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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo produzir poli-3-hidroxibutirato (PHB) a partir de micro-
organismos com uso de fontes de carbono derivadas de residuos agroindustriais e analisar
comparativamente os custos de producdo envolvidos, em laboratério. O PHB € um tipo de
bioplastico, que sdo biomateriais derivados do metabolismo de micro-organismos submetidos
a crescimento em fontes de carbono. Surgem frente a um acelerado processo de consumo
mundial do petrdleo, que além de ser uma fonte ndo renovavel, ndo é biodegradavel. Séo
necessarias pesquisas para que se consiga produzi-los com custos mais acessiveis, para que 0
mesmo possa concorrer no mercado com os polimeros petroquimicos ndo biodegradaveis. Em
laboratdrio foi avaliada a producdo de do PHB com uso de culturas bacterianas crescidas na
presenca sacarose, glicose e lactose e também em fontes de carbono alternativas derivadas dos
residuos agroindustriais, como o glicerol, melaco e soro de leite. Na producdo do PHB foram
considerados os seguintes parametros: fonte de carbono, concentracdo, pH, temperatura e a
producdo obtida. Os custos de producdo envolvidos foram determinados na condicdo de
laboratério e os resultados analisados comparativamente. O uso de residuos agroindustriais
provenientes do processamento de matéria-prima de origem animal ou vegetal como fontes de
carbono foram vidveis tecnicamente e apresentaram custos de producdo atrativos para
investimento, reduzindo o impacto ambiental no descarte dos residuos agroindustriais.

Palavras-chave: agroindustria, Bradyrhizobium japonicum, custo operacional, micro-
organismos, PHA, PHB.



ABSTRACT

This study aimed to produce poly-3-hidroxybutirate (PHB) from micro-organisms using
carbon sources derived from agro-industrial residues and comparatively analyze of involved
production costs in the laboratory. PHB is a type of bioplastics, which are derived from
micro-organisms undergoing metabolism in growing carbon sources. Come forward at an
accelerated process of global oil consumption, which besides being a non-renewable source,
is not biodegradable. Research is needed so that they can produce them with more affordable,
so that it can compete in the market with non-biodegradable petrochemical polymers. In
laboratory evaluated the production of PHB with use of bacterial cultures grown in the
presence of sucrose, glucose and lactose and also in alternative carbon sources derived from
agricultural residues such as glycerol, molasses and whey. In the production of PHB the
following parameters were considered: carbon source, concentration, pH, temperature and
yield obtained. Production costs involved have been determined in laboratory conditions and
the results analyzed comparatively. The use of organic residues from the processing of raw
materials of animal or plant origin as carbon sources were technically feasible and presented
attractive production costs for investment, reducing the environmental impact on disposal of
agro-industrial waste.

Keywords: agribusiness, Bradyrhizobium japonicum, microorganisms, operational costs,
PHA, PHB.
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Figural4 Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B),
variagdo de pH (C) e produtividade de PHB em relacdo ao PSC (D),
quando cultivado em meio DYG’s. Cultivo realizado a 25°C, 150 rpm e pH
8,0, ettt ettt et e te et et e renrenrenre e 57

Figural5 Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B),
variagdo de pH (C) e produtividade de PHB em relacdo ao PSC (D),
quando cultivado em meio DYG’s. Cultivo realizado a 35°C, 150 rpm e pH
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1- INTRODUGCAO

Os plasticos na sociedade atual tém papel fundamental. Sdo materiais versateis de
grande qualidade para aplicacdo em varios produtos. Nos ultimos 100 anos o uso das
substancias derivadas do petroleo, seja combustivel, fontes de energia ou polimeros sintéticos
tem se tornado cada vez mais frequente. O uso dos plasticos principalmente vem substituindo
matérias-primas convencionais, como papel, papeldo, vidros e metais, em funcéo do seu baixo
custo e grande durabilidade (ROSA et al., 2002).

A maioria dos produtos utilizados no dia-a-dia é originada de matéria-prima derivada
de polimeros, e ainda, os alimentos consumidos, em grande parte, sdo acondicionados em
embalagens plasticas de facil manuseio e praticidade. Essas embalagens e produtos védo desde
garrafas de refrigerantes, passando pelas hastes flexiveis de algod&o, sacos de supermercados,
tubos de PVC, revestimentos de panelas e de latas de conserva, mamadeiras, tintas em geral,
proteses, escovas de dente, para-choques de veiculos, tapetes, cobertores, pneus ou suportes
para componentes eletrénicos, demonstrando que os polimeros sintéticos estdo presentes em
quase a totalidade dos utensilios de uso cotidiano (ROSA et al., 2002).

A grande problemética gerada por essa excessiva utilizagdo de polimeros sintéticos
envolve duas questbes ambientais. A primeira estd no fato de que esses polimeros sdo
derivados do petrdleo que vem a ser um recurso natural ndo renovavel, com possibilidade de
findar-se em pouco tempo caso a demanda de seu uso permaneca como nos dias atuais. A
segunda se relaciona com o tempo de degradacdo desses compostos no meio ambiente.
Alguns levam mais de centenas de anos para se decompor, provocando inimeros problemas
relacionados com a destinacdo e gerenciamento dos residuos solidos nos grandes centros
urbanos, aumentando o impacto ambiental na natureza. Frente a esses problemas, varios
estudos vém sendo realizados, com o objetivo de se produzir polimeros que ndo sejam
derivados do petroleo e que tenham uma degradabilidade mais répida, proporcionando um
menor impacto ambiental (BRITO et al., 2011)

Os polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo uma classe de biopolimeros que surgem como
alternativa aos polimeros petroquimicos. A diversidade de PHAs existentes possibilita uma
variada gama de propriedades, podendo apresentar caracteristicas que vao de termoplasticos a
elastdbmeros e tendo, assim, potencial para a utilizagdo em muitas aplicacdes.

Os biopléasticos podem ser produzidos por diversos grupos de bactérias (MADISON &

HUISMAN, 1999). Para que elas produzam esses biopolimeros faz-se necessario que o
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crescimento ocorra sob condigdes favoraveis. Para que o processo de producdo do
biopolimeros seja eficiente, é preciso que 0s micro-organismos recebam uma fonte de carbono
e em alguns casos que sejam privados de algum outro nutriente. As bactérias produtoras de
PHAs se dividem em dois grupos, segundo os requerimentos de seu cultivo para a sintese do
polimero (LEE, KANG, CHOI, 1995).

No primeiro grupo estdo as bactérias, que para sintetizar o PHA, requerem a limitacao
de um nutriente essencial como N, P, Mg, K, O ou S na presenca de uma fonte de carbono em
excesso (ASENJO et al., 1995). Desta forma elas se véem obrigadas a armazenar dentro da
célula, materiais que podem servir de reserva. Assim, produzem granulos de polimeros que
depois poderdo ser extraidos dessa célula. Ja as bactérias do segundo grupo, ndo requerem a
limitacdo do nutriente essencial e acumulam o polimero durante a fase de crescimento, na
gual existe um balanceamento de nutrientes, como é o caso de bactérias da espécie
Bradyrhizobium japonicum, que acumulam o polimero quando entra na fase estacionaria de
crescimento como reserva interna de energia, para utilizar quando necessario (PAGE, 1995;
LEE, 1996).

Os bioplasticos ja possuem eficiéncia comparada aos plasticos derivados do petrdleo.
Sao biocompativeis com tecidos vivos, 0 que proporciona uma vantagem na sua utilizacdo na
area da saude. Além disso, apresentam como vantagens: a alta degradabilidade no ambiente e
a consequente diminuicdo da utilizacdo do petréleo nos meios de producao. Uma limitacdo ao
processo de producdo dos bioplasticos estd no alto custo efetivo da tecnologia, sendo esta
opcao mais onerosa quando comparada a producdo de plasticos a partir do petréleo, para o
investidor (ZINN et al., 2001).

Existem diferentes abordagens propostas para se reduzir o preco praticado do
bioplastico. Uma proposta é utilizar blendas, que sdo misturas do polimero de plastico
biodegradavel com materiais de baixo valor agregado, como fibras vegetais, amido, derivados
de celulose dentre outros. Outras propostas seguem na dire¢do da otimizacdo do processo de
fermentacdo (LEE e CHOI, 1998) ou na utilizacdo de matérias-primas de baixo custo (KIM,
2000) e ainda na selecdo e melhoramento genético de cepas (SILVA e GOMES, 1998).

Para melhorar a atratividade a esta tecnologia, € preciso que se realize uma analise
comparativa dos custos de producdo, ndo somente considerando o custo efetivo do processo
de producéo, mas sim os impactos e custos ambientais, bem como os beneficios gerados por
esta tecnologia (KOLLER et al., 2005).
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2- OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade técnica da producdo de poli-3-hidroxibutirato (PHB) por
Bradyrhizobium japonicum utilizando diferentes residuos agroindustriais como fonte de

carbono e analisar os custos de producao envolvidos no processo produtivo, em laboratorio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a produtividade de PHB através da fermentacdo de diferentes fontes puras
de carbono: glicose, sacarose e lactose e de fontes de carbono provenientes de residuos
agroindustriais: glicerol, melago e soro de leite;

Otimizar as condicdes de cultivo e producdo de PHB variando a concentracdo da fonte
de carbono, a temperatura e o pH.

Analisar os custos de producédo envolvidos na producdo de PHB, em laboratério, com
determinacéo do custo operacional.

Analisar a composi¢do dos custos de producdo das diferentes fontes de carbono

testadas.
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3- REFERENCIAL TEORICO

3.1 CARACTERIZACAO DO BIOPLASTICO

Biomateriais podem ser considerados produtos quimicos que podem ser sintetizados
por micro-organismos, de acordo com determinadas condi¢Ges ambientais.

O termo biopolimero ou bioplastico, tem sido empregado na literatura cientifica e
relaciona os polimeros naturais e sintéticos, sendo os primeiros aqueles obtidos e utilizados in
natura, as vezes, modificados por processos especiais ou biossintetizados, tais como as peles
de animais, fibras vegetais, resinas extraidas de plantas e o latex, borracha natural, muitas
vezes, designados por biopolimeros. Por outro lado, os polimeros sintéticos que tém como
fonte de matéria prima os produtos naturais, durante o Seu processamento, as sinteses
quimicas conferem-lhes propriedades fisico-quimicas caracteristicas dos polimeros desejados
(ANDRADE et al., 2001).

A auséncia de padronizacdo dos termos referenciados envolve pelo menos mais trés
classes de materiais designados como biopolimeros, tais como polimeros biocompativeis,
polimeros biodegradaveis e polimeros de fontes renovaveis.

Materiais biocompativeis sdo aqueles capazes de substituirem os érgdos de seres vivos
ou, ao serem implantados em organismos vivos, sdo facilmente adaptados e ndo liberam
substancias toxicas. Destacam-se os polimeros usados como substitutos da platina ou titanio
em proteses. Materiais biodegradaveis sdo degradados pela acdo de fungos, bactérias ou algas
e produzem dioxido de carbono, biomassa e agua. Por Gltimo, polimeros oriundos de fontes
renovaveis sdo aqueles fabricados a partir de insumos quimicos extraidos de fontes
renovaveis, tais como etanol e sdo classificados como polimeros naturais ou sintéticos,
biodegradaveis ou biocompativeis (FRANCHETTI e MARCONATO, 2006).

Os bioplasticos sdo uma classe de biomateriais. S&o poliésteres produzidos por micro-
organismos e ficam acumulados dentro das células dos mesmos. Séo geralmente de origem
lipidica e podem ser armazenados na forma de liquidos, materiais amorfos ou granulos. Séo
produzidos quando a célula microbiana esta crescendo sob alguma condigéo de estresse, como
por exemplo, a auséncia de um dos nutrientes essenciais (MADISON e HUISMAN, 1999).

As caracteristicas fisico-quimicas desses biocompostos, tais como composicdes
monomeéricas, estruturas macromoleculares, tamanho dos granulos, numero e outras

dependerdo da sua origem microbiana (LUENGO et al., 2003).
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Para serem considerados bioplésticos, estes devem apresentar caracteristicas
semelhantes aos plasticos convencionais de origem petroquimica. Além disso, devem ser
biodegradaveis e biocompativeis, ndo produzindo respostas toxicas ou imunologicas quando

aplicados em tecidos vivos (ROSSI et al., 2005).

3.2 POLIESTERES BACTERIANOS: POLIHIDROXIALCANOATOS (PHA)

Os poliésteres bacterianos - Polihidroxialcanoatos (PHA) compdem uma das classes
de polimeros bacterianos estudados no Brasil (FRANCHETTI e MARCONATO, 2006;
SILVA et al., 2007). Estes polimeros s&o de grande interesse econdmico e ambiental, pois séo
termoplasticos, biodegradaveis, biocompativeis, podendo ser sintetizados a partir de fontes
renovaveis, entre elas o bagaco de cana-de-acUcar. Esses polimeros apresentam boa
resisténcia a hidrolise quimica, porém grande sensibilidade ao ataque microbiano, o que limita
0 uso em embalagens de alimentos (FRANCHETTI e MARCONATO, 2006).

Esses polimeros sdo produzidos por uma ampla variedade de micro-organismos, com o
objetivo de atuar como reserva intracelular de energia e carbono (SCANDOLA et al., 1997).
O seu acumulo se da no citoplasma da célula sob forma de granulos (figura 1) e sua funcgéo se
assemelha ao glicogénio sintetizado e estocado pelos mamiferos (BARHAM et al., 1984).

Figura 1. Células bacterianas contendo granulos de polimeros da classe
poli-hidroxialcanoatos (PHA) no seu interior (fotomicrografia eletronica).
Fonte: Silva et al. (2007)
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3.2.1 Polihidroxibutirato (PHB)

Dentre a familia dos PHA, o polihidroxibutirato (PHB), merece destaque por ser o
unico entre os PHA disponiveis comercialmente (BRAUNEGG et al., 1998).

O PHB foi descoberto por Lemoigne em 1925 (IRIONDO et al., 1996), mas nédo
despertou interesse por parte dos pesquisadores e empresas até a década de 70, quando a crise
do mercado petrolifero impulsionou a busca por polimeros alternativos. Tornou-se necessario
descobrir uma alternativa também para substituir os materiais plasticos produzidos a partir do
petroleo (ZINN et al., 2001).

Nesse mesmo cenario o Brasil implementou um programa voltado para o uso de etanol
como combustivel para motor de veiculos. Este programa levou ao aumento da producéo nas
usinas de acucar e alcool, o que fez com que a agroinddstria brasileira apresentasse
caracteristicas importantes para a integracao da producédo do polihidroxibutirato com as usinas
de cana-de-agucar (NONATO et al., 2001).

O PHB ¢ relativamente abundante no meio ambiente e pode ser encontrado em
bactérias do solo, em algas verdes e azul e esgoto microbiologicamente tratados (BARHAM
et al., 1984). Entre as espécies de relevancia comercial e cientifica na sintese e estoque de
PHB, pode-se citar a Cupriavidus necator, Bradyrhizobium japonicum, Pseudomonas
oleovans, Alcaligenes eutrophus e Bacillus megaterium (STEINBUCHEL, 1991,
AYORINDE et al., 1998; LUENGO et al., 2003;).

A quantidade em porcentagem de PHB nas células € normalmente baixa, entre 1 e
30%, mas sob condi¢des de fermentacédo controlada com aumento na proporcdo de carbono e
reducdo de nitrogénio, magnesio, sulfato ou oxigénio, o produto polimérico pode aumentar
para 70%, relativamente a massa seca (BARHAM et al., 1984). Assim, pode-se concluir que o
micro-organismo sintetiza o PHB em situagdes de limitagcdo de nutrientes que ndo sejam o
carbono, e € assim que ocorre a producdo industrial desse material (SUDESH et al., 2000).
Em todos os casos os polimeros apresentam-se discretamente como granulos nos micro-
organismos e podem ser extraidos utilizando-se certa variedade de solventes como:

cloroférmio, dicloroetileno, cloreto de metileno e piridina (BARHAM et al., 1984).
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3.2.1.1 Propriedades do PHB

O PHB € um poliéster semicristalino de cadeia linear, termoplastico e oticamente ativo
(BARHAM et al., 1984). O PHB obtido microbiologicamente pode ter sua massa molar
variando amplamente, de 10.000 a 3.000.000 g/mol, dependendo do micro-organismo, da
fonte de carbono e das condicdes de purificagdo do polimero. Apresenta alta cristalinidade,
variando entre 55 e 80%. A andlise microscépica indica uma cinética de cristalizagdo com
taxas baixas, o que significa que forma poucos, porém grandes cristais. Esta caracteristica
ocasiona um material quebradico, com baixa taxa de degradacdo em relagdo a outros
polimeros biodegradaveis, o que pode impor limitacGes em suas aplicacbes (SUDESH e DOI,
2000).

3.2.1.2 Aplicag0es

O fato de o PHB ser um polimero biocompativel e biodegradavel faz com que haja
grande interesse em buscar aplicacfes para este material. Como exemplos, podem ser citadas
algumas aplicacdes em embalagens, formacdo de filmes biodegradaveis, implante de 0ssos,
microcdpsulas de compostos hidrossolUveis, canais para reconstituicdo de nervos, sistemas
parenterais de liberacdo de drogas (BARHAM et al., 1984). Em relacdo a biocompatibilidade,
ela acontece devido a grande quantidade de PHB de baixa massa molar na corrente sanguinea
humana, além disso, o produto resultante da degradacdo do PHB é o acido-3-hidroxibutirico,

um metabdlito comum nos seres vivos em geral (DOYLE e PEARSON, 1996).

3.2.1.3 Degradabilidade

O PHB apresenta um tempo de degradacdo de aproximadamente 60 dias, se
depositado em locais adequados, como os chamados ambientes microbiologicamente ativos
(solos, cursos d’agua saudaveis, aterros sanitarios, lodos ativados, biodigestores, e usinas de
compostagem), 0 que € uma vantagem em relacdo aos plasticos convencionais, que podem
levar centenas de anos para se degradarem. A expectativa gerada no mercado é que se
substitua, em médio prazo, de 2 a 3% dos plasticos convencionais, cuja producdo é de cerca
de 100 milhdes de t/ano, pelo bioplastico (PACHEKOSKI et al., 2000).
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Diversos micro-organismos como fungos e bactérias podem degradar o PHB, sendo
que quase 300 tipos de bactérias ja foram identificados. A taxa de degradacdo depende de
fatores ambientais como temperatura, umidade, pH, composicdo quimica, cristalinidade,
presenca de aditivos e da area superficial deste polimero (SCANDOLA et al., 1997). Essa
excelente caracteristica de biodegradacdo indica que o PHB pode competir com varios
polimeros sintéticos na industria de embalagens, especialmente nas areas onde ha
comprometimento com o meio ambiente (AVELLA e MARTUSCELLLI, 1988).

3.3 UTILIZACAO DOS BIOPLASTICOS

Os bioplésticos atendem aos requisitos de aplicacdo em areas especificas de mercado
(Figura 2), pois muitas empresas reconhecem que ter um produto feito com plastico
biodegradavel é um diferencial importante. Podem oferecer uma grande variedade de
propriedades, desde plasticos rigidos altamente cristalinos a polimeros ducteis. Séo utilizados
na fabricacdo de sacolas plasticas descartaveis, embalagens para alimentos, produtos de
limpeza, higiene, cosméticos e produtos farmacéuticos. Também servem para produzir sacos e
vasilhames para fertilizantes e defensivos agricolas, vasos para mudas e produtos injetaveis.

Além disso, por serem biocompativeis e facilmente absorvidos pelo organismo
humano, podem ser empregados na area médico-farmacéutica, prestando-se a fabricacdo de
fios de sutura, proteses Osseas e capsulas, que liberam gradualmente medicamentos na
corrente sanguinea, dentre outros (ROSA et al., 2002; BORSCHIVIER et al., 2008; PITT et
al., 2011).
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Figura 2. Principais areas de aplicacdo dos biopolimeros.
Fonte: BORSCHIVIER et al. (2008).

E importante ressaltar que a producdo dos biopléasticos aparece num cenéario de alto
consumo de polimeros derivados do petroleo. A vantagem da utilizacdo dos biopolimeros em
relacdo aos polimeros convencionais se deve ao fato desses ultimos serem de dificil
degradacdo no ambiente e por serem derivados de fontes ndo renovaveis. Sendo assim, o
bioplastico pode ter sucesso no mercado, desde que as empresas consigam reduzir seus custos,
melhorem sua producdo e suas fontes de matéria prima, e principalmente, garantam aos
clientes que seus produtos sejam realmente produzidos de maneira sustentavel (ILES &
MARTIN, 2013).

3.4 FONTES DE CARBONO/SUBSTRATOS
Existem diversas técnicas indicadas para a producdo de bioplastico microbiano. De

uma maneira geral os bioplasticos microbianos sdo produzidos por alguns grupos de bactérias

que recebem diferentes fontes de carbono e ao mesmo tempo séo privados de alguma outra
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fonte de nutriente, como o nitrogénio ou fosforo, por exemplo. Assim esses grupos acabam
produzindo os granulos de algum polimero que fica armazenado dentro de suas células.

Na industria quimica, segundo Willke e Vorlop (2004), as fontes bioenergéticas mais
importantes sdo 0leo vegetal, glicerol, amido, celulose, aclUcar de beterraba e cana-de-agucar
(sacarose), madeiras (ligno-celulose, celulose) e residuos agroindustriais (biomassa, gorduras,
6leos, soro de leite, glicerol, entre outros).

Existem mais de 90 géneros de micro-organimos, incluindo aerdbios, anaerobios,
fotossintéticos, arqueobactérias capazes de acumular biopolimeros. Dentre estes géneros
ressaltam-se as seguintes espécies: Ralstonia eutropha, Alcaligenes eutrophus, Pseudomonas
oleovorans, Pseudomonas putida, Bacillus megaterium, Cupriavidus necator,
Bradyrhizobium japonicum entre outras (STEINBUCHEL, 1991; AYORINDE et al., 1998;
LUENGO et al., 2003).

O custo de producdo de plasticos derivados do petréleo apresenta um valor menor que
US$ 1.00/kg, valor este inferior aquele encontrado para a producdo de PHAs (US$ 4.00 a US$
5.00/kg) (LEE et al., 1999; SHEN et al., 2009). Segundo Shen et al. (2009), um dos
problemas que freia a aplicacdo comercial do PHB é justamente o alto valor do custo de
producdo, associado ao custo do substrato, principalmente a fonte de carbono.

Para a producdo de PHB atingir viabilidade comercial, bem como para melhorar seu
perfil de sustentabilidade, sua producdo deve ser proveniente de fontes renovaveis baratas.
Possibilidades incluem carboidratos (melaco de cana e beterraba, hidrolisados de amido —
milho e mandioca, lactose proveniente do soro de leite, hidrolisados de celulose e
hemicelulose — residuos da industria de papel); alcodis (residuos provenientes da producédo de
biodiesel — metanol mais glicerol, metanol); 6leos e gorduras (lipideos provenientes de
residuos de animais e plantas); acidos organicos (acido latico proveniente da industria de
laticinios) (LEE et al., 1995; REHM, 2003; SHEN et al.,2009).

Desta forma, o custo de producédo de PHA pode ser fortemente reduzido através do uso
destes substratos baratos, como os residuos agroindustriais. Estes custos podem ser reduzidos
para valores entre US$ 1.00 e US$ 2.00/kg de PHA (LEE et al., 1999; TSUGE, 2002;
WILLKE e VORLOP, 2004).

Industrialmente os bioplasticos tém sido produzidos a partir de sacarose. As
propriedades mais realgadas no plastico utilizando a sacarose da cana de agtcar como fonte de
carbono é a sua completa biodegradabilidade (ndo poluidora) além de sua capacidade de ser
produzido por processos que usam tecnologia limpa. Este plastico é um produto
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biocompativel e ecologicamente correto. Sua producdo € feita por meio da fermentacdo por
micro-organismos, do agucar da cana de agucar que inicialmente é invertido por um processo
enzimatico transformando-se em um xarope (FILHO, 2003).

No processo também se utiliza um alcool superior como solvente, que é empregado
como extrator do biopolimero. No seu processo de producdo, o bagago da cana de acUlcar é
usado como fonte para a producéo de energia elétrica e vapor. Os efluentes sdo basicamente
agua e matéria organica da bactéria que por sua vez é lancada na lavoura de cana de acUcar,
como fertilizante organico (FILHO, 2003).

Uma alternativa na tentativa de baixar os custos de producdo ¢ a utilizacdo da lactose
presente no soro do leite. Os efluentes liquidos sdo considerados um dos principais
responsaveis pela poluicdo causada pela industria de laticinios. Em muitos laticinios o soro é
descartado junto com os demais efluentes, sendo considerado um forte agravante devido ao
seu elevado potencial poluidor. O soro é aproximadamente cem vezes mais poluente que o
esgoto doméstico. Devem ser captados e conduzidos separadamente, de modo a viabilizar o
seu reaproveitamento. Atualmente constitui pratica incorreta descartar o soro, direta e
indiretamente, nos cursos de &gua. Uma fabrica com producdo média de 300.000 litros de soro
por dia polui o equivalente a uma cidade com 150.000 habitantes (SILVA, 2011).

Uma das formas de evitar a geracdo desses passivos ambientais € tratar tais residuos,
fazer o controle dos processos e buscar alternativas de reuso dos materiais. Essa Gltima opgéo
pode reduzir custos com tratamento e disposicao final e garantir que a empresa esteja em
consonancia com a legislacdo ambiental. O soro de leite, resultante da fabricacdo de queijos,
vem sendo estudado como substrato para a producdo de PHA por bactérias (KOLLER et al.,
2005). A producéo diaria de soro de leite atinge quantidades muito elevadas (130-145 milhGes
de toneladas no mundo, anualmente) e seu descarte representa um sério problema ambiental
(THORNE et al., 1988; SOLAIMAN, et al., 2006). Porém, contém alto teor de lactose,
proteinas e sais minerais, constituindo um meio de cultura rico e de facil obtencéo
(ATHANASIADIS et al., 2002). Varios micro-organismos tém sido estudados utilizando-se
soro de leite como substrato para a producdo de PHAs (SOLAIMAN, et al., 2006).

Alguns autores ja ralataram a capacidade de producdo de PHAs a partir de soro in
natura ou hidrolizado (KIM, 2000; MARANGONI et al., 2002.; NIKEL et al., 2006;
KOLLER et al., 2008; BOSCO e CHIAMPO, 2010; POVOLO et al., 2010). E. coli, por

exemplo, é capaz de consumir lactose presente no soro de queijo como fonte de carbono para
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producdo de PHAs (WONG e LEE, 1998; AHN et al., 2000; PARK et al., 2002; NIKEL et al.,
2006).

Bosco e Chiampo (2010) em seus estudos utilizando soro de queijo, como substrato e
lodo ativado como indculo, obteve um acimulo de PHA de 6,44 %, quando pH foi mantido
igual a 7,0 e de 8,67 % sem o ajuste do pH inicial do meio de cultivo. Dentre os isolados de E.
coli, contendo o plasmideo pRLC2 (PHA sintase de C. violaceum), o que apresentou 0 maior
acumulo de PHB foi também JM101, cujos valores de MCS e acumulo PHB foram de 3,01
g/L de PSC, 0,23 ¢g/L de PHB e 7,8 % de rendimento.

Cesca (2011) obteve PSC 2,34g/L, PHB 0,73 com rendimento de 31,34% utilizando
soro de leite testado em E. coli, com 24 h de cultivo e pH inicial em torno de 7,0.

Os Oleos vegetais e seus derivados sdo boas fontes de carbono para a producdo de
PHA devido ao fato de ser uma fonte renovavel de baixo custo. A producdo anual de
triacilglicerdis na agricultura esta estimada em 100 milhdes de toneladas (SOLAIMAN et al.,
2006) e o Brasil é um dos grandes produtores mundiais, com o 6leo de soja representando
uma grande parcela desta producéo.

Estima-se que a producdo de PHA a partir de acidos graxos é maior que a encontrada
para glicose (YAMANE, 1993). Porém, a fermentacdo de Oleos vegetais apresenta uma série
de problemas como a baixa taxa de crescimento de bactérias produtoras de PHA (TSUGE,
2002). Por outro lado, do ponto de vista metabolico, os &cidos graxos sdo substratos
energeticamente vantajosos, pois sua oxidacdo produz mais moléculas de ATP que a oxidacao
completa da glicose completamente degradada. Além disso, a hidrolise dos triacilglicerois por
micro-organismos gera glicerol que por si s6 serve como fonte de carbono e energia para a
fermentacdo microbiana (SOLAIMAN et al., 2006).

O glicerol é outro residuo que tem se mostrado atrativo. E um subproduto proveniente
da producdo de biodiesel. Atualmente, o glicerol produzido ¢ utilizado em diversas inddstrias
como a farmacéutica, de cosméticos entre outras (KOLLER et al., 2005). Todavia, com o
estimulo do governo brasileiro para a producdo de biodiesel, o glicerol excedente pode ser
utilizado como fonte de carbono para a produgdo de PHA por micro-organismos. Esse
excedente pode gerar queda no seu prego de venda. A porcentagem mais elevada para o custo
global de PHB € o substrato, em torno de 45%. Entretanto, se o glicerol é utilizado como
matéria-prima esta porcentagem € inferior a 8% (POSADA et. al., 2011).

Mainka (2013) e Posada et al. (2011) possuem estudos demonstrando alta capacidade
da producdo de PHB e de produtividade de PHB em relagdo ao PSC quando utilizando
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glicerol como fonte de carbono para micro-organismos. Os resultados em termos de
produtividade ficaram entre 37% a 53% de rendimento.

Os residuos da industria sucroalcooleira, como bagacos, vinhaca e melago (além da
sacarose e o alcool) representam também uma fonte alternativa de carbono para a producdo de
PHAs por micro-organismos (TAGUCHI et al., 2003). O Brasil apresenta ampla vantagem
neste caso, pois, jd& possui uma industria sucroalcooleira bem desenvolvida com alta
produtividade.

Estudos de producdo de PHB em batelada com a bactéria E. coli recombinante,
utilizando melago como fonte de carbono, foram realizados por Liu et al. (1998). Os
resultados alcangcados foram de 39,5 g/L de peso seco celular, 80% de PHB com
produtividade de 1 g/L h. A concentracdo do melaco foi aumentada de 26,5 g/L para 144,0
g/L. Os autores relataram que a concentracdo de melacgo teve efeito significante na sintese de
PHB e no crescimento das células, verificando que a biomassa residual foi inibida pela alta
concentracdo de melaco, enquanto o conteido de polimero aumentou até o final da cultura, ou
seja, altas concentracfes de melaco resultaram em altos conteddos de PHB.

Abe (2010) pesquisou a producdo de PHB utilizando o melaco como fonte de carbono
em culturas mistas, e obteve como resultado a producéo de 0,5 g/L.

Residuos agroflorestais também podem servir como fonte de carbono para a producgédo
de PHAs. O carboidrato xilose é um componente significante da hemicelulose de residuos de
culturas e florestas, e tem sido estudado extensivamente para a producdo de alcool
combustivel. Porém, pesquisas com aquele actcar como fonte de carbono para a producédo de
PHAs ainda sdo muito restritas. Todavia, bactérias que utilizam este agUcar podem ser
utilizadas para a sintese de PHB a partir de xilose ou hidrolisado de hemicelulose (LEE et al.,
1999).

Poucos produtos, com base em PHASs, ja estdo a venda comercialmente e sdo bem
conhecidos da industria. Mesmo contando com estes produtos, os biopolimeros néo
mostraram ainda uma aplicacdo em produtos de uso freqiente (HANGII, 1995). Uma das
causas € o alto custo de producdo deste biopolimeros (ANDERSON e DAWES, 1990;
TSUGE, 2002; LENZ e MARCHESSAULT, 2005). O uso de residuos agroindustriais e
fontes de carbono de baixo custo podem contribuir para a reducdo nos custo de producao dos
PHBs para que os biopolimeros venham se tornar um produto importante para a inddstria e
possam vir a substituir os plasticos produzidos a partir do petrleo (HANGII, 1995; TSUGE,
2002; WILLKE e VORLOP, 2004).
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Desta forma, devido ao seu baixo custo e grande quantidade, os residuos da
agroindustria apresentam-se como uma alternativa barata para os processos biotecnologicos,

agregando assim valor a um produto que certamente seria descartado.

3.5 INFLUENCIA DO CUSTO NA PRODUCAO INDUSTRIAL DE BIOPLASTICOS

Existem trés limitagbes importantes na producdo de grandes quantidades de
bioplasticos: em primeiro lugar, as condi¢cdes especiais de crescimento necessarias para a
sintese destes compostos (geralmente desequilibrado pelas condi¢gdes de nutrientes que
causam crescimento lento); em segundo lugar, a dificuldade envolvida na sintese de seus
precursores de baixo custo, e terceiro, o alto custo de sua recuperacao. Pesquisas que utilizam
fontes de carbono de baixo custo sd@o promissoras na descoberta de alternativas para uma
producdo viavel de bioplasticos (TSUGE, 2002; WILLKE e VORLOP, 2004).

Os custos de producéo para o polihidroxibutirato em 1999, oscilaram entre US$ 15.00
e US$ 30.00 kg™ (ZINN et al., 2001) sendo superior ao custo dos plasticos sintéticos, como o
propileno e o polietileno que variaram entre US$ 0.25 e US$ 0.50 kg™ (POIRIER et al.,
2002). Em 2002, estimou-se que o preco da comercializagdo dos biocompostos passou para
US$ 4.00 kg, com uma tendéncia de um crescimento de 20% na producéo e diminuicdo do
preco para US$ 2.00 kg™ até o ano de 2015. Esse valor ainda chega a ser 50% superior ao
valor de mercado dos plasticos convencionais, como o polietileno tereftalato (PET)
(BORSCHIVIER et al., 2008).

Assim, estudos estdo sendo realizados para tornar o processo de producdo de
bioplasticos viavel economicamente, melhorando a produtividade e desenvolvendo novos

processos de separacdo (KIM et al., 1994).

3.6 Bradyrhizobium japonicum

As bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium apresentam crescimento lento
com tempo de geracdo de 7 e 13 horas. Os bradirrizobios sdo predominantemente aerébios e
quimiorganotroficos, ndo esporulam, sdo gram-negativos e possuem a forma de bastonete,
com tamanho variavel de 0,5-0,9 x 1,2-3,0 um (BIZARRO, 2008).

Grénulos de poli-B-hidroxibutirato sdo encontrados com frequéncia no interior das

células. A temperatura 6tima para o seu crescimento ocorre em torno de 30°C. Normalmente
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sdo tolerantes a &cidos, a maioria das cepas crescem em pH &cido, porém, produzem uma
reacdo alcalina e o pH tende a subir e elas deixam de crescer com pH acima de 9,0. A maioria
das cepas tende a crescer em meio com sais minerais contendo extrato de levedura e glucose,
galactose, gluconato, glicerol, frutose, maltose ou arabinose (BIZARRO, 2008).

As bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium sdo capazes de induzir a
nodulagéo em leguminosas tropicais e temperadas (HOLT et al., 1994; SOMASEGARAN &
HOBEN, 1994; SAHGAL e JOHRI, 2003; WILLEMS, 2006). O grupo de bactérias que fixam
nitrogénio atmosférico no interior de nédulos em raizes de leguminosas foi inicialmente
enquadrado no género Rhizobium, sendo a denominagéo baseada essencialmente na interacdo
seletiva do hospedeiro, de acordo com os chamados grupos de inoculagédo cruzada (FRED et
al., 1932). A partir do reconhecimento de que o género Rhizobium consistia de um grupo de
bactérias bastante diverso, determinou a criacgdo de um novo g@género denominado
Bradyrhizobium. Entre as espécies reclassificadas por Jordan (1982) estava a espécie
Rhizobium japonicum. Na década de 80 e inicio da década de 90, varios trabalhos
demonstraram a existéncia de grande variabilidade genética e fisioldgica entre as estirpes de
Bradyrhizobium japonicum (HOLLIS et al., 1981; STANLEY et al., 1985; MINAMISAWA,
1990).

De acordo com Tombolini e Nuti (1989), o contedo deste polimero em Rhizobium
variou entre 30 a 55% do peso seco celular.

Bonartseva et al. (1994) testaram a capacidade de producdo de PHB em varias estirpes
de Rhizobium com crescimento em meios com diferentes fontes de carbono como sacarose,
glicose e galactose, e relataram que o teor de PHB foi de até 65% durante o crescimento num
meio de cultura contendo sacarose.

Tavernier et al. (1997) investigaram os efeitos de diferentes fontes de carbono e pH na
producdo de PHB em estirpes de Rhizobium e relataram que as cepas mostraram diferentes
taxas medias de crescimento e que houve uma diminuicdo na producdo de PHB no meio que
apresentava pH acido.

Um estudo realizado por Mercan et al. (2002) demonstrou que bactérias do tipo
Rhizobium, incluindo a Bradyrhizobium japonicum sdo capazes de produzir PHB com altos
rendimentos em relacdo ao peso seco celular. Marcan et. al. (2002) estabeleceu a producéo de
PHB por Bradyrhizobium japonicum. O cultivo foi realizado em pH 7,0, em 48 h de
crescimento, utilizando glicose a 1% como fonte de carbono e os resultados obtidos foram
0.43 g/L de PSC, 0,06 g/L de PHB, e rendimento de 13,95%.
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3.7 CUSTOS DE PRODUCAO

Embora os PHAs sejam reconhecidos como bons candidatos para substituir os
plasticos petroguimicos convencionais, seu alto custo de producdo em comparagdo com 0S
polimeros de base petroquimica é o principal fator que tem restringido a aplicacdo mais ampla
dos PHAs (CHOI e LEE, 1997; LEE et al., 1999).

O tipo de substrato, bem como os suplementos fornecidos, as condi¢des de cultivo e o
micro-organismo utilizado variam de acordo com a composi¢cdo polimérica desejada (LEE et
al., 1995). Segundo Braunegg et al. (2002), as fontes de carbono adequadas para a produgéo
de PHA hoje incluem carboidratos (glicose, frutose e sacarose), alcodis (metanol e glicerol)
alcanos (hexano e dodecano) e acidos organicos (cadeias com 4 carbonos ou mais). As
matérias-primas atualmente utilizadas para a producdo de PHA sdo substratos de valor
elevado, como sacarose, 6leos vegetais, e acidos graxos (SHEN et al., 2009).

Os precos das matérias-primas para a producdo de PHA desempenham um papel
crucial para a economia do processo. Segundo Choi e Lee (1997), entre 40% e 48% do custo
total de producdo foi devido as matérias-primas, sendo a fonte de carbono responsavel por
70% a 80% dessa despesa total. Reforcando a influéncia da fonte de carbono no custo de
producdo, Braunegg et al. (2004) relataram que 50% do custo de producédo deriva justamente
do custo relacionado a essa fonte de carbono.

Sendo assim, torna-se essencial uma avaliacdo dos custos de producdo de PHB através
de fontes de carbono ja utilizadas (glicose, sacarose, lactose...) e compara-los aos custos de
producdo envolvidos na producdo bioplasticos, a partir do uso de fontes alternativas de
carbono derivadas de residuos agroindustriais (glicerol, melago, soro de leite...).

O custo operacional é composto por todos os itens de producdo que sdo representados
por meio do dispéndio de capital financeiro realizado em um ciclo produtivo (MATSUNAGA
et al., 1976). Dentre os itens necessarios para operacionalizar a producdo de bioplastico em
laboratdrio e determinar o custo operacional envolvido, pode-se considerar as fontes de
carbono e os reagentes envolvidos na preparacdo do meio de cultura e na producdo do
bioplastico. Esses custos de produgéo séo classificados como custos varidveis, pois dependem
da quantidade produzida. Tem-se ainda, os custos fixos que sdo aqueles inerentes a producéo
por mais de um ciclo produtivo, sendo representados pela depreciacdo dos bens duraveis
empregados no processo produtivo, bem como os investimentos realizados em méaquinas e

equipamentos necessarios para a atividade.
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3.7.1 Custo fixo

Custos fixos sdo aqueles que ndo variam com a quantidade produzida e tém duracao
superior ao curto prazo, portanto, sua renovacdo acontece em longo prazo (LOPES e
CARVALHO, 2001).

Pode-se citar como exemplo de custos fixos, o capital imobilizado na compra de
maquinas, equipamentos, depreciacdo de bens, materiais de laboratorio (vidrarias, pipetas,...),

salarios, entre outros.

3.7.2 Custo variavel

Custos variaveis sdo aqueles que variam de acordo com a quantidade produzida e, cuja
duracdo é igual ou menor que o ciclo de producdo (curto prazo). Em outras palavras, eles
incorporam-se totalmente ao produto no curto prazo, ndo sendo aproveitados para outro ciclo
produtivo (LOPES e CARVALHO, 2001).

Como exemplos de custos variaveis encontram-se: a matéria prima (substratos), os

reagentes, 0s meios de cultura, entre outros.

3.7.3 Custo operacional efetivo

Sé&o custos operacionais efetivos aqueles nos quais ocorre efetivamente desembolso ou
dispéndio de capital financeiro (LOPES e CARVALHO, 2001) necessarios para producdo em
um ciclo produtivo.

Custo operacional efetivo = custos variaveis
3.7.4 Custo operacional total
O custo operacional total refere-se ao custo de todos os recursos de producdo que
exigem desembolso por parte do investidor (LOPES e CARVALHO, 2001). Ele envolve o
custo operacional efetivo adicionado ao custo com a depreciagdo de bens adquiridos para

atender ao processo produtivo.

Custo operacional total = custo operacional efetivo + custo com depreciagdo
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3.7.5 Custo total
O custo total refere-se ao custo de todos os recursos de producdo que envolvem os
custos fixos e custos variaveis (LOPES e CARVALHO, 2001). Ele considera o custo

operacional total e os investimentos realizados para atender a exploracgdo da atividade.

Custo total = custo operacional total + investimentos
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRO-ORGANISMO UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Bradyrhizobium japonicum,
cedido pela EMBRAPA Agrobiologia, em Seropédica, RJ.
De acordo com Mercan et al. (2002), Bradyrhizobium japonicum é uma espécie capaz

de acumular PHB em suas células.

4.2 MANUTENCAO DO MICRO-ORGANISMO

Para se conservar o material bioldgico, estes foram devidamente repicados com auxilio
da alca de semeadura, em placas de petri contendo meio DYG’s e mantidos sob refrigeracdo
(4°C).

4.3 MEIO DE CULTURA UTILIZADO

Para realizacdo dos experimentos, foi utilizado o meio DYG’s de acordo com
Ddbereiner et al. (1995). Este meio apresentou a seguinte composicdo: 2 g/L de acido malico,
1,5 g/L de peptona, 1,5 g/L de extrato de levedura, 0,5 g/L de K;HPO, 0,5 g/L de
MgSQO,.7H,0, 1,5 g/L de acido glutamico e 1,0 L de agua destilada. O meio foi ajustado para
pH igual a 6,5, antes da esterilizacdo. Para o meio sélido, adicionou-se agar na concentracao
de 15,0 g/L.

O meio DYG’s foi preparado em frascos erlenmeyers de 250 mL, num volume final de
50 mL cada, e autoclavados a 121°C por 15 minutos, deixados em temperatura ambiente para
resfriamento (RAMSAY et al., 1990).

4.4 PREPARO DO PRE INOCULO E INOCULACAO

Apobs o resfriamento dos erlenmeyers, com o0 auxilio de uma alga de semeadura,
aproximadamente de 3 a 4 col6nias das bactérias foram inoculadas nos frascos contendo o
meio de cultura. Esse pré-indculo foi crescido por 24 h, em shaker rotativo (150 rpm) e a
temperatura de 30°C.

Posteriormente ao periodo de crescimento dos pré-indculos preparados, o indculo fresco

de cada frasco foi transferido para os demais erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de
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meio de cultura, adicionando-se um volume de suspenséo bacteriana de modo a se obter uma
turbidez inicial de 0,1 D.O./mL. Ap06s a inoculacdo, os frascos foram incubados a 30°C, de 24

a 48 h em shaker rotativo (150 rpm).

4.5 CRESCIMENTO BACTERIANO

Para determinar o crescimento bacteriano e a producéo de PHB (concentracao celular),
amostras foram retiradas em intervalos de tempo determinados (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas).
O crescimento foi determinado espectrofotometricamente a 620 nm e pela determinacéo do
peso de célula seco (PSC). Na determinacdo de PSC, aliquotas de 10 mL da cultura foram
retiradas em intervalos de tempo determinados, centrifugadas (4000 rpm por 20 min.) e
lavadas duas vezes com agua destilada em tubos pré-pesados e secas a 105°C até peso

constante.

4.6 EFEITO DAS DIFERENTES FONTES DE CARBONO SOBRE O CRESCIMENTO E A
PRODUCAO DE PHB

Para se verificar o efeito da fonte de carbono no crescimento e produgdo de PHB, o
micro-organismo foi cultivado em meio DYG’s adicionado das seguintes fontes de carbono:
glicose, sacarose, lactose, glicerol, melago e soro de leite, nas concentracfes de 1%, 2% e 3%.

Apbs realizados todos os testes, as fontes de carbono tiveram seus custos operacionais
avaliados e comparados com o custo de producdo de bioplasticos obtidos a partir da sacarose,
sendo esta utilizada como tratamento controle.

Frascos de erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura foram
inoculados com indculo fresco e incubados a 30°C, em shaker rotativo (150 rpm). O indculo

foi preparado crescendo-se 0s micro-organismos em caldo nutritivo.
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4.7 EFEITO DO pH NA PRODUCAO DE PHB

Para se verificar o efeito do pH na producdo de PHB, Bradyrhizobium japonicum foi
crescida em meio DYG’s juntamente com as fontes de carbono glicose, sacarose, lactose,
glicerol, melago e soro de leite.

Os pH foi ajustado com a utilizacdo do hidréxido de potassio (KOH) a 10%. Os
valores de pH testados foram: 5,0; 6,0; 6,5; 7,0 e 8,0.

4.8 EFEITO DA TEMPERATURA NA PRODUCAO DE PHB

Apéds analisar os resultados de producdo de PHB sob a influéncia do pH, o melhor
resultado foi selecionado para realizar a variacdo de temperatura.

Com o pH ajustado, os ensaios foram realizados nas temperaturas de 25°C, 30°C e
35°C. Temperaturas acima das avaliadas neste experimento podem promover a morte das
col6nias, o que inviabilizaria a realizacdo deste trabalho.

As variacbes de temperatura foram realizadas para verificar a influéncia desses

tratamentos na eficiéncia da producéo do PHB.

4.9 PRODUCAO DE PHB

A producdo de PHB foi determinada como descrito por Poomipuk et al. (2014). Uma
amostra de 10 mL da cultura foi centrifugada (4000 rpm, 20 min.), em intervalos de tempo
determinados (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h). O precipitado formado foi ressuspendido em 10
mL de hipoclorito de sddio comercial. Ap6s 1 hora a 37°C, para permitir a lise das células, os
granulos de PHB foram coletados por centrifugacdo a 4000 rpm por 20 min. O precipitado
formado foi lavado com agua destilada e acetona. Em seguida, o precipitado formado foi
dissolvido em cloroformio fervente e filtrado. Apos o cloroférmio ser evaporado a
temperatura ambiente, o filme de PHA formado foi pesado. A porcentagem de PHB foi

definida como a razdo entre PHB e o PSC.
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4.10 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As amostras de Bradyrhizobium japonicum foram cultivadas em laboratorio,
utilizando o meio de cultura DYG’'S, a partir do fornecimento de diferentes aclcares
(sacarose, glicose, lactose) e de diferentes fontes de residuos agroindustriais (glicerol, melago
e soro de leite) como fonte de carbono, nas concentragcbes de 1%, 2% e 3%. Maiores
concentracdes da fonte de carbono podem inibir o crescimento do micro-organismo. O cultivo
foi realizado sob trés condicdes de temperatura (25°C, 30°C e 35°C) e cinco varia¢bes de pH
(5,0, 6,0, 6,5, 7,0 e 8,0) ajustados com KOH, visando identificar as melhores condigdes de
crescimento dos micro-organismos e a maior obtencdo na producdo de PHB, em funcéo da
fonte de carbono e concentracdo utilizada. Os dados obtidos foram analisados por meio de
estatistica descritiva, sendo determinada a média e o desvio-padrdo, provenientes de trés

repeticdes para cada tratamento testado.

4.11 ANALISE DO CUSTO DE PRODUCAO

Na producdo do bioplastico realizada em laboratério foram identificados e
quantificados todos os itens envolvidos. Uma vez realizada a analise e obtida a producdo de
bioplastico, identificou-se todos os custos envolvidos no processo produtivo, sendo estes
classificados em custos fixos e custos variaveis. A partir destes, determinou-se o custo
operacional, de acordo com a metodologia proposta por Matsunaga et al. (1976),
considerando somente 0s custos variaveis necessarios para a realizacdo da andlise laboratorial.

Os componentes financeiros do custo operacional foram separados em categorias,
sendo elas: meio de cultura, fonte de carbono e reagentes. Para o preparo do meio de cultura
liquido foram utilizados como insumos, o acido malico, a peptona bacterioldgica, o extrato de
levedura, o fosfato de potassio dibasico, o sulfato de magnésio, o &cido glutdmico e o
hidroxido de potassio, sendo adicionada a cultura bacteriana (Bradyrhizobium japonicum).
Para a manutenc¢éo da cultura em meio solido, acrescentou-se o agar bacteriologico.

Na obtencdo do PHB foram utilizados como reagentes quimicos o hipoclorito de
sodio, a acetona e o cloroférmio.

Na andlise laboratorial utilizando o soro de leite como fonte de carbono, utilizou-se
ainda, o &cido cloridrico para realizar a desproteinizagdo do soro e obtencdo do agucar

(lactose).
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As fontes de carbono utilizadas nos processos de produgdo de bioplastico foram:
sacarose, glicose, lactose, glicerol, melago e soro de leite, sendo a fonte de carbono sacarose
considerada como tratamento testemunha e as demais fontes tiveram seus custos determinados

e comparados a sacarose (tratamento testemunha).

Os precos dos componentes envolvidos na producao de bioplastico e necessarios para
determinacdo do custo operacional foram cotados, mensalmente, durante o periodo
compreendido entre setembro de 2013 e dezembro de 2014. Todo o levantamento e as
informag6es foram tabulados em planilhas MS-Excel®. Sobre os precos levantados, aplicou-se
o Indice Geral de Precos - Disponibilidade interna (IGP-DI), publicado pela Fundagio Getulio
Vargas (FGV, 2015) para a correcdo monetaria dos valores absolutos levantados,
mensalmente. Assim, 0s pre¢os praticados durante o periodo de estudo foram deflacionados,
ou seja, corrigidos monetariamente. Adotou-se como més base para realizacdo da analise de
custo dos tratamentos realizados, 0 més de abril do ano de 2015, sendo este considerado a
base 100. A partir da atualizacdo monetaria dos pregos praticados foi determinado o preco
médio para cada item envolvido na determinacdo do custo operacional necessario para a

producdo de PHB em laboratdrio.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a finalidade de avaliar a influéncia de diferentes fontes de carbono sobre a
producdo do PHB, glicose, sacarose, lactose, glicerol, melaco e soro de leite foram testados
como fonte de carbono nas concentracdes de 1%, 2% e 3%. As condigdes iniciais foram a
temperatura de 30°C e pH de 6,5. As analises foram realizadas a cada 24 h por cinco dias
consecutivos. Os melhores resultados, levando em consideracdo as médias das triplicatas e o
desvio padrédo entre elas, foram selecionados de acordo com a maior producdo de PHB para
cada concentracdo da fonte de carbono. A partir dai, algumas condi¢cBes como temperatura e
pH sofreram varia¢des. O pH foi variado para 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 e a temperatura para 25°C e
35°C. Os resultados de producdo de PHB pelas diferentes fontes de carbono foram
comparados entre si e com dados da literatura.

As diferentes fontes de carbono tiveram seus custos operacionais determinados e
analisados comparativamente.

As Figuras 3, 4, 5, 6, 7 e 8 demonstram o crescimento da cultura através da analise do
peso seco de célula (PSC), a producdo de poli-3-hidroxibutirato (PHB), a variacdo de pH ao
longo do crescimento e a produtividade de PHB em relagéo ao PSC, para cada uma das fontes
de carbono testadas. As condicdes estabelecidas foram temperatura a 30°C, pH inicial de 6,5,
e as andlises foram feitas a cada 24 h em cinco dias consecutivos (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120
h).

5.1 EFEITO DAS FONTES DE CARBONO NA PRODUCAO DE PHB

Foi verificado para todos os testes que os melhores resultados para a produgéo de
PHB, levando em consideragdo as concentracdes das fontes de carbono, foram obtidos com o
tempo de 48 h de cultivo. Apos esse tempo, observou-se um declinio na concentracdo e no
conteddo de PHB, indicando o inicio do consumo do PHB pelas bactérias. Como esse
polimero é uma fonte de reserva de carbono e energia, pode ser degradado para suprir as
necessidades da célula. Sua degradacdo intracelular poderia explicar os baixos valores de
concentracdo de PHB alcangados no final do cultivo (a partir de 72 h até 120 h de cultivo). Na
figura a seguir estdo apresentados os resultados do crescimento bacteriano e da producdo do

PHB com a utilizagdo da sacarose como fonte de carbono:
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Figura 3. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B) e
produtividade de PHB em relacdo ao PSC (C), quando cultivado em meio DYG’s acrescido
de sacarose nas concentragdes de 0%, 1%, 2% e 3%. Cultivo realizado a 30°C e 150 rpm.

Na Figura 3A, observou-se que, para todas as concentracdes de sacarose, os valores
maiores encontrados para o Peso Seco Celular (PSC) se apresentaram em 48 h de
crescimento. ApoOs esse tempo, observou-se queda constante nas taxas de crescimento. Os
maiores valores de PSC foram na concentragdo de 2% (1,69 g/L), 1% (1,58 g/L) e 3% (1,55
g/L). Essa diminuicdo ocorre uma vez que ao longo do tempo o substrato presente na cultura
vai sendo consumido pelas bactérias. Isso faz com que ndo haja mais alimento e a cultura pare
de crescer, diminuindo sua populagdo. O ligeiro aumento de PSC ao final das analises (120 h)
para algumas concentracdes pode ser explicado pelo fato de que, a medida em que o substrato
vai diminuindo na cultura, as bactérias comecam a consumir esse substrato intracelular
acumulado sob a forma de polimero.

Assim como os resultados do Peso Seco Celular, as maiores taxas de acumulagdo de
PHB foram obtidas com 48 h de crescimento (Figura 3B). Porém, as maiores médias foram
obtidas para as concentragdes de 1% (0,57 g/L), 3% (0,40 g/L) e 2% (0,39 g/L). A diminuicéo
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na producdo de PHB ocorreu pelo mesmo motivo que a diminuicdo do PSC na fase
intermediéria de crescimento, ou seja, a concentracdo do substrato diminui na cultura, e essa
concentracdo continuou diminuindo justamente por ele ser uma fonte de carbono e energia,
assim, as bactérias consumiram o PHB que elas acumularam na forma de granulos no seu
citoplasma, suprindo suas necessidades energéticas. Maiores valores de PSC ndo refletiram
em maiores valores de PHB, pois nem sempre elas convertem toda a fonte de carbono em
PHB. A cultura pode estar crescendo devido ao consumo efetivo da fonte de carbono, e ndo
necessariamente do seu acumulo em forma de polimero.

Quando analisada a proporgdo entre PSC e PHB, as maiores porcentagens de
acumulacgdo de PHB em relacdo ao PSC foram na concentracdo de 1%, com analise feita em
48 h, onde o valor chegou a 36,39% (Figura 3D) e com concentracdo de 2% com 24 h, onde o
valor foi de 36,54%.

Esses dados apontaram uma producdo efetiva de PHB utilizando a sacarose como
fonte de carbono para Bradyrhizobium japonicum.

Ressalta-se que as empresas que hoje produzem PHA em escala piloto ou industrial
utilizam sacarose ou glicose como fonte de carbono para a producdo de PHB (PRADELLA,
2006) em forma de realimentacdo em batelada, o que gera uma producdo de PHB por hora
bem maior do que os testes realizados em laboratério. Wong e Lee (1997) estudaram a
producdo de PHB por Alcaligenes latus em batelada a partir de sacarose. A obtencdo de PSC
foi de 111,7 g/L e 98,7 g/L de PHB, correspondente a 88% e produtividade de 4,94 g/L h™.

Industrialmente a bactéria utilizada tem sido a Ralstonia eutropha, que néo é capaz de
assimilar sacarose, sendo necessaria a inversdo prévia desse substrato, 0 que aumenta ainda
mais 0 custo de producdo (SQUIO e ARAGAO, 2004; SILVA et al., 2007). Fava (1997)
desenvolveu uma cepa modificada com habilidade em consumir sacarose, porém, com
eficiéncia de crescimento e producdo de PHB inferior em relacdo ao que é produzido
utilizando glicose como fonte de carbono. Nesse estudo, foram utilizadas glicose, frutose e
sacarose. Quando utilizou-se glicose e frutose o rendimento foi de até 79% e com a sacarose
foi de 58%.

Gomez et al. (1996) avaliaram a eficiéncia de produgdo de PHA’s por diversas
bactérias gram-negativas, isoladas do solo de plantagcdes de cana-de-agucar. Os cultivos foram
realizados utilizando-se como carboidratos a sacarose, glicose e frutose. Quando foi usada
sacarose como fonte de carbono, alguns micro-organismos mostraram valores de rendimento

maiores em producdo, que a partir do uso de glicose e/ou frutose. Os autores explicaram o
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fato afirmando que a mesma massa de sacarose gera 5% mais acetil-CoA e, por consequéncia
PHA, que as fontes de glicose e frutose. Entre 0s micro-organismos isolados, a Burkholderia
sp. foi capaz de acumular 75% do seu peso seco em PHB a partir de glicose mais frutose e
69% a partir de sacarose, com uma eficiéncia maior que 80% do maximo rendimento tedrico,
que foi de 0,48 g/L quando se utilizou glicose e/ou frutose, e de 0,5 g/L quando se usou
sacarose, de acordo com Yamane (1993).

Nas condic¢des testadas inicialmente (30°C e pH 6,5), observou-se que o maior valor
obtido para a producdo de PHB a partir de sacarose (1%) como fonte de carbono foi de 0,57
g/L, em 48 h de cultivo e o valor para PSC foi de 1,58 g/L, sendo observado um rendimento
de PHB em relacdo ao PSC, na ordem de 36,39%. Os dados obtidos corroboraram com
aqueles publicados por Yamane (1993) que obteve 0,50 g/L, quando utilizou sacarose como
fonte de carbono. Os valores semelhantes indicaram que Bradyrhizobium japonicum e
Burkholderia sp. possuem eficiéncias semelhantes na producdo de PHB, apesar de B.
japonicum ter apresentado rendimento inferior quando comparado ao rendimento de 69%
obtido por Yamane (1993), quando o autor trabalhou com sacarose como fonte de carbono.

A Figura 4 apresenta os resultados referentes ao crescimento do micro-organismo
através do peso seco celular, assim como a producdo de PHB e a produtividade de PHB em
relacdo ao PSC, quando a fonte de carbono utilizada foi a glicose.
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Figura 4. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B) e
produtividade de PHB em relacdo ao PSC (C), quando cultivado em meio DYG'’s acrescido
de glicose nas concentragdes de 0%, 1%, 2% e 3%. Cultivo realizado a 30°C e 150 rpm.

Em relacdo ao Peso Seco Celular (PSC), a maioria das concentracfes utilizadas houve
um pico em 48 h, com um ligeiro decréscimo em 72 h, sendo observado um novo aumento
nos valores de PSC a partir de 96 h (Figura 4A). Esse aumento do PSC observado em torno de
120 h de cultivo € mais uma vez explicado pelo acimulo inicial da fonte de carbono em forma
de granulos intracelulares e posterior consumo. Isso explica a diminuicdo inicial da
concentracdo de células, pois diminuiu a fonte de carbono disponivel e depois elas voltaram a
crescer pois consumiram o substrato acumulado. O maior valor considerado para PSC ocorreu
com 48 h de cultivo (Figura 4A) tendo sido de 1,56 g/L (3%), 1,11 g/L (2%) e 1,04 g/L (1%).

As maiores taxas de acumulacdo de PHB se concentraram em 48 h para todas as
concentracdes testadas (Figura 4B). A maior producdo foi quando se utilizou a concentracédo
de 1% de glicose (0,32 g/L). O fato da acumulagdo de PHB ter tido um comportamento
decrescente, independente do aumento no PSC ao longo do tempo, demonstra que houve o
consumo do polimero intracelular. Apesar da maior produgdo de PSC ter sido utilizando a
glicose a 3% o mesmo néo se observa para o PHB, que foi com concentracdo de 1%. Esse fato
demonstra que maiores concentragdes da fonte de carbono nem sempre serdo convertidas em
grénulos de PHB.

A maior proporcéo de acimulo de PHB em relagéo ao PSC foi na concentragao de 1%,
com andlise feita em 24 h, com valor de 37,03% (Figura 4C).

Em estudos envolvendo aumento da eficiéncia da producdo de PHB por micro-
organismos, Kawai (2013) demonstrou, que usando a glicose como fonte de carbono para a

bactéria Pseudomonas sp., a producgéo se apresentou em torno de 0,32 g/L, com rendimento
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de 19,34% em relacdo ao PSC. Yamane (1993), cultivando Ralstonia eutropha, obteve 75%
de rendimento com producdo de 0,48 g/L de PHB quando usou glicose como fonte de
carbono.

Comparando os dados obtidos quando se utilizou a glicose a 1% para o0 crescimento e
producgéo de PHB por Bradyrhizobium japonicum, verificou-se que ela produziu pouco menos
da quantidade de PHB e de produtividade do que Ralstonia eutropha (YAMANE, 1993), uma
vez que se obteve 0,32 g/L com B. japonicum e 0,48 g/L de PHB com R. eutropha,
respectivamente. O mesmo pode-se afirmar pela produtividade obtida que foi 37,03% e 75%,
respectivamente. Ainda assim, os dados apontam para uma eficacia da producdo de PHB pela
bactéria Bradyrhizobium japonicum e os resultados podem ser melhorados adequando as
condicdes de cultivo.

Mercan et al. (2002) realizaram testes com varias espécies do género Rhizobium,
incluindo Bradyrhizobium japonicum. Como fonte de carbono foram utilizadas glicose e
sacarose combinadas, na concentracao de 1%. Os resultados obtidos em pH 7,0 e ap6s 48 h de
cultivo foram de 0,43 g/L de PSC, 0,06 g/L de PHB, com 13,95% de rendimento.
Comparando esses valores com o0s obtidos no presente trabalho, verificou-se que quando se
utilizou apenas uma fonte de carbono (glicose ou sacarose) os valores obtidos no presente
trabalho foram mais satisfatorios.

Analisando a fonte de carbono lactose determinou-se o peso seco celular, a producao
de PHB e a produtividade (Figura 5).
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Figura 5. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B) e
produtividade de PHB em relacdo ao PSC (C), quando cultivado em meio DYG’s acrescido
de lactose nas concentracGes de 0%, 1%, 2% e 3%. Cultivo realizado a 30°C e 150 rpm.

Os maiores valores encontrados para o PSC se apresentaram em 48 h de crescimento,
sendo foram na concentracédo de 3% (1,86g/L), seguidos de 1% (1,76 g/L) e 2% (1,36 g/L).

A figura 5B mostra a producéo de PHB, onde as maiores taxas de acumulagdo foram
observadas ap6s 48 h de crescimento para todas as concentracdes. Porém, as maiores médias
foram obtidas para as concentracdes de 2% (0,58 g/L), 1% (0,39 g/L) e 2% (0,35 g/L)
respectivamente. A mudanca abrupta de acimulo de PHB de 24 h para 48 h se da pela fase
inicial de crescimento da bactéria, que tende a ser menor, pois é uma fase de adaptacdo as
condicdes, inclusive a fonte de carbono.

Quando analisada a proporcdo entre PSC e PHB, a maior porcentagem de acumulacao
de PHB em relacdo ao PSC foi na concentracdo de 2%, com analise realizada em 48 h com
valor de 42, 42% (Figura 5C). Assim como para a glicose, apesar de o maior valor de PSC ter
sido com concentragdo de 3% de lactose, a maior producdo de PHB e produtividade foi
utilizando a concentracdo de 2%, o que demonstrou que nem toda fonte de carbono é
convertida em PHB.

Ahn et al. (2000) investigaram o crescimento de R. eutropha em lactose hidrolisada. A
bactéria mostrou-se capaz de se desenvolver muito bem nesse substrato, com rendimento em
torno de 37%. Esse trabalho ndo apresentou os dados absolutos da produgéo de PHB somente
o rendimento, que pode ser comparado ao encontrado no presente trabalho, onde se obteve
42,42% de rendimento de PHB em relacdo ao PSC quando utilizando soro de leite como fonte
de carbono para Bradyrhizobium japonicum.

Kim et al. (1992) avaliaram a producdo de PHB por Escherichia coli e obtiveram
como resultado 0,48 g/L de PHB com 80% de produtividade. Em termos de producéo
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absoluta de PHB, no presente trabalho observou-se uma maior produgdo de PHB por
Bradyrhizobium japonicum, que foi de 0,58 g/L, porém com rendimento menor, de 42,42%.
Melhorias na técnica de extracao da lactose do soro podem ser realizadas para que a eficiéncia
no rendimento seja maior.

Com o intuito de estudar diferentes fontes de carbono provenientes de residuos
agroindustriais foram realizados testes com glicerol, melago e soro de leite (Figuras 6, 7 e 8)
Analisando o glicerol como fonte de carbono para a producdo de PHB foi observado o
comportamento do crescimento do micro-organismo através do peso seco celular, assim como

a producdo de PHB e sua produtividade em relagdo ao peso seco celular (Figura 6).
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Figura 6. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B), e
produtividade de PHB em rela¢do ao PSC (C), quando cultivado em meio DYG’s acrescido
de glicerol 0%, 1%, 2% e 3%. Cultivo realizado a 30°C e 150 rpm.

O Peso Seco Celular (PSC) apresentou taxas maiores para a concentracdo de 2%

obtendo 2,04 g/L de PSC em 48 h ndo variando muito para 72 h (2,09 g/L). Para as
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concentragdes de 1% e 3% os valores foram de 1,20 g/L e 1,48 g/L, respectivamente em 48 h
de crescimento (Figura 6A).

Os maiores valores de acumulacdo de PHB ocorreram em 48 h, com médias de 0,44
g/L, 0,92 g/L e 0,37 g/L, respectivamente para as concentracfes de 1%, 2% e 3% de glicerol
utilizado como fonte de carbono para o crescimento microbiano (Figura 6B).

Quando analisada a razéo entre PSC e PHB, a maior porcentagem de acumulacéo de
PHB em relacdo ao PSC foi na concentracdo de 2%, com analise feita em 48 h, apresentando
valor de 45,09% (Figura 6C). Para a concentracdo de 3%, observou-se 0 crescimento maximo
em 24 h com valor de 43,09%, enquanto que para a concentracdo de 1%, o rendimento
maximo foi de 37,05% em 24 h.

Mainka (2013) testando a producdo de PHB usando como fonte de carbono o glicerol,
observou a producdo em torno de 1,2 g/L do polimero, com 48 h de crescimento bacteriano de
Bacillus megaterium. Em estudo realizado por Figueiredo et al. (2014), foi observada a
producdo de PHB por Cupriavidus necator com producédo de 1,62 g/L e rendimento de 16%.

Posada et al. (2011) realizaram uma analise técnico-econémica para a producdo de
PHB a partir de glicerol bruto. Os resultados em termos de produtividade ficaram entre 37% e
53% de rendimento.

No presente estudo, o glicerol apresentou 0,92 g/L quando a concentracdo do mesmo
foi de 2% e rendimento de 44% para a mesma concentracdo. Esses dados corroboram com os
estudos feitos por Posada et al. (2011) em termos de rendimento (de 37% a 53%) e com
Mainka (2013) em termos de valores absolutos (1,2 g/L).

Tanto os dados encontrados na literatura quanto os dados obtidos no presente trabalho
demonstraram que o glicerol quando utilizado como fonte de carbono apresentou maior
producdo de PHB, quando comprada as fontes sacarose e glicose. A explica¢do para um maior
rendimento com glicerol quando comparado com a sacarose e a glicose pode ser na
degradacdo da cadeia carbbnica de cada uma dessas fontes de carbono. O glicerol é o
composto que apresenta a menor cadeia carbbnica (C3HgO3) comparado com a glicose
(CsH120¢) € a sacarose (C12H2,011), sendo assim, pode ser mais rapidamente degradado pelos
micro-organismos (NELSON e COX, 2002).

O mesmo estudo foi conduzido avaliando os aspectos (PSC, PHB e produtividade),

quando se utilizou 0 melagco como fonte de carbono (Figura 7).
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Figura 7. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B), e
produtividade de PHB em relagdo ao PSC (C), quando cultivado em meio DYG’s acrescido
de melaco nas concentracdes de 0%, 1%, 2% e 3%. Cultivo realizado a 30°C e 150 rpm.

Analisando o Peso Seco Celular (PSC), para as concentragdes de 1% e 2%, 0s maiores
valores obtidos foram em 72 h com picos de 3,07 g/L e 2,7 g/L, respectivamente (Figura 7A).
Para a concentragdo de 3%, observou-se que o pico ocorreu em 24 h com valor de 2,2 g/L e a
partir desse tempo observou-se decréscimo constante.

Para todas as concentracdes, as maiores taxas de acumulacdo de PHB ocorreram em
48 h (Figura 7B), sendo que o maior valor obtido foi para a concentra¢do de 2%, produzindo
0,73 g/L, seguido da concentracdo de 3%, com acumulacéo de 0,44 g/L e 1%, com 0,21 g/L.

A maior produtividade, quando relacionando PSC com PHB, ocorreu para 2% em 48
h, com rendimento de 33,5% (Figura 7C).

O melaco considerado um subproduto agroindustrial tem sido largamente utilizado
como fonte de carbono em fermentagdes com leveduras para producdo de alcool. Além de ser
mais barato que a glicose, 0 melago contém elementos tracos e vitaminas que podem ser

usados como potencializadores do crescimento microbiano.
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Liu et al. (1998) estudaram a producdo de PHB por E. coli recombinante, utilizando
melaco hidrolisado como unica fonte de carbono. A cultura foi realizada em batelada
alimentada e resultou em 39,5 g/L de peso seco celular, 80% de PHB com produtividade de 1
o/L h. Relataram que a concentracdo de melaco teve efeito significante na sintese de PHB e
no crescimento das células. No estudo, a concentragdo de melago no meio foi gradualmente
aumentada de 26,5 para 144,0 g/L. Os autores observaram que a biomassa residual foi inibida
pela alta concentracdo de melaco, enquanto o conteido de polimero aumentou até o final da
cultura, ou seja, altas concentracdes de melaco resultaram em altos contetidos de PHB.

Em estudo realizado por Abe (2010) foi demonstrada uma produgcédo de PHB
utilizando o melagco como fonte de carbono em culturas mistas, chegando a 0,5 g/L. No
presente estudo foi obtida uma producdo de 0,73 g/L de PHB pela bactéria Bradyrhizobium
japonicum quando o melaco foi utilizado na concentracdo de 2%. Esse resultado demonstrou
que a producéo foi superior (0,5 g/L) a encontrada por Abe (2010), salientando que o melago
quando utilizado como fonte de carbono permitiu maior eficiéncia produtiva apenas pela
Bradyrhizobium japonicum.

Proveniente do beneficiamento do leite na industria de laticinios, o soro do leite foi
outro residuo agroindustrial avaliado como fonte de carbono para a producéo de PHB, sendo
determinado o peso seco celular, a producéo de PHB e a produtividade de PHB em relacdo ao

PSC, em condi¢des de laboratério (Figura 8).
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Figura 8. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B) e
produtividade de PHB em relacdo ao PSC (C), quando cultivado em meio DYG’s acrescido
de soro de leite nas concentrac6es de 0%, 1%, 2% e 3%. Cultivo realizado a 30°C e 150 rpm.

Utilizando o soro de leite como fonte de carbono, o Peso Seco Celular, em todas as
concentragOes utilizadas apresentou melhores resultados em 48 h (Figura 8A), com um ligeiro
decréscimo a partir de 72 h. O maior valor observado ocorreu na concentracdo de 1% com
producdo de 1,65 g/L, seguidos de 3% e 2%, com valores de 1,48 g/L e 1,21 g¢/L,
respectivamente.

Assim como para 0s resultados obtidos pelo Peso Seco Celular, os maiores valores de
acumulacdo de PHB (Figura 8B) se concentraram também em 48 h. A melhor taxa de
producdo foi para a concentracdo de 2%, com valor de 0,40 g/L de acumulacéo.

A maior propor¢cdo de acimulo de PHB em relacdo ao PSC foi mais uma vez na
concentracdo de 2%, com analise feita em 48 h, com valor de 33,1% (Figura 8C).

Wong e Lee (1998) estudaram a producdo de PHB em culturas de alta densidade de
células de Escherichia coli recombinante, em batelada alimentada, utilizando soro de leite
concentrado como fonte de carbono. Neste estudo, os autores obtiveram 87 g/L de células e
69 g/L de PHB, perfazendo um total de 80% de polimero com produtividade de 1,4 g/L em 48
h. Apesar de terem obtido valores de concentracdo e produtividade de polimeros menores que
com fontes de carbono puras, relataram que sua producgdo pode ser econémica principalmente
se incorporada a uma industria de laticinios, agregando valor ao efluente. Ressalta-se que este
estudo foi feito em batelada alimentada, ou seja, promoveu-se a realimentacdo dos micro-
organismos com o substrato testado, justificando assim os altos valores obtidos na producéo
de PHB.
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Utilizando soro de leite como fonte de carbono, Kim et al. (1992) avaliaram a
producdo de PHB por Escherichia coli recombinante e obtiveram produtividade de PHB de
0,48 g/L e rendimento de 57% em relacdo ao peso seco celular. Esses valores podem ser
comparados aos valores encontrados no presente estudo, onde Bradyrhizobium japonicum foi
capaz de acumular 0,40 g/L de PHB com rendimento de 33%.

Avaliando todos os valores de producéo de PHB com as diferentes s fontes de carbono
testadas, com cultivo realizado em pH 6,5 e temperatura de 30°C, o glicerol foi a fonte de
carbono que apresentou a maior producdo de PHB com 0,92 g/L em 48 h de cultivo.

Outro aspecto avaliado ao longo do tempo de cultivo foi o comportamento do pH
(Figura 9). Néo foi realizado o controle do pH ao longo do crescimento do micro-organismo e
producdo de PHB, apenas avaliado o seu comportamento. O pH inicial, para todas as fontes
de carbono foi ajustado para 6,5, com utilizacdo do hidroxido de potéssio. A cada 24 h foi

realizada a medicao do pH, observando-se se houve ou ndo a ocorréncia de variagéo.
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Figura 9. Variacdo do pH, quando cultivado em meio DYG’s acrescido de sacarose (A),
glicose (B), lactose (C), glicerol (D), melaco (E) e soro de leite (F), nas concentracdes de 0%,
1%, 2% e 3%. Cultivo realizado a 30°C e 150 rpm.

Para todas as fontes de carbono testadas, o pH do meio de cultura foi ajustado para 6,5
e as analises foram realizadas a cada 24 h para verificar o comportamento do pH ao longo do
crescimento da cultura.

Quando utilizada a fonte de carbono sacarose (Figura 9A), observou-se variacdo do pH
que apresentou queda de 6,5 para 6,0 com 24 h de crescimento da cultura. Apo6s esse tempo, 0
pH oscilou entre 4,0 e 5,0 até o tempo de 120 h para todas as concentracdes utilizadas. A
propria fonte de carbono ou o metabolismo da bactéria podem ter influenciado nesse
comportamento do pH.

Para as concentracgdes de glicose utilizadas a partir de 48 h, o pH permaneceu entre 4,0
e 4,5 (Figura 9B).

O pH aumentou nas primeiras 48 h e se manteve praticamente constante em torno de
9,3 e 9,5 ao longo das 120 h para todas as concentracGes, quando a fonte de carbono utilizada
foi a lactose (Figura 9C).

Utilizando o glicerol como fonte de carbono pelo tempo de 48 h, o pH oscilou entre
8,0 e 9,5. Observou-se que quanto menor foi a concentracao utilizada (0% e 1%), o pH ficou
préximo a 9,0, ao passo que quanto maior a concentracao (2% e 3%), o pH situou-se proximo
a 8,0, mantendo-se essa tendéncia até 120 h de cultivo (Figura 9D).

Quando utilizada a fonte de carbono melago, o pH aumentou a partir de 48 h de cultivo
atingindo valores préximos de 9,0 em 120 h para as concentracdes 0%, 1% e 2%, fato este

nédo observado quando utilizou-se a concentragdo de 3% (Figura 9E).
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Para o soro do leite (Figura 9F), o pH se manteve crescente em todas as concentragdes
utilizadas até o tempo de 120 h, sendo observadas variacOes entre 9,4 e 9,6.

Com base nos valores de pH obtidos, percebeu-se uma acentuada queda do pH no
meio de cultivo, quando utilizou-se sacarose e glicose, como fontes de carbono. Para as
demais fontes utilizadas foi verificado um expressivo aumento nos valores de pH.

Koller et al. (2008) verificaram que, quando o micro-organismo foi cultivado em meio
sintético com acucares puros, um alto decréscimo do valor do pH foi observado.

A influéncia do pH do meio também foi verificada por Valappil et al. (2007) em
cultivos com Bacillus cereus SPV. Eles obtiveram a maior producéo de PHB durante a fase de
crescimento estacionaria, apés 72 h de cultivo, sem degradacao do polimero mesmo ap6s 120
h. A partir de 70 h de cultivo, o pH atingiu um valor baixo (4,5) e segundo os autores, o valor
baixo de pH estaria relacionado ao ndo consumo de polimero. Kominek e Halvorson (1965)
também obtiveram esse resultado trabalhando com B. cereus e verificaram que o metabolismo
do PHB é afetado pela concentragdo de ions hidrogénio. Quando o meio de cultivo foi
mantido num valor mais alto de pH, a producdo de PHB ndo foi favorecida enquanto que num
pH mais baixo, o consumo do polimero foi suprimido e a formacéo de esporo inibida.

Philip et al. (2009) investigaram a influéncia do pH do meio de cultura na producéo de
PHB. Para testar a influéncia do pH, os autores realizaram experimentos com controle de pH
nos valores de 3,0; 6,8 e 10,0. O cultivo que apresentou maior producdo foi com pH
controlado em 6,8, atingindo 23% de PHB em 25 h de cultivo, com posterior consumo de
polimero. Nos experimentos em controle de pH, o pH caiu para um valor de 4,5 e ndo houve
degradacdo do polimero produzido. Segundo os autores, isto é possivelmente devido ao fato
de que a degradacdo do PHB leva a producdo de 3-hidroxibutirato, um acido, portanto, em
condi¢cbes de baixo pH a degradacdo do polimero é inibida. A queda do pH ocorre,
possivelmente devido a producgdo de &cido acético e acido piravico. Os autores sugerem que 0
baixo valor de pH inibe a degradacéo interna do PHB.

No presente trabalho foi observado o aumento do pH nos meios com as fontes de
carbono lactose, glicerol, melaco e soro de leite. Juntamente com o0 aumento do pH houve a
queda na concentracdo de polimero no meio. Este decréscimo na concentracdo do polimero
pode ser justificado pelo consumo intracelular deste polimero a partir de 48 h, levando a

niveis baixos de acimulo do mesmo.



51

Uma vez verificado que o pH mais baixo favorece a acumulacdo do PHB, seria
interessante em novos testes, fazer o controle do p|H ao longo do cultivo, mantendo seus

valores mais baixos.

5.2 EFEITO DO pH INICIAL DO MEIO DE CULTURA NA PRODUCAO DE PHB

Para a avaliacdo das producdes de PHB sob condicdo de temperatura de 30°C com
variacdes no pH do meio de cultivo foram selecionadas as maiores producdes obtidas, de
acordo com as concentraces utilizadas (1%, 2% e 3%), o tempo de cultivo (horas) e as fontes
de carbono testadas (glicose, sacarose, lactose, glicerol, melaco e soro de leite). Para as fontes
de carbono glicose e sacarose foi selecionada a concentracdo de 1% e para as fontes lactose,
glicerol, melaco e soro de leite, a concentracdo selecionada foi de 2%. O tempo de cultivo
adotado foi de 48 h, devido todas as fontes de carbono apresentar maior producéo de PHB. A
partir dai, procedeu-se as avaliagdes em condicdo de temperatura a 30°C, onde se promoveu a
variacdo do pH em 5,0, 6,0, 6,5, 7,0 e 8,0. Nestas condi¢cGes foram avaliados 0 peso seco
celular (PSC), a producéo de PHB e a produtividade de PHB em relacdo ao PSC (Tabela 1).

Tabela 1. Producdo de PHB (g/L) e produtividade em relacdo ao PSC (%), quando cultivado
em meio DYG’s acrescido de glicose 1%, sacarose 1%, lactose 2%, glicerol 2%, melago 2% e
soro de leite 2%. Cultivo realizado em 48 h, a 30°C, 150 rpm e pH de 5,0; 6,0; 6,5; 7,0 e 8,0.

pH 50 6.0 6.5 70 8.0
PHB % PHB % PHB % PHB % PHB

G'iﬁ/‘zse 0124002 17,29 027+004 2570 0,32+0,02 2403 0174002 17,77 0,29+002 22,71
Sacarose

oo 0441002 4652 0,78:0,03 54,16 057006 5261 0,61:0,03 51,67 083003 52,74
La;f/‘zse 0264004 22,15 0,62+004 4431 058+0,03 4242 0424004 3555 0,67+004 42,52
G"Z%Zro' 0,500,04 4356 0,94+0,04 4748 0,92+0,02 4509 0,75:0,08 40,97 0,98+022 47,88
M‘zi';fo 0,38+0,05 22,41 0,74+004 36,30 0,73+0,11 3357 0604002 29,77 0,82+012 35,78
52?;00 0,13+0,02 18,88 0,40+0,01 34,65 040+0,04 3311 0314004 27,69 0,46+004 34,56

*pH 6,5 (Tratamento testemunha). Experimentos realizados na primeira etapa.
Os valores sdo as médias de trés repeticbes e o desvio padréo.

Analisando os resultados obtidos de PSC para todas as fontes de carbono testadas, em
condicdes de pH 5,0 e pH 7,0, verificou-se valores abaixo daquele obtido para o pH 6,5
(testemunha). Em condi¢bes de pH 6,0 e pH 8,0, todas as fontes de carbono proporcionaram

valores superiores de PSC aquele encontrado em condicdo de pH 6,5 (Tabela 1).
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Em estudo realizado por Valappil et al. (2007) testando a influéncia do pH na
producdo de PHB por Bacillus cereus, obtiveram a maior producdo de PHB quando o pH
atingiu 4,5, que segundo os autores, esta relacionado ao ndo consumo de polimero. Kominek
e Halvorson (1965) encontraram resultados e verificaram que quando o meio de cultivo foi
mantido num valor mais alto de pH, a produgéo de PHB ndo foi favorecida enquanto que num
pH mais baixo, o consumo do polimero ndo ocorreu, mantendo o acimulo de PHB
intracelular.

Ao analisar a producdo de PHB em relacdo ao PSC, considerando o desvio padrdo
aplicado as médias das triplicatas, considerou-se que os resultados obtidos de producdo de
PHB para o pH 6,0 e 8,0 sdo 0s maiores e bem parecidos entre si e proximos a pH 6,5.

Os resultados obtidos para o pH sao diferentes daqueles observados na literatura para a
producdo de PHB a partir de outros micro-organismos. Enquanto na literatura, as maiores
taxas de acumulacdo de PHB ocorrem com pH em torno de 4,5, no presente estudo as maiores
taxas de acumulagdo de PHB ocorreram com pH 6,0 e 8,0. N&o foi encontrado na literatura
nenhum dado que explique essa diferenca. O metabolismo da Bradyrhizobium japonicum
parece diferir das demais bactérias no que diz respeito a acumulacdo de PHB em razéo do pH.
Um estudo feito por Mercan et al. (2002) evidencia a producdo de PHB (0,06 g/L em 48 h)
por Bradyrhizobium japonicum em pH 7,0, porém ndo apresenta dados da variacdo do pH ao
longo do tempo.

Entre os valores de pH 6,0 e 8,0 o pH 6,0 foi selecionado para a realizacdo de novos
testes com variacdo de temperatura, uma vez que Bradyrhizobium japonicum tem uma
tendéncia a se desenvolver melhor em pH mais baixo e tem seu crescimento geralmente
inibido a partir de pH 9,0 (JORDAN, 1982).

A seguir serdo apresentados graficos que mostram resultados do peso seco celular,
producdo de PHB, variacdo de pH e produtividade das diferentes fontes de carbono, em
temperatura de 30°C até 48 horas de cultivo (Figuras 10, 11, 12 e 13).



53

(A) (B)

1,800 PHB
1,600 0,600
1,400
0,500
1,200
=
E 1,000 u Glicose 1% 3 0400 B Glicose 1%
§ 0,800 M Sacarose 1% E 0,300 B Sacarose 1%
& M Lactose 2% [  Lactose 2%
0,600 a "
M Glicerol 2% 0,200 B Glicerol 2%
0,400 ® Melago 2% ® Melago 2%
0,200 #5070 2% 0.100 #5010 2%
0,000 0,000
48h 48h
Tempo (h) Tempo (h)
8,000 Variacio de pH ..
ariagao de p Produtividade
7,000
50,000
6,000 45,000
< 40000
5,000 si % E. 35,000 B Glicose 1%
| Glicose v 30,000
E 4,000 ° '
= m Sacarose 1% 3§ 25,000 B Sacarose 1%
3,000  Lactose 2% § 20,000 u Lactose 2%
m Glicerol 2% 3 15,000 mGlicerol 2%
2,000 o
= Melago 2% 10,000 ® Melaco 2%
5,000
1,000 = Soro 2% 4
0,000 Soro 2%
0,000 48h
48h
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 10. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producéo de PHB (B), variacao de
pH (C) e produtividade de PHB em relacdo ao PSC (D), quando cultivado em meio DYG’s.
Cultivo realizado a 30°C, 150 rpm e pH 5,0.

(A) (B)

2,500 1,200 PHB
1,000
2,000
0,800
= 1,500 o
El u Glicose 1% E u Glicose 1%
5 § 0,600
3 M Sacarose 1% @ W Sacarose 1%
9 x
& 1,000 M Lactose 2% & M Lactose 2%
m Glicerol 2% 0400 m Glicerol 2%
0,500 H Melago 2% m Melago 2%
W Soro 2% 0,200 W Soro 2%
0,000 0,000
48h 48h
Tempo (h)

Tempo (h)




©

12,000

10,000

8,000

pH

6,000

4,000

2,000

0,000

Variagao de pH

48h
Tempo (h)

M Glicose 1%
M Sacarose 1%
M Lactose 2%
H Glicerol 2%
m Melago 2%

m Soro 2%

(D)

54

Produtividade em %

60,000
50,000
40,000
30,000
20,000
10,000

0,000

Produtividade

48h

Tempo (h)

B Glicose 1%
M Sacarose 1%
W Lactose 2%
m Glicerol 2%
B Melago 2%

W Soro 2%

Figura 11. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B), variacdo de
pH (C) e produtividade de PHB em relacdo ao PSC (D), quando cultivado em meio DYG’s.
Cultivo realizado a 30°C, 150 rpm e pH 6,0.
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Figura 12. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B), variacdo de
pH (C) e produtividade de PHB em rela¢do ao PSC (D), quando cultivado em meio DYG’s.
Cultivo realizado a 30°C, 150 rpm e pH 7,0.



55

(A) (B)

3,000 1,400

PSC PHB

1,200

2,500

1,000

2,000

(=)
%
=3
[S]

m Glicose 1% M Glicose 1%

M Sacarose 1% W Sacarose 1%

PSCemg/L
N
wn
S
3
PHBemg/L

o
@
1<}
15}

W Lactose 2% M Lactose 2%

1,000 "
W Glicerol 2% 0,400 W Glicerol 2%
 Melago 2%  Melago 2%
0,500

m Soro 2% 0,200 W Soro 2%

0,000 0,000
48h 48h

Tempo (h) Tempo (h)

(©) (D)

9,800

Variagdo de pH Produtividade

60,000

9,600

9,400

9,200 50,000

9,000

40,000 m Glicose 1%

B Glicose 1%
E 8,800
= W Sacarose 1% 30,000 M Sacarose 1%
8600 W Lactose 2% M Lactose 2%

20,000

Produtividade em %

8,400 m Glicerol 2% H Glicerol 2%

8,200 ® Melago 2% 10,000 B Melago 2%

 Soro 2%

8,000 W Soro 2%

0,000
7,800

48h
48h

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 13. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B), variacdo de
pH (C) e produtividade de PHB em rela¢do ao PSC (D), quando cultivado em meio DYG's.
Cultivo realizado a 30°C, 150 rpm e pH 8,0.

5.3 EFEITO DA TEMPERATURA DE CRESCIMENTO SOBRE A PRODUCAO DE PHB

Nas condicBes de temperatura em 30°C e variagdes de pH, observou-se melhores
resultados na producdo de PHB em condi¢bes de pH 6,0 e 8,0. Conforme mencionado
anteriormente, pelo pH 6,0 ser considerado melhor para o desenvolvimento da bactéria
estudada, ele foi selecionado para a realizagdo das analises considerando as variagfes para
condicdo de temperatura. Os testes foram realizados com pH 6,0 e temperaturas de 25°C e
35°C e comparados aqueles resultados obtidos inicialmente com temperatura de 30°C.

Analisando os resultados para a producdo de PHB e a produtividade de PHB obtidos
em relacdo ao PSC, verificou-se que para glicose, lactose, glicerol e melago, os resultados
foram semelhantes entre as temperaturas de 30°C e 35°C. Para as fontes de carbono sacarose e
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soro de leite, os melhores resultados observados na producdo de PHB ocorreram com
temperatura de 35°C (Tabela 2).

Jordan (1982) realizou estudos de caracterizacdo da bactéria Bradyrhizobium
japonicum e dentre outras caracteristicas, afirmou que a melhor temperatura para o
crescimento de B. japonicum foi a 30°C. Mercan et al. (2002), também obtiveram melhores
resultados para a mesma bactéria na producdo de PHB com temperatura em torno de 30°C.
Em um estudo realizado por Figueiredo et al. (2014) a espécie Cupriavidus necator produziu
maiores quantidades de PHB quando cultivadas a temperatura de 35°C, quando comparada ao
cultivo em condicges de temperatura de 30°C. De acordo com esses dados, e verificando que
as diferencas na producdo de PHB n&o foram muito grandes no presente trabalho, pode-se
dizer, que nesse caso, ndo houve diferenca em se usar a temperatura de 30°C ou de 35°C.

Desta forma, para a realizacdo das andlises de custo, optou-se por usar oS maiores
valores absolutos de producdo de PHB: glicose (0,28 g/L), sacarose (0,81 g/L), lactose (0,62
g/L), glicerol (0,97 g/L), melaco (0,77 g/L) e soro de leite (0,44 g/L).

Na tabela 2, estdo evidenciados os resultados da producdo de PHB e da produtividade

em relacdo ao PSC, nas 3 temperaturas testadas (25°C, 30°C e 35°C).

Tabela 2. Producdo de PHB (g/L) e produtividade em relacdo ao PSC (%), quando cultivado
em meio DYG’s acrescido de glicose 1%, sacarose 1%, lactose 2%, glicerol 2%, melago 2% e
soro de leite 2%. Cultivo realizado em 48 h, pH 6,0, 150 rpm e temperatura de 25°C, 30°C e
35°C.

Temperatura 25°C 30°C* 35°C
PHB % PHB % PHB %
Glicose 1% 0,16+0,01 17,97 0,27£0,04 25,70 0,28+0,01 19,40
Sacarose 1% 0,25+0,06 28,46 0,78+0,03 54,16 0,81+0,02 49,09
Lactose 2% 0,23+0,01 35,17 0,62+0,04 4431 0,61+0,04 39,03
Glicerol 2% 0,46+0,03 42,50 0,94+0,04 47,48 0,97+0,02 45,20
Melaco 2% 0,49+0,02 46,83 0,74+0,04 36,30 0,77£0,04 34,37

Soro de leite 2% 0,22+0,03 38,28 0,40+0,01 34,65 0,44+0,01 34,92

*T = 30°C (Tratamento testemunha)

Observou-se um aumento dos valores de pH no cultivo dos micro-organismos, quando
analisados os resultados obtidos para PSC, PHB, variacdo de pH e produtividade de PHB em
relagdo ao PSC em condicOes de pH 6,0 para as diferentes fontes de carbono testadas em
condigdes de temperatura de 25°C (Figura 14) e 35°C (Figura 15).

Os gréaficos apresentam os resultados do crescimento bacteriano medido pelo PSC, da

producdo de PHB, da produtividade de PHB em relacdo ao PSC em condi¢6es de pH 6,0, para
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as diferentes fontes de carbono testadas em condic¢des de temperatura 25°C (Figura 14) e 35°C

(Figura 15). Os resultados para a temperatura de 30°C encontram-se nas Figuras de 3 a 8.
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Figura 14. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B), variacdo de
pH (C) e produtividade de PHB em rela¢do ao PSC (D), quando cultivado em meio DYG’s.
Cultivo realizado a 25°C, 150 rpm e pH 6,0.
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Figura 15. Crescimento de Bradyrhizobium japonicum (A), producdo de PHB (B), variacdo de
pH (C) e produtividade de PHB em relacdo ao PSC (D), quando cultivado em meio DYG’s.
Cultivo realizado a 35°C, 150 rpm e pH 6,0.

5.4 CUSTO DE PRODUCAO DE PHB

Na analise de custo de producdo dos bioplasticos produzidos em laboratério foi
avaliado o custo operacional envolvido em cada experimentacdo, considerando as diferentes
fontes de carbono. Os custos operacionais foram determinados considerando os componentes
necessarios para o preparo do meio de cultura, os reagentes utilizados e a fonte de carbono
(Tabela 3). Na condicéo de laboratdrio os itens componentes do custo operacional que foram
utilizados apresentaram alto valor na cotagdo de mercado, por se tratarem de insumos que
apresentaram alto grau de pureza. Em escala industrial, os custos de aquisicdo desses insumos
tendem a reduzir, quando adquiridos em maiores quantidades. Diante disso, a discussdo dos
resultados serd realizada considerando ndo o valor absoluto encontrado e sim a analise
comparativa dos dados. A fonte de carbono sacarose foi considerada o tratamento testemunha,
por se tratar de uma fonte utilizada em escala industrial para a producdo de bioplasticos.

Todas as fontes de carbono analisadas apresentaram valores maiores que aquele obtido
para a sacarose (Tabela 3). As fontes glicose e lactose apresentaram 0s custos operacionais
maiores por se tratarem de fontes de carbono consideradas puras.
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Tabela 3. Custo operacional, em reais, da producdo em gramas de PHB, em laboratério

Fonte de carbono Sacarose  Glicose Lactose  Glicerol  Melaco Soro

R$031 R$190 R$301 R$133 R$0,66 R$0,00

Meio de cultura

Hidréxido de potassio R$0,01 R$0,03 R$0,01 R$001 R$001 R$0,02

Acido malico R$0,27 R$0,77 R$0,35 R$022 R$0,28 R$0,49
Peptona R$0,38 R$1,10 R$050 R$0,32 R$040 R$0,70
Extrato de levedura R$121 R$349 R$158 R$101 R$127 R$222
Fosfato de potassio R$0,03 R$0,08 R$0,04 R$0,02 R$003 R$0,05
Sulfato de magnésio R$0,09 R$025 R$0,11 R$0,07 R$009 R$0,16
Acido glutamico R$0,20 R$058 R$0,26 R$017 R$021 R$0,37
Agar bacterioldgico R$0,34 R$098 R$044 R$028 R$036 R$0,62
Colbdnia R$0,00 R$0,00 R$0,00 R$0,00 R$0,00 R$0,00

Reagentes quimicos

Hipoclorito de s6dio R$0,01 R$0,03 R$001 R$0,01 R$001 R$0,02
Acetona R$0,02 R$006 R$0,03 R$002 R$0,02 R$0,04
Cloroférmio R$0,01 R$0,03 R$0,01 R$001 R$0,01 R$0,02
Acido cloridrico - - - - - R$ 0,02

Custo operacional

Total R$286 R$929 R$635 R$346 R$335 R$4,73

US$ 1.00 = R$ 2,99. Cotacdo média do ddlar realizada para 0 més de abril do ano de 2015 (Banco Central do
Brasil, 2015)

Ao comparar 0s custos operacionais da producdo de PHB obtidos com as fontes
glicose e lactose com aqueles obtidos utilizando os residuos agroindustriais (glicerol, melaco
e soro) como fonte de carbono, verificou-se que estes foram superiores aos encontrados
quando se utilizou o carbono proveniente dos residuos agroindustriais.

Dentre as fontes de carbono derivadas dos residuos agroindustriais, o melago foi
aquele que apresentou o menor custo operacional de producdo. Trabalhos realizados por Lee
et al. (1995), Rehm (2003) e Shen et al. (2009) relataram que para reduzir oS custos
envolvidos na produgédo de PHB faz-se necessario o uso de fontes renovaveis mais baratas.

De acordo com Choi e Lee (1997) os precos da matéria prima sdo 0s componentes do
custo de producdo do biopléstico, incluindo a fonte de carbono, que mais contribuem para 0s
altos custos da producdo de PHB. Os dados encontrados na composicdo de custos (Tabela 4)
corroboram com essa assertiva.

Ao analisar a composicdo do custo operacional, verificou-se que a maior representacao
percentual foi com aqueles componentes envolvidos no preparo do meio de cultura (Tabela
4).
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Tabela 4. Composicdo do custo operacional, em %, da producdo em gramas de PHB, em
laboratério

Fonte de carbono Sacarose  Glicose  Lactose Glicerol Melaco  Soro

10,72 20,40 47,38 38,37 19,72 0,10

Subtotal 10,72 20,40 47,38 38,37 19,72 0,10

Meio de cultura

Hidroxido de potassio 0,33 0,30 0,20 0,23 0,30 0,37
Acido mélico 9,34 8,33 5,51 6,45 8,40 10,42
Peptona 13,26 11,82 7,82 9,15 11,92 14,79
Extrato de levedura 42,11 37,55 24,82 29,07 37,87 46,96

Fosfato de potassio 0,95 0,84 0,56 0,65 0,85 1,06

Sulfato de magnésio 3,07 2,74 1,81 2,12 2,76 3,42

Acido glutamico 6,97 6,21 4,11 4,81 6,27 7,77
Agar bacterioldgico 11,84 10,55 6,98 8,17 10,65 13,20

Colbnia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Subtotal 87,87 78,35 51,79 60,66 79,02 97,99

Reagentes quimicos

Hipoclorito de sédio 0,33 0,29 0,19 0,23 0,29 0,37

Acetona 0,73 0,66 0,43 0,51 0,66 0,82

Cloroférmio 0,34 0,31 0,20 0,24 0,31 0,38

Acido cloridrico - - - - - 0,35

Subtotal 1,41 1,25 0,83 0,97 1,26 1,92
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Dos itens que compdem a producdo de PHB, notou-se que o extrato de levedura
utilizado na preparagcdo do meio de cultura foi o item mais expressivo na composi¢do dos
custos. A presenca desse item elevou o custo da producao do PHB.

As fontes de carbono, lactose e glicerol, representaram 47,38% e 38,37%,
respectivamente, do custo de producdo do PHB. Com uso de fonte de carbono proveniente de
residuos agroindustriais adquiridos sem o custo da aquisicdo pode-se obter reducdo no custo
de producédo, melhorando o preco final do biopléstico.

Como os principais componentes do custo operacional foram aqueles relacionados ao
meio de cultura, sugerem-se estudos que utilizem outros meios de cultura para producao do
bioplastico, reduzindo o custo operacional da producdo de PHB. Dentre aqueles meio de
cultura disponiveis, o0 meio mineral pode ser utilizado e analisado. Este meio dever conter no
minimo (g/L): Na;HPO, 6,7; NH,CI 0,1; KH,PO, 1,5; MgS0,4.7H,0 0,2; CaCl 0,01; Citrato
de amonio ferroso 0,06; biotina e 1 mL de elementos tracos (Ramsay et al., 1990).

Considerando que a fonte de carbono derivada de residuos agroindustriais poderia ser
doada, por se tratar de um subproduto da atividade agroindustrial, certamente haveria reducéo
no custo operacional do biopléstico produzido. Nesta condi¢do, observaram-se resultados
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atrativos para o uso de fontes de residuos agroindustriais na producdo de bioplastico (Tabela
5).

Tabela 5. Custo operacional, em reais, da producdo em gramas de PHB em laboratorio,
considerando a doacéo da fonte de carbono proveniente do residuo agroindustrial

Fonte de carbono Sacarose  Glicose Lactose Glicerol  Melago Soro

R$031 R$190 R$301 R$000 R$0,00 R$0,00

Meio de cultura

Hidréxido de potassio R$0,01 R$0,03 R$0,01 R$001 R$0,01 R$0,02

Acido malico R$ 0,27 R$0,77 R$035 R$0,22 R$028 R$0,49
Peptona R$ 0,38 R$1,10 R$050 R$0,32 R$040 R$0,70
Extrato de levedura R$ 1,21 R$349 R$158 R$101 R$127 R$222
Fosfato de potassio R$0,03 R$0,08 R$004 R$0,02 R$003 R$0,05
Sulfato de magnésio R$0,09 R$025 R$0,11 R$0,07 R$0,09 R$0,16
Acido glutamico R$0,20 R$058 R$026 R$017 R$021 R$0,37
Agar bacteriolgico R$0,34 R$098 R$044 R$028 R$036 R$0,62
Colbdnia R$ 0,00 R$0,00 R$0,00 R$0,00 R$0,00 R$0,00

Reagentes quimicos

Hipoclorito de sddio R$0,01 R$0,03 R$0,01 R$0,01 R$001 R$0,02

Acetona R$0,02 R$0,06 R$0,03 R$0,02 R$0,02 R$0,04

Cloroférmio R$0,01 R$0,03 R$001 R$0,01 R$001 R$0,02

Acido cloridrico - - - - - R$ 0,02
Custo operacional efetivo

Total R$286 R$929 R$6,35 R$214 R$269 R$4,72

US$ 1.00 = R$ 2,99. Cotagdo média do ddlar realizada para 0 més de abril do ano de 2015 (Banco Central do
Brasil, 2015)

Analisando os resultados obtidos do custo operacional, levando em consideracdo a
doacdo das fontes de carbono (glicerol, melaco e soro de leite) provenientes do processo
agroindustrial, verificou-se reducdo nos custos envolvidos quando se produz bioplastico a
partir do uso de glicerol e melago.

O custo operacional utilizando o glicerol como fonte de carbono passou de R$ 3,46
(Tabela 1) para R$ 2,14 (Tabela 3). Além de ter seu custo reduzido, quando a fonte de
carbono foi doada, esse passou ainda ser menor do que os custos obtidos com a sacarose
(tratamento testemunha) sendo atrativo para o investidor adotar o uso de fonte de carbono
provenientes de residuos agroindustriais, desde que a obtencdo desta fonte apresente custo
zero, ou seja, a fonte ndo apresente custo de aquisicdo, junto a agroindustria. Além disso,
promove-se a reducdo do impacto ambiental quando se usa residuos e da-se o destino correto
ambientalmente. Situacdo semelhante ocorreu para o uso do melago, que apresentou redugéo

no custo operacional, passando de R$ 3,35 para R$ 2,69.
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Analisando a composicdo do custo operacional, considerando a doacdo das fontes de
carbono oriundas dos residuos agroindustriais, observou-se que o meio de cultura apresentou
maior participacdo nos custos de producdo dos bioplasticos (Tabela 6). Dentre os itens
necessarios para o preparo do meio de cultura, o extrato de levedura foi aquele que teve maior
representatividade, situagdo semelhante quando considerado os custos com aquisicdo das
fontes de carbono.

Tabela 6. Composicdo do custo operacional, em %, da produ¢do em gramas de PHB em
laboratdrio, considerando a doacao da fonte de carbono proveniente do residuo agroindustrial

Fonte de carbono Sacarose  Glicose Lactose  Glicerol  Melago Soro

10,72 20,40 47,38 0,00 0,00 0,00

Subtotal 10,72 20,40 47,38 0,00 0,00 0,00

Meio de cultura

Hidroxido de potassio 0,33 0,30 0,20 0,37 0,37 0,37
Acido malico 9,34 8,33 5,51 10,46 10,46 10,43
Peptona 13,26 11,82 7,82 14,85 14,85 14,80
Extrato de levedura 42,11 37,55 24,82 47,17 47,17 47,00

Fosfato de potassio 0,95 0,84 0,56 1,06 1,06 1,06

Sulfato de magnésio 3,07 2,74 1,81 3,44 3,44 3,43

Acido glutamico 6,97 6,21 411 7,81 7,81 7,78
Agar bacterioldgico 11,84 10,55 6,98 13,26 13,26 13,21

Colbnia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Subtotal 87,87 78,35 51,79 98,43 98,43 98,08

Reagentes quimicos

Hipoclorito de sddio 0,33 0,29 0,19 0,37 0,37 0,37

Acetona 0,73 0,66 0,43 0,82 0,82 0,82

Cloroférmio 0,34 0,31 0,20 0,38 0,38 0,38

Acido cloridrico - - - - - 0,35

Subtotal 1,41 1,25 0,83 1,57 1,57 1,92
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Analisando a composicdo do custo operacional envolvido na producdo de PHB, sem
despesa na aquisicdo da fonte de carbono (Tabela 6), o extrato de levedura apresentou maior
representatividade, oscilando entre 24,82% e 47,17%.

Nesta condigéo experimental, em que se considerou ndo haver custo com a compra das
fontes de carbono provenientes da agroindustria, a sacarose, a glicose e a lactose apresentaram
representatividade na composicdo dos custos operacionais com 10,72%, 20,40% e 47,38%,
respectivamente. Visando compreender os resultados obtidos na determinacdo dos custos de
producdo e promover uma analise comparativa promoveu-se a determinagdo da relacdo entre

as fontes de carbono analisadas com a sacarose, fonte de carbono considerada tratamento


http://agiindustries.trustpass.alibaba.com/product/112187008-102957003/MgSO4_7H2O.html

63

testemunha, nas duas condicdes de estudo, com a compra da fonte de carbono e com a doagéo
da fonte de carbono proveniente dos residuos agroindustriais (Tabela 7).

A sacarose considerada o tratamento testemunha teve a sua relacdo mantida como base
em 100% e, a partir dai, comparou-se as demais fontes em termos percentuais quando seria a

participacdo de cada uma.

Tabela 7. Resultados da analise econémica comparativa do custo operacional, em reais, € a
relacdo, em %, da producdo em gramas de PHB em laboratdrio das fontes de carbono com a
sacarose

Com a compra da fonte de carbono ~ Sem a compra da fonte de carbono*

Fonte de carbono  Custo operacional Relacéo Custo operacional Relacéo
Sacarose R$ 2,86 100,00% R$ 2,86 100,00%
Glicose R$ 9,29 324,82% R$ 9,29 324,82%
Lactose R$ 6,35 222,02% R$ 6,35 222,02%
Glicerol R$ 3,46 120,97% R$ 2,14 74,82%
Melaco R$ 3,35 117,13% R$ 2,69 94,04%
Soro de leite R$ 4,73 165,38% R$ 4,72 165,03%

*Considerando a doacdo da fonte de carbono quando esta foi proveniente da produgdo de residuos
agroindustriais

Considerando a compra da fonte de carbono, a relacdo percentual dos custos
envolvidos para producdo de PHB foi superior aquele obtido com a sacarose. Dentre as fontes
de carbono analisadas, o melaco e o glicerol foram aqueles que apresentaram menores
percentuais entre as fontes de carbono testadas, representando 117,13% e 120,97%,
respectivamente, em relagéo a sacarose.

Na condi¢do em que foi considerada a doagdo da fonte de carbono proveniente do
processo agroindustrial, ou seja, ndo houve despesa na aquisicdo da fonte de carbono,
observou-se que as fontes, glicerol e melago apresentaram um percentual de custo operacional
inferior aquele obtido com a sacarose (tratamento testemunha). Este fato evidenciou que o0 uso
de residuos agroindustriais utilizados na producdo de PHB promoveu a reducdo do custo
operacional.

Ressalta-se que os resultados econdémicos foram obtidos por meio dos custos
levantados em condicdo laboratorial e que os valores absolutos ndo refletem os valores

encontrados quando a producdo de PHB ocorre em escala industrial. Desta forma, salienta-se
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que a analise dos resultados deve ser realizada comparativamente, quando se discute 0s custos
operacionais observados na producgdo de PHB, a partir de residuos agroindustriais como fonte
de carbono.

Sugere-se também, que na dificuldade da doacdo de determinados residuos, como é o
caso do glicerol, uma vez que o mesmo pode ser utilizado em industrias farmacéuticas e de
cosmeticos, o ideal € ter na mesma planta empresas produtoras de biodiesel e de PHB, assim o

residuo poderia ser totalmente aproveitado sem representar custo para a producao de PHB.
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6- CONCLUSAO

Os micro-organismos pertencentes ao género Bradyrhizobium japonicum apresentam
potencial para a producdo de PHB.

As condicbes de cultivo para o desenvolvimento dos micro-organismos
Bradyrhizobium japonicum obter a maior producdo de PHB é utilizando meio contendo pH
igual a 6,0, em temperatura controlada de 30°C ou 35°C, pelo periodo de 48 horas.

A concentracdo utilizada de cada fonte de carbono é de 1% para sacarose e glicose e
de 2% para lactose, glicerol, melago e soro de leite.

A maior producdo de PHB obtida em meio DYG’s ocorre com o uso de glicerol como
fonte de carbono.

O extrato de levedura é o item de maior representatividade no custo operacional de
producdo do PHB, independente da compra ou ndo da fonte de carbono.

A sacarose é a fonte de carbono que apresenta 0 menor custo operacional, na condicao
em que se compram todos 0s insumos necessarios para a producédo do PHB.

O glicerol e 0 melaco sao fontes de carbono que apresentam menor custo operacional

de producéo, quando ndo necessitam de dispéndio financeiro para aquisicéo.
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