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RESUMO

Os biopolimeros sdo polimeros produzidos a partir de recursos renovaveis por agdo de
diferentes organismos, como: micro-organismos, plantas e animais. E possivel sintetiza-los
quimicamente através de acucares, Oleos, amido e gordura. Em geral esses polimeros
biolégicos podem ser derivados de amido, acido polilactico, polimeros celulésicos e poli-
hidroxialcanoatos. Os poli-hidroxialcanoatos especificamente sdo 100% biodegradaveis,
produzidos por micro-organismos que utilizam os mesmos como fonte energética em
condicdo de limitacdo de carbono. O objetivo deste trabalho foi avaliar a cinética de producéo
de biopolimero por Bacillus sp. através da fermentacdo submersa, utilizando glicose e extrato
aquoso de algaroba como fontes de carbono, com o interesse de avaliar a potencialidade do
extrato aquoso de algaroba como substrato alternativo. Os ensaios foram conduzidos em
incubadora rotativa (150 rpm e 37° C, 48 h) utilizando frascos erlemmeyers de 125 mL, com
volume de meio de 50 mL. Amostras foram retiradas periodicamente para avaliar a cinetica de
crescimento, o consumo de substrato e formacao de biopolimero. O Bacillus sp utilizado neste
experimento com os substratos analisados, mostrou como potencial produtor de biopolimero
do tipo PHA — PHB. Os experimentos que utilizaram extrato de algaroba sugerem uma maior

producéo de biopolimero, concluindo que a algaroba é um substrato em potencial.

Palavras chaves: Biopolimeros. Poli- hidroxialconoato. Fermentacdo submersa. Bacillus sp.



ABSTRACT

Biopolymers are polymers can be produced from renewable resources through different
organisms, such as microorganisms, plants and animals, it is also possible to synthesize them
chemically through sugars, oils, starch and fat in general these biological polymers may be
derived from starch, polylactic acid, cellulose polymers and poly- hydroxyalkanoates. The poly-
hydroxyalkanoates specifically is 100% biodegradable, produced by microorganisms using the
same as an energy source in carbon limitation condition. The objective of this work was to
evaluate the kinetics of biopolymer production by Bacillus sp. Through submerged fermentation,
using glucose and aqueous extract of mesquite as carbon sources, with the interest of evaluating
the potential of the aqueous extract of mesquite as an alternative substrate. The assays were
conducted in a shaker (150rpm and 37°C, 48h) using 125 ml erlemmeyer flasks, with a volume
of 50 ml. Samples were collected periodically to evaluate growth Kinetics, substrate consumption
and biopolymer formation. The Bacillus sp used in this experiment with the analyzed substrates,
showed as potential producer of PHA - PHB type biopolymer. Experiments using mesquite
extract suggest a higher production of biopolymer, concluding that mesquite is a potential
substrate.

Key words: Biopolymers. Poly-hydroxyalkanoates. Submerged fermentation. Bacillus sp.
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1. INTRODUCAO

H& muito tempo que os polimeros sintéticos sdo utilizados de diversas formas na
sociedade, fazendo dele um produto ainda indispensavel no dia a dia. Contudo, esses polimeros
sdo bastante ofensivos para o meio ambiente, devido & sua resisténcia de decomposi¢do, sua

toxidade e a grande acumulagdo de residuos oriundos de seus derivados.

Outra grande desvantagem é o fato de serem totalmente dependentes de fontes ndo
renovaveis, como 0 petréleo, porém gracas ao progresso e a necessidade atual, a ciéncia e
tecnologia vem pesquisando outras formas de materiais poliméricos com capacidade de conter
boas caracteristicas fisicas que possam substituir os polimeros sintéticos (MACEDO, 2015;
CHANPRATEED, 2010).

Uma alternativa aos polimeros sintéticos é a producédo de biopolimeros a partir de fontes
renovaveis devido a sua capacidade de biodegradacdo. Tais polimeros biologicos podem ser
derivados de amido, &cido polilactico, polimeros celuldsicos e poli-hidroxialcanoatos (PHA)
(NATH et al., 2008 apud ROSSA, 2012)

Os poli-hidroxialcanoatos sdo produzidos por micro-organismos como fonte energética,
e em condicdo de limitacdo de carbono podem ser consumidos pelo préprio metabolismo
microbiano. Entre os polimeros de PHA sintetizados o poli-hidroxibutirato (PHB) foi 0 primeiro
a ser descoberto e é atualmente o mais pesquisado e o melhor caracterizado. O PHB é um
produto intracelular encontrado em forma de granulos no protoplasma de muitas bactérias,
podendo chegar a uma concentracdo de 80% do peso seco das células produtoras (BERWING,
2016).

Cerca de 20 géneros bacterianos e um total de 120 isolados ja foram extraidos de
amostras de diferentes solos. Em torno de 62 isolados apresentaram resultados positivos para
granulos de PHB, entre eles: Azatobacter, Bacillus, Beijernickia, Alcaligenes, Pseudomonas,
Rhizobium e Rhodospirillum. (PRASANNA et al., 2011; BHUWAL et al., 2014)

Segundo pesquisadores, geralmente bactérias do solo sdo mais propicias a produzir
PHB gracas as condicGes de pH, temperatura e nutriente do solo (ASLIM; YUKSEKDAG;
BEYATLI, 2002).

O biopolimero produzido a partir destes organismos € utilizado numa grande variedade

de produtos. Os organismos gram-positivos, como o Bacillus sp. possuem a capacidade de
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crescer por uma infinidade de substratos baratos, porém o grande obstaculo das estirpes de
Bacillus é a dificuldade em acumular PHB. Em contrapartida, o PHB pode ter uma boa
producédo quando utilizadas fontes de carbono refinadas e de alto custo.

Essa exigéncia na producdo industrial inviabiliza a fabricacdo do PHB por Bacillus no
mercado. A dificuldade de producéo incentiva a pesquisa de fontes alternativas de substratos que
possuam baixo custo e que de preferéncia sejam renovaveis (WU et al., 2001).

A algarobeira, pertencente a familia Leguminosae e género prosopis, ndo é uma planta
nativa do Brasil, mas teve uma facil adequacdo ao clima do pais, principalmente quando se trata
da regido Nordeste, a sua adaptacdo se caracterizou devido a sua resisténcia a seca (CLOVIS,
2009).

O fruto da planta é uma vagem conhecida por conter uma grande quantidade de
sacarose, possuindo cerca de 60 % de agucares em sua polpa. Entretanto, o fruto ainda é
composto de gordura, vitaminas, sais minerais e proteinas. Por ser rica em agucares,
especialmente em sacarose, este fruto pode ser utilizado como fonte de carbono para processo
fermentativo (CLOVIS, 2009).

Na literatura, a sua atuacdo com essa finalidade ja foi descrita por Nascimento et al.
(2013) que estudaram a producdo de celulose bacteriana utilizando o extrato de algaroba como

fonte alternativa de carbono.

Neste contexto, o presente trabalho avaliou a producdo de biopolimero a partir de
Bacillus sp. através da fermentacdo submersa, utilizando glicose e extrato de algaroba,

respectivamente como substrato.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Biopolimeros

Os biopolimeros sdo polimeros produzidos a partir de recursos renovaveis por acao
de diferentes organismos, como: micro-organismos, plantas e animais, como também sdo
possiveis sintetiza-los quimicamente, através de acglcares, 0leos, amido e gordura. Em sua

maioria é biodegradavel e ndo toxico ao ambiente (FLIEGER et al., 2003).

Os polimeros biodegradaveis (BDPS) ou plasticos biodegradaveis sdo definidos como

materiais poliméricos capazes de sofrer decomposicdo na presenca de dioxido de carbono,
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metano, agua, compostos inorgénicos, ou biomassa proveniente de uma agdo enzimatica de
micro-organismos (FRANCHETTI e MARCONATO, 2006). Atualmente, os BDPs vém
mostrando progressos significativos em novas estratégias de design e engenharia para
fornecer polimeros avangados com melhor desempenho e com caracteristicas similares aos
polimeros convencionais (LUCKACHAN et al, 2011).

Segundo Brito et al (2011), existe uma infinidade de evidéncias relacionando o meio
ambiente com fatores sécio econdmicos, que por sua vez, se relacionam diretamente ao
surgimento crescente dos biopolimeros. Grandes impactos ambientais sdo causados pelos
processos de extracdo e refino utilizados para producdo dos polimeros provenientes do
petr6leo, assim como sua escassez e elevado custo que vem favorecendo ainda mais a

producdo de polimeros biol6gicos como uma alternativa viavel e presente.

Muitas pesquisas ainda precisam serem feitas para melhorar a qualidade e o custo
dos bioplasticos, pois ainda sdo mais caros e menos flexiveis, possuindo uma aplicacao
limitada quando comparado aos sintéticos ( Tabela 1). Contudo, o diferencial dos
biopolimeros esta na sua capacidade de degradacdo, pois levam apenas de 6 a 12 meses para
se decomporem, ao contrario dos polimeros sintéticos que podem chegar entre 40 a 200 anos
de permanéncia no ambiente (COUTINHO, 2004).

Tabela 1: Capacidade de substituicdo de polimeros de origem fossil por biopolimeros.

Polimero FVC | PEAD | PEBD PP Ps PMMA PA PET PC
Amido - + + + +

PLA + + + + +

PHB - - -

PHBHx - — — e - -

++ substituicdo completa; +  substituscdo parcial; - ndo substrtu,

Fonte: (PRADELLA, 2006)

2.2. Poli (hidroxialcanoatos) — PHA

Os PHAs pertencem a familia dos biopoliésteres e sdo biopolimeros sintetizados
naturalmente por diversos micro-organismos (Figura 1) (BRITO et al., 2016). Estdo
geralmente presentes no citoplasma das células em formato de granulos encapsulados por uma
membrana (SERAFIM; LEMOS; REIS, 2003 apud FONSECA, 2014).
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Vérios fatores podem influenciar a producdo de PHAs, como o tipo de micro-
organismo, a duracdo da fermentacdo, a taxa de crescimento e a natureza de concentracdo das
fontes de carbono (SHAHID et al., 2013). De acordo com Brito et al. (2016), a producéo deste
polimero bioldgico pode dar lugar a diferentes aplicacfes industriais.

Figura 1: Estrutura quimica dos polihidrocialcanoato.

n=1 R = hidrogénio Poli (3-hidroxipropionato)

R = metil Poli (3-hidroxibutirato)

R = etil Poli (3-hidroxivalerato)

R = propil Poli (3-hidroxihexanoato)

R = pentil Poli (3-hidroxioctanoato)

R = nonil Poli (3-hidroxidodecanoato)
n=2 R = hidrogénio Poli (4-hidroxibutirato)

R = metil Poli (4-hidroxivalerato)
n=3 R = hidrogénio Poli (5-hidroxivalerato)

R = metil Poli (S-hidroxihexanoato)
n=4 R = hexil Poli (6-hidroxidodecanoato)

Fonte: (VIEGAS, 2005)

2.2.1. POLI (3-HIDROXIBUTIRATO) — P (3HB)

O P(3HB) é o principal polimero da familia dos PHAs. Pertence ao grupo dos PHAS
de cadeia curta, com monémeros contendo de 4 a 5 atomos de carbono (FONSECA, 2014). E
produzido naturalmente por varios microrganismos, principalmente em resposta a condicdes
de estresse como, limitacdo de nutrientes. O polimero é essencialmente um produto da
assimilacdo de carbono (a partir de glicose ou amido) e € empregado por microrganismos
como fonte de armazenamento de energia para ser metabolizado quando outras fontes de
energia comuns nao estdo disponiveis (PANDA, 2006).

2.2.2. BIOSSINTESE DO P (3HB)

O PHB é sintetizado a partir de acetil-CoA por bactérias produtoras, em acdo
sequencial de trés enzimas (SHAH, 2014). A primeira reacdo envolve a condensacdo de duas
moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA-redutase, a qual é catalisada por B-
cetotiolase (codificada por PHA A). O segundo passo € a reducdo de acetoacetil-CoA por um
acetoacetil-CoA-desidrogenase dependente de NADPH (codificada por PHA B). Por ultimo,

os mondémeros de (R) -3-hidroxibutiril-CoA redutase sdo polimerizados em P(3HB) por P
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sintase (3HB) (codificada por PHA C) (Figura 2) (SINGH et al., 2009 apud REDDY et al.,
2003).

Figura 2: Via Biosintética do P (3HB).

o] T) O
e 3P N
aceti-CoA aceroacetil-CoA
PHB
sintase bo '
\COA
R-(-)-3 hidroxibutiril-CoA acetoacetil-CoA
reductase
NADPH
c H, dependente

/‘ o>\
| e
. idroxibutirato,
™= /J\\N/J\\ ——
\ ° :

n

Fonte: (STEINBUCHEL et al., 1992).

2.3. Microrganismos produtores de PHA

A sintese de PHAs esta associada a capacidade da bactéria sintetizar hidroxiacil-CoA
e da presenca da enzima PHA sintase (LAVORATO, 2008).

Micro-organismos que sintetizam o PHA podem ser encontrados tanto em bactérias
Gram positivas quanto em Gram negativas. Estima-se que 72 géneros de bactérias ja foram
descritos como produtores do biopolimero (Tabela 2) (REDDY et al., 2003 apud COREA,
2014).

Os produtores de poli-hidroxialcanoatos podem ser classificados de duas formas: os
gue necessitam da limitacdo de algum nutriente como, N, P, Mg, K, O e excesso de carbono e
aqueles que ndo necessitam da limitacdo de nutrientes, como exemplo deste Gltimo grupo
podemos destacar 0 Género Bacillus (FACCIN, 2012).



Tabela 2: Micro-organismos capazes de produzir PHA.

Micro-organismo Fonte de PHA PHA
Carbono (% WIV)
Alcaligenes eutrophus Gliconato P(3HB) 46-85
Propinato P(3HB) 26-36
Octanoato P(3HB) 38-45
B.megaterium QMB Glicose P(3HB) 20
1551
Klebsiella aerogenes Melaco P(3HB) 65
recombinante
Methylobacterium Frutose/Metanol P(3HB) 30
ehodesanum MB 127
Methylobacterium Metanol P(3HB) 40-46
extorquens
(ATCC55366)
Pseudomonas aeriginosa | Euphorbia e Oleo PHA 20-30
de ricino
Pseudomonas Pentanol P(3HV) 55
denitrificans
Pseudomonas olevorans Propinato P(3HB) 1,1-5
Octanoato P(3HB) 50-68
Pseudomonas Putida Octanoato P(3HB) 14-22
GPp 104
P. putida Oleo de semente PHA 37
de palma
Acido Léurico PHA 25
Acido Miristico PHA 28
Acido Oleico PHA 19
P. putida BMO01 Acido fenoxi- SPOHV 15-35
dexonoico
Sphaerotilos natans Glicose P(3HB) 40

Fonte: Adaptado (REDDY et al., 2003)
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2.3.1. PRODUGAO DE PHA PELO GENERO BACILLUS

Espécies do género Bacillus ja foram identificados como micro-organismos
produtores de PHB. Entretanto, devido a quantidade de espécies nem todos foram explorados
de forma eficiente na producédo do biopolimero.

O género Bacillus dispde de um curto tempo para atingir altas densidades celulares,
séo capazes de crescer em fontes de carbono e nitrogénio de baixo custo, secretam grandes
quantidades de enzimas e expressam genes heterélogos de forma satisfatoria. Todas essas
caracteristicas sdo favoraveis para a producédo do polimero biolégico (KRUEGER, 2009 apud
LAW et al., 2003). Apesar de todos serem constituintes de um Unico género, a maior
producdo de PHA pode variar no decorrer do crescimento da linhagem. Por ordem, o
crescimento esta diretamente relacionado a sua producdo, logo a taxa de maior produtividade

é geralmente na fase exponencial.

A linhagem B. megaterium é a mais estudada e foi a primeira a ser identificada por
conter corpos de inclusédo de P(3HB). Possui a capacidade de produzir o polimero a partir de
diversas fontes de carbono, como sacarose, glicose, frutose, lactose, maltose e glicerol. Nos
experimentos de McCooll et al. (1996) sobre 0 acompanhamento do acumulo de PHA em
granulos de B. megaterium em diferentes fases do crecimento, comprovaram que 0 maior
acumulo do biopolimero foi na fase exponencial e estacionaria. Porém, a fase de crescimento

celular é o momento de maior abundancia.

Entre os Bacillus sp. relatados como sendo produtores de biopolimero, possuem
rendimentos de P (3HB) que variam entre 11-69% presente em sua massa seca 0 que
determinard o maior rendimento é a adaptacdo do micro-organismo a0 meio de crescimento
submetido (SINGH et al.,2009).

2.3.2 Bacillus sp.
Ja existem citacbes de mais de 265 espécies e de 7 subespécies no género Bacillus sp,

de acordo “List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature”.

O género Bacillus podem ser gram-positivos ou gram-negativos, possuem cilios
peritriquios e devido a eles conseguem se locomover. Também sdo caracterizados por
bastonetes com extremidades retas ou arredondadas contendo tamanhos variados. Em sua
grande maioria, as espécies de Bacillus é saprofitas, estando amplamente distribuidas no ar,
solo e agua (GOMES, 2013).
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Tabela 3: Classificacdo taxondmica do Bacillus sp.

Classificagdo taxdnomica

Reino Bacteria
Sub-reino Posibacteria
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
Ordem Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Espécie Bacillus sp.

Fonte: Integrated Taxonomic Information System (ITIS)

2.4. Producéo Industrial do PHA.

Uma das grandes preocupacdes da atualidade € a poluicdo ambiental em especial a
producdo desgovernada de residuos solidos que vem causando prejuizos variados para a
sociedade e para natureza. Um dos principais componentes presentes no lixo € o plastico que

em sua maior parte é despejado e ndo reciclado.

Na década de 1990, o Brasil passou a produzir plasticos biodegradaveis provenientes
de derivados da cana-de-aclcar. A abertura desse novo mercado, a busca por polimeros
biologicos capazes de serem produzidos a partir de biorreatores, tendo carboidratos como

substrato, passou a ser uma realidade no pais (COUTINHO et al., 2004)

A qualidade e a semelhanca do PHB com os polimeros sintéticos fez dele um dos
polimeros mais escolhidos para dar inicio a producdo de bioplasticos. A empresa Biocicle é
pioneira na producdo de PHB industrial no Brasil. Deu seu inicio em 1992 com objetivo de
produzir um polimero biodegradavel de fonte renovavel. Em 1994 a empresa concluiu seus
estudos e ja e em 1996 os primeiros lotes de PHB foram enviados para varias instituicdes de

pesquisa. Atualmente a empresa ja comercializa a nivel nacional e internacional (BIOCICLE).

Estudar polimeros biologicos é necessidade da sociedade voltada para a articulacdo e
implementacdo de novas tecnologias e ciéncia, para acompanhar o cenario mundial nas

adaptacOes as novas necessidades ambientais (COUTINHO, 2007).

Um cenario bastante crescente é o deposito de patente relacionado ao poli-

hidroxibutirato em diferentes vertentes. Porém, a distribuicdo dos depdsitos evidéncia que
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existe uma concentracdo maior nos paises com altos indices de desenvolvimento. Entretanto o
interesse de poténcias mundiais afirma que estudar PHB é vidvel e rentdvel com suas
expectativas de mercado positivas no decorrer dos anos (RIBEIRO e DRUZIAN, 2013). E
possivel observar uma participacdo ainda timida, porém significativa do Brasil, o0 que mostra
um interesse favordvel para o desenvolvimento tecnologico do biopolimero (figura 3). De
acordo com Ribeiro e Druzian (2013). Os dez maiores detentores da tecnologia, séo 80% de
empresas, 20% de universidades e apenas 10% de centros de pesquisa.

Figura 3: Distribuicdo de deposito de patente por paises.
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Fonte: (RIBEIRO e DRUZIAN, 2013).
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Um problema que ainda dificulta a producdo industrial em larga escala do
biopolimero é o alto custo da producdo. Cerca de 40% do custo total da producdo &
equivalente a matéria-prima. Atualmente, o principal objetivo é tonar o PHB economicamente
viavel e de facil processo e manuseio. Portanto, a utilizacdo de fontes de carbonos de baixo
custo ou mesmo residuos de materiais organicos podem ser uma alternativa a curto prazo
(SINGH, 2013; SINGH, 2016).

2.4.1. APLICABILIDADE DO BIOPOLIMERO

O biopolimero em questdo tem a sua aplicabilidade associada ao fato de obter
caracteristicas semelhantes ao polipropileno que é um polimero de alta resisténcia.
Caracteristicas, como elevada cristalinidade, resisténcia a agua, pureza oOptica, resisténcia a
mistura, boa estabilidade a radiacdo UV, barreira ndo permedvel a gases, além de alta
biocompatibilidade e regularidade nas cadeias carbbnicas que sdo comuns em ambos 0S
polimeros. Essas caracteristicas fazem do biopolimero um forte concorrente na substitui¢do
dos polimeros sintéticos (RODRIGUES, 2005).

A sua eficiéncia e aplicabilidade vém ganhando espa¢o no decorrer dos anos e ja se
pode destacar uma infinidade de produtos derivados do PHB em diversos setores industriais.

As aplicacbes mais primérias sdo as fabricagdes de embalagens para higiene, limpeza,
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cosméticos e produtos farmacéutico (ORTEGA, 2006). Na atualidade, com o aumento de
pesquisas na area, novas aplicaces vém sendo adotadas.

O P(3HB) vem se destacando na engenharia de tecidos e nas construcdes de 6rgaos
aritficiais, mais precisamente na construcdo de vélvulas cardiacas, 0ssos artificiais , andaimes
para miotubos esqueléticos e tecido nervoso. Na area farmaceutica, vem sendo de grande
interesse na construcao de nanoparticulas capazes de liberar o farmaco em lugar especifico de
acdo. Na literatura ainda podemos encontrar biosensores e biomarcadores utilizando

biopolimero o que comprova sua ampla aplicacdo (PENA et al, 2014).

2.5. Producéo de PHB por fermentacao submersa

A fermentacdo submersa ocorre em meio com presenca de agua livre e normalmente
com substratos soltveis. A definicdo biotecnolégica da fermentacdo refere-se de como é
executada, fazendo referéncia ao processo de conversdo quimica de substratos em produtos,
através da acdo de microrganismos, onde a transformacdo € catalisada por enzimas
(REGULY, 1998). Proporciona, ainda, uma melhor transferéncia de massa e calor, trazendo
vantagens na modelagem e no controle do sistema. Porém, a desvantagem do processo é o alto
custo de energia e a possibilidade de contaminacdo (JAIN; MORLOQ E HENSON, 2013;
HOLKER e LENZ, 2005)

A escolha do processo fermentativo esta diretamente relacionada com o objetivo do
estudo. No caso da producdo do PHB, existem duas maneiras: in vitro, via polimerizacéo
catalisada por PHA polimerase; ou in vivo, através da fermentacdo submersa, esse Ultimo é o
mais utilizado entre os pesquisadores da area. A preferéncia da producdo por fermentacao
submersa se deve ao fato de permitir o acompanhamento do crescimento microbiano, assim
como 0s parametros cinéticos podem ser verificados no decorrer do cultivo, influéncia de
fatores como agitacdo, oxigénio dissolvido, concentracdo de nutrientes, pH, temperatura.
Além da produtividade e a qualidade dos polimeros produzidos no processo (SANTOS et al.,
2011; ZINN et al., 2001).

2.6. Substrato

A escolha do substrato é uma das principais etapas de um processo fermentativo, pois
é devido a sua conversdo que se obtém o produto de interesse. O substrato é considerado a
principal fonte de carbono para o desenvolvimento do micro-organismo, sendo que 0 mais
utilizado para producdo de biopolimero é a glicose. Todavia, existem inimeros substratos que

podem ser utilizados, sejam eles de origem organica ou sintética. Atualmente, o maior
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interesse é por substratos de origem renovavel, ou seja, residuos ou subprodutos de outros
processos industriais que ndo toxicos e que apresentem baixo custo (VANZIN, 2008).

2.6.1. ALGAROBA

A algarobeira pertencente a familia: Leguminosae, subfamilia: Mimoséacea, género:
Prosopis e espécie: Prosopis juliflora (BARROS, 1981). A planta ndo é nativa do Brasil,
entretanto, se adaptou facilmente as condi¢des climaticas das regides aridas e semiaridas, com
capacidade de se desenvolver em solos salinos nas diferentes areas do Nordeste. Dentre as
caracteristicas que as favorecem, é o seu réapido crescimento e frutificacdo, apresentando
periodo de floragdo na época mais seca do ano, e se mantém por todo o ano, devido a essa
caracteristica tornou-se resistente ao clima da regido semiéarida do Brasil; geralmente sua
producdo é conservada durante trinta a quarenta anos (GOMES, 1973; BARBOSA, 1977,
SILVA, 2009)

Figura 4: Imagem da algorabeira.

Fonte: (VIVEIROIPE)

A algaroba € o fruto da algarobeira e podendo medir entre 15 a 30 cm de
comprimento e 1 a 2 cm de largura, com peso variando entre 4 e 8g (VALDIVIA, 1972). Este
fruto é composto de epicarpo, mesocarpo e endocarpo. O mesocarpo € rico em sacarose,

também é encontrado proteinas, lipidios, fibras, minerais e outros carboidratos.

Figura 5: Estrutura interna da vagem da algarobeira.

Carpdofaro

Endocarpo

Fonte: (ALMEIDA, 1983)
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Nas vagens de algaroba, pode-se encontrar como parte de sua constituicdo polimeros
préprios, denominados como gomas, nos quais sao obtidos do exsudado (da planta) e outro
extraido dos proprios frutos (GALAN, 2009). A goma, do tipo galactomanana, ¢ produzida
em escala industrial podendo ser utilizada na alimentagdo ou até mesmo como estabilizantes e
espessantes de bebidas, molhos e sorvetes. E considerada de grande importancia na tecnologia
de alimentos e atualmente possui um elevado custo no mercado (MIRA, 2001)

Tabela 4: valores nutricionais da algaroba.

Autores Lima & Lima (1985) Del Valle et al. (1983)
Umidade (%) 17,10 9,00
Proteina (%) 9,44 14,70
Lipidios (%) 1,22 3,20
Fibra (%) 20,02 21,30
Minerais (%) 3,80 3,20
Carboidratos 45,40 46,30

Fonte: (SILVA, 2009)

No geral, a polpa do fruto ocupa 56% do espaco e contém 60% de acucares, dos
quais 96% é sacarose (GRADOS e CRUZ, 1996). O excesso de agUcar pode dar origem a
producdo de alcool e bebidas tornando a sua producdo vantajosa industrialmente, sem contar

com os produtos provenientes da madeira, flores, folhas e caules (Figura 6).

Figura 6: Diversas aplicabilidades da vargem da algarobeira.
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2.7. Parametros cinéticos para o processo
Devido ao fato que a concentracdo microbiana X aumenta durante um cultivo

fermentativo, ¢ possivel quantificar a velocidade especifica deste crescimento (py) (Equagéo

1).

Bx= Y at (1)

E durante a fase exponencial de crescimento microbiano, esta velocidade especifica é
maxima e constante (Umax). O Hmax pode ser estimado pela linearizacdo dos valores de
concentracdo celular durante a fase exponencial, além disso, pode-se estimar também o tempo

de geracdo da linhagem durante o cultivo que € dado pela equacao (2):

tg - (2)

Outra definicdo de velocidade que visa a avaliagdo do desempenho de um processo
fermentativo, € a produtividade em biomassa, expressa na equacdo 3, mostrando que a
produtividade representa a velocidade média de crescimento referente ao tempo final de

fermentacao, t;.

Xm—X
szTO (3)

Além disso, € possivel quantificar no cultivo os fatores de conversdo. O fator de
conversao de substrato em células (Yxs), descrito por MONOD (1949), esta expresso na
equacao 4.

X-Xo
So-S

Yx /s = (4)

Em que: X é a concentracdo final de células, X, a concentracdo inicial, So a
concentracdo inicial de substrato e S a concentracdo final de substrato no final do processo

fermentativo. Com o uso desta equacéo, é possivel conhecer quanto de substrato € consumido

para alcancar uma concentracdo celular pontual.

3. METODOLOGIA
O experimento teve como finalidade avaliar a producdo do PHB e do crescimento
microbiano utilizando dois substratos diferentes como fonte de carbono. A glicose e o extrato

aquoso de algaroba foram as duas fontes utilizadas nesse estudo. Para cada substrato, foram
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realizados dois cultivos (duplicata) com duracdo de 48h, analisou-se 0 crescimento
microbiano, o consumo de substrato e a produgdo de PHB entre ambos. Os experimentos com
glicose foram classificados como padréo, ja que € a fonte convencional do microrganismo, e 0
extrato aquoso da algaroba foi classificado como substrato alternativo para producéo de

biopolimero,

3.1. Microrganismo

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi o Bacillus sp, isolado de solo
canavieiro da regido. A linhagem foi fornecida pelo Laboratorio de Biotecnologia Celular e
Molecular do Centro de Biotecnologia da UFPB.

O Bacillus sp. foi mantido em meio de manutengdo &gar Luria-Bertani (Tabela 5). A

manutenc&o foi realizada periodicamente e armazenadas a 4°C.

Tabela 5: Composicdo do meio solido agar Luria-Bertani.

Composicao Concentracéo (g/L)
Triptona 10
Extrato de levedura 5
Agar 5

Fonte: Cold Spring Harbor Protocols (CSH protocols).

3.2. Meio de crescimento
O meio de crescimento utilizado para o indculo e para os experimentos de producéao

do biopolimero apresentava a composicdo conforme mostra a Tabela 6:

Tabela 6: Composicdo do meio de crescimento.

Composicéo Concentracéo (g/L)
(NH4)2504 1,0
KH2PO4 3,0
K2 HPO4 7,0
MgSO4. 7TH20 0,2
Extrato de levedura 1,0
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Substrato (glicose ou extrato 20 ou 18°Brix

aquoso da algaroba)

Fonte: BUGAY (2009,modificado)

3.3. Extrato aquoso da algaroba

O substrato utilizado no processo fermentativo foi 0 extrato aquoso da algaroba
produzido a partir de vagens coletadas no municipio de Japi — RN. A extracdo foi realizada no
Laboratério de Fermento-Destilados do Centro de Tecnologia da UFPB, seguindo a
metodologia descrita por Silva et al. (2003).

3.4. In6culo

A reativagdo celular foi realizada em frascos erlenmeyers de 125 mL contendo 50
mL de meio de crescimento (Tabela 5), 0 meio utilizado no ino6culo foi 0 mesmo meio dos
experimentos. A transferéncia do micro-organismo ao meio de crescimento foi realizada com
auxilio de uma alga de platina para a retirada de colonias de bactérias crescidas em tubos
inclinados para os frascos com 0 meio de cultivo, incubados em mesa agitadora (150 rpm e
37°C). O crescimento do micro-organismo foi acompanhado por absorbancia (D.O. a 600nm),
ao alcancar a absorbancia de 0,8, foi transferido um volume de 10% (v/v) para o frasco de

cultivo.

Figura 7: Ajuste do PH em diferentes pHmetro.

Fonte: autor

3.5. Producéo do biopolimero

Para avaliar a producéo de biopolimero, foi acompanhado o crescimento microbiano
e consumo de substrato, utilizando glicose e extrato aquoso da algaroba, separadamente.
Assim, primeiramente, foram realizados experimentos com a glicose, caracterizados como

padrdo e depois, 0s experimentos com o extrato aquoso de algaroba como substrato.
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Figura 8: Meios de cultivo contendo como fontes de carbono glicose e algaroba,
respectivamente.

Fonte: Autor.

Os ensaios foram realizados em erlemmeyers de 125 mL, com volume de meio de 50
mL, conduzidos em incubadora rotativa refrigerada a 150 rpm e 37°C durante 48h. Amostras
foram retiradas em 0, 3, 6, 9, 24, 27, 33 e 48 horas para avaliacdo das variaveis do processo.

Figura 9: Erlemmeyers contendo meio de cultura estéril e meio de cultura apds 27h de cultivo.

Fonte: Autor

3.5.1. OBTENCAO DO PELLET PARA A EXTRACAO DO BIOPOLIMERO

A biomassa para extracdo do biopolimero foi obtida por centrifugacdo do caldo
fermentado em cada tempo de retirada de amostra. O caldo fermentado foi centrifugado (3600
rpom por 10min), o sobrenadante foi retirado e guardado para as analises das variaveis

cinéticas e o pellet formado foi congelado para analises futuras.
3.6. Métodos Analiticos

3.6.1 DETERMINACAO DA BIOMASSA
O crescimento microbiano foi acompanhado através do método turbidimétrico a

600nm e gravimétrico por peso seco.
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Para determinar a biomassa foi realizada a medida gravimétrica como método de
quantificagcdo, para mensurar o crescimento microbiano durante o cultivo. A medida se baseia
no peso microtubo vazio, menos o valor da massa seca dividido por volume de amostra,

conforme equagéo 4.

Primeiramente foram pesados microtubos vazios (a analise foi realizada em triplicata)
que estava ha 24 horas em uma estufa (OLIDEF-CZ) a 80 °C. Em seguida, 2 mL de amostra
foram inseridos em cada microtubo e levados para serem centrifugados a 10.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi despejado e o pellet lavado duas vezes com agua destilada. A
lavagem ocorreu com a adicdo de 2 mL de &gua destilada sobre o pellet que foi centrifugado
com 0S mesmos parametros, o sobrenadante foi novamente despejado, o microtubo com o
pellet foram levados para estufa a 80 °C e permaneceram por 24h, apds esse periodo o0s tubos

foram pesados e obtendo 0 peso massa seco, conforme equacao 5.

(massa do microtubo+pellet livre de umidade)—-massa do microtubo
Peso seco (%) = L (5)

volume da amostra

Alem da andlise por gravimetria, foi realizada em cada retirada de amostra a
absorbéancia do cultivo, através da densidade oOptica (DO) que faz relagdo entre turbidez do
meio com a quantidade células presentes no meio. Para medir a absorbancia foram retirados 4
mL de meio e colocados em uma cubeta de vidro. A cubeta foi inserida em espectrofotémetro
de luz UV visivel (SPECTRO VISION) em comprimento de onda a 600nm, foi realizada
também a leitura do branco, que se trata do meio de cultivo que ndo sofreu a acdo do micro-

organismo. Toda a analise foi realizada em triplicata.

3.6.2. QUANTIFICACAO DO SUBSTRATO

O substrato foi quantificado através do método acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). O
DNS tem como principio a capacidade de se reduzir na presenca de um acucar redutor, ao ser
reduzido, a sua coloracdo que posteriormente era amarelada passando a ser castanho. Essa

mudanca é referente a uma reacao de oxidacdo que resultara em 3-amino-5-nitro-salicilato.

Para a realizacdo da analise utilizamos 0,5 ml de sobrenadante de cada periodo de
retirada da amostra, essas amostras foram diluidas 10 vezes e apenas 0,5 ml das diluicdes
foram retirados e colocados em um tubo de ensaio. Posteriormente foram introduzidos 2,5mL
de DNS em cada tubo e agitados para homogeneizar. Os tubos foram levados em banho maria
por 10 min a 100 graus, foram entdo resfriados até a temperatura ambiente e adicionados 3
mL de agua destilada, novamente foram homogeneizados e levados ao espectrofotbmetro em

540nm para se obter a absorbancia. Foi utilizado um branco como parametro com a
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formulagcdo de 0,5mL de agua destilada no lugar da amostra. A curva padréo foi realizada
utilizando diferentes dilui¢fes da solucdo de glicose a 1g/L (SANTOS, 2007).

Nos experimentos com o extrato aquoso de algaroba como fonte de carbono, as
amostras precisaram ser previamente hidrolisadas, pois o agucar contido na algaroba é a
sacarose. O procedimento ocorreu com a introdugdo de 1 mL de cada amostra, 0,5 de &cido
cloridrico e 6 ml de 4gua em um baldo volumétrico de 50 mL. O bal&o foi levado ao banho
maria por 10 minutos sobre a temperatura de 70 °C, ap0s a espera foram adicionados 2 ml de
NAOH (4N) e de agua destilada, até completar o volume do baldo. Em seguida a analise
ocorreu como a metodologia do DNS escrita acima, tendo agora o produto hidrolisado como

amostra.

3.6.3. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE P(3)HB
Os pellets de cada experimento foram descongelados e ressuspensos em 5 mL de
agua estéril o contetido foi devidamente homogeneizados por vortex, em seguida foi utilizado

um tratamento ultrassénico por 5 minutos.

Figura 10: Pellet ressuspenso com 5mL de agua estéril.

Fonte: Autor

Para cada 2 mL de suspensao celular foram adicionados 2 mL de HCI (2M) e levados
a banho maria por 2 horas sobre a temperatura de 100 °C, ap0s os tubos foram centrifugados a
9500 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi despejado e ao pellet foram adicionados 5 mL
de cloroférmio, cada amostra foi colocado em frascos e deixado overnight a 37 °C em
incubadora rotativa refrigerada a 150 rpm. O conteudo de cada frasco foi centrifugado a 9500
rpm por 20 minutos e extraido com 0,1mL de cloroférmio, cada amostra foi colocada em

estufa a 40 °C para secagem.

Figura 11: Reacé&o dos pellets das amostras de 24 horas do experimento com glicose e
algaroba, sequencialmente, em 5 mL de cloroférmio.
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1

Fonte: Autor

Para o processo de quantificacdo, 5 mL de acido sulfdrico concentrado foram
adicionados em cada amostra e foram aquecidas a 100 °C em banho maria por 20 minutos, na
sequéncia foram refrigerados até a temperatura de 25 °C e homogeneizados. Em seguida a
determinacgédo da quantificacdo do P(3HB) foi em espectrofotdmetro a 235nm. Para a leitura
foi utilizando o ponto Oh como o branco (YLMAZ, M; SORAN, H; BEYATLI, 2005;
SLEPECKY; LAW, 1960).

3.6.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS
Os parametros cinéticos analisados foram a velocidade especifica maxima de
crescimento (M), produtividade em células (Px) e o fator de conversdo de substratos em

células (Yxss).

A velocidade especifica maxima de crescimento (Ux) foi estimada pelo método de
deteccdo da fase de crescimento exponencial. Este método implica na linearizacdo da fase
exponencial de crescimento, onde a reta ajustada pela linearizacdo fornece o coeficiente
angular que equivale a velocidade especifica maxima de crescimento das células no processo

fermentativo.

A produtividade em células e o fator de conversdo de substrato em células foram

determinados pelas Equacdes 6 e 7, respectivamente (SCHMIDELL et al., 2001).

X — X, 6
p = fn= T (6)
f
Ve, = 2m = %o ()
/s = 8§y —S§

Em que:



35

Xm — Concentracdo méxima de células [g.L™]; Xo — Concentracéo inicial de células [g.L™]; t;
— Tempo final de fermentacdo [h]; Yx;s — Fator de converséo de substrato em células [gs.0x];

S — Concentragdo inicial de substrato [g.L™]; S — Concentragéo final de substrato [g.L™]; Py —
Produtividade em células [g.L.*h™]

4. RESULTADOS
Ao longo das 48h de cultivo, foi observada uma mudanca de coloragdo no meio do

cultivo, onde visualmente 0 meio passou de transparente para turvo e um odor caracteristico
de um processo fermentativo.

4.1. Cinética de crescimento e consumo de substrato dos experimentos com glicose

Pode-se observar no gréafico (Figura 12), que a concentragdo de biomassa foi
crescente ao longo das 48h de cultivo, obtendo-se uma concentracdo maxima de biomassa no
valor de 7,2 g/L. A porcentagem de crescimento do tempo O a 48 h teve um aumento de
aproximadamente 400%.

O consumo do substrato foi aumentando no decorrer das 48h, conforme observado

no grafico. Neste cultivo, aproximadamente 50% do substrato foi consumido no decorrer das
48h.

Figura 12: Perfil cinético da producéo de PHB utilizando a glicose como substrato
(experimento 1).
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Foram calculados os parametros cinéticos para o processo de producdo de PHB, a
velocidade méxima de crescimento, My max, € O fator de conversdo de substrato em célula,
Yxss. Para py max foi encontrado o valor de 0,0346 h™ com um tempo de geracéo de 20,033 h e
para Y xss foi encontrado o valor de 1,0160 g de célula/g de glicose.

A velocidade de producdo da biomassa em cada hora de cultivo também foi
quantificada. O valor de Py foi de 0,1196 g/L.h

Tabela 6: Pardmetros cinéticos do experimento 1 com glicose.

Parametros Valores Unidades
Hx méix 0,0346 ht

Py 0,1196 gLt ht
Yxss 1,0160 Ox.0s

tg 20,033 h

Fonte: Autor

No segundo cultivo com glicose (Figural3), a concentracdo de biomassa tambem
foi crescente, porém nos pontos de 24h até 48h o cultivo se mostra na fase estacionaria de
crescimento. Entretanto, a porcentagem de producdo de biomassa do inicio do cultivo até o
fim teve um aumento equivalente a 700%, atingindo uma maxima concentracdo celular de
9g.L™" em 24h. A fase exponencial de crescimento foi identificada no periodo de 3 a 24h de
cultivo. O consumo do substrato no decorrer do cultivo diminuiu aproximadamente 55% das

Oh até 48h de cultivo, obtendo um comportamento semelhante ao do primeiro cultivo.
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Figura 13: Perfil cinético da producdo de PHB utilizando a glicose como substrato

(experimento 2).
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No segundo cultivo com glicose os parametros de velocidade méxima de

crescimento, My max, fOi estimada em 0,0285 h™ e tempo de geracdo durante a fase exponencial

de 24,321 h. Para Yxs foi encontrado o valor de 1,1393 g de célula/g de glicose, com
produtividade em células de 0,1595 g.L™*.h™.

Na fase exponencial, a velocidade especifica de crescimento € maxima e constante.

As velocidades especificas de crescimento celular encontradas nos experimentos com glicose

foram semelhantes, assim como os valores de produtividade em biomassa e o fator de

conversao de substrato em células.

Tabela 7: Parametros cinéticos do experimento 2 com glicose.

Parametros Valores Unidades
Mx méx 0,0285 ht

Py 0,1595 g.Lth?
Yyss 1,1393 OxOs

tq 24,321 h

Fonte: Autor
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4.2. Cinética de crescimento e consumo de substrato dos experimentos com extrato
aquoso de algaroba

O cultivo com o extrato de algaroba apesar de ter apresentado uma biomassa inferior
aquela produzida pelo cultivo com glicose, mostrou-se um rendimento superior, onde a
producdo de biomassa em porcentagem foi de aproximadamente 1384 % do inicio até o final
do cultivo (Figura 14). O consumo do substrato também foi mais bem aproveitado, pois
aproximadamente 73% do substrato foram consumidos.

Figura 14: Perfil cinético da producdo de PHB utilizando o extrato de algaroba como
substrato (experimento 1).
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Fonte: Autor

A velocidade méaxima de crescimento obteve o valor de 0,0574 h™ e tempo de
geracdo de 12,076 h, a conversao de substrato em célula, Yxs, foi de 0,2181 g de célula/g de

glicose. Em relagdo & produtividade o valor foi de 0,0373 g.L™.h™.

Tabela 8: Parametros cinéticos do experimento 1 com algaroba.

Parametros Valores Unidades
P méx 0,0574 ht

Px 0,0373 g/L.h
Yxis 0,2181 0x/0s

tg 12,076 h

Fonte: Autor
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No segundo cultivo com algaroba, observou-se que a concentragdo de biomassa foi
crescente ao longo das 48h. A porcentagem de crescimento do tempo O até 48 h teve um
aumento de aproximadamente 2216 %. Atingindo uma concentracdo méaxima de 2,58 g.L™ em
27 horas de cultivo. O consumo do substrato foi aumentando no decorrer das 48h, conforme

observado no grafico. Neste cultivo, aproximadamente 68% do substrato foi consumido no
decorrer das 48h.

Figura 15: Perfil cinético da producéo de PHB utilizando o extrato de algaroba como
substrato (experimento 2).
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As cinéticas dos cultivos com extrato aquoso de algaroba obtiveram resultados
semelhantes. No segundo cultivo com algaroba, a velocidade méaxima de crescimento
MAXImMo, Hx max, Obteve o valor de 0,0741 h™, com tempo de gerago de 9,354 h, na converséo
de substrato em célula, Yxss, 0 valor atingido foi de 0,3482. Em relacdo a produtividade em
biomassa foi encontrado o valor de 0,0554 g.L™.h™.

Tabela 9: Parametros cinéticos do experimento 2 com algaroba.

Parametros Valores Unidades
Ly méx 0,0741 h?

Py 0,0554 g.Lth?
Yss 0,3482 OxOs

tq 9,354 h

Fonte: Autor
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4.3 Indicativos de producéo de PHB utilizando glicose como substrato

O indicio da presenga do PHB foi evidenciado através da turbidimetria em
comprimento de onda de 235 nm. Esta andlise foi permitida devido a reacdo proveniente do
contato do conteudo intracelular extraido da biomassa e o acido sulfirico. Uma vez que as
técnicas de extracdo e quantificacdo sdo especificas para o PHB. Acredita-se que as
absorbancias apresentadas pelo método sugerem a sua presenca. Todavia, para quantificacdo
do PHB produzido através da absorbancia precisa-se de uma curva padrdo com o PHB
industrial para obter a concentracdo do biopolimero nesse processo.

O que se pode observar nos dois graficos (Figura 16 e 17), que entre o periodo de Oh
a 6h nédo teve absorbancia significativa, o que pode indicar a ndo formacdo dos granulos do
biopolimero durante as primeiras 6 horas de cultivo. A partir das 9h de cultivo, apresentaram
valores significativos para ambos experimentos. Nos experimentos com glicose, o ponto

méaximo de producao ocorre com 24h e logo em seguida houve um declinio.

As curvas apresentadas sdo caracteristicas do processo de producéo de biopolimero,
0 que reforca que a quantificacdo seja de fato do biopolimero, ja que a producéo de PHB ¢

associada ao crescimento microbiano.

Figura 16: Indicativo de producdo de PHB do primeiro cultivo com glicose.
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Figura 17: Indicativo de producdo de PHB do Segundo cultivo com glicose.
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4.4. Indicativo de producgéo de PHB utilizando extrato de algaroba como substrato.

Os resultados encontrados no experimento com algaroba (Figuras 18 e 19)
mostraram aspectos similares ao da glicose, mas tendo como diferenca uma quantificacao
crescente da producdo de biopolimero, porém menos intensa nos pontos de 0 a 6 h. O ponto
méaximo quantificado foi com 9h de cultivo, embora que entre 24 e 27h os valores se

mostraram constantes, ocorrendo um decréscimo a partir das 27h.

Além de tudo, os valores de absorbancia encontrados nos experimentos com algaroba

foram superiores em todos 0s pontos quando comparado aos cultivos com glicose.

Figura 18: Indicativo de producdo de PHB do primeiro cultivo com algaroba.
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Figura 19: Indicativo de producéo de PHB do segundo cultivo com algaroba.
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5. DISCUSSAO

A cinética entre os cultivos com glicose e extrato de algaroba, mostrou que apesar da
concentracdo das células ser maior nos experimentos com glicose a algaroba fica a frente na
velocidade especifica maxima e no tempo de geracdo de células, portanto, possui um melhor
aproveitamento do substrato disponivel. Em ambos os experimentos, foi notado uma

diminuicdo na quantidade de biopolimero associado com a diminuicédo da produtividade.

Em Rodrigues et al. (2004), observaram a cinética de crescimento nos experimentos
para producdo de polimero por Ralstonia eutropha utilizando residuo da industria de arroz
como fonte de carbono, obtiveram uma produtividade de 0,17 g.L™>.h™. Valor semelhante ao
encontrado neste trabalho pelo cultivo com glicose, ap6s a diminui¢do da produtividade de

biomassa também foi identificado uma diminuicdo na quantidade de P(3HB).

Ja foi relatado que os picos de sintese do PHB podem estar em 24, 48, 72 e 120 h.
Porém, em experimentos com Bacillus é observada a maxima producao de PHB antes das 48h
de cultivo (NAZAN TAMDOGAN E UGUR SIDAL, 2011).

Luvizetto et al. (2007), em sua pesquisa, com o cultivo de B. megaterium como
produtor de biopolimero poli(3-hidroxibutirato) utilizando sacarose como fonte de carbono,

identificaram um acumulo de 75% de P(3HB) durante 20h de cultivo, apresentando um
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crescente consumo de P(3HB) ap06s esse periodo . O trabalho ainda relatou que a producéo é

relacionada com o crescimento e ndo com a limitagdo de nutrientes como antes se pensava.

McCool et al. (1996) também observaram em seus estudos com diferentes substratos
para a producdo de PHB por Bacillus que a maior concentragdo do polimero é na fase lag e

estacionaria de crescimento ocorrendo uma gradativa diminuicdo no final da fase estacionaria.

Durante 48 h de incubagdo a 30°C, utilizando xarope e melago de beterraba para
investigar se a fermentacéo se B. megaterium produzem altos rendimentos de PHB, Omar et
al. (2001) obtiveram como resultados uma producédo crescente até 14h de cultivo. Apos 22h,
jé foi observado um declinio na producéo.

O género Bacillus vem revelando diferentes espécies com grande potencial na
producéo de biopolimero e com grandes chances de estar entre os maiores produtores de PHB.
Também foi mostrado que as linhagens de Bacillus podem ser capazes de produzir

biopolimero a partir de glicose, extratos organicos e residuos.
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6. CONLUSOES
Os experimentos obtiveram comportamentos semelhantes, para a cinética de crescimento,
consumo de substrato e cinética de producdo do biopolimero. O que garantiu uma maior

confianga nos resultados obtidos.

Bacillus sp. e o0s substratos analisados mostraram-se como potencial produtores de
biopolimero do tipo PHA — PHB.

Os experimentos que utilizaram extrato de algaroba sugerem uma maior producdo de

biopolimero, concluindo que a algaroba é um substrato em potencial.

Alguns estudos ainda precisam ser feitos para confirmar os resultados apresentados neste
trabalho.
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