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Andrade, C. S. Desenvolvimento e caracterizagdo de filmes multilayer a
partir de polihidroxialcanoatos, hidrocoloides e soro de leite. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia Ambiental) — Universidade Federal da
Grande Dourados, Dourados, 2015.

Resumo: E de extrema importancia o uso de alternativas sustentaveis para a
diminuicdo dos residuos no meio ambiente. Neste trabalho estudou-se a
fisiologia Burkholderia sacchari LFM 101, em termos cinéticos, usando a glicose
como fonte de carbono e o soro de leite como co-substrato, a 30 e 35°C. Através
dos ensaios realizados com a B. sacchari, observou-se que os cultivos utilizando
glicose como Unica fonte de carbono a 35°C alcangou melhores resultados de
parametros cinéticos em relacao aos outros ensaios. Os cultivos realizados com
glicose e soro de leite obtiveram valores inferiores aos cultivos utilizando glicose
como Unica fonte de carbono. A partir destes dados avaliou-se o perfil de
crescimento da lactose como co-substrato, haja vista que a lactose é o
principalmente componente do soro de leite, e que a mesma indicava que
poderia estar reprimindo o consumo da glicose nos cultivos contendo soro de
leite. No entanto, a lactose se manteve constante no decorrer dos cultivos e n&o
afetou o consumo de glicose. Estes resultados mostraram que a B. sacchari tem
melhor desempenho em glicose, possuindo um maior rendimento em PHB a
35°C, neste sentido optou-se por esta temperatura para producdo de PHA em
larga escala, e posteriormente elaboracédo dos biofilmes. Como o soro de leite
nao foi tdo eficiente como um co-substrato para producédo de PHA e € um residuo
rico em nutrientes, utilizou o mesmo para elaboracdo de filmes multilayer,
avaliando suas propriedades mecanicas, fisicas, térmicas e de barreiras. Para
elaboracdo dos filmes multilayer foram utilizadas uma solucéo filmogénica
contendo gelatina e soro de leite, plastificadas por glicerol. A partir dos resultados
nota-se que os filmes multilayer apresentaram valores superiores ao filme
padrao de PHA puro, e os filmes contendo soro de leite e maior concentracdo
de gelatina mostraram melhores propriedades fisicas, mecanicas, térmicas e
estruturais.

Palavras-chave: Cinética, polihidroxialcanoatos; filmes.
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Andrade, C. S. Development and characterization of multilyer films based
on PHA, hydrocolloids and cheese whey. Dissertation (Master in
Environmental Science and Technology) - Federal University of Grande

Dourados, Dourados, 2015.

Abstract: It is of utmost importance to use sustainable alternatives for the
reduction of waste in the environment. We studied the physiology Burkholderia
sacchari LFM 101 in kinetic terms, using glucose as the carbon source and whey
as co-substrate at 30 to 35 °C. Through trials with B. sacchari, it was observed
that the cultures using glucose as the sole carbon source at 35 °C presented the
best results achieved kinetic parameters compared to other assays. The cultures
performed with glucose and whey obtained values lower than crops using glucose
as sole carbon source. From these data we assessed the growth profile of lactose
as co-substrate, given that mainly lactose and whey component, and that it could
be indicated that suppressing the glucose uptake in cultures containing cheese
whey. However, lactose has remained constant over the cultures and did not
affect the glucose consumption. These results showed that B. sacchari
metabolizes better glucose, presenting a higher yield of PHB at 35 °C. This
condition was chosen for the production of PHAs on a larger scale for later
develops the biofilms. As the whey was not as efficient as a co-substrate for PHA
production and is a residue rich in nutrients, it was used to prepare the same
multilayer film, evaluating the mechanical, physical, and thermal barriers. For
preparation of multilayer films were prepared one phylogenetic solution
containing gelatin and whey, plasticized by glycerol. From the results it is noted
that films multilayer had values above the standard of pure PHA film and films
containing whey and highest concentration of gelatin showed better physical,

mechanical, thermal and structural properties.

Key words: Kinetics, polyhydroxyalkanoates; films.
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1 INTRODUCAO GERAL

Esta dissertacdo apresenta as atividades realizadas pela aluna Camila
Souza de Andrade durante o mestrado pelo Programa de Pos-Graduacdo em
Ciéncia e Tecnologia Ambiental da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD). O mestrado ocorreu de maio de 2013 a marc¢o de 2015.

Destaca-se que o presente trabalho surgiu da necessidade de estudar a
criacao de um filme feito a partir de polihidroxialcanoatos (PHA) e soro de leite,
como forma de reaproveitamento do residuo soro e a diminuicdo no acumulo de
plastico sintéticos no meio ambiente.

O texto foi estruturado da seguinte forma: introdugéo geral (Capitulo 1),
revisdo de literatura (Capitulo 2), desenvolvimento do trabalho (Capitulo 3) e

conclusao geral (Capitulo 4).

1.1 Objetivos
O objetivo geral do trabalho foi desenvolver e caracterizar filmes

multicamadas obtidos a partir de polihidroxialcanoatos adicionados ou nao de

hidrocolbides. Os objetivos especificos foram:

e Avaliar a capacidade de crescimento do microrganismo Burkholdeira
sacchari utilizando soro do queijo como suplemento, visando a producédo de
polihidroxialcanoatos (PHA);

e Extrair e caracterizar os PHA obtidos;

e Obter biofilmes a partir de PHA, gelatina e soro de leite em duas diferentes
concentracoes;

e Caracterizar o filme a partir das suas propriedades fisicas e mecéanicas;

e Caracterizar as propriedades estruturais do filme através de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e difratometria de raios-X;

e Caracterizar os filmes através das suas propriedades térmicas através de

calorimetria diferencial de varredura (DSC).



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Polihidroxialcanoatos (PHA)

Os avancos da ciéncia e da tecnologia exigem uma variedade de novos
polimeros com bom desempenho e baixo custo (CAMARGO et al., 2012). Neste
sentido, ha uma necessidade da substituicdo dos polimeros convencionais por
biopolimeros, que tem por caracteristica principal sua biodegradabilidade. Entre
os candidatos para plasticos biodegradaveis, os polihidroxialcanoatos (PHA)
vém chamando muita atencao por causa de suas propriedades semelhantes as
dos plasticos convencionais e também por possuirem completa
biodegradabilidade (LEE, 1996).

As propriedades dos PHA dependem de véarios fatores, tais como a linhagem
de microrganismos, tipo de substrato utilizado, condicbes de operacdo do
processo produtivo, composicéo e modificacdes posteriores a reacao de sintese,
como a insercao de grupos funcionais (LUVIZETTO, 2007). A utilizacdo dos PHA
€ importante por que contém caracteristicas mais apropriadas que tornam sua
producdo mais vantajosa tanto a curto, como médio e longo prazo (LOPES,
2010).

Existem mais de 100 tipos diferentes de PHA cuja variacdo depende da
estrutura da cadeia lateral ou do nimero de atomos de carbono entre as duas
ligacbes éster. A estrutura geral do PHA apresenta grupamento R incluindo
cadeias laterais de carbono, contendo até 13 atomos de carbono ramificados e
insaturados, também sdo formadas cadeias laterais de carbono, bem como
diferentes grupos funcionais.

O primeiro polimero da familia dos PHA a ser estudado foi o homopolimero
poli-hidroxibutirato (PHB), composto por unidades monoméricas de quatro
atomos de carbono (SILVA et al., 2007). De todos os PHAs conhecidos, o
polidroxibutirato (PHB) € o mais estudado e caracterizado, sendo mais
amplamente encontrado em bactérias (FONSECA, 2003).

Atualmente, biopolimeros feitos a partir de PHA j4 estdo disponiveis
comercialmente, sendo produzidos industrialmente por sistemas de cultura pura,
operados sob condicbes assépticas e fornecidos com meios quimicamente

definidos. No entanto, os custos associados a estas condi¢cdes operacionais faz



com que aumente o prego dos PHA'’s, limitando sua aplicagéo, fazendo que haja
a substituicéo pelos plasticos tradicionais (FRADINHO et al., 2014).

De fato, o custo para a producao dos PHA ira depender do microrganismo
do seu rendimento e produtividade, das fontes de carbono, das condi¢cbes de
cultivo e os processo de recuperacédo e purificacdo, sendo que as fontes de
carbono séo responsaveis por 25 a 45% dos custos totais da producao (NATH
et al., 2008; CAMPOS et al., 2014).

2.2 Burkholderia sacchari LFM 101

Dentre vérias linhagens de microrganismos produtores de PHA, a bactéria
Burkholderia sacchari isolada do solo de canavial brasileiro se destaca por seu
grande potencial industrial, contando com sua alta eficiéncia e facilidade de
metabolizar varias fontes de carbono (SANT'ANA, 2013). Esta bactéria se
destaca por seu rapido crescimento em sacarose, bem como o acumulo de altas
porcentagens de PHA no seu interior (GOMEZ et al., 1996, 1997; MENDONCA,
2009).

B. sacchari LFM 101 (identificada também como IPT 101, LMG 19450 e
CCT 6771) € uma bactéria gram-negativa de coloracdo branca, devido ao
acumulo de poli(3-hidroxibutirato) P(3HB) e poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) P(3HB-co-3HV). Possui varios flagelos polares e sua forma € de
bastonete, medindo 0,5 a 0,8 um de largura e 1,5 a 3,0 de comprimento.
(BRAMMER et al., 2001).

B. sacchari atinge eficiéncia em conversdo de glicose em P(3HB)
aproximadamente 80% da eficiéncia maxima tedrica. Uma das vantagens € sua
capacidade de hidrolisar sacarose e metabolizar outros acucares, uma vez que
também pode utilizar xilose como fonte Unica de carbono e até mesmo
hidrolisados hemicelulosicos a partir de bagaco de cana-de-agucar tornando o
custo de producao mais atrativo (GOMEZ, et al., 1996; MENDONCA et al., 2013;
SILVA; GOMEZ, 2007).

2.3 Desenvolvimento de estratégias para producao de PHA
Tendo em vista que o PHA é considerado uma excelente alternativa para

substituicdo dos plasticos sintéticos, muitas pesquisas tém sido realizadas,



visando reduzir seu custo de producdo, a fim de tornd-lo mais atrativo
comercialmente. Estas pesquisas buscam o uso de substratos de baixo custo
e/ou aumento da eficiéncia da producdo de uma determinada linhagem
(SANT’ANA, 2013).

Os custos associados as fontes de carbono tém sido considerados como
um dos principais fatores limitantes para a produgéo e acumulo de PHA, sendo
responsavel por até 50% dos custos totais de producao. Isto pode ser atribuido
a utilizacao de fontes de carbono mais caras no processo produtivo. Considera-
se que seria de grande valia a utilizacdo de fontes de carbono renovaveis,
disponiveis no meio ambiente, principalmente pelo interesse econémico. Assim,
glicerol, melaco, soro de queijo, residuos de biomassa agricola e florestal tém
sido considerados como fontes de carbono alternativas para produzir PHA,
também propostas como estratégias destinadas a melhorar a sustentabilidade
dos processos de producao de PHA (SILVA et al., 2014).

Vérios trabalhos foram desenvolvidos para tornar a producdo de PHA
mais eficiente e aplicavel a nivel industrial. A titulo de exemplo, algumas
abordagens estdo sendo seguidas através da identificacdo e caracterizacao de
linhagens puras de microrganismos produtores de PHA (GOMEZ et al., 1996;
GOMEZ et al., 1997; SILVA et al., 2002; BRAMMER et al., 2002; LIMA; CRISI;
BONATO, 1999) e o uso de bactérias recombinantes para aumentar o
rendimento de PHA a partir de substratos de baixo custo (FONSECA; ANTONIO
VASCONCCELOS, 2007; BOSCO; CHIAMPO, 2010; CARDONA-SALAMANCA
et al., 2014; CASTILHO; MITCHELL; FREIRE 2009; CAMARGO et al., 2011;
FREIRE, 2012).

Neste sentido, destaca-se a que a maior estratégia para producéo de PHA
é descobrir fontes de carbono renovaveis de baixo custo, tais como os residuos
agroindustriais, por possuirem elevada disponibilidade, contribuindo assim para

minimizar os problemas ambientais.

2.4 Producgdes de PHA a partir do soro do leite
A utilizacdo de residuos organicos de baixo custo provenientes de
industrias processadoras de alimentos pode minimizar o alto custo de produgéo

de PHA. Estes residuos podem conter inimeras substancias de alto valor. Se for



empregada uma tecnologia adequada, estes materiais podem ser convertidos
em produtos comerciais ou matérias-primas para processos secundarios
(ZORTEA, 2012).

O soro do leite é um residuo da industria alimentar que tem recebido
grande atencéo pela sua composi¢ao, sendo indicado para o processo bioldgico
de producdo de PHA, pois contém lactose, proteinas e gorduras como seus
principais constituintes, que sdo Uteis em diferentes maneiras em bioprocessos
(BOSCO; CHIAMPO, 2010).

O soro de leite contém cerca de 4,5% de lactose, 0,8% de proteinas, 1%
de sais e 0,1-0,8% de acido lactico. Sabendo-se que a lactose é a principal fonte
de carbono disponivel em soro de queijo, a producdo de PHA a partir desta
matéria-prima deve ser baseada em estirpes de bactérias capazes de
metabolizar esse dissacarideo. A capacidade de crescer em lactose depende da
hidrélise deste aglcar e do metabolismo da glicose e da galactose resultantes
(FONSECA et al., 2008).

Varios autores demonstram a producdo de PHA a partir do soro do leite.
Koller et al. (2008) estudaram a producdo de PHA a partir do uso do soro
hidrolisado como complemento com outros acgucares glicose e galactose através
do microrganismo P. hydrogenovora. Marangoni et al. (2002) utilizaram o soro
hidrolisado como substrato principal, juntamente com o acucar invertido, afim de
avaliar sua influéncia na producdo de P(3HB-co-3HV) a partir de R. eutropha
DSM 545 recombinante. Wong e Lee (1998) estudaram a produc¢éo de P(3HB)
utilizando o soro como seu principal substrato em culturas com células de
Escherichia coli recombinante, obtendo 87 g.L-'de células e 69 g.L'de P(3HB),
perfazendo um total de 80% de polimero, com uma produtividade de 1,4 g.L;
Kim (2000) utilizou E. coli recombinante em soro do leite ndo concentrado,
buscando controlar a biossintese do polimero através da producédo de células e
acumulo de P(3HB) acelerados, sem precisar remover o meio de cultura, através
de cultivos com ou sem limitagBes de oxigénio, obteve 80-57% de P(3HB). Ahn
et al. (2000) utilizaram diferentes estratégias de cultivo para producdo de PHB
através do soro do leite também por E. coli recombinante.

O estado do Mato Grosso do Sul ocupa o 12° lugar na produgéo nacional

de leite (IBGE, 2012) com uma producao de 517 milhdes e 185 mil litros de leite



no ano de 2012. Considerando-se que entre 85 e 95% do volume de leite é o
soro de leite, hA um enorme potencial de aproveitamento deste residuo em
diferencas aplicacdes, como a producéo de biogas, etanol, proteina unicelular,
concentrado proteico, além dos biopolimeros, entre outros produtos
comercializados (HOSSEINI; SEYED; TOWFIGHI 2003).

2.5 Producdao de biofilmes a base de gelatina, soro de leite e PHA

No ano de 2013 a industria de transformacao de plastico totalizou cerca
de 6,76 milhdes de toneladas de plasticos transformados. Em relagdo ao ano
anterior, o faturamento da mesma aumentou aproximadamente 8,6%,
totalizando 61,33 bilhBes de reais, representando grande importancia no
mercado brasileiro (ABIPLAST, 2013).

Entretanto, o problema ambiental € um dos graves fatores ocasionados
pelos uso de plasticos sintéticos, devido ao acimulo no meio ambiente e sua alta
resisténcia a decomposicao bioldgica, conduzindo a alteracao da biodiversidade
(OTARI; GHOSH, 2009). Uma das solucdes encontradas é o desenvolvimento
de filmes a partir de biomateriais que possam substituir os materiais sintéticos.
Dentre 0s materiais pesquisados, o0s biopolimeros naturais, como o0s
polissacarideos e as proteinas, se apresentam mais promissores, em razao de
serem abundantes, renovaveis, econémicos, e capazes de formar uma matriz
continua (MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 1999; GONTARD; GUILBERT,
1996).

Os bioplasticos/biopolimeros podem ser classificados como comestiveis
ou biodegradéaveis, simples ou compostos. Os biodegradaveis podem também
ser elaborados utilizando-se materiais derivados de poliésteres bacterianos que
possuam uma rapida degradacao ou entdo por blendas. Para a elaboracdo dos
bioplasticos sdo necessarios alguns componentes com finalidade especifica,
sendo os principais um biopolimero capaz de formar o filme e um plastificante
(CUQ et al.,1997; FAKHOURI ,2009).

Os filmes geralmente sdo elaborados a partir de proteinas,
polissacaridios, lipidios ou da combinacdo deles (DAVANCO; PALMU,;
GROSSO, 2007). As proteinas sdo macromoléculas biolégicas compostas por

mondmeros denominados aminoacidos. Nos filmes biodegradaveis as proteinas



interagem intermolecularmente, através de formacao de ligacdes de hidrogénio,
pontes de sulfeto e ligagdes hidrofébicas (SOUSA, 2012).

A incorporacao de proteinas como a gelatina surge como alternativa viavel
economicamente para melhorar as propriedades de barreira dos biofilmes.
Devido as suas propriedades funcionais, a mesma tem sido explorada em
estudos envolvendo a formacéo de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis.
Filmes a base de proteinas apresentam efetiva barreira a gases (CO2 e O2),
porém apresentam uma alta permeabilidade ao vapor de agua (CARVALHO;
GROSSO, 2006).

Cabe ressaltar que a gelatina tem sido utilizada com éxito para formacgao
filmes, pois é transparente, flexivel, resistente a agua e impermeavel ao oxigénio
(CUQ et al.,1998). A gelatina é raramente usada sozinha, devido a sua baixa
intensidade e alta fragilidade. Portanto, a gelatina é frequentemente utilizada
apos a modificacdo através de varios métodos, como a mistura a outros
componentes. E importante ressaltar que a mistura é uma maneira eficaz e
conveniente para melhorar o desempenho dos materiais poliméricos (THU; NG,
2013).

A elaboracéo dos filmes é realizada através da combinacao de solventes,
como agua, etanol ou combinacdo de ambos com adi¢éo de proteinas (gelatina,
glutén, queratina, proteina do soro) ou polimeros naturais como amido
(FAKHOURI, 2009). Um aspecto determinante na elaboracdo de filmes é a
solubilidade de proteinas e a capacidade das mesmas de interagir com o
solvente utilizado, uma vez que a solubilidade total da proteina é necessaria para
o processo de formacao destes filmes (SGARBIERI, 1996; FAKHOURI,2009).

O soro do leite pode ser considerado um grande solvente, tendo em vista
que 85 e 95% de todo o leite é o soro, o qual contém, apds separacgdo da caseina,
55% dos nutrientes do leite. Dentre estes nutrientes pode ser destacada a
lactose 4,8%; as proteinas soluveis (globulina e albumina) 0,75%; lipideos 0,5%;
e sais minerais 8 a 10% (KROLOW, 2013). Entre as proteinas que podem ser
utilizadas no campo de embalagem, especialmente para alimentos sensiveis a
agua e permeacao de gases, soro de leite € um dos mais promissores (SHIMID
et al., 2012).
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3 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Desenvolvimento de filmes a partir de polihidroxialcanoatos produzidos

por Burkholderia sacchari LFM 101 e hidrocoloides e soro de leite

RESUMO: Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo um grupo de poliésteres
acumulados sob a forma de granulos intracelulares por inUmeras bactérias,
como reserva de carbono e energia. Apesar do interesse industrial, os custos de
producdo sao considerados um grande problema para sua utilizagdo em larga
escala, uma vez que o substrato é um dos principais fatores para o0 aumento do
custo do produto final. Considerando que o substrato utilizado influencia na
estrutura do polimero e consequentemente suas caracteristicas de flexibilidade
e elasticidade. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a fisiologia
Burkholderia sacchari LFM 101, em parametros cinéticos, usando a glicose como
fonte de carbono e o soro de leite como co-substrato, nas temperaturas de 30 e
35°C, a fim de selecionar aquela condicdo com melhor rendimento em polimero,
visando o desenvolvimento de filmes multilayer. Através dos ensaios realizados
com a B. sacchari, observou-se que os cultivos utilizando glicose como Unica
fonte de carbono a 35°C alcancou melhores resultados de parametros cinéticos
e rendimento em polimero em relacdo aos outros ensaios, selecionando esta
condicao para producao de filmes. Os filmes multilayer foram desenvolvidos com
gelatina em duas concentragdes, soro de leite e P3HB, notou-se que com a
adicdo de gelatina e soro de leite aos filmes deram aos mesmos melhores
propriedades perante ao padrdao PHA. Pelos resultados das andlises fisico-
quimicas, térmicas, mecanicas o filme com maiores concentracdes de gelatina
obteve melhores resultados. No entanto, a escolha do melhor filme ira depender

de sua aplicabilidade.

Palavra-chave: Biofilmes, soro de leite, PHA.
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3.1Introducéao

O uso de materiais plasticos € cada vez mais frequente, em decorréncia
as suas caracteristicas mecanicas, durabilidade e seu baixo custo. Entre os
diversos polimeros de uso da sociedade atual, os plasticos sintéticos tém sido
mais utilizados (SANT'ANA, 2013).

Materiais descartaveis e embalagens, que representam um terco total da
producdo, causam o maior impacto ambiental devido a dificuldade de descarte.
Mais de 90% do material dos aterros sanitarios consiste da familia dos plasticos
sintéticos (ATLAS; BARTHA, 2007; LOPES, 2010).

Além disso, ha uma demanda social e ambiental pela substituicdo desses
materiais por outros mais adequados ao meio ambiente, principalmente por
materiais biodegradaveis, considerados como bioplasticos (LOPES, 2010).

Muitos plasticos biodegradaveis estédo disponiveis no mercado, entre eles
os polihidroxialcanoatos (PHA). Os PHA sao poliésteres acumulados por
bactérias, como reserva de carbono e energia, na forma de granulos
intracelulares, podendo utilizar como fonte de carbono substratos de baixo custo
(RODRIGUEZ, 2012). Sao 100% biodegradaveis, possuindo propriedades
semelhantes a varios termoplasticos sintéticos como o polietileno e polipropileno,
tendo uma ampla gama de aplicacbes (MICHEL et al., 2012). A
biodegradabilidade e biocompatibilidade s&do importantes caracteristicas dos
PHA (DU, 2012).

Yohannes et al. (2011) consideram que os biopolimeros séo distinguidos
de acordo com as suas estruturas quimicas e suas funcdes. A compreensao do
seu comportamento fisico-quimico e a sua resposta a estimulos externos é
importante, a fim de melhorar a sua funcionalidade.

Além dos PHA existem outros tipos de biopolimeros biodegradaveis, os
maios usados sao feitos de proteinas (gelatina, caseina, ovoalbumina, gluten de
trigo, zeina e proteinas miofibrilares), polissacarideos (amido e seus derivados,
pectina, celulose e seus derivados, alginato e carragena) e os lipidios
(monoglicerideos acetilados, acido estearico, ceras e ésteres de acido graxo) ou
a combinacdo dos mesmos (CUQ; GONTARD; GUILBERT, 1995).

Estes biopolimeros podem ser comestiveis ou biodegradaveis, isso ira

depender da sua aplicabilidade. O uso da gelatina como um biopolimero é
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extremamente interessante pelo fato da mesma ser produzida em abundancia
no Brasil, e possuir um baixo custo comercial, com propriedades funcionais
adequadas para producéao de biofilmes (CARVALHO, 1997; D’AVILLA, 2010).

A gelatina é obtida por desnaturacdo térmica ou fisico-quimica da
degradacdo do colageno, podendo ser utilizada em conjunto com outros
componentes (FAKHOURI et al, 2009). A escolha do plastificante e do solvente
a ser utilizado para formacéo dos filmes devem garantir compatibilidade com o
polimero (FAKHOURI, 2013).

O soro de leite pode ser considerado um grande componente para
producéo de filmes, pois é rico em nutrientes, e por ser um considerado residuo
da industria de laticinios ainda € pouco aproveitado setor tecnoldgico alimenticio,
representando ainda um grande desperdicio nutricional e financeiro, sendo
grandes volumes enviados para nutricdo de suinos, ou direcionados a sistemas
de tratamento de efluentes com baixa eficiéncia ou altos custos (SERPA;
PRIAMO; REGINATTO, 2009).

Neste sentido, a formacédo de filmes com a juncdo da gelatina, soro de
leite e PHA pode ser uma alternativa viavel para a diminuicdo dos impactos
ambientais causados pelo residuo soro de queijo e o acumulo de plasticos
sintéticos. Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar a fisiologia a
fisiologia Burkholderia sacchari LFM 101, em parametros cinéticos, usando a
glicose como fonte de carbono e o soro de queijo como co-substrato, nas
temperaturas de 30 e 35°C, selecionar o melhor rendimento em polimero,
visando o desenvolvimento de filmes multilayer compostos a base de gelatina
nas concentracoes de 3 e 5%, soro queijo e PHA, no sentido de caracteriza-los
para observar a influéncia do soro de queijo in natura e do PHA nas suas

propriedades mecénicas, de barreira a agua, térmicas e estruturais do filme.

3.2 Materiais e métodos
3.2.1 Meios e condi¢des de cultivo

Para este estudo foi utilizado Burkholderia sacchari LFM 101 cedida pelo
Laboratério de Bioprodutos, ICB (Instituto de Ciéncias Biomédicas- USP). O
micro-organismo foi cultivado durante 24 horas (30°C, 250 rpm) em caldo

nutriente (CN; 3 g.L*de extrato de carne, 5 g.L* de peptona) para obtencéo de
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crescimento e manutencao celular (ROCHA et al., 2008). Para realizacdo dos
cultivos utilizou-se meio mineral (MM) definido (LEE; CHOI, 2001), apresentando
a seguinte composicdo: KH2PO4 (6,67 g.L); (NH4)2HPO4 (4 g.L1); MgS0a4.7H20
(0,8 g.LY); &cido citrico (0,8 g.L1); tiamina (0,025 g.L?); e elementos traco (0,5
g.L ). A solucdo de elemento traco foi preparada com FeS04.7H20 (10 g.L);
CaClz2 (2 g.L1); ZnS04.7H20 (2,2 g.LY); MnS04.4H20 (0,5 g.Lt); CuS04.5H20
(1,0 g.LY); (NH4) 6M0.7024.4H20 (0,1 g.L?); Na2B4O7.10H20 (0,02 g.L?). As
fontes de carbono utilizadas foram glicose (10 g.L™?), lactose (5 g.L!) e soro de
queijo in natura, preparado em processo de pasteurizacdo lenta, deixando em
agitacdo constante durante 30 min. a 65°C, seguido de resfriamento a 5°C.

O preparo do indculo para o pré-cultivo consistiu em transferir uma
colonia da cepa de uma placa de Petri para um frasco Erlenmeyer de 500 mL,
contendo 250 mL de meio mineral adicionado da fonte de carbono. Os pré-
cultivos foram realizados em incubador rotativo (30°C e 35°C, 250 rpm). Os
cultivos principais foram realizados em duplicada em condi¢cdes idénticas aos
pré-cultivos, a partir de uma aliquota do inoculo calculada de 0,1medida por
densidade 6ptica (D.O.) (A= 600nm).

3.2.2 Métodos analiticos
3.2.2.1 Densidade 6ptica

A densidade o6ptica foi obtida utilizando-se espectrofotobmetro UV-Vis
(A=600 nm) com amostragens realizadas em intervalos de 1 h, nas diluices
necessarias. A fase exponencial de crescimento foi identificada como a regido
linear da plotagem do In (D.O.) versus tempo para os dados de cultivo.

3.2.2.2 Determinacao de massa celular seca (MCS)

A concentracdo de massa celular seca foi medida por gravimetria a partir
de uma aliquota do meio de cultivo submetido a centrifugagéo (15.000 rpm, 15
min., 10°C) descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi seco em estufa a
50°C até peso constante.
3.2.2.3 Andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia

As concentracdes e o consumo de glicose e lactose no decorrer das

cinéticas foram analisados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(HPLC- Agilent Technologies 1290). Foi utilizada uma coluna de exclusé&o ionica
Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm; Bio-Rad, Hercules, EUA). Os compostos foram
eluidos a 55°C, empregando-se agua ultra pura pelo sistema Mili-Q (Sistema
Direct-Q3) contendo acido trifluoroacético (TFA) a 0,005 M como fase movel a
uma vazéo de 0,6 mL/min. Estes compostos foram detectados por absorbancia
UV a 254 nm conectado em série com um detector refratdbmetro diferencial
Agilent 1260 (RID) (FONSECA, 2007).

3.2.2.4 Determinagao quantitativa por cromatografia gasosa

Cerca de 10 a 15 mg de ceélulas liofilizadas foram submetidas a
propandlise em tubo ao qual foram adicionados: 2 mL de solu¢do de HCL em
propanol (1:4 v/v), 2,1 mL de dicloroetano e 100 pL de uma solucdo de acido
benzoico (40 g/L) em propanol (RIIS; MAI, 1988). Os tubos foram fechados
firmemente e homogeneizados vigorosamente antes de colocar a mistura em um
banho (100°C por 3 horas). Depois de decorridos os primeiros 30 minutos os
tubos foram retirados e agitados, voltando ao banho e deixando até o tempo final.
Ao final do tempo de incubacéo, os tubos foram resfriados e, adicionou-se 4 mL
de agua destilada, agitando-se e deixando em repouso até haver separacao de
fases aquosa e orgéanica, que contém os propil-ésteres.
A fase aquosa foi retirada com auxilio de uma pipeta e vacuo e, na mistura
restante, foi adicionado sulfato de so6dio anidro para absorcdo de &agua
remanescente na fase contendo propil-ésteres. Feito isso, 0 restante o restante
foi transferido para frascos apropriado e analisado em cromatografo. Um volume
de 1 pL da fase orgéanica foi analisado apds fracionamento da amostra em
cromatografo gasoso HP6890 Series GC System equipado com a coluna HP-5(
5% de fenil-metil-siloxane, comprimento de 30m, diametro de 0,25 mm,
espessura do filme 0,24 um). A analise foi conduzida nas condi¢des: gas de
arraste Hélio (0,8 mL/min);a temperatura do injetor foi de 250°C; e a temperatura
do detector foi de 300°C, foi utilizado o sistema de deteccdo de ionizacao de
chama (FID); a temperatura do forno foi e 100 °C por 1 minuto, elevacdo de
temperatura de até 185°C a 8°C/min e 185°C por 15 minutos. O Acido benzoico

foi utilizado com padréo interno.
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3.2.2.5 Extragéo de PHA

As células foram centrifugadas (10.000 rpm, 40 min.) e secas em estufa
durante 24 horas a 50°C. Os PHA foram extraidos com cloroférmio das células
secas, usando-se um extrator Soxhlet. Apés um periodo de refluxo de 12h, a
solucéo de cloroférmio foi concentrada com um evaporador giratorio e o polimero
precipitado e purificado pela adicdo de alcool etilico p.a., sob agitacdo, e
posteriormente seco em estufa (24h, 35°C). Posteriormente o PHA foi diluido em
cloroférmio (proporcéo de 0,8 g de PHA para 60 mL de CHCI3) e entédo seco,

vertendo-se 15 mL por placas de Petri de 10 cm de diametro.

3.2.3 Calculo dos parametros cinéticos
3.2.3.1 Velocidade especifica de crescimento celular (Imax)
A velocidade especifica de crescimento foi definida como:
InX = px.t Equacéo (1)
Através do gréfico In (x) em funcdo do tempo (t) obteve-se o coeficiente
angular da reta ajustada aos dados experimentais na fase exponencial de

crescimento, correspondente ao valor de pmax.

3.2.3.2 Produtividade méaxima em célula (Pmax)
A produtividade méaxima em célula (Pmax) foi definida como:

Pmax = @ Equacéo (2)

onde X (g.L!) é a concentracéo celular final e Xo (g.L!) a concentragédo

celular inicial do cultivo, em relacédo ao tempo (t).

3.2.3.3 Concentracdo maxima da biomassa (Xmax)
A concentracdo maxima da biomassa (Xmax) foi obtida através curva de
calibracéo, correlacionando a absorbancia e a massa celular seca, obtendo-se

assim um fator de conversédo de DO em concentragéo celular.

3.2.3.4 Velocidade especifica de consumo de substrato (us)
A velocidade especifica de consumo de substrato (us) foi calculada de

acordo com a seguinte equagao:
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Hinax

Hs =
Yy/s

Equacéo (3)

onde pmax = velocidade especifica de crescimento maxima (h?); X =
concentracdo celular (g MCS.L?); us = velocidade especifica de consumo de
substrato (g.(g MCS h)1); S = concentracdo de substrato (g.L™1); Yxs = fator de

conversao de substrato a células (g MCS.g?).

3.2.3.5 Fator de converséo de substrato em célula (Yxss)

O fator de conversao de substrato em célula foi definido como:

Y X/S =

Xmax_XO

. Equacao (4)

onde Xmax € Smax representam a concentracdo de biomassa e a
concentracdo de substrato, respectivamente, no ponto onde a derivada da
funcao polinomial de X em relacéo a t (dX/dt), ajustada aos pontos experimentais
€ igual a zero e Xo e So representam a concentracdo de biomassa e a

concentracéo de substrato, respectivamente no tempo zero.

3.2.4 Elaboragéao de filmes multilayer

Para a producao dos filmes multilayer foram utilizados gelatina, soro do
queijo in natura, glicerol e polihidroxialcanoatos (PHA). A elaboracao da solugéo
filmogénica de gelatina e soro foi obtida pela modificacdo do método descrito por
Fakhouri, 2009. Foi produzido um filme apenas de gelatina e gelatina de soro
nas proporgdes de 5 e 3g que foi considerado o branco das amostras de filmes
derivados soro de queijo e PHA.

Apos a secagem, todos os filmes obitos foram condicionados a 25°C e
52% UR durante 48 h antes do inicio das andlises. Foi separado um filme de

PHA para utilizar como branco para as amostras derivadas dos mesmos.

3.2.5 Caracteristicas do filme
3.2.5.1 Aspecto visual
Foram realizadas andlises visuais e tateis, com intuito de se aproveitar

somente os filmes homogéneos (coloracdo uniforme e auséncia de bolhas e
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particulas insollveis de gelatina) e flexiveis (facilidade de manuseio, auséncia
de rupturas ou zonas quebradicas).

3.2.5.2 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada com a utlizagdo de um
micrémetro Mitutoyo Digimatic Co. Proof, representando a média aritmética dos
valores de 5 medidas tomadas aleatoriamente em diferentes partes dos

mesmaos.

3.2.5.3 Opacidade

A opacidade dos filmes foi determinada utilizando-se um colorimetro
Modelo CR-400 (Konica Minolta, Croma Meter, Japao). As determinacdes foram
realizadas em quadruplicata apés a calibracdo do colorimetro com um fundo
padrao branco e um fundo padrdo negro. A opacidade foi determinada pela

Equacédo 5, demonstrada por Hunterlab:

{Op,

op | Equacéo (5)
L Op,

100

Onde: Op = opacidade do filme (%);
Op ~ = opacidade do filme sobreposto a um fundo negro;

Op 8 = opacidade do filme sobreposto a um fundo branco

3.2.5.4 Andlise de cor

A coloracdo dos filmes foi determinada utilizando-se um colorimetro
Modelo CR-400 (Konica Minolta, Croma Meter, Japao). As determinacdes foram
realizadas em quadruplicata apds a calibracdo do colorimetro com um fundo
padrao branco. A coloragéao foi determinada pela Equacao (6), demonstrada
também por Hunterlab (1997).

AE*= J(AL*)2 + (Aax)2 + (Ab*)2 Equacéo (6)


http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%94
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%94
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%94
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%94
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3.2.6 Propriedades fisico-quimicas
3.2.6.1 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes foi determinada segundo o método
proposto por Gontard et al. (1994). As amostras, em triplicata, foram preparadas
recortando-se discos de 2 cm de diametro. A massa seca inicial das amostras
foi obtida apds secagem das mesmas, por um periodo de 24 h a 105°C, em
estufa de circulacdo e renovacao de ar. Apds a primeira pesagem, as amostras
foram imersas em um recipiente contendo 50 mL de agua destilada e agitadas
suavemente por 24 h. Em seguida, as amostras solubilizadas foram retiradas da
agua e secas a temperatura de 105°C por mais 24 horas, para a obtencdo da

massa seca final.

3.2.6.2 Solubilidade em &cido

A solubilidade em &cido foi determinada preparando-se as amostras da
mesma maneira que para o calculo da solubilidade em agua; porém, apds a
obtencdo da massa seca, estas foram submersas num recipiente contendo
solucdo 1 N de &cido cloridrico por 24 h. Apés esse periodo, as amostras foram
secas e pesadas para obtencdo da massa final.

3.2.7 Propriedades de barreira
3.2.7.1 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada pelo método
padrao E-96 modificado da ASTM (1998). Os filmes foram selados a fim de
garantir que toda a permeacdo de umidade ocorresse somente através do
mesmo, em seguida os mesmos foram inseridos em células de permeacao
contendo cloreto de calcio e acondicionados em capsulas de acrilico que
mantiveram a temperatura de 25°C e 75% UR. O vapor de agua transferido
através do filme foi determinado pelo ganho de massa do cloreto de célcio,
medido a cada 1 h (o resultado final € multiplicado por 24, para se obter o valor
corresponde a dia). O efeito do espaco de ar, como descrito por McHugh e
Krochta (1994) e Gennadios et al. (1993), entre a regido abaixo do filme e a

superficie do cloreto de calcio nas células-teste, ndo foi considerado para o
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calculo da taxa de transmisséo de vapor de agua. Os testes foram realizados em
triplicata.

3.2.8 Propriedades mecanicas
3.2.8.1 Resisténcia a tracdo e elongacéao

A resisténcia a tracdo e a porcentagem de elongacdo na ruptura foram
determinadas utilizando um texturbmetro TA-XT2 Texture Analyser (SMS,
Surrey, UK), operado de acordo com o método padrao ASTM D 882-83 [14], com
separacao inicial das garras e velocidade do teste de 50 mm e 1 mm/s,
respectivamente. Os filmes foram recortados em retangulos de 8,0 de
comprimento e 2,54 cm de largura. A resisténcia a tracao foi calculada dividindo-
se a forca maxima pela area seccional do filme (largura do filme x espessura).
Dividindo-se os valores de extenséo pela separacao inicial das garras (50 mm)
e multiplicando-se por 100, foi obtida a porcentagem de elongac&o na ruptura.

3.2.8.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia da superficie dos filmes foi observada utilizando-se um
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), modelo Leo 440i, marca LEO
operado a 10 kV e 50 mA. Antes dos testes as amostras foram cobertas com

uma fina camada de ouro para a conducéao térmica.

3.2.8.3 Difratometria de raios-X

Os difratogramas foram obtidos utilizando-se um difratdmetro de Raios-X,
modelo X Pert, marca Philips. As condicBes de analise foram: (i) voltagem e
corrente: 40 kV e 40 mA, respectivamente; (ii) faixa de varredura: 26 de 5 a 30°;
(i) passo: 0,1° e (iv) velocidade 1°/min, dotado de monocromador de feixe
secundario de grafite. A variacdo dos tamanhos dos cristais foi determinada
utilizando-se o PC APD Diffration Software. As amostras foram armazenadas a

25°C temperatura ambiente e 50% de UR, e analisadas em triplicata.

3.2.9 Propriedades térmicas
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3.2.9.1 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As determina¢fes das temperaturas de transicdo vitrea e das variacdes
da entalpia de fusédo dos filmes foram realizadas por analises de calorimetria
diferencial de varredura, utilizando-se um calorimetro da TA Instruments (EUA),
modelo TA 2010, com modulo de resfriamento por nitrogénio liquido. As
amostras foram preparadas e pré-condicionadas a temperatura de 25°C e com
umidade relativa controlada de 50%. As medidas foram realizadas em atmosfera
inerte de nitrogénio gasoso ultra-seco, de grau cromatografico, a uma mesma
vazdo de alimentacéo e de arraste de 50 cm3®min. Os ensaios iniciaram-se a
uma temperatura de 30°C e, a partir desta, as amostras foram aquecidas a uma
taxa de 10°C/min até atingir a temperatura final de 140°C. O material-referéncia

para esta analise foi o ar atmosférico.

3.2.10 Analise estatistica
O programa Statistica® 5.5 (Stasoft, USA) foi utilizado para calcular as
analises de varianca (ANOVA). O teste de Tukey foi usado para determinar

diferencas entre as propriedades dos filmes no intervalo de 95% de confianca.

3.3 Resultados e discusséo
3.3.2 Analise dos parametros cinéticos B. sacchari LFM 101 em diferentes
temperaturas e substratos

A principal caracteristica da B. sacchari LFM 101 é seu grande potencial
em acumular PHA a partir de varios substratos, principalmente glicose e
sacarose. Avaliou-se seu metabolismo através de parametros cinéticos para
analisar seu desempenho e rendimento em polimero, com énfase na producéo
de biofilmes. O microrganismo foi cultivado em sais minerais contendo glicose
(10 g.L1). O soro do leite in natura e a lactose foram analisados como co-
substratos, os cultivos com o soro de leite foi utilizado 10% do volume final do
indculo (25 mL) e com a lactose foi realizado com cultivos em 5 (g.L™?).

A analise dos parametros cinéticos obteve como melhor resultado
comparando 0s pmax (h™!) o cultivo a 35°C utilizando glicose como Unica fonte de
carbono. Este resultado se assemelha aquele observado por Brammer et al.

(2001), que destacam o intervalo de 28 a 30°C como ideal para o crescimento



26

desta bactéria, apesar de observarem um bom crescimento desta também a
37°C. (Tabela 1).

Os valores alcancados pela velocidade de crescimento especifico em
glicose a 30 e 35°C foram 0,473 e 0,577 h! respectivamente. Estes resultados
vém ao encontro daqueles obtidos previamente por Gomez (1996), onde a B.
sacchari foi capaz de crescer com velocidade especifica de crescimento na faixa
de 0,4 — 0,45 ht, sendo destacado o seu grande potencial, principalmente pela

alta eficiéncia de converséao de glicose em P(3HB).

Tabela 1. Parametros cinéticos de cultivo de B. sacchari LFM 101 em meio mineral com
glicose, soro de leite e glicose/lactose.

Subs. | T(°C) | Mmax(h?) TD (h) Xmax (9.LY) | Pmax(g.L1.h2) Us (g.L?) Yxis
GLC 30 0,473b+0,009 | 1,466P+0,027 | 3,4920+0,250 0,1802+0,013 1,0192+0,009 0,5112+0,02
35 0,5772+£0,019 | 1,202¢+0,040 3,812+0,209 0,1882+0,010 1,424+0,123 0,4132+0,04
GLC/ 30 0,317°¢+0,050 | 2,212 +0,348 2,14 +0,291 0,149°°+0,025 | 0,474°+0,030 0,335b+0,04
SORO 35 0,387b+0,012 | 1,792°+0,057 | 1,45 +0,026 0,104¢+0,000 0,491¢+0,089 0,322b+0,07
GLC/ 30 0,455b+0,014 | 1,525+0,047 4,242b+0,223 0,2092+0,012 1,1812°+0,03 0,446%+0,03
HAC 35 0,479°+0,031 | 1,451°+0,094 | 3,836°+0,274 0,1892b+0,014 1,4952+0,154 0,3602+0,04

Legenda: Subs.: substrato; GLC: glicose; SORO: soro de leite; LAC: lactose; T: Temperatura
(°C); umax (h1): Velocidade especifica maxima de crescimento; TD (h): Tempo de duplicacao;
Xmax (g.L1): Concentracdo maxima da biomassa; Pmax (g.L-1.h1): Produtividade maxima em
células; ps (g.L1): Velocidade especifica de consumo de substrato; Yxs: fator de conversdo de
substrato em células.

Os cultivos realizados com soro de leite atingiram uma velocidade
especifica de crescimento baixa comparada a glicose (0,317 e 0,387 h'1, a 30°C
e 35°C, respectivamente). Squio e Aragao (2004) destacam que a velocidade
especifica de crescimento com soro de leite em outras bactérias pode chegar a
0,23 h1, estando préximo ao valor obtido através das analises realizadas.

No entanto, os cultivos contendo lactose como co-substrato nas
temperaturas 30°C e 35°C tiveram uma velocidade especifica de crescimento de
(0,455 e 0,479 h'1) tendo um resultado préximo ao cultivo utilizando glicose com
unica fonte de carbono. Neste sentido, pode-se notar que a lactose nao inibiu o
crescimento do microrganismo, fazendo com que 0 mesmo consumisse

totalmente glicose contida no meio.
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O crescimento celular (g.L?) e o consumo do substrato de B. sacchari LFM
101 para os cultivos em glicose séo apresentados na Figura 1, avaliados em
termos de densidade Optica. De forma andloga, a Figura 2 apresenta 0s
resultados dos cultivos utilizando o soro de leite como co-substrato, e a Figura 3

apresenta os resultados obtidos pelo cultivo em lactose também como co-

substrato.
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Figura 1. Cinéticas de crescimento, consumo de substrato de Burkholderia sacchari LFM
101 para cultivos a 30°C e 35°C com glicose. Onde: X 30 e 35°C correspondem ao

crescimento cinético; GLC 30 e 35°C representam o consumo do substrato em glicose.

Observa-se pelos perfis apresentados na Figura 1, que as cinéticas de
crescimento em glicose sdo semelhantes em termos de duragédo, sendo que
ambas entraram na fase exponencial a partir de 3 h de cultivo. A fase
exponencial dos cultivos teve um pequeno deslocamento pelo grafico em relacéo
a 30°C, indicando que a temperatura ndo influenciou totalmente o crescimento
da bactéria, pode-se perceber também que o consumo de substrato teve um
pequeno deslocamento a 35°C, mostrando também nao houve tanta influéncia
sobre o consumo do agucar, conforme se observa pelos valores da figura.

Durante o crescimento cinético da B. sacchari utilizando soro de leite

como co-substrato, nota-se que em nos cultivos em ambas as temperaturas as
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células entraram na fase estacionaria a partir de 8 h. Os dados referentes a
velocidade especifica de consumo de substrato (us) demonstraram que o
substrato € mais rapidamente consumido quando nao ha a presenca do soro de
leite no meio, demonstrando que o soro interferiu na metabolizacdo da glicose
(Figura 2). Outro aspecto interessante observado foi que a presenca de soro de
leite afetou negativamente o consumo da glicose (inibicdo do crescimento),
retardando-o em relagéo aos cultivos realizados com glicose como fonte Unica
de carbono (MADGAN, 2010).
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Figura 2. Cinéticas de crescimento e consumo de substrato de Burkholderia sacchari
LFM 101 para cultivos a 30°C e 35°C com glicose e soro de leite. Onde: X 30 e 35°C
correspondem ao crescimento cinético; GLC 30 e 35°C representam o consumo do

substrato em glicose e soro de leite.

Destaca-se que para todas as situagdes, Us e Yx/s dos cultivos utilizando
soro de leite como co-substrato foram calculados exclusivamente a partir dos
dados de glicose, considerando que a concentracao de lactose do soro de leite
manteve-se praticamente constante ao longo dos cultivos. Através das andlises
estatisticas principalmente dos dados de ps e Yx/s mostraram que houve

variacao significativa destes resultados perante os outros cultivos, indicando que
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algum componente do soro de leite estaria afetando o crescimento e consumo
de glicose. A partir destes dados avaliou-se o perfil de crescimento da lactose
como co-substrato, tendo em vista que a lactose € o principalmente componente
do soro de leite, e que a mesma indicava que poderia estar reprimindo o
consumo da glicose nos cultivos contendo soro de leite.

Neste sentido, pode-se observar que os resultados dos cultivos utilizando
lactose como co-substrato em ambas as temperaturas o perfil de crescimento foi
semelhante, entrando na fase exponencial a partir de 5 h. Pode-se observar na
Figura 3, que a temperatura e o consumo do substrato ndo obtiveram tanta
influéncia sobre o crescimento e o consumo do acucar. Cabe ressaltar que 0s
valores de ps e Yx/stambém foram calculados a partir dos dados de glicose, pois
a lactose manteve-se constante no decorrer do cultivo. Concluindo que lactose
nao interferiu no consumo do substrato (glicose), no entanto, este microrganismo

Nao consegue consumir lactose.
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Figura 3. Cinéticas de crescimento e consumo de substrato de Burkholderia sacchari
LFM 101 para cultivos a 30°C e 35°C com lactose como co-substrato.
Onde: X 30 e 35°C correspondem ao crescimento cinético; GLC 30 e 35°C representam

0 consumo do substrato em glicose e lactose.
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Considerando os resultados de ps e Yxss utilizando a lactose como co-
substrato, nota-se que ndo houve repressédo ao consumo de glicose. Sendo que
algum outro componente do soro leite influenciou no crescimento e consumo de
substrato.

Apesar do soro do leite ser considerado um residuo rico em nutrientes, e
a lactose ser o seu principal componente (FONSECA et al., 2008), existem
fatores limitantes do seu uso na producdo de polihidroxialcanoatos
principalmente pela incapacidade da maioria das bactérias de utilizar a lactose
como sua possivel fonte de carbono (PANTAZAKI et al., 2009). Grande parte
dos estudos atuais avaliam a utilizacdo de soro de leite hidrolisado que
disponibiliza glicose e galactose como fontes de carbono no meio de cultivo, o
que leva a outra interpretacdo dos resultados (KOLLER et al.,2008;
MARANGONI et al., 2002; POVOLO et al., 2010). Outra aposta € no uso de
bactérias recombinantes, visando o aumento da capacidade de conversao do
substrato lactose em polimero (ANH et al., 2000; CESCA, 2011; FONSECA,
2003; WONG E LEE, 1998; KIM, 2000).

Como observado anteriormente, os cultivos utilizando o soro de leite
apresentaram resultados inferiores a glicose partir das analises realizadas sobre
o perfil de crescimento cinético, uma vez que os resultados em producao de
polimero também foram inferiores aos cultivos contendo glicose com Unica fonte

de carbono (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizacdo e rendimento em polimero (PHA) Burkholderia sacchari

LFM 101 para cultivos a 30°C e 35°C com glicose e soro de leite.

Subs. Temp. PHA (%MSC) PHA (mol%) | 3HB(g/L) X(R)
(°C) 3HB

GLIC 30 39,57 +1,28 100 1,764 2,515
35 41,43 £ 2,11 100 1,773 2,686

GLIC/ 30 3,00 + 0,026 100 0,074 2,076

SORO 35 5,14 + 0,256 100 0,063 1,375

Legenda: Subs.: substrato; GLC: glicose; SORO: soro de leite; PHA (%MSC): quantidade de
PHA em relacdo a massa seca celular; PHA (mol%) 3HB: Porcentagem de P3HB; 3HB (gL):
Quantidade de polihidroxibutirato; X(R): X residual.
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A partir dos resultados da Tabela 2, pode-se observar que o cultivo em
glicose na temperatura 35°C apresentou melhor em rendimento em polimero
obtendo 41%. Os polimeros contidos em todos os cultivos foram classificados
como P(3HB). Considerando que este polimero possui excelentes
caracteristicas tanto em sua produc¢do, quanto aplicacgéo.

O P(3HB) apresenta boa processabilidade em equipamentos comumente
usados para processamento de poliolefinas e outros plasticos sintéticos,
tornando-se adequado para moldagem por injecdo, extrusdo, assemelhando
suas propriedades aos plasticos sintéticos (STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH,
1998; FONSECA, 2003).

Neste sentido, utilizou o substrato glicose e a temperatura 35°C para
producédo e acumulo de P(3HB) com o objetivo de desenvolver filmes. Apesar do
soro de leite néo ter sido considerado um bom co-substrato para realizagéo dos
cultivos com B. sacchari, e este substrato é rico em proteinas, fez-se o seu uso

como um componente para a producédo de filmes a partir de PHA.

3.3.3 Caracterizagdo dos filmes compostos a partir de
polihidroxialcanoatos e soro de queijo

3.3.3.1 Propriedades dos filmes multilayer

Os filmes foram analisados visualmente a fim de selecionar apenas os
filmes mais uniformes, a Figura 4 é referente ao PHA puro, conforme as outras
figuras respectivamente. Dentre as trés espécies de filmes produzidos,
visualmente todos se apresentaram simétricos, sem rupturas ou formacéo de
bolhas. E notavel nos filmes mutltilayer a presenca de maior brilho comparado a
amostra padrdo PHA, este fato acontece pelas macromoléculas formadas

através da solucao de gelatina e soro de leite.



Figura 4. PHA Puro

Figura 5. PHA/Soro 3%
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Figura 6. PHA/Soro 5%

As espessuras dos filmes multilayer variaram entre si, foram realizados
em cinco medidas em locais aleatoriamente diferentes, conforme os dados
apresentados na Tabela 3. A permeabilidade e vapor de agua (PVA) variou de
0,45 a 0,69 g.mm.m?.d*KPa! para filmes PHA/Soro 3%, respectivamente
(Tabela 3).

Tabela 3. Espessura e permeabilidade e vapor de agua (PVA) dos filmes
compostos de PHA, gelatina e soro de leite.

Amostra Espessura (mm)* Permeabilidade em
vapor de 4gua
(gmm/m?3d.kPa)*

PHA 0,0274° + 0,004 0,6972 + 0,06
PHA/Soro 3% 0,03922 + 0,001 0,347° + 0,06
PHA/Soro 5% 0,04482 + 0,005 0,4573,5 + 0,04

*A medida da espessura dos referentes filmes foram feitas em triplicata, e os resultados

apresentado através da média e desvio padréo.

A espessura dos filmes elaborados com PHA aumentaram com adicao de
gelatina/soro de queijo na mistura. A espessura passou de 0,027 mm para
0,0392 e 0,044 mm respectivamente, considerando que o biofilme de PHA/Soro

5% € mais grosso devido a quantidade de gelatina inserida na solucao. Fakhouri
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(2009) também observou que quando ha adicdo de uma quantidade maior de
gelatina havera acréscimo na espessura.

A analise de permeabilidade e vapor de agua mostrou que os filmes
PHA/Soro 3% e PHA/Soro 5% apresentaram valores inferiores a amostra PHA
(branco). Este fato acontece, por que os filmes formados de PHA e solucéo de
gelatina nas duas concentrac¢des indicadas eliminaram possiveis microporos na
matriz polimérica formando uma matriz mais coesa, que aumentou a barreira
agua e diminui o valor do PVA. No entanto, a amostra PHA/Soro 5% néao é
diferente estatisticamente da amostra PHA, assim, a difusdo depende do
tamanho, formato e polaridade das moléculas penetrantes, assim como do
movimento segmentado da cadeia polimérica na matriz do filme. Os fatores que
afetam o movimento segmentado de cadeias poliméricas incluem forcas
atrativas intermoleculares como pontes de hidrogénio e interagdes de Van der
Waals, grau de ligagbes cruzadas e grau de cristalinidade. As etapas de
dissolucéo e evaporacédo sao influenciadas pela solubilidade do penetrante no
filme (WOLF, 2007).

Geralmente filmes multicamadas possuem propriedades mecanicas
superiores. No entanto, a incorporacdo de emulsdo com as goticulas na pelicula
aumenta a distancia percorrida pelas moléculas de agua que se difundem
através do filme, com isso diminuindo a permeabilidade e vapor de agua
(TANAKA et al., 2001). Pode-se notar que o filme e PHA/Soro 5% obteve um
valor superior ao PHA/Soro 3%. Este fato acontece por que a espessura e a
temperatura exercem grande influéncia na permeabilidade ao vapor de agua de
filmes com gelatina (CARVALHO, 1997).

Davanco et al. (2007) relatam que filmes e coberturas compostos ou de
multicamadas estao sendo investigados, a fim de melhorar as caracteristicas de
permeabilidade, forca, flexibilidade. Quando se adiciona um componente
hidrofébico a suspenséo formadora do filme, produzem-se filmes compostos, nos
guais o componente lipidico atua como barreira ao vapor de agua, e a proteina
ou polissacarideo fornecem a barreira ao oxigénio e as caracteristicas

mecanicas necessarias a um bom filme.
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Pode-se notar que os filmes multilayer constituem propriedades distintas,
pelos dados apresentados acima. Estando em acordo com os resultados de

solubilidade em agua e acido. Tabela 4.

Tabela 4. Analise de solubilidade em agua e acido das amostras entre o “branco”
PHA e PHA/Soro 3 e 5%.

Amostra Solubilidade em agua Solubilidade em
(%) acido (%)
PHB 0,69¢+ 0,19 15,94 + 0,74
PHB/Soro 3% 9,87°+ 0,91 11,262+ 1,18
PHB/Soro 5% 17,762 + 0,02 16,862+ 1,28

*A andlise foi realizada em triplicata e o resultado apresentado através da média e desvio padrao.

As amostras contendo soro de leite, tanto na concentracdo de 3 quanto
na concentracao de 5% apresentaram valores de solubilidade em agua maiores
que o filme simples de PHA. Maior valor de solubilidade em agua foi observada
para a amostra contendo 5% de soro de leite. Considerando que quando ha um
maior conteido de componentes hidrofilicos no material, aumentara os valores
de solubilidade (FAKHOURI et al., 2012)

Perez-Gago e Krochta (2000) consideram que para algumas aplicacoes
de biofilmes exigem que estes sejam até mesmo insollveis em agua para manter
a integridade do produto a ser protegido.

No entanto, as amostras de solubilidade em &cido mostraram que o valor
das amostras do biofilme simples PHA e a amostra PHA/Soro 5% nao diferiram
entre si, enquanto que a amostra contendo 3% de soro de leite apresentou uma
menor solubilidade em acido. Esse fato pode se dar ao fato de ter havido uma
maior interacdo polimérica entre as matrizes quando a solucdo de gelatina 3% e

soro de leite foram adicionados.

3.3.3.2 Cor e opacidade

As cores dos filmes foram medidas por meio dos padrdes Hunterlab: L*,
variando de 0 (preto) a 100 (branco); a*, do verde (-) ao vermelho (+); e b*, do
azul (-) ao amarelo (+) (GENNADIOS et al., 1996; KUNTE et al., 1997). Os filmes

foram sobrepostos sobre uma superficie de uma placa branca padrdo, e os
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padrdes L*, a* e b* foram medidos indicados em tempo real no leitor do aparelho,
como ja visto o resultado foi determinado pela diferengca de cor (AE*) das
amostras em relagao ao “branco” (PHA), amostras PHA/soro 5% e PHA/soro 3%.
(Tabela 5).

Tabela 5. Analise de cor das amostras entre o PHA/Soro 3 e 5%

Amostra Diferenca de cor
segundo Hunterlab*

PHA/Soro 3% 1,44°+0,11

PHA/Soro 5% 2,562 + 0,57

*A andlise foi realizada em triplicata e o resultado apresentado através da média e desvio

padrao.

Nota-se que o filme PHA/Soro 5% obteve uma coloracdo maior que a
amostra PHA/Soro 3%. Chen (1995) considera que a cor e a opacidade do
polimero é consequéncia da morfologia ou da estrutura quimica relacionada a
massa molecular do material. Considerando que a transparéncia dos filmes € um
aspecto importante para aceitacdo do consumidor.

Os resultados de opacidade mostraram que o PHA puro considerado
“branco” das amostras obteve um valor superior perante os filmes contendo a
solucéo de gelatina e soro de leite, no entanto ndo houve variagao significativa
nas amostras. E os filmes PHA/Soro 3% e 5% se aproximam aos valores
apresentados por Fakhouri et al. (2012), que indicaram opacidade de 14,5% para

filmes a base de amido de mandioca, gelatina e glicerol (Figura 7).
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Figura 7. Andlise da variancia de opacidade dos biofilmes

*A andlise foi realizada em triplicata e o resultado apresentado através da média e desvio padrao.

Fakhouri et al. (2007) analisaram que os filmes quem possuem a adi¢ao
de gelatina, produz melhor cor e maior brilho sensorialmente.

3.3.3.3 Propriedades mecanicas

Perante as analises realizadas de resisténcia tracdo pode-se observar

gue as amostras de PHA/Soro 3 e 5%, conseguiram obter uma resisténcia a

tracdo maior que a amostra PHA, e a partir da analise estatistica pode-se

perceber variagdo significativa entre as amostras. A adi¢do de soro de leite e

gelatina nas duas concentra¢cdes aumentou a resisténcia a tracdo demonstrando

que com esta adi¢cdo, houve melhora na composi¢éo do biofilme.

Tabela 6. Propriedades mecéanicas dos filmes entre o “branco” PHB, PHB/Soro

3% e 5%.
Amostra Resisténcia a tracao Elongacéao (%)
(Mpa)
PHA 9,082+ 1,82 1,59 + 0,22
PHA/Soro 3% 33,8°+5,52 1,57° + 0,44
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PHA/Soro 5% 26,9+ 4,82 2,182+ 0,75

*As amostras foram realizadas em sextuplicada. resultado apresentado através da média e desvio

padrao

Com os resultados de elongacéo pode-se notar que o filme PHA/Soro 5%
obteve uma elongacédo maior perante as demais amostras, e as outras amostras
nao possuem variacao significativa.

Neste sentido, Gontard et al. (1994) consideram que uma alta resisténcia
a tracdo é requerida, enquanto que o valor da elongacdo depende do tipo de
aplicacao do filme, j4 que para manter a sua integridade e propriedades de
barreira, um filme deve tolerar a tensdo normal encontrada durante a sua

aplicacédo, além do transporte e manuseio.

3.3.3.4 Propriedades térmicas

A partir dos dados das analises em calorimetria diferencial de varredura
(DSC) foi possivel visualizar que os resultados e comparacdo entre os filmes
PHA/Soro 3 e 5%. A Figura 8 apresenta os resultados das amostras contendo
PHA e gelatina 3%, PHA, gelatina 3% acrescida de soro de leite e também a
amostra padrdo, PHA. Os resultados demonstram que todas as transicdes
vitreas das amostras estdo situadas em aproximadamente 115°C, exceto a
amostra padrdo, que no caso, apresentou um ligeiro deslocamento dessa

transicédo, sendo visualizada em aproximadamente 119°C.
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Figura 8. DSC transicao vitrea dos filmes compostos por PHA, soro de leite e

gelatina 3%.

7

A transicdo vitrea é considerada como o valor médio da faixa de
temperatura que, durante o aquecimento de um material polimérico que esta em
uma temperatura muito baixa passa por valores mais altos, permitindo que as
cadeias poliméricas que estdo na fase amorfa adquiram mobilidade, ou seja,
adquiram possibilidade de mudanca de conformagcédo (CANEVAROLO JUNIOR;
SEBASTIAO, 2006). Como podemos observar as amostras contendo a
concentracdo de gelatina 3%, acrescida ou ndo de soro de leite estdo todas
situadas na mesma faixa de transicdo juntamente com o PHA (padrdo),
apresentando uma miscibilidade polimérica entre as amostras.

Os resultados das transicbes endotérmicas das amostras contendo a
concentracdo de 3% de gelatina nos filmes com PHA pode-se observar
transacoes semelhantes, nas regides de aproximadamente 174°C, conforme sao
apresentados na Figura 9. Cabe ressaltar que a aplicagdo e manuseio deste

material, s6 poderéo ser realizados até a faixa de temperatura de 174°C.
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Figura 9. DSC transicdo endotérmica dos biofilmes compostos por PHA, soro de

leite e gelatina 5%.

A Figura 10 apresenta as transi¢des vitreas das amostras contendo PHA
e gelatina 5%, PHA, gelatina 5% acrescida de soro de leite, PHA (padréo). A
partir dos resultados encontrados na Figura 10 pode-se notar que ocorreram
transicdes vitreas distintas, onde a amostra PHA/Gel 5% esta inserida
aproximadamente na faixa de 119°C, e as amostras PHA/Soro 5%/Gel e PHA
estd aproximadamente situadas na mesma faixa 115°C, apresentando também
uma miscibilidade polimérica entre as amostras.

As transi¢cdes endotérmicas das amostras contendo a concentracdo de
5% de gelatina acrescidos ou nao de soro de leite nos filmes de PHA estdo
situadas em aproximadamente 174°C, este valor esta semelhante a transicao

endotérmica do filme padrdo PHA (Figura 11).
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Figura 11. DSC transi¢do endotérmica dos filmes compostos por PHA, soro de

leite e gelatina 5%.
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Considera-se a partir destes resultados que a temperatura de fusao (Tm)
do PHA condiz aos valores encontrados na literatura, para polihidroxialcanoatos
produzido a partir de glicose (174°C a 184°C) (FIGUEIREDO et al., 2013;
GOMEZ; BUENO, 1997; CAMPOS et al., 2014). Este parametro é importante
devido as limitacdes de aplicacdo de polimeros que apresentam temperatura de
degradacdo térmica proxima a temperatura de fusdo em processos de
moldagem e que exigem manipulacdo dos PHA em altas temperaturas
(FIGUEIREDO, 2013).

Os ensaios de difragdo de raio-X demonstraram regides cristalinas nos
filmes. Tais regides cristalinas séo claramente observadas nos picos de difracao
em 20 entre 15°C a 33°C. A Figura 12 mostra que existem picos cristalinos
situadas em dois 260 variando de 12,5 a 32,5 estes picos sdo comuns aos filmes
com PHA. Como se pode observar nesta figura h4 picos mais intensos quando

ha adicao de soro de leite ao filme, diferenciando da amostra PHA/gel 3%.
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Figura 12. Difracéo de raios-X nas amostras de filmes de PHA/Soro 3%.
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Nos filmes contendo a contragdo de 5% observa-se que também
ocorreram picos mais intensos nas amostras que continham soro de leite, com

excecao do pico em 12,5 26. Figura 13.
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Figura 13. Difracdo de raios-X nas amostras de filmes de PHA/Soro 5%.

A partir da Figura 14 observa-se o DRX do PHA puro com picos de
difracdo em 26 entre 15°C a 33°C. Este resultado esta conforme reportado pela
literatura (CAMPOS et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2013; COSTA, 2012;
VOGELSANGER et al., 2003; CATONI, 2011) encontraram 0s mesmos valores
nos picos de difracao.



44

1000

800

Polimero puro|

400 -

Intensidade (Contagens/s)
1

200

0 T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 39

Angulo 29 (9

Figura 14. Difracdo de raios-X nas amostras de filmes de PHA puro.

Os resultados das microscopias eletrénicas de varredura (MEV) obtidas
com os filmes de PHA/Soro 3% e PHA/Soro 5% mostraram uma superficie
homogénea e sem fissuras. A Figura 15 apresenta as imagens do biofilme com
adicdo de soro de leite na concentracdo de 3%, imagem (a) mostra uma
superficie homogenia sem fissuras aparentes, e a imagem (b) mostra o recorte

da espessura do filme indicando a formacéo do multilayer.
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Figura 15. Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura de filmes
PHA/Soro 3% (Imagem (a) superficie; Imagem (b) ruptura).

Conforme a Figura 16 apresentando a MEV do filme PHA/soro de leite 5%
também possui as mesmas caracteristicas do biofilme PHA/soro de leite 3%.
Nota-se que é nitido na amostra a camada central de PHA envolta as duas
camadas da solucao de gelatina e soro de queijo nas concentracdes de 3 e 5%.

A microscopia do PHA puro mostrou também uma superficie homogénea

e sem fissuras, podendo ser observado na Figura 17.

18un  — EHT= 5.68 kv LRAC/FEQ
Mag= 1.80 K X 1 Probe= 50 pA Wp= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP Mag= 1.88 K X 1 Probe= 5@ pA WD= 24 nn Detector= SE1 UNICAHP

26um EHT= 5.80 kV LRAC /FEQ

Figura 16. Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura do filme
PHA/Soro 5% (Imagem (a) superficie; Imagem (b) ruptura).

T

160yn EHT= 5.88 kV LRAC/FEQ  188un |}—o " EHT= 5.88 kV LRAC /FEQ
Mag= 158 X I Probe= 58 pA  WD= 25 nm  Detector= SE1 UNICAHP Mag= 158 X 1 Probe= 50 pA  WD= 25 mm  Detector= SE1 UNICAHP
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Figura 17. Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura do filme PHA

puro (Imagem (a) superficie; Imagem (b) ruptura).

O resultado da boa formacdo dos filmes apresentados pelo MEV é
considerado pelo fato de que biofilmes realizados com proteina como a gelatina,
sdo caracterizados por possuirem boas propriedades mecanicas (TAPIA-
BLACIDO; SOBRAL; MENEGALLI, 2005).

3.4 Concluséo

Concluiu-se que B. sacchari LFM 101 apresentou melhor crescimento nos
cultivos contendo glicose como fonte Unica de carbono a temperatura de 35°C,
guando comparada aos demais cultivos. Soro de leite interferiu nas cinéticas de
crescimento e consumo de substrato, retardando-os, considerando que este
microrganismo néo tem a capacidade de consumir a lactose contida no soro de
queijo, e que esta ndo inibiu 0 consumo de glicose, e sim outros componentes
contidos no soro de leite.

O soro de leite mostrou-se ser um 6timo componente para producdo de
filmes, principalmente por sua composicdo rica em proteinas. Os filmes
multilayer foram produzidos com o P3HB nas condicdes de glicose a 35°C, e 0
uso do soro de leite e adicdo de gelatina auxiliaram na formacéo dos filmes
dando melhores propriedades fisicas de mecéanicas, mostrando-se funcionais
guanto ao manuseio.

A escolha do melhor filme ird depender da aplicacdo do mesmo,
considerando que na analise das suas caracteristicas possui um valor positivo
para cada aplicacdo. O filme de soro de leite na concentracdo de 5% obteve
valores significativos perante a amostra de 3%, aumentando a permeabilidade
de agua, resisténcia mecanica, tornando este filme mais atrativo para
manufatura. No entanto, os filmes com gelatina 3% e soro de leite, possuem
caracteristicas importantes, principalmente pelo fato de que em seu preparo
utiliza-se uma quantidade menor de material, diminuindo assim os custos de

producao.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A area de bioplasticos possui grande potencial para a realizacdo de
estudos que visam a substituicdo de materiais provenientes de fontes nao
renovaveis. Uma alternativa possivel € a obtencao de filmes multicamadas de
polihidroxialcanoatos e soro de leite, pois assim, haveria uma minimiza¢do dos
impactos ambientais gerados pelo acumulo de plasticos sintéticos no meio
ambiente e também o descarte do soro de leite.

Dentre as atuais demandas ambientais e desenvolvimento tecnoldgico a
producdo de polihidroxialcanoatos obtidos de fontes renovaveis esta em
destaque. A utilizacao destes polimeros, o setor de embalagens tem propiciado
estudos e pesquisas a fim de aprimorar cada vez mais estes materiais.

Neste sentido, através dos resultados obtidos pode-se perceber que os
filmes multilayers de PHA, gelatina em duas concentragbes diferentes e
acrescidos de soro leite mostraram bons resultados perante suas caracteristicas
fisicas, térmicas e mecanicas, e sua aplicabilidade ird depender do produto
escolhido.



