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RESUMO

Polihidroxialcanoatos s&o polimeros 100% biodegradaveis produzidos intracelularmente
por bactérias, que possuem caracteristicas semelhantes as de polimeros de origem
petrolifera e configuram uma alternativa a estes polimeros, 0s quais devido ao seu
crescente acimulo na natureza vém se tornando um grave problema ambiental. O
poli(3-hidroxibutirato) (PHB) € 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 producdo de queijo, e ainda uma possivel reducdo de custos do
processo de producdo de PHB, este trabalho avaliou a producdo deste polimero por
meio das bactérias Alcaligenes latus e Bacillus megaterium. Inicialmente investigou-se
o efeito de diferentes concentragdes 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 concentracdo inicial de
lactose por meio de ensaio em agitador orbital com as mesmas condi¢des mencionadas
anteriormente. Estes resultados foram avaliados por meio de planejamento experimental
fatorial 23 sem ponto central. Avaliou-se o efeito da neutralizacdo do meio de cultivo
preparado com o sobrenadante obtido apds a precipitacdo acida das proteinas do soro de
leite com hidroxido de aménio (NH,OH), hidréxido de potéssio (KOH) e hidroxido de
sodio (NaOH) (solucdes 10% m/v) por meio de analise estatistica de um fator a varios
niveis (ANOVA). Ainda, foram comparados (por meio de ANOVA) quatro meios de
cultivo (produzidos com lactose, soro de leite, sobrenadante obtido apds a precipitacdo
acida das proteinas do soro de leite, lactose extraida por processos de separacdo por
membranas) por meio de ensaio em agitador orbital nas mesmas condicGes previamente
mencionadas. O meio que proporcionou maior concentracao 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 concentracdo inicial de lactose mais
adequada foi a de 20 g.L™*, com producdo maxima de PHB de 0,55 g.L™ em 12 horas,
enquanto que para a bactéria B. megaterium foi de 16 g.L ™, com producio méaxima de
PHB de 0,095 g.L™ também em 12 horas. Com a posterior anélise estatistica, verificou-
se que ndo houve diferenca significativa na geracdo de produto com as concentracfes
iniciais de lactose de 16 e 20 g.L™". A bactéria que proporcionou maior producdo de
polimero foi a A. latus, enquanto o meio foi 0 composto pelo sobrenadante obtido apos
a precipitacdo acida das proteinas do soro de leite (neutralizado com hidroxido de
amonio - melhor resultado na neutralizacdo). 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 maxima velocidade especifica de crescimento de 0,428 h*, maxima
velocidade especifica de formacdo de produto de 0,026 g.L™.h™, méxima velocidade
especifica de consumo de substrato de 1,036 g.L™.h™, fator de rendimento em células de
0,211 g.g™, fator de rendimento em produto de 0,024 g.g™ e produtividade volumétrica
de 0,014 g.L™.h™. Ainda, por meio de caracterizacéo do PHB extraido e do PHB padréo
por calorimetria exploratoria diferencial, termogravimetria e espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier, verificou-se que o polimero produzido
possui propriedades semelhantes as do padrdo, demonstrando que a producdo de PHB
por A. latus e B. megaterium utilizando soro de leite é factivel.

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



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 2% (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% wi/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™, with a maximum PHB concentration of 0.55 g.L™ in 12 hours. For B. megaterium,
the initial lactose concentration was 16 g.L™, and a maximum PHB concentration of
0.095 g.L™ 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™. 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™, maximum specific product
formation rate of 0.026 g.L™.h™*, maximum specific substrate consumption rate of 1.036
g.L™h™ cell yield of 0.211 g.g™, PHB vyield of 0.024 g.g™ and volumetric productivity
of 0.014 g.L.h™. 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 INTRODUCAO

Os polimeros sdo amplamente utilizados para multiplas aplicacbes devido as suas
propriedades. Por apresentarem variadas possibilidades de processamento e otimizacéo
de propriedades mecanicas e térmicas, estes vém substituindo outros materiais como
papel, vidro e até ligas metélicas em fun¢bes como embalagens, partes automotivas e
revestimentos, entre outras.

A conveniéncia dos polimeros resultou em uma elevada propagacédo de seu uso e,
consequentemente, no acumulo de residuos que sdo, em sua grande maioria, nao
biodegradaveis, caracterizando um grave problema ambiental. Dados da Associacdo
Brasileira da Industria do Plastico (ABIPLAST, 2014) mostram que no ano de 2014 o
Brasil foi responsavel pela geragcdo de aproximadamente 7 milhdes de toneladas de
residuos plasticos. Destes, apenas 15% correspondem a residuos recolhidos em cidades
que possuem coleta seletiva. Ainda, estima-se que foram retirados do meio ambiente em
torno de 805 mil toneladas de residuos pos-consumo (ABIPLAST, 2014).

O gerenciamento destes residuos pode ser realizado por meio de reciclagem
priméria, secundaria, terciaria ou quaternaria (SPINACE; DE PAOLI, 2005). As
reciclagens priméaria e secundaria se tornam limitadas pela quantidade de aditivos e
cargas utilizados no polimero, aléem da perda de propriedades a cada reprocessamento
realizado. As reciclagens tercidria e quaternaria sao processos geralmente onerosos e
potencialmente poluidores se realizados sem os devidos controles.

Assim, tornam-se necessarios estudos relacionados ndo sé a biodegradacdo de
polimeros, mas também a producdo de polimeros biodegradaveis. Os
polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo polimeros 100% biodegradaveis que surgem como
uma alternativa ao uso dos polimeros de origem petrolifera. Estes sdo produzidos por
microrganismos que utilizam os mesmos como uma fonte reserva de carbono,
empregando substratos organicos. Um dos PHAs mais estudados é o poli(3-
hidroxibutirato) (PHB), que é produzido por varias espécies bacterianas e possui
caracteristicas que se assemelham as de polimeros de origem petrolifera. Porém, os
PHAs, atualmente, apresentam preco elevado quando comparados aos polimeros
petroguimicos, pois seu processo de producdo demanda mais investimentos. Este é um
dos principais fatores que limitam o uso dos PHAs (GARCIA-GONZALEZ et al,,
2015). Melhorias que levem a reducdo de custos sdo0 uma alternativa para a
popularizacdo destes (NATH et al., 2008).
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Comumente, utiliza-se glicose como fonte de carbono para a producdo 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 € um subproduto obtido indiretamente e em volumes elevados na
producdo de queijo nas industrias brasileiras, ainda é tratado como um residuo. De
acordo com o Instituto de Economia Agricola (IEA, 2013), os dados referentes a
producdo de soro de leite no Brasil sdo altamente imprecisos. Contudo, dados da
Associacao Brasileira das Industrias de Queijo (ABIQ, 2014) apontam que no Brasil,
em 2011, foram produzidas aproximadamente 870 mil toneladas de queijo, 0 que
fornece uma perspectiva da geragéo de soro de leite.

Este efluente liquido, quando nédo tratado, pode ser o causador de serios
problemas ambientais. Isto ocorre devido a alta carga de matéria organica, que induz a
proliferacdo de microrganismos e algas e, consequentemente, reduz a concentracdo de
oxigénio dissolvido (OD), o que torna sua degradacdo mais lenta e prejudica o
ecossistema local (SOUZA et al., 2010). Contudo, este subproduto possui altos teores
de lactose, um dissacarideo 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 producdo de PHAs (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). Com relacdo a bactéria
Alcaligenes latus, também capaz de produzir PHAS, ressalta-se que ndo foram
encontrados experimentos utilizando este microrganismo e lactose em sua forma
integral como fonte de carbono na literatura.

Tendo em vista as consideragdes relatadas, verifica-se que a utilizacdo da lactose
extraida do soro de leite, ou até mesmo o préprio soro como fonte de carbono para a
producdo de PHASs por meio de bactérias, pode resultar em um produto com preco mais
acessivel, popularizando o uso destes polimeros biodegradaveis, além de auxiliar na
destinacédo do efluente liquido.

Neste contexto, o presente trabalho visou estudar a utilizacdo do soro de leite
como substrato para a producdo de PHB empregando A. latus e B. megaterium,

buscando uma alternativa para a destina¢do deste subproduto da producéo de queijo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho € definir condicGes adequadas para a producao 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 ESPECIFICOS

a) Verificar a viabilidade de producdo 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 otimizacdo da
producéo de polimero.

c) Distinguir entre A. latus e B. megaterium, qual microrganismo possui melhor
desempenho na producéo de polimero utilizando lactose como fonte de carbono.

d) Definir dentre hidroxido de sddio, hidroxido de potassio e hidroxido de
amonio, qual é o composto mais adequado para a neutralizacdo de soro de leite apos
precipitacdo acida de proteinas.

d) Determinar dentre os meios definidos para teste, qual proporciona maior
producéo de polimero.

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

f) Comparar o polimero produzido em laboratério em diferentes condi¢cbes com

PHB padrédo quanto as propriedades térmicas e quimicas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo, sdo descritos 0s aspectos tedricos basicos 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
producéo.

3.1 SORO DE LEITE

O soro de leite é a fracdo aquosa que se separa do coagulo no processo de
producio de queijos. E um liquido de cor amarelo-esverdeada e que detém quase
metade dos solidos contidos no leite (ZADOW, 1992). Esse subproduto é gerado na
producdo de queijo durante as etapas de corte, agitacdo, aquecimento, enformagem e
prensagem (NEVES, 2001). Para cada quilograma de queijo produzido, 8 - 9 kg de soro
séo gerados (BALDASSO; BARROS; TESSARO, 2011).

De acordo com dados da Associacdo Brasileira das Inddstrias de Queijo
(ABIQ) (2014), o Brasil € um dos maiores produtores de leite e queijo do mundo, com
uma producdo de aproximadamente 35 bilhdes de litros de leite em 2013 e 870 mil
toneladas de queijo em 2011. Estes dados demonstram a elevada geracdo 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 organica, porém, ainda
assim € comumente tratado como efluente liquido, sendo disposto diretamente na rede
de esgotos ou rios, ou utilizado na alimentacdo de animais (SOUZA et al., 2010). A
carga poluente de um efluente é representada pela DBO (demanda bioldgica de
oxigénio), que no soro pode chegar a 60.000 mg O,.L™, 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 residuo sem o tratamento correto constitui tanto
um problema ambiental como também um desperdicio de matéria-prima que pode ser
utilizada na fabricacdo de produtos com valor agregado (SOUZA et al., 2010).

Os componentes mais importantes do soro de leite sdo a lactose, proteinas
soluveis e a gordura. A Tabela 1 apresenta os valores aproximados da composicdo do

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

Componente Concentracdo méssica em base seca (%)

Agua 93-95
Sélidos totais (ST) 5,5-6,5
Proteina 0,7-1,2

Gordura 0,04-0,05
Lactose 3,8-5,0
Cinzas 0,5-0,8

Nitrogénio ndo-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 proteina, 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 proteinas, geralmente transformando-as em insolGveis, 0 que torna
importante o conhecimento de suas temperaturas de desnaturacdo térmica. A Tabela 2
apresenta as proteinas que se encontram em maior concentracdo no soro de leite, seu

ponto isoelétrico e temperatura de desnaturacao térmica.

Tabela 2 - Proteinas em maior concentrag¢do no soro de leite, seus respectivos pontos
isoelétricos e temperaturas de desnaturacdo térmica

. ab .. ., Temperaturade
Concentracéo Ponto isoelétrico

Proteina 1 desnaturacao
(9.L7) (pH) o
térmica (°C)
B-Lactoglobulina 2,70 5,2 83°
a-Lactoalbumina 1,20 45-4,8 83°
Imunoglobulinas 0,65 55-8,3 61 - 71°
Albumina sérica
) 0,40 47-49 65°
bovina
Lactoferrina 0,10 9,0 70 - 90°
Lactoperoxidase 0,02 9,5 68 - 76'

Fonte: adaptado de ® Zydney (1998); ® Baldasso $2011); ¢ Damodaran, Parkin e Fennema (2010);
9\ermeer e Norde (2000); ¢ Indyk et al. (2007); " Marin et al. (2003).
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De acordo com Yada (2004), a B-Lactoglobulina € a proteina mais abundante no
soro, que representa 50% do total proteico. Ainda, a a-Lactoalbumina é a segunda mais

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

3.1.2 Lactose

A lactose é um dissacarideo formado de galactose e glicose, sendo o carboidrato
caracteristico do leite. No leite, é responsavel por 40% do total de s6lidos, enquanto que
no soro este aclcar corresponde a aproximadamente 70% em base seca (MATTILA-
SANDHOLM; SAARELA, 2003, BALDASSO, 2011).

Este dissacarideo se encontra no leite dos mamiferos, 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 sdo capazes
de utiliza-la como substrato para a formacéo de polimero ou outros produtos. A Figura 1

apresenta a estrutura quimica da molecula de lactose.

OH OH
0 v O H O H
OH H O OH H
H H OH
H OH H OH
Galactose Glicose

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

A lactose pode ser separada do soro de leite por meio de concentracdo e
resfriamento para a cristalizacdo da lactose, que é obtida posteriormente por meio de
centrifugacdo (MIZUBUTI, 1994). A ultrafiltracdo pode ser utilizada para a separacéo
das proteinas 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 proteinas do soro de leite resultando em um liquido com maiores
concentracdes de lactose sdo: desnaturacéo térmica e coagulacdo, precipitacdo por meio
de ajuste de pH, filtragdo por colunas cromatograficas, entre outros (FOX;
MCSWEENEY, 1998; YADA, 2004).



3 REFERENCIAL TEORICO 24

3.2 BIOPOLIMEROS

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, 1997),
biopolimeros sdo macromoléculas formadas por organismos vivos. Alguns exemplos
sdo as proteinas, acidos nucléicos, polissacarideos e poliésteres como os PHAs. Estes
ultimos possuem algumas vantagens sobre os polimeros derivados de petr6leo como,
por exemplo, sua natureza biodegradavel, o que os torna mais atrativos para evitar a
utilizacdo dos polimeros de origem petrolifera, que por serem recalcitrantes acabam por
acumular no meio ambiente (SIVAKUMAR; AL-BAHRY; AL-BATTASHI, 2013).

3.2.1 Polihidroxialcanoatos

Os PHAs séo poliésteres produzidos e acumulados naturalmente como granulos
intracelulares por um grande numero de bactérias em resposta a condi¢bes de
crescimento desfavoraveis ou desbalanceamento nutricional (NATH et al., 2008;
GARCIA-GONZALEZ et al., 2015). O deshalanceamento nutricional pode ser a
limitacdo de um macronutriente como nitrogénio ou fosforo, ou ainda o excesso de
carbono (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995; KHANNA; SRIVASTAVA, 2005).
Estes poliésteres sdo metabolitos secundarios armazenados como reserva intracelular de
energia e de carbono. Inoue e colaboradores (2016) destacam que até o momento,
aproximadamente 150 diferentes tipos de mondmeros de PHAs foram identificados. A
Figura 2 apresenta a estrutura quimica geral dos PHAs e algumas varia¢cdes conforme o

radical presente.

NVAVAVAV AVAN

n = entre 600 ¢ 3500

R = hidrogénio, poli(3-hidroxipropionato)
R = metil, poli(3-hidroxibutirato)

R = etil, poli(3-hidroxivalerato)

R = propil, poli(3-hidroxihexanoato)

R = pentil, poli(3-hidroxioctanoato)

Figura 2 - Estrutura quimica geral dos polihidroxialcanoatos
Fonte: Khanna e Srivastava, 2005
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Por serem biodegradaveis e poderem ser produzidos a partir de fontes renovaveis
de carbono, estes polimeros tém sido intensamente estudados. Compartilham muitas
propriedades com polimeros sintéticos, e, portanto, sdo considerados alternativas para
os derivados de petrdleo e chamados de “termoplasticos biodegradaveis”. O alto custo
de producdo é um dos principais fatores que limitam o uso mais amplo dos PHAs
(GARCIA-GONZALEZ et al., 2015). Melhorias nas estratégias de producdo, que levem
a reducdo de custos, sdo uma alternativa para a popularizacdo destes (NATH et
al., 2008).

O polimero formado por monémeros de acido 3-hidroxibutirico € nomeado poli(3-
hidroxibutirato), comumente conhecido por sua abreviacdo, PHB. E um dos PHAs mais
amplamente estudados e caracterizados (NATH et al., 2008; FACCIN et al., 2013;
DOMINGUEZ-DIAZ et al., 2015). O PHB pode ser produzido utilizando matérias-
primas de origem renovavel, como a lactose, proveniente do soro de leite, ou sacarose,
da cana-de-acucar (LIMA et al., 2001). Este polimero é acumulado dentro das bactérias
produtoras, podendo chegar a 80% da massa seca da célula (KHANNA;
SRIVASTAVA, 2005).

A Figura 3 apresenta a estrutura quimica do &cido 3-hidroxibutirico.

OH O

OH

Figura 3 - Estrutura quimica simplificada do acido 3-hidroxibutirico
Fonte: o autor

Em termos de massa molar, fragilidade, rigidez, temperatura de transi¢do vitrea,
entre outras propriedades, o PHB é comparavel a alguns termoplasticos derivados de
petréleo mais comuns, como o polipropileno (PP) (MORENO et al., 2015;
MOZUMDER et al., 2015). Para algumas aplicacdes, € possivel utilizar o PHB em
substituicdo a alguns polimeros mais tradicionais e ndo biodegradaveis (GROTHE;
MOO-YOUNG; CHISTI, 1999; SIVAKUMAR; AL-BAHRY; AL-BATASHI, 2013). A
Tabela 3 apresenta algumas propriedades do PHB em comparacdo ao polipropileno e
polietileno de baixa densidade (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005).
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Tabela 3 - Propriedades do poli(3-hidroxibutirato) em comparacao as propriedades de
polipropileno e polietileno de baixa densidade

. . : N : : Polietileno de
Propriedade Poli(3-hidroxibutirato)  Polipropileno baixa densidade
Temperattjra de fusdo 179.0 170.0 130.0
(°C)
Resisténcia a tracao
(MPa) 40,0 34,5,0 10,0
Temperatura de
transicio vitrea (°C) 40 45,0 -30.0
Alongamento na
ruptura (%) 5,0 400,0 620,0
Madulo de 35 17 0.2

elasticidade (GPa)

Fonte: adaptado de Khanna e Srivastava (2005)

3.2.2 Produgcéo de polihidroxialcanoatos

Para a producdo de PHAs, dois principais métodos podem ser utilizados, sendo
dependentes do tipo de microrganismo utilizado. O primeiro tipo de microrganismo
necessita de limitacdo de um nutriente essencial como nitrogénio, fosforo, potassio,
oxigénio ou enxofre para que realize a sintese do polimero (LEE, 1996). Dentre este
grupo, estdo consideradas as bactérias Alcaligenes eutrophus, Protomonas extorquens e
Pseudomonas oleovorans (LEE, 1996; FACCIN, 2012). O segundo tipo apresenta uma
producdo associada a seu crescimento, ndo dependendo da limitacdo de nutrientes
essenciais. Entre as bactérias pertencentes a este grupo destacam-se A. latus e B.
megaterium (LEE, 1996; FACCIN, 2012).

O processo de producdo utilizando microrganismos do primeiro tipo geralmente é
realizado em dois estagios. O primeiro estagio tem a funcdo de multiplicacdo celular e é
realizada pelo cultivo da bactéria em uma solugdo contendo macronutrientes, metais
traco, carbono e demais nutrientes. O segundo estagio consiste na limitacdo de um
nutriente essencial como nitrogénio, fésforo ou oxigénio, provocando assim o acumulo
do polimero (LIMA et al., 2001).

O processo utilizando microrganismos do segundo tipo € mais simples e nao
necessita de um estagio para a multiplicacdo celular, ja que o acimulo de PHASs ocorre

de maneira associada ao crescimento. A producdo industrial de PHASs ¢é realizada com
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culturas puras de bactérias capazes de acumular polimero intracelularmente (INOUE et
al., 2016).

As propriedades do polimero produzido dependem do tipo de fontes de carbono
utilizadas durante o cultivo, dos caminhos metabolicos que a bactéria usa para
conversdo dos precursores e da especificidade das enzimas envolvidas na converséo
(LIMA et al., 2001; LAYCOCK et al., 2013).

Quanto a biossintese de PHAs, Steinbilichel e Valentin (1995) indicam que, de
modo geral, este processo pode ser dividido em trés fases (Figura 4).

Fonte de
carbono

FASE I

FASE III

FASE 1
Fonte de

Yy carbono

N

N /

e

\_

Figura 4 - Fases metabdlicas da biossintese de polihidroxialcanoatos
Fonte: adaptado de Steinbiichel e Valentin (1995)

Na Fase I, uma fonte de carbono adequada deve permear a parede celular. Isto
pode ocorrer por processos de transporte especificos localizados na parede celular ou
ainda por difusdo. Na Fase 11, reacdes anabdlicas e/ou catabdlicas 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 Ill, a PHA sintase utiliza os tioésteres
como substrato e catalisa a formacdo de ligacbes ésteres liberando a coenzima A e
formando o respectivo PHA (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995; FACCIN, 2012).

3.2.3 Microrganismos produtores de polihidroxialcanoatos

Mais de 300 bactérias com capacidade de producdo de PHAs ja foram
identificadas (INOUE et al, 2016). Ainda, alguns membros da familia das
também produzem PHAs (REHM;
STEINBUCHEL, 1999). O Quadro 1 apresenta algumas das bactérias com capacidade

Halobacteriaceae do dominio Archaea
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de producdo de PHAs e os diferentes meros sintetizados a partir de diferentes

substratos.

Bactéria

Substrato/Matéria-
prima

Mondmero

Alcaligenes latus®
Alcaligenes latus”

Alcaligenes latus*
Alcaligenes
eutrophus®

Alcaligenes
eutrophus®

Alcaligenes
eutrophus®

Bacillus megaterium®

Halomonas i4786

Pseudomonas
oleovorans®

Pseudomonas putida®
Rhodospirillum
rubrum®

Haloferax
mediterranei®

Burkholderia sp.

Caldo de cana-de-
acucar (sacarose)
Soro de leite
hidrolisado (glicose
e galactose)
Suco de beterraba
sacarina (sacarose)
Acido propidnico
5-clorovalerato

1,4-butanodiol
Glicerol

Residuos
agroindustriais*

Acido nonandico

Acido 4-
hidroxihexandico

Acido 4-pentendico

Amido

Acido gliconico

3-hidroxibutirato

3-hidroxibutirato e 3-hidroxivalerato

3-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato e
5-hidroxivalerato

3-hidroxibutirato e 4-hidroxibutirato

3-hidroxibutirato

3-hidroxihexanoato,
3-hidroxiheptanoato,
3-hidroxioctanoato,
3-hidroxinonanoato,3-hidroxidecanoato
e 3-hidroxiundecanoato

3-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato e
4- hidroxihexanoato

3-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato e
3-hidroxi-4-pentenoato
3-hidroxibutirato e 3-hidroxivalerato

3-hidroxibutirato e
3-hidroxi-4-pentenoato

Quadro 1 - Monbmeros de PHAS produzidos por bactérias a partir de diferentes substratos

Fonte: adaptado de * Wisuthiphaet e Napathorn (2016); ° Baei et al. (2010); © Wang et al. (2013); ° Lima et
al. (2001); ¢ Moreno et al. (2015); " Elain et al. (2016);

* Residuos de leguminosas e frutas, constituindo uma fonte de variados acucares.

3.2.3.1 Bacillus megaterium

A bactéria B. megaterium é Gram positiva, ndo mdvel, com forma de bacilo,

formadora de esporos, e, dependendo de sua linhagem, aerdbia. 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 condicoes

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

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

Condicdes
Frequéncia do A
Equipamento Tem?Oecr::);ltura agitador oH Referéncia
(rpm)
30 200 7.4 Shahid et al. (2013)
Agitador 30 200 7,0 Facccin (2012)
orbital Moreno et al
37 200 7,0 (2015)
. ] i Naranjo et al.
Biorreator 33 200 - 300 50-9,0 (2013)
) ) Pandian et al.
N.1. 37 N.1I. 7,0 (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. ndo informado pelos autores.

Com a bactéria B. megaterium, foi identificada a primeira variedade de PHASs por
Lemoigne, em 1962 (JACQUEL et al., 2008). Desde entdo, esta vem sendo amplamente
estudada e € distinta por metabolizar inclusive dissacarideos para a producéo de PHAs.
Khanna e Srivastava (2005) afirmam que a bactéria B. megaterium é capaz de crescer
utilizando diferentes fontes de carbono como melaco de beterraba, frutose, sacarose,
glicose e também lactose.

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

producédo de PHB
Matéria-prima Concentragdo maxima obtida Referéncia
1 ) Gouda; Swellam;
Melaco de cana 2,2 g.L~ com 48 h de cultivo

Omar, 2001

Residuos de laticinios, farelo L ) )
. 11,32 g.L" com 36 h de cultivo  Pandian et al., 2010
de arroz e 4gua do mar

Fibra de fruta da palma de L )
] o 12,48 g.L" com 48 hde cultivo ~ Zhang et al., 2013
0leo vazia hidrolisada

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 € Gram negativa, aerébia, com forma de bacilos ou cocos, nao
formadora de esporos. Suas coldnias sdo opacas, amareladas a cinza rosado e redondas
(WANG et al., 2013). De acordo com Faccin (2012) esta bactéria € uma das mais
utilizadas em estudos de producdo de PHAs. A Tabela 6 apresenta condicdes de cultivo

utilizadas por outros autores com a bactéria A. latus.

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

Condicdes
Frequéncia o
. Temperatura ) Referéncia
Equipamento . do agitador pH
Q)
(rpm)
Banho 35 NLi. 7.0 Pinkwart; Schneider;
termostatico Schlegel (1983)
) Grothe; Moo-Young;
Agitador 33 200 N.I. Chisti (1999)
orbital 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. ndo informado pelos autores.
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A. latus produz PHB de maneira associada ao crescimento, sendo assim, uma
fermentacdo de um Unico estagio 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

producédo de PHB
Matéria-prima Concentragdo maxima obtida Referéncia
Sacarose 4,7 g.L" com 42 h de cultivo Wang; Inoue, 2001

Suco de beterraba sacarina 4,01 g.L™ com 30 h de cultivo Wang et al., 2013
Melaco de cana 7,20 g.L™ com 72 h de cultivo Zafar et al., 2012

Soro de leite hidrolisado 1,66 g.L™* 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 Extracédo e purificacdo dos polihidroxialcanoatos

Os PHAs sdo acumulados intracelularmente, sendo assim, a primeira etapa para a
obtencdo do produto final, ap6s o término do processo de producdo, é a sua extragéo.
Existe uma grande diversidade de métodos e estagios passiveis de aplicacdo, que
diferem de acordo com o polimero e a porcentagem de extracdo e purificacdo desejada.

A Figura 5 apresenta as etapas do processo de extracdo dos PHAs.
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Pré-tratamento
Fun¢do: rompimento
celular

v Extrag¢do supercritica

Extracao Solvente
Fung¢do: separacao

: ; Digestao
biomassa - polimero ©

Separacdo mecanica

Purificacio

Figura 5 - Representacdo das etapas do processo de extracdo de PHAs
Fonte: adaptado de Posada et al. (2011).

O processo consiste basicamente na extracdo do polimero do citoplasma da célula
por meio do rompimento da membrana celular e posterior separacdo do polimero da
biomassa residual. A primeira etapa, pré-tratamento, consiste no rompimento celular,
que pode ser realizado utilizando calor, adicdo de sal, alcalinidade e congelamento,
entre outros. A segunda etapa, que corresponde a extracao, pode ser realizada utilizando
solventes, digestdes, separacdo mecanica, extracdo com fluido supercritico (POSADA et
al., 2011).

O emprego de solventes altera a permeabilidade da membrana celular,
dissolvendo o polimero. Alguns dos solventes utilizados sdo hidrocarbonetos clorados
(cloroformio), carbonatos ciclicos (carbonato de etileno e propileno), solventes
halogenados (cloroetano, cloropropano), solventes ndo-halogenados (com cadeias entre
4 e 10 carbonos), élcoois, ésteres, amidas e cetonas (JIANG; RAMSAY;
RAMSAY, 2006; VALAPPIL et al., 2007; POSADA et al., 2011).

Para a digestdo, podem ser utilizados compostos quimicos ou também enzimas. A
digestdo quimica emprega os compostos para desfazer os lipideos, carboidratos,
proteinas e enzimas da célula original. Os agentes quimicos utilizados sdo surfactantes,
hipoclorito de sédio, quelatos e também combinacdes entre estes. A digestdo enzimatica
utiliza enzimas que degradam a membrana celular e exercem minimos efeitos de
degradacédo do polimero (POSADA et al., 2011).
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A separagdo mecanica tem sido extensivamente utilizada para a recuperacdo de
compostos intracelulares. Alguns métodos utilizados sdo extracdo com moinho de bolas,
homogeneizacdo de alta pressdo, extracdo por ultrassonicacdo e centrifugacao
(POSADA et al., 2011).

Ainda, ha o método que se utiliza da fragilidade apresentada nas células de
algumas bactérias apds acumulo de grandes quantidades de PHB para facilitar a
extracdo. A etapa de purificacdo envolve tratamentos utilizando peroxido de hidrogénio
combinado com a acdo de enzimas ou de agentes quelantes (POSADA et al., 2011).

Sun et al. (2012) afirmam que os PHAs extraidos por métodos fisicos apresentam
uma distribuicdo mais ampla de massa molar do que os métodos quimicos, porém,
procedimentos quimicos geram rendimentos maiores de PHAs do que os fisicos.
Entretanto, os reagentes quimicos utilizados na extracdo podem contaminar os PHAS
extraidos e influenciar suas propriedades bioquimicas.

O Quadro 2 apresenta alguns procedimentos utilizados para a extracdo de PHAS
descritos na literatura. Segundo Jacquel et al. (2008), grande parte dos autores utiliza o

método de extracdo por solventes, sendo este 0 processo mais antigo e consolidado.
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Tipo de extragéo Método Referéncia

Lavagem com metanol e posterior _
Jiang, Ramsay e Ramsay

Por solvente extracdo em Soxhlet com acetona,
L (2006)
precipitagdo em metanol
Extragdo em Soxhlet com Gouda, Swellam e Omar
Por solvente o L
cloroférmio, precipitacdo em etanol (2001)

Lavagem com diclorometano e _
Por solvente L Elain et al. (2016)
precipitagdo em metanol

Rompimento com hipoclorito de Ocampo-Lopez, Colorado-
Por solvente sodio, extracdo com cloroférmio e Arias e Ramirez-Carmona
evaporacédo do solvente (2015)
L Rompimento de células com
Digestéo da ] o Grothe, Moo-Young e
dodecilsulfato de sddio, lavagem

biomassa residual ) ) _ Chisti (1999)
com solucéo de hidroxido de sédio

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

3.3 CONSIDERAGCOES FINAIS SOBRE O REFERENCIAL TEORICO

Verificou-se, por meio do referencial tedrico, que o soro de leite, apesar de ser um
subproduto obtido na fabricacdo do queijo, no Brasil ainda é percebido como um
residuo e desmedidamente disposto como tal, configurando um elevado desperdicio de
matéria-prima com alto valor nutritivo.

Observou-se que o PHB é um dos PHAs mais estudados, e que este possui
propriedades semelhantes as de outros polimeros de uso amplamente difundido de
origem petrolifera (tais como polipropileno e polietileno de baixa densidade),
possibilitando sua aplicacdo em areas distintas, com a vantagem da biodegradabilidade.

Ainda, constatou-se que a producdo 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 aplicacdo de subprodutos como o soro de leite

para o cultivo de bactérias e producdo de PHB.
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4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, sdo descritos os materiais utilizados e métodos experimentais de
producdo de polimero, planejamentos experimentais e também métodos analiticos para

a caracterizacdo do polimero produzido e avaliacdo do crescimento bacteriano.

4.1 MATERIAL

As fontes de carbono utilizadas foram soro de leite, soro de leite apds precipitacdo
de proteinas, lactose extraida do mesmo por processo de separacdo por membranas
(PSM) e lactose comercial. O soro de leite em pé foi adquirido da empresa Laticinios
Renner S.A., localizada no municipio de Estagdo, RS (Brasil).

As bactérias foram conservadas em placas de Petri contendo &gar-agar (15 g.L™%),
extrato de carne (3 g.L™), peptona (5 g.L™) e 4gua destilada.

A bactéria B. megaterium CCT 2482 foi adquirida da Fundacdo André Tosello
(Colecéo de Culturas Tropical). A bactéria A. latus foi adquirida da Fundacdo Oswaldo
Cruz, sendo a linhagem utilizada a nimero DSMZ 1123. Todos os reagentes utilizados e
sua procedéncia encontram-se listados no Apéndice 1.

A composicdo do meio de cultivo foi definida por meio de pesquisa bibliografica
e foi entdo adaptada das utilizadas por Zafar et al. (2012) e de Faccin et al. (2013) e

consta na Tabela 8.

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

Reagente Alcaligenes latus  Bacillus megaterium
Lactose (g.L™) 16 16
(NH,4)2S0;4 (g.L %) 1 2
KH,HPO, (g.L™) 15 15
Na;HPO,4.12H,0 (g.L ™) 3,6 0,9
MgS0,4.7H,0 (g.L™) 1 0,2
CaCl,.2H,0 (g.L™) 0,01 0,01
Acido citrico anidro (g.L™) 0,1 0,1
Solugéo de metais traco (mL.L™) 3 1

Fonte: adaptado de Zafar et al., (2012) e Faccin et al. (2013)
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A composicdo da solugéo de metais traco foi adaptada de Zafar et al. (2012) e de
Faccin et al. (2013). A composi¢do encontra-se apresentada na Tabela 9. Esta solucéo
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 - Composicdo da solugdo de metais trago utilizada para ambos os meios de cultivo

Reagente Concentragéo (g.L™)
FeSO4.7H,0 0,20
MnCl,.4H,0 0,03

H3BO, 0,30
CuS04.5H,0 0,01
CoCl,.6H,0 0,20

(NH4)6M07024.4H,0 0,03
ZnS0,4.7H,0 0,03
NiSO,.7H,0 0,03

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

4.2 METODOS

A Figura 6 apresenta um fluxograma das etapas realizadas neste trabalho. Os
ensaios de determinacdo das condicGes iniciais, planejamento experimental e
caracterizacdo do polimero por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
termogravimetria (TG) foram realizados no Laboratorio de Energia e Bioprocessos
(LEBio - UCS). O ensaio realizado em biorreator de bancada para a avaliacdo da

cinética bacteriana foi realizado no Laboratério de Bioprocessos (LBio - UCS).
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Determinacao da concentragdo
inicial de lactose
Determinacéo
das \l/
condic¢oes
iniciais
Determinacdo do tempo de maior
produgao de polimero
Etapa |
- Glicose ou lactose;
- Defini¢@o da concentragdo inicial
de lactose e do microrganismo;
Etapa 2
Planejamentos - Defini¢do do hidroxido ideal para
experimentais neutralizagdo do pH ao utilizar soro
apos precipitacdo acida de proteinas
Etapa 3
- Comparagao de diferentes
fontes de lactose
Determinacio ) )
dos parimetros Ensaio em biorreator de bancada
cinéticos

Extragdo de polimero para caracterizagdo

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 anélise dos
resultados obtidos.

Meétodo Aplicacéo
Quantificacdo de sélidos Caracterizagéo do soro de leite e dos meios de
dissolvidos cultivo utilizados

Quantificacdo de acUcar redutor

) o Caracterizacao do soro de leite e todos meios de
por DNS (método do &cido

. . cultivo utilizados
3,5-dinitrosalicilico)

Cromatografia liquida de alta Caracterizagdo do meio de cultivo utilizado no
performance (HPLC) ensaio em biorreator de bancada

Quantificacdo de proteinas pelo Caracterizagéo do soro de leite, soro de leite apds

método de Lowry precipitacdo acida de proteinas e neutralizacéo
Quantificacdo de massa seca Avaliacéo de resultados no ensaio para
total determinacéo da concentracao inicial de lactose

Quantificacdo da concentragédo

. Avaliacéo de resultados no ensaio para
de células secas

determinacédo do tempo total, planejamentos
Quantificagdo da concentragdo experimentais e ensaio em biorreator de bancada
de polimero

Calorimetria exploratoria
diferencial (DSC)
Termogravimetria (TG)

Caracterizacdo do polimero extraido
Espectrometria no

infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

Quadro 3 - Métodos utilizados no trabalho
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4.2.1 Preparagéo dos in6culos

Para a inoculagdo das amostras foram preparados pré-indculos 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 algada da cultura
desejada. Acondicionou-se entdo em agitador orbital de bancada (MA832, Marconi,
Brasil), a temperatura de 35 °C e frequéncia do agitador de 200 rpm por 24 horas.

Com o objetivo de manter padronizada a massa de células inicial, mediu-se a
densidade d&tica (DO) do pré-indculo preparado em espectrofotbmetro (SP 22
Biospectro, Brasil) utilizando o comprimento de onda de 600 nm e, quando necesséario,
as amostras foram diluidas até que a DO lida chegasse ao valor aproximado de 1. A
proporcao pré-indculo/meio de cultivo utilizada para a inoculacéo foi de 10% vi/v.

4.2.2 Determinacéo das condi¢es iniciais para a producao de PHB

A fim de determinar o tempo de cultivo correspondente & maior concentracéo de
polimero, foram realizados dois ensaios. Primeiramente, estimou-se a concentragdo
ideal inicial de lactose nos meios de cultivo, com base no consumo de substrato
(determinado por meio da analise de DNS - item 4.2.6.2) e massa seca total. Apos,
realizou-se um ensaio utilizando a concentracdo de lactose determinada retirando-se
amostras com intervalos de tempo predeterminados, avaliando-se entdo o consumo de
substrato, concentracdo de células secas e concentracdo de PHB.

A determinacdo da concentracdo inicial ideal de lactose deu-se por meio da
realizacdo de ensaios utilizando diferentes concentracdes 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 parametros utilizados no ensaio

estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Parametros utilizados para os ensaios de determinacéo da concentracéo inicial de

lactose
Parametro
Temperatura (°C) 35
Frequéncia do agitador (rpm) 200
Tempo (h) 24
Concentracdes de lactose (g.L™) 4,8,12,16,20e 24
Volume de cultivo (mL) 200

Apos a definicdo da melhor concentracdo 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
excecdo da concentracdo de lactose e tempo, os parametros utilizados foram os mesmos
definidos para o ensaio anterior.

A partir das amostras retiradas, foram realizadas andlises para determinacédo da
concentracdo de lactose pelo método de DNS, concentracdo de células e concentragédo

do polimero produzido por cromatografia gasosa.

4.2.3 Planejamentos experimentais

Apos a definicdo da concentracdo inicial de lactose e a determinacdo do tempo de
cultivo, foram realizados novos ensaios. A geracdo e analise 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 producdo do PHB

utilizando o soro de leite como substrato.

4.2.3.1 Etapa 1 - determinacdo da concentracao 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 producdo de
PHB e a concentracdo inicial de lactose a ser utilizada. A concentracdo da fonte de
carbono foi novamente testada a fim de ter-se maior confianga no resultado obtido

anteriormente, para o qual ndo foi realizada analise estatistica dos valores obtidos.
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Ainda, esta etapa permitiu a comparacdo do rendimento obtido utilizando glicose ou
lactose como fontes de carbono.

Um planejamento fatorial 23 sem ponto central foi utilizado (trés niveis com dois
fatores qualitativos cada). Foram realizados vinte e quatro ensaios. Considerando-se que
0 agitador rotatorio de bancada utilizado contém espago para apenas doze amostras,
realizou-se uma blocagem no software estatistico, a fim de distribuir o erro presente de
modo aleatorio nas duas bateladas do ensaio.

A Tabela 11 apresenta os fatores utilizados no ensaio. Os fatores controlaveis a
niveis fixos utilizados no ensaio foram as bactérias A. latus ou B. megaterium, glicose

ou lactose como fonte de carbono e concentragdo de substrato de 16 ou 20 g.L™.

Tabela 11 - Fatores da Etapa 1 - determinagéo da concentracao inicial de substrato e
microrganismo - dos ensaios com planejamento experimental

Parametro
Temperatura (°C) 35
Frequéncia do agitador (rpm) 200
Tempo (h) 12
Volume de cultivo (mL) 200
Numero de repeticbes triplicata
Bacteéria Alcaligenes latus ou Bacillus megaterium
Fonte de carbono glicose ou lactose
Concentragdo da fonte de carbono (g.L™) 16 ou 20

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

fixos na Etapa 1 dos ensaios com planejamento experimental.

Tabela 12 - Niveis alto e baixo de cada fator na Etapa 1 - determinag&o da concentracéo inicial
de substrato e microrganismo - dos ensaios com planejamento experimental

Fator Nivel alto (+1) Nivel baixo (-1)
Bactéria Alcaligenes latus Bacillus megaterium
Fonte de carbono glicose lactose

Concentracio 20g.L* 16 g.L™
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As varidveis resposta avaliadas foram o0 consumo de substrato (g.L™Y),
concentracéo de células (g.L™) e concentracdo de polimero (g.L™).

4.2.3.2 Etapa 2 - neutralizacdo do pH do soro de leite apds a precipitacdo das
proteinas

A segunda etapa dos ensaios com planejamento experimental contemplou a
utilizacdo de diferentes reagentes para a neutralizacdo do pH do meio de cultivo
preparado com soro de leite, que passou pelo processo de precipitacdo das proteinas
com &cido citrico.

Visando utilizar diretamente o soro de leite como substrato para a produgédo de
polimero, efetuou-se a precipitacdo das proteinas do soro de leite para a realizacdo de
testes. Este tratamento foi executado devido ao fato de que, como citado no referencial
teorico (Tabela 2), ao proceder-se a autoclavagem (autoclave vertical CS, Prismatec,
Brasil) de meio de cultivo preparado com soro de leite, ocorre a precipitacdo de
proteinas, o que dificulta a separacao das células bacterianas por meio da centrifugacao.

Preparou-se uma solucéo de soro de leite a 12% m/v. A precipitacdo das proteinas
foi realizada utilizando uma solucéo de acido citrico 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 solucéo de &cido), procedendo-se entdo a centrifugacdo a 3250 xg e -4 °C por
30 minutos. Apenas o liquido sobrenadante foi utilizado para a producdo dos meios de
cultivo.

O meio de cultivo foi produzido com uma solucdo do sobrenadante (obtido a
partir da precipitacdo das proteinas do soro de leite) diluida até concentracdo de lactose
aproximada de 16 g.L ™, 3 mL.L™ de solugdo mineral (composicéo indicada na Tabela 9)
e um dos hidréoxidos para a neutralizacdo do pH.

Os hidréxidos utilizados foram NaOH 10% m/v, KOH 10% m/v e NH,OH 10%
m/v. No processo de neutralizacdo, para cada 100 mL de soro precipitado com pH 3,3,
foram utilizados aproximadamente 8,3 mL de solucdo de hidréxido de sodio, 9,5 mL de
solucdo de hidréxido de potéassio, e 4 mL de solucdo de hidroxido de aménio.

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

Parametro
Temperatura (°C) 35
Frequéncia do agitador (rpm) 200
Tempo (h) 12
Volume de cultivo (mL) 200
Numero de repeticdes quadruplicata

Bactéria A. latus

Fonte de carbono lactose
Concentracéo da fonte de carbono (g.L™) 16
pH inicial 6,5

Neste planejamento, realizou-se a analise de variancia (ANOVA ONE WAY - um
fator a varios niveis). Assim como na Etapa 2, as variaveis resposta avaliadas foram o
consumo de substrato (g.L™), concentragdo de células secas (g.L™) e concentracéo de
PHB (g.L™).

4.2.3.3 Etapa 3 - definicdo do meio com melhores resultados

A terceira etapa dos ensaios com planejamento experimental teve como objetivo
comparar 0 desempenho dos meios apresentados no Quadro 4. Para fins de
simplificacdo, foram designadas siglas correspondentes a cada meio utilizado, que

também constam no mesmo quadro.
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Codificacéo Composicao
LA Lactose (16 g.L™), solucdo de metais trago (3 mL.L™)
Solucdo de lactose extraida por processos de separacéo por
LPSM membranas* diluida & concentragdo de lactose de 16 g.L™, solugdo
de metais traco (3 mL.L™)
Solucdo de soro apos precipitacdo acida de proteinas diluida a
SPPN concentracdo de lactose de 16 g.L™, solucdo de metais traco
(3mL.L™
Soro de leite diluido & concentracdo de lactose de 16 g.L™, solugéo
SA de metais traco (3 mL.L™)

Quadro 4 - Codificacdo e composicdo dos meios testados na Etapa 3 dos ensaios com

planejamento experimental
Nota: * no PSM utilizou-se membrana de polieteressulfona de ultrafiltracdo (UF) (modelo 6001 - Kock
membrane systems, espiral, massa molar de corte de 10 kDa, rea de 0,28 m?). A pressdo transmembrana
foi mantida em 2 bar, vazdo da corrente de alimentacdo do soro de leite de aproximadamente 840 L.h™,
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™), concentracdo de células (g.L™) e concentragdo de
polimero (g.L™) foram avaliados por meio de uma anélise de variancia (ANOVA ONE

WAY - um fator a varios niveis).

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

Parametro
Temperatura (°C) 35
Frequéncia do agitador
200
(rpm)
Tempo (h) 12
Volume de cultivo (mL) 200
NUmero de repeticdes triplicata
Bactéria A. latus

pH inicial 6,5
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4.2.4 Avaliagéo da producdo de PHB em biorreator de bancada

A fim de determinar os pardmetros cinéticos da bactéria A. latus utilizando lactose
como fonte de carbono e, também, a cinética de producdo de polimero, realizou-se um
ensaio em biorreator de bancada (TecBio 7,5, Tecnal, Brasil). A Figura 7 apresenta uma

esquematizacdo do biorreator utilizado para a realizagdo do experimento.

Temperatura:
Banho
termostatico

Controle

Sistema de Bombas
coleta de peristalticas
amostras acido e base

Figura 7 - Esquematizacdo do biorreator de bancada utilizado para o experimento de producgéo
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 parametros

utilizados estdo apresentados na Tabela 15.

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

Parametro Valor

Temperatura (°C) 35

Frequéncia do agitador (rpm) » _
. . Modificados durante o ensaio
Vazdo de ar (L.min™)

Volume total do cultivo (L) 4,0
Volume de in6culo (mL) 400
pH 6,5

Tempo (h) 12
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O pH foi controlado automaticamente em 6,5 com solugdes de &cido cloridrico
(5 mol.L™) e hidréxido de sédio (2 mol.L™). Frequéncia do agitador e vaz&o de ar foram
sendo alteradas para valores mais elevados durante o cultivo buscando manter a
concentragdo de oxigénio dissolvido acima de 30% (concentragdo de oxigénio
dissolvido critica para o crescimento de microrganismos aerobios). Os gréaficos de pH,
frequéncia do agitador, vazédo de ar, temperatura e concentracdo de oxigénio encontram-
se no Apéndice B. Aproximadamente dez gotas de antiespumante foram adicionadas ao
meio de cultivo antes do processo de autoclavagem. Amostras para a determinagdo da
concentragdo de massa seca e lactose foram retiradas com intervalos de uma hora,
enquanto que para a preparacdo de amostras de cromatografia foram retiradas aliquotas
de 50 mL com intervalos de duas horas.

Para a determinacao dos parametros cinéticos da bacteria A. latus ao utilizar como
substrato a lactose proveniente do sobrenadante obtido na precipitacdo das proteinas do
soro de leite na producdo de PHB, foi necessario o levantamento das curvas de
concentracdo de substrato pelo tempo (S x t), concentracdo de células pelo tempo
(X xt) e concentracdo de produto pelo tempo (P x t). Ainda, foram calculados o
rendimento em células (Yxss), rendimento em produto (Yps), produtividade volumétrica
(p) e as velocidades especificas de crescimento (px), consumo de substrato (Us), e
formacdo de produto (up).

A Equacdo (1) apresenta o calculo do rendimento em células.

Mys — Mxq

MS ,cons

Yy/s = 1)

Sendo Yyxys o fator de rendimento em células (g.g™), Mxs a massa celular final (g),
Mo a massa celular inicial (g) € Ms cons @ massa de substrato consumido no processo.

A Equacdo (2) apresenta o calculo do rendimento em produto.

Mps — Mpy

MS ,cons

Yp/s = (2)

Sendo Yps 0 fator de rendimento em produto (g.g™), Mes é massa final de produto

(9) e Mpp @ massa inicial de produto (g).
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Levando-se em conta que ndo houve variacdo consideravel no volume de cultivo,

tornou-se possivel o calculo da produtividade volumétrica, Equacdo (3).

P —P,
= ®

p

Sendo p a produtividade volumétrica (g.L™.h), Ps a concentracéo final de produto
(9.L™), Py a concentraco inicial de produto (g.L™) e t o tempo de processo (h).

Por meio da Equacdo (4) foram calculadas as velocidades especificas de
crescimento.

dX
X_

1
= — 4
Ux X" dt (4)

Sendo px a velocidade especifica de crescimento (h™) e X a concentracio de
células (g.L ™).

As velocidades especificas de consumo de substrato foram calculadas por meio da
Equacao (5).

1 dS

- __x— 5
Us Xxdt (5)

Sendo ps a velocidade especifica de consumo de substrato (g.g".h") e S a
concentracdo de substrato (g.L™?).

As velocidades especificas de formacéo de produto foram calculadas por meio da
Equacao (6).

1 dP
_ 6
Up = X " ( )

Sendo pp a velocidade especifica de formagdo de produto (g.g“.h™) e P a
concentracdo de produto (g.L™).



4 MATERIAL E METODOS 48

4.2.5 Extragdo do polimero produzido

A extracdo do polimero deu-se por meio de uma adaptacdo do método patenteado
de Baptist (1962). Adicionou-se cerca de 50 mL de acetona pura a aproximadamente 2 g
de massa de células centrifugadas (centrifuga refrigerada NT825, Novatecnica, Brasil)
e lavadas ainda umidas. Apds 30 minutos, a mistura foi filtrada (filtracdo simples) e
adicionou-se novamente acetona as células, que permaneceu por 24 horas. Procedeu-se
entdo nova filtracdo das células e adicdo de 15 mL de solucdo de diclorometano-etanol
5:1 (v/v). As amostras foram entdo acondicionadas em agitador orbital de bancada por 1
hora 35 °C e frequéncia do agitador orbital de 200 rpm. Filtrou-se novamente a mistura
e ao filtrado foram adicionados 50 mL de éter etilico. O polimero foi obtido por meio da

evaporacdo natural dos solventes adicionados.

4.2.6 Métodos Analiticos

4.2.6.1 Quantificacéo de solidos dissolvidos

A determinacdo da concentracdo de solidos dissolvidos totais, volateis e fixos foi
realizada de acordo com uma adaptacdo da norma ABNT NBR 14550 (ABNT, 2000).
Primeiramente, preparou-se areia tratada por meio de fervura com acido nitrico e
posterior colocacdo 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 estabilizacdo da massa (solidos dissolvidos totais - SDT). O cadinho com a massa
seca foi entdo colocado em mufla a 600 °C por 2 horas, e a massa hovamente registrada
(sélidos dissolvidos fixos - SDF). A concentracdo de sélidos dissolvidos volateis (SDV)

foi obtida por meio da subtracdo da concentracdo de SDT menos SDF.

4.2.6.2 Quantificacéo de agucares

A quantidade de lactose foi determinada por meio do método de Miller (1959)
com a utilizagdo do é&cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). A analise foi realizada
adicionando 0,75 mL de reagente DNS a 0,25 mL de cada amostra previamente diluida.

A mistura (amostra e DNS) foi entdo mantida em banho-maria a 100 °C por 5 minutos e
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depois resfriada até temperatura ambiente (20 °C + 4). Apds, 4 mL de agua destilada
foram adicionados e ent&o procedeu-se a leitura da absorbancia no espectrofotdmetro,
no comprimento de onda de 540 nm. Para a realiza¢do da correspondéncia entre valores
de absorbancia obtidos e a concentracdo real de lactose elaborou-se uma curva de
calibracdo com solucdes de lactose de 0,2 a 1 g.L™ seguindo o mesmo procedimento
utilizado para as amostras. Este ensaio foi realizado para a caracterizagdo do soro de
leite, soro de leite apds precipitacdo &cida de proteinas (e também posterior a
neutralizacdo), solucdo de lactose extraida por PSM e também para determinar as
concentracgdes iniciais e finais de lactose nos ensaios realizados.

Andlises de cromatografia liquida 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 apos
0 processo de autoclavagem para comparacdo com os resultados obtidos pelo método de
DNS. A coluna utilizada foi Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm, 9 um), com fase
movel de H,SO,4 0,05 mM, previamente filtrada (filtro de poliamida, 0,2um). Realizou-
se 0 carregamento das amostras no volume do loop de inje¢ao (5uL) e sua eluigdo a
0,4 mL.min™, a 60 °C.

4.2.6.3 Quantificacéo de proteinas

A quantificacdo das proteinas deu-se por meio do metodo de Lowry (1951), que
consiste na interagdo das proteinas com um reagente fendlico e cobre em condicGes
alcalinas. Este método foi utilizado para caracterizar o soro de leite antes e apds a
precipitacdo &cida de proteinas e também a solucdo de lactose obtida por meio de
processos de separacao por membranas. A 1 mL de amostra previamente diluida foram
adicionados 5 mL de um reagente de sulfato de cobre e apds agitacdo, a mistura foi
mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. Adicionou-se entdo 0,5 mL do
reagente Folin Ciocalteu diluido, novamente manteve-se a mistura a temperatura
ambiente, durante 30 minutos. Apds, procedeu-se a leitura da absorbancia em
espectrofotémetro utilizando o comprimento de onda de 750 nm. Para isto foi necessaria
a elaboracdo de uma curva de calibracdo com concentragdes de 0,1 a 0,5 g.L™" de
albumina sérica bovina (BSA) seguindo o mesmo procedimento utilizado para as

amostras.
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4.2.6.4 Quantificagdo da concentracdo de células secas

A concentracdo de células secas foi determinada pelo método gravimétrico.
Aliquotas de 10 mL do cultivo foram colocadas em falcons de 15 mL, centrifugadas a
3250 xg e -4 °C por 15 minutos, entdo, foi retirada a solucdo sobrenadante e adicionada
agua destilada para a realizacdo da lavagem das células, posteriormente realizou-se nova
centrifugacdo 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 balanga analitica (AUY?220,
Shimadzu, Japéo).

Apos a quantificacdo do polimero extraido, subtraiu-se o valor da concentracéo de
polimero da concentragdo de massa seca total obtida anteriormente, determinando assim

a concentracao de células secas.

4.2.6.5 Quantificacéo da concentracdo de PHB produzido

A quantificacdo do polimero obtido deu-se por cromatografia gasosa. O primeiro
estagio foi a realizacdo de propanodlise do PHB, utilizando dicloroetano, n-propanol,
acido cloridrico e acido benzoico. A mistura foi entdo colocada em agitador orbital de
bancada a 70 °C, com frequéncia do agitador constante, a 200 rpm, por 4 horas. Apos 0
resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados 4 mL de 4gua DI e procedeu-se
vigorosa agitacdo por 30 segundos. ApoOs 1 hora de decantacdo, coletou-se a fase
organica liquida resultante (fase inferior), injetando-a no cromatografo gasoso (Master
GC, Dani, Italia), com detector de ionizacdo 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 um. Hélio (He)
foi o gas de arraste utilizado. Os parametros utilizados encontram-se listados na
Tabela 16.
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Tabela 16 - Parametros utilizados para a cromatografia gasosa no equipamento modelo Master
GC, marca Dani

Parametro
Isoterma (°C) 180
Fluxo de géas hélio (mL.min’") 6
Taxa de diluigéo 1:50
Volume de injecéo (uL) 1
Temperatura do injetor (°C) 260
Temperatura do detector (°C) 250

Para o calculo da concentracdo de PHB, foram preparadas amostras com
concentragdes conhecidas de PHB padréo. Os valores foram determinados baseados na
realizacdo da divisdo da area do pico correspondente ao éster propilico do éacido
hidroxibutirico pela area do pico correspondente ao éster propilico do acido benzoico
(padrdo interno) (RIIS; MAI, 1988).

4.2.6.6 Analise de propriedades térmicas

Os ensaios de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e termogravimetria
(TG) foram realizados em instrumento de analise térmica simultanea (Simultaneous
Thermal Analysis Instrument - STA, modelo Jupiter 449, Netzsch, Alemanha). Dentro
das possibilidades do equipamento utilizado, os parametros 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™, da temperatura ambiente até a temperatura de
600 °C com fluxo de N, de 50 mL.min, utilizando 10 mg de amostra seca em estufa a
60 °C por 5 horas.

Levando em conta que o equipamento realiza as analises 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 analise de DSC (WELLEN et al., 2013,
KURUSU et al., 2015; REDDY et al., 2015).

O grau de cristalinidade foi calculado por meio da Equacdo (7), a partir do calor
de fusdo obtido para o polimero extraido e do valor da entalpia teérica de PHB com
100% de cristalinidade, que de acordo com Barham et al. (1984) é 146 J.g™.
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m

~ AH,

X x 100% (7)

Sendo y a cristalinidade (%), AHm o calor de fuso experimental (J.g™%) e AHy 0
valor da entalpia teérica do PHB (J.g™).

4.2.6.7 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os ensaios de FTIR foram realizados segundo os parametros indicados por
Furukawa et al. (2007), Arrieta et al. (2014) e Dominguez-Diaz et al. (2015), por meio
de refletancia total atenuada (ATR) em equipamento marca Thermo Scientific (Estados
Unidos), modelo Nicolet™ iS™ 10, no Laboratério de Polimeros (LPOL) da UCS, com

nimero de onda de 500 a 4000 cm™ e resolucéo de 1 cm™.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS MEIOS DE CULTIVO

Na Tabela 17, sdo apresentados os resultados obtidos na caracterizagdo do soro de
leite 6,5 % m/v, que é a concentracdo aproximada de s6lidos contida no soro de leite
geralmente obtido diretamente na producdo do queijo. Os resultados obtidos estdo de
acordo com valores da literatura (BYLUND, 1995; LUCENA et al., 2007;
BALDASSO; BARROS; TESSARO, 2011).

Tabela 17 - Caracterizagéo do soro de leite utilizado neste estudo em comparagédo a outros
resultados obtidos da literatura

Resultado Bylund  Lucenaetal. Baldasso; Barros;

Parametro
(o autor) (1995) (2007) Tessaro (2011)
pH 6,2 N.i. 6,2 6,3
Concentracéo de
| 44,2 48,0 49,0 42,0
lactose (g.L™)
Concentracéo de
] 4 9,7 55 6,2 9,0
proteinas (g.L™)
Solidos dissolvidos _
) 4 54,0 N.i. 62,0 60,0
totais (g.L™)
Solidos dissolvidos _ _
o 4 51,7 N.i. N.i. 52,0
volateis (g.L™)
Solidos dissolvidos _
. 1 2,3 8,0 N.i. 7,0
fixos (g.L™)
Condutividade _ _
2,6 N.i. N.i. 6,2

elétrica (mS.cm™)

Fonte: adaptado de Bylund, 1995; Lucena et al., 2007; Baldasso; Barros; Tessaro, 2011.
Nota: N.i. ndo informado pelo autor.
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Foram observadas diferencas nos resultados de sdlidos dissolvidos fixos e
consequentemente na condutividade elétrica. AlteracGes nestes valores podem ocorrer
de acordo com a procedéncia do soro de leite utilizado, que varia de acordo com a época
e processo de producgdo do queijo, e também com a qualidade do mesmo.

A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos para a caracteriza¢do do sobrenadante
obtido apds o processo de precipitacdo &cida de proteinas do soro de leite e
neutralizacdo com hidréxido de aménio e da lactose extraida por processos de separacdo

por membranas.

Tabela 18 - Caracterizacdo do soro de leite ap6s o processo de precipitacdo acida de proteinas e
neutralizacdo com hidréxido e amonio e da lactose extraida por processos de separagdo por
membranas

Soro apos Soro apos precipitagdo Lactose extraida
precipitacado acida de proteinase  por processos de

Parametro . L .
acida de neutralizacdo com separacao por
proteinas* NH;OH* membranas
pH 3,3 6,5 7,9
Concentracéo de
3 87,7 86,1 62,7
lactose (g.L™)
Concentracéo de
] 4 12,06 12,20 0,18
proteinas (g.L™)
Solidos
dissolvidos totais 113,7 98,2 53,2
(9L%
Solidos
dissolvidos 108,9 94,8 53,0
volateis (g.L™)
Solidos
dissolvidos fixos 4,8 4,0 0,13
(9L™
Condutividade
4,95 14,98 0,15

elétrica (mS.cm™)

Nota: * Sobrenadante obtido ap6s precipitacdo acida de proteinas do soro de leite
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Para o0 sobrenadante, apds precipitacdo acida de proteinas do soro de leite (e ap6s
neutralizacdo com hidroxido de amdnio), foram observadas concentracfes de lactose e
de sélidos dissolvidos totais, volateis e fixos maiores, devido ao fato de que a
concentracdo 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
reducdo na concentracdo de proteinas, causada pelo processo de precipitacdo realizado.

Na solucdo de lactose extraida por PSM observou-se elevada concentracdo de
lactose e reduzida concentracdo de proteinas, atestando a eficacia do processo aplicado.
A reduzida quantidade de sélidos dissolvidos fixos e também a baixa condutividade
elétrica podem indicar que esta solucdo possui baixa quantidade de sais.

Realizaram-se analises de HPLC e DNS para uma amostra de meio de cultivo
preparado com o sobrenadante obtido ap0s a precipitacdo acida de proteinas do soro de
leite neutralizado com hidréxido de amdnio. De acordo com a anélise de DNS a amostra
enviada para anélise possuia 8,0 g.L™, e de acordo com a analise de HPLC esta amostra
apresentou concentracdo de lactose de 7,98 g.L™. Dado que nfo houve qualquer
diferenca entre os valores obtidos, utilizou-se a analise de DNS para as quantificacfes

de lactose.
5.2 DETERMINACAO DAS CONDICOES INICIAIS PARA A PRODUCAO DE PHB
Com o objetivo de estimar a concentracdo de lactose inicial para a realizacdo de

ensaios de determinacdo 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 determinagéo da
concentracdo inicial de lactose com as bactérias Alcaligenes latus e Bacillus megaterium

Alcaligenes latus Bacillus megaterium
Concentra Concentra
Concentracao Lactose B Lactose 3
o ) cado de ) cao de
inicial de consumida consumida
lactose (g L'l) " L'l)* massa seca (g L'l)* massa seca
' ' (g.L* ' (g.Lh*
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 concentracdo inicial de 20 g.L™
proporcionou 0 maior consumo de substrato e, também, o maior valor de massa seca.
Para a bactéria B. megaterium, a concentracdo inicial que propiciou maior consumo de
substrato e concentracdo de massa seca foi 16 g.L™ de lactose. Concentraces maiores
de substrato proporcionariam consumo de lactose e concentracdo de massa seca mais
elevados. Porém, concentracdes mais elevadas podem ocasionar inibicdo por substrato,
prejudicando o desempenho bacteriano. Reddy et al. (2016), em experimentos com
producdo de PHAs utilizando a bactéria Hydrogenophaga palleronii, identificou que
concentracdes mais elevadas de substrato, resultaram em menores consumos, e ainda,
que, no caso de seus experimentos, a mais alta concentracdo de polimero foi obtida com
concentracdes de substrato de 20 g.L™ de efluente liquido sintético (acidos graxos
volateis).

Apos a determinacdo da concentracdo de lactose inicial, determinou-se o tempo
em que ocorre a maior producdo de PHB, o produto de interesse. A Figura 8 apresenta

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

Tempo (h)

bactéria Alcaligenes latus

Verificou-se que, ap6s um periodo inicial de aproximadamente 15 horas, as

concentracdes de células secas e de PHB seguiram tendéncias constantes. Wang et

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

um estagio estacionario de crescimento em aproximadamente 16 horas.

Ainda, observou-se que a concentracdo de lactose sofreu reducdo maxima para

12,3 g.L™" em 33 horas. Atribuiu-se a ressaltada variacdo nas concentracdes de lactose

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

aumentando a possibilidade de erros associados a concentracdo de lactose no meio e

concentracdo de células inoculadas a cada repeticdo, por exemplo.

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

de PHB obtida, 0,55 g.L™. Assim, a partir deste ensaio, definiu-se como 12 horas o

tempo de cultivo ideal para a producéo de PHB nas condiges testadas.

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

De modo semelhante a bactéria A. latus, verificou-se que apds as 18 horas inicialis,
as concentracdes de células secas e de PHB seguem tendéncia constante. A minima
concentracdo de lactose obtida foi 12,4 g.L™. Assim como anteriormente, observaram-se
elevadas variagdes nas concentracdes de lactose, também atribuidas aos fatores
previamente discutidos. No ponto correspondente a 9 horas de ensaio observou-se a
maior concentracdo de PHB obtida, 0,095 g.L™. Considerando o erro associado a
quantificacdo de PHB, o tempo ideal para a producdo de PHB foi considerado de 12

horas também para esta bactéria.
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5.3 PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS

5.3.1 Etapa 1 - determinacgdo da concentracéo 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, concentracdo de células secas e de PHB obtidos para a Etapa 1 - determinacdo da concentracdo inicial de
substrato e microrganismo - do planejamento experimental

) ) Consumo de Concentracéo de células Concentracéo de

Repeticdo Bloco Bactéria Fonte de carbono Concentracéo 1 1 1

substrato (g.L™) secas (g.L™) PHB (g.L™)
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; Concentragdo +1: 16 g.L™, -1: 20 g.L™*
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A Figura 10 apresenta o diagrama de Pareto para a variavel resposta concentracéo
de PHB. Verificou-se que, com relacdo a esta varidvel, apenas a fonte de carbono
possuiu efeito significativo. O valor deste efeito € negativo, 0 que demonstra que a
lactose (indicada como nivel baixo do fator, ou seja, negativo) proporcionou maior

concentracdo de PHB do que a glicose (nivel alto, positivo).

(3)Fonte de carbono | j -3,18

(2)Bactéria | 1,08

Iby2 | 0,98

by3 | 0,82

(1)Concentracio [ -0,42

Iby3 | 0,28

p=0,05

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

A Figura 11 apresenta o diagrama de Pareto para a variavel resposta concentracao
de células secas. Verificou-se que neste caso a fonte de carbono, a bactéria e a interagédo

entre estes dois fatores € significativa.
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(3)Fonte de carbono | -7,42

(2) Bactéria | 6,52

2by3 | 524

(1)Concentracdo 1,12

1by3 | 0,48

1by2 | 0,16

p=0,05

Figura 11 - Diagrama de Pareto para a concentracdo 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 nivel
alto do fator, positivo) apresentou melhor desempenho do que a B. megaterium (nivel
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 , concentracdes
méximas de PHB de 1,66 g.L™ wvalor superior ao obtido neste planejamento
experimental. Isto pode ter ocorrido porque o soro de leite apresenta aminoacidos e
proteinas que favorecem o crescimento bacteriano e, também, a producdo de polimero.
Destaca-se que o meio de cultivo utilizado nesta etapa ndo foi preparado com soro de
leite, e sim com lactose comercial.

Pandian et al. (2010) para B. megaterium (linhagem denominada SRKP-3),
utilizando residuos de laticinios em agitador orbital de bancada a 37 °C e 220 rpm,
obtiveram concentracdes maximas de PHB de 11,32 g.L™, contrariando os resultados
obtidos para esta bactéria neste planejamento experimental. Assim, verificou-se que é
possivel que o meio de cultivo utilizado ndo tenha sido o mais adequado para a
maximizacdo da concentragdo de polimero final, podendo inclusive haver ocorrido o

esgotamento de algum nutriente essencial.
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Verificou-se que para as varidveis resposta analisadas a concentragdo da fonte de
carbono ndo apresentou efeito significativo. Assim, definiu-se que 0s ensaios seguintes
seriam realizados utilizando como fonte de carbono a lactose, apenas a bactéria A. latus

e ainda, a menor concentragdo da fonte de carbono, 16 g.L™.

5.3.2 Etapa 2 - neutralizacdo do pH do soro de leite, ap6s a precipitacdo das

proteinas

A Figura 12 apresenta os valores obtidos para 0 consumo de lactose (g.L™) em
12 horas de ensaio e desvios padrdo para cada hidréxido utilizado como neutralizador

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

2,0 1

1
-
k3,
1

__;
[=}
1

Consumo de lactose (g.L )

2
[8)]
1

0,0 T J T : I
NaOH KOH NH,OH
Figura 12 - Consumo de lactose pela bactéria Alcaligenes latus com a utilizacdo de diferentes

hidroxidos para a neutralizagdo do pH do meio de cultivo preparado com o sobrenadante obtido
apos a precipitacao acida das proteinas do soro de leite

A Figura 13 apresenta os valores obtidos para a concentracdo de células
secas (g.L™") em 12 horas de ensaio e desvios padrdo para cada hidréxido testado.
Observou-se aumento da concentracdo de células secas ao utilizar hidroxido de potéassio

ou ambnio em comparacdo ao resultado obtido utilizando hidréxido de sodio.
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Figura 13 - Concentracdo de células secas da bactéria Alcaligenes latus com a utilizacdo de

diferentes hidroxidos para a neutralizacdo de pH do meio de cultivo preparado com o
sobrenadante obtido ap6s a precipitacdo acida das proteinas do soro de leite

A Figura 14 apresenta os valores obtidos para a concentracdo de PHB (g.L™") em
12 horas de ensaio e desvios padrdo para cada hidroxido testado. Observou-se
concentracdo de polimero superior quando utilizado o hidroxido de amdnio, em

comparagdo as outras duas bases.
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Figura 14 - Concentracdo de PHB da bactéria Alcaligenes latus com a utilizacéo de diferentes
hidréxidos para a neutralizagdo de pH do meio de cultivo preparado com o sobrenadante obtido
apos a precipitacao 4cida das proteinas do soro de leite
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A Tabela 21 apresenta o resultado (valor p) da analise de variancia (ANOVA)

para as varidveis resposta avaliadas.

Tabela 21 - Resultado da andlise de variancia (valor p) para as variaveis resposta avaliadas na
Etapa 2 - neutralizacdo do pH do soro de leite, ap6s a precipitagdo das proteinas - do
planejamento experimental

Variavel resposta Valor p

Consumo de lactose 0,805
Concentracdo de células secas 0,377
Concentracio de PHB 2,3%107

Ao compararem-se 0s resultados para o consumo de lactose e concentragdo de
ceélulas secas, verificou-se que nenhum fator apresentou influéncia significativa sobre os
resultados obtidos (valor p menor do que 0,05). O Quadro 5 apresenta os resultados
obtidos na comparacdo multipla de médias de Duncan para cada fator para a variavel
resposta concentracdo de PHB, dado que neste caso os fatores apresentaram influéncia

significativa sobre os resultados.

Agente de neutralizaggo NaOH KOH NH,OH
NaOH - +
KOH - -
NH,OH + +

Quadro 5 - Resultados obtidos para a compara¢do multipla de médias de Duncan para a
varidvel resposta concentracdo de PHB na Etapa 2 do planejamento experimental
Notas: - Diferenca ndo significativa;
+ Diferenca significativa;
Mesmo fator.

Por meio da comparacdo mdaltipla de médias de Duncan, observou-se que
houveram diferencas significativas entre os resultados obtidos quando se utilizou
hidroxido de amdnio e hidroxido de sddio ou potassio. Atribuiu-se este resultado ao fato
de que o hidréxido de aménio aumenta o nitrogénio disponivel para as bactérias, o que
pode favorecer a producédo de polimero.

A Tabela 22 apresenta os parametros 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 - neutralizacdo do pH do soro de leite, ap6s a precipitagdo das proteinas - do
planejamento experimental

Parametro NaOH KOH NH,OH
Yws (9.97) 1,43 1,28 1,25
Yes(ggh) 061 0,70 1,06
p(g.L™h?h 0,05 0,07 0,11

Notas: Yys: Fator de rendimento em células;
Ypss: 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 tendéncias que as concentracdes de celulas e PHB,

sendo mais elevadas para o meio neutralizado com hidréxido de aménio.

5.3.3 Etapa 3 - definicdo do meio com melhor desempenho

Com os resultados obtidos ao final de 12 horas de cultivo, realizou-se a analise
de variancia com o objetivo de verificar se os fatores foram significativos para cada
variavel de resposta. A Tabela 23 apresenta o resultado (valor p) obtido na analise de

variancia (ANOVA) para as variaveis resposta analisadas.

Tabela 23 - Resultado da analise de variancia (valor p) para as variaveis resposta avaliadas na
Etapa 3 - definicdo do meio com melhor desempenho - do planejamento experimental

Variavel resposta Valor p
Consumo de lactose 0,065
Concentracéo de células secas 0
Concentracéo de PHB 0

Observou-se que, com relacdo ao consumo de lactose, nenhum fator apresentou
influéncia significativa (valor p maior do que 0,05), enquanto que com relacdo a
concentracdo de células secas e concentracdo de PHB, os fatores apresentaram
influéncia significativa (valor p menor do que 0,05).

A Figura 15 apresenta os valores obtidos para o consumo de lactose (g.L™) em

12 horas de ensaio e desvios padréo para cada meio de cultivo utilizado.
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Figura 15 - Consumo de lactose pela bactéria Alcaligenes latus com a utilizacdo de diferentes
meios de cultivo
Notas: LA: lactose; LPSM: lactose extraida por processos de separacdo por membranas; SPPN: meio
produzido com o sobrenadante obtido apds precipitacdo acida de proteinas do soro de leite neutralizado
com hidréxido de aménio; SA: soro de leite.

A Figura 16 apresenta os valores obtidos para a concentracéo de células (g.L™) em

12 horas de ensaio e desvios padrdo para cada meio de cultivo utilizado.
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Figura 16 - Valores de concentragdo de células secas da bactéria Alcaligenes latus com a
utilizacdo de diferentes meios de cultivo
Notas: LA: lactose; LPSM: lactose extraida por processos de separa¢do por membranas; SPPN: meio
produzido com o sobrenadante obtido apds precipitacdo acida de proteinas do soro de leite neutralizado
com hidréxido de amonio; SA: soro de leite.
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O Quadro 6 apresenta os resultados obtidos na comparacdo maltipla de médias de

Duncan para cada fator para a variavel resposta concentracdo de células.

Meio de cultivo LA LPSM SPPN  SA
LA + + +
LPSM + + +
SPPN + + -
SA + + -

Quadro 6- Resultados obtidos para a comparacdo multipla de médias de Duncan para a variavel
resposta concentracao de células na Etapa 3 - definicdo do meio com melhor desempenho - do
planejamento experimental
Notas: LA: lactose; LPSM: lactose extraida por processos de separacdo por membranas; SPPN: meio
produzido com o sobrenadante obtido apds precipitacdo acida de proteinas do soro de leite neutralizado
com hidréxido de amonio; SA: soro de leite;

- Diferenca ndo significativa;
+ Diferenca significativa;
Mesmo fator.

Verificou-se que os meios de cultivo LA e LPSM apresentaram concentracfes de
células secas significativamente menores do que o restante. O meio LA ndo contém
proteinas, enquanto o meio LPSM possui uma quantidade reduzida de proteinas devido
ao processo de separacdo por membranas. Ainda, ambos 0s meios ndo possuem fonte de
nitrogénio. Sabendo que, para o crescimento bacteriano, além da fonte de carbono,
também sdo essenciais proteinas, aminoacidos, nitrogénio e sais minerais, possuindo
influéncia direta sobre a multiplicacdo celular, possivelmente por esta razdo a bactéria
apresentou desempenho reduzido nestes meios de cultivo.

Os meios de cultivo SPPN e SA proporcionaram maior concentracao de células
secas ao final do ensaio, e, de acordo com a comparacdo multipla de médias, verificou-
se que a diferenca entre os resultados de ambos ndo € significativa. Contudo, deve-se
levar em conta que parte das proteinas do meio SA sdo precipitadas no momento da
centrifugacdo, o que pode levar a um erro positivo na quantificacdo de células secas.
Ainda assim, constatou-se que ambos meios de cultivo com proteinas e adicdo de
nitrogénio em sua composicdo proporcionaram maior crescimento celular.

A Figura 17 apresenta os valores obtidos para a concentracdo de PHB (g.L ™) em

12 horas de ensaio e desvios padréo para cada meio de cultivo utilizado.
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Figura 17 - Valores de concentracdo de PHB da bactéria Alcaligenes latus com a utilizagéo de
diferentes meios de cultivo
Notas: LA: lactose; LPSM: lactose extraida por processos de separacdo por membranas; SPPN: meio
produzido com o sobrenadante obtido apds precipitacdo acida de proteinas do soro de leite neutralizado
com hidréxido de aménio; SA: soro de leite.

O Quadro 7 apresenta os resultados obtidos na comparacdo multipla de médias de

Duncan para cada fator para a variavel resposta concentracdo de PHB.

Meiodecultivo LA LPSM SPPN  SA
LA - + +
LPSM - + +
SPPN + + +
SA + + +

Quadro 7- Resultados obtidos para a comparacdo muiltipla de médias de Duncan para a variavel
resposta concentracdo de PHB na Etapa 3 - definigdo do meio com melhor desempenho - do
planejamento experimental

Notas: LA: lactose; LPSM: lactose extraida por processos de separa¢do por membranas; SPPN: meio
produzido com o sobrenadante obtido apds precipitacdo acida de proteinas do soro de leite neutralizado
com hidréxido de amdnio; SA: soro de leite;
- Diferenca ndo significativa;
+ Diferenca significativa;

Mesmo fator.

Observou-se que a concentracdo de PHB produzido nos meios LA e LPSM foi
nula, como consequéncia do baixo crescimento celular citado anteriormente. Ainda,

verificou-se que a producdo de PHB foi significativamente maior no meio SPPN, o que
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pode ser verificado visualmente na Figura 17, e comprovado pela comparagdo multipla
de médias, que confirma que a diferenca entre os meios SPPN e SA é significativa.

Assim, com base nos resultados obtidos para a concentra¢do de PHB, estabeleceu-
se que o0 meio de cultivo de melhor desempenho dentre os testados foi 0 meio SPPN,
que foi entdo utilizado no ensaio em biorreator de bancada para a avaliagdo cinética da
bactéria.

A Tabela 24 apresenta os parametros 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 - defini¢cdo do meio com melhor desempenho - do planejamento experimental

Parametros LA LPSM SPPN SA
Yxs (9.9 009 009 013 0,29*
Yes(ggh) - - 004 0,05
p(g.Lthh - - 0,013 0,008

Notas: * A concentracdo de células secas contém junto proteinas do soro de leite que precipitam com o
processo de centrifugacdo, alterando os resultados;

LA: lactose; LPSM: lactose extraida por processos de separacdo por membranas; SPPN: meio produzido
com o sobrenadante obtido ap6s precipitagdo &cida de proteinas do soro de leite neutralizado com
hidréxido de amonio; SA: soro de leite;

N.d.: concentracdo ndo detectada, abaixo dos limites de medicéo;

Yxss: Fator de rendimento em células;

Ypss: 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 a precipitacdo das proteinas do soro de leite no momento da
centrifugacdo, destacando a importancia deste tratamento antes do processo de producdo
de PHB. Ainda, verificou-se que os resultados obtidos neste ensaio sdo menores (em
torno de oito vezes) do que os obtidos anteriormente. De modo geral, houve grande
dificuldade na reproducdo dos resultados no trabalho. Atribui-se os erros obtidos a
complexidade de padronizacdo na preparacao dos meios de cultivo, ao erro no momento
de diluicdo dos pré-indculos e também a erros associados a centrifugacdo e preparacédo

de amostras para a analise cromatogréafica.
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5.4 AVALIACAO CINETICA DA PRODUCAO DE PHB

A Figura 18 apresenta as curvas de concentragdo de substrato, células e PHB em
funcdo do tempo, obtidos no ensaio em biorreator de bancada utilizando a bactéria A.

latus.
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Figura 18 - Curvas de concentragdo 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 estabilizacdo da concentragédo
de lactose, foi identificado pela analise matematica como sendo 11,6 horas. Assim
sendo, para fins de determinacdo dos parametros utilizou-se o Gltimo ponto
experimental (12 horas) como o final, dada a proximidade entre os dois valores.
Verificou-se também neste intervalo de tempo a elevacdo brusca da concentracdo de
oxigénio (Apéndice B, Figura B-5) durante o processo, indicando uma reducdo da

intensidade de crescimento bacteriano.
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A Figura 19 apresenta as curvas das velocidades especificas de crescimento (Ux),
consumo de substrato (Us) e de formagéo de produto (Up) em funcdo do tempo obtidos

no ensaio em biorreator de bancada com A. latus.

0,025
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— 0,015

Tempo (h)

Figura 19 - Curvas de velocidade especifica de crescimento, consumo de substrato e formacao
de produto em fungéo do tempo em biorreator de bancada com Alcaligenes latus

Verificou-se que a velocidade especifica de crescimento (ux) apresenta valores
mais elevados no inicio do processo, enquanto as velocidades especificas de consumo
de substrato (us) e de formacgéo de produto (p) apresentam valores mais elevados entre
8 e 10 horas de processo. Ainda, observou-se que, de acordo com o comportamento das
curvas, a producdo de polimero por A. latus nestas condigcdes de cultivo ndo ocorre de
maneira associada ao crescimento.

A Tabela 25 apresenta os pardmetros cinéticos obtidos para a bactéria A. latus no

ensaio em biorreator de bancada.
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Tabela 25 - Pardmetros cinéticos da bactéria Alcaligenes latus obtidos pela avaliacdo dos
resultados do ensaio realizado em biorreator de bancada

Parametro Resultado
Hx max (h™) 0,428
Hpmax (9.L 1™ 0,026
Hsmax (9.L1h7) 1,036
Yy (9.97) 0,211
Yers (9.97) 0,024
p (g.L".h™ 0,014
Consumo de lactose (g.L™) 6,701
P (g.L™) 0,164
Xs(g.L™) 1,661

Nota: px max: Velocidade especifica de crescimento maxima;
Mp.max: Velocidade especifica de formagao de produto maxima;
Msmax: Velocidade especifica de consumo de substrato maxima;
Yys: fator de rendimento em células;

Ypss: fator de rendimento em produto;

p: produtividade volumétrica;

Ps concentracdo final de produto;

Xz concentracdo final de células secas.

Verificou-se que o fator de rendimento em produto (Yps) Nno experimento em
biorreator foi menor do que o obtido nos experimentos realizados em agitador orbital de
bancada. O fator de rendimento em células (Yxs) e a produtividade volumétrica (p)
foram superiores aos obtidos para 0 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™.h™, enquanto Tripathi et al. (2013) obtiveram valores de 0,19 g.L™.h™, ambos
utilizando substratos com sacarose como fonte de carbono. Valores muito inferiores
para produtividade foram obtidos neste ensaio, contudo, ndo é possivel compararem-se
estes resultados devido a diferenca nas fontes de carbono. Ainda, ressalta-se que nédo
foram encontrados experimentos utilizando A. latus e lactose em sua forma integral
como fonte de carbono na literatura, o que dificultou a comparagéo dos resultados.

Tohyama et al. (2002), utilizando a bactéria Ralstonia eutropha e acido latico
como substrato para a producdo de PHB, obtiveram valores de 0,734 h™ para a
velocidade especifica de crescimento maxima. Shahhosseini (2004), também utilizando
a bacteria Ralstonia eutropha e frutose como substrato para a produgdo de PHB, obteve

valores em torno de 0,780 h™ para 0 pix max.
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Mozumder et al. (2014), utilizando Cupriavidus necator e glicose como substrato
para a producéo de PHB, obtiveram resultados de 0,466 h™ para pix max € 0,226 g.g™.h™
para ppmax Utilizando glicerol como substrato os resultados obtidos foram 0,328 h e
0,232 g.g™.h™ para ppmax.

Observaram-se alteracbes nos parametros cinéticos aos compararem-se 0S
resultados obtidos nos ensaios em agitador orbital de bancada e biorreator. Estas podem
ocorrer com 0 aumento de escala do cultivo, e também com a modificacdo de condigdes

de cultivo, como a aeragéo e o controle de pH.
5.5 CARACTERIZACAO DO POLIMERO OBTIDO

Visando a comparacdo do polimero extraido das bactérias utilizadas com o PHB
padrdo adquirido, foram realizadas as analises de FTIR. Esta analise permite que se
avalie ndo so se o polimero extraido é de fato o PHB, mas também sua qualidade e nivel
de degradacdo. A Figura 20 apresenta o espectro de FTIR obtido para o polimero

extraido da bactéria A. latus em comparagdo ao PHB padrao.
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Figura 20 - Espectros de FTIR obtidos para o polimero extraido da bactéria Alcaligenes latus
em comparagdo ao PHB padréo
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A Figura 21 apresenta a ampliagdo da regido de nimero de onda entre 1200 e
1800 cm™ para os espectros do PHB extraido da bactéria A. latus e para 0 PHB padrio,
com a identificacdo dos principais nimeros de onda.
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Figura 21 - Ampliacdo dos espectros de FTIR obtidos para o polimero extraido da bactéria
Alcaligenes latus em comparacao ao PHB padrédo na regido de nimero de onda entre 1200 e
1800 cm™

O Quadro 8 apresenta as bandas identificadas no PHB padrdo e no PHB

produzido pela bactéria A. latus, em comparacao a valores obtidos por outros autores.
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. Furukawa Dominguez-Diaz
Numero de onda Banda correspondente
et al. (2007) et al. (2015)
L Deformacdo axial da ligagéo L L
1719 cm™* 1720 cm’ 1718-170 cm’
C=0
1700 e 1800 cm™*  Alongamento da ligacdo C=0 - -
Alongamentos das ligacGes
C-O-CeC-C
1000 a 1300 cm™**
Banda de deformacéo da
ligagdo CH
L Deformacdo assimétrica do L L
1453 cm™* 1453 cm’ 1450-1453 cm'
grupo CHs
L Deformacdo simétrica do L L
1379 cm™* 1384 cm’ 1378-1380 cm
grupo CHs
Padrgo: 1278 cm™ Alongamento da ligacao
1275cm™  1275-1278 cm™

Extraido: 1275 cm™

C-O-C

Quadro 8 - Numeros de onda e banda correspondente identificados no PHB padrédo e PHB
produzido pela bactéria A. latus
Notas: * Mesmo numero de onda verificado para ambos polimeros.

Verificou-se que ambos os polimeros possuem as bandas caracteristicas da

estrutura do PHB, contendo componentes amorfos e cristalinos. A banda de

alongamento da ligacdo C-O-C é correspondente ao componente cristalino do PHB, que

apresentou pequena diferenca entre os dois polimeros e foi semelhante aos resultados
obtidos por outros autores (FURUKAWA et al., 2007; DOMINGUEZ-DIAZ et al.,

2015).

A Figura 22 apresenta as curvas DSC para o polimero extraido da bactéria A. latus

quando cultivada em agitador orbital de bancada e em biorreator de bancada e também

do polimero extraido da bactéria B. megaterium quando cultivada em agitador orbital de

bancada em comparacdo ao PHB padréo.
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Figura 22 - Curvas DSC para o polimero extraido com diversas condi¢des de producéo em
comparacdo ao PHB padrao

Nota: PHB-P: PHB padréo;
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 fusdo cristalina e grau cristalinidade dos
polimeros analisados verificadas por meio das curvas DSC, em comparacdo com

resultados obtidos na literatura para outros PHBs padrdo e de origem bacteriana.
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Tabela 26 - Temperatura de fuséo e cristalinidade do PHB extraido da bactéria Alcaligenes
latus e do PHB padréo em comparacdo 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)*  178,5 -
177,0 52,9
Yezza et al. (2007)?
176,6 95,5
Kulpreecha et al. (2009)" 174,0 -

Fonte: Yezza et al., 2007; Kulpreecha et al., 2009; Kulkarni et al., 2010; Reddy et al., 2015.

Nota: - ndo informado;

PHB-P: PHB padrao;

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 padréo analisado;

8 PHB produzido por Alcaligenes latus;

® PHB produzido por Bacillus megaterium.

De modo geral, os valores obtidos sdo semelhantes aos obtidos na literatura.
Observou-se que o PHB-AS apresentou o menor grau de cristalinidade dentre os
polimeros testados e tambem 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, 0 que pode possuir influéncia sobre as
caracteristicas do polimero 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 influéncia sobre a qualidade do polimero extraido.

O polimero produzido por B. megaterium apresentou elevado grau de
cristalinidade quando comparado aos demais. Como verificado por meio do referencial
tedrico, Khanna e Srivastava (2005) afirmam que esta bactéria possui capacidade de
consumir diversos carboidratos complexos, o que pode favorecer 0 metabolismo deste

microrganismo e aprimorar a qualidade do polimero produzido.
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Observou-se que a temperatura de fusdo cristalina foi menor para o polimero
produzido pelas bactérias A. latus e B. megaterium a partir de lactose em comparacgao ao
PHB padréo. Isto demonstra que o polimero produzido possui massa molar menor em
comparagdo ao padrao.

A Figura 23 apresenta as curvas TG para o polimero extraido da bactéria A. latus
quando cultivada em agitador orbital de bancada e em biorreator de bancada e também
do polimero extraido da bactéria B. megaterium quando cultivada em agitador orbital de

bancada em comparacéo ao PHB padréo.
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Figura 23 - Curvas TG para o polimero extraido com diversas condi¢@es de produgdo em
comparacdo ao PHB padréo
Nota: PHB-P: PHB padréo;
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 polimero extraido da bactéria A.
latus quando cultivada em agitador orbital de bancada e em biorreator de bancada e do
polimero extraido da bactéria B. megaterium quando cultivada em agitador orbital de

bancada em comparacéo ao PHB padréo.
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Figura 24 - Curvas DTG para o polimero extraido com diversas condigdes de producdo em
comparacdo ao PHB padréo

Nota: PHB-P: PHB padréo;
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 inicio do evento de perda de massa),
temperatura na qual a velocidade de degradacdo ¢ maxima e endset (temperatura final
do evento de perda de massa) do polimero produzido pela bactéria A. latus e B.

megaterium e do PHB padréo em comparagdo com dados obtidos na literatura.
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Tabela 27 - Dados do evento de perda de massa identificado para o polimero produzido por
Alcaligenes latus e para o PHB padrdo em comparacéao 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
230* 274* 310* 0*
Reddy et al. (2015) 3 ) )
100° N&o houve degradacdo completa até 600 °C
) 288 308 329 -
Yezza et al. (2007)
286 308 317 -

Fonte: Yezza et al., 2007; Melo et al., 2012; Reddy et al., 2015.

Nota: - ndo informado;

PHB-P: PHB padrao;

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 padréo analisado;

 PHB produzido por Bacillus sp. CYR1;

® PHB produzido por Alcaligenes latus.

As temperaturas maxima de degradacéo identificadas no evento de perda de massa
mais pronunciado foram semelhantes as 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 padrao. Verificou-se que os PHBs AB, AS e BS apresentaram endset do evento e
massa residual relativamente superiores ao do PHB padrdo, o que pode indicar a
presenca de outros compostos, que alteram as caracteristicas térmicas do polimero. O
processo de degradacdo térmica do polimero envolve a quebra de cadeias e hidrdlise,
que resulta na progressiva reducdo do massa molar (MELO et al., 2012).

Assim, verificou-se que se obteve éxito na producdo de PHB utilizando lactose e
soro de leite como fontes de carbono, proporcionando um polimero de propriedades

semelhantes as do padréo.



82

6 CONCLUSOES

Conclui-se, por meio das anélises cromatogréficas e também da caracterizacdo do
polimero extraido, que a producdo de PHB por meio de A. latus e B. megaterium
utilizando lactose e soro de leite como substrato é possivel.

Verificou-se, por meio de ensaio em agitador orbital de bancada que em
aproximadamente 12 horas de cultivo, a concentragdo de PHB maxima produzida por A.
latus atinge 0,55 g.L™ e por B. megaterium 0,095 g.L™" com concentragdo inicial de
lactose de 20 g.L™* para A. latus e 16 g.L™ para B. megaterium. Ensaio posterior com a
realizacdo de planejamento experimental demonstrou que efetivamente ndo ha diferenca
significativa nos resultados com concentracdes iniciais de lactose de 20 ou 16 g.L™.

Por meio de planejamento experimental, verificou-se que a bactéria A. latus
produz maiores quantidades de polimero dentro das condi¢cOes testadas, em média
0,31 g.L ™, contra uma média de 0,19 g.L™ produzidos pela bactéria B. megaterium.

Ainda, com andlise estatistica observou-se que o hidréxido de aménio é a base
mais adequada para a neutralizacdo do soro de leite apds o processo de precipitacdo
acida das proteinas, resultando em maior concentracdo final de produto formado,
aproximadamente 1,28 g.L™". Com a utilizacdo de hidréxido de sédio h& a producio
média de 0,64 g.L™ e utilizando hidréxido de potassio a média de 0,85 g.L™.

Comprovou-se, por meio de ensaios com planejamento experimental, que dentre
os meios testados (lactose comercial, lactose extraida por processos de separacdo por
membranas, soro de leite e sobrenadante obtido ap0s a precipitacdo acida das proteinas
do soro de leite), o que proporciona maiores concentracdes de polimero ao final do
processo € o meio composto de soro de leite apds a precipitacdo acida de proteinas
neutralizado com hidréxido de aménio, com média de 0,16 g.L™.

Por meio do ensaio em biorreator de bancada, observou-se que a bactéria A. latus
acaba o0 processo em aproximadamente 12 horas (11,6 horas), com produtividade
volumétrica de 0,014 g.L™.h™ velocidade especifica de crescimento maxima de
0,428 h™, velocidade especifica de consumo de substrato méxima de 1,036 g.L™.h™,
velocidade especifica de formagdo de produto méxima de 0,026 g.L™.h?, fator de
rendimento em células de 0,211 g.g*, e fator de rendimento em produto de
0,024 g.g*. Alguns resultados apresentaram valores menores do que os obtidos nos
ensaios em agitador orbital de bancada, demonstrando que alguns parametros 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 quimicas e
térmicas semelhantes as do PHB padrdo testado, demonstrando que a utilizacdo de
substratos contendo lactose como fonte de carbono ndo proporciona grandes alteragdes

fisico-quimicas no produto final.
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7 SUGESTOES PARA TRABAHOS FUTUROS

Abaixo seguem algumas sugestdes de trabalhos futuros para a continuagdo do
trabalho de pesquisa:

a) realizacdo de testes de producdo de PHB com maiores frequéncias em agitador
orbital de bancada;

b) realizacdo de testes de producdo de PHB com frascos de Erlenmeyer
modificados com a adi¢cdo de chicanas em agitador orbital de bancada;

c) avaliar como variaveis resposta nas analises estatisticas, os fatores de
rendimento em células e em produto;

d) otimizagdo dos parametros de oxigénio dissolvido, tempo do ensaio, volume de
inoculo, entre outros, nos ensaios em biorreator de bancada;

e) realizacdo de ensaios em biorreator de bancada sem o controle de pH.
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APENDICE A - Marca dos reagentes utilizados no trabalho

Todos os reagentes utilizados trabalho sdo de grau P.A., com excec¢do do soro de

leite em pd, de grau técnico, e do PHB padréo utilizado. O Quadro A - 1 apresenta todos

0S reagentes e suas respectivas marcas.

Reagente

Marca

Acetona
Acido 3,5-dinitrosalicilico
Acido benzoico
Acido borico
Acido citrico
Acido cloridrico
Acido nitrico
Agar-agar
Albumina sérica bovina
Etileno glicol (antiespumante)
Carbonato de sodio
Citrato de sodio
Cloreto de célcio
Cloreto de cobalto
Cloreto de manganés
Dicloroetano
Etanol
Eter-etilico
Extrato de carne
Fenol cristal
Fosfato de potassio monobasico
Fosfato de sodio bibasico
Hidroxido de aménio
Hidroxido de potéassio
Hidroxido de sodio

Lactose

Simoquimica, Brasil
Vetec, Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Kasvi, Brasil
Sigma-Aldrich, Estados Unidos
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Cinética, Brasil
Dinamica, Brasil
Kasvi, Brasil
Dinamica, Brasil
Neon, Brasil
Dinamica, Brasil
Vetec, Brasil
Quimex, Brasil
Vetec, Brasil

Dinamica, Brasil
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Metabissulfito de sodio
Molibidato de amonio
N-propanol
Peptona
PHB padrao
Reagente Folin Ciocalteu
Soro de leite em pd
Sulfato de amdnio
Sulfato de cobre
Sulfato de ferro
Sulfato de magnésio
Sulfato de niquel
Sulfato de zinco

Tartarato de sodio e potassio

Dinamica, Brasil
Vetec, Brasil
Dinamica, Brasil
Kasvi, Brasil
Sigma-Aldrich, Estados Unidos
Dinamica, Brasil
Laticinios Renner S.A., Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Vetec, Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil

Dinamica, Brasil

Quadro A - 1 - Marca dos reagentes utilizados na execucédo do trabalho
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APENDICE B - Gréficos das condi¢des monitoradas durante os ensaios em

biorreator de bancada

A Figura B - 1 apresenta as variagdes de temperatura obtidas durante o ensaio em

biorreator de bancada.

36,5 -
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35,5 -
35,0 -
34,5 -
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Temperatura (°C)
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325
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Figura B - 1 - VariacGes de temperatura durante o ensaio de crescimento em biorreator de

bancada

A Figura B - 2 apresenta as variacdes de pH obtidas durante o ensaio no biorreator

de bancada.

7.0 4

6.8 -

pH

6,6 -

6.4 -

6,2 -
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Figura B - 2 - Variag@es de pH obtidas durante o ensaio no biorreator de bancada
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A Figura B - 3 apresenta as frequéncias do agitador utilizadas durante o ensaio,

que foram alteradas conforme a necessidade de oxigénio no cultivo.
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Figura B - 3 - Frequéncias do agitador ajustadas durante o ensaio em biorreator de bancada

A Figura B - 4 apresenta as vazfes de ar ajustadas durante o ensaio, que foram

alteradas conforme a necessidade de oxigénio no cultivo.

Vazéo de ar (L.min'1)
1

Tempo (h)

Figura B - 4 - Vazdes de ar ajustadas durante o ensaio em biorreator de bancada
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A Figura B - 5 apresenta as concentracfes de oxigénio registradas durante o
ensaio em biorreator de bancada. Destaca-se a brusca elevagdo desta concentragdo em
aproximadamente 650 minutos, indicando o final do cultivo.

50 —
40

30 4
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Oxigénio dissolvido (%)
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T T T T T T T T T T 1
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Figura B - 5 - Concentracdes de oxigénio dissolvido registradas durante o ensaio em biorreator
de bancada



96

APENDICE C - Ajustes realizados nas curvas de concentragao de lactose, células
secas e PHB obtidos no ensaio em biorreator de bancada

A Figura C-1 apresenta o ajuste de dados aplicado a curva de concentragdo de

lactose obtida no ensaio realizado em biorreator de bancada.

16 —j\
. u}
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FTTTNN T T~ T=—=f——o0
N4
- \D
5 |
Q13+ —o— Lactose
% - -- Ajuste
[v] Model Boltzmann
-

12 Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/d
X))

Reduced Ch 0,68644
11 o | -8ar
Adj. R-Squa 0,88092
Value Standard Er

Lactose A1 14,834 0,35263
10 - |Lactose A2 91754  0,76978
Lactose x0 8,3721 0.,48454
7 | Lactose dx 0,8592 0,41819
T T T T T T
0 2 4 6
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Figura C - 1 - Ajuste de dados aplicado a curva de concentracdo de lactose obtida no ensaio em
biorreator de bancada

A Figura C-2 apresenta 0 ajuste de dados aplicado a curva de concentracdo de

células secas obtida no ensaio realizado em biorreator de bancada.
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Figura C - 2 - Ajuste de dados aplicado a curva de concentracdo de células secas obtida no
ensaio em biorreator de bancada
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A Figura C-3 apresenta o ajuste de dados aplicado a curva de concentracdo de

PHB obtida no ensaio realizado em biorreator de bancada.
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Figura C - 3 - Ajuste de dados aplicado a curva de concentracdo de PHB obtida no ensaio em

biorreator de bancada



