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RESUMO - A produção de bioetanol a partir da fermentação de melaço de cana-de-
açúcar gera vinhaça como resíduo da destilação, na proporção de 4 a 10 l para cada litro 
de produto. Geralmente usada em fertirrigação, a vinhaça causa impactos negativos no 
meio ambiente, contaminando solos e águas subterrâneas. Para minimizar este impacto, 
a vinhaça pode ser utilizada na geração de produtos com valor agregado. O Poli(3-
hidroxibutirato) (P(3HB)) é um biopolímero, biodegradável e biocompatível, acumulado 
intracelularmente como reserva energética, por diversos micro-organismos (e.g. 
Cupriavidus necator), mas o seu elevado custo de produção o torna economicamente 
não competitivo. Neste contexto, a utilização da vinhaça como substrato para a 
produção biotecnológica de P(3HB) é uma alternativa possível de ser explorada. Este 
trabalho relata a capacidade de crescimento da bactéria C. necator DSM 545, e 
produção de P(3HB) a partir de vinhaça proveniente da destilação do mosto de cana-de-
açúcar, em incubador rotativo. Os ensaios preliminares mostraram a capacidade de 
crescimento do micro-organismo em vinhaça não diluída sem efeito inibitório no 
crescimento do mesmo. Testes com a adição de minerais essenciais, fonte de nitrogênio 
e glicose (durante o crescimento da bactéria) à vinhaça, demonstraram a capacidade de 
produção de P(3HB). 
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INTRODUÇÃO 
 
Responsável por mais da metade do 

açúcar comercializado no mundo, o Brasil é o 
maior produtor de açúcar e etanol e conquista, 
cada vez mais, o mercado externo com o uso 
do biocombustível como alternativa energética 
(Ministério da Agricultura, Brasil, 2013). 
Dados publicados para a safra prevista em 

2013/2014 mostram que a área plantada de 
cana-de-açúcar será, aproximadamente, igual a 
8,8 milhões de hectares e serão produzidas 
40,97 milhões de toneladas de açúcar e 27,17 
bilhões de litros de etanol (CONAB, 2013). 

A vinhaça, resíduo da destilação do 
álcool etílico produzido por via fermentativa, é 
também conhecida como vinhoto, restilo, 
caldo ou garapão (Bittencourt et al, 1978). 
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A vinhaça é principalmente utilizada em 
fertirrigação, porém há controvérsias quanto à 
aplicação da vinhaça no solo, devido à 
possível contaminação da água subterrânea 
quando a mesma é aplicada em excesso 
(Laime et al., 2011). 

A valorização da vinhaça, um resíduo 
rico em ácidos orgânicos, glicerol e sais 
minerais (Parnaudeau et al, 2008), através da 
sua utilização como substrato para a produção 
biotecnológica de Poli-hidroxialcanoatos 
(PHAs) é uma alternativa interessante. 

Dentre os PHAs, o Poli(3-
hidroxibutirato) (P(3HB)) é o biopolímero 
mais estudado em função de suas 
características similares às do polipropileno 
(PP), polímero de origem fóssil. Estes 
biopolímeros são acumulados como material 
de reserva de carbono e energia por vários 
micro-organismos, geralmente sob condições 
de limitação de nutrientes essenciais como 
nitrogênio, fósforo, enxofre ou oxigênio, e na 
presença de excesso de fonte de carbono (Lee 
et al., 1999; Khanna e Srivastava, 2005). 

Muitos são os micro-organismos 
produtores de P(3HB). Entre eles, a bactéria 
Cupriavidus necator é uma das que apresenta 
melhores condições à produção industrial. Esta 
bactéria destaca-se pela capacidade de 
acumular mais de 80 % de sua massa seca em 
polímero, com alta massa molar e utilizando 
diferentes tipos de substratos como glicose, 
frutose, ácidos orgânicos dentre outros 
(Ramsay, 1994). 

Este trabalho teve como objetivo 
demonstrar a capacidade de produção de 
P(3HB), um biopolímero biodegradável, a 
partir de vinhaça, a partir de C. necator. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 
Micro-organismo e Meios de Cultivo 

O micro-organismo utilizado neste 
trabalho foi a bactéria Cupriavidus necator 
DSM 545. 

Os experimentos preliminares, com o 
objetivo de verificar se o micro-organismo 
estudado teria capacidade de crescer em meio 
mineral (Aragão et al., 1996) com vinhaça e 
vinhaça adicionada de glicose (20 g.l-1) foram 
realizados a partir de uma pré-cultura em caldo 
nutriente (CN), que contém peptona de carne 

(5,0 g.l-1) e extrato de carne (3,0 g.l-1). As 
concentrações de vinhaça durante o 
experimento variaram de 0,5; 5; 10 e 100 % 
(v/v). 

O cultivo para estudar a produção de 
P(3HB) foi realizado a partir de duas pré-
culturas, uma em CN e outra em meio mineral 
(sem adição de glicose). A adição de glicose 
(20 g.l-1) ao meio mineral foi realizada após 
6 h. 

A vinhaça utilizada em todos os ensaios 
foi esterilizada por filtração em membrana 
com poro de 0,22 µm. 

 
Condições de Cultivo 

As pré-culturas em CN foram realizadas 
em frascos erlenmeyer aletados de 500 ml 
contendo 150 ml de meio, e permaneceram a 
35 °C/150 rpm em incubador rotativo, por 
18 h. A fração de inóculo utilizada em todos os 
experimentos foi de 10 % (v/v). 

Ensaios preliminares: Os testes foram 
realizados em frascos erlenmeyer aletados de 
250 ml contendo 100 ml de meio mineral, a 
35 °C e 150 rpm por 24 h, em incubador 
rotativo. 

Cultivo: O cultivo foi conduzido em 
frasco erlenmeyer aletado de 1000 ml com 
200 ml de meio, a 35 °C/150 rpm por 26 h, em 
incubador rotativo, sendo que, este partiu de 
uma segunda pré-cultura, também em meio 
mineral, que permaneceu sob as mesmas 
condições por 6 h.  

 
Técnicas Analíticas 

Amostragem: Amostras de 2 ml foram 
coletadas a cada 2 h e acondicionadas em 
microtubos de plástico e centrifugadas (10956 
xg/3 min). Os sobrenadantes e os precipitados 
foram congelados separadamente para 
posteriores análises. 

Determinação da concentração da 
biomassa: O acompanhamento do crescimento 
da biomassa foi realizado por 
espectrofotometria A600nm e por meio de 
análise gravimétrica, através da filtração de 
5 ml de meio cultivado em membrana de 
celulose com 0,22 µm de poro, em seguida as 
membranas, previamente taradas, foram secas 
e pesadas.  

Determinação da concentração de 
glicose e glicerol: As amostras foram 



 

 

analisadas por cromatografia líquida de alta 
pressão (HPLC) em um equipamento Jasco 
(LC-2000Plus Series). Os picos analisados 
foram detectados com um detector de índice 
de refração (RI-2031 – Jasco). 

Determinação demanda química de 
oxigênio (DQO): Foi realizada segundo o 
procedimento do Standart Methods for the 
Examination of Water and Wastewater 
(APHA, AWWA, WEF, 1995). 

Determinação da concentração de 
P(3HB): As células contendo P(3HB) foram 
analisadas por HPLC, segundo Karr et al. 
(1983) com modificações. Esta análise foi 
realizada em equipamento Jasco (LC-2000Plus 
Series). A concentração foi detectada a A210nm 
(Jasco UV-2077). 

 
Tratamento dos Dados 

Considerando-se que o acúmulo de 
P(3HB) é intracelular, é importante a definição 
de: 

Xt (biomassa total) = biomassa contendo 
P(3HB); 

Xr (biomassa residual) = Xt – P(3HB). 
 
Velocidade específica de crescimento da 

biomassa: A partir dos perfis de concentração 
celular, foi possível determinar as velocidades 
instantâneas de crescimento microbiano 
(dXr/dt). Dividindo-se estas velocidades pela 
concentração celular residual no instanet t, a 
velocidade específica de crescimento celular 
(µXr) foi obtida e está representada pela 
Equação 1. 

 

µXr
=

1

Xr

dXr

dt
                                               (1) 

 
Os ajustes aos dados experimentais 

foram realizados com o auxílio do software 
Microsoft Office Excel 2007. 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os ensaios preliminares, realizados com 

o objetivo de verificar o possível efeito 
inibitório da vinhaça no crescimento de 
C. necator, demonstraram que, sob as 
condições estudadas, houve crescimento da 
biomassa em todas as concentrações testadas 
(0,50 a 100 %) (v/v). Conforme Bekatorou et 
al. (2006) uma das vantagens da utilização da 

vinhaça em processos biotecnológicos, é a 
mesma ser livre de toxinas e inibidores de 
fermentação. Por outro lado, Santos et al. 
(2003) afirmaram que a presença de 
compostos, como os compostos fenólicos, 
podem ser tóxicos e/ou inibir micro-
organismos. 

Estudos reportados da literatura que 
avaliaram variações da concentração de 
vinhaça no crescimento de micro-organismos, 
normalmente leveduras, como Candida 
lipolytica, Rhodotorula mucilaginosa, 
Saccharomyces cerevisiae, Candida 
parapsilosis, utilizaram concentrações de 
vinhaça de até 75 % (v/v) e com adição de 
outros nutrientes como peptona, extrato de 
levedura, melaço e também glicose (Silva et 
al., 2011; Cazetta e Celligoi, 2006). 

Com a comprovação do crescimento de 
C. necator em vinhaça pura (100 % - v/v) 
apenas com adição de sais minerais, ensaios 
com diferentes estratégias de cultivo (dados 
não apresentados) foram realizados com o 
objetivo de se estabelecerem as condições 
experimentais. A partir das respostas obtidas 
nesses testes, foi possível concluir que, o 
principal inconveniente da utilização de 
vinhaça para a produção de P(3HB), é sua 
baixa concentração da fonte de carbono, 
apesar dos índices de DQO de 30 a 100 g.l-1. 
(Pant e Adholeya, 2007; Jimenez et al., 2006; 
Beltran et al., 2005). 

Como este trabalho se propôs a analisar 
também a produção de P(3HB) em frascos 
agitados, uma adição complementar de 
vinhaça ao longo do cultivo, com a finalidade 
de aumentar a fonte de carbono disponível, 
não seria conveniente, visto a grande variação 
de volume que seria acarretada. Desta forma, 
para permitir o crescimento de C. necator em 
vinhaça pura (com adição de sais) e o acúmulo 
de biopolímero, adotou-se a estratégia de 
adição de uma solução concentrada de glicose, 
para elevar esta concentração a 
aproximadamente 20 g.l-1, ao final da fase 
exponencial de crescimento. 

A Figura 1 apresenta os dados de 
concentração total de células (Xt), de 
concentração residual (Xr) e de concentração 
de biopolímero (P3HB)) ao longo do cultivo. 



 

 

 
Figura 1 - Evolução da biomassa total (♦), 
biomassa residual (▬) e da produção de 
P(3HB) (▲), ao longo do cultivo. A linha 
contínua representa os ajustes feitos pelo 
software Microsoft Office Excel (2007). 

 
A porcentagem final de biopolímero 

acumulado foi de 30 % (p/v) e a velocidade 
específica máxima de crescimento celular 
(µXr) foi de 0,20 h-1. O acúmulo de P(3HB) foi 
relativamente baixo quando comparado a 
outros estudos da literatura, com valores 
próximos a 80 % de P(3HB), dependendo das 
condições experimentais (Reinecke e 
Steinbüchel, 2009). Porém, o valor de µXr 

encontrado está de acordo com a literatura 
consultada para este micro-organismo (Khan 
et al., 2013; Tavares et al., 2004). 

Pramanik et al. (2012) utilizaram 
vinhaça para a produção de P(3HB) a partir de 
Haloarcula marismortui, um micro-organismo 
halofílico (capaz de crescer em elevadas 
concentrações de sais) e o acúmulo final de 
P(3HB) em meio com 10 % de vinhaça foi de 
30 % com µX de 0,086 h-1. Myshkina et al. 
(2008) com o objetivo de produzir P(3HB) a 
partir de vinhaça (25 % - v/v) e outros 
resíduos, obtiveram acúmulo de 73 % 
utilizando Azotobacter charoococcum. Sendo 
os trabalhos citados, uns dos poucos 
encontrados contendo relatos de produção de 
P(3HB) a partir de vinhaça, independente do 
micro-organismo utilizado. Cabe ressaltar que 
neste estudo a vinhaça não foi diluída, o que 
torna o acúmulo encontrado de biopolímero 
bastante satisfatório. 

Na Figura 2 são apresentados os dados 
de concentração residual de glicose, glicerol, 
DQO e nitrogênio, todos em g.l-1. 

 

 
Figura 2 - Dados de concentração residual 

de glicose (●), glicerol (○), DQO (▼) e 
nitrogênio (◊), ao longo do cultivo. 

 
É possível observar na Figura 2 que 

antes da adição de glicose (aproximadamente 
6 h) esta não se encontrava disponível no 
meio, como substrato acredita-se que o micro-
organismo tenha assimilado outras fontes de 
carbono (não quantificadas neste estudo) 
presentes na vinhaça, como por exemplo, os 
ácidos orgânicos (Robles-González et al., 
2012; Elia Neto e Nakahondo, 1995), 
comprovada através dos níveis de DQO que se 
encontravam em torno de 20 g.l-1. 

Informações disponíveis na literatura 
sugerem que um dos maiores componentes 
orgânicos da vinhaça da cana-de-açúcar é o 
glicerol (Parnaudeau et al., 2008), porém foi 
observado que o glicerol proveniente da 
vinhaça, parece ter sido consumido somente 
após a adição da glicose. 

O nutriente utilizado como limitante 
neste estudo, para o processo de síntese de 
P(3HB), foi o nitrogênio e sua limitação pode 
ser observada (Figura 2) em torno de 12 h de 
cultivo e sua exaustão em aproximadamente 
18 h, permitindo assim o acúmulo de P(3HB), 
que como mostrado na Figura 1, começou a 
aumentar neste instante de tempo.  

Ao final do cultivo, a DQO se 
encontrava em aproximadamente 15 g.l-1, e a 
biomassa total estava entrando em fase de 
decaimento, sugerindo que, da DQO 
disponível na vinhaça, determinados 
compostos não são capazes de serem 
consumidos pelo micro-organismo estudado. 

Frente ao exposto, este estudo 
demonstrou a capacidade de produção de 



 

 

P(3HB) a partir de vinhaça, sem utilização de 
pré-tratamento, apenas esterilização. 

A produção deste biopolímero a partir de 
vinhaça pode ser promissora tanto do ponto de 
vista ambiental, como econômico, visto os 
elevados custos de produção de PHAs. 

 
CONCLUSÃO 

 
C. necator foi capaz de produzir P(3HB) 

a partir de um resíduo abundante e poluente. 
Este é o primeiro relato de produção de 
biopolímero por este micro-organismo 
utilizando vinhaça pura. 
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