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RESUMO

A busca pela producdo sustentavel de polimeros tornou-se uma das principais
vertentes das industrias hoje. Temas como “preservagcdo do meio ambiente” e
“escassez de recursos naturais” dominam os cenarios industriais. A celulose é um
polimero produzido em grande escala por muitas industrias, tendo vasta gama de
aplicacdo, mas ainda é obtida, recorrentemente, por métodos ndo amigaveis com o
meio ambiente. Para solucionar tal problema em relacdo ao meio ambiente, a
producdo de celulose pode ser realizada através de vias metabdlicas de algumas
bactérias, que, além de ser um processo com Vviés mais natural em relacdo a producao
restrita as vias quimicas, € um produto de maior qualidade. A oportunidade de poder
realizar a producdo de celulose bacteriana por diferentes substratos envolve a
possibilidade de realizar a mesma utilizando fontes tais como residuos industriais, 0
gue acarreta na diminui¢do do custo de producéo e agrega mais valor ao produto final.
A pesquisa em questéo ira realizar uma busca de literatura visando avaliar o meio de
cultivo de celulose bacteriana por komagataeibacter xylinus entre trés diferentes
substratos residuais de industrias (glicerol, vinhaca e soro de leite) a fim de otimizar a
producdo da celulose e diminuir os impactos causados pela sintese quimica da

mesma.

Palavras-chave: celulose bacteriana; komagataeibacter xylinus; glicerol; vinhaca,

soro de leite.
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Abstract

The quest for sustainable polymer production has become a major focus for industries
today. Themes such as "environmental preservation” and "scarcity of natural
resources" dominate the industrial scenarios. Cellulose is a polymer produced on a
large scale by many industries, has a wide range of applications, but is still recurrently
obtained by environmentally unfriendly methods. To solve this problem in relation to
the environment, the production of cellulose can be performed through metabolic
pathways of some bacteria, which, besides being a process with a more natural bias
in relation to the production restricted to chemical pathways, is a higher quality product.
The opportunity to perform the production of bacterial cellulose by different substrates
involves the possibility of performing the same using sources such as industrial waste,
which results in the reduction of production cost and turns the product itself into more
valuable. The research in question will analyze the best production of bacterial
cellulose by Komagataeibacter xylinus using different concentrations of three different
residual substrates from industries (glycerol, vinasse, and whey) in order to optimize

the production of cellulose and reduce the impacts caused by its chemical synthesis.

Keywords: bacterial cellulose; Komagataeibacter xylinus; glycerol; vinasse; whey.
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1 Introducéo

A busca pela producao sustentavel de polimeros tornou-se uma das principais
vertentes das industrias hoje. Temas como “preservacdo do meio ambiente” e
“‘escassez de recursos naturais” dominam os cenarios industriais. A celulose é um
polimero produzido em grande escala por muitas industrias, tem vasta gama de
aplicacdo, mas ainda é obtida, recorrentemente, por métodos ndo amigaveis com o
meio ambiente. (BOLDRIN, 2015)

O termo “celulose” foi originalmente denominado pelo pesquisador Alsem
Payen no século passado, dado a substancia que compde a parede celular de plantas
superiores. Tempos depois, Luis Pasteur descreveu a celulose bacteriana (CB) como
um produto extra celular das bactérias do vinagre, sendo esta com caracteristicas
escorregadias, de pele Uumida, inchada e gelatinosa. Uma das cepas pioneiras,
determinada e utilizada, por Brown, em 1886, para producdo de celulose bacteriana
foi a de Acetobacter xylinum, primeiramente encontrada em forma de pelicula sob a

superficie de uma solucéo de cerveja.

O motivo pelo qual algumas bactérias produzem celulose é variado entre
autores do mundo todo, porém, todos concordam no ponto de que € uma membrana
protetora criada pelo microrganismo para conseguir se isolar do meio externo. Apesar
de varias delas serem aerbbias restritas, a membrana auxilia contra oxidacao
excessiva, contra raios ultravioleta e é hidrofilica, para que haja difusdo de nutrientes
fundamentais no desenvolvimento do organismo. (IGUCHI et al., 2000)

Para solucionar o problema em relagdo ao meio ambiente, a producdo de
celulose pode ser realizada através de vias metabdlicas de algumas bactérias, que,
além de ser um processo com viés mais natural em relacéo a producao restrita as vias
quimicas, € um produto de maior qualidade, em termos de grau de pureza e de
resisténcia do material em si. As cepas mais utilizadas hoje nas industrias para
producéo de celulose bacteriana sao as que se relacionam taxonomicamente com 0s
géneros Acetobacter, Agrobacterium, Pseudomonas, Rhizobium e Sarcina. Dentre
estas, a cepa mais utilizada é a Komagataeibacter xylinus, esta tem forma bacilar, &
gram-negativa e aerdbia estrita. S&o encontradas em diversas formas, desde sozinhas

ou em pares, até em cadeias e pequenos aglomerados. Se tratam de membranas com
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propriedades nanométricas, mais resistentes a impactos mecanicos, com maiores
niveis de hidrofilicidade, maiores indices de pureza, de cristalinidade, maior
adaptabilidade biolégica, entre outros fatores. (KLEMM et al., 2001; DONINI et al.,
2010)

As bactérias deste género sdo as mais utilizadas por um motivo, conseguem
produzir celulose a partir de diversas fontes de carbono distintas, ndo se restringindo
somente a glicose. Tal fator é fundamental e sustenta a quantidade de trabalhos
cientificos aplicados nos ultimos anos. Devido a isto, a oportunidade de poder realizar
a producao de celulose bacteriana por diferentes substratos envolve a possibilidade
de realizar a mesma utilizando fontes tais como residuos industriais, 0 que acarreta
na diminuicéo do custo de producéo e agrega mais valor ao produto final. (ROSS et
al., 1991)

A celulose bacteriana apresenta algumas vantagens quando comparada a
celulose vegetal, assim a necessidade em produzi-la ndo se limita apenas as questdes
ambientais. A CB néo é associada a outros polimeros, como hemicelulose e lignina,
fator que permite menores custos de producdo, menor tempo de processamento e
aumenta as aplicacdes industriais. Também, como ndo depende de longos e
extensivos cultivos agroflorestais, sua sintese ocorre em menor tempo. Algumas
outras propriedades conferem vantagem a CB, ela demonstra propriedades fisicas
excelentes em termos de resisténcia a tracdo, estabilidade mecanica,
biocompatibilidade, pureza, termoestabilidade e cristalinidade. (BARUD et al., 2011,
CACICEDO et al., 2016).

Dessa forma, reconhecendo-se a producdo de celulose através de vias
metabdlicas da bactéria Komagataeibacter xylinus como uma alternativa que traz um
produto de maior qualidade, assim como vantagens para o meio ambiente, esta
pesquisa justifica-se através de seus objetivos, 0os quais visam analisar diferentes
composic¢des dos meios de cultivo para a melhor producéo de celulose bacteriana por
Komagataeibacter xylinus. Também, variar as concentra¢des dos substratos frutose,
sacarose, extrato de malte, acucares invertidos e conferir qual composicéo reflete no
melhor rendimento da producéo de celulose bacteriana, a fim de otimizar a producéo
da celulose e diminuir os impactos causados pela sintese quimica da mesma.

10
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2 Objetivos

Este trabalho teve como objetivo avaliar os trabalhos em literatura, visando
identificar os melhores meios de cultivo para a producdo de celulose, através da

bactéria Komagataeibacter xylinus, visando uma maior produtividade da mesma.
3 Metodologia

Para a realizagéo do deste trabalho revisou-se trabalhos, periddicos e materiais
cientificos publicados, que contemplam a tematica de producdo de celulose
bacteriana, utilizando o microrganismo Komagataeibacter xylinus, a fim de analisar

sob qual condicao de cultivo apresenta-se a melhor para a producéo da celulose.

Para cada um dos substratos, averiguou-se diferentes estudos, com variagdes
de meios e concentracbes, comparando com o meio padrdo HS (Hestrin-Schramm) ,
encontradas na literatura. Também se investigou os meios de cultivos e as suas
composic¢des. Avaliou-se tanto a producao em meio estatico, quanto em meio agitado,
também comparando diferentes velocidades de agitacdo do meio reacional.

Por final, levantou-se os métodos analiticos mais utilizados hoje, para
determinacao da concentracéo de substratos apds producéo da celulose, assim como
para quantificacdo da celulose produzida, propriamente dita, apds passar por

processos de purificacdo e secagem.

4 Referencial Teo6rico

4.1 Celulose

A celulose (CsH100s)n € um biopolimero renovavel e biodegradavel, é o
principal componente da parede celular de plantas, sendo assim, é o polimero natural
mais abundante e onipresente no mundo. Logo, este polimero, que tem sua maior
parte de producdo com origem vegetal, € o mais utilizado atualmente. (LAMPUGNANI
et al., 2019). No entanto, sabe-se que existem outras fontes de celulose, ndo vegetais,
gue englobam bactérias e tunicados, produzidos por criaturas marinhas. (EICHHORN
et al., 2010; ABDUL; BHAT; IREANA, 2012). Estima-se que 102 toneladas por ano,
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deste polimero, sejam obtidas para aplicacdes industriais, sendo que as industrias de

papel, téxteis e quimicas detém 60 % desta producdo anual. (GUPTA et al., 2019).

O Brasil, em 2015, liderava o ranking mundial de exportacdo de celulose, com
mais de 10,6milhdes de toneladas (GEDF - CD/FIEP-2016). Além disso, foi
considerado o pais importador com o0 menor preco cobrado por toneladas, devido a
diferentes fatores, como solos férteis que facilitam a producdo deste polimero, clima
favoravel e a utilizacdo de biotecnologia e de engenharia genética pelas empresas
brasileiras. (DEPEC/BRADESCO, 2016).

Classificada como um carboidrato, homopolissacarideo, monémeros de
mesma espécie compondo a molécula final, formado por unidades repetitivas de
celobiose, unidade de B-D-glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B
1—4 , a celulose (Figura 1) é unica que pode ser sintetizada a partir de, ou hidrolisada
em monossacarideos (ALTANER et al., 2014)

Figura 1 — Estrutura da celulose destacando a celobiose.
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Fonte: Moreira, 2009.
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Esse polimero é formado por dois tipos de interacdo, intramoleculares e
intermoleculares, ambas, responsaveis pela formacédo das cadeias deste polimero,
sao do tipo ligacdes de hidrogénio. Enquanto as liga¢des intramoleculares acontecem
entre grupos hidroxila da mesma molécula, por sua vez, as intermoleculares
prevalecem entre grupos hidroxila de cadeia adjacentes (Figura 2). Tais ligaces de
hidrogénio da celulose sdo responsaveis pela solubilidade e pelas propriedades
mecanicas da mesma. (ALTANER et al., 2014).

Figura 2 — Representacao das ligacdes hidrogénio intramoleculares e intermoleculares das cadeias de

celulose.
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Fonte: WU et al., 2012.

A celulose, na sua forma nativa, é chamada de celulose-l, sendo classificada
por seus alomorfes de duas maneiras: tipo la e tipo Ib. Elas se diferenciam entre si,
uma delas por ser um sistema cristalografico triclinico, o qual apresenta cristais de
simetria mais pobre, composto por trés eixos cristalograficos diferentes entre si. Tal
fator também prevalece para com os angulos entre eles. A outra € um sistema
cristalografico monoclinico com trés eixos cristalograficos que tém comprimentos
diferentes entre si. Seus angulos a e y tém 90° e o angulo 3 tem valor diferente de
90°. Ambos foram determinados com grande precisao e tém um complexo sistema de
ligacdo de hidrogénio, caracteristica da estabilidade desse polimero que possui baixa
solubilidade em solu¢des aquosas e nédo tem ponto de fusdo. (EICHHORN et al., 2010;
ABDUL; BHAT; IREANA, 2012). Ademais, existe a celulose tipo Il, a qual é obtida a
partir da celulose tipo | por duas rotas: recristalizacdo ou mercerizacao (tratamento
com NaOH em estado sélido). A principal diferenca estrutural entre a celulose tipo | e

tipo Il é que a tipo | possui um arranjo paralelo, ao contrario da tipo Il, que possui
13
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arranjo antiparalelo. Tais arranjos sao predominantes em outros tipos de celulose que
seguem essas classificagdes. (CHAWLA et al., 2009; KLEMM, D. et al., 2005; PEREZ
and SAMAIN, 2010).

4.2 Celulose Bacteriana

A celulose bacteriana (CB) foi inicialmente relatada por Brown em 1886. O
pesquisador observou a formacao de uma pelicula gelatinosa na superficie do caldo
de fermentacédo do vinagre, assim, identificou uma estrutura semelhante a da celulose
vegetal, também, por analise microscopica, foi evidenciada a presenca de bactérias

produtoras, como Acetobacter xylinum (SILVA, 2019).

Diante da busca por alternativas mais sustentaveis e que possam ampliar a
produgéo, a celulose bacteriana aparece como uma alternativa promissora. Suas
vantagens sdo evidenciadas desde a forma de obtencdo, pois a producdo ocorre
independentemente de condi¢des climaticas, sendo possivel utilizar matérias-primas
regionais, assim ha maior agilidade para a obtencdo do produto final e tem
infraestrutura de custo relativamente mais baixa. Também, além do seu beneficio em
relacdo a sustentabilidade, a CB possibilita uma escala produtiva maior, por
apresentar excelentes propriedades fisicas em relacdo a estabilidade mecanica,
cristalinidade, grau de pureza, biocompatibilidade e resisténcia a tracdao. (BARUD et

al., 2011; CACICEDO et al., 2016)

As celuloses bacterianas e vegetais possuem a mesma formula quimica entre
si, mas, as fibras (em dimensdes nanométricas) da CB fornecem a ela propriedades
como maior resisténcia mecanica a tracdo, possibilitando a insercfes in-situ durante
o cultivo de bactérias Gluconacetobacter xylinus. Dentre algumas aplicacdes
industriais, estdo regeneracao tecidual, composicdo de biomateriais, 6rgados para

implantes vasculares, entre outras. (DONINI et al., 2010)

De maneira mais ilustrativa, a celulose bacteriana destaca-se em relacédo as
suas propriedades fisico-quimicas, como mostra a Tabela 1. A CB consiste em
microfibrilas, que s&o, aproximadamente, 100 vezes menores que as fibrilas de

celulose vegetal e ndo possuem impurezas, como lignina e hemicelulose,
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proporcionando espacos vazios entre as fibras e, consequentemente, area de
superficie expandida e matriz altamente porosa. Quanto as suas propriedades,
incluem-se alta resisténcia a tracao, cristalinidade (80-90% maior do que a celulose
vegetal), capacidade de retencédo de agua, grau de polimerizagdo, maleabilidade em
estruturas tridimensionais e biocompatibilidade. (KADIER, ILYAS, HUZAIFAH, et al.,
2021).

Tabela 1 — Caracteristicas da celulose bacteriana versus celulose vegetal.

Propriedade Celulose Vegetal Celulose Bacteriana
Largura da fibra (nm) 14 - 40.000 50 - 80
Cristalinidade (%) 43 - 65 84 -89

Grau de polimerizagao 13.000 - 14.000 2.000 - 6.000
Modulo de Young (GPa) 13- 180 15 - 138
Resisténcia a tragao (MPa) 10 - 250 91 - 260
Quantidade de agua (%) 60 98,5

Fonte(s): Campano et al., 2016; Chawla et al., 2009; Dufresne et al., 2012; Moon et al., 2011; Pecoraro
et al., 2008.

A sua aplicabilidade estad diretamente relacionada as suas propriedades
macrofisicas, térmicas e mecanicas. Suas propriedades mecanicas (resisténcia a
tracdo, alta flexibilidade e cristalinidade) sdo de interesse para tratamento de
perfuracdo de membrana timpanica, filme de protecdo, alimentos filmes de
embalagem, diafragmas de alto-falantes de audio, entre outros diversos setores. Sua
estrutura nanométrica possibilta seu uso como aglutinante, ja a sua
biocompatibilidade é o maior interesse da biomedicina. Logo, a prestabilidade de um
material € um fator importante para promover a pesquisa e o investimento no mesmo.
Como mostra a Tabela 2, reforgca-se que, por conta de suas propriedades, a celulose
bacteriana € um material com grande potencial de aplicacdo entre diversas areas
como de alimentos, engenharia de tecidos, téxtil, farmacéutica, de saude e
cosméticos, até na area eletrénica. (WANG; CHEN, 2011; MOHITE; PATIL, 2014,
RAJWADE et al., 2015).

15
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Quadro 1 — Evidéncias de aplicacdes de celulose bacteriana (CB) segmentadas por diferentes areas

industriais.
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AREA

APLICACOES DA CELULOSE BACTERIANA

Cosméticos

Industria téxtil

Mineracdo e
refinaria

Tratamento de lixo

Purificacdo de
esgotos

Equipamentos
eletroeletrénicos

Energia

Inddstria de papel

Industria de
alimentos

Salde

Laboratério

Estabilizador de emulstes

Roupas para esportes, tendas e equipamentos para acampamento

Esponjas para coleta de vazamento de dleo, material para absorcao de
toxinas

Reciclagem de minerais e dleos

Ultrafiltrag@o de agua para descontaminagao

Diafragmas para microfones e estereofones
Materiais optrénicos (telas de cristal liquido, suporte para OLED,
equipamentos para controle luminoso)

Membrana sintetizada a partir de paladio como catalisador, para formar
unidades internas (células) de baterias

Para obtencéo de papéis especiais, em substituicdo a celulose de
madeira

Celulose comestivel (“nata de coco”)

Filme para cobertura de alimentos, reduzindo a velocidade de
amadurecimento e a possibilidade de crescimento de micro-organismos
contaminantes

Acao como crioprotetor para preservacdo de micro-organismos
probidticos em alimentos

Engenharia de tecidos — regeneragdo de érgao e tecido a partir de
recrutamento do préprio paciente, em suporte plimérico de celulose,
como regeneracao de pele em feridas derivadas de perda tissular por
gqueimaduras ou Ulceras

Constituigao de proteses como implantes dentarios

Liberagdo controlada de antibiéticos em sitio tissular

Imobilizag@o de proteinas e de células, constituigdo de suporte para
cromatografia, meios para cultura de tecidos

Fonte(s): Adaptado de COIMBRA, 2015.

4.2.1 Bactérias

A producdo de CB por intermédio das bactérias ocorre como processo do
metabolismo destas, além de que, hoje é sugerido que a membrana produzida entre
a interface ar-liquido possibilita que as bactérias aerdbias migrem para a superficie,
acarretando na obtencdo de oxigénio com maior facilidade para seu crescimento.
Tanto quando estas estdo em solucdo liquida e cultivadas por agitacdo, quanto
guando estdo crescendo estaticamente. Também, sabe-se que além do meio, os

substratos podem ser alterados, porém, alterando a producdo (KADIER, ILYAS,

HUZAIFAH, et al., 2021).
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As Bactérias do Acido Acético (BAA) séo classificadas como uma familia de

bactérias gram-negativas, estritamente aerobias e possuem forma de bastonete.

Estas, da familia Acetobacteraceae, sdo reconhecidas pela caracteristica de
serem bactérias de grau alimenticio ou GRAS (geralmente reconhecida como segura),
0 que € importante para a producdo de celulose (SINGH, WALKER, LEDESMA-
AMARO, ELLIS, 2020).

Entre as bactérias que podem sintetizar a celulose bacteriana estdo as dos
géneros Agrobacterium spp., Acetobacter spp., Azotobacter, Rhizobium spp., Sarcina,
Alcaligenes, Escherichia, Salmonella, Komagataeibacter e Pseudomonas. A
Acetobacter € uma bactéria proveniente do vinagre que pode converter glicose,
glicerol ou qualquer outra substancia organica em celulose pura. Cabe destacar que
a forma da celulose ¢é alterada de acordo com o género da bactéria, por exemplo, 0s
géneros Agrobacterium e Rhizobium produzem celulose de fibrilas curtas, Sarcina
produz celulose amorfa, Alcaligenes produz CB em forma de fibrilas e a
Komagataeibacter produz celulose em forma de fitas (MOHAMMEDI, 2017). No
entanto, entre as citadas, as espécies do género Komagataeibacter destacam-se,
sendo que cinco dessas tornaram-se foco de pesquisas: K. xylinus, K. hansenii, K.
rhaeticus, K. europaeus e K. medellinensis (BLANCO, HERNANDEZ, RIVERO-
BUCETA, et al., 2021). O K.xylinus € o organismo mais explorado industrialmente, a
espécie sofreu reclassificacbes taxondmicas, por muitos anos foi denominada
Acetobacter xylinum, posteriormente classificada como Gluconacetobacter xylinum e,
atualmente é reconhecida como Komagataeibacter xylinus (GORGIEVA, TRCEK,
2019).

A K. xylinus possui comprimento de 2 a 10 micrometros e largura que varia de
0,5 a 1 micrébmetro, destaca-se pela sua capacidade em produzir niveis mais altos e
estaveis do polimero, como seu metabdlito primario, a partir de diferentes fontes de
carbono e nitrogénio (substratos). Basicamente, todo o desenvolvimento de CB pode
ser observado a partir da glicose (CHAWLA et al., 2009). Também, as cepas do K.
xylinus apresentam vantagem pela sua facil obtencdo, podem ser cultivados em

laboratérios e sdo comumente encontrados em frutas e vegetais em processo de
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decomposicdo e em produtos destes (BILGI, BAYR, SENDEMIR-URKMEZ, HAMESS,
2016).

4.3 Biossintese

O processo de biossintese da celulose bacteriana pode envolver vias
anfibélicas importantes, como o ciclo de Krebs (oxidacdo dos acidos organicos), o
ciclo das pentoses (oxidagcédo dos carboidratos) e a gliconeogénese (conversao de
piruvato e glicerol em glicose), esses séo processos indiretos (MOHAMMEMDI, 2017).
Também, pode ocorrer fosforilacdo de hexoses, quando a fonte de carboidrato &
exdgena, nesse processo a conversdo da hexose fosfato em celulose é direta,
independe de clivagens intermediarias do esqueleto carbénico (DONINI et al., 2010).
Logo, a sintese de celulose bacteriana é realizada em diversas etapas, as quais
envolvem grande quantidade de enzimas individuais e complexos de proteinas
cataliticas e reguladoras (PINTO, 2013).

Como mostra a Figura 3, caso a sintese de CB tenha seu inicio a partir da
frutose ocorrem dois processos para que, assim, a via metabodlica possa seguir o
mesmo roteiro da sintese iniciada pela glicose. Tais etapas sao: fosforilacdo (acao da
enzima hexoquinase, fosforilando frutose em frutose-6-fosfato) e, posteriormente,
isomerizacdo (acdo da enzima fosfoglicose isomerase, isomerizando a frutose-6-
fosfato para glicose-6-fosfato). Apds o processo de isomerizacdo, a sintese de
producédo do biopolimero iguala-se ao processo quando iniciado pela glicose (LEE et
al., 2014). Quando iniciada a partir da glicose, a biossintese do BC requer quatro
etapas enzimaticas: (1) fosforilacdo da glicose pela glucoguinase em glicose-6-fosfato;
(2) isomerizacao de glicose-6-fosfato em glicose-1-fosfato por fosfoglucomutase; (3)
conversao de glicose-1-fosfato em uridina difosfato glicose (UDP-glicose) por UDP-
glicose pirofosforilase; (4) e a sintese de celulose a partir de UDP-glicose pela celulose
sintase (MONIRI, BOROUMAND MOGHADDAM, AZIZI, et al., 2017).
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Figura 3 — llustracdo esquematica da via metabdlica da sintese de celulose bacteriana através

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

A etapa da celulose sintase tem grande destaque na biogénese da CB, visto
que tal enzima pode ser a Unica exclusiva deste processo (MOHAMMEDI, 2017). A
enzima é uma glicosiltransferase incorporada na membrana composta por trés
(AXCcSAB, AXCcSC e AxCcSD) ou quatro o (AXCcSA, AXCcSB, AXCcSC e AxCcSD)
subunidades, sendo que sua subunidade catalitica acarreta em um dos principais
determinantes das propriedades quimicas e fisicas da CB, o que incorre no fato de
gue diferentes espécies bacterianas sdo capazes de gerar celulose com diferentes
comprimentos. Sabe-se que a celulose sintase ocorrem trés etapas principais (Donini
et al., 2010). Na primeira etapa ocorre a polimerizacdo da glicose, evento associado
a membrana, em cadeias de B-1,4-glucano (os mecanismos moleculares de
polimerizacdo da glicose em cadeias longas e ndo ramificadas ainda precisam ser
explorados); secrecédo extracelular das cadeias lineares (0 microrganismo excreta
fibrilas elementares, que tém cerca de 1,5 nm de largura, onde estdo os poros do
microrganismo — Figura 3), e a organizac¢ao e cristalizacdo das cadeias de glucanos
em tiras, por meio de ligacdes de hidrogénio e for¢as de Van der Waals, formam uma
rede de nanofibras com didmetro entre 20 a 90 nm (SOUZA, 2014; ROSS et al., 1991).
A Figura 5 representa um modelo da rota metabolica para a biossintese de celulose
por K. xylinus, demonstrando as etapas da celulose sintase.
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Figura 4 - Microscopia da formacgédo da celulose bacteriana a) Komagataeibacter xylinus no momento

em que excreta fibrilas elementares; b) rede tridimensional que a bactéria produz.

Fonte: a) BARUD (2010); b) CASTRO et al. (2011).
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Figura 5 — Modelo hipotético da rota metabdlica para a biossintese de celulose por K. xylinus —
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A formacdo da celulose bacteriana € diretamente afetada pelos meios de

fermentacao e pelas condi¢des de cultivo, como a composi¢éao do meio de cultura, pH,

temperatura, teor de oxigénio dissolvido, volume de meio (relacédo area/volume) e o

tipo de cultura utilizada (fermentadores estéaticos ou agitados) ofertadas a bactéria,

visto que esses fatores interferem na produtividade do microorganismo (LEE, et al.,

2013).
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Logo, infere-se que encontrar 0 meio de fermentacdo adequado € de suma

importancia para melhor rendimento da producédo ao menor custo de processo.

4.4.1 O meio de fermentagéo

O meio de cultivo tem significancia de custo de cerca de 65 % do processo de
fermentacdo, o que equivale a 30 % do custo total do processo de producédo de
polimeros, limitando-a ao nivel industrial (JOZALA, et al. 2015; DONINI, et al. 2015).
O meio de fermentacdo deve apresentar fonte de carbono, fonte de nitrogénio e
aditivos (macro e micronutrientes). Logo, as mudancas nos componentes do meio
afetam o crescimento e a formacao do produto direta ou indiretamente, assim como o
custo (RANI; APPAIAH, 2011).

Os meios sintéticos se dispdem em diferentes formulacgdes, existindo trés tipos
diferentes: Yamanaka (Y), Zhou (Z) e Hestrin Schramm (HS). Cada um possui suas
vantagens e desvantagens, que demonstram como o rendimento € afetado pelo tipo,
guantidade e composi¢cdo do meio. O peso seco final das CBs obtidas no meio Zhou
(2) e Hestrin-Schramm (HS) sdo maiores do que a CB sintetizada no meio Y, embora
a fonte de carbono do meio HS seja metade da do meio Z, ele produz o maior
rendimento de CB (MONIRI et al., 2017). O meio utilizado como padrdo para a
producdo da CB é o meio sintético HS (Hestrin Schramm, 1954). Este tem em sua
composicado glicose e acido citrico como fontes de carbono e peptona e extrato de
levedura como fontes de nitrogénio (HESTRIN & SCHRAMM, 1957). Em valores, ele
€ composto por 2% (p/v) de glicose, 0,5% (p/v) de peptona, 0,5% (p/v) de extrato de
levedura, 0,27% (p/v) de Na2HPOa4 e 1,15 g/L de &cido citrico.

A glicose é o acucar preferencialmente escolhido como fonte de carbono, no
entanto, durante o processo ela pode formar acido glucénico, que reduz o pH do meio
de cultura, gerando menor rendimento na producdo de CB. Também, ela e os outros
nutrientes que compdem o meio de cultivo para a sintese de CB apresentam um alto
custo na sua forma pura, em razao disso, outras fontes sdo estudadas para o meio de
cultivo. Como efeito, fontes de carbono oriundas de processos agroindustriais tém
recebido incentivos. A atividade agricola gera uma grande quantidade de biomassa
gue possui impacto ambiental ao ser descartada de forma incorreta, no entanto, tais
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residuos como cascas de uvas, glicerol bruto, residuos de levedura de cerveja, melago
de beterraba, liquido do sisal (utilizado como repelente contra mosquitos), extrato de
algaroba, suco da casca do abacaxi, licor de milho, melago de cana e palha de trigo,
entre outros, tém potencial para o processo fermentativo da CB, pois s&o ricas em

acucares (sacarose, glicose e frutose) e nutrientes (nitrogénio e vitaminas).

Vérias fontes de carbono tém sido avaliadas, incluindo monossacarideos,
oligossacarideos, acidos organicos, alcoois e alcoois de acgucar, assim, ha diversos
estudos sobre diferentes fontes de carbono como manitol, frutose, sacarose e

acucares invertidos, na producao da CB.

4.4.2. Influéncia do pH

Sabe-se que o pH 6timo para a producéo de CB, para crescimento adequado
das bactérias, € dependente da cepa especifica e do microrganismo utilizado. De
acordo com a literatura, este valor esta na faixa de 4 a 7, abaixo do valor de 3,5 a
sintese de celulose é inibida, enquanto a maior eficiéncia de produtividade esta em
torno de 6,5. Esses valores também variam de acordo com a finalidade de aplicacao,
a exemplo da producédo industrial de membranas de CB para aplicagdes biomédicas,
por exemplo, Biofill e Gengiflex, que a fim de evitar a contaminacdo do meio durante

o cultivo, variam a pH em faixas consideradas mais baixas, entre 4 e 4,5.

Apesar da producéo ocorrer numa faixa consideravel de pH, a variacao dele
durante o processo deve ser levada em consideracdo. O acumulo de metabdlitos
secundarios de carater acido, como os acidos glucbonico, lactico e acético, que séo
gerados ao longo com consumo de acucares e fontes de nitrogénio, podem diminuir o
pH do meio durante a producédo de CB. Para evitar essa situacao € cabivel fazer a
adicado de uma solugéo tampéao durante o processo fermentativo, a fim de se alcancar
maior rendimento o possivel, visto que as variagcbes no pH durante o processo

fermentativo causam alteracfes na atividade e na sintese enzimatica.

4.4.3. Influéncia da temperatura
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A temperatura de operacdo na producdo de CB € outra variavel que tem
influéncia direta no rendimento, assim como na estrutura da morfologia e do cristal.
Estudos para encontrar a producdo maxima foram realizados, neles observou-se que,
na faixa de 20 a 40 °C, com meio Hestrin-Schram, a CB foi idealmente produzida a
uma temperatura de 30 °C. Apesar de ter sido verificada que ndo ha diferenca
significativa na producédo de celulose a 25° C, a producdo comeca a decrescer de

rendimento a medida que a temperatura atinge valores acima 35° C (SON et al., 2001).

4.4.4 Teor do oxigénio dissolvido

O metabolismo celular € dependente do teor de oxigénio dissolvido no meio,
esse parametro € essencial tanto para o aumento do rendimento quanto para as
propriedades e, consequentemente, para a qualidade do polimero final (SHIRAI et al.,
1994). O controle desse teor € de suma importancia, visto que altas taxas, obtidas no
cultivo agitado, podem aumentar a concentracdo de acido gluconico, inviabilizando a
célula a sintetizar a celulose, enquanto baixas concentra¢des impedem o crescimento
bacteriano e a producéo de biopolimero. (HUNGUD e GUPTA, 2010).

4.4.5 Tipos de biorreatores

A celulose bacteriana pode acontecer sob duas formas de cultivo: estéatico e
agitado, que definem a apresentacdo do filme, mesmo que a estrutura quimica seja
idéntica (HORNUNG et al., 2006). O tempo médio de 3 a 4 semanas, normalmente
necessario para a producdo em culturas estéaticas, € reduzido para 2 a 4 dias em
culturas agitadas, observando um rendimento de 2,5 g/L. (DUDMAN, 1960).

Em culturas estéticas, o crescimento das bactérias produtoras de celulose,
assim como a producéo do polimero, mesmo que em condi¢cdes de meio de cultivo
mais favoraveis, sdo baixos, podendo variar entre 10 dias e 6 semanas, em funcdo da
cepa utilizada. O rendimento comum na producéo de celulose bacteriana, em meios
estaticos, é de 5 g/L, ap6s corridos 27 dias de cultivo (LEE et al., 2014). Esse tipo de

cultivo requer grande area de superficie da cultura, pois, a CB é sintetizada na forma
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de uma pelicula homogénea e gelatinosa entre a interface do meio com o ar, essas
possuem maior grau de polimerizagcdo e cristalinidade devido a auséncia de

interferéncia de forcas cisalhantes oriundas da agitacéo.

Figura 6 — Fermentacdo em cultivo a) estatico e b) agitado de Komagataeibacter xylinus K975 que

produz celulose bacteriana.

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

O cultivo em meio agitado ocorre por biorreatores ou frascos com agitacao, ele
produz taxas mais altas de CB comparadas as do meio estético, pois, a sintese
celulésica é mais rapida devido a maior taxa de transferéncia de oxigénio e de
disponibilidade de nutrientes para o interior da membrana. No entanto, nesse
processo, a celulose é produzida na forma de bolas sélidas, como granulos e mechas
fibrosas, e, devido ao estresse que cisalhamento causa, detém grau de polimerizacéo
resisténcia mecanica, médulo de elasticidade, e indice de cristalinidade inferiores a

CB que é produzida em cultivo estatico.

Diferentes tipos de biorreatores vém sendo utilizados para aumentar a taxa de
multiplicacéo e a produtividade bacteriana com reducao do custo de produgéo, cada

um com suas particularidades, como mostra a Tabela 3.

Quadro 2 — Métodos para a producéo de celulose bacteriana (CB).

| Métodos para a producéo de CB Caracteristicas Basicas do Processo e da Celulose
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. Método mais comumente utilizado em escala
laboratorial.
Producéo Estatica e  Duracgéo do processo em cerca de 2 semanas.

e  Celulose produzida na forma de folha de hidro gel.

. Elevagéo na taxa de oxigénio entregue a bactéria.

e  Pode acarretar na redugdo da estabilidade genética da
bactéria e diminui¢édo da producéo de CB.

Produgdo em solucéo agitada e  Producéo da CB ocorre morfologicamente de maneira

variada (majoritariamente estruturas esféricas).

e Adequada para produgdo em escala econémica.

. Eficiente suprimento de oxigénio com baixo custo de
Produgéo em Biorreator Air Lift energia.

e  CB produzida em pellets.

. Producé@o homogénea da CB.
Producéo em Biorreator de Disco Rotativo e Produto final semelhante a de um processo em meio

estatico.

. Prové alta concentracédo de oxigénio a bactéria, e
Producéo em Biorreator de Leito Gotejante baixa for¢a de cisalhamento.

. Produto final em forma de folhas irregulares.

Fonte: Adaptado de Gorgieva e Tréek, 2019

5 SUBSTRATOS
5.1 Glicerol como fonte de carbono

Glicerol é o nome dado ao composto organico 1,2,3-propanotriol, tri-alcool com
3 carbonos em sua estrutura. Comercialmente, o glicerol recebe, frequentemente, o
nome de glicerina (BEATRIZ; ARAUJO; DE LIMA, 2011). Esse liquido, em sua forma
pura, possui gosto adocicado e € incolor, viscoso, inodoro, higroscépico e soluvel em
agua e alcool, essas duas Ultimas caracteristicas sdo consequéncia da presenca de
trés grupos hidroxila na estrutura do glicerol. Também, € uma molécula que forma
ligagbes de hidrogénio, tanto intramoleculares como intermoleculares, se tornando
altamente flexivel. (WANG et al., 2001)

O glicerol pode ser obtido de diferentes maneiras, na natureza & encontrado
em alguns vegetais, como mamona, palma, girassol, coco e soja; também, pode ser
obtido a partir do propeno (proveniente de combustiveis fésseis), gorduras animais e
Oleos residuais, quando se faz a reutilizacdo destes. (WANG et al., 2001) Também, é
um coproduto da producéo de biodiesel, assim como a partir do alcool alilico, por via
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fermentativa, através de hidrogenacao de carboidratos. Nesses casos este residuo
nao pode ser utilizado em aplicacdes tradicionais em que o glicerol normalmente &
utilizado, por exemplo nas indastrias farmacéutica e alimenticia, exceto que sejam
realizados processos de purificacdo do composto, fato que é responsavel direto na

elevacao dos custos para a industria (FREITAS et al., 2010).

O glicerol, como residuo da producdo de biodiesel, aumentou
consideravelmente, pois, nos ultimos anos, a demanda por biodiesel cresceu. Assim,
€ necessario que se encontre outras novas rotas de valorizacdo. A utilizacdo deste
residuo para a producéo de polimeros microbianos como fonte de substrato pode ser
uma delas. (FREITAS et al., 2010).

5.1.1 Estudos com o glicerol

Silva e colaboradores (2017) avaliaram a producao de membranas de celulose
variando as fontes de carbono e o tempo de producé&o. Utilizaram o meio HESTRIN
SCHRAMM (1954) modificado - fonte de carbono (8 %), fonte de nitrogénio (extrato
de levedura 0,5 %), fonte de aminoacido (peptona bacteriolégica 0,5 %), sais
(NazHPO4 0,27 %) e &cido citrico 1,15 % -, com as seguintes variagdes nas fontes de
carbono: glicose 8 % (meio 1), glicerol p.a 6 % mais glicose 2 % (meio 2) e glicerol
residual 6 % mais glicose 2 % (meio 3). A producdo de celulose ocorreu por
fermentacao estatica em estufa bacteriologica com temperatura de 30 °C. Os meios
foram ajustados em pH 5,5. Para cada meio de cultivo de 400 mL foram adicionados
2 eppendorfs de bactéria padronizadas. Todas as fermentacdes tiveram o periodo de
16 dias, sendo que nos dias 8, 10, 14 e 16 foram retiradas triplicatas das amostras de
cada meio de cultivo. O estudo mostrou que o meio que continha glicerol residual
apresentou producao tardia e de massa reduzida em relacdo aos outros, no entanto,

com relacéo a espessura, esta apresentou um valor comparavel aos outros meios.

Carreira et al. (2011) estudaram a producao de celulose bacteriana a partir de
diversos residuos, provenientes de industrias agro-florestais, como extrato aquoso de
cascas de uva, soro de queijo, glicerol bruto e licor de polpagéo sulfito. Os estudos

foram realizados em meio HS, variando a fonte de carbono, em condicfes estaticas.
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Com isso, concluiram que a excecao do glicerol bruto, todos os outros residuos
demonstraram potencial como fontes de carbono para a producéo de CB. Sendo que,
a melhor producdo do biopolimero ocorreu utilizando 20 g.L* do glicerol cru com 20
g.Lt do glicerol purificado no meio, e a producédo foi de 2,07 g.L! apés 96h de
incubacdo. Também, mostrou que a adicdo de nutrientes como extrato de peptona e

levedura ao meio levaram a uma melhoria de 200% na producao.

Zhong et al., (2013) analisaram o fluxo metabdlico da Gluconacetobacter
xylinus para a producéo de CB no meio composto por fonte de carbono (0,833 mol
C/L), peptona (10 g/L), extrato de levedura (7,5 g/L) e fosfato dissdédico (10 g/L),
variando as fontes de carbono como glicose, glicerol e frutose. Essa pesquisa
demonstrou que a maior producéo foi obtida no meio que continha 25 g.L* de glicerol,
adicionado de 0,02 % de CaClz, com pH ajustado para 6, com um rendimento
metabdlico de 14,7 g/mol C, o que foi aproximadamente 1,69 vezes (com frutose) e
2,38 vezes (com glicose) maior. Ao longo do processo fermentativo, o pH manteve-se
constante, com valores que variaram levemente entre 6 e 7, foi certificado que 47,96
% do glicerol foi transformado em celulose, ao passo que somente 19,05 % de glicose
e 24,78 % de frutose foram convertidas. Em relacdo as caracteristicas bioquimicas da
membrana se mostraram semelhantes as que foram obtidas nos estudos citados. A
avaliacdo das propriedades mecanicas evidenciou que a tensdo mecanica para
ruptura foi maior no meio do glicerol, apresentando em torno de 83,5 Mpa. Em
complemento, a membrana obtida teve maior porosidade e com as fibras do meio de

glicerol mais finas.

5.2 Vinhacga e vinhaca fina como fonte de carbono

A vinhaga, também conhecida como vinhoto, € um residuo liquido, subproduto

industrial da destilacao do etanol a partir da fermentacéo de melaco (feito de cana-de-
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acucar ou beterraba sacarina) ou amido de milho (Kretzschmar 1961). Ela € produzida
em muitos paises do globo, como um subproduto da producao de alcool; considerando
ter a matéria-prima diferente, como cana-de-acucar na América do Sul e da beterraba,
na Europa. A vinhaga apresenta diferentes propriedades (GEMTOS et al., 1999).
Sabe-se que para cada litro de alcool produzido, sdo gerados entre 10 e 12 litros de
vinhaca (MARAFON et al., 2019).

Esse residuo é composto por 93 % de agua e 7 % de solidos organicos e
inorganicos (SHINDE et al., 2020). Entre os componentes organicos encontra-se
glicose, sacarose, citrato, oxalato, acido latico, acido acético, etanol, glicerol, acido
latico, frutose e galactose, sendo varidvel a concentracdo dos mesmos devido aos
diversos métodos de processamento e tipo do mosto (HARDER, 2020). Também
apresenta alto teor de matéria organica, de macro e micronutrientes, altas quantidades
de cations como o potassio (K), ferro (Fe), calcio (Ca) e magnésio (Mg) e menores
quantidades de nitrogénio (N) e fosforo (P) (ALBANEZ et al., 2018).

E conhecida tanto pelo alto poder poluente quanto pelo alto valor fertilizante,
decorrentes da sua riqgueza em matéria organica, altos indices de demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), baixo pH , elevada corrosividade e também elevada
temperatura na saida dos destiladores (FREIRE e CORTEZ, 2000). A vinhaca e a
vinhaca fina podem ser utilizadas na forma pura como substrato para a producao de

CB, sem qualquer pré-tratamento (Velasquez-Riafio et al. 2013).

5.2.1 Estudos com avinhaca

Borro (2021) utilizou a vinhaga e a Aloe vera (babosa) como um dos substratos
para a producdo de celulose bacteriana. Neste estudo, utilizou o meio ALABAN
modificado, composto por uma substituicdo da glicose por sacarose — agucar cristal -
, acido citrico, fosfato de potassio dibasico anidro, extrato de levedura, sulfato de
magneésio e sulfato de amdnio. Conclui-se que o uso da vinhagca como substrato
apresenta potencial para a produc¢éo do biopolimero, promovendo a reducao dos altos
custos envolvidos na producdo de CB e a valorizagdo do uso de residuos

agroindustriais no processo de producao de CB.
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Barshan e colaboradores (2019) pesquisaram os efeitos da concentracédo de
vinhaca (%) e tempo de incubacéo (dia) em diferentes respostas, como espessura e
pesos Umidos e secos da membrana CB produzida. Nas condi¢gfes otimizadas — 40
% vinhaca e 10 dias -, a CB foi caracterizada e comparada com a CB produzida em
meio Hestrin Schramm, como meio controle e concluiu-se que suas caracteristicas
permitem a utilizacdo da vinhaca como subproduto, podendo ser utilizada como fonte

de carbono barata e adequada

Wu e Liu (2013) estudaram o uso da vinhaca fina, agua residual da destilacéo
de vinho de arroz, como suplemento no meio de produgcdo da CB. Analisaram o
biopolimero produzido em 3 meios: apenas vinhaga fina, HS e HS-vinhaca fina. Como
resultado, observaram que o meio composto por HS e vinhaca fina aumentou a
producdo de CB em cerca de 3 a 4 vezes, também, a presenca de vinhaca reduziu a
taxa de consumo de acucar redutor de G. xylinus, levando a um rendimento de

conversdo CB muito alto (0,57 g-CB/g-acucar redutor).

5.3 Soro de leite como fonte de carbono

O soro de leite é um subproduto da fabricacdo convencional de queijos, o qual
possui alto teor de matéria organica e, em consequéncia, pode acarretar problemas
ambientais conforme a sua destinacao. Cerca de 90 a 95% do volume do leite usado
para a fabricacdo de queijos resultam em soro, assim, 0 seu reaproveitamento tem
sido estudado e sugerido para melhorar a eficiéncia econébmica dos laticinios e
minimizar os impactos ambientais (PACHECO et al., 2005; BIEGER e RINALDI,
2009).

A composicao do soro de leite tem valores médios de 93 % de agua; 0,9 a 0,7
% de proteinas; 5 % de lactose; 0,5 a 0,3 % de gordura; e 0,2 % de acido lactico
somados a pequenas quantidades de vitaminas. Ja a parte proteica do soro contém
em torno de 50 % de b-lactoglobulina; 25 % de a-lactoalbumina; além de 25 % de
outras fragcOes proteica as quais incluem imunoglobulinas (FITZSIMONS et al., 2006).
Ha dois tipos de soro: doce e acido, o primeiro tem pH de 5,8 a 6,5 e 0,5 % de sais; e
o segundo tem pH de 4,5 a 4,8 (PONSANO e CASTRO-GOMEZ, 1995).
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5.3.1 Estudos com o soro do leite

Jozala e colaboradores (2015) analisaram a producdo de CB em diferentes
meios de cultura: HS, frutas podres, soro de leite e uma mistura de frutas e soro de
leite. Observaram que G. xylinus metaboliza preferencialmente monossacarideos
como frutose e glicose. Isso explica o porqué do soro de leite, que contém lactose, um
dissacarideo, em abundéancia, produz o menor valor de rendimento (5,9 mg/mL) dos

meios de cultura observados.

Tabaii e Emtiazi (2016) conduziram um estudo que avaliou o efeito de varias
fontes de carbono, ou seja, monossacarideos como frutose e glicose, dissacarideos
como sacarose com e sem qualidade alimentar, alcoois de agicar como manitol e
glicerol, soro de leite e amido de qualidade alimentar no peso seco, na producéo de
CB. A CB foi produzida estaticamente em meio Hestrin-Schramm (HS) (30 ml)
composto por D-glicose (20 g I-1), peptona (59 I-1), extrato de levedura (5g I-1),
Na2HPO4 (2,7 g.L 1) e acido citrico (1,15 g.L!) (pH 6,0) a 28° C, por 20 dias. A D-
glicose foi substituida por outras fontes de carbono em meio HS modificado. Entre as
conclusdes, o consenso final foi de que os rendimentos de CB de soro de leite e do

amido de qualidade alimentar foram baixos.

6 Conclusao

A celulose é um polimero produzido em grande escala por muitas inddstrias,
com vasta gama de aplicacdo, mas ainda obtida por métodos ndo amigaveis com o
meio ambiente (BOLDRIN, 2015). O motivo pelo qual algumas bactérias produzem
celulose é variado entre autores do mundo todo, porém, todos concordam no ponto
de que € uma membrana protetora criada pelo microrganismo para conseguir se isolar
do meio externo (IGUCHI et al., 2000).

A producdo de celulose pode ser realizada através de vias metabdlicas de
algumas bactérias, que, além de ser um processo com viés mais natural em relacao

a producéo restrita as vias quimicas, € um produto de maior qualidade, em termos de
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grau de pureza e de resisténcia do material em si. Dentre as cepas, a mais utilizada é
a Komagataeibacter xylinus, pois conseguem produzir celulose a partir de diversas
fontes de carbono distintas (KLEMM et al., 2001; DONINI et al., 2010). A relevancia
da celulose bacteriana estad em seus menores custos de produ¢do, menor tempo de

processamento e aumento das aplicacfes industriais.

Dessa forma, a producéo de celulose através de vias metabdlicas da bactéria
Komagataeibacter xylinus funciona como uma alternativa que traz um produto de
maior qualidade, assim como vantagens para o meio ambiente. A formacdo da
celulose bacteriana € diretamente afetada pelos meios de fermentacdo e pelas
condicBes de cultivo - como temperatura, pH, teor de O2 dissolvido, relacdo area por
volume do meio reacional, composi¢cao do meio de cultura, tipo de condicéo utilizada
(fermentadores estaticos ou agitados) — que sdo ofertadas a bactéria, visto que esses

fatores interferem na produtividade do microrganismo (LEE et al., 2013).

Em geral, os resultados obtidos neste trabalho, ao analisar diferentes
substratos nos meios de cultura, mostraram que alguns residuos industriais podem
servir como substratos de carbono para a producéo de CB. Os resultados obtidos em
termos de rendimentos de CB foram semelhantes ou até melhores do que aqueles
com 0s respectivos compostos puros em um meio padrdo. O uso de substratos
complexos para producdo de CB nado afetou negativamente a qualidade das
propriedades fisico-quimicas, inclusive em alguns casos, foi demonstrado como a
alteracdo dos substratos e da forma como o meio é conduzido (alteracdo de pH,
condicbes estaticas ou de agitacdo) podem gerar caracteristicas especificas e
desejadas. No entanto, € possivel observar que alguns substratos, como o soro do
leite, ndo apresentam vantagem produtiva em relacdo ao meio padrao (HS). Logo,
infere-se que encontrar o meio de fermentacédo adequado € de suma importancia para

melhor rendimento da producéo ao menor custo de processo.
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