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Resumo: Este trabalho teve como objetivo utilizar fontes renovéveis de carbono para crescimento de Cupria-
vidus necator visando a produgio de poli (3-hidroxibutirato) com menor custo, utilizando como suplementos
residuos provenientes das industrias processadoras de alimentos tais como bagago de mandioca e soro de
queijo e uma matéria-prima também renovdvel, o éleo de soja. Os cultivos foram realizados seguindo um pla-
nejamento experimental 23, visando obter nesta etapa a melhor condigio de crescimento com os suplementos
testados. Os resultados obtidos através do planejamento experimental mostraram que nao houve resultados
significativamente diferentes, indicando que a utilizagio de qualquer um destes trés suplementos (hidrolisado
de bagaco de mandioca, soro de queijo e dleo de soja) nio influencia a resposta.

Palavras-chave: Poli (3-hidroxibutirato), Cupriavidus necator, suplementagio.

Abstract: This study aimed to use alternative carbon sources for Cupriavidus necator growth aimed at produc-
ing poly (3-hydroxybutyrate) at a lower cost, using supplements like waste from food processing industries
such as cassava bagasse and cheese whey and renewable raw material, the soybean oil. The cultures were carried
out using an experimental design 2% to obtain the best condition at this stage of growth with the supplements
tested. The results obtained from the experimental design showed no significant results, indicating that the
use of any of these three supplements (cassava bagasse hydrolysates, milk whey, and soy oil) did not influence
the response.

Keywords: Poly (3-hydroxybutyrate), Cupriavidus necator, supplementation.
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Introdugao

H4 muito tempo os materiais pldsticos se tor-
naram parte importante em nosso dia-a-dia, pelas
suas caracteristicas de versatilidade, de resisténcia
mecanica, durabilidade e resisténcia a degradagao.
No entanto, estas propriedades consideradas dese-
jdveis agora s3o consideradas preocupantes, ¢ o act-
mulo de pldsticos no ambiente tornou-se um pro-
blema mundial (Khanna & Srivastava, 2005).

Em resposta a crescente preocupagao com os
problemas ambientais causados pela producio e
acumulo de materiais plésticos de origem petro-
quimica, bem como o esgotamento das fontes de
combustiveis fésseis, muitos paises estao realizando
estudos de gerenciamento e diminui¢io do volume
de lixo sélido, buscando ainda a produgio de ma-
teriais pldsticos biodegraddveis, a partir de fontes
renovaveis de carbono. Portanto, estes novos mate-
riais devem possuir as propriedades desejdveis dos
plésticos convencionais, serem produzidos a partir
de substratos renovdveis e ainda serem completa e
rapidamente biodegradados, quando descartados
no meio ambiente (Piemolini, 2004).

Os plasticos biodegraddveis, ou bioplésticos, sao
polimeros que se degradam completamente ao ataque
microbiano em um curto espago de tempo, sob condi-
coes apropriadas do meio ambiente, sua degradagao é
realizada principalmente pela atividade enzimdtica dos
micro-organismos num periodo entre doze a dezoito
meses (Lafferty ez al., 1988; Byrom, 1990; Krupp &
Jeweell, 1992 citados por Fiorese, 2008).

Dentre os biopolimeros em desenvolvimento,
estdao os polihidroxialcanoatos (PHAs), os quais sao
acumulados intracelularmente por bactérias pro-
dutoras, como reserva de carbono e/ou energia, na
maioria das vezes, sob limitacio de um nutriente
essencial ao seu crescimento, como nitrogénio, f6s-
foro, enxofre ou oxigénio (Lee ez al., 1999).

O poli (3-hidroxibutirato) (P(3HB)) constitu-
ido por mon6meros de 3-hidroxibutirato, é o PHA
mais bem caracterizado e o acumulado com maior
freqiiéncia por bactérias (Madigan ez al., 2000). O
Cupriavidus necator ¢ um dos micro-organismos mais
estudados para a produgio de PHAs por apresentar
alta velocidade de conversiao do substrato em células,
utilizando normalmente fontes energéticas sintéticas
(glicose/frutose) podendo utilizar fontes renovéveis
de carbono, que podem acumular cerca de 80 % de
sua massa seca em polimero (Ienczak, 2011).

Uma avalia¢io econdmica do processo de pro-
ducdo de P(3HB) indica que o custo do substrato
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tem uma contribuicdo importante no custo global
da producio, podendo representar mais de 38 %,

segundo Choi & Lee (1999).
O alto custo de produgio de PHAs pode ser

minimizado usando residuos orginicos de baixo
custo provenientes de industrias processadoras de
alimentos.

A mandioca (Manibot esculenta Crantz), tam-
bém conhecida por aipim e macaxeira é uma cultura
amplamente difundida por todo territério nacional.
Abrahiao (2005) evidencia que uma fecularia que
processa, em média, 200 toneladas de mandioca
por dia, gera, aproximadamente, 183 toneladas por
dia de bagaco, com 15 % de matéria seca; 73 % de
amido; e, 15 % de fibras na matéria seca.

De acordo com dados divulgados pela Embra-
pa Gado de Leite, em 2011 no Brasil foram pro-
duzidos aproximadamente 675 milhées de quilos
de queijo (CONAB, 2012). Partindo do principio
que sdo necessérios 10 litros de leite para produzir 1
quilo de queijo, e que o restante é soro, a produgio
de soro de leite em 2011 foi de aproximadamente

6.075 milhoes de litros (BRASIL, 2010).

A soja é um grao muito versdtil que d4 ori-
gem a produtos e subprodutos muito usados pela
agroindustria, inddstria quimica e de alimentos.
Recentemente, a soja vem crescendo também como
fonte alternativa de combustivel. Segundo ABIO-
VE (2012) na atualidade existe um excedente de
232 mil toneladas de 6leo de soja no Brasil.

Esta pesquisa teve por objetivo utilizar fontes
renovdveis de carbono para crescimento de Cupria-
vidus necator visando a produgao de poli (3-hidro-
xibutirato) com e sem suplementa¢io do meio,
utilizando residuos das inddstrias processadoras de
alimentos, tais como: bagago de mandioca hidroli-
sado e soro de queijo, além de suplementagao com
6leo de soja, a fim de estudar as condigoes de cresci-
mento do micro-organismo em meio alternativo ao
sintético (glicose/frutose) o que pode contribuir no
decréscimo do custo da produgio de plistico biode-
graddvel em meio suplementado com substratos de
baixo custo, bem como fornecer uma opgio inte-
ressante de aumento de valor agregado as industrias
geradoras dos residuos estudados nesta pesquisa.

2. Materiais e métodos

Os residuos, soro de queijo e bagaco de mandio-
ca, foram cedidos pelas empresas Laticinio Lacto Mesa
e Fecularia Zadimel de Toledo/PR, respectivamente.
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2.1 Hidrélise do bagago de mandioca

A hidrélise do bagaco de mandioca foi reali-
zada de acordo com estudos realizados por Krueger
(2009). Apés, filtrou-se a vdcuo para separagio dos
s6lidos e deixou-se resfriar. A solugao obtida foi neu-
tralizada com adi¢do de NaOH 10 N. Este procedi-
mento deu-se em fungio do micro-organismo utili-
zado neste estudo possuir capacidade de assimilar em
seu metabolismo apenas fontes de carbono redutoras.

2.2 Caracterizagao dos residuos utilizados
como suplementos

A caracterizagdo dos residuos, soro de quei-
jo e bagaco de mandioca hidrolisado (hidrolisado
amildceo) foi realizada através da medigiao de pH
(TECNOPON, modelo MPA-210), determinacio
da alcalinidade e acidez (IAL, 1985), sélidos totais e
sélidos totais voldteis (APHA, 2005), a¢ticares redu-
tores (Miller, 1959), demanda quimica de oxigénio
- DQO, demanda bioquimica de oxigénio — DBO
(APHA, 2005), nitrogénio e fosfato total (Mackere-
th ez al,, 1978).

2.3 Micro-organismo e meios de cultura

A cepa utilizada foi Cupriavidus necator DSM
545, que foi doada pelo Laboratério de Engenharia
Bioquimica (ENGEBIO) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC).

Os experimentos foram realizados utilizando
dois pré-cultivos. No primeiro, as células foram
inoculadas em caldo nutriente (NB), contendo
peptona de carne (5,0 g.L'') e extrato de carne (3,0
g.L") e, como segundo pré-cultivo, foi utilizado
o meio mineral (MM) adicionado dos nutrientes
que o compéem (em g.L"): KH, PO, 0,44; citrato
de amonio e ferro III 0,06; cloreto de cilcio 0,01;
sulfato de magnésio 0,5; ureia 2,3; dcido nitrilo-
triacético 0,19; solucao de fonte de carbono 40,0;
elementos trago 1 mL.L" e dgua. A solucao de ele-
mentos trago apresentou em sua composi¢ao (em
g.L'): H,BO, 0,3; CoCl,.6H,0 0,2; ZnSO,.7H,0O
0,1; MnCL.4H O 0,03; Na,MoO,.2H O 0,03;
NiC12.6HZO 0,02; e CuSO,.5H,0 0,01 (Aragio,
1996 adaptado por lenczak, 2011).

Para a realizagao dos cultivos de crescimento, uti-
lizou-se 0 mesmo meio descrito, porém com alteragdes
na adi¢ao cada um dos suplementos segundo planeja-
mento experimental 2%, totalizando oito ensaios adi-
cionados da triplicata no ponto central. Sendo assim,
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as quantidades de dgua e de solu¢io da fonte de carbo-
no foram ajustadas conforme cada ensaio programado,
uma vez que, o teor de agtcar redutor do hidrolisado
amildceo e do soro de queijo foram considerados.

2.4 Condigoes dos cultivos

Os pré-cultivos e cultivos foram conduzidos de
acordo com o fluxograma apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma exemplificando as condicbes de
cultivo do micro-organismo Cupriavidus necator visando
a producao de P(3HB).

Cepa de Cupriavidus
necator DSM 545, mantida
sob refrigeragéo.

Micro-organismo —_—

Jv 1° pré-cultivo: Caldo nutriente (NB)

em erlenmeyer aletado de 1000 mL.

1° Pré-cultivo Mantido por 24 h em agitador

rotatério, sob:

~Temperatura: 35°C

S— =Agitagé@o:150 rpm

2° pré-cultivo: Meio mineral em

erlenmeyer aletado de 1000 mL.

~

20 Pré-cultivo Mantido até diluicdo 1:100 em agitador

rotatdrio, sob:

*Temperatura: 35°C
*Agitacdo: 150 rpm

10% viv «pH: 7,0

A Meio de crescimento - MM adicionado

Cultivos para dos suplementos (Frascos de 3000 mL)

crescimento
Planejamento
experimental

Total 11 Ensaios seguinde o
planejamento experimental 2° com
duragé@o de 27 h cada um.

A cada 2 horas foram coletadas

amostras para fazer analises de:

+ Biomassa

Tratamento dos + Acglcaresredutores
dados das analises
dos 11 ensaios + Nitrogénio residual

* Proteinas

Os cultivos de crescimento foram realizados
em frascos de vidro adaptados, de forma a obter-se
um sistema de vedacdo passivel de troca de gases e
com possibilidade de retirada de amostra ao longo
do tempo. As condi¢des de cultivo foram as mesmas
utilizadas nos pré-cultivos. O pH foi mantido na
faixa entre 6,0 - 7,0 pela adi¢io manual de NaOH
1,25 N ou HCI 2,7 N.

2.5 Planejamento experimental

Um planejamento experimental 2% com tripli-
cata no ponto central foi aplicado para avaliar a in-
fluéncia do: hidrolisado amildceo (H), soro de quei-
jo (S) e bleo de soja (OS), conforme mostra a Tabela
1, em seus respectivos niveis codificados e reais.
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Tabela 1 - Niveis codificados reais das varidveis para pla-
nejamento experimental fatorial completo 2°

FATOR NIVEL INFERIOR (-1) NIVEL SUPERIOR (+1)
Hidrol. Amildceo (H) (%) 0 10
Soro de queijo (S) (%) 0 10
Oleo de soja (05) (%) 0 10

As andlises estatisticas para todos os planeja-
mentos propostos foram realizadas utilizando-se o
software Statistica 8.0°.

2.6 Técnicas analiticas

Para a determinacio da biomassa foram uti-
lizados um método indireto realizado pela leitura
da absorbincia das amostras em espectrofotdometro
(modelo UV-1800, marca Shimadzu, Japao) a 600
nm e outro direto por gravimetria. Ambos realiza-
dos de acordo com as metodologias descritas por
Squio, (2003). A determinagio dos aglcares re-
dutores totais foi realizada pelo método do 4cido

3,5-dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959). O ni-
trogénio determinado no meio de cultura é o ni-
trogénio amoniacal. A dosagem deste foi realizada
utilizando-se o kir Ureia ES (Gold Analisa), que
determina uréia pelo método enzimdtico-colorimé-
trico. A determinagio da dosagem de proteinas foi

realizada pelo método de Biureto (Stickland, 1951).

3. Resultados e discussoes

3.1 Caracterizagao dos residuos

A caracterizacio dos residuos em estudo é de
fundamental importincia, pois grande parte dos
micro-organismos, dentre eles, Cupriavidus necator,

necessitam de limitagio de algum nutriente essen-
cial assim como, excesso de carbono no meio em
que se desenvolvem, para que entao, haja regulagao
de seu metabolismo e inicie o processo de absor¢io
de carbono e acimulo do mesmo em forma de gra-
nulos como reserva de energia (Krueger, 2009). Na
Tabela 2 encontra-se apresentado a caracterizacio
dos residuos em estudo.

Devido ao elevado teor de matéria organica
constatado nos residuos em estudo apds a caracte-
rizagdo, ¢ possivel considerar que estes, tornam-se
aplicdveis & producio biotecnoldgica de compostos
de maior valor agregado, como ¢ o caso do P(3HB).

A andlise da quantificagio de aglicares reduto-
res mostrou que tanto o hidrolisado amildceo quan-
to o soro de queijo, apresentaram teores de agticar
considerdveis, 21,18 g.L'! e 39,54 g.L!, respectiva-
mente, caracterizando-os como interessantes fontes
de carbono para o crescimento do micro-organismo.

3.2 Comportamento do Cupriavidus necator em
diferentes composigoes de cultivos

O processo de produgio de P(3HB) por
Cupriavidus necator é conduzido em duas fases dis-
tintas: fase de crescimento nio limitado com produ-
¢ao de biomassa e fase de produgio com acimulo
de polimero. Segundo Fiorese (2008), se a primeira
fase tiver uma produtividade elevada de células ha-
verd uma melhoria na produtividade global do poli-
mero. Portanto, ¢ interessante utilizar condicoes de
cultivo que proporcionem valores de velocidade de
crescimento (pms) altos, bem como quantidades ex-
pressivas de células nesta fase.

Tabela 2 - Caracterizacao dos residuos utilizados como suplementos

ANALISE BAGAC0 DE MANDIOCA HIDROLISADO SORO DE QUELIO
PH 435
ALCALINIDADE 37,5mg (aC03 475,0 mg aC03
ACIDEZ 1550,0 mg CH3COOH 2710,0 mg CH3COOH
SOLIDOS TOTAIS 0,74 % ou 7423 mg.L-1 6,71 % ou 68280 mg.L-1
SOLIDOS VOLATEIS 0,67 % ou 6710 mg.L-1 6,32 % ou 64265 mg.L-1
ACUCAR REDUTOR 21%ou 21,176 g.l-1 3,9%0u39,534g.L-1
DQO 7448,00 mg.L-1de 02 82080,00 mg.L-1 de 02
DBO 11320 mg.L-1 58734 mg.L-1
NITROGENIO TOTAL 302,57 mg.L-1 935,20 mg.L-1
FOSFATO TOTAL 26,80 mg.L-1 250,07 mg.L-1

Com o intuito de verificar a influéncia dos
suplementos utilizados neste estudo e seu compor-
tamento na fase de crescimento de Cupriavidus ne-
cator onze ensaios foram realizados, conforme pla-
nejamento experimental 2°.

Os resultados obtidos nos onze ensaios encon-
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tram-se apresentados na Figura 2 (A, B, C, D, E,
E G, H, I, ] e K), onde estao plotadas as curvas
caracteristicas de evolucio das concentracdes de
biomassa total e proteina, e os consumos da concen-
tracdo de substrato e nitrogénio ao longo do tempo
nos onze cultivos; Os cultivos foram iniciados com
aproximadamente 40 g.L! de fonte de carbono.
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Figura 2 - Evolucoes da biomassa total (XT) e proteina; consumos das concentragdes de nitrogénio e substrato, expressos em
gL em funcdo do tempo. A — Ensaio 1 (sem suplemento); B — Ensaio 2 (H 10%); C — Ensaio 3 (S 10%); D — Ensaio 4 (H 10% + S
10%); E — Ensaio 5 (OS 10%); F — Ensaio 6 (H 10%+ 10% OS); G — Ensaio 7 (S 10% + 10% OS); H — Ensaio 8 (H 10% + S 10% + OS
10%); | — Ensaio 9 (H 5% + S 5% + OS 5%); J — Ensaio 10 (H 5% + S 5% + OS 5%); K- Ensaio 11 (H 5% + S 5% + OS 5%).
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Observou-se através da Figura 2 (A, B, C, D,
E, E G, H, I, ] e K), que em todos os onze ensaios
compostos por diferentes meios de cultivo realizados
para o crescimento de C. necator foi verificada uma
curva caracteristica de crescimento celular microbia-
no, na qual a biomassa total aumentou exponencial-
mente, havendo também um aumento do contetido
protéico ao longo do tempo de experimento, sendo
que 0 mesmo seguiu o comportamento da curva de
biomassa total. Enquanto que as concentragdes de
substrato e nitrogénio foram diminuindo devido ao
consumo para sintese celular. Cabe ressaltar que a
curva de consumo de nitrogénio contém valores de

T
16

T T T T
18 20 22 24 26

concentragdo expressos de forma qualitativa, e nio
quantitativa, isto se dd, devido a andlise ser realiza-
da por kit enzimdtico-colorimétrico, sendo utilizada
apenas como um indicativo de consumo e nio de
exatiddo, como j4 observado por Dalcanton (2006),
Fiorese (2008), Ienczak (2011).

Os resultados da fase de crescimento obtidos
neste planejamento experimental desenvolvido,
com relagdo a duracio das fases (lag, pré-expo-
nencial e log) e velocidade especifica de cresci-
mento encontram-se resumidamente apresenta-

dos na Tabela 3.

Tabela 3 - Resumo da fase de crescimento (fase lag, pré-exponencial, log e total de crescimento (lag+pré-exp+log)) dos

11 ensaios do planejamento experimental

ENSAIO COMPOSICAO (H, S, 05) (%) DURACAO FASELAG (H) ~ DURAGAO FASE PRE-EXPONENCIAL ()  DURAGAO FASELOG (H) ~ TEMPO TOTAL DE CRESCIMENTO (H) M (H-1)
01 0,0,0 0 0 6 6 0,18
02 10,0,0 0 0 6 6 0,19
03 0,10,0 0 0 6 6 0,17
04 10,10,0 0 2 4 6 0,22
05 0,0,10 6 0 5 11 0,21
06 10,0,10 0 0 8 8 0,14
07 0,10,10 6 0 8 14 0,16
08 10,10, 10 0 4 7 il 0,21
09 555 0 0 14 14 0,14
10 55,5 0 0 11 " 0,14
11 555 0 0 14 14 0,13
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Os resultados apresentados na Tabela 3 mos-
tram que o Cupriavidus necator pode crescer nos di-
ferentes meios suplementados testados neste estudo,
acredita-se porém, que devido ao fato dos cultivos
terem composigoes diferentes e por consequéncia
0 micro-organismo assimilar mais rapidamente ou
lentamente os substratos que os compdem, alguns
ensaios apresentaram fase lag e diferentes velocida-
des especificas mdximas de crescimento.

Pode-se perceber que com excegao dos ensaios
06, 09, 10 e 11 os demais ensaios apresentaram ve-
locidades de crescimento coerentes com os valores
encontrados por Oliveira (1999); Marangoni ez al.
(2002); Kim ez al. (1994) e Schneider (2006), se nao
estao dentro, encontram-se préximas da faixa 0,19 -
0,23 h'. Os ensaios que nio se enquadraram dentro
da referéncia, continham éleo em sua composigao.

Tabela 4 - Matriz de dados da fase de crescimento

Devido a este ter densidade diferente e também
ser insoltvel no meio e na dgua de lavagem das células
para determinagio de biomassa seca, 0 mesmo pode
nio ter sido totalmente removido durante esta de-
terminagao analitica, ocasionando erro na sua quan-
tificagao; outra justificativa por fim, como também
citado por Finkler (2002), cabe lembrar que o pre-
sente trabalho foi realizado em frascos nio aletados,
o que pode ter causado a diminui¢do da velocidade
especiﬁca de crescimento do micro-organismo, uma
vez que o dleo cria uma barreira, dificultando ainda
mais a troca de gases dentro do frasco.

Os resultados obtidos através do planejamento
experimental de biomassa total (XT) durante a fase de
crescimento dos 11 ensaios (Tabela 4) foram analisa-
dos de forma estatistica e estdo apresentados a seguir.

ENSAID HIDROLISADO SORO 0LEO BIOMASSA TOTAL - XT (G.L-1)
01 -1 -1 -1 33
02 1 -1 -1 28
03 -1 1 -1 3,6
04 1 1 -1 26
05 -1 -1 1 3,6
06 1 -1 1 2,2
07 -1 1 1 46
08 1 1 1 3,2
09 0 0 0 70
10 0 0 0 5,6
1 0 0 0 6,/
Fonseca (2003), em sua pesquisa utilizando de g.L'!, respectivamente) também foram conseguidas e
E. coli recombinante proveniente de inser¢io de plas- de acordo com Marangoni ez a/. (2000) e Kahar ez al.
mideos de C. necator, em meio suplementado com (2004), a utilizagao de suplementos pode interferir
amido hidrolisado, soro de queijo e éleo de soja em na via metabdlica proporcionando maior produgio
seus niveis maximos (5 %, 5 % e 5 %), obteve 4,63 de células e resultando em maior produtividade.
gL como valor de biomassa, no presente estudo, A Tabela 5 mostra os efeitos obtidos através da
percebeu-se que nas mesmas proporgoes dos mesmos i . . d d bser
R " andlise estatistica para cada uma das respostas obser
trés suplementos (5 %, 5 % e 5 %) utilizados nos d 2 bi | produzida d
) ) ) ) vadas quanto a biomassa total produzida durante a
cultivos (ensaios 09, 10 e 11), as maiores quantida- fase de crescimento. en Fi 3l
. i ; B , enquanto que a Figura 3 ilustra
des de biomassa produzidas (7,0 g.L", 5,6 g.L" e 6,7 esta andlise através do Grifico de Pareto.
Tabela 5 - Efeitos e coeficientes (a =0,10)
EFEITO ERRO PADRAO 1) P COEF. ERRO PADRAO DO COEF.
DO EFEITO
Média/Interc. 4,10909 0,841542 4882814 0,016424 4,109091 0,841542
(1)HIDROL -1,07500 1,973590 -0,544693 0,623845 -0,537500 0,986795
(2)S0RO 0,52500 1,973590 0,266013 0,807464 0,262500 0,986795
(3)0LEO 0,32500 1,973590 0,164675 0,879670 0,162500 0,986795
Thy2 -0,12500 1,973590 -0,063336 0,953483 -0,062500 0,986795
Thy3 -0,32500 1,973590 -0,164675 0,879670 -0,162500 0,986795
2by3 0,47500 1,973590 0,240678 0,825315 0,237500 0,986795
1%*2%3 0,12500 1,973590 0,063336 0,953483 0,062500 0,986795
R?=10,139
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Figura 3 - Grafico de Pareto mostrando os efeitos sobre
as fases de crescimento

(1)HIDRO 544693
2660127
2by3 2406782
1by 3 -, 164675
(3)OLEO 1646745

1%2*31

p=,1
Efeito Padronizado Estimado (Valor absoluto)

Tabela 6 - Efeitos e coeficientes (a = 0,10)

De acordo com a andlise estatistica apresen-
tada na Tabela 5 e na Figura 3, na faixa estudada,
nos extremos -1 e +1, nao hd resultados signifi-
cativos, indicando que nestes dois niveis, todas as
trés varidveis (fatores — hidrolisado, soro de quei-
jo e bleo de soja) nao influenciam a resposta. No
entanto, a presenca do ponto central permite o
cdlculo da curvatura.

A Tabela 6 mostra os efeitos obtidos através da
andlise estatistica incluindo a curvatura, enquanto
que a Figura 4 ilustra esta andlise através do Grafico
de Pareto.

EFEITO ERRO PADRAO DO EFEITO 6) P COEF. ERRO PADRAO DO COEF.
Média/Interc. 3,23750 0,260608 12,42286 0,006417 3,237500 0,260608
Curvatura 6,39167 0,998054 6,40413 0,023526 3,195833 0,499027
(THIDROL -1,07500 0521217 -2,06248 0,175260 -0,537500 0,260608
(2)SORO 0,52500 0521217 1,00726 0,419866 0,262500 0,260608
(3)0LEO 0,32500 0521217 0,62354 0,596564 0,162500 0,260608
Thy2 -0,12500 0521217 -0,23982 0,832806 -0,062500 0,260608
Thy3 -0,32500 0521217 -0,62354 0,596564 -0,162500 0,260608
2by3 0,47500 0521217 0,91133 0,458321 0,237500 0,260608
17273 0,12500 0,521217 0,23982 0,832806 0,062500 0,260608
R?=0,96

Figura 4 - Gréfico de Pareto mostrando os efeitos sobre
as fases de crescimento, incluindo a curvatura

p=1
Efeito Padronizado Estimado (Valor absoluto)

O tipo de planejamento usado, com niveis -1
e +1, geram modelos lineares. A triplicata no ponto
central (inser¢io de um terceiro nivel) permite cal-
cular a curvatura, ou seja, quando o modelo linear
nio ajusta 0s pontos experimentais a curvatura se
mostra significativa (com baixo p-valor), indican-
do que um modelo nio linear (quadratico) ajustaria
melhor os pontos experimentais.

Conclusoes

A caracterizagio dos residuos apontou a
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viabilidade dos mesmos serem utilizados como
nutrientes pelo micro-organismo para seu cresci-
mento celular; na faixa estudada do planejamento
experimental, ndo houve resultados significativos,
indicando que a utilizagao de quaisquer destes trés
suplementos (hidrolisado, soro de queijo e 6leo de
soja) nao influencia a resposta; o melhor resulta-
do para producio de biomassa foi obtido no ex-
perimento onde as concentragdes de suplementos
encontravam-se em seus niveis centrais (5 % H +
5% S +5 % OS); o cdlculo da curvatura indica
que um modelo nio linear (quadrdtico) ajustaria
melhor os pontos experimentais.

Como conclusio final deste trabalho, tem-se
que a utilizacdo de residuos das industrias de ali-
mentos ¢ uma alternativa vidvel para o crescimento
de C. necator e, por conseguinte, produgao de poli
(3-hidroxibutirato), conseguindo-se assim, redu-
¢a0 nos custos do processo a fim de tornd-los mais
competitivos no mercado, além do beneficio de re-
ducio no tratamento de efluentes destes residuos e
da valorizacio dos mesmos. A utilizacao de 6leo de
soja, apesar de nao ser um residuo, ¢ extremamente
promissora, pois trata-se também de uma fonte re-
novével abundante no Brasil.
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