principais matérias-
primas, como cascas de frutas e outros residuos gerados pela agroindustria, ja
relatadas para a producéo de celulose. Ainda nao ha relatos do estudo da producéao
de celulose, utilizando como substrato o melago de soja, um coproduto gerado pela

industria do processamento da soja, rico em carboidratos e outros nutrientes.



Tabela 4. Matérias-primas utilizadas na producao de celulose bacteriana relatadas na literatura.

Substrato/

Tempo de

Producao de

Fonte de carbono Microrganismo fermentagao Condigoes celulose bacteriana Fonte

Agua de coco K. xylinus 7 dias Agitado 17,1 g 200 mL™" Almeida et al. (2008)

Bagaco de uva K. xylinus 14 dias Estatico 8,0gL" Vazquez et al. (2013)

Capim-elefante

(Pennisetum purpureum) K. xylinus 14 dias Estatico 6,40g L™ Yang et al. (2013b)

hidrolisado

Casca de abacaxi K. hansenii 7 dias Estatico 12,59 100 mL™ Kumbhar et al. (2015)

" 1

ﬁifgﬁ‘sgz:‘"oz K. xylinus 10 dias iztlfat'c‘;g fg; g t_1 Goelzer et al. (2009)

Casca de café cereja K. hansenii 14 dias Estatico 560¢g L Rani; Appaiah (2013)

Casca de melancia K. hansenii 7 dias Estatico 10 g 100 mL’ Kumbhar et al. (2015)

Casca de uva G. sacchari 4 dias Estatico 0,63 g L Carreira et al. (2011)

Casca e bagacgo de

frutas citricas K. xylinus 8 dias Estatico 5,79 L Fan et al. (2016)

hidrolisados

Cha verde K. xylinus 7 dias Estatico 0,20g L™ Nguyen et al. (2008)

Cha preto K. xylinus 7 dias Estatico 0,14gL" Nguyen et al. (2008)

E;f('ji‘; :deam"ho K. xylinus 14 dias Estatico 40gL" Huang et al. (2015)

Extrato de lichia K. xylinus 14 dias Estatico 2,53¢gL" Yang et al. (2016)
.. , " 1 Rani; Udayasankar;

Extrato de uva K. hansenii 14 dias Estatico 747gL Appaiah (2011)

Ef’(;’rf)ﬁ;:gsrmba K. xylinus 10 dias Estatico 327gL" Bilgi et al. (2016)

Frutas apodrecidas K. xylinus 4 dias Estatico 60,2 mg mL™ Jozala et al. (2015)
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Tabela 4. Matérias-primas utilizadas na producéo de celulose bacteriana relatadas na literatura (Continuagao).

Substrato/

Tempo de

Producao de

Fonte de carbono Microrganismo fermentagao Condigoes celulose bacteriana Fonte
Glicerol (remanescente . : " 4
da producdo de biodiesel) K. xylinus 14 dias Estatico 10,0gL Vazquez et al. (2013)
Maple syrup K. xylinus 21 dias Agitado 1,51¢ L Zeng et al. (2011b)
Melaco de cana K. xylinus 7 dias Estatico 1,64gL" Cakar et al. (2014)
Melaco de beterraba K. xylinus 5-7 dias Estatico 1,75 9.250 mL™ Keshk et al. (2006)
:;':ji:: dtar'go K. xylinus 7 dias Estatico 12,0g L Chen et al. (2013b)
Residuode K. hansenii 14 dias Estatico 7,029 L Lin et al. (2014)
cervejaria hidrolisado
Residuo da extragao
de azeite de oliva G. sacchari 4 dias Estatico 0,85g.g L Gomes et al. (2013)
hidrolisado
Residuo téxtil a base
de algodéo K. xylinus 14 dias Estatico 10,8g L™ Hong et al. (2012)
hidrolisado
Soro de leite K. xylinus 4 dias Estatico 5,9 mg mL™ Jozala et al. (2015)
Suco da casca de G. swingsii sp. 13 dias Estatico 280gL" Castro et al. (2011)
abacaxi
Suco de laranja K. xylinus 14 dias - 5,90gL" Kurosumi et al. (2009)
Vinhaga (residuo de K. xyli 7 di Estati 6269 L" Wu; Liu (2013
destilaria de vinho) - Xynus 1as statico <09 u; Liu( )
Xarope de tamaras K. xylinus 8 dias Estatico 58gL" Lotfiman et al. (2016)
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1.1.5.6.1.1. Melaco de Soja

Um dos produtos de soja mais comumente utilizado é o éleo que é obtido por
extragdo a partir dos graos triturados utilizando um solvente organico (geralmente
hexano). O farelo proteico residual gerado neste processo pode ser novamente
processado originando o concentrado proteico de soja (CPS) e um coproduto
denominado melago de soja. Para a precipitagdo das proteinas da soja geralmente
utiliza-se uma solucao extratora de etanol a 70-90%, porém, este processo pode ser
também alcancado através da precipitacdo acida das proteinas no seu ponto
isoelétrico (pH em torno de 4,5) apos a solubilizagdo destas em pH alcalino ou ainda
por desnaturagdo das proteinas por calor seguido de extragdo com agua
(KACHRIMANIDOU et al., 2015; LONG; GIBBONS, 2013).

Com a crescente demanda por proteinas vegetais de alta qualidade na
industria de alimentagao humana e animal, a producéo de concentrados proteicos de
soja tem aumentado nos ultimos anos, gerando anualmente grandes quantidades de
melacgo de soja (GAO; LI; LIU, 2012). De acordo com Siqueira et al. (2008), partindo-
se de um volume inicial de uma tonelada de farelo de soja, podem ser obtidos cerca
de 800 kg de concentrado proteico e 200 kg de melago, conforme o fluxograma de
producao apresentado na Figura 5.

O melago de soja contém tipicamente cerca de 70% de sdlidos soluveis,
consistindo principalmente de carboidratos (entre 57 a 65% em peso seco) e
contendo juntamente quantidades menores de proteinas, lipideos e minerais. A
fragdo de carboidratos do melago de soja é composta por mono e dissacarideos
como glicose, frutose e sacarose além de oligossacarideos, principalmente rafinose
e estaquiose. A rafinose é um trissacarideo composto por frutose e glicose unidas
por ligacdo B-(1—2), e uma unidade de galactose unida com a glicose através de
ligagdo a-(1—6). A estaquiose é um tetrassacarideo que consiste em frutose, glicose
e duas moléculas de galactose unidas entre si e com a molécula de glicose através
de ligagao glicosidica a-(1—6) (GULERIA et al., 2008; RAJAN; NAIR, 2010; ZENG et
al., 2015). Na Figura 6 € apresentada a estrutura quimica dos oligossacarideos que
compdem a familia da rafinose, onde a sacarose, ligada a uma, duas ou trés
unidades sequenciais de galactose, por ligagao glicosidica do tipo a-(1—6), forma os

oligossacarideos correspondentes: rafinose, estaquiose e verbascose.
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Figura 5. Processo de producdo do concentrado proteico e do melago de soja.
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Fonte: Siqueira et al. (2008). Adaptado.

A tabela 5 apresenta a porcentagem em peso seco dos constituintes
majoritarios e dos carboidratos individuais presentes no melaco de soja.

Em funcdo do seu alto teor de acgucares fermentesciveis, além da
possibilidade de uso do melago de soja para alimentagdo animal, este coproduto
representa uma matéria-prima potencialmente fermentativa por microrganismos
(GAOQ; LI; LIU, 2012; ROMAO et al., 2012). Alguns estudos tém relatado o uso do
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melago de soja como um substrato fermentativo, utilizando bactérias e leveduras
com a finalidade de obtencdo de metabdlitos de interesse industrial, como por
exemplo, a produgéo de bioetanol por Saccharomyces cerevisiae (SIQUEIRA et al.,
2008; ROMAO et al., 2012; SILVA et al., 2012; CALDEIRAO et al., 2016) e por
Zymomonas mobilis (LETTI et al.,, 2012); exopolissacarideos (EPS) por Grifola
frondosa (CHIMILOVSKI et al., 2011); proteina microbiana (Single Cell Protein -
SCP) utilizando Candida tropicalis (GAO; LI; LIU, 2012), sintese de solventes
combinados (acetona, etanol e butanol) por Clostridium beijerinckii BA 101
(QURESHI; LOLAS; BLASCHEK, 2001) e sintese de acido lactico por Lactobacillus
salivarius (MONTELONGO; CHASSY; McCORD, 1993).

Figura 6. Estrutura dos oligossacarideos da soja.

< Verbascose >
< Estaquiose >
Galactose
CH OH P Rafinose =
2
W ——— Melibiose —
*CHZ
OH € Sacarose ——»
M Con O
Ligagdo a-1,6
gag O~-CH,
ll
Ligagdo a-1,6 0 —CH2
OH o Vv CHonO_____DH ¥
OH
Ligacédo a-1,6 OH (0] CH,OH
OH OH
Ligagdo -1,2

Fonte: Qureshi; Lolas; Blaschek (2001). Adaptado.
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Tabela 5. Composicéo centesimal aproximada do melago de soja.

Componente % em peso seco
Carboidratos totais 57 - 65
Glicose 0,2-1,3
Frutose 0,1-1,6
Galactose 0,25
Sacarose 26 — 32
Rafinose 4-10
Estaquiose 19 - 26
Proteinas 5-9
Lipideos 4-21
Cinzas 3-7
Fibras 6

Fonte: Siqueira et al. (2008); Chajuss (2004).
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CAPITULO 2:

BACTERIAS DO ACIDO ACETICO: ISOLAMENTO, SELEGAO E AVALIAGAO
DA CAPACIDADE DE SINTESE DE CELULOSE BACTERIANA E ACIDO
ACETICO, A PARTIR DE MELAGO DE SOJA

RESUMO

As bactérias do acido acético pertencem a um grupo de microrganismos com
importante aplicagdo industrial na producao de vinagres. Além do acido acético,
algumas linhagens sdo capazes de sintetizar celulose, um biopolimero reconhecido
por suas propriedades e aplicagdo industrial. Neste trabalho objetivou-se isolar
linhagens de bactérias do acido acético a partir de uma industria de vinagres a fim
de estudar o seu potencial uso na produg¢ao de celulose bacteriana e acido acético,
utilizando como substrato fermentativo o melago de soja, coproduto do
processamento da soja. O melago caracterizado apresentou, em média, 70,4 g 100
g'1 de carboidratos, dentre os quais os principais foram sacarose, estaquiose e
rafinose, contendo juntamente proteinas, lipideos e minerais, principalmente
potassio. Foram obtidos sete microrganismos isolados a partir de caldos de
fermentacdo de vinagre que foram caracterizados como bactérias do acido acético
apos testes bioquimicos. Dentre os microrganismos isolados, cinco produziram
celulose no meio Hestrin-Schramm (HS). O meio de cultura a base de melago de
soja mostrou-se adequado para a biossintese, aumentando a producgéo de 3,7 g L
obtido no meio HS apds 14 dias, para 10,0 g L™, no meio contendo melaco de soja e
2% de etanol. Ao longo da fermentagao, obteve-se uma acidez maxima de 1,9 g 100
mL" com um rendimento de 92,6%. Frutose, glicose, xilose e sacarose foram os
carboidratos consumidos, ndo sendo observado consumo para os oligossacarideos
rafinose e estaquiose. As membranas de celulose produzidas no meio a base de
melago de soja mostraram-se similares as obtidas no meio HS, de referéncia, em
relacdo a estrutura quimica, cristalinidade e degradacao térmica. A capacidade de
retencdo de agua e taxas de reidratagcdo e produgao diferiram estatisticamente,
demonstrando que as variaveis microrganismos e/ou substratos utilizados podem
interferir no bioprocesso e nas propriedades das membranas.

Palavras-chave: Isolamento. Microrganismos. Fermentagéo. Coproduto. Celulose.



65

1. INTRODUGAO

Bactérias do acido acético (BAA) sdo microrganismos estritamente aerébios,
Gram-negativos ou Gram-variavel, catalase positivos e em forma de bastonetes,
ocorrendo de forma unica, em pares ou em cadeias. Sao utilizadas ha séculos na
producao de vinagre por sua capacidade em oxidar o etanol a acido acético. Sao
descritos atualmente diversos géneros e espécies destes microrganismos sendo que
0s géneros Acetobacter, Komagataeibacter (anteriormente Gluconacetobacter) e
Gluconobacter sao os principais géneros associados a produgdo de vinagre
(ANDRES-BARRAO et al., 2012; TORIJA et al., 2010).

Outro metabdlito de interesse industrial, produzido por estas bactérias,
principalmente por espécies do género Komagataeibacter, como a K. xylinus, é a
celulose bacteriana, um polimero de dimensbes nanoméricas, que possui
propriedades superiores a celulose vegetal, tais como maior grau de pureza,
cristalinidade e polimerizagdo, melhor capacidade de absorgéo e retengcédo de agua,
maior resisténcia a tracdo, maior elasticidade e excelente biocompatibilidade e
biodegrabilidade (KUO et al.,, 2016; LIN et al., 2016). Devido as propriedades
incomuns da celulose bacteriana, ndo encontradas na celulose vegetal, pesquisas
tém buscado encontrar meios de cultura alternativos a produgdo microbiologica de
celulose, que possam substituir os meios tradicionais, no intuito de reduzir os custos
de producgao. Cita-se como exemplo o uso de cascas e bagaco de frutas (FAN et al.,
2016; KUMBHAR et al., 2015; VAZQUEZ et al., 2013), melago de cana-de-agucar
(CAKAR et al., 2014), palha de trigo (CHEN et al., 2013) soro de leite (JOZALA et al.,
2015) e outros residuos agroindustriais (GOMES et al., 2013; HONG et al., 2012;
LIN et al. 2014).

O melago de soja € um coproduto industrial gerado durante o processamento
da soja, especificamente apds a extragdo do 6leo e da produgdo do concentrado
proteico de soja (CPS). Ele é obtido por concentragdo dos agucares, utilizando uma
solucdo extratora de etanol e contém cerca de 70% de sdlidos soluveis, consistindo
principalmente de carboidratos. Além dos carboidratos, o melago contém ainda
quantidades significativas de proteinas, lipideos, fibras e minerais, sendo,
atualmente, utilizado principalmente para alimentacdo animal (LONG; GIBBONS,
2013; GAO; LI; LIU, 2012).
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O melago de soja representa uma matéria-prima residual, com potencial
fermentativo por bactérias e leveduras. Considerando que, industrialmente, os
processos fermentativos tém como principais objetivos o baixo custo de producao,
matérias-primas facilmente disponiveis e a selecdo de microrganismos com alto
rendimento, o estudo da produtividade de bactérias do acido acético na fermentacao
do melago de soja, para producdo conjunta de celulose e acido acético, pode
significar uma possibilidade de uso para este coproduto.

Baseado nisto, este trabalho objetivou isolar e selecionar linhagens de
bactérias do acido acético, a fim de avaliar o potencial de sintese de celulose
bacteriana e acido acético, utilizando como substrato o melago de soja.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

2.1.1. Matéria-Prima

Esta pesquisa utilizou como matéria-prima para a produg¢ao conjunta de acido
acético e celulose bacteriana, o melago de soja, coproduto do processamento da
soja, fornecido pela industria produtora Selecta® (Araguari — MG), na forma

concentrada (65—70 °Brix).

2.1.2. Microrganismos

As bactérias utilizadas foram isoladas a partir de caldos de fermentacdo de
vinagres de frutas e cereais, obtidos junto a industria “Tecnologia em Saude

Industria de Alimentos”, localizada na cidade de Assis - SP.
2.2. Meétodos
2.2.1. Caracterizagao da matéria-prima

O melago de soja foi caracterizado em relagdo aos teores de umidade por
secagem em estufa a 105 °C, cinzas por incineragdo em mufla a 550 °C e proteinas
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pelo método de Kjeldahl, conforme as respectivas metodologias da AOAC (2012). O
teor de lipideos foi determinado pelo método de Bligh-Dyer (1959).

Os carboidratos presentes no melago de soja foram quantificados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando um cromatégrafo a
liquido (Shimadzu, Quioto, Japao) acoplado com sistema de detecgao por indice de
refragdo RID-10A e gerenciado pelo software LC Solutions (Shimadzu, Quioto,
Japao). As amostras adequadamente diluidas e centrifugadas (Hitachi, Toquio,
Japao) a 50000 rpm por 15 minutos foram passadas em cartucho Sep-Pak C18
(Waters, Milford, EUA) pré-condicionado com metanol e agua, e em filtro com
membrana Durapore® de fluoreto de polivinilideno (PVDF), de 13 mm de diametro e
0,22 ym de porosidade (Millipore Millex - GV, Irlanda), antes de serem levadas ao
sistema cromatografico para analise. A eluicdo foi realizada em coluna analitica
Aminex HPX-87P (300 x 7,8 mm, 9,0 ym, Bio-Rad, EUA) contendo resina de troca
idnica na forma Pb*2, mantida a temperatura constante de 85 °C. A eluigdo ocorreu
em sistema isocratico utilizando agua ultrapura Milli-Q (Merck Millipore, EUA) como
fase movel, conforme descrito por Pauli et al. (2011) e Siqueira et al. (2008), a uma
vazao de 1,0 mL/min. A quantificagao foi realizada com as curvas de calibracdo dos
padrées Sigma (Sigma-Aldrich, EUA) de glicose, frutose, galactose, sacarose,
rafinose, estaquiose e xilose de concentragdes conhecidas.

A determinagdo dos elementos magnésio (Mg), cobalto (Co), cromo (Cr),
cobre (Cu), boro (B), manganés (Mn), ferro (Fe), zinco (Zn) e molibdénio (Mo) foi
realizada por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS) (Varian 820-MS). O plasma foi gerado a partir de argbénio, com vaz&o principal
de 17 L min™" e do nebulizador de 0,21 L min™', poténcia de radiofrequéncia (RF) de
1400W, utilizando os is6topos mais abundantes de cada elemento. Para o elemento
calcio (Ca), foi utilizada a espectrometria de absorgao atébmica (Varian AA-140),
equipado com lampada de deutério para corre¢gdes de fundo e uma lampada
monoelementar de Ca, cujo comprimento de onda selecionado foi de 422 nm,
operando a 4 mA. A taxa de fluxo foi de 3,50 e 1,50 L min™' para ar e acetileno,
respectivamente. Potassio (K) foi determinado em fotdmetro de chama (Micronal
B462), e o fosforo (P), em espectrofotdmetro visivel (Micronal AJX-1600), através do
método de formacao do complexo de molibidénio e fésforo em comprimento de onda
de 660 nm. Antes de serem submetidas as analises, as amostras foram incineradas

em mufla a 550 °C e as cinzas digeridas em acido nitrico concentrado.
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A concentracéo de fibras foi estimada por diferenga.
2.2.2. Isolamento dos microrganismos

Os meios de cultura utilizados para cultivo e recuperagao dos microrganismos
foram: MYP (25 g L' de manitol, 5 g L™ de extrato de levedura e 3 g L™ de peptona),
AE (5 g L de glicose, 2 g L™ de extrato de levedura, 3 g L de peptona, 20 mL L™
de etanol absoluto e 10 mL L™ de &cido acético glacial), RAE (40 g L™ de glicose,
10 g L' de extrato de levedura, 10 g L™ de peptona, 3,38 g L™ de Na,HPO4.2H-0,
1,5 g L™ de 4cido citrico, 20 mL L™ de etanol absoluto e 10 mL L™ de &cido acético
glacial) e HS (20 g L™ de glicose, 5 g L™ de extrato de levedura, 5 g L™ de peptona,
2,7 g L de Na,HPO, e 1,15 g L™ de 4&cido citrico). Aliquotas dos fermentadores
foram transferidas para frascos contendo os meios descritos acima e incubados a
30£0,5 °C e 120 rpm de agitacédo. Apos turvagdo do meio, 0,1 mL foi transferido para
placas de Petri contendo agar MYP. A técnica de preparo do meio soélido foi a da
dupla camada, proposta por Entani et al. (1985), com adicdo de uma camada inferior
com 0,5% em agar e uma sobrecamada contendo 1,0% de agar. O isolamento dos
microrganismos foi realizado por esgotamento em agar, seguido de coloragdo de
Gram, apdés o crescimento de colbénias com caracteristicas morfologicas
semelhantes. Bactérias Gram-negativas e em forma de bastonetes foram

selecionadas para continuagao dos experimentos.
2.2.3. Caracterizagao bioquimica dos microrganismos

A partir das linhagens obtidas nas etapas de isolamento e purificagdo, foram
realizados testes de oxidacdo do etanol e superoxidagcdo do acido acético, através
da inoculacdo de uma algada, em placas de Petri contendo meio de Carr (30 g L™ de
extrato de levedura, 20 g L' de etanol, 0,022 g L de indicador verde de
bromocresol e 10 g L™ de agar). Uma mudanga de cor do meio de verde para
amarelo indica a oxidagdo do etanol a acido acético, e o retorno da cor verde do
meio apds longo periodo de incubagao, indica a oxidagao do acido acético produzido
(SPINOSA, 2002). Demais provas bioquimicas para caracterizagdo dos
microrganismos isolados foram: oxidagao de lactato em agar DSM (Cirigliano, 1982)

(1 g L™ de glicose, 15 g L™" de lactato de calcio, 2 g L™ de manitol, 1 g L™ de sorbitol,
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3,3 g L de extrato de levedura, 10 g L™ de proteose peptona, 1 g L' de KH,PO4,
0,02 g L' de MnSO,, 0,03 g L™ de indicador purpura de bromocresol e 10 g L™ de
agar); producado de catalase, observada pelo borbulhamento apds adicdo de
peroxido de hidrogénio (H»O2) 3% diretamente sobre as colbnias crescidas nas
placas de Petri contendo agar MYP; teste de produgédo de acido a partir de glicose,
observado pelo aparecimento de uma zona clara em torno das coldnias crescidas
em agar contendo CaCOs (30 g L™ de extrato de levedura, 100 g L™ de glicose, 30 g
L™ de carbonato de calcio, 20 g L' de agar); teste de producdo de celulose, a qual
foi detectada pela formacao de pelicula amarelo creme apds incubagao em caldo HS
em estufa bacteriolégica a 30+0,5 °C, em condigbes estaticas; e teste de produgéo
de indol do triptofano, constatada apds adicdo de 0,1 mL do reativo de Kovacs em
tubos contendo 10 g L™ de triptona, seguido de agitagao e leitura dos tubos. Uma
coloracédo vermelha do anel superficial no alcool butilico do reativo indicou resultado
positivo e a coloragdo amarela indicou resultado negativo. Por fim, a producédo de
dihidroxiacetona foi detectada cobrindo-se as placas inoculadas em meio especifico
(30 g L' de extrato de levedura, 30 mL L™ de glicerol e 20 g L™ de agar) com uma
mistura de porcdes iguais de solucdo de Fehling A (69,3 g L™ de sulfato de cobre) e
Fehling B (346 g L' de tartarato de potassio e sédio e 500 g L™ de hidréxido de
potassio). A formacdo de um halo de 6xido cuproso de cor alaranjada indicou a
producao de dihidroxiacetona de glicerol (SPINOSA, 2002).

2.2.4. Preparo do inéculo e producao de celulose e acido acético

Os microrganismos selecionados como produtores de celulose e acido foram
utilizados para os testes de producdo em meio a base de melago de soja. Uma
alcada das colonias a partir das placas contendo os microrganismos foram
transferidas para frascos contendo meio liquido HS estéril e cultivados por cerca de
10 dias a 30+0,5 °C, em condi¢des estaticas. Apds crescimento, observado pela
formacgao de pelicula na superficie do meio, 10% de indculo foram transferidos para
frascos Erlenmeyers de 500 mL e 250 mL de capacidade, contendo melago de soja
estéril, diluido a 20 °Brix, e 2% de etanol de soja, esterilizado previamente em filtro
de membrana PVDF 0,22 ym, totalizando o volume final de fermentacdo de 100 mL
e 50 mL, respectivamente. Os frascos contendo o meio descrito e o indculo, em

triplicata para cada linhagem utilizada, foram incubados em estufa bacteriolégica por
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14 dias a 30%0,5 °C, em condicdes estaticas. A producdo de celulose no meio de
referéncia ocorreu da mesma forma, transferindo-se 10% do indculo para frascos
Erlenmeyers contendo caldo Hestrin—Schramm (1954) estéril, e incubados em estufa
bacteriolégica durante 14 dias a 30+0,5 °C, em condi¢des estaticas. As peliculas de
celulose produzidas na superficie de cada meio foram recolhidas e aquecidas numa
solugdo de NaOH 1M a 80 °C por 30 minutos e lavadas em seguida com agua
destilada até o pH neutro para remocéao da solugéo alcalina (JAHAN et al., 2012). As
peliculas obtidas apds o tratamento foram secas em estufa a 105 °C até obtencao de

peso constante, para determinacao dos respectivos rendimentos.

2.2.5. Caracterizacao dos produtos da fermentacgao

2.251. Producgao de acido

Para o acompanhamento da producdo de acido no melago de soja
fermentado, aliquotas do caldo em fermentacdo foram removidas diariamente para
medi¢cado do pH, em potencidometro digital (pHmetro PG2000, GEHAKA, Brasil) e da
acidez expressa em porcentagem de acido acético, por titulagdo da amostra com

solucdo padrao de NaOH 0,1 M, contendo indicador fenolftaleina.

2.2.5.2. Consumo de agucares

O consumo das fontes de carbono foi determinado avaliando-se os agucares
restantes no meio através de um cromatografo a liquido de alta eficiéncia (CLAE)
(Shimadzu, Quioto, Japao) acoplado com sistema de detecgcdo por indice de
refracdo RID-10A, gerenciado pelo software LC Solutions (Shimadzu, Quioto,
Japao). As amostras previamente diluidas e centrifugadas (Hitachi, Toquio, Jap&o) a
50000 rpm por 15 minutos foram passadas em cartucho Sep-Pak C18 (Waters,
Milford, EUA) pré-condicionado com metanol e agua, e em filtro com membrana
Durapore® de fluoreto de polivinilideno (PVDF), de 13 mm de didmetro e 0,22 um de
porosidade (Millipore Millex - GV, Irlanda). A eluicdo ocorreu em coluna analitica
Aminex HPX-87P (300 x 7,8 mm, 9,0 um, Bio-Rad, EUA), mantida a temperatura
constante de 85 °C utilizando agua ultrapura Milli-Q (Merck Millipore, EUA) como

fase movel, a uma vazao de 1,0 mL/min (PAULI et al., 2011).
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2.2.5.3. Caracterizagcao da celulose bacteriana

2.2.5.3.1. Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi realizada em um analisador (TGA 50—
Shimadzu), em uma atmosfera de nitrogénio (50 mL min™). As amostras foram
aquecidas de 0 a 600 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min™". A partir das
curvas de porcentagem de massa em fungdo da temperatura foram calculados os
parametros de Tonset, T10% (temperatura em que a amostra perde 10% da sua

massa), perda de massa em 600 °C e residuo a 550 °C.

2.2.5.3.2. Difragao de raios-X (DRX)

Os espectros de difragcdo de raios X (XRD) das membranas de celulose
bacteriana foram obtidos utilizando um difratbmetro Panalytical X'Pert PRO MPD
(Holanda), utilizando radiacdo de cobre Ka (A = 1,5418 A) a 40 kV e 30 mA. Todos
os ensaios foram realizados com rampa a 1° / min, analisando a faixa de 5°—40° (26).
O grau de cristalinidade foi determinado para a celulose | como descrito por Segal et
al. (1959).

2.2.5.3.3. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR)

As amostras foram caracterizadas por Espectroscopia de infravermelho
usando um FT-IR Bommen MB-100, no modo de transmisséo, ao longo do intervalo
4000-400 cm™ sob uma atmosfera de N,. As membranas submetidas & andlise
foram secas anteriormente em estufa a 50 °C. Os espectros foram obtidos com uma

resolucdo de 1 cm™ e um total de 8 varrimentos por amostra.

2.2.5.3.4. Capacidade de retencao de agua (CRA)

A capacidade de retengao de agua das membranas foi determinada conforme
método descrito por Lin et al. (2014), no qual as amostras umidas foram retiradas do

recipiente de armazenamento e pesadas logo apds serem rapidamente agitadas
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(PCBumiga).- Em seguida, as amostras foram secas, a 60 °C, durante 24 horas, até a
remogao completa da agua e pesadas novamente (PCBsea). A CRA foi obtida

através da formula:

PCBL’Jmida = PCBseca
PCBseca

Capacidade de reten¢ao de agua =

2.2.5.3.5. Taxa de reidratagao (TR)

As membranas submetidas a secagem no procedimento anterior foram
pesadas e imersas em agua destilada até ndo haver mais aumento do peso das
amostras reidratadas (PCBeigratada)- A TR representa o grau em que a agua removida

foi restituida, sendo calculada conforme Huang et al. (2010):

PC Breidratada = PCBseca

x 100
PCBl]mida = PCBseca

Taxa de reidratagéao (%)=

2.2.6. Parametros de Rendimento e Produtividade

2.2.6.1. Calculo de rendimento em acido acético

O rendimento em acido acético foi calculado em fung¢ao do alcool inicial e da

acidez produzida, conforme descrito por Spinosa (1996):

AA x 0,77 x 100

Rendimento (%) = Et

Sendo que:

0,77 é o rendimento estequiométrico na conversao de etanol em acido acético (1 mol
de etanol (46 g) : 1 mol de acido acético (60 g));

Et é a concentragao de etanol inicial (g 100 mL™);

AA é a concentragao de acido acético produzida (g 100 mL™).
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2.2.6.2. Rendimento e produtividade da celulose bacteriana

Os parametros de produtividade, rendimento sobre os agucares consumidos e
taxa de conversao de substrato, foram calculados, respectivamente, como segue
(CARREIRA et al., 2011):

. . 4 .1\ _ McB
Produtividade (gL™" h™) = Vxi
. . . mcg/ V
Rendimento sobre os aguicares consumidos (%) = S..S x 100
i = Of
~ S; - S¢
Taxa de conversao de substrato (%) = x 100

Si

Onde S; é a concentracao inicial de substrato (g L™"), Sré a concentracdo residual de
substrato (g L), msc € a quantidade de celulose produzida (g), V é o volume da

fermentacao (L) e t é o tempo de fermentagao (h).

2.2.7. Analise Estatistica

Os resultados de rendimento maximo de celulose bacteriana, CRA e TR das
amostras produzidas foram comparados estatisticamente entre as bactérias isoladas
e entre os substratos utilizados nas fermentacdes, por meio de analise de variancia
(ANOVA). Para isso, realizou-se o teste de Tukey, em nivel de 5% de significancia,
utilizando o software estatistico R®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagao fisico-quimica do melago de soja

A Tabela 1, a seguir, apresenta os resultados da composigao fisico-quimica
do melago de soja, expressos em base seca. Os carboidratos sdo os componentes
principais do melago de soja, consistindo em cerca de 70%, em média, e contendo
juntamente quantidades menores de proteinas, lipideos e minerais.
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Tabela 1. Composicgéo fisico-quimica do melago de soja.

Componente Conteudo em base seca
Carboidratos Totais (g 100 g™') 70,4 + 4.4
Sacarose 30,5+1,7
Rafinose 14,2+1,3
Estaquiose 19,0+ 1,1
Glicose 1,5+0,0
Frutose 1,8 +0,1
Galactose 0,5+0,0
Xilose 29+0,1
Umidade (g 100 g™") 37,5+0,1
Proteinas (g 100 g™') 10,7 £ 0,1
Lipideos (g 100 g™") 7,7+0,1
Cinzas (g 100 g™) 6,8 +0,1
Fibras (g 100 g™')* 4,4+0,0
Minerais
Potassio (g kg™ 36,50 + 4,20
Calcio (g kg™ 0,70 + 0,04
Fosforo (g kg™) 0,30 + 0,02
Magnésio (g kg™ 0,27 + 0,01
Ferro (mg kg™) 0,31+0,06
Boro (mg kg™") 0,03 + 0,00
Manganés (mg kg™") 0,02 + 0,00
Cromo (mg kg™) 0,01 £ 0,00
Cobalto n.d.
Cobre n.d.
Zinco n.d.
Molibdénio n.d.

* estimado por diferenca.

Os teores de sacarose, rafinose e estaquiose, que correspondem aos
principais carboidratos do melaco de soja, foram préximos ao verificado por Siqueira
et. al. (2008), cujos valores obtidos foram 28,4%, 9,7% e 18,6%, respectivamente. O
alto teor de carboidratos fermentesciveis, principalmente sacarose, torna o melago
de soja um atraente substrato para uso em processos fermentativos. Os
oligossacarideos rafinose e estaquiose presentes ndo sao utilizados como substrato
fermentativo devido ao fato de grande maioria dos microrganismos nao produzirem a
enzima a-galactosidase, o que diminui o rendimento da fermentagdo. O aumento do

teor de acgucares fermentesciveis pode ser alcangado por meio de hidrélise
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enzimatica das ligagdes a-(1 — 6)-galactosidicas da rafinose e da estaquiose

utilizando a enzima a-galactosidase antes da fermentagdo, aumentando o
rendimento do processo (REIS et al., 2010; ROMAO et al., 2012). Os elementos
potassio, calcio, fosforo e magnésio constituem, assim como na soja, o0s principais
minerais presentes no melago (RIAZ, 2006; OZCAN; JUHAIMI, 2014). Tais niveis
significativos de micronutrientes também contribuem para que o melago represente
uma matéria-prima atraente para o desenvolvimento de microrganismos envolvidos
em reacgdes fermentativas. Além dos macronutrientes, como carbono e nitrogénio, os
microrganismos necessitam de varios metais, sob a forma de ions inorganicos, que
sao requeridos em maior ou menor quantidade, dependendo do elemento, para o
seu crescimento. Estes ions desempenham papel bioldgico, agindo principalmente
como ativadores de enzimas, regulador da pressao osmotica e participando da
respiragao celular (ALTERTHUMM, 2001; MADIGAN et al., 2016).

3.2. Isolamento e caracterizagao bioquimica dos microrganismos

A tabela 2, a seguir, apresenta as caracteristicas bioquimicas dos

microrganismos isolados.

Tabela 2. Caracterizagdo bioquimica dos microrganismos isolados.

Microrganismos

Caracteristica VvO1 V02 V03 V04 V05 V06 V07

Bastonetes Gram-negativos i + + + + + +
Oxidacao de etanol a acido acético + + + + + + +
Oxidagao de acido acéticoa CO, e

+ + + + + + +
H,O
Oxidagao do lactato a CO, e H,O + + + + + + +
Producao de catalase + + + + + + +
Producao de acido a partir de glicose  + + + + + + +
Producao de celulose + + + + + - -
Producao de dihidroxiacetona de ] ] . ] ] N .

glicerol
Producéo de indol do triptofano - - - - - - -

+ = resultado positivo;

- = resultado negativo.
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Foram isolados no total, 7 linhagens de microrganismos a partir de amostras
de fermentadores de vinagre industrial, com caracteristicas morfologicas distintas.
Apds 72-96 h, as colbnias no agar MYP apresentaram-se de cor branca a
amarelada, opacas, e de superficie lisa convexa. Apds a realizagao dos testes
bioquimicos, os microrganismos foram classificados como pertencentes aos géneros
Acetobacter e Gluconacetobacter/lKomagataeibacter, com referéncia a dados
constados na literatura (BARTOWSKY; HENSCHKE, 2008; SIEVERS; SWINGS,
2005). Conforme apresentado na Tabela 2, todos os microrganismos apresentaram
a capacidade de oxidacdo do etanol a acido acético e oxidagao do acido acético e
do lactato a CO; e H,O. Todos produziram catalase, acido a partir de glicose e
71,4% dos isolados produziram celulose. Nenhum isolado produziu indol do
triptofano e 42,9% foram capazes de produzir dihidroxiacetona a partir de glicerol.
Os dados reportados na literatura em relagdo a atividade cetogénica (produgao de
dihidroxiacetona) de bactérias do acido aceético, a partir de glicerol, sdo variados.
Enquanto resultados negativos para culturas isoladas e de referéncia foram
relatados por Fu et al. (2013), Zhao e Yun (2016) e Ohmori (1980), rea¢des positivas
foram relatadas nos estudos de Kojima et al. (1998), Son et al. (2002), Toyosaki et
al. (1995) e Wee et al. (2011).

3.3. Producao e caracterizagao da celulose bacteriana e fermentado acético

Entre os microrganismos isolados que apresentaram capacidade de produgéo
de celulose, a cepa V05 foi a que apresentou a maior produgao, em peso seco, além
dos maiores valores de rendimento e produtividade (Tabela 3). A produgdo no
melago de soja foi cerca de 3 vezes maior do que a produgao obtida no meio HS, de
referéncia, para o mesmo microrganismo (Figura 1). No estudo de Castro et al.
(2011), utilizando suco da casca de abacaxi e o meio HS como referéncia para a
produgcao de celulose bacteriana, também houve aumento da produgdo no meio a
base de casca de abacaxi como substrato. O mesmo também foi observado por
Kumbhar et al. (2015) e Fan et al. (2016), ao substituir o meio padréo por casca e
bagaco de frutas, e por Jozala et al. (2015), ao utilizar frutas apodrecidas e soro de
leite para a produgado de celulose. A maxima produgao alcangada pela cepa V05 (10
g L™ foi similar ao obtido por Vazquez et al. (2013), utilizando glicerol remanescente

da produgao de biodiesel para a produgéo por K. xylinus.
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Figura 1. Produgdo maxima de celulose bacteriana pelos microrganismos V01,
V02, V03, V04 e V05.
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Em testes preliminares, a produgdo de celulose no melagco de soja sem
adicao de etanol, utilizando a cepa isolada V01, foi inferior a produgao no mesmo
meio contendo 2% de etanol e no meio HS (dados n&o mostrados). Ja € conhecido
que a adicado de etanol em baixas concentracbes aumenta a producido de celulose.
Em seu trabalho, Li et al. (2012), verificou que a produgéo por K. hansenii aumentou
apos a adicao de 2% de etanol ao meio de cultura sintético utilizado. Segundo os
autores, o etanol funciona como uma fonte de energia adicional para a geragao de
ATP na fase inicial da fermentacdo atuando como precursor para o crescimento
bacteriano e permitindo que a glicose seja utilizada somente para a sintese de
celulose (KRYSTYNOWICZ et al. 2002; LI et al., 2012). Heo e Son (2002) e Naritomi
et al. (1998) também obtiveram um aumento da producédo de celulose com o
aumento da concentragdo de etanol no meio, ocorrendo uma diminuicdo do
rendimento em concentragcbes de etanol acima de 1,7% e 1,5%, respectivamente.
Segundo Naritomi et al. (1998), o aumento na concentragdo de etanol acima de
1,5% diminuiu a taxa de produgao de celulose devido a inibicdo do crescimento
celular em fungdo do acetato gerado, uma vez que sintese de celulose esta
associada ao crescimento bacteriano.

Além do aumento significativo na produgéo de celulose, a adigao de etanol ao
melago de soja possibilitou a observagdo do aumento da acidez no meio, uma vez
que o etanol é também substrato para a producéo de acido acético. Um decréscimo
da acidez, atribuido a superoxidagdo, foi observado ao longo da fermentagéo.

Durante a fase de oxidagdo do etanol, as bactérias acumulam o acido acético no
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meio fermentativo sem utiliza-lo, enquanto que durante a fase de superoxidagao, a
qual ocorre quando o etanol se esgota, elas passam a oxidar o acido acético em
CO; e H,O (GULLO; VERZELLONI; CANONICO, 2014). Esta habilidade é atribuida
aos géneros Acetobacter, Gluconacetobacter e Komagataeibacter, e é utilizada para
diferenciacdo do género Gluconobacter, que nao apresenta a mesma capacidade
(SENGUN; KARABIYIKLI, 2011; RASPOR; GORANOVIC, 2008). A Figura 2
apresenta as curvas de crescimento e decréscimo da acidez e do pH, ao longo da
fermentacdo para os microrganismos estudados. Observou-se um pico maximo de
producao de acido, de 1,9 g/100 mL, no 9° dia de fermentagdo para o microrganismo
V05, que correspondeu a um rendimento maximo de 92,6%. Uma vez que o etanol é
também uma fonte de carbono para a sintese de constituintes celulares e pode ser
parcialmente perdido por evaporacdo, o rendimento real € inferior ao valor tedrico
(GULLO; VERZELLONI; CANONICO, 2014).

Figura 2. Acompanhamento do pH e acidez ao longo da fermentacéo para os
microrganismos V01, V02, V03, V04 e VO05.

6 6
1 Vo1 1 V02
5 5
4 r 4
2 3 pH 5 3 pH
o e Acidez P —t— Acidez
S 2 s 2
< <
1 1
0+ T T T T T T ! 0 4 T T T T T T )
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias) Tempo (dias)
6 V03 6 Vo4
5 5
T 4 T 4
) pH 3 pH
P —p— Acidez P —p— Acidez
S o
E 2 S 2
1 < 1
0+ T T T T T T ) 0 4 T T T T T T )
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias) Tempo (dias)
6 V05
5
4
In. 3 pH
N et Acidez
T 2
Q
<
0

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias)



79

3.3.1. Consumo de agucares

A tabela 3 apresenta os resultados de agucares consumidos durante a
fermentacdo. De um modo geral, os carboidratos rafinose e estaquiose ndo foram
consumidos, sendo os monossacarideos frutose, glicose e xilose os principais
acgucares consumidos. O maior percentual de consumo foi observado para a frutose,
com excegdo da cepa V05 que apresentou maior consumo de glicose, conforme
apresentado na Figura 3. Esse alto consumo de frutose pode estar relacionado com
a sua maior concentracdo no melago de soja, em comparagdo com o0s demais
monossacarideos glicose, xilose e galactose, sendo que este ultimo nao foi
detectado e quantificado no melago de soja diluido a 20 °Brix, tanto no tempo final
quanto no tempo inicial da fermentacao. Frutose também foi descrita por Dahman,
Jayasuriya e Kalis (2010) como a fonte de carbono mais adequada para a produgéo
de celulose. Em seus trabalhos, Bae e Shoda (2005) e Zeng, Small e Wan (2011),
obtiveram maiores producdes de celulose nos meios contendo frutose do que outras
fontes de carbono, como glicose e sacarose. Provavelmente, a frutose ativa um
sistema fosfotransferase fosfoenolpiruvato-dependente em Acetobacter sp. o que
contribui para a elevada eficiéncia na utilizacdo deste carboidrato (ZENG; SMALL;
WAN, 2011). O baixo consumo de xilose para a sintese de celulose bacteriana foi
observado por outros autores, sendo atribuido a complexidade na metabolizagao
deste carboidrato (DAHMAN; JAYASURIYA; KALIS, 2010; ISHIHARA et al., 2002).

3.3.2. Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica € um processo continuo, envolvendo a medigao
do peso da amostra de acordo com o aumento da temperatura na forma de
aquecimento programado. Nas analises de TG das membranas verifica-se a
existéncia de trés etapas distintas de perda de massa caracteristicas de celulose
bacteriana. O primeiro evento, que vai da temperatura ambiente (=30 °C) até
aproximadamente 150 °C, é responsavel pela perda de massa relacionada a
evaporagao de agua residual do processo de secagem. Na segunda fase, de 250 a
400 °C, as amostras sofrem uma acentuada perda de massa, relacionada a

degradagao da celulose (desidratagcdo e decomposigédo das unidades glicosidicas).



Tabela 3. Parametros de produtividade e consumo dos agucares do melago de soja para os microrganismos estudados.
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Consumo de agucares

Rendimentos

Mo.’ Te(rrr]])po Sacarose Glicose Frutose Xilose Acucares Totais? Maxima Produtividade Rac?
(gL (gL (gL (gL (gL Produgéo (L") (gL h™) (%)

Vo1 0 55,8+1,0 41+01 153225 44+0,2 133,56+2,2 - - -
336 534+126 1504 44103 44104 117,31+ 18,4 2,2+0,1 0,0065 13,9

V02 0 614+53 42+06 126+23 53%+1,6 141,9 £ 13,9 - - -
336 60,4+132 22+05 42+13 4408 130,2 £ 26,9 1,8+0,2 0,0054 14,6

Vo3 0 614+23 44+08 158+1,0 4,310/ 1447 £7,6 - - -
336 594+143 19+05 2904 4309 126,7 £ 29,8 3,0+£0,0 0,0089 17,3

Vo4 0 58,7+144 44+06 155%+12 49%+04 140,3 £ 27,0 - - -
336 579+146 1,7+x0,7 30202 4111 123,7 £ 29,6 25+0,1 0,0074 14,9

V05 0 70,145 53+06 166+19 49+0,3 1644 +11,4 - - -
336 547+127 16+03 7505 4307 135,21+ 13,4 10,0+ 0,5 0,0298 34,7

" Microrganismos utilizados.

2 Total de acucares incluindo os carboidratos rafinose e estaquiose ndo consumidos durante a fermentacgao.
® Rendimento em relagédo aos agucares consumidos: sacarose, glicose, frutose e xilose.
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Figura 3. Percentual de conversao dos agucares consumidos no melago de soja
apos a fermentacao.
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A terceira e ultima fase se estende até 500 °C e corresponde a degradacgéo termo-
oxidativa da celulose, seguido da forma formacado de um residuo carbonizado. Os
dados de TGA dependem de varios fatores, como geometria da amostra, massa,
compatibilidade e taxa de aquecimento (GEORGE et al., 2005; GEORGE et al.,
2011). A Tabela 4 apresenta os dados de “Tonset (temperatura de degradacéo
térmica inicial), “T10%"° (temperatura em que se perde 10% em peso da massa da
amostra), porcentagem de perda de massa a 600 °C e a porcentagem de residuo a
550 °C, para as diferentes membranas de celulose produzidas. As membranas que
apresentaram maior degradacéo térmica foram as VO1CP (produzida no meio HS,
de referéncia) e VO1MEL (produzido no meio a base de melago de soja). As
menores diferencas de “Tonset’ €ntre as membranas produzidas nos diferentes meios
foram observadas para as amostras V01 e V02. As demais membranas apresentam
maior diferenca de temperatura para este parametro. A amostra VO5CP foi a que
apresentou a maior temperatura para o inicio da degradagao térmica (Tonset), O que
pode estar correlacionado com a maior uniplanaridade presente nessas membranas
e ao maior indice de cristalinidade, necessitando de maior energia para sua

degradagao.
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Figura 4. Curvas de TGA das membranas de celulose bacteriana produzidas em meio
HS de referéncia (CP) e no melago de soja (MEL).
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Tabela 4. Resultados das analises termogravimétrica e difracdo de raios-x:
Parametros de Tonset, T10%, perda de massa a 600 °C (%), residuo a 550 °C (%) e

grau de cristalinidade das membranas de celulose.

T

Tonset Tio%? Perda de massa Residuo o/ \3

Amostra ¢ °C)  em600°C (%) em550°C (%) C (%)
VOICP 2888  276,0 92,50 9,80 63,9
VOIMEL 2864 2805 89,90 7,60 58,3
VO2CP 2796 2585 86,90 15,65 50,5
VO2MEL  277,8  251,9 70,43 30,90 50,5
VO3CP 2701 2442 83,48 17,08 66,7
VO3MEL  288,0 2445 75,38 24,96 64,3
VO4CP 2929 2475 75,94 25,62 64,0
VOAMEL 3005  282,0 78,46 22,50 61,4
VOSCP 3070 2667 79,40 21,37 71,6
VOSMEL 2993 2804 78,46 22,40 69,0

" Temperatura de degradagao térmica inicial.
2 Temperatura em que se perde 10% em peso da massa.

3 [ndice de cristalinidade.

CP = caldo HS de referéncia (padrao).
MEL = melago de soja.
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3.3.3. Analise de difragao de raios-X

As analises de difracdo de raio-x demonstraram que quanto ao grau de
cristalinidade o meio de cultivo ndo influenciou de maneira significativa na
organizacgao cristalina das membranas. Porém, como a celulose la e I coexistem
nas fibras, pode-se observar que o meio de cultivo influenciou na proporcdo dos
alomorfos nas celuloses (Figura 5).

Figura 5. Difratogramas de difragdo de raios-x das membranas de celulose
produzidas em meio HS de referéncia (CP) e no melago de soja (MEL).
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Entre as caracteristicas mais importantes da celulose estdo suas excelentes
propriedades mecéanicas, decorrentes da sua estrutura cristalina (LIMA et al., 2011).
As membranas produzidas tanto no meio de referéncia (HS) como no meio a base
de melagco de soja, neste trabalho, apresentaram perfis cristalinos semelhantes,
como mostrado na Figura 5 e Tabela 4. Conforme observado, as amostras
apresentaram dois picos principais em 14,4 e 22,5 graus. Cada pico apresenta
contribuicdes correspondentes as fases la e IB. Nestes picos ha sobreposicdo das
reflexdes dos planos 100y, 1103, € 010, em 14,4° e sobreposi¢do dos planos 110
e 2003 em 22,5°. Dessa forma pode-se observar que as membranas VO2CP e
VO2MEL apresentaram intensidades semelhantes de ambos os picos. De maneira
distinta as demais membranas produzidas apresentaram diminuicdo do pico em
14,4° e aumento do pico em 22,5°. Essa diferenca de intensidade dos picos pode ser
avaliada de duas maneiras. Levando em consideragdo o alomorfo principal presente
na celulose bacteriana (celulose la), a menor intensidade da reflexdao do plano em
100, revela um aumento da uniplanaridade dos ribbons de celulose nas
membranas, o que se traduz de maneira efetiva na maior cristalinidade nas
membranas VO5CP e VOSMEL. Por outro lado, considerando a coexisténcia de
ambos os alomorfos la e I pode-se sugerir que houve um aumento da proporg¢ao de
celulose I nas membranas produzidas nos meios HS, de referéncia, e no meio a
base de melago de soja. Além disso, as variagdes na intensidade dos picos podem
estar relacionadas com pequenas diferencas na orientacdo das cadeias nas
amostras (CASTRO et al., 2011).

3.3.4. Analise de Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR)

A Figura 6 apresenta as bandas obtidas por Espectroscopia Vibracional na
regido do Infravermelho para as membranas de celulose.

Como as membranas formadas foram bastante grossas, as analises de FT-IR
feitas com os filmes saturaram e quando foi tentado fazer a pastilha com KBr nao foi
possivel misturar a membrana com o sal.

As principais atribuicbes que caracterizam o polimero de celulose s&o:
estiramento OH em 3500 cm™, estiramento CH de alcanos e estiramento assimétrico

CH, em 2900 cm™, estiramento simétrico CH, em 2700 cm™, deformagdo OH em
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1600 cm™', deformacdo CH, em 1400 cm™, deformacdo CHs; em 1370 cm,
deformagdo OH em 1340 cm” e deformacdo CO em 1320-1030 cm’
(ZHABANKOV, 1966; SUGIYAMA; PERSSON; CHANZY, 1991; KONDO, 1997;
KACURAKOVA et al., 2002). As bandas observadas em 1640 cm™ (s HOH) e 3500
cm™” (v OH) sdo atribuidas & absorgdo de agua dos compdsitos. A banda que
aparece em 750 cm™ corresponde a fase la e a banda em 710 cm™ corresponde a
fase I da celulose (WADDA; OKANO, 2001).

Figura 6. Resultados de FT-IR das membranas de celulose produzidas em meio
HS de referéncia (CP) e no melago de soja (MEL) pelos microrganismos V01 e V02
(a) e VO3, V04 e V05 (b).

(@)

VOZMEL |

§ vo2CP

o

[ =

] 1650

- 1400

VOIMEL

4000 3000 2000 1000
Comprimento de onda (em™)

VIOSMEL
1735

(b)

- VOSCP
g 1846 T Y
- 1400
5 VOAMEL ol
=
=
F
- VO4CP A ,
e e ¥ LD e Tl
1400 1208 Ti0
VOIMEL R0
voace :
1852 ¥

4000 3500 2000 2500 2000 1500 1000 S00
Comprimento de onda fem™)



86

3.3.5. Propriedades hidrofilicas

A capacidade de retengdo de agua representa a massa de agua retida por
unidade de peso seco da celulose. Esse parametro esta diretamente envolvido nas
aplicagdes biomédicas da celulose como um curativo, por exemplo, o conteudo de
umidade apropriado do material curativo acelera o processo de cicatrizagao de
feridas e protege contra a contaminagcdo. Além disso, facilita a penetracdo de
substéancias ativas na ferida, permitindo a regeneragéo mais facilmente sem danificar
a pele recém-formada (UL-ISLAM; KHAN; PARK, 2012). A Figura 7 apresenta a
caracterizagado das membranas de celulose produzidas no meio HS (referéncia) e no
melago de soja em relagdo a capacidade de retengao de agua e taxa de reidratagao.
A membrana de celulose produzida no meio a base de melago de soja pela cepa
V05 (VO5MEL) exibiu a menor capacidade de reteng&o de agua, cerca de 60 vezes o
seu peso seco, enquanto o maior valor foi observado para a membrana VO2MEL,
cerca de 230 vezes o seu peso seco. Os fatores que interferem nas propriedades
hidrofilicas das membranas sdo varios, entre eles: o0 método de secagem utilizado,
que pode causar modificagbes estruturais nas membranas, como rugosidade,
encolhimento e colapso de algumas estruturas (ZENG; LAROMAINE; ROIG, 2014;
AMIN; ABADI; KATAS, 2014), a porosidade das membranas, uma vez que a
existéncia de um maior numero de espacgos vazios entre as fibrilas de celulose
permite que mais agua seja absorvida pelo material (UL-ISLAM; KHAN; PARK,
2012), a cristalinidade das membranas (HUANG et al., 2010; CHEN et al., 2011) e 0
aumento de grupos polares (BHUMKAR; POKHARKAR, 2006). No presente
trabalho, observou-se que a redugdao da cristalinidade causou um aumento na
capacidade de retengcdo de agua, conforme observado também por outros autores
(GOTO; YOKOE, 1996; WATANABE et al., 1998). Esse fato pode estar relacionado
com o aumento de regides amorfas na estrutura que proporcionam mais espago
para acomodacgao das moléculas de agua, promovendo a permeacdo da agua para
a rede de celulose (HUANG et al., 2010). A amostra VOSMEL apresentou a maior
taxa de reidratacdo entre as amostras, o que demonstra uma maior facilidade em
recuperar a agua removida no processo de secagem. Uma vez que essa amostra
apresentou-se mais espessa em relagdo as demais, o aumento de grupos OH, mais
hidrofilicos, na estrutura, podem ter aumentado a capacidade adsorgdo de agua

tanto na superficie quanto dentro da matriz de celulose.
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Figura 7. Capacidade de retencdo de agua (a) e taxa de reidratacéo (b) das
membranas de celulose bacteriana produzidas.
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3.3.6. Analise de Variancia (ANOVA)

As tabelas 5, 6 e 7 apresentam os resultados do teste de Tukey para as
meédias de maxima produgédo, capacidade de retencdo de agua e taxa de reidratagao
das membranas de celulose produzidas em meio HS de referéncia (CP) e no melago
de soja (MEL), pelos microrganismos isolados utilizados neste trabalho. A analise
estatistica demonstrou que a cepa isolada V05 apresentou diferenga significativa,
em relagdo aos demais microrganismos, na produgédo de celulose bacteriana tanto
no melago de soja quanto no meio de referéncia. A produgéo por esta bactéria no
melago de soja foi cerca de 3, 4, 4,5 e 5,5 vezes maior que a produgao pelas cepas
V03, V04, V01 e V02, respectivamente.



Tabela 5. Teste de Tukey para os valores médios das caracteristicas das

membranas produzidas pelos microrganismos no melago de soja (MEL).

Amostra  Max. Produgio (g L™)* C.RA."™ T.R.2*

VO1MEL 2,29+ 0,1 229,02 + 47,3 2,0°+0,8
VO02MEL 1,89+ 0,2 233,82+ 8,5 2,4°+0,7
VO3MEL 3,0°+0,0 173,2°° + 16,4 1,9°+ 0,6
VO4MEL 2,5°¢+0,1 155,6° + 10,1 1,8°+0,4
VO5MEL 10,0°+ 0,5 57,59+ 1,4 4,42 +0,2

* médias na mesma coluna seguidas de letras iguais nao diferem significativamente (p < 0,05).

! Capacidade de retencdo de agua.
2 Taxa de reidratagao (%).

Tabela 6. Teste de Tukey para os valores médios das caracteristicas das
membranas produzidas pelos microrganismos no meio HS de referéncia (CP).

Amostra Max. Produgio (g L™)* C.RA."™ T.R.2*
VO1CP 2,2°+0,1 174,2° + 26,6 2,4%°+0,3
V02CP 1,9°+ 0,1 210,5%° + 34,0 3,22+1,5
VO3CP 2,4°+0,3 198,1° + 10,1 1,2°+0,2
V04CP 1,9°+0,3 261,6% + 27,4 2,0%°+0,4
VO5CP 3,79+0,2 162,1° + 1,7 1,2°+ 0,1

* médias na mesma coluna seguidas de letras iguais nao diferem significativamente (p < 0,05).

! Capacidade de retencdo de agua.
2 Taxa de reidratagao (%).

Tabela 7. Teste de Tukey para os valores médios das caracteristicas das
membranas entre os substratos utilizados pelos microrganismos (melago de
soja — MEL e meio HS de referéncia — CP).

Amostra Max. Produgio (g L™)* C.RA."™* T.R.%*

VO1MEL 2,22+ 0,1 229,0% + 47,3 2,02+0,8
VO1CP 2,22+ 0,1 174,2° + 26,6 2,4°+0,3
VO02MEL 1,82+0,2 233,82+8,5 2,4%+0,7
VO02CP 1,92+ 0,1 210,5% + 34,0 3,2°+1,5
VO3MEL 3,02+ 0,0 173,22 + 16,4 1,9+ 0,6
VO3CP 2,4°+0,3 198,12 + 10,1 1,2°+0,2
VO4MEL 2,5%+ 0,1 155,6° + 10,1 1,82+ 0,4
V04CP 1,9°+0,3 261,6% + 27 4 2,0°+04
VO5MEL 10,0+ 0,5 57,5°+ 1,4 4,4%+0,2
VO5CP 3,7°+0,2 162,1% + 1,7 1,2°+ 0,1

* médias na mesma coluna seguidas de letras iguais, dentro de cada subdivisédo, nao diferem
significativamente (p < 0,05).

! Capacidade de retengao de agua.

2 Taxa de reidratagéo (%).
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As caracteristicas de capacidade de retengcdo de agua e taxa de reidratagéo
das membranas VOSMEL também se mostraram significativamente diferentes das
demais membranas, o que demonstra que as diferentes linhagens de bactérias
podem apresentar diferentes perfis de producao de celulose, além de as membranas
produzidas por elas poderem apresentar caracteristicas estruturais distintas.

O melago de soja influenciou de forma significativa na produgédo de celulose
para as cepas V03, V04 e V05, sendo esta ultima a que a apresentou aumento mais
acentuado na producéo (2,7 vezes), enquanto as demais, V03 e V04, demonstraram
um aumento de 1,3 vezes. Em relacdo as caracteristicas hidrofilicas, o uso do
melago de soja influenciou de forma significativa na capacidade de retenc&o de agua
das membranas produzidas pelas cepas V01, V04 e V05, e na taxa de reidratacao
das membranas V05. Provavelmente, o tipo de substrato também influencia na
estrutura e propriedades das membranas.

Essas diferengas estruturais das membranas apenas demonstram diferentes
propriedades e caracteristicas que podem ser aproveitadas em diferentes aplicacdes

das membranas, ndo sendo um parametro de qualidade das mesmas.

4. CONCLUSOES

Neste estudo, foi possivel o isolamento de bactérias do acido acético capazes
de produzir celulose bacteriana a partir de uma industria produtora de vinagres. O
melagco de soja utilizado como substrato fermentativo, com adigdo de etanol,
mostrou-se adequado para a produgao deste biopolimero em conjunto com acido
acético, pelos microrganismos estudados. Por ser um meio complexo, contendo alta
quantidade de carboidratos, além de proteinas e minerais, o melaco de soja
mostrou-se ser uma matéria-prima adequada para a biossintese e com possibilidade
de fornecer maiores rendimentos de fermentacdo, comparado ao meio de referéncia
Hestrin-Schramm (HS), padrdo para a produgao de celulose. O meio a base de
melago de soja utilizado influenciou de forma significativa na produgao
proporcionando um aumento do rendimento para trés microrganismos estudados.

Os microrganismos mostraram variagdo na capacidade de sintese de celulose
e acido, e nas propriedades das membranas de celulose produzidas, demostrando

que essas caracteristicas podem variar de uma espécie para outra.
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A cepa V05 apresentou alto rendimento na producdo de celulose a partir de
melago de soja e as membranas produzidas apresentaram maior cristalinidade,
menor capacidade de retencao de agua e maior taxa de reidratagao.

O tempo de fermentagcdo de aproximadamente 10 dias, em condigdes
estaticas, foi mais adequado, uma vez que além desse periodo pode ocorrer a
oxidagao do acido acético pelos microrganismos apos o esgotamento do etanol.

5. REFERENCIAS

AMIN, M. C. I. M.; ABADI, A. G.; KATAS, H. Purification, characterization and
comparative studies of spray-dried bacterial cellulose microparticles. Carbohydrate
Polymers, v. 99, p. 180-189, jan. 2014.

ALTERTHUMM, F. Elementos de Microbiologia. In.: BORZANI, W.; SCHMIDELL, W;
LIMA, U. A.; AQUARONE, E. Biotecnolgia Industrial: Fundamentos. 1. ed. Sédo
Paulo: Edgard Blicher, 2001. v. 1. p. 1-32.

ANDRES-BARRAO, C.; SAAD, M. M.; CHAPPUIS, M.-L.; BOFFA, M.; PERRET, X.;
PEREZ, R. O.; BARJA, F. Proteome analysis of Acetobacter pasteurianus during
acetic acid fermentation. Journal of Proteomics, v. 75, n. 6, p. 1701-1717,

mar. 2012.

AOAC (Association of Official Analytical Chemists). Official Methods of Analysis of
the AOAC. 19th ed. Gaithersburg: AOAC INTERNATIONAL, 2012.

BAE, S. O.; SHODA, M. Production of bacterial cellulose by Acetobacter xylinum
BPR2001 using molasses medium in a jar fermentor. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 67, n. 1, p. 45-51, abr. 2005.

BARTOWSKY, E. J.; HENSCHKE, P. A. Acetic acid bacteria spoilage of bottled red
wine - A review. International Journal of Food Microbiology, v. 125, n. 1, p. 60-70,
jun. 2008.

BHUMKAR, D. R.; POKHARKAR, V. B. Studies on effect of pH on cross-linking of
chitosan with sodium tripolyphosphate: A technical note. AAPS PharmSciTech, v. 7,
n. 2, p. E138-E143, jun. 2006.

BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid method of total lipid extraction and purification.
Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, v. 37, n. 8, p. 911-917,
ago. 1959.

CAKAR, F.; OZER, |.; AYTEKIN, A. O.; SAHIN, F. Improvement production of
bacterial cellulose by semi-continuous process in molasses medium. Carbohydrate
Polymers, v. 106, p. 7-13, jun. 2014.



91

CARREIRA, P.; MENDES, J. A. S.; TROVATTI, E.; SERAFIM, L. S.; FREIRE, C. S.
R.; SILVESTRE, A. J. D.; NETO, C. P. Utilization of residues from agro-forest
industries in the production of high value bacterial cellulose. Bioresource
Technology, v. 102, n. 15, p. 7354-7360, ago. 2011.

CASTRO, C.; ZULUAGA, R.; PUTAUX, J.-L.; CARO, G.; MONDRAGON, |.; GANAN,
P. Structural characterization of bacterial cellulose produced by Gluconacetobacter
swingsii sp. from Colombian agroindustrial wastes. Carbohydrate Polymers, v. 84,
n. 1, p. 96-102, fev. 2011.

CHEN, H.-H.; CHEN, L.-C.; HUANG, H.-C.; LIN, S.-B. In situ modification of bacterial
cellulose nanostructure by adding CMC during the growth of Gluconacetobacter
xylinus. Cellulose, v. 18, n. 6, p. 1573-1583, dez. 2011.

CHEN, L.; HONG, F.; YANG, X.-X.; HAN, S.-F. Biotransformation of wheat straw to
bacterial cellulose and its mechanism. Bioresource Technology, v. 135,
p. 464-468, maio 2013.

CIRIGLIANO, M. C. A Selective medium for the isolation and differentiation of
Gluconobacter and Acetobacter. Journal of Food Science, v. 47, n. 3,
p. 1038-1039, maio 1982.

DAHMAN, Y.; JAYASURIYA, K. E.; KALIS, M. Potential of biocellulose nanofibers
production from agricultural renewable resources: preliminary study. Applied
Biochemistry and Biotechnology, v. 162, n. 6, p. 1647-1659, nov. 2010.

ENTANI, E.; OHMORI, S.; MASAI, H.; SUSUKI, K-I. Acetobacter polyoxogenes sp.
nov., a new species of an acetic acid bacterium useful for producing vinegar with
high acidity. Journal General Applied Microbiology, v. 31, n. 5, p. 475-490, 1985.

FAN, X.; GAO, Y.; HE, W.; HU, H.; TIAN, M.; WANG, K.; PAN, S. Production of nano
bacterial cellulose from beverage industrial waste of citrus peel and pomace using
Komagataeibacter xylinus. Carbohydrate Polymers, v. 151, p.1068-1072, out. 2016.

FU, L.; CHEN, S.; YI, J.; HOU, Z. Effects of different fermentation methods on
bacterial cellulose and acid production by Gluconacetobacter xylinus in Cantonese-

style rice vinegar. Food Science and Technology International, v. 20, n. 5,
p. 321-331, jun. 2013.

GAOQO, Y; LI, D.; LIU, Y. Production of single cell protein from soy molasses using
Candida tropicalis. Annals of Microbiology, v. 62, n. 3, p. 1165-1172, set. 2012.

GEORGE, J.; RAMANA, K. V.; SABAPATHY, S. N.; JAGANNATH, J. H.; BAWA, A.
S. Characterization of chemically treated bacterial (Acetobacter xylinum) biopolymer:
Some thermo-mechanical properties. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 37, n. 4, p. 189-194, dez. 2005.



92

GEORGE, J.; RAMANA, K. V.; BAWA, A. S. SIDDARAMAIAH. Bacterial cellulose
nanocrystals exhibiting high thermal stability and their polymer nanocomposites.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 48, n. 1, p. 50-57,

jan. 2011.

GOMES, F. P.; SILVA, N. H. C. S.; TROVATTI, E.; SERAFIM, L. S.; DUARTE, M. F;
SILVESTRE, A. J. D.; NETO, C. P.; FREIRE, C. S. R. Production of bacterial
cellulose by Gluconacetobacter sacchari using dry olive mill residue. Biomass and
Bioenergy, v. 55, p. 205-211, ago. 2013.

GOTO, M.; YOKOE, Y. Ammoniation of barley straw. Effect on cellulose crystallinity
and water-holding capacity. Animal Feed Science and Technology, v. 58, n. 34,
p. 239-247, maio 1996.

GULLO, M.; VERZELLONI, E.; CANONICO, M. Aerobic submerged fermentation by
acetic acid bacteria for vinegar production: Process and biotechnological aspects.
Process Biochemistry, v. 49, n. 10, p. 1571-1579, out. 2014.

HEO, M.-S.; SON, H.-J. Development of an optimized, simple chemically defined
medium for bacterial cellulose production by Acetobacter sp. A9 in shaking cultures.
Biotechnology and Applied Biochemistry, v. 36, n. 1, p. 41-45, ago. 2002.

HESTRIN, S.; SCHRAMM, M. Synthesis of cellulose by Acetobacter xylinum. 2.
Preparation of freeze-dried cells capable of polymerizing glucose to cellulose.
Biochemistry Journal, v. 58, n. 2, p. 345-342, out. 1954.

HUANG, H.-C.; CHEN, L.-C.; LIN, S.-B.; HSU, C.-P.; CHEN, H.-H. In situ
modification of bacterial cellulose network structure by adding interfering substances
during fermentation. Bioresource Technology, v. 101, n. 15, p. 6084-6091,

ago. 2010.

HONG, F.; GUO, X.; ZHANG, S.; HAN, S.-F.; YANG, G.; JONSSON. L. J. Bacterial
cellulose production from cotton-based waste textiles: Enzymatic saccharification
enhanced by ionic liquid pretreatment. Bioresource Technology, v. 104,

p. 503-508, jan. 2012.

IAL - INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Métodos fisico-quimicos para analise de
alimentos. 4 ed. Sado Paulo: Instituto Adolfo Lutz, 2008.

ISHIHARA, M.; MATSUNAGA, M.; HAYASHI, N.; TISLER, V. Utilization of p-xylose
as carbon source for production of bacterial celulose. Enzyme and Microbial
Technology, v. 31, n. 7, p. 986-991, dez. 2002.

JAHAN, F.; KUMAR, V.; RAWAT, G.; SAXENA, R. K. Production of microbial
cellulose by a bacterium isolated from fruit. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v. 167, n. 5, p. 1157-1171, jul. 2012.



93

JOZALA, A. F.; PERTILE, R. A. N.; SANTOS, C. A.; SANTOS-EBINUMA, V. C.;
SECKLER, M. M.; GAMA, F. M.; PESSOA JUNIOR, A. Bacterial cellulose production
by Gluconacetobacter xylinus by employing alternative culture media. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 99, n. 3, p. 1181-1190, fev. 2015.

KOJIMA, Y.; TONOUCHI, N.; TSUCHIDA, T.; YOSHINAGA, F.; YAMADA, Y. The
characterization of acetic acid bacteria efficiently producing bacterial cellulose from
sucrose: the proposal of Acetobacter xylinum subsp. nonacetoxidans subsp. Nov.
Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, v. 62, n. 1, p. 185-187, 1998.

KACURAKOVA, M.; SMITH, A. C.; GIDLEY, M. J.; WILSON, R. H. Molecular
interactions in bacterial cellulose composites studied by 1D FT-IR and dynamic 2D
FT-IR spectroscopy. Carbohydrate Research, v. 337, n. 12, p. 1145-1153, 2002.

KONDO, T. The assigment of IR absorption bands due to free hidroxyl groups in
cellulose. Cellulose, v. 4, p. 281-292, dez. 1997.

KRYSTYNOWICZ, A.; CZAJA, W.; WIKTOROWSKA-JEZIERSKA, A.; GONCALVES-
MISKIEWICZ, M.; TURKIEWICZ M.; BIELECKI, S. Factors affecting the yield and
properties of bacterial celulose. Journal of Industrial Microbiology and
Biotechnology, v. 29, n. 4, p. 189-195, out. 2002.

KUMBHAR, J. V.; RAJWADE, J. M.; PAKNIKAR, K. M. Fruit peels support higher
yield and superior quality bacterial cellulose production. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 99, n. 16, p. 6677-6691, ago. 2015.

KUOQ, C.-H.; CHEN, J.-H.; LIOU, B.-K.; LEE, C.-K. Utilization of acetate buffer to
improve bacterial cellulose production by Gluconacetobacter xylinus. Food
Hydrocolloids, v. 53, p. 98-103, fev. 2016.

LI, Y.; TIAN, C.; TIAN, H.; ZHANG, J.; HE, X.; PING, W.; LEI, H. Improvement of
bacterial cellulose production by manipulating the metabolic pathways in which
ethanol and sodium citrate involved. Applied Microbiology and Biotechnology,
v. 96, n. 6, p. 1479-1487, dez. 2012.

LIMA, G. M.; SIERAKOWSKI, M.-R.; FARIA-TISCHER, P. C. S.; TISCHER, C. A.
Characterisation of bacterial cellulose partly acetylated by dimethylacetamide/
lithium chloride. Materials Science and Engineering: C, v. 31, n. 2, p. 190-197,
mar. 2011.

LIN, D.; LOPEZ-SANCHEZ, P.; LI, R.; LI, Z. Production of bacterial cellulose by
Gluconacetobacter hansenii CGMCC 3917 using only waste beer yeast as nutrient
source. Bioresource Technology, v. 151, p. 113-119, jan. 2014.

LONG, C. C.; GIBBONS, W. R. Conversion of soy molasses, soy solubles, and dried
soybean carbohydrates into ethanol. International Journal of Agricultural and
Biological Engineering, v. 6, n. 1, p. 62-68, mar. 2013.



94

MADIGAN, M. T.; MARTINKO, J. M.; BENDER, K. S.; BUCKLEY, D. H.; STAHL, D.
A. Microbiologia de Brock. 14. ed. Porto Alegre: Artmed, 2016.

NARITOMI, T.; KOUDA, T.; YANO, H.; YOSHINAGA, F. Effect of ethanol on bacterial
cellulose production in continuous culture from fructose. Journal of Fermentation
and Bioengineering, v. 85, n. 6, p. 598-603, 1998.

OHMORI, S.; MASAI H.; ARIMA, K.; BEPPU, T. Isolation and identification of acetic
acid bacteria for submerged acetic acid fermentation at high temperature.
Agricultural and Biological Chemistry, v. 44, n. 12, p. 2901-2906, 1980.

OZCAN, M. M.; JUHAIMI, F. A. Effect of sprouting and roasting processes on some
physico-chemical properties and mineral contents of soybean seed and oils. Food
Chemistry, p. 337-342, v. 154, jul. 2014.

PAULL, E. D.; CRISTIANO, V.; NIXDORF, S. L. Método para determinacao de
carboidratos empregado na triagem de adulteragées em café. Quimica Nova,
v. 34, n. 4, p. 689-694, 2011.

RASPOR, P.; GORANOVIC, D. Biotechnological applications of acetic acid bacteria.
Critical Reviews in Biotechnology, v. 28, n. 2, p. 101-124, 2008.

REIS, A. P.; GUIMARAES, V. M.; FERREIRA, J. G.; QUEIROZ, J. H.; OLIVEIRA, M.
G. A,; FALKOSKI, D. L.; ALMEIDA, M. N.; REZENDE, S. T. Hydrolysis of galacto-
oligosaccharides in soy molasses by a-galactosidases and Invertase from Aspergillus
terreus. Brazilian Archives of Biology and Technology, Curitiba, v. 53, n. 3,

p. 719-729, maio/jun. 2010.

RIAZ, M. N. Soy Applications in Food. Boca Raton: CRC Press, 2006. 288 p.

SEGAL, L.; CREELY, J. J.; MARTIN, A. E.; CONRAD, C. M. An Empirical method for
estimating the degree of crystallinity of native cellulose using the x-ray diffractometer.
Textile Research Journal, v. 29, n. 10, p. 786-794, 1959.

ROMAO, B. B.; SILVA, F. B.; RESENDE, M. M.; CARDOSO, V. L. Ethanol
production from hydrolyzed soybean molasses. Energy & Fuels, v. 26, n. 4,
p. 2310-2316, mar. 2012.

SENGUN, I. Y.; KARABIYIKLI, S. Importance of acetic acid bacteria in food industry.
Food Control, v. 22, n. 5, p. 647-656, maio 2011.

SIEVERS, M.; SWINGS, J. Family II. Acetobacteraceae. In: BRENNER, D. J.;
KRIEG, N. R.; STALEY, J. T.; GARRITY, G. M. Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology: The Alpha-, Beta-, Delta-, and Epsilonproteobacteria. 2nd. ed.
New York: Springer, 2005. v. 2.



95

SIQUEIRA, P. F.; KARP, S. G.; CARVALHO, J. C.; STURM, W.; RODRIGUEZ-
LEON, J. A;; THOLOZAN, J.-L.; SINGHANIA, R. R.; PANDEY, A.; SOCCOL, C. R.
Production of bio-ethanol from soybean molasses by Saccharomyces cerevisiae
at laboratory, pilot and industrial scales. Bioresource Technology, v. 99, n. 17,
p. 8156-8163, nov. 2008.

SON, C.; CHUNG, S.; LEE, J.; KIM, S. Isolation and cultivation characteristics of
Acetobacter xylinum KJ-1 producing bacterial cellulose in shaking cultures. Journal
of Microbiology and Biotechnology, v. 12, n. 5, p. 722-728, 2002.

SPINOSA, W. A. Utilizagao do amido da quirera de arroz na produgao de
vinagre. 1996. 93 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 1996.

SPINOSA, W. A. Isolamento, sele¢ao, identificagcao e parametros cinéticos de
bactérias acéticas provenientes de industrias de vinagre. 2002. 244 p.

Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) - Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas. 2002.

SUGIYAMA, J.; PERSSON, J.; CHANZY, H. Combined infrared and electron
diffraction study of the polymorphism of native celluloses. Macromolecules, v. 24,
n. 9, p. 2461-2466, abr. 1991.

TORIJA, M. J.; MATEO, E.; GUILLAMON, J. M.; MAS, A. Identification and
quantification of acetic acid bacteria in wine and vinegar by TagMan—-MGB probes.
Food Microbiology, v. 27, n. 2, p. 257-265, abr. 2010.

TOYOSAKI, H.; KOJIMA, Y.; TSUCHIDA, T.; HOSHINO, K.-I.; YAMADA, Y ;
YOSHINAGA, F. The characterization of an acetic acid bacterium useful for
producing bacterial cellulose in agitation cultures: the proposal of Acetobacter
xylinum subsp. sucrofermentans subsp. Nov. The Journal of General and Applied
Microbiology, v. 41, n. 4, p. 307-314, 1995.

UL-ISLAM, M.; KHAN, T.; PARK, J. K. Water holding and release properties of
bacterial cellulose obtained by in situ and ex situ modification. Carbohydrate
Polymers, v. 88, n. 2, p. 596-603, abr. 2012.

VAZQUEZ, A.; FORESTI, M. L.; CERRUTTI, P.; GALVAGNO, M. Bacterial cellulose
from simple and low cost production media by Gluconacetobacter xylinus. Journal of
Polymers and the Environment, v. 21, n. 2, p. 545-554, jun. 2013.

WADDA, M.; OKANO, T. Localization of la and I3 phases in alga cellulose revealed
by acid treatments. Cellulose, v. 8, n. 3, p. 183-188, set. 2001.

WATANABE, K.; TABUCHI, M.; MORINAGA, Y.; YOSHINAGA, F. Structural features
and properties of bacterial cellulose produced in agitated culture. Cellulose, v. 5,
n. 3, p. 187-200, set. 1998.



96

WEE, Y.-J.; KIM, S.-Y.; YOON, S.-D.; RYU, H.-W. Isolation and characterization of a
bacterial celulose producing bacterium derived from the persimmon vinegar. African
Journal of Biotechnology, v. 10, n. 72, p. 16267-16276, nov. 2011.

ZENG, M.; LAROMAINE, A.; ROIG, A. Bacterial cellulose films: influence of bacterial
strain and drying route on film properties. Cellulose, v. 21, n. 6, p. 4455-4469,
dez. 2014.

ZENG, X.; SMALL, D. P.; WAN, W. Statistical optimization of culture conditions for
bacterial cellulose production by Acetobacter xylinum BPR 2001 from maple syrup.
Carbohydrate Polymers, v. 85, n. 3, p. 506-513, jun. 2011.

ZHABANKOV, R. G. Infrared spectra of cellulose and its derivatives. New York:
Consultantes Bureau, 1966. 333 p.

ZHAO, H.; YUN, J. Isolation, identification and fermentation conditions of highly
acetoin-producing acetic acid bacterium from Liangzhou fumigated vinegar in China.
Annals of Microbiology, v. 66, n. 1, p. 279-288, mar. 2016.



97

CONCLUSAO GERAL

Foi possivel o isolamento de cinco espécies de bactérias caracterizadas
bioquimicamente como pertencentes aos géneros de bactérias do acido acético, a
partir de industria de vinagres, que apresentaram capacidade de producédo de
celulose. A caracterizagao fisico-quimica do melago de soja mostrou que 0 mesmo
apresenta alta quantidade de acucares fermentesciveis, passiveis de serem
utilizados por microrganismos, além de proteinas e minerais.

A fermentagdo do melago de soja proporcionou um aumento na capacidade
de sintese de celulose bacteriana, em relagcdo a producdo no meio de referéncia
para a biossintese, juntamente com a produgédo simultdnea de acido acético, pelos
microrganismos estudados.

As membranas produzidas no melago de soja mostraram variagao nas
caracteristicas hidrofilicas, entre os microrganismos produtores, demonstrando que
diferentes linhagens de bactérias apresentam diferentes capacidades de sintese de
celulose e as membranas produzidas por eles podem apresentar diferentes

propriedades intrinsecas.
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e Sobreposi¢ao dos cromatogramas dos carboidratos do melago de soja.
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e Sobreposi¢cao dos cromatogramas dos carboidratos do melago de soja
antes e apos a fermentagao (amostra V05 — tempo inicial e final).
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e Sobreposi¢ao dos cromatogramas dos carboidratos do melago de soja
nao fermentado (amostras V01, V02, V03, V04 e V05 — tempo inicial).
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e Sobreposigcao dos cromatogramas dos carboidratos do melago de soja
fermentado (amostras V01, V02, V03, V04 e V05 — tempo final).
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