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RESUMO 

 

Polihidroxialcanoatos são polímeros 100% biodegradáveis produzidos intracelularmente 

por bactérias, que possuem características semelhantes às de polímeros de origem 

petrolífera e configuram uma alternativa a estes polímeros, os quais devido ao seu 

crescente acúmulo na natureza vêm se tornando um grave problema ambiental. O 

poli(3-hidroxibutirato) (PHB) é um poliéster que faz parte deste grupo, sendo o mais 

amplamente estudado. Visando o aproveitamento do soro de leite, que é gerado em 

volumes elevados na produção de queijo, e ainda uma possível redução de custos do 

processo de produção de PHB, este trabalho avaliou a produção deste polímero por 

meio das bactérias Alcaligenes latus e Bacillus megaterium. Inicialmente investigou-se 

o efeito de diferentes concentrações iniciais de lactose e de diferentes tempos de 

processo, em ensaio realizado em agitador orbital a 35 °C e 200 rpm. Definiu-se 

também qual das bactérias apresentou melhor desempenho e a concentração inicial de 

lactose por meio de ensaio em agitador orbital com as mesmas condições mencionadas 

anteriormente. Estes resultados foram avaliados por meio de planejamento experimental 

fatorial 2³ sem ponto central. Avaliou-se o efeito da neutralização do meio de cultivo 

preparado com o sobrenadante obtido após a precipitação ácida das proteínas do soro de 

leite com hidróxido de amônio (NH4OH), hidróxido de potássio (KOH) e hidróxido de 

sódio (NaOH) (soluções 10% m/v) por meio de análise estatística de um fator a vários 

níveis (ANOVA). Ainda, foram comparados (por meio de ANOVA) quatro meios de 

cultivo (produzidos com lactose, soro de leite, sobrenadante obtido após a precipitação 

ácida das proteínas do soro de leite, lactose extraída por processos de separação por 

membranas) por meio de ensaio em agitador orbital nas mesmas condições previamente 

mencionadas. O meio que proporcionou maior concentração final de PHB foi utilizado 

em ensaio em biorreator de bancada, a 35 °C e pH controlado em 6,5. Na primeira fase, 

identificou-se que para a bactéria A. latus a concentração inicial de lactose mais 

adequada foi a de 20 g.L
-1

, com produção máxima de PHB de 0,55 g.L
-1

 em 12 horas, 

enquanto que para a bactéria B. megaterium foi de 16 g.L
-1

, com produção máxima de 

PHB de 0,095 g.L
-1

 também em 12 horas. Com a posterior análise estatística, verificou-

se que não houve diferença significativa na geração de produto com as concentrações 

iniciais de lactose de 16 e 20 g.L
-1

. A bactéria que proporcionou maior produção de 

polímero foi a A. latus, enquanto o meio foi o composto pelo sobrenadante obtido após 

a precipitação ácida das proteínas do soro de leite (neutralizado com hidróxido de 

amônio - melhor resultado na neutralização). No ensaio em biorreator de bancada 

(TecBio 7,5, Tecnal, Brasil), constatou-se que o tempo total de processo foi de 11,6 

horas, com máxima velocidade específica de crescimento de 0,428 h
-1

, máxima 

velocidade específica de formação de produto de 0,026 g.L
-1

.h
-1

, máxima velocidade 

específica de consumo de substrato de 1,036 g.L
-1

.h
-1

, fator de rendimento em células de 

0,211 g.g
-1

, fator de rendimento em produto de 0,024 g.g
-1

 e produtividade volumétrica 

de 0,014 g.L
-1

.h
-1

. Ainda, por meio de caracterização do PHB extraído e do PHB padrão 

por calorimetria exploratória diferencial, termogravimetria e espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier, verificou-se que o polímero produzido 

possui propriedades semelhantes às do padrão, demonstrando que a produção de PHB 

por A. latus e B. megaterium utilizando soro de leite é factível. 

 

Palavras-chave: soro de leite, poli(3-hidroxibutirato), Alcaligenes latus, Bacillus 

megaterium, análise estatística. 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Polyhydroxyalkanoates are 100% biodegradable polymers produced intracellularly  by 

bacteria, and have characteristics similar to petroleum-based polymers. They emerge as 

an alternative to recalcitrant polymers, that because of its growing accumulation in 

nature are becoming a serious environmental problem. Poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) 

is a polyester which is part of this group, being the most studied. In order to utilize 

whey, which is generated in large volumes in cheese production, and also to enable a 

possible cost reduction of the PHB production process, this study evaluated the 

production of this polymer by Alcaligenes latus e Bacillus megaterium. First of all, the 

effect of different initial lactose concentrations and different process times were 

investigated in an orbital shaker at 35 °C and 200 rpm. In addition, it was defined which 

bacteria showed best results and also the appropriate initial lactose concentration in an 

orbital shaker in the same conditions mentioned. The results were evaluated by a 

factorial 2³ (without central point) experimental design. The neutralization of the 

medium (prepared with the supernatant obtained after the acid protein precipitation of 

whey) with ammonium hydroxide (NH4OH), potassium hydroxide (KOH) and sodium 

hydroxide (NaOH) (10% w/v solutions) was evaluated by a one factor statistical 

analysis (ANOVA). Also, four culture mediums (lactose, whey, supernatant obtained 

after acid protein precipitation of whey, lactose obtained by membrane filtration of 

whey) were compared through an experiment in orbital shaker in the same conditions 

used before. The results were also evaluated by a one factor statistical analysis. The 

medium with the best results was used in a bioreactor experiment, at 35 °C and pH 

controlled at 6.5. For A. latus the most appropriate initial lactose concentration was 20 

g.L
-1

, with a maximum PHB concentration of 0.55 g.L
-1

 in 12 hours. For B. megaterium, 

the initial lactose concentration was 16 g.L
-1

, and a maximum PHB concentration of 

0.095 g.L
-1

 also in 12 hours. With the posterior statistical analysis it was seen that there 

was no significant difference in PHB production with initial lactose concentrations of 

16 and 20 g.L
-1

. A. latus showed better results for PHB production, while the best 

medium was the one produced with the supernatant obtained after acid protein 

precipitation of whey (neutralized with ammonium hydroxide - best neutralization 

results). In the bioreactor experiment was observed that the total process time was 11.6 

hours, with a maximum specific growth rate of 0.428 h
-1

, maximum specific product 

formation rate of 0.026 g.L
-1

.h
-1

, maximum specific substrate consumption rate of 1.036 

g.L
-1

.h
-1

, cell yield of 0.211 g.g
-1

, PHB yield of 0.024 g.g
-1

 and volumetric productivity 

of 0.014 g.L
-1

.h
-1

. Finally, it was seen, through the polymer characterization by 

differential scanning calorimetry, thermogravimetry and Infrared Spectroscopy with 

Fourier transform, that the produced polymer has similar characteristics to those of the 

standard PHB, showing that the production of PHB by A. latus and B. megaterium using 

milk whey is feasible. 

 

Keywords: milk whey, poly(3-hydroxybutyrate), Alcaligenes latus, Bacillus 

megaterium, statistical analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os polímeros são amplamente utilizados para múltiplas aplicações devido às suas 

propriedades. Por apresentarem variadas possibilidades de processamento e otimização 

de propriedades mecânicas e térmicas, estes vêm substituindo outros materiais como 

papel, vidro e até ligas metálicas em funções como embalagens, partes automotivas e 

revestimentos, entre outras. 

A conveniência dos polímeros resultou em uma elevada propagação de seu uso e, 

consequentemente, no acúmulo de resíduos que são, em sua grande maioria, não 

biodegradáveis, caracterizando um grave problema ambiental. Dados da Associação 

Brasileira da Indústria do Plástico (ABIPLAST, 2014) mostram que no ano de 2014 o 

Brasil foi responsável pela geração de aproximadamente 7 milhões de toneladas de 

resíduos plásticos. Destes, apenas 15% correspondem a resíduos recolhidos em cidades 

que possuem coleta seletiva. Ainda, estima-se que foram retirados do meio ambiente em 

torno de 805 mil toneladas de resíduos pós-consumo (ABIPLAST, 2014). 

O gerenciamento destes resíduos pode ser realizado por meio de reciclagem 

primária, secundária, terciária ou quaternária (SPINACÉ; DE PAOLI, 2005). As 

reciclagens primária e secundária se tornam limitadas pela quantidade de aditivos e 

cargas utilizados no polímero, além da perda de propriedades a cada reprocessamento 

realizado. As reciclagens terciária e quaternária são processos geralmente onerosos e 

potencialmente poluidores se realizados sem os devidos controles. 

Assim, tornam-se necessários estudos relacionados não só à biodegradação de 

polímeros, mas também à produção de polímeros biodegradáveis. Os 

polihidroxialcanoatos (PHAs) são polímeros 100% biodegradáveis que surgem como 

uma alternativa ao uso dos polímeros de origem petrolífera. Estes são produzidos por 

microrganismos que utilizam os mesmos como uma fonte reserva de carbono, 

empregando substratos orgânicos. Um dos PHAs mais estudados é o poli(3-

hidroxibutirato) (PHB), que é produzido por várias espécies bacterianas e possui 

características que se assemelham às de polímeros de origem petrolífera. Porém, os 

PHAs, atualmente, apresentam preço elevado quando comparados aos polímeros 

petroquímicos, pois seu processo de produção demanda mais investimentos. Este é um 

dos principais fatores que limitam o uso dos PHAs (GARCIA-GONZALEZ et al., 

2015). Melhorias que levem à redução de custos são uma alternativa para a 

popularização destes (NATH et al., 2008).  
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Comumente, utiliza-se glicose como fonte de carbono para a produção de PHB, 

mas outras fontes podem ser utilizadas nestes processos, como sacarose e lactose. A 

lactose, por exemplo, pode ser encontrada em grandes quantidades no soro de leite 

(MATTILA-SANDHOLM; SAARELA, 2003, BALDASSO, 2011). 

O soro de leite é um subproduto obtido indiretamente e em volumes elevados na 

produção de queijo nas indústrias brasileiras, ainda é tratado como um resíduo. De 

acordo com o Instituto de Economia Agrícola (IEA, 2013), os dados referentes à 

produção de soro de leite no Brasil são altamente imprecisos. Contudo, dados da 

Associação Brasileira das Indústrias de Queijo (ABIQ, 2014) apontam que no Brasil, 

em 2011, foram produzidas aproximadamente 870 mil toneladas de queijo, o que 

fornece uma perspectiva da geração de soro de leite. 

Este efluente líquido, quando não tratado, pode ser o causador de sérios 

problemas ambientais. Isto ocorre devido à alta carga de matéria orgânica, que induz a 

proliferação de microrganismos e algas e, consequentemente, reduz a concentração de 

oxigênio dissolvido (OD), o que torna sua degradação mais lenta e prejudica o 

ecossistema local (SOUZA et al., 2010). Contudo, este subproduto possui altos teores 

de lactose, um dissacarídeo que pode ser utilizado como fonte de carbono para os 

microrganismos produtores de PHAs. 

A bactéria Bacillus megaterium apresenta a capacidade de consumir diversos 

carboidratos complexos, o que pode favorecer o metabolismo deste microrganismo para 

a produção de PHAs (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). Com relação à bactéria 

Alcaligenes latus, também capaz de produzir PHAs, ressalta-se que não foram 

encontrados experimentos utilizando este microrganismo e lactose em sua forma 

integral como fonte de carbono na literatura. 

Tendo em vista as considerações relatadas, verifica-se que a utilização da lactose 

extraída do soro de leite, ou até mesmo o próprio soro como fonte de carbono para a 

produção de PHAs por meio de bactérias, pode resultar em um produto com preço mais 

acessível, popularizando o uso destes polímeros biodegradáveis, além de auxiliar na 

destinação do efluente líquido. 

Neste contexto, o presente trabalho visou estudar a utilização do soro de leite 

como substrato para a produção de PHB empregando A. latus e B. megaterium, 

buscando uma alternativa para a destinação deste subproduto da produção de queijo. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral deste trabalho é definir condições adequadas para a produção de 

PHB utilizando lactose e soro de leite como substrato e também caracterizar o PHB 

produzido empregando A. latus e B. megaterium. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Verificar a viabilidade de produção de PHB utilizando A. latus e B. megaterium 

e empregando lactose e soro de leite como substratos. 

b) Definir o tempo e teor de lactose inicial adequados para a otimização da 

produção de polímero. 

c) Distinguir entre A. latus e B. megaterium, qual microrganismo possui melhor 

desempenho na produção de polímero utilizando lactose como fonte de carbono. 

d) Definir dentre hidróxido de sódio, hidróxido de potássio e hidróxido de 

amônio, qual é o composto mais adequado para a neutralização de soro de leite após 

precipitação ácida de proteínas. 

d) Determinar dentre os meios definidos para teste, qual proporciona maior 

produção de polímero. 

e) Avaliar a cinética de produção de PHB por A. latus. 

f) Comparar o polímero produzido em laboratório em diferentes condições com 

PHB padrão quanto às propriedades térmicas e químicas. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

Neste capítulo, são descritos os aspectos teóricos básicos para o desenvolvimento 

deste trabalho, incluindo a matéria-prima (soro de leite e lactose), produto de interesse 

(PHB), aspectos relevantes quanto aos microrganismos produtores e técnicas de 

produção. 

 

3.1 SORO DE LEITE 

 

O soro de leite é a fração aquosa que se separa do coágulo no processo de 

produção de queijos. É um líquido de cor amarelo-esverdeada e que detém quase 

metade dos sólidos contidos no leite (ZADOW, 1992). Esse subproduto é gerado na 

produção de queijo durante as etapas de corte, agitação, aquecimento, enformagem e 

prensagem (NEVES, 2001). Para cada quilograma de queijo produzido, 8 - 9 kg de soro 

são gerados (BALDASSO; BARROS; TESSARO, 2011). 

De acordo com dados da Associação Brasileira das Indústrias de Queijo 

(ABIQ) (2014), o Brasil é um dos maiores produtores de leite e queijo do mundo, com 

uma produção de aproximadamente 35 bilhões de litros de leite em 2013 e 870 mil 

toneladas de queijo em 2011. Estes dados demonstram a elevada geração de soro de 

leite anualmente. De acordo com Baldasso, Barros e Tessaro (2011), deste volume, 

apenas 50% é processado no Brasil. 

O soro de leite gerado apresenta alto teor de matéria orgânica, porém, ainda 

assim é comumente tratado como efluente líquido, sendo disposto diretamente na rede 

de esgotos ou rios, ou utilizado na alimentação de animais (SOUZA et al., 2010). A 

carga poluente de um efluente é representada pela DBO (demanda biológica de 

oxigênio), que no soro pode chegar a 60.000 mg O2.L
-1

, valor muito superior ao de um 

esgoto doméstico, o que torna seu descarte de alto custo (NATH et al., 2008; 

BALDASSO, 2011). O descarte deste resíduo sem o tratamento correto constitui tanto 

um problema ambiental como também um desperdício de matéria-prima que pode ser 

utilizada na fabricação de produtos com valor agregado (SOUZA et al., 2010). 

Os componentes mais importantes do soro de leite são a lactose, proteínas 

solúveis e a gordura. A Tabela 1 apresenta os valores aproximados da composição do 

soro de leite. 
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Tabela 1 - Composição aproximada do soro de leite 

Componente Concentração mássica em base seca (%) 

Água 93-95 

Sólidos totais (ST) 5,5-6,5 

Proteína 0,7-1,2 

Gordura 0,04-0,05 

Lactose 3,8-5,0 

Cinzas 0,5-0,8 

Nitrogênio não-protéico (NPN) 0,15-0,18 

Fonte: adaptado de Bylund (1995), Miller; Jarvis; Mcbean, (2000), Yada (2004). 

 

O soro é amplamente utilizado como fonte de proteína, pois possui 

aproximadamente 20% do total proteico do leite (SOUZA et al., 2010; 

BALDASSO 2011). Processos com altas temperaturas, como autoclavagem, alteram as 

propriedades das proteínas, geralmente transformando-as em insolúveis, o que torna 

importante o conhecimento de suas temperaturas de desnaturação térmica. A Tabela 2 

apresenta as proteínas que se encontram em maior concentração no soro de leite, seu 

ponto isoelétrico e temperatura de desnaturação térmica. 

 

Tabela 2 - Proteínas em maior concentração no soro de leite, seus respectivos pontos 

isoelétricos e temperaturas de desnaturação térmica 

Proteína 
Concentração

a,b
 

(g.L
-1

) 

Ponto isoelétrico
a,b

 

(pH) 

Temperatura de 

desnaturação 

térmica (°C) 

β-Lactoglobulina 2,70 5,2 83
c 

α-Lactoalbumina 1,20 4,5 - 4,8 83
c 

Imunoglobulinas 0,65 5,5 - 8,3 61 - 71
d 

Albumina sérica 

bovina 
0,40 4,7 - 4,9 65

c 

Lactoferrina 0,10 9,0 70 - 90
e 

Lactoperoxidase 0,02 9,5 68 - 76
f 

Fonte: adaptado de a Zydney (1998); b Baldasso (2011);  c Damodaran, Parkin e Fennema (2010);  
d Vermeer e Norde (2000); e Indyk et al. (2007); f Marín et al. (2003). 
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De acordo com Yada (2004), a β-Lactoglobulina é a proteína mais abundante no 

soro, que representa 50% do total proteico. Ainda, a α-Lactoalbumina é a segunda mais 

abundante, representando 25% do total de proteínas no soro de leite. 

 

3.1.2 Lactose 

 

A lactose é um dissacarídeo formado de galactose e glicose, sendo o carboidrato 

característico do leite. No leite, é responsável por 40% do total de sólidos, enquanto que 

no soro este açúcar corresponde a aproximadamente 70% em base seca (MATTILA-

SANDHOLM; SAARELA, 2003, BALDASSO, 2011). 

Este dissacarídeo se encontra no leite dos mamíferos, é produzido a partir da 

glicose no sangue e confere ao leite sabor adocicado (FOX; MCSWEENEY, 1998; 

BALDASSO, 2011). Por ser uma fonte de carbono, alguns microrganismos são capazes 

de utilizá-la como substrato para a formação de polímero ou outros produtos. A Figura 1 

apresenta a estrutura química da molécula de lactose. 

 

 

Figura 1 - Estrutura química da molécula de lactose 
Fonte: adaptado de Ihli; Paterson (2015) 

 

A lactose pode ser separada do soro de leite por meio de concentração e 

resfriamento para a cristalização da lactose, que é obtida posteriormente por meio de 

centrifugação (MIZUBUTI, 1994). A ultrafiltração pode ser utilizada para a separação 

das proteínas do soro, permitindo que componentes de baixa massa molar como lactose 

e sais permeiem através da membrana (FOX; MCSWEENEY, 1998). Outros processos 

que podem separar as proteínas do soro de leite resultando em um líquido com maiores 

concentrações de lactose são: desnaturação térmica e coagulação, precipitação por meio 

de ajuste de pH, filtração por colunas cromatográficas, entre outros (FOX; 

MCSWEENEY, 1998; YADA, 2004). 
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3.2 BIOPOLÍMEROS 

 

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, 1997), 

biopolímeros são macromoléculas formadas por organismos vivos. Alguns exemplos 

são as proteínas, ácidos nucléicos, polissacarídeos e poliésteres como os PHAs. Estes 

últimos possuem algumas vantagens sobre os polímeros derivados de petróleo como, 

por exemplo, sua natureza biodegradável, o que os torna mais atrativos para evitar a 

utilização dos polímeros de origem petrolífera, que por serem recalcitrantes acabam por 

acumular no meio ambiente (SIVAKUMAR; AL-BAHRY; AL-BATTASHI, 2013). 

 

3.2.1 Polihidroxialcanoatos 

 

Os PHAs são poliésteres produzidos e acumulados naturalmente como grânulos 

intracelulares por um grande número de bactérias em resposta a condições de 

crescimento desfavoráveis ou desbalanceamento nutricional (NATH et al., 2008; 

GARCIA-GONZALEZ et al., 2015). O desbalanceamento nutricional pode ser a 

limitação de um macronutriente como nitrogênio ou fósforo, ou ainda o excesso de 

carbono (STEINBÜCHEL; VALENTIN, 1995; KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). 

Estes poliésteres são metabólitos secundários armazenados como reserva intracelular de 

energia e de carbono. Inoue e colaboradores (2016) destacam que até o momento, 

aproximadamente 150 diferentes tipos de monômeros de PHAs foram identificados. A 

Figura 2 apresenta a estrutura química geral dos PHAs e algumas variações conforme o 

radical presente. 

 

 

Figura 2 - Estrutura química geral dos polihidroxialcanoatos 
Fonte: Khanna e Srivastava, 2005 
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Por serem biodegradáveis e poderem ser produzidos a partir de fontes renováveis 

de carbono, estes polímeros têm sido intensamente estudados. Compartilham muitas 

propriedades com polímeros sintéticos, e, portanto, são considerados alternativas para 

os derivados de petróleo e chamados de “termoplásticos biodegradáveis”. O alto custo 

de produção é um dos principais fatores que limitam o uso mais amplo dos PHAs 

(GARCIA-GONZALEZ et al., 2015). Melhorias nas estratégias de produção, que levem 

à redução de custos, são uma alternativa para a popularização destes (NATH et 

al., 2008). 

O polímero formado por monômeros de ácido 3-hidroxibutírico é nomeado poli(3-

hidroxibutirato), comumente conhecido por sua abreviação, PHB. É um dos PHAs mais 

amplamente estudados e caracterizados (NATH et al., 2008; FACCIN et al., 2013; 

DOMÍNGUEZ-DÍAZ et al., 2015). O PHB pode ser produzido utilizando matérias-

primas de origem renovável, como a lactose, proveniente do soro de leite, ou sacarose, 

da cana-de-açúcar (LIMA et al., 2001). Este polímero é acumulado dentro das bactérias 

produtoras, podendo chegar a 80% da massa seca da célula (KHANNA; 

SRIVASTAVA, 2005). 

 A Figura 3 apresenta a estrutura química do ácido 3-hidroxibutírico. 

 

 

Figura 3 - Estrutura química simplificada do ácido 3-hidroxibutírico 
Fonte: o autor 

 

Em termos de massa molar, fragilidade, rigidez, temperatura de transição vítrea, 

entre outras propriedades, o PHB é comparável a alguns termoplásticos derivados de 

petróleo mais comuns, como o polipropileno (PP) (MORENO et al., 2015; 

MOZUMDER et al., 2015). Para algumas aplicações, é possível utilizar o PHB em 

substituição a alguns polímeros mais tradicionais e não biodegradáveis (GROTHE; 

MOO-YOUNG; CHISTI, 1999; SIVAKUMAR; AL-BAHRY; AL-BATASHI, 2013). A 

Tabela 3 apresenta algumas propriedades do PHB em comparação ao polipropileno e 

polietileno de baixa densidade (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). 
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Tabela 3 - Propriedades do poli(3-hidroxibutirato) em comparação às propriedades de 

polipropileno e polietileno de baixa densidade 

Propriedade Poli(3-hidroxibutirato) Polipropileno 
Polietileno de 

baixa densidade 

Temperatura de fusão 

(°C) 
179,0 170,0 130,0 

Resistência à tração 

(MPa) 
40,0 34,5,0 10,0 

Temperatura de 

transição vítrea (°C) 
4,0 45,0 -30,0 

Alongamento na 

ruptura (%) 
5,0 400,0 620,0 

Módulo de 

elasticidade (GPa) 
3,5 1,7 0,2 

Fonte: adaptado de Khanna e Srivastava (2005) 

 

3.2.2 Produção de polihidroxialcanoatos 

 

Para a produção de PHAs, dois principais métodos podem ser utilizados, sendo 

dependentes do tipo de microrganismo utilizado. O primeiro tipo de microrganismo 

necessita de limitação de um nutriente essencial como nitrogênio, fósforo, potássio, 

oxigênio ou enxofre para que realize a síntese do polímero (LEE, 1996). Dentre este 

grupo, estão consideradas as bactérias Alcaligenes eutrophus, Protomonas extorquens e 

Pseudomonas oleovorans (LEE, 1996; FACCIN, 2012).  O segundo tipo apresenta uma 

produção associada a seu crescimento, não dependendo da limitação de nutrientes 

essenciais. Entre as bactérias pertencentes a este grupo destacam-se A. latus e B. 

megaterium (LEE, 1996; FACCIN, 2012). 

O processo de produção utilizando microrganismos do primeiro tipo geralmente é 

realizado em dois estágios. O primeiro estágio tem a função de multiplicação celular e é 

realizada pelo cultivo da bactéria em uma solução contendo macronutrientes, metais 

traço, carbono e demais nutrientes. O segundo estágio consiste na limitação de um 

nutriente essencial como nitrogênio, fósforo ou oxigênio, provocando assim o acúmulo 

do polímero (LIMA et al., 2001). 

O processo utilizando microrganismos do segundo tipo é mais simples e não 

necessita de um estágio para a multiplicação celular, já que o acúmulo de PHAs ocorre 

de maneira associada ao crescimento. A produção industrial de PHAs é realizada com 
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culturas puras de bactérias capazes de acumular polímero intracelularmente (INOUE et 

al., 2016). 

As propriedades do polímero produzido dependem do tipo de fontes de carbono 

utilizadas durante o cultivo, dos caminhos metabólicos que a bactéria usa para 

conversão dos precursores e da especificidade das enzimas envolvidas na conversão 

(LIMA et al., 2001; LAYCOCK et al., 2013). 

Quanto à biossíntese de PHAs, Steinbüchel e Valentin (1995) indicam que, de 

modo geral, este processo pode ser dividido em três fases (Figura 4). 

 

 

Figura 4 - Fases metabólicas da biossíntese de polihidroxialcanoatos 
Fonte: adaptado de Steinbüchel e Valentin (1995) 

 

Na Fase I, uma fonte de carbono adequada deve permear a parede celular. Isto 

pode ocorrer por processos de transporte específicos localizados na parede celular ou 

ainda por difusão. Na Fase II, reações anabólicas e/ou catabólicas convertem a fonte de 

carbono em hidroxiacil coenzima A (Hidroxiacil-CoA), um tioéster que é substrato para 

a PHA sintase, ou PHA polimerase. Na Fase III, a PHA sintase utiliza os tioésteres 

como substrato e catalisa a formação de ligações ésteres liberando a coenzima A e 

formando o respectivo PHA (STEINBÜCHEL; VALENTIN, 1995; FACCIN, 2012). 

 

3.2.3 Microrganismos produtores de polihidroxialcanoatos 

 

Mais de 300 bactérias com capacidade de produção de PHAs já foram 

identificadas (INOUE et al., 2016). Ainda, alguns membros da família das 

Halobacteriaceae do domínio Archaea também produzem PHAs (REHM; 

STEINBÜCHEL, 1999). O Quadro 1 apresenta algumas das bactérias com capacidade 
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de produção de PHAs e os diferentes meros sintetizados a partir de diferentes 

substratos. 

 

Bactéria 
Substrato/Matéria-

prima 
Monômero 

Alcaligenes latus
a
 

Caldo de cana-de-

açúcar (sacarose) 

3-hidroxibutirato Alcaligenes latus
b 

Soro de leite 

hidrolisado (glicose 

e galactose) 

Alcaligenes latus
c Suco de beterraba 

sacarina (sacarose) 

Alcaligenes 

eutrophus
d Ácido propiônico 3-hidroxibutirato e 3-hidroxivalerato 

Alcaligenes 

eutrophus
d
 

5-clorovalerato 
3-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato e     

5-hidroxivalerato 

Alcaligenes 

eutrophus
d
 

1,4-butanodiol 3-hidroxibutirato e 4-hidroxibutirato 

Bacillus megaterium
e
 Glicerol 

3-hidroxibutirato 
Halomonas i4786

f
 

Resíduos 

agroindustriais* 

Pseudomonas 

oleovorans
d
 

Ácido nonanóico 

3-hidroxihexanoato,                             

3-hidroxiheptanoato,                                   

3-hidroxioctanoato,                              

3-hidroxinonanoato,3-hidroxidecanoato 

e 3-hidroxiundecanoato 

Pseudomonas putida
d
 

Ácido 4-

hidroxihexanóico 

3-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato e    

4- hidroxihexanoato 

Rhodospirillum 

rubrum
d
 

Ácido 4-pentenóico 
3-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato e    

3-hidroxi-4-pentenoato 

Haloferax 

mediterranei
d
 

Amido 3-hidroxibutirato e 3-hidroxivalerato 

Burkholderia sp.
d
 Ácido glicônico 

3-hidroxibutirato e 

3-hidroxi-4-pentenoato 

Quadro 1 - Monômeros de PHAs produzidos por bactérias a partir de diferentes substratos 
Fonte: adaptado de a Wisuthiphaet e Napathorn (2016); b Baei et al. (2010); c Wang et al. (2013); d Lima et 

al. (2001); e Moreno et al. (2015); f Elain et al. (2016);  

* Resíduos de leguminosas e frutas, constituindo uma fonte de variados açúcares. 

 

3.2.3.1 Bacillus megaterium 

 

A bactéria B. megaterium é Gram positiva, não móvel, com forma de bacilo, 

formadora de esporos, e, dependendo de sua linhagem, aeróbia. De acordo com Naranjo 
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e colaboradores (2013), este microrganismo possui a habilidade de produzir PHB 

utilizando glicose ou glicerol como fontes de carbono. A Tabela 4 apresenta condições 

de cultivo utilizadas por outros autores com a bactéria B. megaterium. 

 

Tabela 4 - Condições de cultivo de Bacillus megaterium apresentadas na literatura 

Condições 

Referência 
Equipamento 

Temperatura 

(°C) 

Frequência do 

agitador 

(rpm) 

pH 

Agitador 

orbital 

30 200 7,4 Shahid et al. (2013) 

30 200 7,0 Facccin (2012) 

37 200 7,0 
Moreno et al. 

(2015) 

Biorreator 33 200 - 300 5,0 - 9,0 
Naranjo et al. 

(2013) 

N.i. 37 N.i. 7,0 
Pandian et al. 

(2010) 

Fonte: adaptado de Pandian et al. (2010), Facccin (2012), Naranjo et al. (2013), Shahid et al. (2013), 

Moreno et al. (2015). 
Nota: N.i. não informado pelos autores. 

 

Com a bactéria B. megaterium, foi identificada a primeira variedade de PHAs por 

Lemoigne, em 1962 (JACQUEL et al., 2008). Desde então, esta vem sendo amplamente 

estudada e é distinta por metabolizar inclusive dissacarídeos para a produção de PHAs. 

Khanna e Srivastava (2005) afirmam que a bactéria B. megaterium é capaz de crescer 

utilizando diferentes fontes de carbono como melaço de beterraba, frutose, sacarose, 

glicose e também lactose. 

Ainda, de acordo com Omar et al. (2001), esta bactéria produz polímero de modo 

associado ao crescimento. A Tabela 5 apresenta experimentos realizados por outros 

autores utilizando este microrganismo. 
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Tabela 5 - Experimentos realizados por outros autores utilizando Bacilus megaterium para a 

produção de PHB 

Matéria-prima Concentração máxima obtida Referência 

Melaço de cana 2,2 g.L
-1

 com 48 h de cultivo 
Gouda; Swellam; 

Omar, 2001 

Resíduos de laticínios, farelo 

de arroz e água do mar 
11,32 g.L

-1
 com 36 h de cultivo Pandian et al., 2010 

Fibra de fruta da palma de 

óleo vazia hidrolisada 
12,48 g.L

-1
 com 48 h de cultivo Zhang et al., 2013 

Fonte: adaptado de Gouda; Swellam; Omar (2001), Pandian et al. (2010), Zhang et al. (2013) 

 

3.2.3.2 Alcaligenes latus 

 

A bactéria A. latus é Gram negativa, aeróbia, com forma de bacilos ou cocos, não 

formadora de esporos. Suas colônias são opacas, amareladas a cinza rosado e redondas 

(WANG et al., 2013). De acordo com Faccin (2012) esta bactéria é uma das mais 

utilizadas em estudos de produção de PHAs. A Tabela 6 apresenta condições de cultivo 

utilizadas por outros autores com a bactéria A. latus. 

 

Tabela 6 - Condições de cultivo de Alcaligenes latus apresentadas na literatura 

Condições 

Referência 
Equipamento 

Temperatura 

(°C) 

Frequência 

do agitador 

(rpm) 

pH 

Banho 

termostático 
35 N.i. 7,0 Pinkwart; Schneider; 

Schlegel (1983) 

Agitador 

orbital 

33 200 N.i. 
Grothe; Moo-Young; 

Chisti (1999) 

30 180 7,0 Zafar et al. (2012) 

33 200 7,0 Wang et al. (2013) 

Fonte: adaptado de Pinkwart; Schneider; Schlegel (1983), Grothe; Moo-Young; Chisti (1999), Zafar et 

al. (2012), Wang et al. (2013). 

Nota: N.i. não informado pelos autores. 
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A. latus produz PHB de maneira associada ao crescimento, sendo assim, uma 

fermentação de um único estágio é suficiente. Pode acumular até 80% em massa de 

células secas como PHB (GROTHE; MOO-YOUNG; CHISTI, 1999). A Tabela 7 

apresenta outros experimentos utilizando a mesma bactéria e os principais resultados 

obtidos. 

 
Tabela 7 - Experimentos realizados por outros autores utilizando Alcaligenes latus para a 

produção de PHB 

Matéria-prima Concentração máxima obtida Referência 

Sacarose 4,7 g.L
-1 

com 42 h de cultivo Wang; Inoue, 2001 

Suco de beterraba sacarina 4,01 g.L
-1

 com 30 h de cultivo Wang et al., 2013 

Melaço de cana 7,20 g.L
-1

 com 72 h de cultivo Zafar et al., 2012 

Soro de leite hidrolisado 1,66 g.L
-1

 com 72 h de cultivo Baei et al., 2010 

Fonte: adaptado de Wang; Inoue (2001); Baei et al. (2010); Wang et al. (2013); Zafar et al. (2012) 

 

3.2.4 Extração e purificação dos polihidroxialcanoatos 

 

Os PHAs são acumulados intracelularmente, sendo assim, a primeira etapa para a 

obtenção do produto final, após o término do processo de produção, é a sua extração. 

Existe uma grande diversidade de métodos e estágios passíveis de aplicação, que 

diferem de acordo com o polímero e a porcentagem de extração e purificação desejada. 

A Figura 5 apresenta as etapas do processo de extração dos PHAs. 
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Figura 5 - Representação das etapas do processo de extração de PHAs 
Fonte: adaptado de Posada et al. (2011). 

 

O processo consiste basicamente na extração do polímero do citoplasma da célula 

por meio do rompimento da membrana celular e posterior separação do polímero da 

biomassa residual. A primeira etapa, pré-tratamento, consiste no rompimento celular, 

que pode ser realizado utilizando calor, adição de sal, alcalinidade e congelamento, 

entre outros. A segunda etapa, que corresponde à extração, pode ser realizada utilizando 

solventes, digestões, separação mecânica, extração com fluido supercrítico (POSADA et 

al., 2011). 

O emprego de solventes altera a permeabilidade da membrana celular, 

dissolvendo o polímero. Alguns dos solventes utilizados são hidrocarbonetos clorados 

(clorofórmio), carbonatos cíclicos (carbonato de etileno e propileno), solventes 

halogenados (cloroetano, cloropropano), solventes não-halogenados (com cadeias entre 

4 e 10 carbonos), álcoois, ésteres, amidas e cetonas (JIANG; RAMSAY; 

RAMSAY, 2006; VALAPPIL et al., 2007; POSADA et al., 2011).  

Para a digestão, podem ser utilizados compostos químicos ou também enzimas. A 

digestão química emprega os compostos para desfazer os lipídeos, carboidratos, 

proteínas e enzimas da célula original. Os agentes químicos utilizados são surfactantes, 

hipoclorito de sódio, quelatos e também combinações entre estes. A digestão enzimática 

utiliza enzimas que degradam a membrana celular e exercem mínimos efeitos de 

degradação do polímero (POSADA et al., 2011). 
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A separação mecânica tem sido extensivamente utilizada para a recuperação de 

compostos intracelulares. Alguns métodos utilizados são extração com moinho de bolas, 

homogeneização de alta pressão, extração por ultrassonicação e centrifugação 

(POSADA et al., 2011). 

Ainda, há o método que se utiliza da fragilidade apresentada nas células de 

algumas bactérias após acúmulo de grandes quantidades de PHB para facilitar a 

extração. A etapa de purificação envolve tratamentos utilizando peróxido de hidrogênio 

combinado com a ação de enzimas ou de agentes quelantes (POSADA et al., 2011). 

Sun et al. (2012) afirmam que os PHAs extraídos por métodos físicos apresentam 

uma distribuição mais ampla de massa molar do que os métodos químicos, porém, 

procedimentos químicos geram rendimentos maiores de PHAs do que os físicos. 

Entretanto, os reagentes químicos utilizados na extração podem contaminar os PHAs 

extraídos e influenciar suas propriedades bioquímicas. 

O Quadro 2 apresenta alguns procedimentos utilizados para a extração de PHAs 

descritos na literatura. Segundo Jacquel et al. (2008), grande parte dos autores utiliza o 

método de extração por solventes, sendo este o processo mais antigo e consolidado. 
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Tipo de extração Método Referência 

Por solvente 

Lavagem com metanol e posterior 

extração em Soxhlet com acetona, 

precipitação em metanol 

Jiang, Ramsay e Ramsay 

(2006) 

Por solvente 
Extração em Soxhlet com 

clorofórmio, precipitação em etanol 

Gouda, Swellam e Omar 

(2001) 

Por solvente 
Lavagem com diclorometano e 

precipitação em metanol 
Elain et al. (2016) 

Por solvente 

Rompimento com hipoclorito de 

sódio, extração com clorofórmio e 

evaporação do solvente 

Ocampo-López, Colorado-

Arias e Ramírez-Carmona 

(2015) 

Digestão da 

biomassa residual 

Rompimento de células com 

dodecilsulfato de sódio, lavagem 

com solução de hidróxido de sódio 

Grothe, Moo-Young e 

Chisti (1999) 

Quadro 2 - Procedimentos utilizados para extração de PHAs descritos na literatura 
Fonte: adaptado de Grothe; Moo-Young; Chisti, 1999, Gouda; Swellam; Omar, 2001, Jiang; Ramsay; 
Ramsay, 2006, Ocampo-López; Colorado-Arias; Ramírez-Carmona, 2015, Elain et al., 2016 

 

3.3 CONSIDERAÇÕES FINAIS SOBRE O REFERENCIAL TEÓRICO 

 

Verificou-se, por meio do referencial teórico, que o soro de leite, apesar de ser um 

subproduto obtido na fabricação do queijo, no Brasil ainda é percebido como um 

resíduo e desmedidamente disposto como tal, configurando um elevado desperdício de 

matéria-prima com alto valor nutritivo. 

Observou-se que o PHB é um dos PHAs mais estudados, e que este possui 

propriedades semelhantes às de outros polímeros de uso amplamente difundido de 

origem petrolífera (tais como polipropileno e polietileno de baixa densidade), 

possibilitando sua aplicação em áreas distintas, com a vantagem da biodegradabilidade. 

Ainda, constatou-se que a produção de PHAs pode se dar por meio de diversos 

microrganismos e fontes de carbono e nutrientes variadas, incluindo soro de leite, e 

consequentemente, lactose, permitindo a aplicação de subprodutos como o soro de leite 

para o cultivo de bactérias e produção de PHB. 



 35 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Neste capítulo, são descritos os materiais utilizados e métodos experimentais de 

produção de polímero, planejamentos experimentais e também métodos analíticos para 

a caracterização do polímero produzido e avaliação do crescimento bacteriano. 

 

4.1 MATERIAL 

 

As fontes de carbono utilizadas foram soro de leite, soro de leite após precipitação 

de proteínas, lactose extraída do mesmo por processo de separação por membranas 

(PSM) e lactose comercial. O soro de leite em pó foi adquirido da empresa Laticínios 

Renner S.A., localizada no município de Estação, RS (Brasil). 

As bactérias foram conservadas em placas de Petri contendo ágar-ágar (15 g.L
-1

), 

extrato de   carne (3 g.L
-1

), peptona (5 g.L
-1

) e água destilada. 

A bactéria B. megaterium CCT 2482 foi adquirida da Fundação André Tosello 

(Coleção de Culturas Tropical). A bactéria A. latus foi adquirida da Fundação Oswaldo 

Cruz, sendo a linhagem utilizada a número DSMZ 1123. Todos os reagentes utilizados e 

sua procedência encontram-se listados no Apêndice 1. 

A composição do meio de cultivo foi definida por meio de pesquisa bibliográfica 

e foi então adaptada das utilizadas por Zafar et al. (2012) e de Faccin et al. (2013) e 

consta na Tabela 8. 

 

Tabela 8 - Composição do meio de cultivo utilizado para os ensaios 

Reagente Alcaligenes latus Bacillus megaterium 

Lactose (g.L
-1

) 16 16 

(NH4)2SO4 (g.L
-1

) 1 2 

KH2HPO4 (g.L
-1

) 1,5 1,5 

Na2HPO4.12H2O (g.L
-1

) 3,6 0,9 

MgSO4.7H2O (g.L
-1

) 1 0,2 

CaCl2.2H2O (g.L
-1

) 0,01 0,01 

Ácido cítrico anidro (g.L
-1

) 0,1 0,1 

Solução de metais traço (mL.L
-1

) 3 1 

Fonte: adaptado de Zafar et al., (2012) e Faccin et al. (2013) 
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A composição da solução de metais traço foi adaptada de Zafar et al. (2012) e de 

Faccin et al. (2013). A composição encontra-se apresentada na Tabela 9. Esta solução 

foi empregada para os meios utilizados no cultivo dos microrganismos, diferenciando-se 

apenas o volume adicionado para cada bactéria, como verificado na Tabela 9. 

 

Tabela 9 - Composição da solução de metais traço utilizada para ambos os meios de cultivo 

Reagente Concentração (g.L
-1

) 

FeSO4.7H2O 0,20 

MnCl2.4H2O 0,03 

H3BO4 0,30 

CuSO4.5H2O 0,01 

CoCl2.6H2O 0,20 

(NH4)6Mo7O24.4H2O 0,03 

ZnSO4.7H2O 0,03 

NiSO4.7H2O 0,03 

Fonte: adaptado de Zafar et al., (2012) e Faccin et al., (2013) 

 

4.2 MÉTODOS 

 

A Figura 6 apresenta um fluxograma das etapas realizadas neste trabalho. Os 

ensaios de determinação das condições iniciais, planejamento experimental e 

caracterização do polímero por calorimetria exploratória diferencial (DSC) e 

termogravimetria (TG) foram realizados no Laboratório de Energia e Bioprocessos 

(LEBio - UCS). O ensaio realizado em biorreator de bancada para a avaliação da 

cinética bacteriana foi realizado no Laboratório de Bioprocessos (LBio - UCS). 
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Figura 6 - Fluxograma das etapas realizadas no trabalho 
Fonte: o autor. 
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O Quadro 3 apresenta todas as técnicas utilizadas no trabalho para a análise dos 

resultados obtidos. 

 

Método Aplicação 

Quantificação de sólidos 

dissolvidos 

Caracterização do soro de leite e dos meios de 

cultivo utilizados 

Quantificação de açúcar redutor 

por DNS (método do ácido   

3,5-dinitrosalicílico) 

Caracterização do soro de leite e todos meios de 

cultivo utilizados 

Cromatografia líquida de alta 

performance (HPLC) 

Caracterização do meio de cultivo utilizado no 

ensaio em biorreator de bancada 

Quantificação de proteínas pelo 

método de Lowry 

Caracterização do soro de leite, soro de leite após 

precipitação ácida de proteínas e neutralização 

Quantificação de massa seca 

total 

Avaliação de resultados no ensaio para 

determinação da concentração inicial de lactose 

Quantificação da concentração 

de células secas 
Avaliação de resultados no ensaio para 

determinação do tempo total, planejamentos 

experimentais e ensaio em biorreator de bancada 
Quantificação da concentração 

de polímero 

Calorimetria exploratória 

diferencial (DSC) 

Caracterização do polímero extraído 
Termogravimetria (TG) 

Espectrometria no 

infravermelho com 

transformada de Fourier (FTIR) 

Quadro 3 - Métodos utilizados no trabalho 
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4.2.1 Preparação dos inóculos 

 

Para a inoculação das amostras foram preparados pré-inóculos utilizando o 

mesmo meio de cultivo empregado nos ensaios. Em um frasco Erlenmeyer (volume 

total de 500 mL), contendo 200 mL de meio, adicionou-se uma alçada da cultura 

desejada. Acondicionou-se então em agitador orbital de bancada (MA832, Marconi, 

Brasil), à temperatura de 35 °C e frequência do agitador de 200 rpm por 24 horas. 

Com o objetivo de manter padronizada a massa de células inicial, mediu-se a 

densidade ótica (DO) do pré-inóculo preparado em espectrofotômetro (SP 22 

Biospectro, Brasil) utilizando o comprimento de onda de 600 nm e, quando necessário, 

as amostras foram diluídas até que a DO lida chegasse ao valor aproximado de 1. A 

proporção pré-inóculo/meio de cultivo utilizada para a inoculação foi de 10% v/v. 

 

4.2.2 Determinação das condições iniciais para a produção de PHB 

 

A fim de determinar o tempo de cultivo correspondente à maior concentração de 

polímero, foram realizados dois ensaios. Primeiramente, estimou-se a concentração 

ideal inicial de lactose nos meios de cultivo, com base no consumo de substrato 

(determinado por meio da análise de DNS - item 4.2.6.2) e massa seca total. Após, 

realizou-se um ensaio utilizando a concentração de lactose determinada retirando-se 

amostras com intervalos de tempo predeterminados, avaliando-se então o consumo de 

substrato, concentração de células secas e concentração de PHB. 

A determinação da concentração inicial ideal de lactose deu-se por meio da 

realização de ensaios utilizando diferentes concentrações da fonte de carbono para 

ambas as bactérias. Esses ensaios foram realizados em duplicata em agitador orbital de 

bancada, utilizando frascos Erlenmeyer de 500 mL. Os parâmetros utilizados no ensaio 

estão apresentados na Tabela 10. 
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Tabela 10 - Parâmetros utilizados para os ensaios de determinação da concentração inicial de 

lactose 

Parâmetro 

Temperatura (°C) 35 

Frequência do agitador (rpm) 200 

Tempo (h) 24 

Concentrações de lactose (g.L
-1

) 4, 8, 12, 16, 20 e 24 

Volume de cultivo (mL) 200 

 

Após a definição da melhor concentração inicial de lactose, realizou-se o ensaio 

em agitador orbital de bancada em que amostras destrutivas, em duplicata, foram 

retiradas com intervalos de 3 horas, até um tempo total de ensaio de 72 horas. Com 

exceção da concentração de lactose e tempo, os parâmetros utilizados foram os mesmos 

definidos para o ensaio anterior. 

A partir das amostras retiradas, foram realizadas análises para determinação da 

concentração de lactose pelo método de DNS, concentração de células e concentração 

do polímero produzido por cromatografia gasosa. 

 

4.2.3 Planejamentos experimentais 

 

Após a definição da concentração inicial de lactose e a determinação do tempo de 

cultivo, foram realizados novos ensaios. A geração e análise dos planejamentos 

experimentais foi realizada utilizando o software Statistica 12.0 (StatSoft Inc., Estados 

Unidos), com o objetivo de definir e otimizar o processo de produção do PHB 

utilizando o soro de leite como substrato. 

 

4.2.3.1 Etapa 1 - determinação da concentração inicial de substrato e microrganismo 

 

A primeira etapa dos ensaios realizados com planejamento experimental teve 

como objetivo definir qual das bactérias possui melhor desempenho na produção de 

PHB e a concentração inicial de lactose a ser utilizada. A concentração da fonte de 

carbono foi novamente testada a fim de ter-se maior confiança no resultado obtido 

anteriormente, para o qual não foi realizada análise estatística dos valores obtidos. 
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Ainda, esta etapa permitiu a comparação do rendimento obtido utilizando glicose ou 

lactose como fontes de carbono.  

Um planejamento fatorial 2³ sem ponto central foi utilizado (três níveis com dois 

fatores qualitativos cada). Foram realizados vinte e quatro ensaios. Considerando-se que 

o agitador rotatório de bancada utilizado contém espaço para apenas doze amostras, 

realizou-se uma blocagem no software estatístico, a fim de distribuir o erro presente de 

modo aleatório nas duas bateladas do ensaio.  

A Tabela 11 apresenta os fatores utilizados no ensaio. Os fatores controláveis a 

níveis fixos utilizados no ensaio foram as bactérias A. latus ou B. megaterium, glicose 

ou lactose como fonte de carbono e concentração de substrato de 16 ou 20 g.L
-1

. 

 

Tabela 11 - Fatores da Etapa 1 - determinação da concentração inicial de substrato e 

microrganismo - dos ensaios com planejamento experimental 

Parâmetro 

Temperatura (°C) 35 

Frequência do agitador (rpm) 200 

Tempo (h) 12 

Volume de cultivo (mL) 200 

Número de repetições triplicata 

Bactéria Alcaligenes latus ou Bacillus megaterium 

Fonte de carbono glicose ou lactose 

Concentração da fonte de carbono (g.L
-1

) 16 ou 20 

 

A Tabela 12 apresenta os níveis alto e baixo de cada fator controlado a níveis 

fixos na Etapa 1 dos ensaios com planejamento experimental. 

 

Tabela 12 - Níveis alto e baixo de cada fator na Etapa 1 - determinação da concentração inicial 
de substrato e microrganismo - dos ensaios com planejamento experimental 

Fator Nível alto (+1) Nível baixo (-1) 

Bactéria Alcaligenes latus Bacillus megaterium 

Fonte de carbono glicose lactose 

Concentração 20 g.L
-1

 16 g.L
-1 
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As variáveis resposta avaliadas foram o consumo de substrato (g.L
-1

), 

concentração de células (g.L
-1

) e concentração de polímero (g.L
-1

). 

 

4.2.3.2 Etapa 2 - neutralização do pH do soro de leite após a precipitação das 

proteínas 

 

A segunda etapa dos ensaios com planejamento experimental contemplou a 

utilização de diferentes reagentes para a neutralização do pH do meio de cultivo 

preparado com soro de leite, que passou pelo processo de precipitação das proteínas 

com ácido cítrico. 

Visando utilizar diretamente o soro de leite como substrato para a produção de 

polímero, efetuou-se a precipitação das proteínas do soro de leite para a realização de 

testes. Este tratamento foi executado devido ao fato de que, como citado no referencial 

teórico (Tabela 2), ao proceder-se a autoclavagem (autoclave vertical CS, Prismatec, 

Brasil) de meio de cultivo preparado com soro de leite, ocorre a precipitação de 

proteínas, o que dificulta a separação das células bacterianas por meio da centrifugação. 

Preparou-se uma solução de soro de leite a 12% m/v. A precipitação das proteínas 

foi realizada utilizando uma solução de ácido cítrico 40%, reduzindo o pH do meio até 

aproximadamente 3,3 (para cada 50 mL de soro de leite 12% utilizou-se em torno de 

4 mL da solução de ácido), procedendo-se então a centrifugação a 3250 ×g e -4 °C por 

30 minutos. Apenas o líquido sobrenadante foi utilizado para a produção dos meios de 

cultivo. 

O meio de cultivo foi produzido com uma solução do sobrenadante (obtido a 

partir da precipitação das proteínas do soro de leite) diluída até concentração de lactose 

aproximada de 16 g.L
-1

, 3 mL.L
-1

 de solução mineral (composição indicada na Tabela 9) 

e um dos hidróxidos para a neutralização do pH. 

Os hidróxidos utilizados foram NaOH 10% m/v, KOH 10% m/v e NH4OH 10% 

m/v. No processo de neutralização, para cada 100 mL de soro precipitado com pH 3,3, 

foram utilizados aproximadamente 8,3 mL de solução de hidróxido de sódio, 9,5 mL de 

solução de hidróxido de potássio, e 4 mL de solução de hidróxido de amônio. 

A Tabela 13 apresenta os fatores mantidos constantes neste ensaio.  
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Tabela 13 - Fatores mantidos constantes na Etapa 2 dos ensaios com planejamento 

experimental 

Parâmetro 

Temperatura (°C) 35 

Frequência do agitador (rpm) 200 

Tempo (h) 12 

Volume de cultivo (mL) 200 

Número de repetições quadruplicata 

Bactéria A. latus 

Fonte de carbono lactose 

Concentração da fonte de carbono (g.L
-1

) 16 

pH inicial 6,5 

 

Neste planejamento, realizou-se a análise de variância (ANOVA ONE WAY - um 

fator a vários níveis). Assim como na Etapa 2, as variáveis resposta avaliadas foram  o 

consumo de substrato (g.L
-1

), concentração de células secas (g.L
-1

) e concentração de 

PHB (g.L
-1

). 

 

4.2.3.3 Etapa 3 - definição do meio com melhores resultados 

 

A terceira etapa dos ensaios com planejamento experimental teve como objetivo 

comparar o desempenho dos meios apresentados no Quadro 4. Para fins de 

simplificação, foram designadas siglas correspondentes a cada meio utilizado, que 

também constam no mesmo quadro. 
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Codificação Composição 

LA 
Lactose (16 g.L

-1
), solução de metais traço (3 mL.L

-1
) 

LPSM 

Solução de lactose extraída por processos de separação por 

membranas* diluída à concentração de lactose de 16 g.L
-1

, solução 

de metais traço (3 mL.L
-1

) 

SPPN 

Solução de soro após precipitação ácida de proteínas diluída à 

concentração de lactose de 16 g.L
-1

, solução de metais traço 

(3 mL.L
-1

) 

SA 

Soro de leite diluído à concentração de lactose de 16 g.L
-1

, solução 

de metais traço (3 mL.L
-1

) 

Quadro 4 - Codificação e composição dos meios testados na Etapa 3 dos ensaios com 

planejamento experimental 
Nota: * no PSM utilizou-se membrana de polieteressulfona de ultrafiltração (UF) (modelo 6001 - Kock 

membrane systems, espiral, massa molar de corte de 10 kDa, área de 0,28 m2). A pressão transmembrana 

foi mantida em 2 bar, vazão da corrente de alimentação do soro de leite de aproximadamente 840 L.h-1, 

temperatura do soro de leite constante em 50 °C, processo operado em modo semi-batelada com 

escoamento tangencial. Processo realizado de acordo com a metodologia de Baldasso, Barros e 

Tessaro (2011). 

 

 A Tabela 14 apresenta os fatores mantidos constantes no ensaio. Os resultados de 

consumo de substrato (g.L
-1

), concentração de células (g.L
-1

) e concentração de 

polímero (g.L
-1

) foram avaliados por meio de uma análise de variância (ANOVA ONE 

WAY - um fator a vários níveis). 

 

Tabela 14 - Fatores mantidos constantes na Etapa 3 dos ensaios com planejamento 

experimental 

Parâmetro 

Temperatura (°C) 35 

Frequência do agitador 

(rpm) 
200 

Tempo (h) 12 

Volume de cultivo (mL) 200 

Número de repetições triplicata 

Bactéria A. latus 

pH inicial 6,5 
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4.2.4 Avaliação da produção de PHB em biorreator de bancada 

 

A fim de determinar os parâmetros cinéticos da bactéria A. latus utilizando lactose 

como fonte de carbono e, também, a cinética de produção de polímero, realizou-se um 

ensaio em biorreator de bancada (TecBio 7,5, Tecnal, Brasil). A Figura 7 apresenta uma 

esquematização do biorreator utilizado para a realização do experimento. 

 

 

Figura 7 - Esquematização do biorreator de bancada utilizado para o experimento de produção 
de PHB empregando Alcaligenes latus 

 

O meio de cultivo utilizado foi o definido como de melhor desempenho na 

Etapa 3 do planejamento experimental, sendo este o meio SPPN. Os parâmetros 

utilizados estão apresentados na Tabela 15. 

 

Tabela 15 - Parâmetros utilizados nos ensaios realizados em biorreator de bancada 

Parâmetro Valor 

Temperatura (°C) 35 

Frequência do agitador (rpm) 
Modificados durante o ensaio 

Vazão de ar (L.min
-1

) 

Volume total do cultivo (L) 4,0 

Volume de inóculo (mL) 400 

pH 6,5 

Tempo (h) 12 
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O pH foi controlado automaticamente em 6,5 com soluções de ácido clorídrico   

(5 mol.L
-1

) e hidróxido de sódio (2 mol.L
-1

). Frequência do agitador e vazão de ar foram 

sendo alteradas para valores mais elevados durante o cultivo buscando manter a 

concentração de oxigênio dissolvido acima de 30% (concentração de oxigênio 

dissolvido crítica para o crescimento de microrganismos aeróbios). Os gráficos de pH, 

frequência do agitador, vazão de ar, temperatura e concentração de oxigênio encontram-

se no Apêndice B. Aproximadamente dez gotas de antiespumante foram adicionadas ao 

meio de cultivo antes do processo de autoclavagem. Amostras para a determinação da 

concentração de massa seca e lactose foram retiradas com intervalos de uma hora, 

enquanto que para a preparação de amostras de cromatografia foram retiradas alíquotas 

de 50 mL com intervalos de duas horas. 

Para a determinação dos parâmetros cinéticos da bactéria A. latus ao utilizar como 

substrato a lactose proveniente do sobrenadante obtido na precipitação das proteínas do 

soro de leite na produção de PHB, foi necessário o levantamento das curvas de 

concentração de substrato pelo tempo (S × t), concentração de células pelo tempo 

(X × t) e concentração de produto pelo tempo (P × t).  Ainda, foram calculados o 

rendimento em células (YX/S), rendimento em produto (YP/S), produtividade volumétrica 

(p) e as velocidades específicas de crescimento (µX), consumo de substrato (µS), e 

formação de produto (µP). 

A Equação (1) apresenta o cálculo do rendimento em células. 

 

𝑌𝑋/𝑆 =
𝑀𝑋𝑓 −𝑀𝑋0

𝑀𝑆 ,𝑐𝑜𝑛𝑠
 (1) 

 

Sendo YX/S o fator de rendimento em células (g.g
-1

), MXf a massa celular final (g), 

MX0 a massa celular inicial (g) e MS,cons a massa de substrato consumido no processo. 

A Equação (2) apresenta o cálculo do rendimento em produto. 

 

𝑌𝑃/𝑆 =
𝑀𝑃𝑓 −𝑀𝑃0

𝑀𝑆,𝑐𝑜𝑛𝑠
 (2) 

 

Sendo YP/S o fator de rendimento em produto (g.g
-1

), MPf é massa final de produto 

(g) e MP0 a massa inicial de produto (g). 
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Levando-se em conta que não houve variação considerável no volume de cultivo, 

tornou-se possível o cálculo da produtividade volumétrica, Equação (3). 

 

𝑝 =
𝑃𝑓 − 𝑃0

𝑡
 (3) 

 

Sendo p a produtividade volumétrica (g.L
-1

.h
-1

), Pf a concentração final de produto 

(g.L
-1

), P0 a concentração inicial de produto (g.L
-1

) e t o tempo de processo (h). 

Por meio da Equação (4) foram calculadas as velocidades específicas de 

crescimento.  

 

𝜇𝑋 =
1

𝑋
×
𝑑𝑋

𝑑𝑡
 (4) 

 

Sendo µX a velocidade específica de crescimento (h
-1

) e X a concentração de 

células (g.L
-1

). 

As velocidades específicas de consumo de substrato foram calculadas por meio da 

Equação (5). 

 

𝜇𝑆 = −
1

𝑋
×
𝑑𝑆

𝑑𝑡
 (5) 

 

Sendo µS a velocidade específica de consumo de substrato (g.g
-1

.h
-1

) e S a 

concentração de substrato (g.L
-1

). 

As velocidades específicas de formação de produto foram calculadas por meio da 

Equação (6). 

 

𝜇𝑃 =
1

𝑋
×
𝑑𝑃

𝑑𝑡
 (6) 

 

Sendo µP a velocidade específica de formação de produto (g.g
-1

.h
-1

) e P a 

concentração de produto (g.L
-1

). 
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4.2.5 Extração do polímero produzido 

 

A extração do polímero deu-se por meio de uma adaptação do método patenteado 

de Baptist (1962). Adicionou-se cerca de 50 mL de acetona pura a aproximadamente 2 g 

de massa de células centrifugadas (centrífuga refrigerada NT825, Novatecnica, Brasil)  

e lavadas ainda úmidas. Após 30 minutos, a mistura foi filtrada (filtração simples) e 

adicionou-se novamente acetona às células, que permaneceu por 24 horas. Procedeu-se 

então nova filtração das células e adição de 15 mL de solução de diclorometano-etanol 

5:1 (v/v). As amostras foram então acondicionadas em agitador orbital de bancada por 1 

hora 35 °C e frequência do agitador orbital de 200 rpm. Filtrou-se novamente a mistura 

e ao filtrado foram adicionados 50 mL de éter etílico. O polímero foi obtido por meio da 

evaporação natural dos solventes adicionados. 

 

4.2.6 Métodos Analíticos 

 

4.2.6.1 Quantificação de sólidos dissolvidos 

 

A determinação da concentração de sólidos dissolvidos totais, voláteis e fixos foi 

realizada de acordo com uma adaptação da norma ABNT NBR 14550 (ABNT, 2000). 

Primeiramente, preparou-se areia tratada por meio de fervura com ácido nítrico e 

posterior colocação em mufla (1963, Fornitec, Brasil) a 700 °C. 20 g da areia foram 

adicionados a cadinhos previamente tarados em mufla. O conjunto foi calcinado e a este 

foram adicionados 25 mL de cada amostra, procedendo-se secagem em estufa a 105 °C 

até estabilização da massa (sólidos dissolvidos totais - SDT). O cadinho com a massa 

seca foi então colocado em mufla a 600 °C por 2 horas, e a massa novamente registrada 

(sólidos dissolvidos fixos - SDF). A concentração de sólidos dissolvidos voláteis (SDV) 

foi obtida por meio da subtração da concentração de SDT menos SDF. 

 

4.2.6.2 Quantificação de açúcares 

 

A quantidade de lactose foi determinada por meio do método de Miller (1959) 

com a utilização do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS). A análise foi realizada 

adicionando 0,75 mL de reagente DNS a 0,25 mL de cada amostra previamente diluída. 

A mistura (amostra e DNS) foi então mantida em banho-maria a 100 °C por 5 minutos e 
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depois resfriada até temperatura ambiente (20 °C ± 4). Após, 4 mL de água destilada 

foram adicionados e então procedeu-se a leitura da absorbância no espectrofotômetro, 

no comprimento de onda de 540 nm.  Para a realização da correspondência entre valores 

de absorbância obtidos e a concentração real de lactose elaborou-se uma curva de 

calibração com soluções de lactose de 0,2 a 1 g.L
-1 

seguindo o mesmo procedimento 

utilizado para as amostras. Este ensaio foi realizado para a caracterização do soro de 

leite, soro de leite após precipitação ácida de proteínas (e também posterior à 

neutralização), solução de lactose extraída por PSM e também para determinar as 

concentrações iniciais e finais de lactose nos ensaios realizados. 

Análises de cromatografia líquida de alta performance (High Performance Liquid 

Chromatography - HPLC) foram realizadas em equipamento modelo 9100, Agilent 

Technologies, Estados Unidos, no LBio da UCS no meio de cultivo SPPN antes e após 

o processo de autoclavagem para comparação com os resultados obtidos pelo método de 

DNS. A coluna utilizada foi Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm, 9 μm), com fase 

móvel de H2SO4 0,05 mM, previamente filtrada (filtro de poliamida, 0,2μm). Realizou-

se o carregamento das amostras no volume do loop de injeção (5μL) e sua eluição a 

0,4 mL.min
-1

, a 60 °C. 

 

4.2.6.3 Quantificação de proteínas 

 

A quantificação das proteínas deu-se por meio do método de Lowry (1951), que 

consiste na interação das proteínas com um reagente fenólico e cobre em condições 

alcalinas. Este método foi utilizado para caracterizar o soro de leite antes e após a 

precipitação ácida de proteínas e também a solução de lactose obtida por meio de 

processos de separação por membranas. A 1 mL de amostra previamente diluída foram 

adicionados 5 mL de um reagente de sulfato de cobre e após agitação, a mistura foi 

mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. Adicionou-se então 0,5 mL do 

reagente Folin Ciocalteu diluído, novamente manteve-se a mistura a temperatura 

ambiente, durante 30 minutos. Após, procedeu-se a leitura da absorbância em 

espectrofotômetro utilizando o comprimento de onda de 750 nm. Para isto foi necessária 

a elaboração de uma curva de calibração com concentrações de 0,1 a 0,5 g.L
-1

 de 

albumina sérica bovina (BSA) seguindo o mesmo procedimento utilizado para as 

amostras. 
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4.2.6.4 Quantificação da concentração de células secas 

  

A concentração de células secas foi determinada pelo método gravimétrico. 

Alíquotas de 10 mL do cultivo foram colocadas em falcons de 15 mL, centrifugadas a 

3250 ×g e -4 °C por 15 minutos, então, foi retirada a solução sobrenadante e adicionada 

água destilada para a realização da lavagem das células, posteriormente realizou-se nova 

centrifugação por 30 minutos e procedeu-se a secagem em estufa (84CBE, De Leo, 

Brasil) a 65 °C até massa constante. O processo de secagem levou em torno de 96 horas 

e o valor da massa seca foi monitorado utilizando balança analítica (AUY220, 

Shimadzu, Japão). 

Após a quantificação do polímero extraído, subtraiu-se o valor da concentração de 

polímero da concentração de massa seca total obtida anteriormente, determinando assim 

a concentração de células secas. 

 

4.2.6.5 Quantificação da concentração de PHB produzido 

 

A quantificação do polímero obtido deu-se por cromatografia gasosa. O primeiro 

estágio foi a realização de propanólise do PHB, utilizando dicloroetano, n-propanol, 

ácido clorídrico e ácido benzóico. A mistura foi então colocada em agitador orbital de 

bancada a 70 °C, com frequência do agitador constante, a 200 rpm, por 4 horas. Após o 

resfriamento à temperatura ambiente, foram adicionados 4 mL de água DI e procedeu-se 

vigorosa agitação por 30 segundos. Após 1 hora de decantação, coletou-se a fase 

orgânica líquida resultante (fase inferior), injetando-a no cromatógrafo gasoso (Master 

GC, Dani, Itália), com detector de ionização de chama (FID) utilizando a metodologia 

de Riis e Mai (1988). 

A coluna capilar utilizada é do modelo Agilent DB-WAX com comprimento de 

30 m e filme de 0,25 mm de espessura com espessura de filme de 0,25 μm. Hélio (He) 

foi o gás de arraste utilizado. Os parâmetros utilizados encontram-se listados na    

Tabela 16. 
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Tabela 16 - Parâmetros utilizados para a cromatografia gasosa no equipamento modelo Master 

GC, marca Dani 

Parâmetro 

Isoterma (°C) 180 

Fluxo de gás hélio (mL.min
-1

) 6 

Taxa de diluição 1:50 

Volume de injeção (µL) 1 

Temperatura do injetor (°C) 260 

Temperatura do detector (°C) 250 

 

Para o cálculo da concentração de PHB, foram preparadas amostras com 

concentrações conhecidas de PHB padrão. Os valores foram determinados baseados na 

realização da divisão da área do pico correspondente ao éster propílico do ácido 

hidroxibutírico pela área do pico correspondente ao éster propílico do ácido benzóico 

(padrão interno) (RIIS; MAI, 1988). 

 

4.2.6.6 Análise de propriedades térmicas 

 

Os ensaios de calorimetria exploratória diferencial (DSC) e termogravimetria 

(TG) foram realizados em instrumento de análise térmica simultânea (Simultaneous 

Thermal Analysis Instrument - STA, modelo Jupiter 449, Netzsch, Alemanha). Dentro 

das possibilidades do equipamento utilizado, os parâmetros utilizados para os ensaios 

foram determinados de acordo com os utilizados por Arrieta et al. (2014). A taxa de 

aquecimento utilizada foi de 10 °C.min
-1

, da temperatura ambiente até a temperatura de 

600 °C com fluxo de N2 de 50 mL.min
-1

, utilizando 10 mg de amostra seca em estufa a 

60 °C por 5 horas. 

Levando em conta que o equipamento realiza as análises de DSC e TG de modo 

concomitante, os dados da curva DSC foram obtidos com a mesma amostra, 

considerando que a taxa de aquecimento utilizada na termogravimetria também é a 

mesma utilizada por outros autores na análise de DSC (WELLEN et al., 2013; 

KURUSU et al., 2015; REDDY et al., 2015). 

O grau de cristalinidade foi calculado por meio da Equação (7), a partir do calor 

de fusão obtido para o polímero extraído e do valor da entalpia teórica de PHB com 

100% de cristalinidade, que de acordo com Barham et al. (1984) é 146 J.g
-1

. 
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𝜒 =
Δ𝐻𝑚
Δ𝐻0

× 100% (7) 

 

Sendo χ a cristalinidade (%), ΔHm o calor de fusão experimental (J.g
-1

) e ΔH0 o 

valor da entalpia teórica do PHB (J.g
-1

). 

 

4.2.6.7 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

 

Os ensaios de FTIR foram realizados segundo os parâmetros indicados por 

Furukawa et al. (2007), Arrieta et al. (2014) e Domínguez-Díaz et al. (2015), por meio 

de refletância total atenuada (ATR) em equipamento marca Thermo Scientific (Estados 

Unidos), modelo Nicolet™ iS™ 10, no Laboratório de Polímeros (LPOL) da UCS, com 

número de onda de 500 a 4000 cm
-1

 e resolução de 1 cm
-1

. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS MEIOS DE CULTIVO 

 

Na Tabela 17, são apresentados os resultados obtidos na caracterização do soro de 

leite 6,5 % m/v, que é a concentração aproximada de sólidos contida no soro de leite 

geralmente obtido diretamente na produção do queijo. Os resultados obtidos estão de 

acordo com valores da literatura (BYLUND, 1995; LUCENA et al., 2007; 

BALDASSO; BARROS; TESSARO, 2011). 

 

Tabela 17 - Caracterização do soro de leite utilizado neste estudo em comparação a outros 

resultados obtidos da literatura 

Parâmetro 
Resultado 

(o autor) 

Bylund 

(1995) 

Lucena et al. 

(2007) 

Baldasso; Barros; 

Tessaro (2011) 

pH 6,2 N.i. 6,2 6,3 

Concentração de 

lactose (g.L
-1

) 
44,2 48,0 49,0 42,0 

Concentração de 

proteínas (g.L
-1

) 
9,7 5,5 6,2 9,0 

Sólidos dissolvidos 

totais (g.L
-1

) 
54,0 N.i. 62,0 60,0 

Sólidos dissolvidos 

voláteis (g.L
-1

) 
51,7 N.i. N.i. 52,0 

Sólidos dissolvidos 

fixos (g.L
-1

) 
2,3 8,0 N.i. 7,0 

Condutividade 

elétrica (mS.cm
-1

) 
2,6 N.i. N.i. 6,2 

Fonte: adaptado de Bylund, 1995; Lucena et al., 2007; Baldasso; Barros; Tessaro, 2011. 

Nota: N.i. não informado pelo autor.
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Foram observadas diferenças nos resultados de sólidos dissolvidos fixos e 

consequentemente na condutividade elétrica. Alterações nestes valores podem ocorrer 

de acordo com a procedência do soro de leite utilizado, que varia de acordo com a época 

e processo de produção do queijo, e também com a qualidade do mesmo. 

A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos para a caracterização do sobrenadante 

obtido após o processo de precipitação ácida de proteínas do soro de leite e 

neutralização com hidróxido de amônio e da lactose extraída por processos de separação 

por membranas. 

Tabela 18 - Caracterização do soro de leite após o processo de precipitação ácida de proteínas e 
neutralização com hidróxido e amônio e da lactose extraída por processos de separação por 

membranas 

Parâmetro 

Soro após 

precipitação 

ácida de 

proteínas* 

Soro após precipitação 

ácida de proteínas e 

neutralização com 

NH4OH* 

Lactose extraída 

por processos de 

separação por 

membranas 

pH 3,3 6,5 7,9 

Concentração de 

lactose (g.L
-1

) 
87,7 86,1 62,7 

Concentração de 

proteínas (g.L
-1

) 
12,06 12,20 0,18 

Sólidos 

dissolvidos totais 

(g.L
-1

) 

113,7 98,2 53,2 

Sólidos 

dissolvidos 

voláteis (g.L
-1

) 

108,9 94,8 53,0 

Sólidos 

dissolvidos fixos 

(g.L
-1

) 

4,8 4,0 0,13 

Condutividade 

elétrica (mS.cm
-1

) 
4,95 14,98 0,15 

Nota: * Sobrenadante obtido após precipitação ácida de proteínas do soro de leite 
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Para o sobrenadante, após precipitação ácida de proteínas do soro de leite (e após 

neutralização com hidróxido de amônio), foram observadas concentrações de lactose e 

de sólidos dissolvidos totais, voláteis e fixos maiores, devido ao fato de que a 

concentração do soro de leite utilizada para este processo foi de 12% m/v, tornando os 

resultados aproximadamente duas vezes maiores. Como esperado, observou-se uma 

redução na concentração de proteínas, causada pelo processo de precipitação realizado. 

Na solução de lactose extraída por PSM observou-se elevada concentração de 

lactose e reduzida concentração de proteínas, atestando a eficácia do processo aplicado. 

A reduzida quantidade de sólidos dissolvidos fixos e também a baixa condutividade 

elétrica podem indicar que esta solução possui baixa quantidade de sais. 

Realizaram-se análises de HPLC e DNS para uma amostra de meio de cultivo 

preparado com o sobrenadante obtido após a precipitação ácida de proteínas do soro de 

leite neutralizado com hidróxido de amônio. De acordo com a análise de DNS a amostra 

enviada para análise possuía 8,0 g.L
-1

, e de acordo com a análise de HPLC esta amostra 

apresentou concentração de lactose de 7,98 g.L
-1

. Dado que não houve qualquer 

diferença entre os valores obtidos, utilizou-se a análise de DNS para as quantificações 

de lactose. 

 

5.2 DETERMINAÇÃO DAS CONDIÇÕES INICIAIS PARA A PRODUÇÃO DE PHB 

 

Com o objetivo de estimar a concentração de lactose inicial para a realização de 

ensaios de determinação do tempo de cultivo, realizou-se este ensaio conforme a 

metodologia descrita no item 4.2.2. A Tabela 19 apresenta os resultados obtidos. 
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Tabela 19 - Consumo de lactose e massa seca produzida no ensaio de determinação da 

concentração inicial de lactose com as bactérias Alcaligenes latus e Bacillus megaterium 

 Alcaligenes latus Bacillus megaterium 

Concentração 

inicial de 

lactose (g.L
-1

) 

Lactose 

consumida 

(g.L
-1

)* 

Concentra

ção de 

massa seca 

(g.L
-1

)* 

Lactose 

consumida 

(g.L
-1

)* 

Concentra

ção de 

massa seca 

(g.L
-1

)* 

4 2,94 1,29 0,48 0,26 

8 3,39 1,24 0,60 0,35 

12 3,24 1,35 0,71 0,21 

16 4,93 1,32 1,97 0,53 

20 6,08 1,47 0,62 0,41 

24 5,80 1,42 0,79 0,44 

Nota: * Resultado obtido em 24 horas de cultivo 

 

Verificou-se que para a bactéria A. latus, a concentração inicial de 20 g.L
-1 

proporcionou o maior consumo de substrato e, também, o maior valor de massa seca. 

Para a bactéria B. megaterium, a concentração inicial que propiciou maior consumo de 

substrato e concentração de massa seca foi 16 g.L
-1 

de lactose. Concentrações maiores 

de substrato proporcionariam consumo de lactose e concentração de massa seca mais 

elevados. Porém, concentrações mais elevadas podem ocasionar inibição por substrato, 

prejudicando o desempenho bacteriano. Reddy et al. (2016), em experimentos com 

produção de PHAs utilizando a bactéria Hydrogenophaga palleronii, identificou que 

concentrações mais elevadas de substrato, resultaram em menores consumos, e ainda, 

que, no caso de seus experimentos, a mais alta concentração de polímero foi obtida com 

concentrações de substrato de 20 g.L
-1

 de efluente líquido sintético (ácidos graxos 

voláteis). 

Após a determinação da concentração de lactose inicial, determinou-se o tempo 

em que ocorre a maior produção de PHB, o produto de interesse. A  Figura 8 apresenta 

as curvas obtidas para a bactéria A. latus. 
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Figura 8 - Concentração de lactose, PHB e células em função do tempo no ensaio com a 

bactéria Alcaligenes latus 

 

Verificou-se que, após um período inicial de aproximadamente 15 horas, as 

concentrações de células secas e de PHB seguiram tendências constantes. Wang et 

al. (2013), em seus estudos com sacarose, também observaram que esta bactéria atinge 

um estágio estacionário de crescimento em aproximadamente 16 horas. 

Ainda, observou-se que a concentração de lactose sofreu redução máxima para 

12,3 g.L
-1

 em 33 horas. Atribuiu-se a ressaltada variação nas concentrações de lactose 

ao fato de que todas as amostras utilizadas para cada ponto da curva foram destrutivas, 

aumentando a possibilidade de erros associados à concentração de lactose no meio e 

concentração de células inoculadas a cada repetição, por exemplo. 

No ponto correspondente a 12 horas de ensaio, verificou-se a maior concentração 

de PHB obtida, 0,55 g.L
-1

. Assim, a partir deste ensaio, definiu-se como 12 horas o 

tempo de cultivo ideal para a produção de PHB nas condições testadas. 

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos para a bactéria B. megaterium. 
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Figura 9 - Concentração de lactose, PHB e células em função do tempo no ensaio com a 

bactéria Bacillus megaterium 

 

De modo semelhante à bactéria A. latus, verificou-se que após as 18 horas iniciais, 

as concentrações de células secas e de PHB seguem tendência constante. A mínima 

concentração de lactose obtida foi 12,4 g.L
-1

. Assim como anteriormente, observaram-se 

elevadas variações nas concentrações de lactose, também atribuídas aos fatores 

previamente discutidos. No ponto correspondente a 9 horas de ensaio observou-se a 

maior concentração de PHB obtida, 0,095 g.L
-1

. Considerando o erro associado à 

quantificação de PHB, o tempo ideal para a produção de PHB foi considerado de 12 

horas também para esta bactéria. 
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5.3 PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

5.3.1 Etapa 1 - determinação da concentração inicial de substrato e microrganismo 

 

A Tabela 20 apresenta os resultados obtidos na Etapa 1 dos ensaios com 

planejamento experimental.  
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Tabela 20 - Resultados de consumo de substrato, concentração de células secas e de PHB obtidos para a Etapa 1 - determinação da concentração inicial de 

substrato e microrganismo - do planejamento experimental 

Repetição Bloco Bactéria Fonte de carbono Concentração 
Consumo de 

substrato (g.L
-1

) 

Concentração de células 

secas (g.L
-1

) 

Concentração de 

PHB (g.L
-1

) 

1 1 -1 -1 +1 1,174 0,307 0,233 

1 2 -1 -1 -1 2,213 0,296 0,415 

1 2 +1 -1 +1 2,787 1,192 0,43 

1 1 +1 -1 -1 4,485 1,426 0,934 

1 2 -1 +1 +1 1,089 0,158 0,025 

1 1 -1 +1 -1 0,908 0,157 0,048 

1 1 +1 +1 +1 2,201 0,454 0,239 

1 2 +1 +1 -1 3,875 0,170 0,087 

2 1 -1 -1 +1 1,192 0,686 0,607 

2 2 -1 -1 -1 2,034 0,280 0,137 

2 2 +1 -1 +1 2,535 1,755 0,147 

2 1 +1 -1 -1 3,982 1,370 0,450 

2 2 -1 +1 +1 1,490 0,201 0,039 

2 1 -1 +1 -1 1,626 0,278 0,072 

2 1 +1 +1 +1 2,268 0,322 0,131 

2 2 +1 +1 -1 2,782 0,302 0,060 

Nota: Bactéria +1: Alcaligenes latus, -1: Bacillus megaterium; Fonte de carbono +1: glicose, -1: lactose; Concentração +1: 16 g.L-1, -1: 20 g.L-1
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A Figura 10 apresenta o diagrama de Pareto para a variável resposta concentração 

de PHB. Verificou-se que, com relação a esta variável, apenas a fonte de carbono 

possuiu efeito significativo. O valor deste efeito é negativo, o que demonstra que a 

lactose (indicada como nível baixo do fator, ou seja, negativo) proporcionou maior 

concentração de PHB do que a glicose (nível alto, positivo). 

 

 

Figura 10 - Diagrama de Pareto para a concentração de PHB na Etapa 1 

 

A Figura 11 apresenta o diagrama de Pareto para a variável resposta concentração 

de células secas. Verificou-se que neste caso a fonte de carbono, a bactéria e a interação 

entre estes dois fatores é significativa.  
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Figura 11 - Diagrama de Pareto para a concentração de células secas na Etapa 1 

 

O valor negativo do efeito da fonte de carbono demonstra, assim como 

anteriormente, que o uso de lactose proporcionou melhores resultados do que a glicose. 

O valor positivo do efeito da bactéria demonstra que a A. latus (indicada como nível 

alto do fator, positivo) apresentou melhor desempenho do que a B. megaterium (nível 

baixo, negativo). 

Baei et al. (2010) obtiveram, para A. latus DSMZ 1123, utilizando soro de leite 

hidrolisado em agitador orbital a 30 °C, 250 rpm e 72 horas de cultivo , concentrações 

máximas de PHB de 1,66 g.L
-1

, valor superior ao obtido neste planejamento 

experimental. Isto pode ter ocorrido porque o soro de leite apresenta aminoácidos e 

proteínas que favorecem o crescimento bacteriano e, também, a produção de polímero. 

Destaca-se que o meio de cultivo utilizado nesta etapa não foi preparado com soro de 

leite, e sim com lactose comercial. 

Pandian et al. (2010) para B. megaterium (linhagem denominada SRKP-3), 

utilizando resíduos de laticínios em agitador orbital de bancada a 37 °C e 220 rpm, 

obtiveram concentrações máximas de PHB de 11,32 g.L
-1

, contrariando os resultados 

obtidos para esta bactéria neste planejamento experimental. Assim, verificou-se que é 

possível que o meio de cultivo utilizado não tenha sido o mais adequado para a 

maximização da concentração de polímero final, podendo inclusive haver ocorrido o 

esgotamento de algum nutriente essencial. 
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Verificou-se que para as variáveis resposta analisadas a concentração da fonte de 

carbono não apresentou efeito significativo. Assim, definiu-se que os ensaios seguintes 

seriam realizados utilizando como fonte de carbono a lactose, apenas a bactéria A. latus 

e ainda, a menor concentração da fonte de carbono, 16 g.L
-1

. 

 

5.3.2 Etapa 2 - neutralização do pH do soro de leite, após a precipitação das 

proteínas 

 

A Figura 12 apresenta os valores obtidos para o consumo de lactose (g.L
-1

) em 

12 horas de ensaio e desvios padrão para cada hidróxido utilizado como neutralizador 

de pH. Foram observados valores e desvios semelhantes para todas as bases. 

 

 

Figura 12 - Consumo de lactose pela bactéria Alcaligenes latus com a utilização de diferentes 

hidróxidos para a neutralização do pH do meio de cultivo preparado com o sobrenadante obtido 

após a precipitação ácida das proteínas do soro de leite 

 

A Figura 13 apresenta os valores obtidos para a concentração de células         

secas (g.L
-1

) em 12 horas de ensaio e desvios padrão para cada hidróxido testado. 

Observou-se aumento da concentração de células secas ao utilizar hidróxido de potássio 

ou amônio em comparação ao resultado obtido utilizando hidróxido de sódio. 
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Figura 13 - Concentração de células secas da bactéria Alcaligenes latus com a utilização de 

diferentes hidróxidos para a neutralização de pH do meio de cultivo preparado com o 
sobrenadante obtido após a precipitação ácida das proteínas do soro de leite 

 

A Figura 14 apresenta os valores obtidos para a concentração de PHB (g.L
-1

) em 

12 horas de ensaio e desvios padrão para cada hidróxido testado. Observou-se 

concentração de polímero superior quando utilizado o hidróxido de amônio, em 

comparação às outras duas bases. 

 

 

Figura 14 - Concentração de PHB da bactéria Alcaligenes latus com a utilização de diferentes 

hidróxidos para a neutralização de pH do meio de cultivo preparado com o sobrenadante obtido 

após a precipitação ácida das proteínas do soro de leite 
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A Tabela 21 apresenta o resultado (valor p) da análise de variância (ANOVA) 

para as variáveis resposta avaliadas. 

 

Tabela 21 - Resultado da análise de variância (valor p) para as variáveis resposta avaliadas na 
Etapa 2 - neutralização do pH do soro de leite, após a precipitação das proteínas - do 

planejamento experimental 

Variável resposta Valor p 

Consumo de lactose 0,805 

Concentração de células secas 0,377 

Concentração de PHB 2,3*10
-5

 

 

Ao compararem-se os resultados para o consumo de lactose e concentração de 

células secas, verificou-se que nenhum fator apresentou influência significativa sobre os 

resultados obtidos (valor p menor do que 0,05). O Quadro 5 apresenta os resultados 

obtidos na comparação múltipla de médias de Duncan para cada fator para a variável 

resposta concentração de PHB, dado que neste caso os fatores apresentaram influência 

significativa sobre os resultados. 

 

Agente de neutralização NaOH KOH NH4OH 

NaOH  - + 

KOH -  - 

NH4OH + +  

Quadro 5 - Resultados obtidos para a comparação múltipla de médias de Duncan para a 

variável resposta concentração de PHB na Etapa 2 do planejamento experimental 
Notas: - Diferença não significativa; 

+ Diferença significativa; 
Mesmo fator. 

 

Por meio da comparação múltipla de médias de Duncan, observou-se que 

houveram diferenças significativas entre os resultados obtidos quando se utilizou 

hidróxido de amônio e hidróxido de sódio ou potássio. Atribuiu-se este resultado ao fato 

de que o hidróxido de amônio aumenta o nitrogênio disponível para as bactérias, o que 

pode  favorecer a produção de polímero. 

A Tabela 22 apresenta os parâmetros calculados a partir dos resultados obtidos na 

Etapa 2 dos ensaios com planejamento experimental, ao final de 12 horas de cultivo. 
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Tabela 22 -  Fator de rendimento em células e produto e produtividade volumétrica obtidos para 

a Etapa 2 - neutralização do pH do soro de leite, após a precipitação das proteínas - do 

planejamento experimental 

Parâmetro NaOH KOH NH4OH 

YX/S (g.g
-1

) 1,43 1,28 1,25 

YP/S (g.g
-1

) 0,61 0,70 1,06 

p (g.L
-1

.h
-1

) 0,05 0,07 0,11 

Notas: YX/S: Fator de rendimento em células; 
YP/S: Fator de rendimento em produto; 

p: Produtividade volumétrica. 

 

Observou-se que os fatores de rendimento em células e produto e a produtividade 

volumétrica seguem as mesmas tendências que as concentrações de células e PHB, 

sendo mais elevadas para o meio neutralizado com hidróxido de amônio. 

 

5.3.3 Etapa 3 - definição do meio com melhor desempenho 

 

Com os resultados obtidos ao final de 12 horas de cultivo, realizou-se a análise 

de variância com o objetivo de verificar se os fatores foram significativos para cada 

variável de resposta. A Tabela 23 apresenta o resultado (valor p) obtido na análise de 

variância (ANOVA) para as variáveis resposta analisadas. 

 

Tabela 23 - Resultado da análise de variância (valor p) para as variáveis resposta avaliadas na 

Etapa 3 - definição do meio com melhor desempenho - do planejamento experimental 

Variável resposta Valor p 

Consumo de lactose 0,065 

Concentração de células secas 0 

Concentração de PHB 0 

 

Observou-se que, com relação ao consumo de lactose, nenhum fator apresentou 

influência significativa (valor p maior do que 0,05), enquanto que com relação à 

concentração de células secas e concentração de PHB, os fatores apresentaram 

influência significativa (valor p menor do que 0,05). 

A Figura 15 apresenta os valores obtidos para o consumo de lactose (g.L
-1

) em 

12 horas de ensaio e desvios padrão para cada meio de cultivo utilizado. 
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Figura 15 - Consumo de lactose pela bactéria Alcaligenes latus com a utilização de diferentes 

meios de cultivo 
Notas: LA: lactose; LPSM: lactose extraída por processos de separação por membranas; SPPN: meio 
produzido com o sobrenadante obtido após precipitação ácida de proteínas do soro de leite neutralizado 

com hidróxido de amônio; SA: soro de leite. 

 

A Figura 16 apresenta os valores obtidos para a concentração de células (g.L
-1

) em 

12 horas de ensaio e desvios padrão para cada meio de cultivo utilizado. 

 

 

Figura 16 - Valores de concentração de células secas da bactéria Alcaligenes latus com a 

utilização de diferentes meios de cultivo 
Notas: LA: lactose; LPSM: lactose extraída por processos de separação por membranas; SPPN: meio 

produzido com o sobrenadante obtido após precipitação ácida de proteínas do soro de leite neutralizado 

com hidróxido de amônio; SA: soro de leite. 
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O Quadro 6 apresenta os resultados obtidos na comparação múltipla de médias de 

Duncan para cada fator para a variável resposta concentração de células. 

 

Meio de cultivo LA LPSM SPPN SA 

LA  + + + 

LPSM +  + + 

SPPN + +  - 

SA + + -  

Quadro 6- Resultados obtidos para a comparação múltipla de médias de Duncan para a variável 

resposta concentração de células na Etapa 3 - definição do meio com melhor desempenho - do 

planejamento experimental 
Notas: LA: lactose; LPSM: lactose extraída por processos de separação por membranas; SPPN: meio 
produzido com o sobrenadante obtido após precipitação ácida de proteínas do soro de leite neutralizado 

com hidróxido de amônio; SA: soro de leite; 

 - Diferença não significativa; 

+ Diferença significativa; 

Mesmo fator. 

 

Verificou-se que os meios de cultivo LA e LPSM apresentaram concentrações de 

células secas significativamente menores do que o restante. O meio LA não contém 

proteínas, enquanto o meio LPSM possui uma quantidade reduzida de proteínas devido 

ao processo de separação por membranas. Ainda, ambos os meios não possuem fonte de 

nitrogênio. Sabendo que, para o crescimento bacteriano, além da fonte de carbono, 

também são essenciais proteínas, aminoácidos, nitrogênio e sais minerais, possuindo 

influência direta sobre a multiplicação celular, possivelmente por esta razão a bactéria 

apresentou desempenho reduzido nestes meios de cultivo. 

Os meios de cultivo SPPN e SA proporcionaram maior concentração de células 

secas ao final do ensaio, e, de acordo com a comparação múltipla de médias, verificou-

se que a diferença entre os resultados de ambos não é significativa. Contudo, deve-se 

levar em conta que parte das proteínas do meio SA são precipitadas no momento da 

centrifugação, o que pode levar à um erro positivo na quantificação de células secas. 

Ainda assim, constatou-se que ambos meios de cultivo com proteínas e adição de 

nitrogênio em sua composição proporcionaram maior crescimento celular. 

A Figura 17 apresenta os valores obtidos para a concentração de PHB (g.L
-1

) em 

12 horas de ensaio e desvios padrão para cada meio de cultivo utilizado. 
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Figura 17 - Valores de concentração de PHB da bactéria Alcaligenes latus com a utilização de 
diferentes meios de cultivo 

Notas: LA: lactose; LPSM: lactose extraída por processos de separação por membranas; SPPN: meio 

produzido com o sobrenadante obtido após precipitação ácida de proteínas do soro de leite neutralizado 

com hidróxido de amônio; SA: soro de leite. 

 

O Quadro 7 apresenta os resultados obtidos na comparação múltipla de médias de 

Duncan para cada fator para a variável resposta concentração de PHB. 

 

Meio de cultivo LA LPSM SPPN SA 

LA  - + + 

LPSM -  + + 

SPPN + +  + 

SA + + +  

Quadro 7- Resultados obtidos para a comparação múltipla de médias de Duncan para a variável 

resposta concentração de PHB na Etapa 3 - definição do meio com melhor desempenho - do 

planejamento experimental 

Notas: LA: lactose; LPSM: lactose extraída por processos de separação por membranas; SPPN: meio 

produzido com o sobrenadante obtido após precipitação ácida de proteínas do soro de leite neutralizado 

com hidróxido de amônio; SA: soro de leite; 

 - Diferença não significativa; 

+ Diferença significativa; 

Mesmo fator. 

 

Observou-se que a concentração de PHB produzido nos meios LA e LPSM foi 

nula, como consequência do baixo crescimento celular citado anteriormente. Ainda, 

verificou-se que a produção de PHB foi significativamente maior no meio SPPN, o que 
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pode ser verificado visualmente na Figura 17, e comprovado pela comparação múltipla 

de médias, que confirma que a diferença entre os meios SPPN e SA é significativa. 

Assim, com base nos resultados obtidos para a concentração de PHB, estabeleceu-

se que o meio de cultivo de melhor desempenho dentre os testados foi o meio SPPN, 

que foi então utilizado no ensaio em biorreator de bancada para a avaliação cinética da 

bactéria. 

A Tabela 24 apresenta os parâmetros calculados a partir dos resultados obtidos na 

Etapa 3 dos ensaios do planejamento experimental, ao final de 12 horas de cultivo.  

 

Tabela 24 - Fator de rendimento em células e produto e produtividade volumétrica obtidos para 

na Etapa 3 - definição do meio com melhor desempenho - do planejamento experimental 

Parâmetros LA LPSM SPPN SA 

YX/S (g.g
-1

) 0,09 0,09 0,13 0,29* 

YP/S (g.g
-1

) - - 0,04 0,05 

p (g.L
-1

.h
-1

) - - 0,013 0,008 

Notas: * A concentração de células secas contém junto proteínas do soro de leite que precipitam com o 

processo de centrifugação, alterando os resultados; 

LA: lactose; LPSM: lactose extraída por processos de separação por membranas; SPPN: meio produzido 

com o sobrenadante obtido após precipitação ácida de proteínas do soro de leite neutralizado com 

hidróxido de amônio; SA: soro de leite; 

N.d.: concentração não detectada, abaixo dos limites de medição; 
YX/S: Fator de rendimento em células; 

YP/S: Fator de rendimento em produto; 

p: Produtividade volumétrica. 

 

Observou-se, no resultado obtido para o rendimento em células do meio de cultivo 

SA, o erro associado à precipitação das proteínas do soro de leite no momento da 

centrifugação, destacando a importância deste tratamento antes do processo de produção 

de PHB. Ainda, verificou-se que os resultados obtidos neste ensaio são menores (em 

torno de oito vezes) do que os obtidos anteriormente. De modo geral, houve grande 

dificuldade na reprodução dos resultados no trabalho. Atribui-se os erros obtidos à 

complexidade de padronização na preparação dos meios de cultivo, ao erro no momento 

de diluição dos pré-inóculos e também a erros associados à centrifugação e preparação 

de amostras para a análise cromatográfica. 
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5.4 AVALIAÇÃO CINÉTICA DA PRODUÇÃO DE PHB 

 

A Figura 18 apresenta as curvas de concentração de substrato, células e PHB em 

função do tempo, obtidos no ensaio em biorreator de bancada utilizando a bactéria A. 

latus. 

 

Figura 18 - Curvas de concentração de substrato, células e PHB versus tempo no ensaio em 
biorreator de bancada com Alcaligenes latus 

 

O tempo final de processo, neste caso indicado pela estabilização da concentração 

de lactose, foi identificado pela análise matemática como sendo 11,6 horas. Assim 

sendo, para fins de determinação dos parâmetros utilizou-se o último ponto 

experimental (12 horas) como o final, dada a proximidade entre os dois valores. 

Verificou-se também neste intervalo de tempo a elevação brusca da concentração de 

oxigênio (Apêndice B, Figura B-5) durante o processo, indicando uma redução da 

intensidade de crescimento bacteriano. 
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A Figura 19 apresenta as curvas das velocidades específicas de crescimento (µX), 

consumo de substrato (µS) e de formação de produto (µP) em função do tempo obtidos 

no ensaio em biorreator de bancada com A. latus. 

 

 

Figura 19 - Curvas de velocidade específica de crescimento, consumo de substrato e formação 

de produto em função do tempo em biorreator de bancada com Alcaligenes latus 

 

Verificou-se que a velocidade específica de crescimento (µX) apresenta valores 

mais elevados no início do processo, enquanto as velocidades específicas de consumo 

de substrato (µS) e de formação de produto (µP) apresentam valores mais elevados entre 

8 e 10 horas de processo. Ainda, observou-se que, de acordo com o comportamento das 

curvas, a produção de polímero por A. latus nestas condições de cultivo não ocorre de 

maneira associada ao crescimento. 

A Tabela 25 apresenta os parâmetros cinéticos obtidos para a bactéria A. latus no 

ensaio em biorreator de bancada. 
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Tabela 25 - Parâmetros cinéticos da bactéria Alcaligenes latus obtidos pela avaliação dos 

resultados do ensaio realizado em biorreator de bancada 

Parâmetro Resultado 

µX,máx (h
-1

) 0,428 

µP,máx (g.L
-1

.h
-1

) 0,026 

µS,máx (g.L
-1

.h
-1

) 1,036 

YX/S (g.g
-1

) 0,211 

YP/S (g.g
-1

) 0,024 

p (g.L
-1

.h
-1

) 0,014 

Consumo de lactose (g.L
-1

) 6,701 

Pf (g.L
-1

) 0,164 

Xf (g.L
-1

) 1,661 

Nota: µX,máx: velocidade específica de crescimento máxima; 

µP,máx: velocidade específica de formação de produto máxima; 

µS,máx: velocidade específica de consumo de substrato máxima; 
YX/S: fator de rendimento em células; 

YP/S: fator de rendimento em produto; 

p: produtividade volumétrica; 

Pf: concentração final de produto; 

Xf: concentração final de células secas. 

 

Verificou-se que o fator de rendimento em produto (YP/S) no experimento em 

biorreator foi menor do que o obtido nos experimentos realizados em agitador orbital de 

bancada. O fator de rendimento em células (YX/S) e a produtividade volumétrica (p) 

foram superiores aos obtidos para o mesmo meio de cultivo na Etapa 3 dos 

planejamentos experimentais.  

Wang et al. (2013) obtiveram valores de produtividade volumétrica em torno de 

0,22 g.L
-1

.h
-1

, enquanto Tripathi et al. (2013) obtiveram valores de 0,19 g.L
-1

.h
-1

, ambos 

utilizando substratos com sacarose como fonte de carbono. Valores muito inferiores 

para produtividade foram obtidos neste ensaio, contudo, não é possível compararem-se 

estes resultados devido à diferença nas fontes de carbono. Ainda, ressalta-se que não 

foram encontrados experimentos utilizando A. latus e lactose em sua forma integral 

como fonte de carbono na literatura, o que dificultou a comparação dos resultados. 

Tohyama et al. (2002), utilizando a bactéria Ralstonia eutropha e ácido lático 

como substrato para a produção de PHB, obtiveram valores de 0,734 h
-1

 para a 

velocidade específica de crescimento máxima.  Shahhosseini (2004), também utilizando 

a bactéria Ralstonia eutropha e frutose como substrato para a produção de PHB, obteve 

valores em torno de 0,780 h
-1

 para o µX,máx. 
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Mozumder et al. (2014), utilizando Cupriavidus necator e glicose como substrato 

para a produção de PHB, obtiveram resultados de 0,466 h
-1

 para µX,máx e 0,226 g.g
-1

.h
-1

 

para µP,máx. Utilizando glicerol como substrato os resultados obtidos foram 0,328 h
-1

 e 

0,232 g.g
-1

.h
-1

 para µP,máx. 

Observaram-se alterações nos parâmetros cinéticos aos compararem-se os 

resultados obtidos nos ensaios em agitador orbital de bancada e biorreator. Estas podem 

ocorrer com o aumento de escala do cultivo, e também com a modificação de condições 

de cultivo, como a aeração e o controle de pH. 

 

5.5 CARACTERIZAÇÃO DO POLÍMERO OBTIDO 

 

Visando a comparação do polímero extraído das bactérias utilizadas com o PHB 

padrão adquirido, foram realizadas as análises de FTIR. Esta análise permite que se 

avalie não só se o polímero extraído é de fato o PHB, mas também sua qualidade e nível 

de degradação. A Figura 20 apresenta o espectro de FTIR obtido para o polímero 

extraído da bactéria A. latus em comparação ao PHB padrão. 

 

 

Figura 20 - Espectros de FTIR obtidos para o polímero extraído da bactéria Alcaligenes latus 
em comparação ao PHB padrão 
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A Figura 21 apresenta a ampliação da região de número de onda entre 1200 e 

1800 cm
-1

 para os espectros do PHB extraído da bactéria A. latus e para o PHB padrão, 

com a identificação dos principais números de onda. 

 

 

Figura 21 - Ampliação dos espectros de FTIR obtidos para o polímero extraído da bactéria 

Alcaligenes latus em comparação ao PHB padrão na região de número de onda entre 1200 e 
1800 cm

-1
 

 

O Quadro 8 apresenta as bandas identificadas no PHB padrão e no PHB 

produzido pela bactéria A. latus, em comparação a valores obtidos por outros autores. 
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Número de onda Banda correspondente 
Furukawa 

et al. (2007) 

Domínguez-Díaz 

et al. (2015) 

1719 cm
-1

* 
Deformação axial da ligação 

C=O 
1720 cm

-1
 1718-170 cm

-1
 

1700 e 1800 cm
-1

* Alongamento da ligação C=O - - 

1000 a 1300 cm
-1

* 

Alongamentos das ligações 

C-O-C e C-C 
- - 

Banda de deformação da 

ligação CH 
- - 

1453 cm
-1

* 
Deformação assimétrica do 

grupo CH3 
1453 cm

-1
 1450-1453 cm

-1
 

1379 cm
-1

* 
Deformação simétrica do 

grupo CH3 

1384 cm
-1

 1378-1380 cm
-1

 

Padrão: 1278 cm
-1

 Alongamento da ligação 

C-O-C 
1275 cm

-1
 1275-1278 cm

-1
 

Extraído: 1275 cm
-1

 

Quadro 8 - Números de onda e banda correspondente identificados no PHB padrão e PHB 
produzido pela bactéria A. latus 

Notas: * Mesmo número de onda verificado para ambos polímeros. 

 

Verificou-se que ambos os polímeros possuem as bandas características da 

estrutura do PHB, contendo componentes amorfos e cristalinos. A banda de 

alongamento da ligação C-O-C é correspondente ao componente cristalino do PHB, que 

apresentou pequena diferença entre os dois polímeros e foi semelhante aos resultados 

obtidos por outros autores (FURUKAWA et al., 2007; DOMÍNGUEZ-DÍAZ et al., 

2015). 

A Figura 22 apresenta as curvas DSC para o polímero extraído da bactéria A. latus 

quando cultivada em agitador orbital de bancada e em biorreator de bancada e também 

do polímero extraído da bactéria B. megaterium quando cultivada em agitador orbital de 

bancada em comparação ao PHB padrão.  
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Figura 22 - Curvas DSC para o polímero extraído com diversas condições de produção em 

comparação ao PHB padrão 
Nota: PHB-P: PHB padrão; 

PHB-AB: PHB produzido por Alcaligenes latus em biorreator de bancada com meio de cultivo SPPN; 

PHB-BS: PHB produzido por Bacillus megaterium em agitador orbital de bancada; 

PHB-AS: PHB produzido por Alcaligenes latus em agitador orbital de bancada. 

 

A Tabela 26 apresenta temperatura de fusão cristalina e grau cristalinidade dos 

polímeros analisados verificadas por meio das curvas DSC, em comparação com 

resultados obtidos na literatura para outros PHBs padrão e de origem bacteriana. 
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Tabela 26 - Temperatura de fusão e cristalinidade do PHB extraído da bactéria Alcaligenes 

latus e do PHB padrão em comparação com resultados de outros autores 

 Tm (°C) Grau de cristalinidade (%) 

PHB-P 178,0 48 

PHB-AB 169,0 26 

PHB-AS 167,0 20 

PHB-BS 169,0 42 

Kulkarni et al. (2010)* 171,0 51 

Reddy et al. (2015)* 171,0 - 

Wisuthiphaet e Napathorn (2015)
a 178,5 - 

Yezza et al. (2007)
a 

177,0 52,9 

176,6 55,5 

Kulpreecha et al. (2009)
b 174,0 - 

Fonte: Yezza et al., 2007; Kulpreecha et al., 2009; Kulkarni et al., 2010; Reddy et al., 2015. 
Nota: - não informado; 

PHB-P: PHB padrão; 

PHB-AB: PHB produzido por Alcaligenes latus em biorreator de bancada com meio de cultivo SPPN; 

PHB-BS: PHB produzido por Bacillus megaterium em agitador orbital de bancada; 

PHB-AS: PHB produzido por Alcaligenes latus em agitador orbital de bancada; 

* Dado obtido para PHB padrão analisado; 
a PHB produzido por Alcaligenes latus; 
b PHB produzido por Bacillus megaterium. 

 

De modo geral, os valores obtidos são semelhantes aos obtidos na literatura. 

Observou-se que o PHB-AS apresentou o menor grau de cristalinidade dentre os 

polímeros testados e também inferior aos obtidos por outros autores que utilizaram a 

mesma bactéria. Contudo em outros artigos os autores utilizaram substratos com fontes 

de carbono como glicose ou sacarose, o que pode possuir influência sobre as 

características do polímero produzido pelo microrganismo. O PHB-AB, produzido em 

biorreator, também apresentou grau de cristalinidade reduzido, porém, superior ao 

produzido em agitador orbital de bancada, indicando que a maior possibilidade de 

controle do processo possui influência sobre a qualidade do polímero extraído. 

O polímero produzido por B. megaterium apresentou elevado grau de 

cristalinidade quando comparado aos demais. Como verificado por meio do referencial 

teórico, Khanna e Srivastava (2005) afirmam que esta bactéria possui capacidade de 

consumir diversos carboidratos complexos, o que pode favorecer o metabolismo deste 

microrganismo e aprimorar a qualidade do polímero produzido. 
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Observou-se que a temperatura de fusão cristalina foi menor para o polímero 

produzido pelas bactérias A. latus e B. megaterium a partir de lactose em comparação ao 

PHB padrão. Isto demonstra que o polímero produzido possui massa molar menor em 

comparação ao padrão. 

A Figura 23 apresenta as curvas TG para o polímero extraído da bactéria A. latus 

quando cultivada em agitador orbital de bancada e em biorreator de bancada e também 

do polímero extraído da bactéria B. megaterium quando cultivada em agitador orbital de 

bancada em comparação ao PHB padrão. 

 

 

Figura 23 - Curvas TG para o polímero extraído com diversas condições de produção em 
comparação ao PHB padrão 

Nota: PHB-P: PHB padrão; 

PHB-AB: PHB produzido por Alcaligenes latus em biorreator de bancada com meio de cultivo SPPN; 

PHB-BS: PHB produzido por Bacillus megaterium em agitador orbital de bancada; 

PHB-AS: PHB produzido por Alcaligenes latus em agitador orbital de bancada. 
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A Figura 24 apresenta as curvas DTG para o polímero extraído da bactéria A. 

latus quando cultivada em agitador orbital de bancada e em biorreator de bancada e do 

polímero extraído da bactéria B. megaterium quando cultivada em agitador orbital de 

bancada em comparação ao PHB padrão. 

 

 

Figura 24 - Curvas DTG para o polímero extraído com diversas condições de produção em 
comparação ao PHB padrão 

Nota: PHB-P: PHB padrão; 

PHB-AB: PHB produzido por Alcaligenes latus em biorreator de bancada com meio de cultivo SPPN; 

PHB-BS: PHB produzido por Bacillus megaterium em agitador orbital de bancada; 

PHB-AS: PHB produzido por Alcaligenes latus em agitador orbital de bancada. 

 

A Tabela 27 apresenta onset (temperatura de início do evento de perda de massa), 

temperatura na qual a velocidade de degradação é máxima e endset (temperatura final 

do evento de perda de massa) do polímero produzido pela bactéria A. latus e B. 

megaterium e do PHB padrão em comparação com dados obtidos na literatura. 
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Tabela 27 - Dados do evento de perda de massa identificado para o polímero produzido por 

Alcaligenes latus e para o PHB padrão em comparação a dados obtidos na literatura 

 Onset (°C) Tmax (°C) Endset (°C) Massa residual (%) 

PHB-P 250 290 310 0,23 

PHB-AB 249 291 350 1,45 

PHB-AS 220 289 355 3,91 

PHB-BS 247 289 334 0,75 

Melo et al. (2012)* 220 - 315 2,32 

Reddy et al. (2015) 
230* 274* 310* 0* 

100
a 

Não houve degradação completa até 600 °C 

Yezza et al. (2007)
b 

288 308 329 - 

286 308 317 - 

Fonte: Yezza et al., 2007; Melo et al., 2012; Reddy et al., 2015. 

Nota: - não informado; 

PHB-P: PHB padrão; 

PHB-AB: PHB produzido por Alcaligenes latus em biorreator de bancada com meio de cultivo SPPN; 

PHB-BS: PHB produzido por Bacillus megaterium em agitador orbital de bancada com o meio de cultivo 

indicado na Tabela 8; 

PHB-AS: PHB produzido por Alcaligenes latus em agitador orbital de bancada com o meio de cultivo 

indicado na Tabela 8; 

* Dado obtido para PHB padrão analisado; 
a PHB produzido por Bacillus sp. CYR1; 
b PHB produzido por Alcaligenes latus. 

 

As temperaturas máxima de degradação identificadas no evento de perda de massa 

mais pronunciado foram semelhantes às obtidas por outros autores. Ainda, observou-se 

que as temperaturas de onset foram inferiores no PHB produzido pelas bactérias A. latus 

e B. megaterium, apontando que este apresenta menor estabilidade térmica do que o 

PHB padrão. Verificou-se que os PHBs AB, AS e BS apresentaram endset do evento e 

massa residual relativamente superiores ao do PHB padrão, o que pode indicar a 

presença de outros compostos, que alteram as características térmicas do polímero. O 

processo de degradação térmica do polímero envolve a quebra de cadeias e hidrólise, 

que resulta na progressiva redução do massa molar (MELO et al., 2012). 

Assim, verificou-se que se obteve êxito na produção de PHB utilizando lactose e 

soro de leite como fontes de carbono, proporcionando um polímero de propriedades 

semelhantes às do padrão. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Conclui-se, por meio das análises cromatográficas e também da caracterização do 

polímero extraído, que a produção de PHB por meio de A. latus e B. megaterium 

utilizando lactose e soro de leite como substrato é possível. 

Verificou-se, por meio de ensaio em agitador orbital de bancada que em 

aproximadamente 12 horas de cultivo, a concentração de PHB máxima produzida por A. 

latus atinge 0,55 g.L
-1

 e por B. megaterium 0,095 g.L
-1

 com concentração inicial de 

lactose de 20 g.L
-1

 para A. latus e 16 g.L
-1

 para B. megaterium. Ensaio posterior com a 

realização de planejamento experimental demonstrou que efetivamente não há diferença 

significativa nos resultados com concentrações iniciais de lactose de 20 ou 16 g.L
-1

. 

Por meio de planejamento experimental, verificou-se que a bactéria A. latus 

produz maiores quantidades de polímero dentro das condições testadas, em média 

0,31 g.L
-1

, contra uma média de 0,19 g.L
-1

 produzidos pela bactéria B. megaterium. 

Ainda, com análise estatística observou-se que o hidróxido de amônio é a base 

mais adequada para a neutralização do soro de leite após o processo de precipitação 

ácida das proteínas, resultando em maior concentração final de produto formado, 

aproximadamente 1,28 g.L
-1

. Com a utilização de hidróxido de sódio há a produção 

média de 0,64 g.L
-1

 e utilizando hidróxido de potássio a média de 0,85 g.L
-1

. 

Comprovou-se, por meio de ensaios com planejamento experimental, que dentre 

os meios testados (lactose comercial, lactose extraída por processos de separação por 

membranas, soro de leite e sobrenadante obtido após a precipitação ácida das proteínas 

do soro de leite), o que proporciona maiores concentrações de polímero ao final do 

processo é o meio composto de soro de leite após a precipitação ácida de proteínas 

neutralizado com hidróxido de amônio, com média de 0,16 g.L
-1

. 

Por meio do ensaio em biorreator de bancada, observou-se que a bactéria A. latus 

acaba o processo em aproximadamente 12 horas (11,6 horas), com produtividade 

volumétrica de 0,014 g.L
-1

.h
-1

, velocidade específica de crescimento máxima de      

0,428 h
-1

, velocidade específica de consumo de substrato máxima de 1,036 g.L
-1

.h
-1

, 

velocidade específica de formação de produto máxima de 0,026 g.L
-1

.h
-1

, fator de 

rendimento em células de 0,211 g.g
-1

, e fator de rendimento em produto de 

0,024 g.g
-1

. Alguns resultados apresentaram valores menores do que os obtidos nos 

ensaios em agitador orbital de bancada, demonstrando que alguns parâmetros para o 

cultivo em biorreator devem ser revistos. 
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Por fim, verificou-se que o PHB produzido por A. latus e B. megaterium 

utilizando lactose e soro de leite como substrato possui propriedades químicas e 

térmicas semelhantes às do PHB padrão testado, demonstrando que a utilização de 

substratos contendo lactose como fonte de carbono não proporciona grandes alterações 

físico-químicas no produto final. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABAHOS FUTUROS 

 

Abaixo seguem algumas sugestões de trabalhos futuros para a continuação do 

trabalho de pesquisa: 

 

a) realização de testes de produção de PHB com maiores frequências em agitador 

orbital de bancada; 

b) realização de testes de produção de PHB com frascos de Erlenmeyer 

modificados com a adição de chicanas em agitador orbital de bancada; 

c) avaliar como variáveis resposta nas análises estatísticas, os fatores de 

rendimento em células e em produto; 

d) otimização dos parâmetros de oxigênio dissolvido, tempo do ensaio, volume de 

inóculo, entre outros, nos ensaios em biorreator de bancada; 

e) realização de ensaios em biorreator de bancada sem o controle de pH. 
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APÊNDICE A - Marca dos reagentes utilizados no trabalho 

 

Todos os reagentes utilizados  trabalho são de grau P.A., com exceção do soro de 

leite em pó, de grau técnico, e do PHB padrão utilizado. O Quadro A - 1 apresenta todos 

os reagentes e suas respectivas marcas. 

 

Reagente Marca 

Acetona Simoquímica, Brasil 

Ácido 3,5-dinitrosalicílico Vetec, Brasil 

Ácido benzóico Dinâmica, Brasil 

Ácido bórico Dinâmica, Brasil 

Ácido cítrico Dinâmica, Brasil 

Ácido clorídrico Dinâmica, Brasil 

Ácido nítrico Dinâmica, Brasil 

Ágar-ágar Kasvi, Brasil 

Albumina sérica bovina Sigma-Aldrich, Estados Unidos 

Etileno glicol (antiespumante) Dinâmica, Brasil 

Carbonato de sódio Dinâmica, Brasil 

Citrato de sódio Dinâmica, Brasil 

Cloreto de cálcio Dinâmica, Brasil 

Cloreto de cobalto Dinâmica, Brasil 

Cloreto de manganês Dinâmica, Brasil 

Dicloroetano Dinâmica, Brasil 

Etanol Cinética, Brasil 

Éter-etílico Dinâmica, Brasil 

Extrato de carne Kasvi, Brasil 

Fenol cristal Dinâmica, Brasil 

Fosfato de potássio monobásico Neon, Brasil 

Fosfato de sódio bibásico Dinâmica, Brasil 

Hidróxido de amônio Vetec, Brasil 

Hidróxido de potássio Quimex, Brasil 

Hidróxido de sódio Vetec, Brasil 

Lactose Dinâmica, Brasil 
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Metabissulfito de sódio Dinâmica, Brasil 

Molibidato de amônio Vetec, Brasil 

N-propanol Dinâmica, Brasil 

Peptona Kasvi, Brasil 

PHB padrão Sigma-Aldrich, Estados Unidos 

Reagente Folin Ciocalteu Dinâmica, Brasil 

Soro de leite em pó Laticínios Renner S.A., Brasil 

Sulfato de amônio Dinâmica, Brasil 

Sulfato de cobre Dinâmica, Brasil 

Sulfato de ferro Vetec, Brasil 

Sulfato de magnésio Dinâmica, Brasil 

Sulfato de níquel Dinâmica, Brasil 

Sulfato de zinco Dinâmica, Brasil 

Tartarato de sódio e potássio Dinâmica, Brasil 

Quadro A - 1 - Marca dos reagentes utilizados na execução do trabalho 
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APÊNDICE B - Gráficos das condições monitoradas durante os ensaios em 

biorreator de bancada 

 

A Figura B - 1 apresenta as variações de temperatura obtidas durante o ensaio em 

biorreator de bancada. 

 

 

Figura B - 1 - Variações de temperatura durante o ensaio de crescimento em biorreator de 

bancada 

 

A Figura B - 2 apresenta as variações de pH obtidas durante o ensaio no biorreator 

de bancada. 

 

 

Figura B -  2 - Variações de pH obtidas durante o ensaio no biorreator de bancada 
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A Figura B - 3 apresenta as frequências do agitador utilizadas durante o ensaio, 

que foram alteradas conforme a necessidade de oxigênio no cultivo. 

 

 
Figura B -  3 - Frequências do agitador ajustadas durante o ensaio em biorreator de bancada 

 

A Figura B - 4 apresenta as vazões de ar ajustadas durante o ensaio, que foram 

alteradas conforme a necessidade de oxigênio no cultivo. 

 

 

Figura B -  4 - Vazões de ar ajustadas durante o ensaio em biorreator de bancada 
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A Figura B - 5 apresenta as concentrações de oxigênio registradas durante o 

ensaio em biorreator de bancada. Destaca-se a brusca elevação desta concentração em 

aproximadamente 650 minutos, indicando o final do cultivo. 

 

 

Figura B -  5 - Concentrações de oxigênio dissolvido registradas durante o ensaio em biorreator 

de bancada 
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APÊNDICE C - Ajustes realizados nas curvas de concentração de lactose, células 

secas e PHB obtidos no ensaio em biorreator de bancada 

 

A Figura C-1 apresenta o ajuste de dados aplicado à curva de concentração de 

lactose obtida no ensaio realizado em biorreator de bancada. 

 

Figura C - 1 - Ajuste de dados aplicado à curva de concentração de lactose obtida no ensaio em 
biorreator de bancada 

 

A Figura C-2 apresenta o ajuste de dados aplicado à curva de concentração de 

células secas obtida no ensaio realizado em biorreator de bancada. 

 

Figura C - 2 - Ajuste de dados aplicado à curva de concentração de células secas obtida no 

ensaio em biorreator de bancada 
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A Figura C-3 apresenta o ajuste de dados aplicado à curva de concentração de 

PHB obtida no ensaio realizado em biorreator de bancada. 

 

Figura C - 3 - Ajuste de dados aplicado à curva de concentração de PHB obtida no ensaio em 

biorreator de bancada 


