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RESUMO

O poli(3-hidroxibutirato) € um biopolimero biodegradavel com amplo potencial de
aplicacdes. E sintetizado por microrganismos que utilizam diversas fontes de carbono e possui
propriedades muito semelhantes ao polipropileno, um polimero petroquimico, com a
vantagem de causar menos impactos ambientais. Entretanto, possui uma grande
desvantagem por apresentar alto custo de producdo, causado principalmente pela fonte de
carbono utilizada para sintetizacdo e pela necessidade de recuperacdo do interior da célula.
Nesse sentido, foram avaliados diferentes residuos industriais para produgdo do P(3HB) com
o objetivo de minimizar o custo de producdo desse polimero. O microrganismo utilizado foi a
Priestia megaterium e foram realizados cultivos em batelada em estufa incubadora rotatéria
(30 °C, 180 rpm e de 20 h, 24 h, 28 h e 48 h), utilizando meio mineral contendo sacarose,
permeado de leite com enzima lactase e sem enzima lactase, residuo da industria de chocolate
Florybal e efluente da industria Florestal como substratos. Foram quantificados, além do
percentual de producdo do P(3HB), valores de biomassa, de aclcares remanescente no meio
apos os cultivos e de pH. Os resultados indicaram que os cultivos realizados com meio mineral
e efluente da industria Florestal produziram as maiores quantidades de P(3HB), o percentual
maximo de P(3HB) em cada residuo foi de 42 % em 28 h no cultivo de meio mineral, 47 % em
20 h no cultivo do efluente proveniente da industria Florestal, 19 % em 20 h para o permeado
com enzima e 5 % nos cultivos com extrato da industria de chocolates Florybal. Na producdo
com residuos da industria de chocolates Florybal e com permeado de leite foi verificado
também um baixo consumo de agUcares durante o cultivo e pequena producdo de biomassa
indicando necessidade de suplementacdo do meio, em compensacdo, o efluente Florestal
apresentou uma produgdo de P(3HB) ainda maior que as amostras obtidas com meio mineral
contendo sacarose como fonte de carbono, mesmo contendo inicialmente quantidade menor
de agucares. Foi observado que todos os residuos cultivados com P. megaterium produziram
o polimero P(3HB), indicando forte potencial de utilizagdo como substrato para a producgao e
reducdo de custos inerentes ao processo produtivo, sendo importante avaliagao das melhores
condi¢cbes de cultivo e verificagdo da necessidade de suplementagdo no meio com
micronutrientes.

Palavras-chave: poli(3-hidroxibutirato), Priestia megaterium, residuos, biopolimero
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ABSTRACT

Poly(3-hydroxybutyrate) is a biodegradable biopolymer with wide application potential. It
is synthesized by microorganisms that use various carbon sources and has properties very
similar to polypropylene, a petrochemical polymer, with the advantage of causing less
environmental impacts. However, it has a great disadvantage for presenting high production
cost, mainly caused by the carbon source used for synthesis and the need for recovery of the
cell interior. In this sense, different industrial residues for the production of P(3HB) were
evaluated in order to minimize the cost of production of this polymer. The microorganism
used was Priestia megaterium and batch cultures were performed in a rotary incubator oven
(30 °C, 180 rpm and 20 h, 24 h, 28 h and 48 h), using mineral medium containing sucrose,
permeated milk with lactase enzyme and without lactase enzyme, Florybal chocolate industry
residue and forest industry effluent as substrates. In addition to the percentage of P(3HB)
production, values of biomass, remaining sugars in the medium after cultivation and pH were
guantified. The results indicated that the crops carried out with mineral medium and effluent
of the Florestal industry produced the highest amounts of P (3HB), the maximum percentage
of P (3HB) in each residue was 42 % in 28 h in the cultivation of mineral medium, 47 % in 20 h
in the cultivation of the effluent from the Florestal industry, 19 % in 20 h for the permeated
with enzyme and 5 % in the cultivation with extract from the Florybal chocolate industry. In
the production with residues of the Florybal chocolate industry and with milk permeate was
also found a low consumption of sugars during cultivation and small production of biomass
indicating the need for supplementation of the medium, in compensation, the Florestal
effluent presented a production of P (3HB) even higher than the samples obtained with
mineral medium containing sucrose as carbon source, even initially containing less amount of
sugars. It was observed that all residues grown with P. Megaterium produced the polymer
P (3HB), indicating strong potential of use as substrate for production and reduction of costs
inherent to the production process, evaluation of the best cultivation conditions and
verification of the need for supplementation in the medium with micronutrients.

Keywords: poly(3-hydroxybutyrate), Priestia megaterium, waste, biopolymer
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1 Introdugao

Sdo inumeras as aplicabilidades de materiais plasticos na rotina didria das pessoas. Esses
polimeros podem ser utilizados na producdo de embalagens, vestuario, equipamentos
eletrénicos, automdveis e muitas outras aplicacdes. Devido a essas iniUmeras funcionalidades
dos materiais plasticos, seu consumo mundial é muito elevado. Segundo o relatério da The
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), o consumo de plastico
pode triplicar até 2060, chegando a 1,2 bilhdo de toneladas (OECD, 2022).

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), 91 % de todo o material
produzido por plastico é utilizado apenas uma vez, considerando que a maioria dos plasticos
sdo de origem féssil, a situacdo é ainda mais agravada, uma vez que além desses materiais
acumularem no meio ambiente, devido ao descarte incorreto e ao grande volume de
utilizacdo, afetam oceanos e todo o ecossistema. Além disso, seu processo de producdo
ocasiona um alto impacto ambiental, com relacdo ao efeito estufa. O relatério da OECD
informa que até 2060 as emissOes de gases de efeito estufa do ciclo de vida dos materiais
plasticos irdo passar de 1,8 gigatoneladas para 4,3 gigatoneladas de CO; (ONU, 2018; OECD,
2022).

Outro problema, além do alto consumo de plastico, é o baixo percentual de reciclagem
desses materiais. Essa situacdo é observada também no Brasil, que, de acordo com o
levantamento realizado pelo World Wildlife Fund (WWF), é o quarto maior produtor de
plastico mundialmente. O Pais produz em torno de 11,3 milhdes de toneladas, sendo que
apenas 145 mil toneladas, ou seja, 1,28 % desses polimeros sdo reciclados (WORLD WILDLIFE
FUND, 2019).

Um importante ponto relacionado aos plasticos petroquimicos é o fato de nao serem
prontamente biodegradaveis em condicdes ambientais e se acumularem no meio ambiente
por anos, além de serem formados a partir de matéria-prima nao renovavel, o petréleo. Com
0 objetivo de redugdao desse grande impacto ambiental, vem crescendo o interesse no
desenvolvimento de polimeros biodegradaveis produzidos a partir de fontes renovaveis, com
propriedades similares as dos polimeros derivados do petrdleo, com possibilidade de
substituicdo, em partes, destes.

Os pldsticos biodegraddveis podem ser decompostos por microrganismos encontrados na
natureza, além disso, as maiores fontes de matéria-prima para producao desses polimeros sao
de origem renovaveis, como, por exemplo, o amido, lignina, celulose, sacarose, dentre outras
fontes. Dentre os exemplos de polimeros biodegradaveis estdo os sintéticos, como o
poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA) e poli(acido glicdlico-acido latico) (PGLA) e
os polimeros biodegraddaveis naturais, sintetizados por meio de crescimento de organismos
vivos, como por exemplo, os polihidroxialcanoatos (PHAs) (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006).

Os PHAs sdo poliésteres biodegradaveis e biocompativeis, e o mais comum é o Poli(3-
hidroxibutirato), P(3HB). Esses biopolimeros tém chamado a atencdo de muitos
pesquisadores, por terem uma variedade de aplicacdes e poderem substituir os plasticos
petroquimicos, a fim de minimizar impactos causados no meio ambiente.
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A atual principal desvantagem em relacdo aos PHAs é o custo de producdo, sendo que
a fonte de carbono utilizada tende ser o principal fator que inviabiliza a producdo em larga
escala, além do custo de recuperacdo. Assim, a procura por fontes de carbono menos custosas
é de extrema importancia para possibilitar o crescimento da producdo e utilizacdo dos PHAs.
Inserido neste contexto, o presente trabalho objetiva avaliar diferentes residuos industriais
como substratos para producdo de PHA, especificadamente, o P(3HB), utilizando a P.
megaterium como microrganismo produtor. Serdo quantificados a quantidade de polimero
produzida a partir de cada meio, assim como crescimento de microrganismo, acucares
residuais no meio e valores de pH para verificar o potencial da utilizacdo de tais residuos.
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2 Revisdao Bibliografica
2.1 Polihidroxialcanoatos

Com o propédsito de armazenamento de carbono e energia intracelular, alguns
microrganismos sintetizam um grupo de poliésteres naturais biodegradaveis, denominados
polihidroxialcanoatos (PHAs). Diversos microrganismos possuem a capacidade de producdo
dos PHAs e, na maior parte das vezes, a limitacdo de algum nutriente, como o nitrogénio, e
uma grande quantidade de fonte de carbono propicia a producdo desses polimeros, como
fonte de reserva energética. Os PHAs sdo o maior grupo de poliésteres naturais, uma vez que
ja foram identificados 150 monémeros de PHA diferentes (SILVA et al., 2016; LI; YANG; LOH,
2016).

Dentre suas propriedades fisico-quimicas, destaca-se que os PHAs sdo biodegradaveis e
insollUveis em agua, biocompativeis e ndo toxicos. Além disso, os PHAs possuem propriedades
similares as do polipropileno e polietileno, e devido a essas caracteristicas, sdo considerados
bons substitutos para estes polimeros derivados do petrdéleo.(DUTT TRIPATHI et al., 2021;
ADELEYE et al., 2020)

Os PHAs, cuja formula estrutural esta ilustrada na Figura 1, podem ser classificados por
meio do comprimento (n) da cadeia carbonica do mondmero. Os PHAs de cadeia curta
(PHAscl) possuem de 3 a 5 atomos de carbono, os de cadeia média (PHAmcl), possuem 6 a 14
atomos de carbono e os de comprimento de cadeia longa (PHAIcl), possuem ao menos 14
atomos de carbono. Comparativamente, os PHAscl sdo mais quebradigos por possuirem maior
grau de cristalinidade, enquanto os PHAmcl sdo polimeros elasticos e emborrachados (DUTT
TRIPATHI et al., 2021).

Figura 1: Estrutura geral dos PHAs e alguns representantes

o)

CH.),
N (CHy)

/\C

|
T
R ©_100-30000
n=1 R =hydrogen Poly(3-hydroxypropionate)

R = methyl Poly(3-hydroxybutyrate)

R = ethyl Poly(3-hydroxyvalerate)

R = propyl Poly(3-hydroxyhexanoate)

R = pentyl Poly(3-hydroxyoctanoate)

R = nonyl Poly(3-hydroxydodecanoate)

n=2 R =hydrogen Poly(4-hydroxybutyrate)
R = methyl Poly(4-hydroxyvalerate)

n=3 R =hydrogen Poly(5-hydroxyvalerate)
R = methyl Poly(5-hydroxyhexanoate)

n=4 R =hexyl Poly{6-hydroxydodecanoate)

Fonte: LEE, 1996b.
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2.1.1 Microrganismos produtores

A partir de diversas fontes de carbono, inimeras espécies de microrganismos sao capazes
de produzir PHAs. Segundo Anjum et al. (2016), existem mais de 300 espécies de
microrganismos que possuem a capacidade de produzir PHAs, e neste grupo, as bactérias
estdo em maioria, incluindo tanto bactérias Gram-positivas, como Gram-negativas.

Esses microrganismos produzem PHAs como uma forma de armazenamento de energia e
fonte de carbono em seus citoplasmas. A necessidade de certas condi¢cdes para que sejam
produzidos esses biopolimeros é um fator classificatério desses microrganismos, que os divide
principalmente em dois grupos. O primeiro grupo é composto por bactérias sintetizadoras de
PHAs que necessitam de condicdes limitantes de nutrientes essenciais tais como nitrogénio,
fosforo ou magnésio, além de quantidade excessiva de carbono. No segundo grupo, ndo sao
necessarias condicdes limitantes e os PHAs sdo acumulados na fase de crescimento dessas
espécies. Exemplos de espécies do primeiro e segundo grupo sdo a Cupriavidus necator e
Escherichia coli recombinante, respectivamente (KHATAMI et al., 2021). Na Tabela 1 estdo
ilustradas algumas espécies de bactérias que acumulam PHAs.

Tabela 1: Espécies de bactérias capazes de acumular PHAs.

Nome da bactéria PHA produzido
Cupriavidus necator PHB
Escherichia coli recombinante PHB, PHBV,
Pseudomonas o P(3HA), P3HB),
Cepas mutantes de Cupriavidus necator P(3HB-4HB),
Azohydromonc.Js lata ) P3HHx, P3HO
Azotobacter vinelandii

Chromatium vinosum PHB, P(3HA)
Thiocystis violacea PHB, PHBV
Bacillus cereus

Sphingopyxis terrae PHB, PHV,

Aerc?monas /(.:hthlosmla P3HHx, P3HOE
Bacillus pumilus
Pseudomonas putida

Bacillus megaterium PHB

Fonte: Adaptado de TARRAHI et al., 2020

Atualmente, bactérias Gram-negativas sdao as principais sintetizadoras dos PHAs em
producdao comercial. No entanto, possuem uma grande desvantagem por produzirem PHAs
gue podem conter endotoxinas, dependendo do método de extracdo, o que acarreta uma
limitacdo em sua utilizagdo, como, por exemplo, em aplicacdes biomédicas (MOHAPATRA et
al., 2020). Em relagdo a isso, a producdo de PHAs por bactérias Gram-positivas do género
Bacillus é muito vantajosa, uma vez que essas bactérias sdo capazes de produzir PHAs livres
de endotoxinas, além de alcangar melhores rendimentos poliméricos e possibilitarem um
tempo menor de producdo. Adicionalmente, bactérias do género Bacillus podem sintetizar
PHAs a partir de uma diversa gama de substratos, inclusive residuos, tornando mais viavel o
custo de producdo desses polimeros (THIRUMALA; REDDY; MAHMOOD, 2010).
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Cabe mencionar que recentemente diversas bactérias do género Bacillus, tais como
Bacillus abyssalis, Bacillus aryabhattai, Bacillus endophyticus, entre outras foram
reclassificadas como pertencentes ao género Priestia. Sendo assim, a bactéria Bacillus
megaterium atualmente é classificada como Priestia megaterium (GUPTA et al., 2020). No
presente trabalho, na revisdo bibliografica optou-se por seguir com nomenclatura original que
foi empregada em cada artigo. Sendo assim, se o artigo foi publicado com o nome B.
megaterium, manteremos este nome.

2.1.2 Biodegradabilidade

Os PHAs sdo polimeros totalmente biossintéticos e biodegradaveis, sua degradacdo gera
produtos ndo toxicos para o meio ambiente. A degradacdo dos PHAs pelos microrganismos
resulta em agua e didxido de carbono, caso as condicbes ambientais sejam aerdbias, e em
agua e metano e didxido de carbono caso as condigdes ambientais sejam anaerdbias. Para
ocorrer o processo de degradagdo nos PHAs, microrganismos que estdo presentes no solo
possuem a capacidade de hidrolisar as ligaces éster desses polimeros, por meio da secrecao
de enzimas PHA depolimerases, em mondmeros e oligbmeros hidrossoluveis (CHANPRATEEP,
2010; VOLOVA et al., 2017).

Volova et al. (2017) realizaram um estudo abordando a degradacao de diferentes PHAs -
o polimero P(3HB) e copolimeros de P(3HB) com 3-hidroxivalerato P(3HB/3HV), 4-
hidroxibutirato P(3HB/4HB), e 3-hidroxihexanoato P(3HB/3HHx) (10-12 % em mol) — em solo
de campo agrotransformado da zona temperada. O objetivo foi comparar a degradacao dos
PHAs mencionados em diferentes composicGes quimicas, além de isolar e identificar
microrganismos degradadores desses PHAs.

Os filmes foram pesados, apds dispostos em sacos de malha de nylon e enterrados no solo
do campo, a profundidade foi de 2 cm. O tempo de incubacgao foi de 35 dias, em teor de
umidade do solo em 50 % e temperatura de 21 °C e 28 °C. A cada intervalo de 7 dias, um saco
com cada tipo de polimero era retirado do solo para que fosse determinada a perda de massa.
Apds a retirada do solo, as amostras eram enxaguadas em agua destilada, secas em
termostato de 40 °C em um tempo de 24 horas, até o peso constante, apds pesadas em
balanca analitica. A perda de massa das amostras, mudanca de massa molar, grau de
cristalinidade, morfologia e propriedades das superficies foram parametros indicativos da
biodegradacao do PHA (VOLOVA et al., 2017).

No estudo de Volova et al. (2017), os PHAs foram classificados a partir de suas taxas de
degradacdo, na temperatura de 28 °C a perda de massa dos filmes de PHA nao foi significativa
nos primeiros 7 dias. Apos 21 dias, os filmes de P(3HB/4HB) tiveram 97 % de sua composi¢do
degradada, entretanto os filmes de P(3HB) tiveram apenas 60 % de sua composi¢dao
degradada. Aos 35 dias, a degradagdo das amostras de P(3HB) atingiram o valor de 93 %. Os
filmes de P(3HB/3HHXx) e P(3HB/3HV) apresentaram taxas de degradacdo semelhantes e que
foram intermediarias entre as observadas para as amostras de P(3HB/4HB) (maior taxa) e
P(3HB) (menor taxa), conforme ilustra a Figura 2(b). J4 em relagdo ao solo na temperatura de
21 °C, as taxas de degradacao de todos os filmes de PHA diminuiram, conforme ilustra a Figura
2 (a).
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Figura 2: Degradacdo em solo dos filmes de PHA em 21 °C (a) e 28 °C (b), sendo as
composi¢cdes a—P(3HB/4HB); b—P(3HB/3HV); c—P(3HB/3HHXx), d—P(3HB)

Fonte: VOLOVA et al., 2017.

2.1.3 Propriedades

Além das caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade, os PHAs possuem
boas propriedades, apresentando resisténcia a tracdo e ponto de fusdo similares as do
polipropileno. As propriedades dos PHAs possibilitam sua utilizacdo como biomateriais,
embalagens e revestimentos (BEHERA et al., 2022).

Os valores especificos das propriedades dos diferentes PHAs dependem fortemente de
dos parametros estruturais apresentados na Figura 1. Assim, por exemplo, a sua temperatura
de transi¢do vitrea é inversamente proporcional ao comprimento da cadeia lateral, enquanto
a temperatura de fusao é diretamente proporcional ao nimero de carbonos na cadeia lateral
(BEHERA et al., 2022). A cristalinidade dos PHAs também difere de acordo com o comprimento
da cadeia do polimero, em geral, os PHAscl apresentam valores entre 60 e 80 % de
cristalinidade. Os PHAmcl apresentam um grau de cristalinidade menor em relagdao aos
PHAscl. Na Tabela 3 estdo listadas algumas das propriedades de alguns PHAs. Desta forma,
uma maior flexibilidade e elasticidade é apresentada nos PHAmcl em relagdao aos PHAscl, os
quais, por sua vez, possuem a caracteristica de serem muito cristalinos e quebradi¢cos (BEHERA
et al.,, 2022).

Em relagdo as propriedades mecanicas dos PHAs, ocorre uma variagao proporcional ao
tamanho da cadeia do polimero. Geralmente, uma maior flexibilidade e elasticidade é
apresentada nos PHAmcl em relagao aos PHAscl. Os PHAscl possuem a caracteristica de serem
muito cristalinos e quebradicos (BEHERA et al., 2022). Porém, em alguns casos, PHAs com
mesmo numero de carbonos em suas cadeias podem apresentar propriedades mecanicas bem
diferentes devido a posicao do grupo R na cadeia, que pode alterar a estrutura tridimensional
do polimero, modificando suas propriedades mecanicas e sua cristalinidade. Estas
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caracteristicas tornam os PHAmcl mais apropriados para aplicacdes médicas (SANHUEZA et
al., 2019).

Portanto, a partir da modificacdo estrutural, pode-se obter PHAs com propriedades bem
variadas dos PHAs, tanto do ponto de vista de propriedades mecanicas como de propriedades
fisico-quimicas, como resisténcia a umidade e barreira. A Tabela 2 apresenta valores de
propriedades mecanicas para alguns PHAs.

Tabela 2: Diferentes PHAs e suas principais propriedades

Resisténcia ao

; Temperatura de Médulo de Tensdo de Elongagdoatéa .
Polimero N impacto izod
Fusdo (°C) Young (GPa) ruptura (MPa) ruptura (%) (4/m)
P(3HB)* 179 3,5 40 5 50
P(3HB-co-3HV)? 60
3 mol% 3HV 170 2,9 38 - 95
9mol% 3HV 162 1,9 37 - 120
14 mol% 3HV 150 1,5 35 - 200
20 mol% 3HV 145 1,2 32 - 400
25 mol% 3HV 137 0,7 30 -
P(3HB-co-3HB)®
3 mol% 4HB 166 - 28 45 -
10 mol% 4HB 159 - 24 242 -
16 mol% 4HB - - 26 444 -
64 mol% 4HB 50 30 17 591 -
90 mol% 4HB 50 100 65 1080 -
P(4HB)* 53 149 104 1000 -
P(3HHx-co-3HO)® 61 - 10 300 -
Polipropileno 170 1,7 34,5 400 45
Tereftalato de polietileno 262 2,2 56 7300 3400
Poliestireno 110 3,1 50 - 21

Fonte: LEE, 1996a

Todas essas propriedades possibilitam a aplicaggo dos PHAs em diversas
funcionalidades. Propriedades como biodegradabilidade, biocompatibilidade e nao
toxicidade, por exemplo, sdo essenciais para aplicagdes na drea médica como administracao
de medicamentos, engenharia de tecidos e curativos. Adicionalmente, o PHA pode ser
aplicado no ramo agricola, uma vez que é capaz de melhorar propriedades nutricionais das
plantas em ambientes sob condi¢cdes de estresse. Outras aplicagGes agricolas envolvem a
protecdo dos cultivos com a utilizacdo desses filmes plasticos biodegradaveis, além de
encapsulamento de sementes e fertilizantes (SHARMA; SEHGAL; GUPTA, 2021).

2.1.4 Poli-3-hidroxibutirato (P(3HB))

Uma pequena quantidade de PHAs s3do caracterizados e produzidos em grandes
guantidades, dentre esses, estd incluido o P(3HB), o PHA melhor caracterizado e mais
utilizado. O P(3HB) é um PHAscl que possui acima de 50 % de cristalinidade, caracteristica que
se deve ao fato das suas cadeias poliméricas estarem em uma configuracdo isostatica
(CZERNIECKA-KUBICKA et al., 2017; SANHUEZA et al., 2019). Possui alta versatilidade,
podendo ser extrusado, transformado em filmes, moldado ou fiado em fibras. Além disso, o
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P(3HB) possui propriedades semelhantes aos plasticos convencionais, como, por exemplo, o
polietileno e polipropileno. Adicionalmente, com o objetivo de produgado de heteropolimeros,
é possivel realizar misturas de P(3HB) com outros polimeros para essa finalidade (SANHUEZA
et al.,, 2019).

Na Tabela 3 estdo apresentadas algumas das propriedades do P(3HB) comparativamente
com as propriedades do polipropileno.

Tabela 3: Comparativo das propriedades do biopolimero P(3HB) com o polimero
polipropileno

" Plastico . .
Parametros . Biopolimero
convencional

PP P(3HB)
Temperatura de fusdo (°C) 170 168-182
Cristalinidade (%) 50-70 60
Temperatura de transi¢ao vitrea (°C) -10 2-4
Elongacao de ruptura (%) 400 5
Forca de tensdo (Mpa) 38 43

Fonte: Adaptada de BELLINI et al., 2022

O P(3HB) é produzido mundialmente por varias empresas, porém, comparativamente aos
plasticos petroquimicos, esse biopolimero possui uma desvantagem de possuir um alto custo
de producdo, devido a sua fonte de carbono e pelo fator de ser intracelular, o que ocasiona
um alto custo também na etapa de recuperacdo. Entretanto, suas propriedades de
biodegradabilidade, biocompatibilidade e ndao toxicidade atraem aten¢ao para a sua
produgado. Alguns exemplos de empresas produtoras de P(3HB) estdo ilustradas na Tabela 4.

Tabela 4: Empresas produtoras de P(3HB) ao redor do mundo.

. Produgdo

Empresa Tipo de PHA
(ton/ano)

Medpha, China P3HB4HB @oo0
COFCO, China PHB @000
TianAn Biopolymer, China PHBV 2000
GreenBio, Tianjin, China P3HB4HB 10000
Danimer Scientific, EUA PHBHHXx Mo000
Metabolix, EUA P3HB4HB 5000
Kaneka, Japao PHBHHx 5000
Biocycle, Brasil PHB 100

Fonte: Adaptada de TAN et al., 2021
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2.2 Produc¢do de PHA por Bacillus megaterium

Dentre os microrganismos produtores de P(3HB) estdo as cepas do género Bacillus.

A bactéria Bacillus megaterium tem a capacidade de viver em diversos habitats, tais como
solo, agua do mar, sedimentos, peixes e outros. Além disso, € uma bactéria Gram-positiva e
possui as caracteristicas de ser aerdbia e formadora de esporos. Possui a capacidade de
producdo de P(3HB) nos primeiros estagios da esporulacdo, esse polimero terd a funcao de
ser a fonte de carbono para a biossintese do esporo. (VARY et al., 2007; CAL et al., 2021).

Mundialmente, a obtencdo de P(3HB) primeiramente foi a partir da bactéria B.
megaterium, no entanto, sua producdao em escala industrial foi majoritariamente a partir de
proteobactérias gram-negativas. Uma grande vantagem da producdo de P(3HB) por B.
megaterium é sua capacidade de producdo por diversas fontes de carbono de menor custo,
tais como lactose, sacarose e outros. (CAL et al., 2021; FACCIN, 2007).

Mohanrasu et al. (2020) estudaram a producdo de P(3HB) a partir de diversos substratos,
utilizando uma cepa da B. megaterium obtida de amostras marinhas e sedimentos de agua
identificada por B. megaterium MK386891. O grupo utilizou diversas fontes de carbono para
produzir P(3HB), dentre elas glicose, arabinose, glicerol, acido latico, lactose, manitol, acetato
de sddio, amido e sacarose a 20 g-L™. Foi observado que a B. megaterium acumulou a
quantidade maxima de P(3HB) (2,74 g-L!) utilizando glicose como substrato, apds glicerol,
lactose, acetato de sddio, manitol, sacarose, acido latico, arabinose e amido com 2,07 g-L.

No estudo de Mohanrasu et al. (2020), também foi avaliado o efeito do pH na producdo
de P(3HB) e verificou-se que a B. megaterium foi capaz de produzir o polimero na faixa de pH
de 6-9, com produc¢do maxima (2,96 g-L'!) no pH 7. Adicionalmente, nas faixas de pH <6 e >9
foi verificada produgao de polimero em menor quantidade.

Lépez et al. (2012) avaliaram a capacidade da cepa de B. megaterium BBST4 em relagdo
ao acumulo de P(3HB) em condig¢bes de cultivo limitadas. As fontes de carbono utilizadas
foram glicose e glicerol. Os resultados apresentados pelo grupo utilizando essas duas fontes
estdo apresentados na Tabela 5. Foi observado que a fermentacdo da amostra GLY-1 de
glicerol necessitou do maior tempo de fermentacao entre todas as amostras. Como GLU-1 e
GLY-1 foram estudados nas mesmas condi¢des, o grupo concluiu que a B. megaterium possui
capacidade de metabolizar mais rapidamente a glicose. Nas amostras GLU-2 e GLY-2 a razao
carbono para nitrogénio foi maior do que nas outras amostras, indicando que uma maior razao
carbono para nitrogénio resulta em menor acimulo de P(3HB). Isso foi atribuido ao fato que
essa condicdo induziu a formacgao de esporos e, consequente, baixa produtividade de P(3HB).

O trabalho teve como conclusao que a B. megaterium pode levar a uma alta producao de
P(3HB) se aplicadas condi¢des adequadas de fermentacdo e pode utilizar o glicerol como seu
substrato, sendo essa uma estratégia de reducdo de custo de produgdo do polimero P(3HB) e
ao mesmo tempo de valoriza¢ao do glicerol, um subproduto da producao de biodiesel.
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Tabela 5: Comparativo da utilizacdo da bactéria B. megaterium em diferentes experimentos
em biorreator

. Fonte de ICa Tempo DCW PHB PHB RB Produtividade (g/L/h)
Fermentagao carbono Cultura
(/L) (h) (8/L) (/L) (%) (/L) PHB RDW
GLU-1 Glicose lote 20 34 51 3,0 59 2,1 0,088 0,062
GLU-2 Glicose lote alimentado 25 32 11,3 3,3 29 8,0 0,103 0,251
GLY-1 Glicerol lote 20 42 5,7 3,4 60 2,3 0,081 0,055
GLY-2 Glicerol lote 50 32 7,8 2,4 31 5,4 0,075 0,168

Fonte: LOPEZ et al., 2012

2.3 Uso de residuos industriais como fontes de carbono

Uma alternativa para reduzir o custo total de producdo do P(3HB) é a utilizacdo de residuos
industriais como fonte de substrato para a bactéria. A exemplo disso, os residuos da industria
de laticinios vém sendo muito estudados como uma alternativa. RamKumar Pandian et al.
(2010) avaliaram o uso de soro gerado a partir da prensagem do queijo como fonte de carbono
na producdo do P(3HB), mostrando que a bactéria B. megaterium SRKP-3 sintetiza de forma
muito eficiente esses residuos. Neste caso, o uso do soro de leite para producdo de P(3HB)
traria dois beneficios importantes: (i) dar um destino mais nobre a esse residuo, que é
considerado poluente, devido a sua alta demanda bioldgica de oxigénio, e possui um custo
alto de descarte; (ii) diminuicdo de custos de produgdo do PHB.

RamKumar Pandian et al. (2010) realizaram um estudo com a combinacdo de residuos
lacteos, farelo de arroz e dgua do mar com a funcdo de substratos para a producdo de P(3HB)
por B. megaterium. O uso de agua do mar como substrato baseou-se no fato que o cloreto de
soédio, presente na agua marinha, é considerado um importante nutriente para a producao de
P(3HB), sendo uma fonte de minerais para a bactéria. O farelo de arroz funcionou como a
fonte de nitrogénio para a bactéria B. megaterium. Nesse estudo, foi concluido que a
combinagdo dos residuos lacteos, farelo de arroz e dgua do mar possibilitou a obtengdo de
P(3HB) a partir da bactéria B. megaterium de 11,32 g-L%, o que pode vir a contribuir como uma
disposicao para residuos lacteos.

Page (1992) realizou um estudo envolvendo melago de beterraba como a principal fonte
de carbono para a produ¢dao de PHA por Azotobacter vinelandii UWD e conseguiu, dessa
forma, reduzir em 1/3 o custo de produgdo comparativamente a utilizacdo da glicose para a
produgao do polimero.

Rami Reddy Tadi et al. (2021) investigaram a utilizacdo do farelo de milheto e farinha de
colza como substrato para a producdo de P(3HB) por B. megaterium. Foram verificadas
diversas vantagens na utilizacdo desses substratos. Primeiramente, o farelo de milheto
corresponde a cerca de 8-15 % dos residuos gerados nas industrias de processamento de
milheto e possuem uma quantidade relevante de nutrientes essenciais que podem auxiliar na
producdo do P(3HB). A farinha de colza apresenta um alto teor de proteina e carboidratos, o
gue a torna interessante para ser utilizada como substrato na producao do polimero.

Gowda e Shivakumar (2014) avaliaram o uso do amido como substrato para producdo de
P(3HB) a partir da cepa Bacillus Thuringiensis IAM 12077. O amido primeiramente passou pelo
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processo de hidrdlise para liberacdo dos acucares a fim de facilitar sua metabolizacdo pela
bactéria. O amido foi obtido dos residuos agroindustriais farelo de arroz, farelo de trigo,
semente de jaca, casca de batata, casca de manga, casca de ragi, palha e casca de jowar, além
de farelo de soja. Dentre esses residuos tratados por hidrdlise acida, o pé de semente de jaca
como o substrato que levou a producdo maxima de P(3HB). A enzima inata hidrolisada da
casca de manga também se mostrou um bom substrato para a producdo do polimero.

Hassemer et al. (2021) utilizaram aguas residuais de confeitaria e d4gua de parboilizacdo do
arroz como substratos na producdo de P(3HB) por B. megaterium. Os resultados foram
bastante promissores e podem valorizar esses residuos, além de reduzir o custo produtivo do
P(3HB), uma vez que o custo da fonte de carbono na producdo de P(3HB) pode representar
de 70 a 80 % do custo total de producdo (CHOI; LEE, 1997).
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3 Materiais e Métodos

Os experimentos detalhados no seguinte trabalho foram realizados no Laboratério de
Bioprocessos (LABIO), localizado no Anexo | do Campus Saude da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). A fim de verificar o potencial de utilizacdo de residuos para a producdo
de P(3HB) por P. megaterium (reclassificada, anteriormente B. megaterium), foram realizados
cultivos em batelada com os residuos cedidos pelas industria de doces Florestal, industria de
chocolate Florybal e industria de leite Santa Clara, com ensaios realizados em duplicata.

3.1 Microrganismo e meios de cultivo

3.1.1 Microrganismo utilizado

O microrganismo utilizado no presente trabalho para sintetizar o biopolimero P(3HB) nos
cultivos com diferentes residuos foi a bactéria P. megaterium, armazenada congelada em
solucdo composta contendo 20 % de glicerol.

3.1.2 Condicbes do Pré-indculo

Para reativacdo das bactérias preparou-se o pré-indculo em capela de fluxo laminar
previamente limpa e esterilizada com luz ultravioleta (UV) durante 15 min. O pré-indculo foi
obtido apds adicionar a bactéria P. megaterium, da cultura estoque, em frasco erlenmeyer de
250 mL contendo 48 mL de solucdo de meio mineral (descrita na sec¢dao 3.1.3) e sacarose
(16 g-L1), com adicdo de 2 mL de solucio de sulfato de aménio (50 g-L!) (essas solucdes foram
misturadas apos terem sido autoclavadas separadamente). Os frascos foram colocados em
estufa incubadora rotatdria durante 20 horas, com agitacdo e temperatura controlados nos
valores de 180 rpm e 30 °C, respectivamente. O pré-inéculo contendo sacarose em meio
mineral, apds 20 h de cultivo, foi utilizado para inocular todos os cultivos realizados,
independente do meio de cultivo. Para minimizar diferenga de crescimento entre pré-indculos
produzidos em dias diferentes, padronizou-se o indculo por meio de diluigdo do pré-indculo
com meio mineral estéril conforme esta descrito na Se¢ao 3.1.8.

3.1.3 Meio mineral

A fonte de carbono utilizada como controle nesse estudo foi a sacarose na concentragao
de 16 g-L'* com adicdo de sulfato de aménio (2 g-L™?) como fonte de nitrogénio, mantendo a
razdo carbono nitrogénio descrita na literatura (FACCIN, 2012). A essa solu¢do foram
adicionadas solug¢des de meio mineral e de micronutrientes, a composi¢dao e concentragao
dessas solugbes estdo descritas nas Tabelas 6 e 7. Este meio sintético é considerado completo
sendo adicionados diversos nutrientes e sera utilizado de base para comparacdo de
crescimento e producdao de biopolimero. Ressalta-se que este é o meio no qual serdo
realizados todos os pré-indculos utilizados nos cultivos contendo os diferentes meios.
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Tabela 6: Composi¢cdo do meio mineral.

Composto Concentragao
MgS0,.7H,0 0,008gL"
Na,HPO, 36gL"
KH,PO, 1,5gL"
FeSO,.7H,0 0,05gL"
CaCl,.2H,0 0,01gL"
Acido Citrico 01glL"
Solucdo de Micronutrientes 1mLL?

Tabela 7: Composicdo da solucdo de micronutrientes

Composto Concentragao

H,BO; 300 mg-L™*
CoCl,.6H,0 200 mg-L™*
ZnS0,.7H,0 30mgL"
MnCl,.4H,0 30mgL*
(NH,)6Mo0,0,,.4H,0 30mgL?
NiSO, 7H,0 30mgL?t
CuS0,.5H,0 10 mg-L™

3.1.4 Avaliagdo inicial do potencial de crescimento nos residuos industriais

Com o objetivo de verificar o crescimento de biomassa nos diferentes meios com residuos,
foi realizada uma primeira produ¢dao para os residuos da industria de chocolate Florybal,
industria de doces Florestal e o permeado de leite (descricdao do residuo e sua origem serao
apresentados em sec¢Oes posteriores). Assim, foi possivel definir se havia necessidade de
diluicdo do meio e se 0 microrganismo era capaz de crescer em tais meios. Esses resultados
iniciais ndo serdo apresentados neste trabalho.

Na primeira producdo realizada no residuo da industria de doces Florestal, foram
preparadas duas solugées do residuo, sendo uma diluida 10 vezes em agua e outra contendo
o residuo bruto. Como a solucdo inicial apresentava um pH acido, foi realizado o ajuste de pH
até 7 utilizando solu¢do 0,4 M de NaOH.

Para a primeira producao utilizando o residuo permeado de leite foi preparada uma
solucdo do permeado de leite diluido 4 vezes em agua. O pH da solugao foi ajustado até 7 com
uma soluc¢ao de NaOH 0,4 M.

No primeiro cultivo do residuo da industria Florybal foi preparada uma solu¢dao com o
residuo de chocolate contendo 16 g de agucares (calculado conforme % de agucares
determinado na massa de chocolate) em 500 mL de 4gua quente, em seguida foi submetido a
agitacdo magnética (Figura 5). Para cada meio de cultivo descrito acima, foram preparados 2
erlenmeyers contendo 48 mL. Procedeu-se a esterilizacdo por 15 min na temperatura de
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121 °Cem autoclave. Imediatamente antes do inéculo (2 % do volume de trabalho) adicionou-
se em ambiente estéril a solu¢do de sulfato de amdnio (50 g-L!), previamente autoclavada, na
guantidade calculada para cada meio a fim de respeitar a razdo C:N empregada no cultivo
controle (com meio mineral). Ndo foram adicionados outros nutrientes.

3.1.5 Residuo da industria de chocolate Florybal

O residuo utilizado foi doado pela industria Florybal, localizada em Gramado, no Rio
Grande do Sul. E um residuo do processo de producdo de chocolates, esse residuo fica
acumulado nos dosadores dos equipamentos. E uma mistura heterogénea de chocolate e
recheio de frutas. Apds o processamento, a indUstria descarta esse residuo por meio de envio
para queima, e as cinzas restantes sao utilizadas na industria de cimento. O residuo estd
ilustrado na Figura 3.

Figura 3: Residuo de chocolate com recheio doados pela industria Florybal

Para realizar a producgdo, foi preparada uma solugdao com o residuo de chocolate Florybal
contendo 16 g-L' de agucares, (sabendo que aproximadamente 49 % da massa de chocolate
é agucar, conforme verificado na se¢ao 4.1) em 1 L de dgua quente, em seguida, esta solugao
foi submetida a agitacdo magnética, como pode ser ilustrado na Figura 5. Apds, ajustou-se o
pH da solugdo até 7 com NaOH 0,4 M. O extrato foi separado em duas partes de 450 mL, sendo
gue uma das partes seguiu para etapa adicional de centrifugacdo, para remoc¢do do excesso
de cacau. A partir dos 450 mL que foram para a etapa de centrifugacdo, aproveitou-se o
sobrenadante, o qual foi adicionado na quantidade de 48 mL em 8 erlenmeyers de 250 mL. O
restante dos 450 mL, sem a centrifugacdo do extrato, foi adicionado na quantidade de 48 mL
em 8 erlenmeyers de 250 mL. Para ambas as situacdes, dos 8 erlenmeyers, 2 foram cultivados
por 20 h, 2 para 24 h, 2 para 28 h e 2 para 48 h. Procedeu-se a esterilizacao por 15 min na
temperatura de 121 °C em autoclave, para garantir a esterilizacdo dos meios. Imediatamente
antes do indculo adicionou-se em ambiente estéril a solugdo de sulfato de amonio (2 mL),
previamente autoclavada, a fim de respeitar a razdao C:N empregada no cultivo controle (com
meio mineral). Cabe ressaltar que nao foram adicionados outros nutrientes, além da fonte de
nitrogénio.
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Figura 4: Homogeinizacdo do extrato de chocolate Florybal em agua

[ Magnetic stipre,

O cultivo objetivou verificar o crescimento celular apds a realizacdo do método de
centrifugacao para remogdo do excesso de gordura e cacau do extrato, em comparagao a nao
realizar essa etapa adicional. Para este meio realizou-se cultivo por tempo maior (2 frascos
adicionais para tempo de 48 h), pois a amostra possui bastantes dacidos graxos (ndo
determinados neste trabalho) que poderiam servir como substrato para a bactéria P.
megaterium.

3.1.6 Efluente da industria de doces Florestal

O efluente da industria de doces foi doado pela empresa Florestal Alimentos, localizada
no municipio de Lajeado, no Rio Grande do Sul. O efluente é proveniente da limpeza dos
setores e lavagens de maquindrios e possui uma DQO média de 12.000 a 18.000 mg-L?,
segundo informado pela empresa. A relagao das principais substancias e matérias-primas
passiveis de estarem presentes no efluente sdo: aglcar, xarope de glicose, goma base para
chiclete, aromas, café solivel em pé, leite condensado, gordura vegetal hidrogenada, acido
citrico, manteiga de leite, manteiga de cacau, licor de cacau, sorbitol, soro de leite, corantes
artificiais e naturais, lecitina de soja, polpas de fruta, amido de milho, talco grau alimenticio,
NaCl, isomalte, monitol, edulcorantes artificiais, glicerina, goma arabica, cera de carnauba,
proteina de leite, gelatina, amendoim, pasta de amendoim, bicarbonato de sddio, detergentes
e hidréxido de sédio. O relatdrio de analises do efluente é apresentado no Anexo A.

Figura 5: Solugdo residual da industria de doces Florestal
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Em uma segunda batelada, apds a batelada de avaliacdo inicial do potencial de
crescimento em cada cultivo e apds verificacdo dos resultados de HPLC, optou-se por preparar
solugdes concentradas do residuo (Figura 5). O pH da solucdo foi ajustado para 7. Foram
preparadas solucdes em duplicatas para os tempos de 20 h, 24 h e 28 h de cultivo. Procedeu-
se a esterilizacdo por 15 min na temperatura de 121 °C em autoclave. Imediatamente antes
de adicionar 1 mL do indculo adicionou-se em ambiente estéril a solugdo de sulfato de amoénio
(1,2 mL), previamente autoclavada, a fim de respeitar a razao C:N empregada no cultivo
controle (com meio mineral).

3.1.7 Permeado de leite

O permeado de leite foi doado pela Cooperativa Santa Clara Ltda., localizada em Carlos
Barbosa, no Rio Grande do Sul. O permeado de leite é obtido a partir do processo de
ultrafiltracdo do soro de leite com o objetivo de isolar as proteinas do soro de leite, que ficam
retidas.

Em uma segunda batelada, foram preparadas amostras em duplicata de permeado de leite
com enzima lactase e permeado de leite sem enzima lactase para os tempos 20 h, 24 he 28 h.
Para a solucdo de permeado de leite com enzima, foi acrescentado 600 pL de enzima lactase
para 400 mL de permeado de leite, e agitou-se durante 4 horas em agitador magnético. Antes
da inoculacdo, a quantidade de sulfato de amoénio adicionada foi ajustada para seguir a
proporcao de 16 g de agucares totais para 2 g de sulfato de amoénio, resultando em 0,34 mL
de sulfato de amonio adicionado para 48 mL da solucdo de permeado de leite. Antes da
ativagdo do microrganismo, os erlenmeyers contendo as amostras foram postos em autoclave
na temperatura de 121 °C durante 15 min para garantir a esterilizacdo dos meios.

3.1.8 Cultivo em diferentes meios

Com finalidade de padronizagdo do indculo, os pré-inéculos contendo P. megaterium
foram analisados em espectrofotometro de absorgao molecular na regiao do visivel T80 (PG
Instruments, no comprimento de onda em 600 nm) e diluidos até atingirem mesma
absorbancia e assim padronizar a quantidade de células, inoculada posteriormente em
diferentes meios. O valor de absorbancia padrdao escolhido foi em 1,38, obtido por meio da
diluicdo em 7 vezes com adi¢ao de meio mineral estéril.

Apds, em capela de fluxo laminar, previamente limpa e esterilizada com UV durante
15 min, foram adicionados a cada uma das solu¢des de substrato, cujo preparo foi descrito
nas segdes 3.1.5, 3.1.6 e 3.1.7, 1 mL do pré-inéculo diluido 7 vezes representando 2% do
volume de meio. Os erlenmeyers contendo os meios inoculados foram colocados em estufa
incubadora rotatdria, com agitacdo e temperatura controlados nos valores de 180 rpm e
30 °C, respectivamente. Os tempos de cultivo foram de 20 h, 24 h e 28 h para todos os meios
e ainda para o meio contendo residuo da Florybal teve-se cultivo também até 48 h. A Figura
6 ilustra as solucdes de meio mineral e residuo da industria de chocolate Florybal apds o
cultivo de 24 h.
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Figura 6: Meios apos cultivo em 24 horas

3.2 Analises

3.2.1 Determinagdo da biomassa

A biomassa no meio cultivo foi quantificada através do método de gravimetria.
Primeiramente, tubos falcons vazios foram colocados em estufa em temperatura de 80°C
durante 24 horas, apds pesou-se os tubos vazios em balanga analitica.

Apbs o cultivo, foram recolhidas amostras de 20 mL no total do meio em duplicata para
cada tempo de permanéncia na incubadora rotatdria (18 h, 24 h e 28 h e para o cultivo da
Florybal também de 48 h). Foi realizada centrifugacdo do material, duas vezes, recolhendo
10 mL de amostra em cada vez, durante 15 min e 4000 rpm. Os sobrenadantes apds as
centrifugacoes foram recolhidos e reservados para posteriores analises de pH e aglcares em
HPLC. Na terceira centrifugacao, os tubos falcons com a biomassa sedimentada foram lavados
com 10 mL de dgua destilada. Apds, os tubos contendo a biomassa foram colocados em estufa
em temperatura de 80 °C até atingirem massa constante e pesados em balanga analitica. Para
o célculo do valor da biomassa por gravimetria, foi feita a diferenga entre o valor da massa do
tubo falcon contendo a biomassa e o valor da massa do tubo falcon vazio. Apds esta analise
os tubos contendo a biomassa foram reservados para a quantificacao de P(3HB).

3.2.2 Quantificagdo de agucares

Com o objetivo de quantificar os niveis de sacarideos nos substratos utilizados neste
trabalho, foi realizada andlise em HPLC (High Performance Liquid Cromatography), utilizando
detector de indice de refracdo e coluna Rezex RHM — Monosaccharide H+ (8 %) — 300 x
7,8 mm, usando agua como fase mével com temperatura de 80 °C na coluna e 55 °C no
detector.

3.2.3 Construgdo de curvas padrdo

Primeiramente, foram preparadas solucdbes em dgua de glicose, sacarose, lactose,
galactose e frutose nas concentracdes de 0,5 g-L'!, 1 g-L'%, 2 g-L, 3 g-Lre 4 g-L. As solucdes
foram filtradas em holders com uma membrana de material com poros de 22 um, a fim de
evitar contaminacdo no HPLC. Cabe mencionar que a sacarose nas condi¢cdes de andlise em
HPLC sofre hidrdlise e é quantificada como soma da glicose mais frutose.
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A partir dos cromatogramas obtidos, construiu-se curvas padrdes para cada um dos
sacarideos, cominterseccdo forcada no ponto (0,0). As curvas padrdes obtidas estdo ilustradas

nas Figuras 7, 8, 9 e 10.
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Figura 7: Curva padrdo da glicose
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Figura 8: Curva padrdo da lactose
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Figura 9: Curva padrao da frutose
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Figura 10: Curva padrdo da galactose
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3.2.4 Quantificagdo de agucares nos substratos

Para quantificar os agucares presentes nas amostras de permeado de soro de leite, residuo
daindustria de doces Florestal e residuo da industria de chocolates Florybal foram preparadas
solucdes diluidas, para garantir uma concentracdo entre 0,5 g-L"*e 4 g-L "2 e assim o ponto estar
dentro da faixa de concentragdes das curvas padrao.

3.2.5 Quantificagdo de agucares apds produgdo

A fim de quantificar os aglcares remanescente apds periodo de amostragem do cultivo
em batelada, realizou-se analises em HPLC do sobrenadante da metodologia de gravimetria
utilizada para quantificacao da biomassa.

3.2.6 Teste de precipitacdo

Com finalidade de reduzir o erro de quantificacdo da biomassa, realizou-se testes com os
residuos utilizados como meio de cultura. Para quantificar os sélidos particulados
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eventualmente existentes no meio. Para tanto, foram realizadas centrifugag¢ées (15 min e
4000 rpm) de cada fonte de carbono. Foram adicionados em cada tubo falcon 20 mL de cada
fonte de carbono. Metodologia empregada foi a mesma da quantificacdo de biomassa, mas
realizada com o meio sem ser inoculado.

Para o residuo da industria de chocolates Florybal observou-se grande quantidade de
precipitado, composto principalmente por cacau e acidos graxos. Com o objetivo de minimizar
a interferéncia dessa grande quantidade de precipitado, foram realizados dois testes de
remocdo desse precipitado. O primeiro foi em centrifuga refrigerada, o qual seguiu a mesma
metodologia para os outros dois residuos. O segundo teste foi realizado a partir da colocacao
da solucdo de chocolate e dgua em um banho de gelo. Aguardou-se a formacdo de uma nata
na camada superior da solucdo, e precipitacdo do cacau. Apds, foi recolhida a solucdo
intermediaria.

Ambas as solucGes resultantes de cada teste, centrifugacdo e banho de gelo, foram
centrifugadas para verificar a quantidade final obtida de precipitado seguindo método
gravimétrico.

3.2.7 Quantificagéo de P(3HB)

Para verificacdo da producao do polimero P(3HB) foi realizado o método descrito por Riis
e May (1988). Inicialmente a quantidade de 0,04 g de cada amostra de biomassa seca foi
pesada em balanca analitica e colocadas em frasco hermético, adicionalmente, foram pesadas
as quantidades de 0,005 g, 0,010 g, 0,02 g, 0,03 g e 0,04 g do polimero puro comercial (SIGMA
ALDRICH) para construcdo da curva padrdo. Apds, as amostras foram submetidas a
propandlise, com o objetivo de quebrar o polimero e esterificar os componentes para sua
qguantificagdo em cromatografia gasosa. Para realizar a propandlise, foram adicionados em
cada tubo contendo as amostras, 2 mL de n-propanol acidificado com acido cloridrico
(4:1v/v), 2 mL de dicloroetano e 200 uL do padrio acido benzoico (diluido em n-propanol).
Os tubos foram hermeticamente fechados e colocados em banho maria na temperatura de
98 °C pelo tempo de 2,5 h e agitados a cada 20 min. Apds esse processo, aguardou-se os tubos
ficarem em temperatura ambiente e foram adicionados 4 mL de agua destilada com posterior
agitacdo. Foi coletada a fase organica para andlise em cromatdgrafo gasoso, marca Agilent.
No cromatografo, com detector de ionizagdo de chama, utilizando coluna Elite-WAX, foram
injetados 2 L de cada amostra e foi utilizado N2 como gés de arraste, na vazdo de 2 mL/min.
A curva padrao obtida para correlagdo da massa de P(3HB) com a razao das areas do pico de
P(3HB) e padrao de acido benzoico estd ilustrada na Figura 11. Adicionalmente, o pico
caracteristico do P(3HB) pode ser verificado na Figura 12.
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Figura 11: Curva padrdo para quantificacdo de P(3HB).
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O percentual de polimero P(3HB) em cada cultivo foi calculado a partir da Equacdo 1, onde X
é a quantidade de biomassa.

P(3HB)x100

%P(3HB) = <

(1)
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Figura 12: Exemplo de cromatograma relativo a amostra padrdo de P(3HB). Sendo o pico 1
referente ao dicloroetano, o pico 2 referente ao polimero P(3HB) e o pico 3 referente ao pico
do padrao acido benzoico
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3.2.8 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada no software Past, utilizando a metodologia
de analise de variancia (ANOVA) e Teste de Tukey, com grau de confianca de 95 %. O teste foi
aplicado somente para as linhas, sendo que diferentes letras em uma mesma linha ilustram
resultados com diferenca significativa. Quando duas letras estdo juntas é porque esse
resultado nao difere significativamente com nenhum correspondente aquelas letras.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Acgucares nos substratos

Para caracterizacdo do substrato a ser utilizado nos cultivos, realizou-se andlise de
acucares em HPLC. Foram obtidos os resultados descritos na Tabela 8.

Tabela 8: Concentracdo de diferentes tipos de aglcares por substrato avaliado.

Fonte de carbono Glicose Lactose Frutose Galactose Total
Residuo Florybal (g-L-1 )* 1,09 0,31 0,99 - 2,39
Residuo Florestal (g-L-1) 5,73 - 4,13 - 9,86
Permeado de leite (g-L-1) 0,53 1,10 - 1,12 2,75

*Partindo de uma concentragado de chocolate no extrato aquoso de 4,87 g-L-1.

Em relacdo ao residuo da industria de chocolates Florybal, em valores percentuais, a
glicose corresponde a 22 % da massa total de chocolate, enquanto a lactose representa 6 % e
a frutose 20 %, totalizando em aproximadamente 49 % de acucares na massa de residuo de
chocolate.

Na amostra de permeado de leite da empresa Santa Clara encontrou-se uma quantidade
muito pequena de aglcares, apenas 2,75 g-L%, sendo que o usual é o permeado de leite
apresentar em torno de 84 % de lactose (ZADOW, 1984) em sua composi¢do. Isso pode ter
ocorrido devido consumo por microrganismos durante transporte e armazenagem até o
periodo de utilizagdo para os cultivos, também evidenciado pelo valor inicial do pH antes da
corre¢ao que era menor que 4.

4.2 Testes de precipitacao

Para minimizar o erro de quantificacdo de biomassa e de percentual de P(3HB) obtido,
realizou-se a determinac¢do de sélidos suspensos conforme descrito na metodologia. Apds
realizacdo de testes de precipitacdao em centrifuga, foram obtidos os resultados de massa de
precipitado apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Massa de precipitado obtida apds centrifugacdo do substrato antes do cultivo.

Fonte de carbono Massa de precipitado (g)
Residuo Florestal 0,0043 + 0,0001
Permeado com enzima 0,0021 +0,0003
Permeado sem enzima 0,0032 + 0,0002

A massa de precipitado obtida foi subtraida no calculo de biomassa apds cultivo dos
substratos devido apresentacdo de massa sdélida no meio utilizado para os cultivos.

4.2.1 Teste de precipitacéo no residuo industrial da empresa Florybal

Em relagdo ao residuo da industria de chocolates Florybal foram observados resultados
bem distintos ao comparar os métodos de centrifugacdo e banho de gelo para remocao do
excesso de cacau e gordura que o extrato do substrato contém.
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0O método de centrifugacdo do extrato de chocolate resultou em uma maior remocdo do
cacau e dos acidos graxos contidos no substrato, jd que a massa de precipitado remanescente
apos a etapa de remocdo dos sélidos resultou em menor quantidade, conforme resultados da
Tabela 10. Apds o método de centrifugacdo, observou-se uma massa de cacau precipitada,
enquanto a gordura formou uma pelicula sobrenadante (Figura 13).

Figura 13: Extrato apds centrifugacdo com pelicula de gordura sobrenadante e precipitado
de cacau.

A partir dos resultados obtidos, optou-se por utilizar o método de centrifugacdo para
remocdo do cacau e gordura do extrato de chocolate Florybal, pois, dessa forma, é minimizada
a interferéncia que essa massa poderia causar nos valores de biomassa e porcentagem final
de P(3HB) obtida, a Figura 14 ilustra a diferenca visual na quantidade de precipitado
remanescente pelos diferentes métodos. Para fins de estimativa da quantidade de precipitado
de cacau para os cultivos de residuo de chocolate Florybal sem centrifugagao prévia, foi feita
uma média entre a quantidade precipitada obtida por ambos os métodos.

Tabela 10: Métodos de remogao do cacau e massa final obtida de precipitado apds
centrifugacao.

Metodologia Massa de precipitado remanescente (g)
Centrifugacao 0,009 + 0,001
Banho de gelo 0,126 = 0,005
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Figura 14: Resultado da precipitacdo de cacau apds métodos de a) banho de gelo b)
centrifugacao.

]

a)

Tabela 11: Acucares resultantes do sobrenadante apds testes de remocao de cacau e acidos
graxos a partir de uma concentrac3o inicial de 32,6 g-L"*de chocolate.

Agucar Centrifugacdo Banho de Gelo
Glicose (gL 8,1+0,3 7,8+0,4
Lactose (g L'l) 2,31+0,08 2,2+0,1
Frutose (g-L™) 7,4+0,2 7,1+04

Os resultados da analise de acglcares contidos no sobrenadante obtido apds os métodos
de remocdo de cacau e acidos graxos, apresentados na Tabela 11, indicam que ndo ocorreu
perda de aguUcar durante a remog¢do destes componentes, uma vez que a quantidade de
aclcares totais no teste de centrifugacdo representa 55 % da massa inicial de chocolate e no
teste envolvendo banho de gelo, os acglcares totais representam 52 % da massa inicial de
chocolate. O resultado da analise em HPLC mostrados na Tabela 8 indicam que o percentual
de massa aproximado de aglcar na massa de chocolate é 49 %, as diferencas nos percentuais
podem ser devido a heterogeneidade da massa de chocolate. Como os resultados obtidos
foram bem préximos, indicam que ndao houve perda significativa de aglcares para a massa
precipitada.

4.3 Acgucares apos cultivos

Os resultados exibidos na Tabela 12 ilustram um grande consumo da glicose no residuo
daindustria Florestal. A concentracdo de aglcar em 28 h esta muito préxima de 0, indicando
gue o tempo de cultivo estd adequado, ndo sendo necessdrio um tempo maior de cultivo.
Em relacdo aos permeados de leite, tanto com enzima quanto sem enzima, como a
concentragao inicial de agucares é bastante baixa, 20 h de cultivo ja foram suficientes para
a producdo ocorrer e os valores de aglcares remanescentes nesses dois meios ndo tiveram
diferenca significativa entre todos os tempos avaliados. A concentracao de aglcares nos
residuos provenientes da industria Florybal ilustram que o consumo da glicose, frutose e
lactose foi bastante baixo, o que explica a baixa quantidade de biomassa obtida nesses
cultivos. Uma das razdes para esse baixo consumo, e consequente baixa producao, pode ser
a auséncia de suplementacdao de micronutrientes e, conforme ja mencionado, a razao
carbono/nitrogénio escolhido pode ndo ter sido adequada para esse cultivo, uma vez que
suas caracteristicas diferem muito do cultivo de meio mineral. Os resultados de glicose e
frutose remanescentes no cultivo de meio mineral ilustram um alto consumo desses
aclcares nas primeiras 20 horas e apds esse tempo decorrido ndo ha diferenca significativa
no consumo.
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Tabela 12: Concentracdo ao longo do tempo dos diferentes tipos de aculcares apds
producdo, sendo CO a concentracao inicial do agucar no substrato.

Substrato Co Agucar 20 h 24 h 28 h 48 h
Residuo 58°+0,1 Glicose 2,9°+0,6 0,54°+ 0,01 0,5°t0,3 .
-1

Florestal (g:L") 472401 Frutose 49°+0,8 2,7°+03 1,3°+0,3 )
Permeado de 1,1°% Lactose 05°+005 051°+001  05°+0,03 )
leite com
enzima (g-L"}) 1,12°* Galactose  0,75°+0,04 0,78°+0,04  0,74° 0,06 )
Permeado de 1,1°% Lactose 0,87°+0,06 0,02°+001  0,92°+0,04 )
leite sem
enzima (g-L")) 1,127% Galactose 06°+0,1  0,73°+001  0,74°+0,05 )

, 8,1 +0,3 Glicose 7,7 +0,4 5,6°+0,4 6°+2 5,7°+0,5
Residuo . ab b b b

A 7,4°+0,2 Frutose 6,1°" +0,5 42°+0,4 4°+2 3,7 £0,3
Florybal (g-L) . ab b b b
2,31° +0,08 Lactose 1,8°°+0,2  1,28°°+0,08 1,3°+05  1,455° +0,002
Florybal 81°+0,3 Glicose 77t1 56°+09 6,11° £ 0,04 6,4°+0,1
ce“fl”f“ga“ 7,4°+0,2 Frutose 6,3°°+0,7 47°+0,7  505°+003  48°+0,1
(gL 2,31° +0,08 Lactose 1,6°+0,1 1,2°+02  1,292°+0,005 1,39° +0,02
Meio mineral Glicose 3,2°40,2 2,6°+0,3 2,38° £ 0,06 )
16**

-1

(s'L?) Frutose 2,57 40,2 2,31 £0,3 2,09 £ 0,06 .

*Nao foi realizada duplicata

**N3o foi quantificado de forma separada entre glicose e frutose, apenas agucares totais

4.4 Crescimento celular

Ap0s o cultivo, foi observado crescimento celular em todas as fontes de carbono avaliadas,
conforme pode ser visualizado na Figura 15. Foram analisados valores de biomassa em cada
tempo de cultivo. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 13. Também foram
analisados os valores de pH dos sobrenadantes dos meios de cultivo. Os resultados obtidos
ap6s medigcdo do pH estdo apresentados na Tabela 14.

Figura 15: Biomassa observada nos diversos meios de cultivo, sendo a) permeado com enzima
b) permeado sem enzima c) residuo da industria de doces Florestal d) sacarose e) residuo da
industria de chocolate Florybal sem centrifugar o extrato f) residuo da industria de chocolate
Florybal com extrato centrifugado.
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megaterium.

B

L

No decorrer do cultivo foi possivel observar turbidez das solu¢des devido ao crescimento
celular. Adicionalmente, foi notado um odor caracteristico do crescimento da bactéria P.
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Tabela 13: Quantidade de biomassa obtida em peso seco ao longo do tempo. CO é a
quantidade de acucares inicial.

Co agucares

Fonte de carbono (1Y) 20h (gL 24h(g-L?) 28h (g-L?) 48h (g-LY)
Meio mineral 16 4,5°+0,2 4,2°+0,3 4,25° +0,07 -
Efluente Florestal 9,86 2,04°+0,09  2,60°+0,06  2,74° +0,01 -
Permeado com enzima 2,75 1,07° + 0,08 1,17 +0,2 1,12 £ 0,03 -
Permeado sem enzima 2,75 0,4°+0,2 0,20° £ 0,02 0,13% £ 0,09 -
Residuo Florybal centrifug 16 1,62° + 0,05 1,8°+0,1 1,71 +0,05  1,89° £ 0,05
Residuo Florybal 16 1,40° £ 0,24 1,6°+0,8 1,22° £ 0,08 2,5°+0,3
Tabela 14: Resultados de pH medidos ao longo do tempo.
Fonte de carbono 20 h 24 h 28 h 48 h
Meio mineral 4,64° +0 4,41° + 0,07 4,39° + 0,04 -
Efluente Florestal 5,75° + 0,01 5,94° + 0,01 6,67° 0,05 -
Permeado com enzima 6,65° 0,15 6,9°°+0,1 7,11° + 0,04 -
Permeado sem enzima 7,51° £ 0,08 7,57° £ 0,05 7,56° + 0,36 -
Residuo Florybal centrifugado 4,69° + 0,01 4,63b +0,00 4,62b +0,02 4,50° + 0,00
Residuo Florybal 460°+0,04  4,60°°+0,02  4,55°°+0,02 44°+0,1

A fonte de carbono sacarose em meio mineral, a qual foi utilizada como controle deste
trabalho, resultou na maior quantidade de biomassa obtida apds o cultivo, dentre os
substratos avaliados. No entanto, a concentragao inicial de sacarose também era maior dentre
a quantidade disponivel de agucar no efluente Florestal e nos permeados. Além disso, essa foi
a unica fonte que foi corretamente suplementada, conforme descrito em Faccin (2007) na
qual foi adicionada a solugdo de micronutrientes bem como continha sais com efeito
tamponante.

Adicionalmente, foi observado que apesar do substrato permeado de leite ndo possuir
uma quantidade grande de agucares, os resultados apresentados na Tabela 13 indicam que a
enzima lactase possibilitou a quebra da lactose em galactose e glicose, facilitando o consumo
pela bactéria P. megaterium e resultando em uma maior quantidade de biomassa em relagao
ao permeado de leite sem enzima.

A partir dos resultados da Tabela 13 verifica-se que a produc¢do a partir dos substratos
meio mineral, permeados com enzima e sem enzima e residuos de chocolate da Florybal nao
apresentaram diferenca significativa com o passar do tempo, indicando que o crescimento
celular ocorreu nas primeiras 20 horas de cultivo. No caso do meio mineral, um estudo
realizado por Faccin (2007) ja havia verificado que 20 h é o tempo necessario para ocorrer o
maximo de produgdo de biomassa, entretanto, foi realizado o cultivo em tempos maiores
(24 h e 28 h) para comparagdo com outros meios testados. No meio composto pelo efluente
da Florestal observou-se diferenca significativa entre 20 h e 24 h de cultivo, entretanto, entre
24 h e 28 h ndo foi observada diferenga significativa, apontando que a producao celular
ocorreu nas primeiras 24 horas de cultivo.
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Em relacdo aos valores obtidos de pH, no substrato de meio mineral, foi observado uma
tendéncia de diminuigdao do pH quanto maior o tempo de cultivo, além disso foi observada
diferenca significativa a partir de 24 h de cultivo. No substrato da industria de doces Florestal
foi observada uma tendéncia de aumento no pH com o aumento do tempo de cultivo, além
de apresentar diferenca significativa entre todos os tempos de cultivo analisados. O aumento
de pH ndo é esperado para o cultivo deste microrganismo e pode indicar morte celular, ainda
gue em parte, possivelmente devido limitacdo de algum nutriente ou inibicdo por algum
componente. Jd4 no caso do permeado com enzima, o pH apresentou uma tendéncia de
aumento e diferenca significativa entre 20 h de cultivo e 28 h de cultivo. No caso do permeado
com a enzima, os valores de pH permaneceram constantes e sem diferenga significativa no
tempo de cultivo. A medicdo dos valores de pH do cultivo a partir do residuo Florybal, com
extrato centrifugado previamente, indica que ha uma tendéncia de queda nos valores de pH
com o maior tempo cultivado, além disso, tempo entre 20 h e 24 h apresentam diferenca
significativa, assim como tempo entre 28 h e 48 h. E em relagdao ao cultivo com residuo
Florybal, com extrato concentrado, foi observada uma diminui¢do no valor de pH ao decorrer
do tempo, sendo que entre 20 h e 48 h os valores apresentam diferenca significativa. Vale
ressaltar que todos os cultivos a partir de residuos tiveram seus pH inicialmente corrigidos
para pH 7 e o cultivo de meio mineral continha tampao.

A limitacdo de nitrogénio pode ser uma das causas da baixa producdo de biomassa nos
residuos provenientes da industria de chocolate Florybal, uma vez que a quantidade de sulfato
de amdnio utilizada foi de 2 g-L, baseado no estudo da melhor concentrac3o de sulfato de
amonio para o meio mineral. Um estudo realizado por Beaulieu et al., (1995) para investigar
a influéncia dos sais de amonio e melago de cana no crescimento de Alcaligenes eutrophus na
producado de P(3HB) concluiu que em pH abaixo de 5,4 o crescimento celular foi descontinuado
em concentracdes acima de 0,5 g-L? de sais de aménio, j& em concentracdes abaixo desse
valor, ndo houve inibi¢ao do crescimento celular ocasionado por pH baixo, entretanto, essas
baixas concentragdes de amodnio no cultivo ndo foi capaz de sustentar crescimento celular por
mais de 24 h. No estudo, o acumulo de P(3HB) so iniciou apds quantidade suficiente de
nitrogénio para sustentar o crescimento. Ainda pode se atribuir a baixa producgao a falta de
suplementacgao de algum nutriente como ferro, magnésio, entre outros.

O fato de os resultados de pH a partir dos cultivos de permeado de leite tenham ficado
praticamente constantes pode ser explicado a partir do estudo realizado por Koller et al.
(2008), que verificaram a producdo de PHAs por soro de leite utilizando Pseudomonas
hidrogenovora e observaram que os valores de pH se mantiveram constantes em meio
utilizando soro de leite e concluiram que uma justificativa para esse fato é que o leite possui
uma alta capacidade de tamponamento natural.

4.5 Quantificagdo de P(3HB)

Conforme descrito no capitulo 3, apds a propandlise, foram obtidos cromatogramas
objetivando quantificacdo do polimero P(3HB) em cada cultivo. A partir dos cromatogramas
obtidos (apresentado no Apéndice), é possivel verificar o pico referente ao biopolimero
P(3HB) em todas as amostras dos diferentes, apontando um potencial utilizacdo desses
residuos industriais para producao deste polimero por P. megaterium.
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Nas amostras referentes aos cultivos utilizando o residuo da industria de chocolate da
Florybal como fonte de carbono observa-se que o pico referente ao P(3HB) é menor que o
pico referente ao padrdo acido benzoico, apontando uma pequena producdo do biopolimero.
Vale ressaltar que existe um erro inerente ao método, uma vez que parte da massa de células
pesada para propandlise contém massa de chocolate, mesmo nas amostras utilizando o
método de precipitacdo de cacau. Devido a isso, o percentual real de biopolimero é maior do
gue o obtido a partir da cromatografia gasosa. Na Tabela 15 esta apresentado o percentual de
P(3HB) obtido em cada meio de cultivo, em relagdao ao permeado de leite sem enzima, o
cultivo ndo produziu quantidade suficiente de biomassa necessdria para o processo de
propandlise, devido a isso, os resultados desse cultivo ndo constam na Tabela 15. Na Figura 16
estd ilustrada a curva de concentracdo do polimero na biomassa obtida em cada cultivo.

Tabela 15: Percentual obtido do polimero P(3HB) em cada cultivo.

Fonte de carbono 20h 24 h 28 h 48 h
Meio mineral 40° £ 7 41° £ 0,4 42° +1 -
Chocolate Florybal 5% +2 5 * 44 +1 2°+2
Chocolate Florybal centrifugado 6 * 4% +2 5°+1 3°+0,2
Efluente Florestal 47° £11 45° +1 39°+1 -
Permeado com enzima 197 +1 18" +5 9*

*Uma das amostras foi perdida durante o processo de propandlise.

Figura 16: Concentracdo obtida do biopolimero P(3HB) produzidos nas biomassas dos
diferentes cultivos.
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Uma das possiveis causas da baixa producdo de P(3HB) nos residuos da industria de
chocolate Florybal e de leite é que em nenhum dos cultivos testados foi suplementado com a
solucdo de micronutrientes, como no meio mineral, como ja mencionado anteriormente. Esse
é um fator muito importante, conforme relatado por RamKumar Pandian et al., (2010) em seu
estudo sobre otimizacdo da producdo de P(3HB) utilizando a 4gua do mar, que concluiram que
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os micronutrientes exercem efeito significativo na producdo de P(3HB) e conseguiram obter
de 0,19 gL' para 6,37 g-L'* de P(3HB) com o meio otimizado com esses nutrientes.

Em relacdo a producdo de permeado com enzima, a producdo de P(3HB) foi mantida
constante no tempo entre 20 h e 24 h, ndo apresentando diferenca significativa, no tempo de
28 h aparentemente houve um decréscimo na producdo, porém a andlise nesse tempo ficou
prejudicada devido a perda de uma das amostras no processo de propandlise, a qual com o
aumento da temperatura, houve aumento da pressao de vapor do dlcool no interior do tubo,
gerando ruptura da tampa e perda do alcool, inviabilizando a analise de cromatografia para
essa amostra. O decréscimo na producdo em 28 h de cultivo pode ter sido ocasionado pelo
consumo do P(3HB) pela bactéria P. megaterium, de acordo com Slepecky e Law, (1961), se
existirem condicbes favoraveis, pode ocorrer a utilizacdo do polimero como fonte de nutriente
no processo de esporulagdo da P. megaterium, pois é um processo que requer energia. Entdo,
uma das razdes para a baixa produc¢do em 28 h pode ser que a falta de micronutrientes, e/ou
incorreta razdo nitrogénio/carbono tornou o meio propicio para o consumo do P(3HB) e
ocorréncia de esporulagdo.

O efluente da industria de doces Florestal obteve uma producao muito proxima ao cultivo
controle (meio mineral), mesmo com quantidade inicial de agticares menor que o cultivo de
meio mineral, indicando um forte potencial desse efluente para producdo de P(3HB) por P.
megaterium. Além disso, esse efluente também ndo foi suplementado com solugdo de
micronutrientes, proporcionando reducdo de custos e maior simplicidade no processo.
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5 Conclusodes e Trabalhos Futuros

Esse trabalho avaliou a producdo do biopolimero P(3HB) e de biomassa a partir de diversos
residuos industriais utilizados como fonte de carbono para a bactéria P. megaterium. Cabe
ressaltar que para efluentes industriais foi adicionado apenas sulfato de amoénio (fonte de
nitrogénio) sem suplementagao de nenhum outro nutriente. Foram avaliados os cultivos em
estufa incubadora rotatéria com tempos de cultivo tempos de 20 h, 24 h, 28 h e 48 h (esse
ultimo, no caso do residuo proveniente da industria Florybal). Em relacdo aos acucares
remanescentes apods cultivo dos meios, verificou-se que houve grande consumo da sacarose
no cultivo utilizando o meio mineral como substrato, no caso do efluente da industria
Florestal, houve um consumo acentuado de glicose e frutose a partir de 24 horas de cultivo.
Nos outros meios analisados ndo houve diferenca significativa no tempo de producao,
sugerindo que algum parametro como incorreta razdo carbono/nitrogénio, falta de
suplementacdo de micronutrientes pode ter afetado o consumo dos acucares. De forma
coerente ao consumo de acucares, houve grande producdao de biomassa no cultivo de meio
mineral e no cultivo do efluente Florestal e pouco crescimento celular a partir dos cultivos do
residuo Florybal e permeados, sendo que o permeado sem enzima apresentou producdo ainda
menor, uma vez que a enzima lactase é capaz de quebrar a lactose em galactose e glicose,
sendo, dessa forma, facilitado o consumo desses acUcares pela bactéria. As maiores
producées de P(3HB) foram a partir do meio mineral (utilizado como meio ideal) e do efluente
da Florestal, uma producdo intermediaria ocorreu a partir do permeado de leite e baixa
producdo obtida a partir do residuo da industria de chocolate Florybal.

Deste modo o presente trabalho verificou que em todos os meios utilizados foi possivel a
producdo de P(3HB) por P. megaterium mesmo sem suplementacdo de macro ou
micronutrientes, indicando grande potencial desses residuos para reduzir o custo de produgdo
do biopolimero, uma vez que o custo do substrato corresponde a um grande percentual nesse
custo. Portanto, a utilizacdo desses residuos industriais tem potencial de viabilizar esse
processo, pois além de possibilitar que esses biopolimeros possam ser produzidos a menor
custo, contribuindo que futuramente, os polimeros petroquimicos sejam substituidos, em
parte, por esses polimeros biodegradaveis, ainda tém o papel de auxiliar no tratamento destes
residuos que seriam destinados para descarte em Esta¢des de Tratamento de Esgoto.

Como sugestdes de trabalhos futuros para resolver alguns problemas na produgdo do
P(3HB) e otimizar a quantidade produzida podem ser mencionadas:

e Desenvolvimento de metodologia para remog¢ao do cacau do extrato utilizando
residuo de chocolate como substrato para remover o erro da quantidade de
biomassa real obtida e possivel erro na quantificacdo de ésteres apds propandlise
para quantificacdo de P(3HB) em andlise por cromatografia gasosa;

e Avaliacgdo da producdo com a adicdo da solucdo de micronutrientes e
macronutrientes para verificar se a baixa producdao ocorreu devido a falta de
suplementacao;

e Producdo de P(3HB) em cultivos contendo permeado de leite e residuo da Florybal
em tempos menores que 20 h para verificar o maximo de producado do polimero;
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Avaliacdo da quantidade de fonte de carbono adequada para otimizacdo da
producdo em todos os cultivos.
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ANEXO A

Este relatério de analises cancela e substitui o

O Relatorio de Analises - N° 251/2022.1
relatério 251/2022.0

I
LACQUA Proposta Comercial: PC61/2021.1

Data de Publicacéo: 16/02/2022 17:07

Identificacdo Conta
Cliente: Florestal Alimentos S/A CNPJ/CPF: 91.155.259/0001-67
Contato: Débora Zimke Telefone: (51) 3710-2088
Endereco: Rodovia BR 386, KM 343, n° 2230 - Montanha - Lajeado - Rio Grande do Sul - CEP: 95900-000 - Brazil

N° Amostra: 251-1/2022.1 - Dados da Coleta
Tipo de Amostra: Efluente Liquido

Data Coleta: 03/02/2022 11:05 Data Recebimento: 03/02/2022 18:41
Local de Coleta: Efluente Bruto Condicdes Climaticas: Tempo Bom
Responsavel pela Coleta: Laboratério Observagoes: PA 251/2022

Resultados Analiticos

Amostragem
Analise Resultado La Referéncia Data Analise
% SMEWW - Método
pH 4,0 1,0-14,0 4500 H B 03/02/2022
Temperatura da Amostra* 30°C 2.40 | SMEWW -Método 03/02/2022
2550 B
Temperatura do Ar* 30°C 2-40 | SMEWW-Método 03/02/2022
2550 B
Fisico Quimico
Andlise Resultado LQ Referéncia Data Analise
DQO* 14540,0 mg Op/L 8,2 POPL 06 10/02/2022
DBOS5* 6975,0 mg O2/L 1,2 SMEWW -Método 10/02/2022
5210B
Fésforo Total* 1,85 mg/L P 0,19 POPL 08 10/02/2022
. - . N SMEWW - Método
Nitrogénio Total Kjeldahl 10,9 mg/L N 3,7 4500 Norg B 09/02/2022
Sélidos Suspensos Totais* 432,9 mglL 3,1 SMEWW:- Método 10/02/2022
2540 D
Surfactantes* (Substancias
tensoativas que reagem ao azul de 11,25 mg/L MBAS 0,09 POPL 24 04/02/2022
metileno)
5 ; s 7 SMEWW - Método
Oleos e Graxas Minerais 62 mg/L 2 5500 D e F 11/02/2022
Sélidos Sedimentaveis* <02 mUL 0,2 SHEWW -Metode 10/02/2022
2540 F
Microbiologico
Analise Resultado LQ Referéncia Data Analise
Coliformes Termotolerantes* | 220000,0 NMP/100mL | 1,8 ET M e 04/02/2022
L'Acqua Tecnologia Ambiental LTDA Pag.1/2

Rodovia RS 128, N°8191 - Bairro Canabarro - Teuténia - RS
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Relatorio de Analises - N° 251/2022.1
Este relatério de andlises cancela e substitui o
relatério 251/2022.0

T
L_ACQUA Proposta Comercial: PC61/2021.1

Notas

Os resultados contidos neste laudo se aplicam somente & amostra ensaida.

Analises da Amostragem sdo realizadas no local da coleta (em campo).

Analises Fisico-Quimicas e Microbioldgicas sao realizadas na sede do Laboratério LACQUA.

Coletas realizadas pelo Laboratério LACQUA seguem os procedimentos do POPL 26 - Amostragem em Efluentes e
Agua Residuais, POPL 80 - Amostragem em Aguas Tratadas e POPL 89 - Amostragem em Aguas Brutas.

Este relatério ndo pode ser reproduzido sem a aprovagao do Laboratério LACQUA, exceto se for reproduzido na integra.
Laboratério cadastrado na FEPAM CCLAAM N° 068/2019

Legendas

PA: Plano de Amostragem

NA: Nao se aplica.

* Analise(s) reconhecida(s) pela Rede Metrolégica RS, conforme NBR ISO/IEC 17025:2017
S: Analise Subcontratada

LQ: Limite de Quantificagao.

SMEWW: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 23nd. Edition.

As datas e horas apresentadas neste documento estdo baseadas no fuso horario:(UTC-03:00) Brasilia

Motivo da Revisao

Erro de digitagdo do resultado do pH.

fepam 2 s el orlian 2o

leo'lbbﬂ!: Cadastrado LABORATORIO RECONHECIDO SEGUNDO
CCLAAM N° 068/2019 A NORMA ABNT NBR ISONIEC 17025

Flavio Remi Rahmeier - Diretor
Responsavel Técnico

A validag@o deste documento pode ser realizada em: portal.mylimsweb.com.

L'Acqua Tecnologia Ambiental LTDA Paq.2/2
Rodovia RS 128, N°8191 - Bairro Canabarro - Teuténia - RS 9
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APENDICES

APENDICE A: Cromatograma referente a fonte de carbono meio mineral cultivada no tempo
de 24 horas.
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APENDICE B: Cromatograma referente a fonte de carbono residuo Florybal cultivada no
tempo de 24 horas.
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APENDICE C: Cromatograma referente a fonte de carbono residuo Florybal com extrato
centrifugado cultivada no tempo de 24 horas.
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APENDICE D: Cromatograma referente a fonte de carbono residuo Florestal cultivada no
tempo de 24 horas.
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APENDICE E: Cromatograma referente a fonte de carbono residuo permeado com enzima
cultivada no tempo de 24 horas.
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