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RESUMO

Empregando processos com membranas, isolados ou conjugados, é
possivel concentrar e fracionar proteinas e eliminar gordura do soro de
queijo, reduzindo sua carga poluente e permitindo utilizar as correntes
concentradas em produtos alimenticios, agregando-lhes valor econdémico
e nutricional. Através da ultrafiltracdo, por exemplo, € possivel
concentrar as principais proteinas do soro lacteo (albuminas e
globulinas), enquanto a nanofiltracdo permite concentrar a lactose e
parte dos sais minerais, especialmente os bi e tri-valentes.
Considerando-se, ainda, o teor de matéria organica presente na corrente
permeada da ultrafiltracdo do soro lacteo, principalmente a lactose, abre-
se a possibilidade de utiliza-la como matéria-prima para a producgdo de
compostos de interesse tecnoldgico, como biopolimeros, através de
bioprocessos. Podem ser citados como exemplos o0s poli-
hidroxialcanoatos (PHAS), que sdo poliésteres sintetizados por bactérias
a partir de substratos carbonicos. Por serem biodegradaveis e produzidos
a partir de fontes renovaveis de carbono, os PHASs sdo considerados uma
alternativa aos materiais plasticos convencionais. Comercialmente, ha
interesse em reduzir custos na producdo destes biopolimeros, buscando-
se substratos de baixo valor comercial. Neste caso, 0 permeado do soro
de queijo, obtido por ultrafiltragdo, se apresenta como fonte de carbono
para esta finalidade, ja que é um subproduto de baixo custo. Assim, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar o emprego de processos de
separacdo com membranas no tratamento do soro de queijo, propondo-
se a producdo biotecnolégica do polimero biodegradavel - PHA -
utilizando-se a bactéria E. coli recombinante, a partir do permeado
obtido da concentragdo das proteinas do soro. Foram utilizadas
membranas de ultra e nanofiltragdo com massa molar de corte de 50.000
e de 150 a 300 g'mol™, respectivamente. Buscando-se estabelecer as
melhores condi¢cBes operacionais durante o processamento do soro
lacteo, em unidade piloto, variou-se a temperatura, a pressdo
transmembrana e a vazao de alimentacdo. Foram avaliados os fatores de
concentragcdo dos componentes presentes no soro de queijo, o fluxo
permeado e as resisténcias ao fluxo permeado que se estabelecem
durante o processo. Para a producdo de PHAs, utilizou-se E. coli
recombinante linhagens JM 101 e ATCC 25922, contendo o plasmideo
pRLC2, ancorando genes responsaveis pela resisténcia a ampicilina e
biossintese de PHAs, obtidas através de técnicas de engenharia genética.
As condicdes de cultivo da E. coli foram avaliadas em relacdo a
producdo de massa celular seca (MCS) (g'L™") e do percentual de



acumulo intracelular de PHAs (g-L™). Durante a ultrafiltrac&o do soro de
queijo, observou-se que o fouling e a formacao de camada gel alteraram
particularmente a seletividade da membrana em algumas condic¢Ges
experimentais, retendo compostos com massa molar inferior ao ponto de
corte da membrana, levando a uma reducdo do fluxo permeado. Em
relacdo aos cultivos, observou-se um efeito significativo (p<0,05) da
utilizacdo da lactose presente no soro de queijo sobre a producdo de
MCS. Observou-se, também, acimulo intracelular de PHAs em E. coli
recombinante linhagem JM 101 com o plasmideo pRLC2, ndo sendo
necessaria a utilizagdo do promotor de expressdo génica IPTG,
apresentando acumulo intracelular de PHAs de até 11,0% (0,6). A
utilizacdo do permeado do soro de queijo obtido por ultrafiltracdo, como
substrato para a producdo de PHAs em E. coli recombinante linhagem
ATCC 25922 (pRLC2), levou & produgdo de até 3,1 gL de MCS e
acumulo intracelular de PHAs de até 86,5%, evidenciando a
possibilidade de se utilizar o soro de queijo ultrafiltrado na producéo de
PHAs, dando um destino biotecnolégico ao tratamento deste residuo
originado das queijarias.

Palavras-chave: soro de queijo, processos de separagdo com
membranas, lactose, biopolimeros, E. coli  recombinante.



ABSTRACT

Membrane separation processes can be used for defatting, concentrate
and to fractionate proteins of cheese whey. The fraction obtained this
way can be used in formulation of different food products, thus adding
value to this byproduct of dairy industries. The major whey proteins
(albumins and globulins) can be concentrated by ultrafiltration, while
nanofiltration can concentrate part of the lactose and minerals,
particularly the bi- and trivalent salts. The permeate stream obtained in
the ultrafiltration of the cheese whey still holds a large organic load due
to the high content of lactose. Hence, it might be used as raw material
for the production of compounds of technological interest, like the
biopolymers aspolyhydroxyalkanoates (PHAs). PHA is a class of
polyesters synthesized by bacteria. Since PHAs are biodegradable and
produced from renewable carbon, they are considered as an alternative
to conventional plastics. Commercially, there is an interest in reducing
costs in the production of these biopolymers, using low cost substrates.
In this context, the cheese whey permeate obtained by ultrafiltration is a
potential carbon source for PHAs production. The aim of this study was
to evaluate the use of membrane separation processes in the treatment of
cheese whey, proposing the use of thepermeate fraction for the
production of biodegradable biopolymer - PHAs bya recombinant E.
coli strain.The whey was permeated through ultra and nanofiltration
membranes with molecular weight cut off of 50.000 and 150-300
g'mol™, respectively. The best operating conditions for membrane
processing of the whey were determined in a pilot unit, varying
temperature, transmembrane pressure and flow rate. The concentration
factors of the constituents present in cheese whey were assessed, as well
as the permeate flow and the resistance to the permeate flow during the
process. Recombinant E. coli strains JM 101, and ATCC 25922
containing the plasmid pRLC2 anchoring genes encoding enzymes
needed to PHAs biosynthesis were used in PHAs production assays.In
the ultrafiltration of cheese whey, it was found that the fouling and
formation of gel layer changed the selectivity of the membrane in some
experimental conditions; causing the retention of compounds with lower
molecular mass than the membrane nominal molecular mass cut-off,
leading to a reduction in permeate flow. There was a significant effect
(p<0.05) of lactose present in cheese whey on the bacterial dry cell
weight (DCW) yield. The intracellular accumulation of PHAs in E. coli
strain JM 101was up to 11.0% (+0.6). The use of the permeate from
cheese whey ultrafiltration as substrate for the production of PHAS



byrecombinant E. coli ATCC 25922 (pRLC?2) led to a cell production up
to 3.1 gL DCW and intracellular accumulation of PHASs up to 86.5%.
These results suggestthe possibility of using the permeate of cheese
whey ultrafiltrationfor production of PHAs, adding value to this dairy
byproduct through a biotechnological application.

Keywords: cheese whey, membrane separation processes, lactose,
biopolymers, polyhydroxyalkanoates, recombinant E. coli.
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1 INTRODUCAO

O leite € uma matéria-prima composta principalmente por
proteinas, gordura, minerais, vitaminas e lactose, sendo essa Ultima de
reduzido interesse tecnoldgico e comercial. Se destinado a fabricacdo de
queijos, o leite gera um subproduto denominado soro de queijo,
reconhecido, segundo Hosseini, Shojaosadati e Towfighi (2003), como
um dos principais contaminantes ambientais gerados por laticinios.
Segundo Lira et al. (2009), a carga poluente do soro de queijo é dezenas
de vezes maior que a do esgoto doméstico.

Na fabricacdo dos queijos mais tradicionais, como minas
frescal, meia cura, mussarela e parmesdo, 90% do volume de leite
utilizado é descartado sob a forma de soro. Este soro contém
aproximadamente 93,70% de agua, 0,84% de proteinas, 4,99% de
lactose e 0,47% de sais minerais, com demanda bioquimica de oxigénio
(DBO) entre 30 ¢ 60 mg'L™" e demanda quimica de oxigénio (DQO)
entre 50 ¢ 80 mg-L™ (CORDI et al., 2007).

Em 2000, o Brasil j& produzia 3,15 bilhGes de litros de soro de
queijo ao ano (ARAUJO, 2001), e estimativas ddo conta de que em
2011 o volume foi de 6,02 bilhdes de litros (LENCASTRE et al., 2011).
Considerando-se calculos efetuados por Homem (2004), se o volume de
soro estimado para 2011 fosse lancado ao ambiente, equivaleria a
poluicdo anual produzida por aproximadamente 6 milhdes de pessoas.

Apesar da produ¢do mundial de soro de queijo ter aumentando
nos Ultimos anos e a legislagdo ambiental que trata do tema ter se
tornado mais rigorosa, até 2004, 50% do soro produzido no Brasil era
descartado no meio ambiente (LIRA et al., 2009). Da parcela restante,
parte era direcionada ao tratamento de efluentes e outra destinada as
diversas aplicacOes industriais.

Para descarte ambientalmente correto do soro de queijo é
necesséria a remog¢do de gordura, proteinas e lactose, reduzindo-se, desta
forma, sua DBO e DQO. Proteinas e gordura podem ser removidas por
precipitacdo e flotacdo, respectivamente, porém, a remocao da lactose,
um dissacarideo oriundo exclusivamente do leite e derivados, com baixo
poder adogante e baixa massa molar (342,3 g'mol™), dificilmente pode
ser realizada através de processos fisicos tradicionais como
centrifugacédo, evaporagdo ou precipitacao.

O fracionamento dos componentes presentes no soro de queijo
com a utilizacdo de processos de separacdo com membranas reduz sua
carga organica, bem como os impactos ambientais por ele gerados, mas
ndo soluciona a questdao relativa ao destino da lactose, que segundo Rice
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et al. (2009), quando presente no efluente industrial, eleva
significativamente os custos para tratamento.

Enquanto se buscam formas de reduzir impactos ambientais
causados pelo soro de queijo langado diretamente na natureza, o setor
biotecnoldgico busca matérias-primas de baixo custo para serem
utilizadas como fontes de carbono na producdo de hidrogénio, etanol,
antibidticos e biopolimeros. Os poli-hidroxialcanoatos (PHAS), que séo
biopolimeros plasticos biodegradaveis, poderiam ser produzidos
biotecnologicamente utilizando-se como substrato carbénico a lactose
presente no soro de queijo ou nos permeados obtidos por processos de
separacdo com membranas, se fossem utilizados micro-organismos
capazes de aproveita-la como fonte de energia.

Desta forma, a hipétese do presente estudo é de que o
tratamento do soro de queijo através de processos com membranas pode
contribuir significativamente para que ele se torne um meio adequado a
producdo de PHASs a partir de Escherichia coli (E. coli) recombinante.

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizacdo de processos de separacdo com membranas
no tratamento do soro de queijo para a producdo biotecnoldgica dos
polimeros biodegradaveis - PHAs - por E. coli recombinante com o
plasmideo pRLC2, como alternativa ao aproveitamento de lactose.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Auvaliar os principais parametros operacionais que influenciam a
ultrafiltracdo e a nanofiltracdo do soro de queijo.

- Caracterizar quimicamente as correntes do soro de queijo obtidas nos
tratamentos por ultra e nanofiltragéo.

- Obter isolados recombinantes de E. coli com plasmideo pRLC2.

- Avaliar o potencial de utilizacdo das correntes obtidas por ultra e
nanofiltracdo do soro de queijo como substratos Unicos e também
suplementados em meio aerado e néo aerado, para a produgdo de PHAs
em isolados de E. coli recombinante com o plasmideo pRLC2.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é apresentada a base conceitual que fundamenta
a pesquisa: setor agroindustrial lacteo e a producdo do soro de queijo,
utilizacdo de processos de separacdo com membranas no tratamento do
soro de queijo, além da transformacéo e cultivo de E. coli recombinante
e sua utilizagdo na producdo de PHAs.

2.1 O SETOR AGROINDUSTRIAL LACTEO

O setor lacteo brasileiro, no ano de 2009, ja tinha participagdo

de 9,3% no PIB nacional, com faturamento de 291,6 bilhes de reais.
Finalizou o ano de 2008 com 38.500 indUstrias formais, destas, 81,7%
consideradas microindustrias, gerando 1.437.800 empregos diretos
(ABIA, 2011; EMBRAPA, 2012).
Com 32,3 bilhGes de litros de leite produzidos no ano de 2011 (66,8%
inspecionados) e um plantel com mais de 23 milhdes de vacas em
lactacdo, o segmento lacteo é o quarto mais expressivo da industria
alimenticia brasileira (EMBRAPA, 2012). E considerado uma das
cadeias mais importantes sob 0s pontos de vista econdmico e social,
com perspectivas positivas de crescimento, geradas pelo déficit da
balanca comercial (ABIQ, 2011). Corroborando com este cenario, 0
estado de Santa Catarina (SC) passou de um bilh&o de litros produzidos
no ano de 2000 para 2,18 bilhdes em 2008. Com apenas 1,12% da
extensdo territorial do pais, no ano de 2007, o estado de SC era o quinto
maior produtor nacional de leite (MILKPOINT, 2009).

2.2 LEITE E SORO DE QUEIJO

Segundo o Decreto 30.691/52 - RIISPOA (Regulamento de
Inspecdo Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem Animal), Art.
475, “entende-se por leite, sem outra especificagdo, o produto oriundo
da ordenha completa, ininterrupta, em condicBes de higiene, de vacas
sadias, bem alimentadas e descansadas”. Considerado somente de
origem bovina pela legislaco brasileira, o leite sem outra denominagéo
representa 82,9% dos mais de 735 bilhdes de litros mundialmente
produzidos e comercializados no ano de 2011 pelas diferentes espécies
de animais (EMBRAPA, 2012).

O leite integral é um produto complexo composto por
aproximadamente 12,7% de s6lidos, contendo 3,6% de gordura, 3,3% de
proteinas e 4,9% de lactose (TRONCO, 2010), além de vitaminas e



30

minerais, sendo que a lactose € um dissacarideo altamente poluente
(YANG; TANG; OKOS, 1998) e com menor poder adocante que seus
produtos de hidrolise - glicose e galactose (KLEIN; JONG;
REVILLION, 2010).

Na utilizacdo do leite para fabricacdo dos queijos mais
tradicionais, podem-se utilizar enzimas para insolubilizar e/ou precipitar
a fracdo da caseina presente (BEHMER, 1987). Quando essa proteina é
precipitada, o soro de queijo € extraido por técnicas de dessoragem,
carreando muitos dos componentes hidrossolUveis do leite, dentre eles,
vitaminas, proteinas e aproximadamente 94% da lactose presente.

O soro de queijo é um subproduto da inddstria lactea e
apresenta em média 93,7% (m/v) de agua, 0,8% (m/v) de proteinas e
4,8% (m/v) de lactose, além de gordura, sais minerais e vitaminas. O
soro € considerado pela legislacdo brasileira (Decreto 30.691/52, Art.
694) como sendo o “liquido residual obtido a partir da coagulacdo do
leite, destinado a fabricacdo de queijos e caseina”. Das possiveis rotas
para seu aproveitamento, citam-se, retengdo parcial no fabrico dos
gueijos, direcionamento para o0 processamento de subprodutos
alimentares como bebidas lacteas, ricota, doces e probiéticos, producdo
de petroquimicos como o etanol, producdo de acido lactico, antibi6ticos,
biopolimeros, efou tratamento como efluente industrial (BUTYLINA,;
LUQUE; NYSTROM, 2006; SOARES et al., 2011).

2.3 EFLUENTES DE LATICINIOS

Nos laticinios que industrializam leite para o fabrico dos queijos
mais tradicionais, como 0 queijo minas frescal, minas meia cura,
mussarela e parmeséo, 90% do volume de leite é descartado sob a forma
de soro de queijo (EMBRAPA, 2012).

Segundo Penna, Almeira e Oliveira (2009), 40% das indUstrias
brasileiras produtoras de queijos sdo microindlstrias, muitas sem
vinculo com 6rgdos de inspecdo, o que dificulta o levantamento de
dados atualizados de producdo. Desta forma, estimou-se para 2011 a
producdo de 241 milhdes de kg de lactose presentes em 6,02 bilhdes de
litros de soro de queijo, sendo parte deste volume destinado as unidades
de tratamento de efluentes (LENCASTRE et al., 2011).

Minhalma et al. (2007) observaram que grande parte das unidades
processadoras de leite descartam o soro de queijo juntamente com o
esgoto doméstico. Contrapondo-se a esta realidade, em 2010 o Brasil
importou aproximadamente 28.000 toneladas de soro de queijo em po,
sendo destinado as industrias farmacéutica, alimenticia e de nutri¢do
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animal, totalizando mais de US$36 milhGes (MILKPOINT, 2011).
Dados como estes justificam a realizacdo de estudos voltados ao melhor
aproveitamento e valorizagdo do soro de queijo.

Segundo Saraiva (2008), o setor lacteo durante muitas décadas
desconsiderou os impactos ambientais gerados por seus efluentes,
mesmo tendo participagdo poluidora expressiva. Em seus estudos sobre
0 potencial poluidor dos laticinios de pequeno porte, esta autora
constatou que no estado de Minas Gerais, um dos maiores pdlos
produtores de derivados l4cteos brasileiro, das 1,3 mil cooperativas
leiteiras e industrias de laticinios existentes, somente 69 possuiam
sistemas de tratamento de efluentes liquidos operando de forma
eficiente.

Silva (2006), em estudo sobre o consumo de agua e a geracao
de efluentes em laticinios, constatou a utilizagdo de 7,03 litros de agua
para cada litro de leite processado, identificando grande volume de
efluente gerado, com DQO entre 55 a 61 mg-L™ em soro oriundo da
fabricacdo de queijo minas frescal e de 53 a 100 mg-L™ em soro oriundo
da fabricacdo de queijo mussarela, dados também confirmados por
outros autores. Machado et al. (2002) relatam valores de DQO de 75
mg-L™ em soro de queijo e Cordi et al. (2007) relatam DBO em efluente
de queijaria variando entre 30 a 60 mg-L'1 e DQO entre 50 e 80 mg-L'l.

Dentre os sistemas utilizados no tratamento de efluentes de
laticinio pode-se citar o lodo ativado (CORDI et al., 2007) e os
processos de separagcdo com membranas (GHALY; KAMAL, 2004),
sendo esse descrito a seguir.

2.4 PROCESSOS DE SEPARACAO COM MEMBRANAS

Movimentando bilhdes de délares anualmente em nivel mundial
e com crescimento de 8% ao ano, o processo de separacdo com
membranas foi evidenciado pela primeira vez pelo francés Abbé Nollet
em 1748. Melhor entendido e mais utilizado apés a década de 1970, o
processo com membranas apresenta-se cada vez mais como alternativa e
com vantagens econdmicas e ambientais, na separagdo, purificagdo e
concentragcdo de componentes de interesse da indUstria quimica e de
alimentos. Dentre as técnicas mais utilizadas, citam-se a microfiltracdo,
ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose inversa (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006).

Utilizando-se o0s processos de separacdo com membranas,
obtém-se duas correntes de solugfes com composigdes distintas. De
maneira geral e simplificada, pode-se afirmar que as moléculas de
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tamanho inferior aos poros da membrana passam através dela formando
a corrente de filtrado ou permeado, e as moléculas de tamanho superior
aos seus poros sdo retidas, formando a corrente denominada retentado
ou concentrado (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

As técnicas de separacdo com membranas vém sendo utilizadas
para concentrar e/ou fracionar a lactose presente no leite e/ou soro de
queijo, impulsionadas pela intolerancia a lactose de grande parte dos
consumidores adultos (x70% da populacdo mundial) (MAHAN;
SCOTT-STUMP, 1998) e/ou pela necessidade de reducdo da DBO de
efluentes industriais (ATRA et al., 2005).

O processo de separacdo realizado com membranas porosas
(micro e ultrafiltragdo) utiliza o principio da exclusdo por tamanho dos
componentes que se deseja separar, enquanto a nanofiltracdo envolve,
além do tamanho molecular, a carga da molécula. No caso do soro de
gueijo, gordura, proteinas e/ou lactose podem ser separadas por micro,
ultra e/ou nanofiltracdo (MULDER, 2000; SCHNEIDER; TSUTIYA,
2001; HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006), sendo as duas Ultimas
discutidas nos topicos seguintes.

2.4.1 Ultrafiltracéo

A ultrafiltracdo permite concentrar e/ou reter compostos com
massas molares entre 1.000 e 500.000 g-mol™ e permear compostos
como os sais minerais e a lactose (MULDER, 2000; HABERT;
BORGES; NOBREGA, 2006).

O desempenho da ultrafiltracdo é afetado principalmente pelos
fatores que levam a uma reducdo do fluxo permeado. Dentre eles citam-
se a polarizacdo por concentracdo, formacao de camada gel e fouling.

O aumento da concentracdo de sélidos préximos a superficie da
membrana é citado por Constenla e Lozano (1997) como polarizacdo
por concentracdo, ou seja, um aumento localizado da concentracdo de
solutos rejeitados na superficie da membrana devido a seu transporte
convectivo. Os autores afirmam que este fendmeno pode ser
minimizado com o aumento da velocidade de escoamento na superficie
da membrana. A polarizagdo por concentragdo é conhecida como um
fendmeno de reducdo imediata de fluxo.

No escoamento tangencial, a polarizagdo por concentragdo é
minimizada (SCHNEIDER; TSUTIYA, 2001), pois como citado por
Bassetti (2002), a polarizagdo por concentracdo depende das condigdes
hidrodinamicas do escoamento da solucéo a ser filtrada. Quanto maior a
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velocidade de escoamento tangencial, menor tende a ser a intensidade da
polarizacdo por concentragéo.

A formacdo de uma camada gel ocorre quando 0 aumento da
concentracao de solidos na superficie da membrana excede seu limite de
solubilidade. A camada gel consiste em uma torta delgada na superficie
da membrana que forma uma membrana dindmica secundaria, criando
resisténcia adicional, conhecida como resisténcia da camada gel (Ry)
(BASSETTI, 2002).

O fouling é um fendmeno geralmente irreversivel e redutor da
permeabilidade hidraulica da membrana. Quando a membrana apresenta
tamanhos de poros muito proximos aos dos didmetros dos solutos, a
colmatacgéo é favorecida, blogqueando os poros ou interagindo quimica
ou fisicamente com eles, reduzindo-os parcialmente e/ou alterando a
seletividade da membrana. O acumulo de particulas coloidais ou
macromoléculas nos poros ou superficie da membrana, e a possivel
cristalizacdo e/ou precipitacdo de solutos que atravessam 0S poros,
geram o fouling. Fatores como velocidade tangencial, presséo,
temperatura, turbuléncia, tamanho das particulas, condi¢cGes do meio e
caracteristicas da membrana afetam diretamente o seu desempenho em
processos de separacdo (BRONSTEIN; MONTE ALEGRE, 1998).

2.4.2 Nanofiltragéo

A nanofiltragdo é um processo de separacdo que utiliza
membranas com massa molar de corte (cut off) normalmente entre 200 e
1.000 g'mol™ (PRUKSASRI, 2007). E utilizada para separar compostos
com massas molares menores, como por exemplo, na desmineralizacéo
de solugbes e/ou na concentracdo de lactose do soro de queijo
(CUARTAS-URIBE et al., 2007).

Maiores pressfes sdo necessarias no processo de nanofiltracdo
em funcéo do seu maior poder de retencdo de moléculas de baixa massa
molar, apresentando baixa permeabilidade com 4agua, quando se
compara com a ultra e, principalmente, com a microfiltracdo.

2.4.3 Ultra e nanofiltragdo no tratamento de leite e/ou soro de queijo

A ultrafiltracdo € o processo de separagcdo com membranas mais
utilizado na &rea de laticinios, sendo empregada para concentrar e/ou
fracionar proteinas do leite e/ou soro de queijo.

Bronstein e Monte Alegre (1998), utilizando membrana de
ultrafiltracdo em temperatura de 20 a 50 °C, obtiveram fluxo permeado
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de 4gua da ordem de 200 L-h™m™. Quando a membrana foi utilizada
com soro de queijo, apresentou fluxo permeado inicial de 46,4 Lhtm?
com queda lenta para 34,4 L-hm? reducdo de 25,86% causada
provavelmente pela polarizacdo por concentragdo ou outro fator de
reducdo de fluxo. E importante salientar a diferenca de fluxo permeado
de soro de queijo em relagdo a agua pura, pois os autores observaram
reducdo de 76,8% em funcdo da presenca de sdlidos e queda de pH em
todos os ensaios experimentais. Os maiores fluxos permeados foram
obtidos com soro de queijo em pH mais elevado do que o seu valor
natural.

A relacdo do aumento da pressdo com o fluxo permeado é
objeto de estudo de diversos autores. Atra et al. (2005), por exemplo,
constataram que pressdes acima de 2 kgf:cm™ ndo apresentam aumento
linear de fluxo. Os autores concentraram leite para a fabricacdo de
queijos por ultrafiltracdo utilizando temperaturas de 30 a 50 °C, pressdo
entre 1 e 5 kgf-em™, vazdo de 100 a 400 L-h™ e velocidade tangencial
com membrana plana de 0,43 a 1,74 m's™, alcancando 98% de retencéo
de proteinas com 3 kgf:em™ de pressdo. O permeado rico em lactose
posteriormente foi submetido a nanofiltragdo até um fator de
concentracdo 5 (FC= 5), obtendo-se corrente concentrada com até 250
gL de lactose.

Kazemimoghadam e Mohammadi (2007), considerando o
fouling um dos fatores que contribuem significativamente para o
declinio no fluxo permeado, afirmam que é possivel reverter o processo
utilizando um sistema de limpeza CIP (cleaning in place) adequado.
Porém, sdo necessarias, além da utilizacdo de compostos quimicos
estaveis, seguros e de baixo custo, condi¢des operacionais adequadas
(temperatura, pressao e vazao), pH, tempo de limpeza, e concentracdo
do produto quimico. Os autores estudaram diferentes métodos de
limpeza de membranas de polissulfona com massa molar de corte de
30.000 g'mol™ utilizadas para ultrafiltrar leite com 12% de sélidos
totais, sendo 3,4% de proteina, 3% de gordura, 4,9% de lactose e 0,7%
de minerais. Através dos estudos, obtiveram 100% de recuperacdo de
fluxo permeado com a utilizagéo de sistema CIP composto por enxague,
limpeza alcalina, neutralizag8o, limpeza 4cida e enxague final.

O processo de separagdo com membranas apresenta-se
igualmente eficiente na separacéo de lactose e minerais das proteinas e
gordura do soro de queijo. Cunha et al. (2003) obtiveram 100% de
retengdo de gordura em concentrado de soro de queijo utilizando
membranas de ultrafiltracdo com massa molar de corte de 10.000
g'mol™ e pressio de 1,5 kgf-em™ O uso de condigdes mais amenas de
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processo, principalmente pressdo e temperatura, minimizam 0s riscos
operacionais e permitem reducgdo nos gastos energéticos.

Na separacdo com membranas pode-se utilizar tratamentos
térmicos prévios para reduzir a carga microbiana inicial do soro de
gueijo, juntamente com a padronizacdo de pH, evitando assim a
precipitacdo de proteinas presentes. Farro e Viotto (2003) utilizaram, em
seus estudos, tratamento térmico de 15 min a 50 °C e corre¢do de pH
para 7,3 em soro de queijo antes dos processos de micro e ultrafiltracdo.
Este procedimento, segundo os autores, reduz o efeito de minerais sobre
o fouling das membranas, precipitando o excesso de sais de fosfato de
calcio e reduzindo o célcio idnico no liquido de alimentag&o.

Porém, tratamentos térmicos em soro de queijo devem ser
utilizados com cautela, pois Simmons e Fryer (2007), avaliando o efeito
da temperatura na desnaturagdo de proteinas do soro de queijo,
concluiram que a 70 °C, apds 20 min de exposi¢do, 0 soro apresenta
20% das proteinas desnaturadas, e a 75 °C, em mesmo periodo de
exposicdo, 30 a 40% de desnaturacdo. Estes dados limitam o uso da
temperatura em tratamento térmico prévio a ultrafiltracéo.

Veiga e Viotto (2001) também alertam para a formacdo de
micelas de caseinas residuais em soro de queijo quando submetido a
altas temperaturas. Os autores verificaram, através de dados
experimentais, uma reducdo de 76% no tempo de concentracdo quando
utilizaram temperaturas em tratamento térmico de 72 °C por 15 min, em
substituicdo a tratamentos anteriores com temperaturas de 82 °C por 30
min.

Estudos vém sendo realizados utilizando-se a nanofiltracéo para
a separacdo da lactose do soro de queijo. Atra et al. (2005) submeteram
permeado de soro de queijo ultrafiltrado a nanofiltracdo, utilizando
temperaturas de 30 a 50 °C, pressdo de 10 a 20 kgfem™ até FC= 5,
obtendo concentrados com 20 a 25% de lactose, resultando em um
permeado final com 0,1 a 0,2% de lactose (m/v). Os autores sugerem a
utilizagdo de temperatura de 30 °C, pressdo de 20 kgf-cm™ até FC= 5.

Cuartas-Uribe et al. (2007), realizando estudos sobre
modelagem de sistemas de separacdo com membranas, observaram que
altas pressGes osméticas da solucdo influenciaram na reducéo do fluxo
permeado em membranas de nanofiltracdo. Utilizaram modulo de
membranas com configuragdo espiral e com controle de pressdo
transmembrana para controle dos parametros durante o processo.

Outros autores vém estudando a concentragdo da lactose
presente no soro de queijo submetido inicialmente a ultrafiltragdo para
retencdo de proteinas e gordura. Nestes estudos, 0 permeado de soro de
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queijo obtido por ultrafiltragdo é enviado a nanofiltracdo para
concentracdo de seus componentes solidos, no caso, a lactose.
Minhalma et al. (2007), em um sistema conjugado de ultra e
nanofiltracdo, concentraram lactose presente no permeado de soro de
queijo obtido por ultrafiltracdo, com pH 6 e 50,6 g-L™ de lactose. No
estudo, os autores obtiveram taxa de permeacdo de 9,2 L-min™, a
temperatura constante de 25 °C e pressdo de 1,5, 2,5 e 3 MPa, com
recirculacdo de concentrado. Foi observado um aumento linear do fluxo
permeado em funcdo do aumento da pressdo de 1,5 para 2,5 MPa. Os
autores concentraram 5 vezes o teor de lactose, sugerindo seu uso na
industria alimenticia, producdo de farmacos e/ou enriquecimento de
queijos, utilizando o permeado de nanofiltracdo para limpeza CIP efou
envio a tratamento de efluentes com impacto ambiental reduzido (baixa
DBO e DQO).

A lactose concentrada tem sido aplicada como substrato para
producdo de etanol (CHERYAN, 1998b), obtengdo de glicose e
galactose por hidrélise (CARMINATTI; PETRUS; PORTO, 2003),
producdo de &cido lactico, ou concentrada para minimizar os impactos
ambientais de efluentes industriais (BRONSTEIN; MONTE ALEGRE,
1998).

25 LACTOSE

A lactose presente no leite e/ou no soro de queijo é um
dissacarideo redutor constituido por D-glicose e D-galactose unidas por
uma ligacdo glicosidica f/—+, conforme Figura 1.
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Figura 1 - Agdo da enzima B-galactosidase (lactase) na reagdo de hidrolise da
lactose.
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Com massa molar de 342,3 grmol™ (MAIA, 2001), a lactose é
um dissacarideo encontrado principalmente no leite e derivados
(RODRIGUES; OLIVEIRA, 2009), sendo que no processo de
fabricacdo de queijos, aproximadamente 94% migra com 0 Soro,
restando apenas 6% nos queijos produzidos.

A lactose possui baixa solubilidade em 4gua (216 g-L™ a 20 °C)
e baixo poder adogante (KLEIN; JONG; REVILLION, 2010). Solugdes
de sacarose de 1, 5, 10 e 20% tém o mesmo poder edulcorante que
solucbes de lactose com 3,5, 15, 30 e 33%, respectivamente
(WALSTRA; JENNESS, 1987). A molécula de lactose pode ser clivada
em glicose e galactose, através de hidrélise acida e/ou enzimética. Essa
ultima € realizada por ag¢do da enzima lactase, também conhecida por B-
galactosidase ou p-D-galactosidase (SOUSA; ANDRADE; ARAUJO,
2005). A lactase pode ser obtida a partir de plantas, leveduras, bactérias
e/ou fungos. Suas propriedades e massa molar dependem de sua origem.

Os produtos da hidrélise da lactose podem ser utilizados como
substrato em processos biotecnoldgicos. Bakken, Hill e Amundon
(1989) alcancaram até 80% de conversdo de lactose em glicose e
galactose durante 7 min a 30 °C. Os autores utilizaram lactase extraida
de Aspergillus oryzae em reator de fluxo espiral, demonstrando
facilidade nos processos de hidrolise. Carminatti, Petrus e Porto (2003),
utilizando reator a membranas operando a 30 °C e pH 6,0, conseguiram
hidrolisar praticamente 100% da lactose em 60 min de processo.

A primeira fase do metabolismo da lactose em processos
fermentativos é a clivagem em unidades monossacaridicas, realizada
pela enzima [-galactosidase. Porém, com o objetivo de economizar
energia, algumas bactérias somente sintetizam esta enzima quando a
lactose encontra-se presente no meio, como € o caso da bactéria E. coli
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Os genes das enzimas [-galactosidase, lactose permease e
B-galactosidase transacetilase fazem parte de um grupo de trés genes
gue compdem o operon Lac presente em algumas bactérias. Neste caso,
a lactose presente é considerada um indutor do operon Lac, impedindo a
ligacdo do repressor ao DNA celular, que possui a fungdo de inibir a
transcricdo genética em micro-organismos com regulacdo génica
dependentes do operon Lac (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).
Com base nesta analise, a lactose presente em meio de crescimento para
micro-organismos, segundo Harvey, Champe e Fischer (2008), €
considerada também um indutor de expressdo génica, sendo que o
operon Lac é um modelo de regulacdo génica da bactéria E. coli.
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2.6 ABACTERIAE. coli

Descrita no ano de 1885, em Munique, pelo médico e professor
Theodor Escherich (HAUSMANN, 1997), a Escherichia coli (E. coli)
foi o primeiro organismo utilizado para estudos do DNA recombinante
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1995; HAUSMANN, 1997). E uma
bactéria Gram-negativa com mais de 6.000 diferentes tipos de
compostos organicos em sua constitui¢do, incluindo 3.000 proteinas.

Considerada a célula procarionte mais bem estudada por sua
simplicidade estrutural e rapidez de duplicacdo (£20 min em condigdes
Otimas de cultivo), a E. coli se revelou adequada para estudos de
biologia molecular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1997). Além do DNA
cromossdémico, muitas espécies de bactérias, como a E. coli, possuem
uma ou mais unidades de DNA circulares livres no citoplasma, que sdo
denominados de plasmideos.

2.7 PLASMIDEOS - VETORES DE CLONAGEM

Utilizando a tecnologia do DNA recombinante, é possivel
clonar e transferir genes entre organismos da mesma ou de diferentes
espécies. Normalmente, fragmentos de DNA ndo contém uma origem
de replicagdo, podendo ser transferidos para geracBes sucessivas
somente integrando-se ao cromossomo da célula bacteriana receptora
(DE ROBERTIS; DE ROBERTIS, 1986). Para que um gene seja
transferido a outra célula, usualmente devera estar ligado a um vetor de
clonagem.

Podem-se citar trés tipos de vetores de clonagem: plasmideo,
bacteriéfago e cosmideo, sendo o primeiro mais usado na tecnologia do
DNA recombinante. A Figura 2 ilustra um processo de clonagem, que se
resume na clivagem de segmento de DNA de interesse ou gene,
realizado com auxilio da enzima endonuclease de restri¢cdo, uma espécie
de tesoura molecular, capaz de cortar a fita de DNA num determinado
sitio de clivagem (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).
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Figura 2 - Esquema ilustrativo dos passos envolvidos na clonagem de DNA
plasmidial (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Plasmideos sdo moléculas de DNA de dupla fita, contendo os
elementos de replicacdo e pelo menos um gene com capacidade de
conferir resisténcia a antimicrobianos. Com tamanhos entre 5 a 400 kb
(kilobases), encontram-se normalmente mais de duas copias por célula
(NASCIMENTO et al., 2003). Nos plasmideos que transportam genes
de resisténcia a agentes antibacterianos, pode-se encontrar o gene para a
enzima [-lactamase que confere resisténcia aos antibiéticos
B-lactdmicos, como a penicilina e a amoxilina (LEHNINGER,;
NELSON; COX, 1995; PELCZAR Jr.; CHAN; KRIEG, 1996).

Segundo Nascimento et al. (2003), algumas caracteristicas sdo
desejaveis em um plasmideo para ser considerado bom vetor de
clonagem, dentre elas:
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- possuir sequéncia de DNA que permita ao vetor ser replicado na célula
hospedeira;

- apresentar dois ou mais sitios Unicos de clivagem para endonucleases
de restricéo; e

- possuir algum gene capaz de codificar caracteristicas na célula
transformada que a torne distinta da célula ndo transformada, como por
exemplo, resisténcia a ampicilina (Amp").

Os genes podem ser transferidos de uma bactéria para outra
através de trés mecanismos: conjugac¢do, transducdo e transformacao.
Descrita em 1928, a transformacdo permitiu a identificagdo do DNA
como material genético. Porém, para que a transformacdo bacteriana
tenha éxito, sdo necessarias células aptas a receber os plasmideos,
denominadas células competentes, sendo esta capacidade denominada,
simplemente, competéncia (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

2.8 TRANSFORMAGCAO BACTERIANA

Segundo Nascimento et al. (2003), a transformacdo bacteriana
de ocorréncia natural € um evento raro. A eficiéncia da transformacéo
bacteriana de ocorréncia natural é afetada pela repulsdo eletrostatica
existente entre as cargas negativas da camada de fosfolipidios e o grupo
fosfato da molécula de DNA. Mandel e Higa (1970) concluiram que a E.
coli, quando suspensa em cloreto de calcio gelado seguido de curto
choque térmico, se apresentava competente para ser utilizada em
transformacéo bacteriana utilizando DNA exdgeno.

Segundo Nascimento et al. (2003), Mandel e Higa (1970)
também verificaram que a E. coli crescida até a fase de crescimento
exponencial se apresentava mais competente que em outros estagios de
crescimento. Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989) e Sambrook e Russell
(1989) publicaram em seus livros “Molecular cloning: A laboratory
manual”, 0 protocolo clédssico de transformagdo bacteriana utilizando
ressuspensdo em CaCl, a baixas temperaturas. Esse protocolo somente
foi alterado por Sharma, Singh e Gill (2007), pela adigdo de etanol.

A preparacdo de células competentes atualmente utilizada,
descrita por Mandel e Higa (1970), produz eficiéncia de transformacgéo
de 10° a 10’ transformantes-pgpna . Devido & influéncia do tamanho e
da conformacdo da molécula do DNA, os plasmideos pequenos
apresentam vantagens na absorcdo pela célula competente
(NASCIMENTO et al. 2003).

Acredita-se que na captagdo da molécula do DNA pela bactéria
competente, o DNA plasmidial permeia por canais situados nas
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chamadas zonas de adesdo, locais onde as membranas interna e externa
da célula se unem, formando estruturas semelhantes a poros.
Normalmente, estes poros estdo presentes na bactéria durante a fase de
crescimento exponencial. A Figura 3, extraida de Nascimento et al.
(2003), ilustra este processo.
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Figura 3 - Mecanismo molecular proposto para explicar a transformacéo de E.
coli utilizando molécula de DNA exdgeno (NASCIMENTO et al. 2003).

2.9 O OPERON LAC (LACZ E IPTG)

A E. coli, assim como outras bactérias, na disponibilidade de
diversas fontes de agtcares é capaz de “optar” por qual utilizar em seu
crescimento. Mesmo com sua preferéncia pela glicose, quando os niveis
de lactose no meio externo encontram-se altos e os niveis de glicose
baixos, é ativado um conjunto de genes metabdlicos que permite a
utilizacdo da lactose como fonte de carbono. Este controle se da a partir
de um mecanismo biol6gico chamado de operon Lac. Os genes que
estdo sob controle de uma mesma sequéncia regulatéria constituem um
operon, sendo o operon Lac o mais conhecido (MULLER-HILL, 1996;
PETTERSON, 2009).
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O operon Lac controla a expressdo de trés genes diferentes,
associados ao metabolismo da lactose. Os genes codificadores das
enzimas B-galactosidase, permease e transacetilase sdo expressos sob a
mesma regulacdo. A P-galactosidase é a enzima responsavel pela
hidrélise de lactose em galactose e glicose. A permease € a enzima que
permite o transporte da lactose para o interior da célula. Finalmente, a
transacetilase estaria envolvida na desintoxicagdo de metabdlitos
secundérios da atividade da p-galactosidase. Estas enzimas sdo
expressas (produzidas) quando a lactose esta presente no meio de cultivo
e é utilizada para crescimento da E. coli. Isto significa que a célula tem
uma capacidade de definir quais enzimas serdo produzidas para realizar
0 metabolismo do acgicar disponivel (PETTERSON, 2009;
LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Na auséncia de lactose, uma proteina repressora (Lacl) liga-se a
um sitio de regulagdo do operon, chamado sitio operador, impedindo a
expressdo de todas as enzimas do operon. Uma vez que os vetores de
expressdao sdo normalmente projetados no sentido de produzir proteina
em abundancia, 0 DNA codificante para uma dada proteina deve ser
colocado sob o comando de um promotor forte, como por exemplo, o
lacZ. Desta forma, para manutencdo dos niveis basais de expressdo do
gene insignificantes até a inducdo, adiciona-se IPTG (isopropyl-g-D-
thiogalactopyranoside) (PETTERSON, 2009).

O IPTG é um derivado de agUcar amplamente utilizado na
inducdo de proteinas de expressdo em E. coli recombinante. A maioria
dos vetores projetados para proteina de expressio da E. coli
recombinante tem o gene de interesse sob o controle do promotor Lac.
Esse promotor esta sob o controle do repressor Lac e é ativado apenas
na presenga de lactose ou seu andlogo IPTG. A lactose ou o IPTG
ligam-se ao repressor liberando a transcricdo, mas ao contrario da
lactose, 0 IPTG ndo é metabolizado. Além disso, a cinética da inducdo
por IPTG ocorre em uma taxa muito mais elevada do que por lactose
(SIGMA-ALDRICH, 2012).

Através de técnicas de engenharia genética, como a
transformacdo bacteriana, a E. coli pode captar moléculas de DNA
circular (plasmideo) com informagdes genéticas capazes de expressar
resisténcia a antibidticos e producdo de compostos biotecnologicamente
Uteis como, por exemplo, os polimeros biodegradaveis (PHAS),
caracteristica do plasmideo pRLC2. O plasmideo pRLC2, desenvolvido
por Bressan (2007) e utilizado neste estudo, contém os genes phaC de
Chromobacterium violaceum (C. violaceum) a montante dos genes
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phbA e phbB de Cupriavidus necator (C. necator), todos sob regulagédo
do promotor Lac do plasmideo.

Steinbiichel et al. (1993) citam a C. violaceum como um dos
poucos micro-organismos, até agora estudados, capazes de realizar a
biossintese do homopolimero de hidroxivalerato (PHV), quando
cultivado na presenca de valerato como Unica fonte de carbono e
concentragdes limitantes de nitrogénio. Esta capacidade é definida pela
enzima PHA sintase, presente no plasmideo pRLC2 (BRESSAN, 2007).

2.10 PRODUCAO DE PHAs

Os PHAs (poli-hidroxialcanoatos) sdo biopolimeros e
constituem um grupo de poliésteres acumulados por bactérias como
material de reserva de carbono e energia (STEINBUCHEL, 1991;
GOMEZ et al., 1993). Apresentam propriedades termoplasticas e sdo
integralmente biodegradaveis (SILVA et al., 2007).

A primeira determinacdo de PHA foi através do Bacillus
megateriun (B. megateriun), no Instituto Pasteur, em 1923. As pesquisas
no Brasil iniciaram em 1991 no IPT (Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas), em Séo Paulo, e em 2000 iniciou a producdo de poli-
hidroxibutirato (P-3HB), atraves da inddstria brasileira PHB Industrial
S.A. Esta empresa produz o polimero P(3HB) (poli-hidroxibutirato) e o
copolimero P(3HB-co-3HV) (poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato)), dois polimeros da familia dos PHAs, utilizando
sacarose como fonte principal de carbono (JUNIOR, 2006).

Os PHAs sdo considerados atraentes para a substituicdo de
alguns derivados de petroleo, com destaque ao P(3HB), que possui
densidade entre 1,18 e 1,25 g'cm'3, 70% de cristalinidade, 5% de
resisténcia a ruptura, apresentando uma degradacdo total em até 6
semanas em meio anaerébio, 60 semanas em meio aerébio e 75 semanas
em contato com o solo, produzindo CO, e H,0 (LUZIER, 1992). Outros
autores, como Schneider (2006), acompanharam a biodegradacdo de
P(3HB) produzido por C. necator. A autora em seus estudos, obteve
100% de degradagdo em até 34 dias em solo preparado com baixo teor
de argila, esterco de cavalo e areia de praia.

Como os PHAs tém elevado custo de producdo, busca-se a
reducgdo destes custos utilizando-se em sua produgdo substratos de baixo
valor comercial (SQUIO; ARAGAO, 2004).

O soro de queijo, com uma composicdo média em lactose em
torno de 48 g'L! (ATRA et al., 2005), é considerado um substrato de
baixo valor comercial e uma rica fonte de carbono para a produgdo
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destes biopolimeros. Park, Park e Lee (2002) citam, para a producéo de
PHAs, a utilizacdo de soro de queijo livre de proteinas e particulas em
suspensdo, pH corrigido para 6,9, teor de lactose ajustado para 20 g-L™,
suplementado com 4,5 g'L™' de MgSO,7H,0, e concentragdes de O,
superiores a 30%.

As pesquisas realizadas atualmente visam obter expressiva
producdo de massa celular seca (MCS) e maximo acimulo intracelular
de PHAs (FINKLER, 2006).

2.10.1 Micro-organismos produtores de PHAs

Grande variedade de micro-organismos é capaz de produzir e
acumular PHAs intracelular, sendo produzidos tanto por bactérias
Gram-positivas quanto Gram-negativas, presentes no solo, agua e
efluentes. Entretanto, a producgdo de PHASs sé se torna economicamente
viavel quando ocorre em quantidades suficientes para caracterizacdo e
aplicacdo tecnolégica (ANDERSON; DAWES, 1990; GURIEFF;
LANT, 2007).

Os micro-organismos produtores de PHAs sdo divididos em
dois grupos, baseados nas condi¢des de cultivo: os dependentes e 0s ndo
dependentes de limitagdo de nutrientes, tais como o nitrogénio, para a
indugdo da producéo do biopolimero. Em ambos 0s grupos, o excesso da
fonte de carbono é necessario. A grande maioria dos micro-organismos
estudados pertence ao grupo dependente de limitagdo de nutriente
(nitrogénio, fosforo, oxigénio e/ou enxofre) para acimulo de PHAs,
sendo exemplos: Cupriavidus necator, Pseudomonas oleovorans e
Chromobacterium violaceum. Dentre 0s micro-organismos hdo
dependentes de limitagdo nutricional, citam-se: Alcaligenes latus,
Azotobacter vinelandii e E. coli recombinante, que acumulam polimeros
durante a fase de crescimento (LEE, 1996).

Sdo0 encontrados na literatura diversos estudos utilizando
linhagens de E. coli ancorando os genes responsaveis pela biossintese de
PHAs dos isolados nativos de C. necator e de outras bactérias, como a
C. violaceum, ou seja, E. coli recombinantes. Uma das vantagens da
utilizacdo destas bactérias é que a E. coli tem genoma e fisiologia bem
caracterizados, o que facilita a manipulacdo genética e desenvolvimento
de estratégias de engenharia metabodlica. Estas bactérias recombinantes
sdo capazes de acumular elevados conteldos de biopolimeros, chegando
até 80% da biomassa seca (MCS), sem necessidade de limitacdo
nutricional durante o crescimento (LEE, 1996), permitindo a utilizagdo
de rejeitos industriais como meio de cultivo, tal como o soro de queijo.
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A expressdo de genes inseridos em E. coli por vezes necessita
de inducdo, que é realizada por compostos de custo elevado, como o
isopropilgalactosideo (IPTG), e que devem ser adicionados ao meio de
cultura. O IPTG, um andlogo da lactose, é um indutor de expressdo
génica de genes que estejam sob a regulagdo do sitio operador do operon
Lac. Este indutor apresenta custo elevado (cerca de US$ 551,00-10g™)
(SIGMA-ALDRICH, 2012), além de problemas de hipersensibilidade
transcricional do micro-organismo dependente de sua concentracao e da
heterogeneidade transcricional em nivel celular (KANG; WANG,;
ZHANG, 2008).

Segundo Harvey, Champe e Fischer (2008), a lactose presente
no meio de cultura se associa ao repressor, inibindo-o, deixando o
promotor de expressdo livre para a transcricdo do gene, atuando desta
forma como indutor de expressao génica.

Com base nos dados apresentados anteriormente, é possivel a
producdo de PHAs por E. coli recombinante, ancorando plasmideo
contendo 0s genes necessarios a biossintese de biopolimeros. Quando a
expressdao dos genes constitutivos da bactéria esta sob a regulacdo do
operon Lac, pode-se utilizar o soro de queijo como substrato ou como
suplemento ao meio de crescimento. Contudo, estudos sdo necessarios
para otimizar as condi¢es de producdo e obter PHAs com composi¢do
monomeérica compativel com as necessidades do mercado a custo
aceitavel.






3 METODOLOGIA

Neste capitulo sdo apresentadas as atividades experimentais
deste estudo: utilizacdo de processos de separacdo com membranas no
tratamento do soro de queijo, transformacdo e cultivo de E. coli
recombinante, e a producdo e quantificagdo de PHAs. Um resumo das
atividades experimentais € ilustrado na Figura 4.

Soro de queijo E. coli
{ Ultrafiltragdo ] { Transformagdo microbiana ]
A Ensaios preliminares de cultivo - linhagens
[ Nanofiltragéo ] IM 101 e ATCC 25922

Ensaios de cultivo com E. coli
recombinante ATCC 25922 utilizando as
correntes obtidas por ultra e nandfiltragdo
de soro de queijo na produgdo de PHAs

Produgdo de PHAs

Figura 4 - Fluxograma das atividades experimentais realizadas neste estudo.

3.1 UTILIZACAO DE PROCESSOS DE SEPARACAO COM
MEMBRANAS NO TRATAMENTO DO SORO DE QUEIJO

A ultrafiltragdo foi utilizada para a desproteinizacdo do soro,
utilizando-se membranas com ponto de corte da ordem de 50.000
g'mol™, enquanto a nanofiltragdo foi empregada para concentracio
parcial da lactose através de membranas com massa molar de corte de
150 a 300 g'mol™. O processo de separacdo empregado neste estudo é
descrito na sequéncia.

3.1.1 Ultrafiltracéo e nanofiltracdo

Nos experimentos, coletaram-se dados de fluxo permeado e
vazdo de agua pura, utilizando-se membranas limpas. Na avaliacdo da
colmatagdo das membranas e possiveis alteracfes de composicdo nas
correntes de alimentacdo, permeadas e concentradas, coletaram-se dados
de fluxo permeado utilizando-se soro de queijo.
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3.1.1.1 Soro de queijo

O soro de queijo foi fornecido pelo Instituto Federal
Catarinense (IFC), Campus Camborid, SC, resultante da dessoragem do
gueijo tipo minas frescal, elaborado enzimaticamente com leite
previamente pasteurizado a 75 °C/15 min. Ap6s a dessoragem, 0 SOro
era novamente pasteurizado a 75 °C/15 min em pasteurizador de placas
marca Sotronic (300 L-h™), resfriado a 5 °C em 10 segundos, embalado
em sacos de polietileno de baixa densidade (PEBD) (65 pm de
espessura) com capacidade de 1 litro, e armazenado em camara fria a
temperatura de -18 °C.

3.1.1.2 Unidade piloto de filtracdo

Para realizacdo dos experimentos de ultra e nanofiltracio
utilizou-se uma mesma unidade piloto, intercambiando-se apenas as
membranas e as condigbes operacionais durante o processo. Os
principais componentes da unidade piloto sdo mostrados na Figura 5. Os
experimentos foram realizados no Laboratério de Processos de
Separagdo com Membranas (LABSEM), do Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), Floriandpolis, SC.

Figura 5 - Fotografia da unidade piloto de filtragdo utilizada no estudo - 1)
tanque de alimentagdo encamisado; 2) motor; 3) bomba de pressédo positiva; 4)
dreno; 5) termdmetro; 6) médulo de membranas (UF ou NF); 7) manémetro; 8)
valvula de contra-pressdo; 9) banho-maria para circulacdo de agua; 10) filtro
para agua de limpeza.



49

A unidade piloto é equipada com tanque de alimentacdo

encamisado com capacidade para 6 litros, dotada de bomba de pressdo
positiva acionada por motor de 1 cv e acoplada a um inversor de
frequéncia que permite regular a sua velocidade de rotacdo e,
consequentemente, a vazao de alimentacéo.
Tragou-se uma curva de calibracdo para determinar a relagcdo entre a
freqliéncia e vazdo de alimentacdo da solugdo utilizada (dados
apresentados no Anexo 1). A vazdo de alimentacédo foi determinada com
agua pura e com soro de queijo para ambas as membranas (ultra e
nanofiltracdo). Para determinagédo da vazdo de alimentacéo, utilizou-se a
Equacéo 1.

¢:_i @)

Onde: ¢ ¢é a vazdo de alimentacdo em m*-h™, V; é o volume final do recipiente
(m?), V; é o volume inicial do recipiente (m®) e 6 é o tempo gasto para encher o
recipiente (h).

3.1.1.3 Mddulos de filtracao

Utilizaram-se modulos de ultrafiltracdo na configuracdo fibra-
oca e médulos de nanofiltracdo na configuracdo espiral.

O modulo de ultrafiltracdo foi fabricado e fornecido pela
Empresa Pam Membranas Seletivas, Rio de Janeiro/RJ, Brasil. Segundo
o fabricante, essas membranas possuem camada seletiva externa com
retencdo de até 99,99% de micro-organismos e sélidos suspensos. As
membranas apresentam massa molar de corte de 50.000 g-mol™ e area
nominal de permeago de 1 m®. Toleram pressdes maximas de operacéo
de 4 kgf-em™, temperatura maxima de 55 °C, pH entre 4 e 10 e
permeabilidade com agua entre 84 ¢ 111 L-h™m™ O médulo possui 977
fibras, preparadas a partir de poli(éter-sulfona) com didmetro interno das
fibras entre 0,5 e 0,7 mm, didmetro individual externo entre 0,9 a 1,0
mm, e didmetro hidraulico total de 49 mm.

O modulo de nanofiltracdo foi fabricado e fornecido pela GE
Osmonics, USA. Possui configuracdo espiral preparada a partir de
poliamida, com massa molar de corte de 150 a 300 g'mol™ e area
nominal de permeacéo de 0,9 m*.
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3.1.1.4 Avaliacdo da temperatura, pressdo e vazdo de alimentacdo na
ultra e nanofiltracdo do soro de queijo

Avaliou-se a influéncia da temperatura, pressdo e vazdo de
alimentacdo na manutencdo do fluxo permeado e na composi¢do das
correntes permeadas e concentradas do soro submetido a ultra e
nanofiltracdo. Para isso, utilizou-se o delineamento composto central
rotacional (DCCR) 2°, acrescido de pontos axiais, como sugerido por
Myers e Montggomery (1995) e Rodrigues e lemma (2005).

O DCCR 2° ¢ composto por uma matriz com 17 ensaios
experimentais (Tabela 5 e Tabela 11, ultra e nanofiltracdo,
respectivamente) em dois niveis principais, um nivel central e dois
axiais. Os niveis das variaveis independentes do DCCR 2 utilizado nos
experimentos de ultrafiltragdo encontram-se na Tabela 1, e 0s niveis das
variaveis independentes dos experimentos de nanofiltracdo, na Tabela 2.
Para ambos 0s experimentos, obteve-se como resposta o fluxo permeado
estabilizado final, a composicdo centesimal das correntes concentrada e
permeada, e o coeficiente de retencdo dos compostos presentes.
Também se avaliou o percentual médio de reducdo da demanda quimica
de oxigénio (DQO) na corrente permeada.

Tabela 1 - Niveis das variaveis estudadas no DCCR 2° utilizado nos
experimentos de ultrafiltracdo do soro de queijo.

Codificacio Temperatura Presséo Vazao de alimentagéo
¢ (°C) (kgf-cm?) (m*h?)
-1 25 1,0 0,398
+1 45 3,0 0,580
0* 35 2,0 0,489
-1,68 18 0,3 0,336
+1,68 52 3,7 0,643

*Ponto central/valor central.

Os niveis das variaveis avaliadas no estudo de ultrafiltragdo,
como vazdo de alimentacdo, temperatura e pressdo, foram fixados com
base nos estudos realizados por Serpa (2005), considerando as
limitagGes técnicas do equipamento e do médulo de membranas.

Os wvalores de temperatura e pressdo utilizados nos
experimentos de nanofiltracdo foram sugeridos por Atra et al. (2005)
para atividades experimentais desta natureza, e a vazdo de alimentagdo
foi limitada pelas restrigdes técnicas do equipamento.
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Tabela 2 - Niveis das variaveis estudadas no DCCR 2° utilizado nos
experimentos de nanofiltracdo do soro de queijo.

Codificacéo Temperatura Pressé\o2 Vazdo de glir?entagéo
(°C) (kgf-cm™) (m>h™)
-1 25 3 0,398
+1 45 7 0,580
0* 35 5 0,489
-1,68 18 1,6 0,336
+1,68 52 8,4 0,643

*Ponto central/valor central.

A sequéncia utilizada para realizagdo dos ensaios experimentais
foi por distribui¢do inteiramente casualizada, eliminando a influéncia de
fatores ambientais nos resultados do experimento.

3.1.1.5 Procedimento experimental

Inicialmente, procedeu-se a permeagdo com dagua pura para
avaliacdo da linearidade do aumento de fluxo em relagdo & pressdo. Para
a ultrafiltrac@o, foram identificados os fluxos nas pressdes de 0, 0,5, 1,0,
1,5,2,0,25¢ 3,0 kgf-cm'Z. Para a nanofiltracdo, as pressdes utilizadas
foram 1, 3,0, 5,0 ¢ 7,0 kgfcm'z. Todas as leituras de fluxos permeados
foram realizadas em triplicata.

Também foi verificada a permeacdo com agua pura a
temperatura de 35 °C e vazdo de alimentagdio de 0,489 m*h™
(velocidade de 0,676 m-s® para membrana de ultrafiltracdo), nas
pressdes de 1, 2 e 3 kgfem?, durante 60 min. Para a nanofiltracéo,
utilizou-se a mesma temperatura e vazdo de alimentacdo, mas em
pressdes de 1, 3, 5 e 7 kgf-em™, também durante 60 min.

Leituras de fluxo permeado foram realizadas em intervalos de 5
min para determinacdo da permeabilidade da membrana com agua,
verificagdo da eficiéncia do sistema de limpeza CIP e,
consequentemente, a determinagéo do retorno de fluxo ap6s cada ensaio.
Para o calculo do fluxo permeado (J), utilizou-se a Equacéo 2 citada por
Bezerra e Matsumoto (2011).

Qp

&up

Onde: J é o fluxo permeado (L-m?%h™), Qp € a vazdo de permeacéo (L-hh), e
Aqp € a area da membrana (m?).

J = )
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Nos experimentos de ultra e nanofiltragdo do soro de queijo
foram utilizados os delineamentos  experimentais  descritos
anteriormente. Lotes de 7 litros do soro eram previamente
descongelados e pré-filtrados em dessorador de queijo com tecido
sintético. O volume de cada ensaio experimental foi estabelecido pela
capacidade do tanque de alimentagdo da unidade piloto de filtracdo que
€ de 6 litros, com reposicdo apenas dos volumes coletados para
determinac@es analiticas (amostras).

Em ambos os processos de separacdo - ultra e nanofiltracéo -
realizaram-se leituras de fluxos permeados em intervalos de 5 min. Nos
primeiros 60 min de cada ensaio, o permeado era totalmente recirculado.
Este procedimento permitia analisar a colmatacdo da membrana, sem
influéncia da variagdo da concentracdo de solutos do soro de queijo na
corrente de alimentagdo. Apos, iniciava-se a coleta de permeado sem
reciclo, até FC= 3, ou seja, para um volume inicial de 6 litros,
recolhia-se 4 litros de permeado, restando somente 2 litros na tubulagédo
do sistema, o que limitou a concentracdo até um FC= 3. O FC foi
calculado com a Equacéo 3.

Vv
FC=‘o=_"o 3
v )

Onde: Vy € o volume inicial, V, o volume final e V, 0 volume de permeado.

Coletaram-se amostras das correntes de alimentacdo, permeadas
e concentradas. As amostras foram coletadas no tempo zero, apés 60
min de filtracdo com reciclo total e apds atingir o FC= 3. As amostras
foram acondicionadas a temperatura de -4 °C (£2) e enviadas ao
Laboratério Estadual da Qualidade do Leite, pertencente a
UnC/CIDASC, localizado em Concdrdia, SC, para as determinacfes
analiticas.

Avaliou-se a relacdo proteina/lactose da corrente de
alimentacdo, concentrada e permeada (RpyLac), Utilizando-se a Equacéo 4
e o coeficiente de rejeicdo (CR) da membrana pela Equagédo 5, conforme
utilizado por Farro e Viotto (2003).
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L
Lac /0 Lac

Onde: Rpyi o € @ razdo de relagdo proteina/lactose, %p; € a percentagem de
proteina (p/v) e %, .. é a percentagem de lactose (p/v).

c p
CR=1-| =% 5)
Ca
Onde: CR ¢ o coeficiente de rejei¢do, C, € a concentragdo do permeadoe C, € a
concentracdo de alimentacéo.

Na Figura 6, sdo apresentadas as atividades realizadas
envolvendo os processos de separa¢do com membranas.

Avaliagdoda
permeabilidade hidrdulica
damembranaem
diferentes pressdes

[
[ |

Ultrafiltragdo do soro durante 60 min Nanofiltragdo de soro durante 60 min
comreciclo de permeado (17 ensaios) comreciclo de permeado (17 ensaios)
seguido de concentragdoaté FC=3 seguido de concentragdoaté FC=3
(leiturasde fluxo a cada 5 min) (leiturasde fluxo a cada 5 min)

[ |
I

[ Determinagdesanaliticas ]

Figura 6 - Fluxograma dos experimentos de ultra e nanofiltracao.

3.1.1.6 Limpeza CIP

Ap6s cada ensaio experimental, realizou-se, primeiramente,
enxdgue com 4gua pura a 45 °C, pressio de 1 kgfem? e vazdo de
alimentacdo de 0,489 m*-h™, para remoc&o de sujidades da membrana. O
coeficiente de remocdo de solidos (R) utilizando-se enxague com agua
pura foi calculado com a Equacdo 6, também utilizada por Ballanec et
al. (2002).



R= 1—& *100 (6)
C

a

Onde: R é o coeficiente de remogdo de sélidos (%), C, a concentracdo na
corrente de alimentagdo (gL™) e C, a concentracéo da corrente permeada

(gLY).

Para recuperacdo do fluxo permeado da membrana, reduzido
em razdo da polarizagdo por concentragcdo e fouling, utilizou-se o
protocolo sugerido por Kazemimoghadam e Mohammadi (2007), com
modificacdo na redugdo da concentraco da solugdo 4cida para 0,3 g'L™
O modulo de membranas foi limpo com &gua destilada, solugdes
alcalina (NaOH 0,5% (m/v)) e 4cida (acido nitrico 0,3 g-L™"). Diversas
condi¢des foram testadas até a obtencdo de um protocolo aceitavel, que
permitisse o retorno de fluxo permeado, monitorando-se a remogéo da
resisténcia (RR) e a recuperagdo de fluxo (FR) com a Equacdo 7 e
Equacéo 8, respectivamente.

RR(%) = (R, =R, )/R, [*100 @)

Onde: RR é a remogdo da resisténcia, R; a resisténcia apds o fouling e R, a
resisténcia apos a limpeza.

FR(%) = [(‘]WC - ‘]WW)/(‘]Wi B JWW)]*]'OO (8)

Onde: FR é a recuperacéo de fluxo (em percentual), J,; 0 fluxo de gua destilada
inicial, com a membrana limpa, J,., 0 fluxo de agua destilada com a membrana
suja e Jy. 0 fluxo de &gua destilada ap6s o procedimento de limpeza.

3.1.2 Caracterizacdo do soro de queijo, correntes de alimentacao,
concentrada e permeada

Amostras do soro das correntes de alimentacdo, concentrada e
permeada, obtidas por ultra e nanofiltracdo, foram acondicionadas em
frascos com capacidade de 20 mL, congeladas a -4 °C e enviadas para
determinac@es analiticas no Laboratdrio Estadual da Qualidade do Leite,
UnC, Concordia/SC. Utilizou-se bronopol a 4% (2-bromo-2-
nitropropano-1, 3-diol) para conservacdo das amostras. As
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determinacBes dos teores de proteinas, minerais e lactose foram
realizadas por infravermelho (Medium Infra-Red) empregando-se o
equipamento Bentley 2000® (BENTLEY INSTRUMENTS, 1994).
Determinou-se também os teores de CCS (contagem de células
sométicas) e a contagem bacteriana total (CBT) expressa em UFC-mL™
(unidades formadoras de colbnias), com equipamento eletrdnico
Somacount 3007, que opera por citometria fluxométrica.

O pH foi monitorado com potencidmetro digital, realizando-se
leituras diretamente na amostra, em temperatura ambiente (com
correcgdo interna de temperatura) (IAL, 1985; AOAC, 1997).

O teor de solidos soluveis foi determinado por leitura direta em
refratdbmetro portéatil de Brix, modelo Rt 95(0-32 °B), com precisdo de
0,2 °B.

A densidade das amostras do soro de queijo das correntes de
alimentacdo, permeada e concentrada, foi determinada por
termolactodensimetro em proveta de 500 mL.

A DQO foi determinada por microdigestdo com leitura em
espectrofotdbmetro a 600 nm (ZUCCARI; GRANER; LEOPOLDO,
2005).

3.2 CULTIVO DE E. coli EPRODUCAO DE PHAs

Como atividades preliminares ao aproveitamento do permeado
do soro de queijo, previamente ultra e/ou nanofiltrado, na producéo de
PHAs, obteve-se isolados de E. coli recombinante por técnicas de
transformacéo, sendo na sequéncia submetidos a incubacgdo por periodo
de 24 horas.

As atividades experimentais foram realizadas no Laboratorio de
Bioquimica e Biologia Molecular de Micro-organismos (LBBMM), do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina
(BQAJ/UFSC), localizado em Florianépolis, SC.

3.2.1 Micro-organismo, plasmideo e armazenamento

3.2.1.1 Micro-organismo
Utilizou-se a bactéria E. coli linhagens JM 101 e ATCC 25922.
A linhagem JM 101 possui como caracteristica relevante a

expressao aumentada do repressor Lacl, proteina reguladora que inibe a
expressao dos genes sob regulagéo do operon Lac na auséncia de lactose
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ou seu analogo IPTG. Isolados nativos da linhagem JM 101compunham
o portfélio microbiano do laboratério (LBBMM/UFSC).

A linhagem ATCC 25922 possui como caracteristica relevante a
capacidade de utilizar lactose como fonte de carbono sem necessidade
de hidrélise prévia. Bactérias com essa caracteristica possuem operon
Lac contendo genes codificadores das enzimas p-galactosidase, lactose
permease e B-galactosidase transacetilase. A linhagem ATCC 25922 foi
obtida da empresa Newprov, cddigo 1229, lote 01101001R.

3.2.1.2 Plasmideo

O plasmideo pRLC2 foi contruido por Bressan (2007), por
técnicas de engenharia genética, utilizando-se a sequéncia demonstrada
na Figura 7.

Cultura PCR Digestéio Ligagéo

Chromobacterium  ppaccy  xpal ) BamHI T4 DNAligase
violaceum

- Extracs phaCcv
Loy Z
gendmico Kot
> i) BamHI » i
Plasmideo Transformagao
pBHR69 Escherichia coli
Xbal BamHI
Lac P/O,
PBHR69 J}| phbaBcn
Cultivo e

extragao DNA plasmidial

Plaqueamento em meio
seletivo contendo ampicilina

Figura 7 - Fluxograma de obtengdo do plasmideo pRLC2 (BRESSAN, 2007).

O plasmideo pRLC2 possui como caracteristica relevante o fato
de ser derivado do plasmideo comercial pBluescript SK+ que ancora o
gene de resisténcia a ampicilina (Amp") e carrega os genes phaA e phaB
de C. necator e phaC de C. violaceum colinear ao promotor Lac, pelo
qual sua expressdo é controlada. Estes genes sdo codificantes das
enzimas [3-cetotiolase, acetoacetil-CoA redutase e PHB sintase,
respectivamente.
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O pRLC2 foi escolhido em razdo de possuir capacidade de
incorporar PHAS e ndo ter sido utilizado, até 0 momento, em estudos
com bactérias E. coli linhagens JM 101 e ATCC 25922.

3.2.1.3 Armazenagem

Aliquotas estoque da bactéria E. coli (JM 101 e ATCC 25922)
nativa e recombinante (pRLC2) foram congeladas em temperatura de
-80 °C em solucdo de crioconservacdo (80% de meio de cultivo + 20%
de glicerina), como sugerido por Andrade (2009).

Aliquotas de bactérias ancorando o plasmideo pRLC2 também
foram estocadas em placas de Petri com meio sélido Luria Bertani (LB)
acrescido de solucéo de ampicilina (100 mg-mL™) & temperatura de 4
°C. Quando necessario, colénias eram repicadas em meio LB liquido
e/ou meio mineral M9 com lactose monohidratada (10 g-L'l) e
ampicilina (100 pg'L™).

A suspenséo estoque do plasmideo pRLC2 foi armazenada em
temperatura de -20 °C. A solucéo estoque foi obtida através de extracéo
de DNA plasmidial utilizando-se o kit “UltraClean® 6 Minute Mini
Plasmid Prep Kit” do fabricante Gibco BRL, cujo protocolo de extragdo
encontra-se no Anexo 2.

3.2.2 Meios de cultivo

Utilizou-se meio LB (Luria Bertani) nas atividades de
transformacdo microbiana, estocagem, preparacdo de indculos e
cultivos. Em alguns experimentos foram utilizados os meios minerais
MM e M9, cujas composic¢Bes sdo descritas a seguir.

O meio LB (sélido e liquido) continha: 10 g-L™ de triptona, 5
gLt de extrato de levedura, 5 g'L™ de NaCl, com adicdo de 15 g-L™ de
agar para meio solido (BERTANI, 1951).

O meio mineral MM continha: 6,67 g'L™* de KH,PO,, 4 'L de
(NH4);HPO,, 0,8 g'L™* de MgS0,4-7H,0, 0,8 g'L™ de 4cido citrico e 0,5
mL-L? de solugdo de oligoelementos composto por: 0,30 g-L'l de
H3BO3, 0,20 g'L™* de CoCl,-6H,0, 010 g'L™ de ZnSO,4-7H,0, 0,03 gL
de MnCl,-4H,0, 0,03 gL* de Na,MoO,2H,0, 0,02 gL' de
NiCl,-6H,0 ¢ 0,01 g'L™* de CuSO,-5H,0.

O meio mineral M9 era composto por: 16 g'L'1 de Na;HPOQ,,
3,75 gL' de KH,PO,, 0,63 g'L™ de NaCl, 1,25 g'L™* de NH,CI, 2 mL de
MgSO,-7H,0 (1 M) e 100 pL de CaCl, (1 M).
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3.2.3 Solugbes
3.2.3.1 Solucgéo de ampicilina

A solucdo estoque de ampicilina foi preparada na concentracao
de 100 mg.mL™. A ampicilina foi dissolvida em &gua ultra pura
esterilizada, filtrada em sistema Milipore com membrana de 0,22 pum
sob condicOes assepticas e estocadas em microtubos esterilizados a
temperatura de -20 °C.

3.2.3.2 Solugéo de IPTG

A solugdo de IPTG foi preparada na concentragdo de 0,5 mM
sob condicOes assépticas e estocadas em microtubos esterilizados a
temperatura de -20 °C. A solucéo foi utilizada para indugdo da expressao
dos genes clonados sob regulacdo do promotor Lac no plasmideo
pRLC2.

3.2.3.3 Solugdo de cloreto de célcio (CaCly)

Uma solucdo de CaCl, 0,1 M, foi utilizada para a preparagdo
das celulas competentes e transformacéo. Pesaram-se 1,11 g de CaCly,
apos dissolvido em 100 mL de agua destilada filtrada e esterilizada foi
estocada sob resfriamento a +8 °C.

3.2.3.4 Solugdo de &cido propibnico

Para obtencdo de 200 mL de solucéo de &cido propibnico 1 M,
adicionou-se 14,96 mL de 4&cido propidnico em 50 mL de agua
destilada, e o pH foi ajustado para 7 com NaOH 1 M.

3.2.3.5 Solugdo de glicose e lactose

Solucgbes estoque de glicose e lactose na concentracdo de 200
g-L™, apos preparadas, foram esterilizadas em autoclave (121 °C/15
min) e armazenadas sob refrigeracéo (8 °C).

Solugdes estoque de glicose e lactose na concentracdo de 200
g-L™, apés preparadas, foram esterilizadas em autoclave (121 °C/15
min) e armazenadas sob refrigeracéo (8 °C).



59
3.2.4 Obtencao de E.coli recombinante

A Figura 8 mostra a sequéncia das etapas de preparo e obtengéo
dos isolados recombinantes (E. coli) de acordo com metodologias
descritas por Hanahan (1983) e Sambrook e Russell (1989).

As linhagens nativas JM 101 e ATCC 25922 foram submetidas
a preparacdo de células competentes, transformacéo e sele¢do, obtendo-
se células recombinantes com resisténcia a ampicilina contendo genes
codificantes das enzimas responsaveis pela biossintese de PHAs
presentes no plasmideo pRLC2.

E.coli
JM10L/ATCC 25922
inoculadas em 5 mL de meio LB
(agitacéo de 200 rpm a 37°C/ 3 h)

imL

| decaldo

\ / decultivo X .
/ E. coli recombinante

IM101/ATCC 25922 (pRLC2)

50 de LB

Inoculadas em LB sélido com 50
Hg-mL de ampicilina

Centrifugacéo 4000 rpm
(4°C /10 min)

Incubagéo
(agitac&o de 200 rpm a 37°C/ 24 h)

Ressuspensdoem 1 mL de
CacCl, (0,1 M) gelado

Nova centrifugacéo 4000 rpm
(4°C /10 min) Nova centrifugago 4000 rpm
(4°C /10 min)

Ressuspensaoem 0,1 mL de

CaCl, (0,1 M) gelado Ressuspensdoem 10 pL de LB

200 pL de suspens&o de células Resfriamentoem banhode gelo / 5 min
+ +

5uL de DNA plasmidial (pRLC?2) 800pL de LB

Incubacédoem banho de gelo (30 min) Incubacéo

(agitagdo de 150 rpm a 37°C/ 1 h)

Choque térmico (42 °C / 45 seg)
Figura 8 - Sequéncia das transformac@es microbianas realizadas para obtencéo
das células recombinantes de E. coli JM 101 e ATCC 25922 com plasmideo
pRLC2.

3.2.4.1 Preparacdo de células competentes

Células competentes sdo aquelas com capacidade de captar um
plasmideo. O procedimento empregado na preparagdo de células
competentes baseia-se no método descrito por Hanahan (1983). Uma
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alcada de suspensdo estoque de E. coli foi transferida para meio agar LB
e cultivada por periodo de 18 h a temperatura de 37 °C. Com o auxilio
de palito de madeira estéril, transferiu-se uma Gnica col6nia isolada da
bactéria para um tubo de tampa e rosca contendo 5 mL de meio LB. O
tubo foi incubado por aproximadamente 3 horas sob agitacdo de 200
rpm e temperatura de 37 °C, até o caldo de cultivo ter atingido
absorbancia entre 0,5 e 0,6 (600 nm) (fase de crescimento). Transferiu-
se 1 mL do caldo de cultivo para um microtubo plastico com capacidade
volumétrica de 2 mL (estéril) e centrifugou-se a 4.000 rpm, em
temperatura de 4 °C por periodo de 10 min. As células foram
ressuspensas em 1 mL de solucdo de CaCl, (0,1 M) gelado. Repetiu-se a
centrifugacdo nas mesmas condicdes, e as células foram novamente
ressuspensas em 0,1 mL de CaCl, (0,1 M) gelado.

3.2.4.2 Transformagéo

As células competentes preparadas como descrito no item
anterior foram transformadas com a introdu¢do do plasmideo de
interesse (pPRLC2). A transformacao das células (E. coli) foi realizada de
acordo com metodologia descrita por Sambrook e Russell (1989). Em
200 uL de suspensdo de células competentes, adicionou-se 5 ulL da
solucdo de DNA plasmidial pRLC2 (5 a 10 uM). A suspensdo foi
incubada em banho de gelo por 30 min e, em seguida, em banho-maria a
42 °C por exatos 45 segundos. Imediatamente, resfriou-se a mistura em
banho de gelo por 5 min. A suspensdo, adicionou-se 800 xL de meio
LB, incubou-se a 37 °C sob agitacdo de 150 rpm durante uma hora para
recuperacao das células. Centrifugou-se a suspenséo a 4.000 rpm por 10
min em temperatura ambiente e descartou-se o sobrenadante.

O precipitado foi ressuspenso em 100 uL de meio LB, e
aliquotas de 50 uL dessa suspensédo de células transformadas (contendo
plasmideos) foram transferidas para placas de Petri contendo meio agar
LB sélido com ampicilina (100 pg'mL™), a fim de selecionar os
transformantes contendo o plasmideo, os quais, devido a inser¢do do
plasmideo, apresentam resisténcia ao antibidtico. Apés inoculacéo,
placas de Petri foram incubadas por 24 horas a 37 °C.

As colbnias obtidas através dos procedimentos descritos foram
utilizadas nos ensaios que sdo apresentados na sequéncia. Para isso, 0
preparo de indculos dos cultivos foi realizado a partir de uma Unica
coldnia recombinante, transferida para meio LB, contendo ampicilina na
concentrag&o de 100 ug-mL™.
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3.2.5 Avaliacdo de cultivo da E. coli na producao de PHAs
3.2.5.1 Preparacéo dos meios de cultivo

O meio LB e meios minerais (MM e M9) foram esterilizados em
autoclave a 121 °C/15 min sem MgSO,-7H,0. O soro de queijo in natura
pasteurizado, correntes permeadas e concentradas de ultra e
nanofiltracdo, também foram esterilizados em autoclave a 121 °C/15
min, sem suplementac&o.

O MgS0,-7H.0, solugdes de ampicilina (100 mg'mL™) e de
substratos carbonicos (glicose e lactose monohidratada), quando
adicionados aos meios de cultivo, eram esterilizados em separado (121
°C/15 min). Essa operacao foi realizada em ambiente estéril (camara de
fluxo laminar), como todas as atividades envolvendo material estéril.
Alguns meios de cultivo foram suplementados com MgSO,-7H,0 para
estimular o crescimento celular e 0 acimulo do biopolimero (MAYER et
al., 2011; PARK et al., 2002).

Nos meios de cultivo mineral e M9, utilizou-se lactose
monohidratada na concentracdo final de 40 g-L™ como substrato
carbonico principal.

3.2.5.2 Preparacao dos inéculos

Na preparacdo dos inoculos, utilizou-se uma coldnia de E. coli
recombinante estocada em placas de Petri sob refrigeracdo. Os inoculos
foram incubados em frascos de Erlenmeyer e mantidos em agitador
orbital (150 rpm) por £12 horas ou até atingir absorbancia minima de
0,6. A absorbancia era determinada em espectrofotdmetro a 600 nm.

No preparo dos in6culos, utilizou-se meio LB esterilizado a 121
°C durante 15 min. Apos resfriamento, adicionou-se ampicilina (100
mg-mL™) e uma coldnia do isolado recombinante com auxilio de palito
de madeira estéril.

3.2.5.3 Cultivo dos isolados recombinantes

Obtidos os isolados recombinantes, os cultivos foram divididos
em relacdo a linhagem de interesse (JM 101 e ATCC 25922), sendo
conduzidos em frascos de Erlenmeyer com capacidade volumétrica Gtil
de 125 ou 500 mL e com agitacdo de 150 ou 200 rpm em agitador
orbital com aquecimento (shaker). Também se realizaram cultivos em
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frascos de Duran com sistema de aeragdo. Uma fotografia do frasco de
Duran é mostrada na Figura 9.

Figura 9 - Frasco de Duran, capacidade volumétrica atil de 0,5 L, composto
por: a) bomba de aeracdo, b) filtro de ar na linha de alimentag&o, c) tubulacéo
para descarga de presséo, e d) coletor de amostras.

Os frascos de Duran foram equipados com bomba de aeragéo
(3,5 L-min™), filtro de ar na linha de alimentagdo (0,22 pm), tubulago
para descarga de pressdo com filtro biol6gico (algoddo com papel
aluminio) e coletor de amostras. Ambas as modalidades de cultivo
utilizaram temperatura de 37 °C e periodo de incubacgdo de 24 horas em
batelada.

Realizaram-se cultivos com diferentes meios, sendo eles: meios
minerais (MM e M9), meio LB, soro de queijo in natura pasteurizado,
permeados e concentrados do soro obtido por ultra e nanofiltragdo. Os
meios minerais de cultivo (MM e M9) foram suplementados com lactose
monohidratada (40 g-L™") e em alguns casos com 45 gL' de
MgSO, 7H,0. Cultivos com meio M9 também foram suplementados com
4cido propionico, além da lactose monohidratada (40 g-L%) e
MgS0O,-7H,0, a fim de avaliar o potencial dos isolados na incorporacdo do
copolimero hidroxivalerato. Em todos os cultivos, corrigiu-se o pH no
momento da inoculagdo para 6,8 e acompanhou-se durante as 24 horas de
incubagcdo.
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3.2.5.4 Acompanhamento cinético

Em alguns cultivos, avaliou-se o comportamento cinético de
isolados da linhagem ATCC 25922 em periodo de incubacdo de até 24
horas. Amostras com volume de 10 mL foram coletadas em duplicata e
submetidas as determinagdes de MCS e acimulo intracelular de PHAs.

Amostras foram coletadas em intervalos de 60 min até a 82 hora,
e em intervalos de 120 min ap0s esse periodo. Com os dados de MCS,
calculou-se Ln(n/n,) e utilizou-se 0 modelo de Gompertz modificado
(Equacdo 9) (ERKMEN, 2001) para se obter dados da velocidade
especifica maxima na fase de crescimento bacteriano (Umax) € duracao da
fase lag (A (h)). Também foram calculados os fatores de conversdo de
substrato em célula (MCS) (Yys) (g/g) de substrato em PHAS (Ys) (9/9)
e a MCS resisual (Xr) (g-L™), utilizando-se respectivamente as
Equages 10, 11 e 12.

©)
MCS, = A-exp {—em[(/"m—ife)}(z—t)ﬂ}

MCS; —MCS, (10)

Yx/s = sf—s

i f
v = PHA, —PHA, ()

p/s — S;—S;

12)

Xr = MCS — PHAs

Onde: MCS, é a massa celular seca predita pelo modelo, MCS; é a quantidade
de massa celular seca final (g-L™), MCS; é a quantidade de massa celular seca
inicial (g-L™), MCS é a quantidade de massa celular seca total (g-L"), PHAé a
quantidade de polimero no tempo t (g-L™*), PHA é a quantidade de polimero no
tempo t, (g-L™), S¢ é a quantidade de substrato final (g-L™), S; é a quantidade de
substrato inicial (g-L™), Xr é a MCS residual (g-L™") e PHAs é a quantidade
total de polimero produzido em g-L™.
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3.2.6 Determinacdes analiticas
3.2.6.1 Massa celular seca (MCS)

A MCS foi determinada por gravimetria. 15 mL de amostras
eram centrifugados a 6.000-g em centrifuga termostatizada e refrigerada,
modelo MPW-350-RH, utilizando-se temperatura de 4 °C/20 min. A
massa remanescente foi seca em estufa a temperatura de 65 °C durante
aproximadamente 120 horas ou até massa constante para posterior
pesagem em balanga analitica.

3.2.6.2 PHAs

A determinacédo qualitativa e quantitativa de PHASs foi realizada
por cromatografia gasosa, utilizando-se cromatografo Shimadzu
CG2014, equipado com coluna empacotada Restek Rtx-Stabilwax
Silcoport W 110/120 com 1,83 m de comprimento e 2 mm de didametro.

Na determinacdo cromatografica utilizou-se nitrogénio como
gas de arraste. As condicdes de operacdo utilizadas foram: fluxo do gas
de arraste de 20 mL-min™m? temperatura do injetor de 250 °C,
temperatura inicial da coluna de 140 °C e temperatura do detector de
270 °C. Estabeleceu-se uma rampa de temperatura, iniciando com 140
°C, com aumento de 2 °C-min™ até 160 °C, e um segundo aumento de 40
°C-min™* até 250 °C, mantendo-se por 2 min. Acido benzoico (0,4 g.L™Y)
foi utilizado como padréo interno e a curva de calibragdo foi construida
utilizando poli (acido 3-hidroxibutirico-co-3-hidroxivalérico) 88 mol %
HB e 12 mol % HV (ALDRICH CHEM. Co.).

As amostras (volume de 15 mL) previamente desidratadas (65
°C até peso constante em estufa de secagem e esterilizagdo modelo
DL-SE) e pesadas em balanca analitica, foram metanolizadas em
solucdo com metanol (85%), &cido sulfurico (15%) e suplementadas
com 0,4 g'L" de 4cido benzoico (solucdo de metanol acidificado),
conforme descrito por Braunegg et al. (1978) com modificacdes
sugeridas por Brandl et al. (1988). Os PHAs intracelulares foram
degradados a metil-ésteres de seus constituintes  &cidos
B-hidroxialcanoicos, possibilitando a identificacio por andlise
cromatogréfica.

Para metanolizagdo das amostras, utilizaram-se tubos de vidro
com tampa e rosca, 10 a 50 mg de MCS, 2 mL de solu¢do de metanol
acidificado e 2 mL de cloroférmio. Os tubos eram incubados em
termobloco a temperatura de 100 °C/150 min, agitados para
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homogeneizacgdo e nova incubacgdo por 60 min nas mesmas condigdes.
Ap6s incubacdo, os tubos eram submetidos a banho de gelo para adicdo
de 1 mL de agua destilada, sendo agitados por 30 segundos, ficando em
repouso por 5 min. Apos a separacdo de fases, coletou-se a fase inferior
(orgéanica) com pipeta de Pasteur e armazenou-se sob refrigeracdo (-4
°C) para posterior injecdo no cromatdgrafo.

3.2.6.3 Lactose por DNS

A determinacdo dos teores de lactose (principal substrato
carbonico) durante os cultivos foi realizada por técnica de DNS
(3,5-dinitro  salicilato), utilizada para determinagdo de acucares
redutores. A técnica foi descrita por Sumner (1921) com alteracdes
sugeridas por Miller (1959), cujo protocolo detalhado é descrito no
Anexo 3.

De maneira geral e simplificada, o protocolo de analise utilizava
1,5 mL de amostra previamente diluida em tubo de ensaio para adicdo
de 1,5 mL de solugdo de DNS (1% de DNS, 0,2% de fenol, 0,05% de
bissulfito de sddio e 1% de NaOH). Os tubos eram aquecidos a 100 °C
por 15 min. Previamente ao resfriamento, adicionava-se 1 mL de
solucdo de tartarato duplo de sodio e potéssio, também conhecida por
“sal de Rochelle”. Os tubos eram submetidos a banho de gelo ¢ ap6s a
estabilizacdo da temperatura a leitura das absorbancias em
espectrofotémetro (575 nm).

3.2.6.4 Eletroforese em gel de agarose

Para a identificagdo do plasmideo pRLC2, utilizou-se
eletroforese em gel de agarose 0,9%. O gel diluido em tampéao TAE 1x.
5 uL de solucdo de DNA plasmidial foram adicionados em 2 ulL de
solucdo de azul de bromofenol. Em paralelo, adicionou-se 5 uL de
padrdo molecular de 1 kb (kilobase) DNA ladder (250 ug) (Invitrogen)
em 2 uL de solucdo de azul de bromofenol para acompanhamento da
migragdo da amostra no gel. Ambas as solucBes, depois de
homogeneizadas eram injetadas em pog¢os independentes localizados nas
extremidades do gel de agarose previamente solidificado e imerso em
solucdo TAE 1x. Mantinha-se a corrida do gel por periodo aproximado
de 35 min a 75 V-cm™. Ap6s a corrida, 0 gel era imerso em solugéo de
brometo de etidio por 20 min, fotografado e lido em transiluminador
ultravioleta (UV) marca UVTRANS, modelo UVT-312, com
comprimento de onda de 312 nm.
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3.2.7 Extracdo do DNA plasmidial

Para a extracdo do DNA plasmidial utilizou-se o kit comercial
de extragdo do fabricante Gibco BRL (UltraClean® 6 Minute Mini
Plasmid Prep Kit). Centrifugou-se aliquota de 1 mL do caldo de cultivo
a 10.000-g/10 min (4 °C). A MCS era ressuspensa em tampdes presentes
no kit a fim de romper as células, eliminar o DNA genémico e obter o
DNA plasmidial, sendo o DNA plasmidial ressuspenso em 75 ulL de
tampdo Tris-EDTA. Ao final do procedimento de extracdo (Anexo 2),
obteve-se 0 volume de 50 uL de solucdo de DNA plasmidial, que foi
armazenado em microtubos em temperaturas de -20 e -80 °C para
posteriores transformacdes microbianas.

3.3 FERRAMENTAS ESTATISTICAS EMPREGADAS NO ESTUDO

A Tabela 3 apresenta as diversas ferramentas estatisticas
empregadas no estudo e suas finalidades.

Tabela 3 - Ferramentas estatisticas utilizadas no estudo.

Ferramenta e -

estatistica Utilizac&o no estudo Restricdes
Delineamento Otimizacéao de condigdes N&o é recomendado para
experimental experimentais dos processos de comparagdo entre
(DCCR) 2. separacéo. médias.
Duplicatas e Comparacdo de meios de N&o permite otimizacdo
triplicatas de cultivo utilizados na incubagdo nem a interagdo das
ensaios da E. coli. condicOes experimentais.
experimentais. Permite somente avaliar

as condigdes testadas.

Distribuigdo de Distribui aleatoriamente as
ensaios seqliéncias de realizacdo dos
experimentaisao  ensaios experimentais.
acaso.
Teste de ANOVA. Avaliacdo da influéncia das Considera a dispersao

variaveis estudadas (teste “F”). dos dados experimentais
na comparagao entre
médias.
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Durante as atividades experimentais, diversas ferramentas
estatisticas foram empregadas a fim de delinear os ensaios
experimentais e fornecer confiabilidade técnica na obtencdo e
tratamento dos dados. Todos os dados quantitativos coletados foram
estatisticamente tratados utilizando-se o software Statistica 7.0 e/ou
Microsoft Office Excel 2007.






4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados e as discussdes
relativas a utilizagdo de processos de separacdo com membranas no
tratamento do soro de queijo e a proposicdo de um destino
biotecnoldgico para a lactose residual utilizando técnicas de
transformacdo e cultivo de E. coli recombinante para producéo de
PHAs.

41 UTILIZACAO DE PROCESSOS DE SEPARAGAO COM
MEMBRANAS NO TRATAMENTO DO SORO DE QUENO

A partir da utilizacdo das estratégias descritas no Capitulo 3,
sdo apresentados inicialmente os resultados fisico-quimicos e
microbioldgicos do soro de queijo utilizado neste estudo.

4.1.1 Caracterizagdo do soro de queijo

A composigdo centesimal do soro de queijo encontra-se na
Tabela 4. Na primeira coluna, encontram-se os valores médios obtidos
nas amostras do soro de queijo oriundas de lote Unico destinado aos
processos de separacdo com membranas (ultra e nanofiltracdo). Na
segunda e terceira colunas, sdo apresentados os valores descritos na
literatura para as classificagcdes correspondentes a soro de queijo doce e
acido, respectivamente.

Tabela 4 - Composigdo centesimal e contagem microbiana do soro utilizado
neste estudo e composigdo centesimal do soro doce e &cido.

Soro de queijo

Componentes/contagem Soro doce Soro &cido
. : deste estudo o5 O\
microbiana (%) (%) (%)
Solidos totais 5,52 +0,23 5,77 6,82 +0,18
Agua 94,48 0,23 94,23 93,17 +0,18
Proteinas 0,78 +0,06 0,54 0,86 +0,02
Lactose 4,15 +0,12 4,26 5,24 +0,56
28,20 x 10°
CCS +15,79 x 10°
3
CBT (UFC-mL?Y) 1340 X 183 485

CBT: contagem bacteriana total expressa em unidades formadoras de col6nia
por mililitro (UFC-mL™).
Fonte: *Roman et al. (2011).

**Atra et al. (2005); Soares et al. (2011).
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As amostras do soro de queijo apresentaram pH médio de 6,78
(£0,1), densidade média de 1,02 (£0,01) e DQO média de 66,05 mg-L'l
(£2,61).

O pH do soro de queijo também é dependente da manipulacio
higiénica na obtencdo. Quando a redugdo do pH do soro é causada por
acidos produzidos por micro-organismos, ocorre um aumento da acidez,
que é determinada em °Dornic (g-L™ de 4cido lactico), devido a um
consumo da lactose, fato constatado por Ounis et al. (2008). Os autores
utilizaram em seus estudos, soro com pH entre 5,1 e 5,2, e constataram a
presenca de 22,3 g-L" de lactose, ao invés dos 42,6 gL citados por
Romén et al. (2011) e Sanchez et al. (2011).

Observa-se que o soro utilizado no estudo apresentou percentual
de proteina acima do citado por Roman et al. (2011) para soro doce,
provavelmente devido & presenca de residuos de renina, enzima utilizada
para a precipitacdo das proteinas do leite no momento da fabricacdo do
queijo e que também ¢é detectada pelo método analitico utilizado.

O baixo teor proteico do soro apresentado na Tabela 4 (0,78
+0,06) comparado ao teor proteico do leite que € de 3,3% (TRONCO,
2010), justifica-se pela presenca isolada das proteinas hidrossoliveis,
sendo as demais retidas durante a fabricacdo dos queijos. As fracdes
a-lactoalbumina e p-lactoglobulina presentes no soro representam
respectivamente 20 e 50% da composicao das proteinas apresentadas na
Tabela 4, sendo a parcela restante composta por imunoglobulinas, BSA,
lactoferrina, lactoperoxidase e caseinomacropeptideos. Em processos de
separacdo com membranas, 0 conhecimento das caracteristicas fisicas e
térmicas destas proteinas € necessario, pois sdo potencialmente
responsaveis pela reducdo de fluxo, causando entupimento de poros e
incrustacbes na superficie das membranas (AIMUTIS, 2004,
METSAMUURONEN; NYSTROM, 2009).

O soro utilizado no estudo foi classificado como soro doce por
ser obtido através de reacdo enziméatica, mantendo sua parcela de &cido
lactico abaixo de 16 g-L™ e pH acima de 6, caracteristicas que segundo
Roman et al. (2011) e Lizieiri e Campos (2006), o classificam como
soro doce. Na obtencdo do soro doce, a precipitacdo da proteina néo
ocorre em fungdo de seu ponto isoelétrico médio, que no caso das
proteinas do leite bovino é de pH 4,5 em temperatura de +20 °C (soro
acido) (PERRY, 2004), e sim pela acdo enzimética, que age no
rompimento da x-caseina, possibilitando a obtencdo de queijo com
qualidade superior ao obtido com auxilio de solucdo acida.

No processo de fabricacdo do queijo tipo minas frescal, que deu
origem ao soro utilizado no presente estudo, utilizou-se salga seca,
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aplicada diretamente sobre o queijo. O soro gerado nesse processo ndo
contém residuos de cloreto de sédio utilizado no procedimento de salga,
permitindo sua reutilizacdo e/ou destinacdo para fins fermentativos.

A composicdo do soro de queijo é variavel, sendo influenciada
por espécie, raca, idade, fase de lactacdo, alimentacdo, sanidade da vaca
produtora do leite e do processo de fabricagcdo do queijo (TRONCO,
2010), o que justifica pequenas diferencas detectadas entre os dados
experimentais obtidos nas determinacfes analiticas do soro utilizado no
estudo e os dados encontrados na literatura para as composicdes de
solidos totais, proteinas e lactose (Tabela 4).

A Instrucdo Normativa n°® 51/02 que define os padrbes de
identidade e qualidades para leite bovino estabelece o limite maximo
para contagem de células sométicas (CCS) presentes em leites
produzidos nas diversas regides do pais. Na regido Sul do Brasil, para o
periodo entre 2008 a 2011, o limite maximo estabelecido foi de 750.000
células-mL™. No estudo, as amostras do soro de queijo apresentaram
teores médios de 28.200 células-mL™ (+15.790), estando dentro dos
limites estabelecidos pela legislagdo vigente no periodo. A mesma
Instrucdo Normativa define que, ap6s 2011, os limites de CCS para o
Sul do Brasil passariam para no méximo 400.000 células-mL™, similar
aos adotados pela Unido Europeia.

A CCS é um indicativo do grau de infeccdo da glandula
mamaria, sendo fator diagnostico de mastite subclinica e aceita
internacionalmente como uma das medidas para determinar a qualidade
do leite (BRITO; DIAS, 1998; MACHADO; PEREIRA; SARRIES,
1999; SILVEIRA, 2002). Elevadas CCS estdo correlacionadas com
maiores teores de gordura e proteinas do soro, menor porcentagem de
caseinas, lactose e manutencdo da concentragdo de solidos totais. As
mudancas significativas nas concentracbes dos componentes do leite
elou soro de queijo ocorrem a partir de 500.000 células-mL™ para
proteina e lactose (MACHADO; PEREIRA; SARRIES, 1999). Desta
forma, pode-se observar que os valores de CCS apresentados na Tabela
4 sdo insuficientes para alteracbes da qualidade dos componentes
solidos do soro, além de permitir sua classificagdo como originario de
Uberes saudaveis, que segundo Eberhart; Hutchinson; Spencer (1982),
apresentam CCS menor que 50.000 células-mL™.

A contagem bacteriana total expressa em unidades formadoras
de coldnia por mililitro (UFC-mL™) também é um parametro de
avaliacdo da qualidade do leite e do soro de queijo produzidos no Brasil.
As amostras do soro obtidas no estudo e submetidas as determinages
analiticas apresentaram 1.340.000 UFC-mL™ (+485.000).
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A Instrucdo Normativa n° 51/02 também estabelece limites para
a contagem de micro-organismos totais, que sdo de 1.000.000
UFC-mL™. Segundo Philpot e Nickeron (2002), no momento da
publicacdo da Instrucdo Normativa n° 51, os limites legais de
contaminagdo bacteriana em leites produzidos nos EUA e Unido
Europeia eram de, no maximo, 100.000 UFC-mL™, sem a presenca de
adulterantes e/ou antibidticos que poderiam reduzir a carga bioldgica
(RIBEIRO; ZANELA; BARBOSA, 2006). Salienta-se que a exigéncia
regulamentar estabelecida pela Instrucdo Normativa n° 51/02 nédo
causou reducdo na contagem de micro-organismos totais nos diferentes
tipos de leites produzidos e comercializados no pais, pois em estudo
sobre contagem de bactérias psicrotroficas totais em leite cru
pasteurizado realizado no estado do Rio Grande do Sul, detectou-se
contaminagbes  entre  10.000.000 e 31.600.000 UFC-mL™
(MILKPOINT, 2010). Altas CBT determinam menores rendimentos de
produtos como queijos, reducdo da vida de prateleira € no caso de
bactérias psicrotréficas (acima de 1.000.000 UFC-mL™), além de se
multiplicarem em temperatura de refrigeracdo, produzem as enzimas
lipases e proteases, que sdo termorresistentes aos tratamentos térmicos
tradicionais (PEREIRA JUNIOR, 2002; ALVES, 2006).

A DQO das amostras do soro obtidas no estudo foi de 66,05
mg-L™, estando na faixa citada por Cordi et al., (2007) (50 e 80 mg-L™),
podendo ser tratado de diversas maneiras, como digestdo anaerobia,
leito fluidizado, lodo ativado e/ou sistemas de filtracdo utilizando
membranas.

Os danos ambientais gerados pelo soro de queijo descartado
sem prévio tratamento ndo sdo recentes. Na década de 1980, autores
como Souza (1982), Lo e Lido (1986) e Lacerda, Oliveira e Caruso
(1990) conseguiram em seus estudos taxas de remocgdo de DQO que
variaram entre 70 a 90% das 68 mg-L™ presentes utilizando técnicas de
digestdo anaerobia. Hickey e Owens (1981), utilizando digestores de
leito fluidizado, conseguiram remover até 83,6% da DQO presente no
Soro.

Hosseini, Shojaosadati e Towfighi (2003) citam o soro de
queijo ndo devidamente tratado como um dos principais poluentes
ambientais a partir de laticinios. Lira et al. (2009) afirmam em seus
estudos que, no Brasil, 50% do volume do soro produzido ndo €
aproveitado, sendo uma parcela deste destinado a corpos receptores sem
prévio tratamento, o que nao s6 gera impacto ambiental de proporgdes
significativas, como também se caracteriza como desperdicio
energético, considerando sua composicao fisico-quimica.
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Desta forma, tecnologias que possam contribuir com a reducéo
da carga organica deste efluente e/ou aproveitem o potencial energético
desperdicado, merecem atencdo. Neste contexto, na sequéncia sdo
apresentados o0s resultados obtidos no estudo com o emprego do
processo de separagdo com membranas (ultra e nanofiltracdo), uma
alternativa para tratamento do soro.

4.1.2 Ensaios de ultrafiltracéo

Os dados de permeabilidade da membrana limpa com agua e 0s
resultados de ambos os parametros de caracterizacdo dos processos de
separacao obtidos neste estudo, sdo apresentados a seguir.

4.1.2.1 Caracterizagdo da membrana de ultrafiltracéo

Ap0s limpeza prévia com agua pura, procederam-se ensaios de
fluxo permeado em diferentes pressdes (entre 0 e 3,5 kgf-cm'z). A
determinacdo do fluxo inicial de uma membrana nova é um
procedimento realizado para se estabelecer e controlar o processo de
limpeza ap6s a utilizacdo. Os resultados obtidos podem ser observados
na Figura 10.
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Figura 10 - Fluxo permeado de ultrafiltracdo utilizando 4gua pura em diferentes
pressOes por periodo de 10 min.
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Observa-se na Figura 10 que, mesmo com pressdo
transmembrana 0 kgf'cm™, obteve-se fluxo médio de permeacdo com
4gua de 9,67 L-h™m? (+0,09). Isto ocorre porque a tubulacio do
sistema, suas curvas e a tensdo de cisalhamento do fluido nas paredes da
tubulacdo, representam elementos de restricdo, ou seja, barreiras de
retencdo de fluido, fazendo com que o mesmo seja pressionado a
permeacdo através da membrana sem que esta pressdo seja detectada
pelo manémetro do equipamento, visto que a sua forca motriz é a
pressdo transmembrana (ROMAN et al., 2011).

Segundo Roman et al. (2011), existe uma relacdo linear entre
fluxo e a diferenca de pressdo transmembrana, quando utilizada agua
pura em membrana nova e limpa, dentro de certos limites. Os autores
ressaltam que essa linearidade também é observada quando se circula
agua limpa em membrana suja e/ou soro de queijo em membrana suja.
Porém, esta linearidade é encontrada em uma restrita faixa de pressao.

Na pressdo de 3,0 kgfem™ (Figura 10), nota-se uma pequena
reducdo do fluxo permeado, possivelmente em funcdo da compactagéo
da membrana. A compactacgdo é causada pelo efeito da pressdo sobre a
espessura da membrana, devido ao seu limite de resisténcia mecénica,
comprimindo-a, diminuindo o orificio dos poros e, consequentemente,
alterando sua seletividade, reduzindo a permeacdo. Essa observago esta
de acordo com Atra et al. (2005), que observaram esse mesmo efeito de
compactacdo em seus estudos. Assim, a partir destas observacdes,
pode-se afirmar que os melhores resultados de fluxo permeado de agua
pura para médulos de membranas equivalentes aos do presente estudo
podem ser obtidos em pressdes entre 1,0 e 2,5 kgf-em™, intervalo em
que a relacdo do fluxo com a pressao transmembrana é linear.

Os fluxos de agua pura nas pressdes transmembranade 0, 1, 2 e
3 kgf'em? também foram monitorados por periodos de até 60 min,
andlise necessaria para avaliar a compactacdo da membrana em relacédo
ao tempo de exposicdo a determinada presséo.

A Figura 11 apresenta o comportamento do fluxo permeado com agua
pura ao longo de 60 min de ultrafiltracdo em diferentes pressdes
transmembrana (0, 1, 2 e 3 kgf-cm™).
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Figura 11 - Fluxo de &gua utilizando-se a membrana de ultrafiltracdo em
diferentes pressdes.

Percebe-se, com base nos resultados da Figura 10 e Figura 11,
que o aumento de fluxo permeado em relacdo a pressao € linear até uma
determinada pressao, indiferente do tempo, mantendo-se estavel durante
a filtracdo. Desta forma, qualquer fator que possa interferir nesta
linearidade, como € o caso do aumento da pressdo osmotica no fluido de
alimentacdo (ROMAN et al., 2011), aumento de sélidos na superficie da
membrana e/ou bloqueio de poros, alteraria o fluxo permeado.

4.1.2.2 Avaliacdo dos parametros operacionais da ultrafiltracdo no
tratamento do soro

A Tabela 5 apresenta a matriz experimental utilizada, os fluxos
permeados e os percentuais de reducéo de fluxos permeados obtidos nos
17 ensaios experimentais de ultrafiltracdo com soro, durante 60 min com
reciclo total de permeado até FC= 3. Os 17 ensaios experimentais fazem
parte do DCCR 2° utilizado para este experimento.
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A queda de fluxo permeado pode ser considerada a maior
barreira dos processos de separacdo com membranas, pois além de
comprometer a eficiéncia da separacdo, requer maior area filtrante
resultando em maior investimento na aquisicdo das unidades
processadoras. Com base nessa preocupacdo, buscou-se, utilizando uma
metodologia estatistica (DCCR 2%, avaliar em quais condicdes
operacionais da ultrafiltracdo o soro apresenta a menor queda de fluxo
permeado (J) e o maior fluxo permeado final (Jsna). Investigou-se a
reducdo de fluxo permeado durante o0s primeiros 60 min de
ultrafiltragdo, com reciclo total de permeado, evitando-se, assim,
influéncia da variacdo da concentracdo do retentado no fluxo permeado.

Verificou-se influéncia significativa (p<0,05) da temperatura no
fluxo permeado final, entretanto, ndo houve influéncia significativa
(p<0,05) da temperatura na queda de fluxo permeado durante a
ultrafiltracdo (Tabela 5). Esta condicdo torna o0 processo mais
econdmico porque demanda menor gasto energético, preservando-se,
ainda, as caracteristicas e propriedades nutricionais do produto.

Verificou-se, também, como esperado, uma redugdo de fluxo

permeado com 0 aumento da pressdo osmética do soro, em funcédo de
sua concentragao.
A Figura 12 mostra os fluxos de permeacdo do soro nas 17 condicOes
experimentais testadas com o primeiro planejamento DCCR 2%, sendo
possivel observar a reducdo de fluxo permeado em relacdo ao tempo,
identificando os momentos de formagdo da polarizacéo de concentrago
e fouling.
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Figura 12 - Fluxos permeados do soro nas condigbes experimentais
determinadas pela matriz experimental do primeiro DCCR 2°.
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Em funcdo de o delineamento experimental utilizar somente
uma triplicata de pontos centrais, a andlise estatistica dos efeitos
absolutos foi realizada por SS residual, distribuindo estatisticamente o0s
erros nos 17 ensaios experimentais e ndo somente nas triplicatas dos
pontos centrais, como € tradicionalmente realizado.

O maior fluxo permeado inicial obtido na ultrafiltracdo do soro
foi de 52,08 L-h™m? com temperatura de 51,8 °C, pressao de 2 kgf-cm™
e 0,489 m*h™. O fluxo permeado obtido foi 38% inferior ao fluxo
inicial obtido quando utilizada agua pura como fluido, que foi de 84
L-h™m?. A reducdo observada justifica-se pela presenca de sélidos na
corrente de alimentagdo, criando uma camada polarizada na superficie
da membrana e/ou bloqueando poros.

Observa-se na Figura 12 que a membrana apresentou redugdo
média inicial de fluxo permeado nos primeiros dez min de operagéo de
aproximadamente 46,1%, reducdo obtida pelo aumento da concentracdo
de sdlidos préximos a superficie da membrana. Esta alteracdo da
concentracdo de solidos é também citada por Constenla e Lozano (1997)
como polarizagdo de concentracdo, ou seja, um aumento localizado da
concentracdo de compostos rejeitados na superficie da membrana devido
ao transporte convectivo de solutos.

A polarizagdo por concentracdo é um fendmeno de reducdo
imediata de fluxo. Este fenbmeno pode ser minimizado com o aumento
da vazdo de alimentacdo. Quando a concentracdo de solutos préoximos a
superficie da membrana é maior do que no seio da solugdo, ocorre um
movimento difusivo deste soluto no sentido de retornar ao seio da
solucdo, gerando um equilibrio do sistema, provavelmente devido a
diferenca de pressdo osmética.

Observa-se ainda, na Figura 12, que o ensaio 10 apresentou
queda de fluxo inicial mais acentuada. Neste ensaio, trabalhou-se a
temperatura de 52 °C, sendo esta a maior temperatura utilizada no
experimento. Segundo Metsamuuronen e Nystrém (2009), temperaturas
acima de 50 °C favorecem a agregacdo térmica da fracdo de
a-lactoalbumina presente no soro e a precipitacdo de fosfato de calcio na
superficie da membrana. Os autores, ultrafiltrando soro, observaram
gueda inicial de fluxo de 65,3% nos primeiros min de ultrafiltragdo em
membranas de poli(éter-sulfona) com massa molar de corte de 50.000
g-mol™, equivalentes & utilizada neste estudo. Temperaturas mais altas
também reduzem a viscosidade do soro, aumentando a velocidade com
que o fluido é direcionado do seio da solucdo em direcdo a membrana,
aumentando sua permeacdo inicial e consequentemente o arraste de
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solutos em direcdo a membrana, acelerando a polarizacdo de
concentracao.

Cheryan (1998b), em estudos com ultrafiltragdo do soro de
queijo, observou queda de fluxo permeado com o0 aumento da
temperatura de operacdo de 10 para 30 °C, devido a insolubilizacdo e
precipitacdo de fosfatos de calcio. Porém, com o aumento da
temperatura para acima dos 30 °C o fluxo aumentou. Segundo o autor,
0s beneficios da baixa viscosidade e alta difusividade do soro em
temperaturas acima de 30 °C compensaram a queda de fluxo gerada pela
incrustacdo de sais de célcio.

Bassetti (2002) afirma que, em ultrafiltracdo com escoamento
tangencial, a polarizacdo de concentracdo depende das condicOes
hidrodindmicas do escoamento da solucdo a ser filtrada, pois quanto
maior a velocidade de escoamento tangencial, menor a intensidade da
polarizacdo por concentracdo, ja que o arraste das particulas polarizadas
permite maior permeacéo do solvente.

Bronstein e Monte Alegre (1998), utilizando permeado de soro
de queijo parmesdo obtido por ultrafiltracdo através de membrana de
polissulfona, observaram 30% de reducdo de fluxo nos primeiros 5 min
de ultrafiltracdo devido a polarizacdo por concentracdo. Este
comportamento também foi observado neste estudo e pode ser
visualizado na Figura 12.

Outro fator evidenciado na Figura 12 é o fouling, fendbmeno
geralmente irreversivel, responsavel pela colmatagdo da membrana,
geralmente provocado pela presenca de proteinas e gordura que
contribuem com a queda do fluxo permeado (METSAMUURONEN;
NYSTROM, 2009).

Quando a membrana apresenta tamanhos de poros muito
préximos aos dos didmetros dos solutos, a colmatacdo é favorecida,
bloqueando o0s poros ou interando-se com eles, reduzindo-os
parcialmente ou alterando sua seletividade. O acimulo de particulas
coloidais ou macromoléculas nos poros ou na superficie da membrana, e
a possivel cristalizacdo e/ou precipitacdo de solutos que atravessam 0s
poros, geram o fouling (BASSETT]I, 2002).

A andlise estatistica ndo identificou efeito significativo (p<0,05)
da variacdo da pressdo, vazdo de alimentacdo e temperatura em relagdo
ao percentual de reducdo de fluxo permeado. A redugdo de fluxo
permeado observada na Figura 12 ocorreu em fungdo da polarizagdo de
concentracdo e/ou colmatacdo da membrana e ndo em funcdo da
variagdo das condicOes experimentais testadas. Porém, foi possivel
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observar efeito significativo da temperatura e pressao transmembrana na
manutencao do fluxo permeado final.

No ensaio 8 da Tabela 5 obteve-se 0 maior fluxo permeado
final quando utilizou-se temperatura de 45 °C, pressdo de 3,0 kgf:em™ e
vazdo de alimentacdo de 0,580 m*h™. A temperatura de 45 °C
provavelmente diminuiu a viscosidade do soro sem desnaturar suas
proteinas. A vazéo de alimentacéo de 0,580 m*h™ levou a um aumento
da turbuléncia no sistema, contribuindo para a reducdo da polarizacdo de
concentracao, permitindo a manutencao das taxas de permeacao.

Os efeitos das varidveis em estudo e suas relagbes com o fluxo
permeado final foram avaliados utilizando-se andlise de variancia
(ANOVA). O resultado da andlise de varidncia referente ao fluxo
permeado pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6 - Andlise de variancia (ANOVA). Fluxo permeado final dos ensaios
experimentais de ultrafiltracdo (DCCR 2°). Sendo L: linear e Q: quadratica.

Variaveis SS GL MS Fearc p-valor

Temperatura (L) 63,5703 1 63,5703 23,8203  0,0018
Temperatura (Q) 51,5478 1 51,5478 19,3153 0,0032
Pressao (L) 302,8043 1 302,8043 113,4630  0,0000
Presséo (Q) 0,0832 1 0,0832 0,0312 0,8649
Vazio de Aliment. (L) 2,4681 1 2,4681 0,9248 0,3682
Vazdo de Aliment. (Q) 118,1442 1 118,1442 44,2695  0,0003
Interacdo variavel 1e 2 (L)  1,9602 1 1,9602 0,7345 0,4198
Interacdo variavel 1e 3 (L)  5,0562 1 5,0562 1,8946 0,2111
Interacdo variavel 2e 3 (L)  2,4642 1 2,4642 0,9234 0,3686

Erro puro 18,6812 7 2,6687

Total 555,5232 16

O quadro de ANOVA da Tabela 6 apresenta valores de p-valor
inferiores a 0,05 para a varidvel temperatura (linear e quadratica),
pressdo (linear) e vazdo de alimentacdo (quadratica). Os valores de F
calculado (F.ac) presentes na Tabela 6 sdo superiores ao valor de F
tabelado (Fw,) para experimentos desta natureza, que é de 3,23
(RODRIGUES; IEMMA, 2005; VIEIRA, 2006; BARBETTA; REIS;
BORNIA, 2009). Toda vez que 0 F¢ for maior que o Fy, rejeita-se a
hipotese de que os efeitos das variaveis independentes sobre a resposta
sdo iguais, validando a diferenca significativa (p<0,05) (VIEIRA, 2006).
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Observa-se na Figura 13 o0s efeitos das varidveis que
apresentaram significancia (p<0,05).
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Efeitos Absolutos
Figura 13 - Gréfico de Pareto com anélise dos efeitos absolutos das variaveis
temperatura, pressdo e vazdo de alimentacdo, e suas relagbes com o fluxo
permeado final.

Constata-se que o efeito de interacdo entre as variaveis
estudadas ndo foi significativo (p<0,05) em relacdo ao fluxo permeado
final. O efeito indica o quanto cada fator influenciou na resposta
estudada, para o parametro linear. O efeito positivo indica que o
aumento da variavel provoca um aumento no fluxo permeado final.

As premissas da anélise de variancia foram satisfeitas, pois a
distribuicdo dos residuos é normal sem a presenca de outliers, validando
os resultados da andlise de variancia observados na Tabela 6.

A Figura 14 apresenta a superficie de resposta demonstrando
graficamente a influéncia da pressdo e temperatura de operagéo no fluxo
permeado final do soro obtido por ultrafiltracdo até FC= 3.
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Figura 14 - Superficie de resposta do fluxo permeado final obtido na
ultrafiltracdo do soro de queijo.

Observa-se na Figura 14 que os melhores resultados de fluxo
permeado final foram obtidos em temperaturas acima de 40 °C e
pressdes superiores a 2,5 kgfem™, restritas as limitagdes térmicas e
mecénicas do modulo de membranas utilizado. A influéncia da
temperatura no fluxo permeado final também é devida a diminuigdo da
viscosidade do soro, pois a parcela de gordura presente possui ponto de
fusdo em torno de 29 °C. A influéncia da temperatura acima de 40 °C no
fluxo permeado também foi observada por Metsamuuronen e Nystrém
(2009). Além disso, a temperatura de operacdo afeta a mobilidade das
cadeias poliméricas da membrana, tornando o material polimérico mais
flexivel (BARROS, 2002; GOOSEN et al., 2002), contribuindo com a
manutencdo do fluxo permeado. J4 a variacdo linear da vazdo de
alimentacdo (L) ndo apresentou influéncia significativa (p<0,05) no
fluxo permeado final, 0 que pode ser observado na Tabela 6 e Figura 13.

Com base nos resultados apresentados, define-se como melhor
condicdo para ultrafiltracdo do soro no médulo de membranas utilizado
no estudo, objetivando fluxos permeados finais, a temperatura de 45 °C,
pressdo de 3,0 kgf:em™ e vazéo de alimentacdo de 0,580 m*h™.
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Observa-se na Tabela 7 que menores pressGes apresentaram
maior retencéo de proteina. Acredita-se que em pressdes elevadas ocorra
deformacdo da molécula de proteina (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006) ou reducdo do tamanho dos poros em fungdo da
compactacdo da membrana. A reducdo media obtida no teor de proteina
no permeado em relagdo ao soro inicial foi de 36,30% (+8,71),
aumentando a relacdo proteina/lactose na corrente concentrada e
diminuindo esta relacdo na corrente permeada, conforme observado na
Tabela 8. Ressalta-se que a ultrafiltracdo realizada neste estudo teve
como objetivo a reducdo proteica na corrente permeada.

A Tabela 8 também mostra o percentual de variagdo média da
relagdo proteina/lactose na corrente concentrada de 44,84% (+17,87),
até um FC= 3. A pressdo, temperatura e vazdo de alimentacdo
apresentaram efeito significativo (p<0,05) no percentual de variagdo da
relagdo proteina/lactose, sem efeito de interacdo entre as varidveis.

Tabela 8 - Relagéo proteina/lactose (Rp, ) das correntes de alimentag&o,
permeada e concentrada. Percentual de reducdo da relacdo proteina/lactose
calculados pela Equacdo 4.

Ensaios RpL Rp/L Rp/L % Variagdo Rp;_ % Variagéo
Experimentais (Alim.) (Conc.) (Perm.) (Conc.) Rpy (Perm.)
1 0,20 0,32 0,10 63,95 51,76
2 0,18 0,29 0,13 57,73 70,84
3 0,18 0,22 0,16 22,05 89,84
4 0,20 0,28 0,14 41,66 73,10
5 0,18 0,25 0,13 40,32 73,42
6 0,18 0,29 0,11 60,50 63,19
7 0,18 0,23 0,15 29,74 83,99
8 0,18 0,22 0,14 20,92 78,83
9 0,18 0,24 0,16 32,14 86,89
10 0,18 0,24 0,14 36,86 77,12
11 0,18 0,31 0,12 70,22 65,03
12 0,19 0,25 0,14 30,89 69,41
13 0,18 0,23 0,15 27,35 82,64
14 0,19 0,27 0,16 38,80 80,47
15 0,22 0,33 0,16 47,53 71,92
16 0,20 0,32 0,12 60,25 61,21
17 0,19 0,34 0,14 81,37 75,77
Média 0,19 0,27 0,14 44,84 73,85

S (3) 001 004 0,02 17,87 9,88
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A corrente concentrada provavelmente reteve as fragOes
proteicas de BSA (69.000 gmol™), imunoglobulinas (150.000 -
1.000.000 g'mol™), lactoferrina (78.000 g:mol™) e lactoperoxidase
(89.000 g'mol™), permeando as fragdes de o-lactoalbuminas (14.100
g'mol™), PB-lactoglobulinas (18.400 g'mol™) e caseinomacropeptideos
(7.000 gmol’) (SGARBIERI, 1995; METSAMUURONEN;
NYSTROM, 2009). Segundo Aimutis (2004), o soro de queijo possui
em sua composicdo proteica: 20% de a-lactoalbuminas, 50% de
B-lactoglobulinas, 10% de albumina do soro bovino (BSA), 10% de
imunoglobulinas e 10% de proteases e peptonas.

A retencdo das fracBes proteicas de BSA, imunoglobulinas,
lactoferrina e lactoperoxidase na corrente concentrada, todas com massa
molar superior a 50.000 g-mol™ (massa molar de corte da membrana
utilizada), justifica o aumento médio de 44,8% (+ 17,9) na relacdo
proteina/lactose da corrente concentrada. O desvio padrdo observado
nos dados da Tabela 8 referentes ao percentual de variacdo na relagdo
proteina/lactose é devido a influéncia da pressdo na permeacdo de
proteinas com massa molar aproximada a massa molar de corte da
membrana, pois no experimento utilizou-se pressdes entre 0,3 a 3,7
kgfcm'z.

As fragdes a-lactalbumina e B-lactoglobulina representam
aproximadamente 70% da composicdo proteica do soro (AIMUTIS,
2004; ATRA et al., 2005), ambas com massas molares inferiores a
50.000 g'mol™. Estas duas fracdes proteicas acrescidas da fracdo de
caseinomacropeptideos justificam a permeacdo média de 64% (+ 0,09)
(CR=0,36) de proteinas, obtida nos 17 ensaios experimentais do estudo.

Segundo Habert, Borges e Nobrega (2006), a baixa
concentracdo de soluto na corrente de alimentacdo, sua fraca interacéo
com a membrana, elevado nimero de Reynolds e baixos fluxos de
permeacdo, sdo os principais fatores que contribuem para obtencéo de
bons resultados de rejeicdo parcial de compostos nha corrente
concentrada. Os autores salientam que moléculas de mesma massa
molar e naturezas diferentes podem apresentar caracteristicas distintas
além da variagdo de forma, flexibilidade e intera¢cdo com a membrana.

Na Tabela 9 observa-se os coeficientes de rejeicdo, calculados
com a Equacdo 5, dos componentes do soro nas 17 condicbes
experimentais definidas pela matriz do planejamento DDCR 2°.
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Tabela 9 - Coeficientes de rejeicdo (CR) de sélidos totais, proteinas e lactose
presentes no soro utilizando membrana de ultrafiltracdo até FC= 3.

Ensaios Experimentais CR (Soélidos Totais) CR (Proteinas) CR (Lactose)

1 0,24 0,56 0,15
2 0,21 0,39 0,15
3 0,12 0,21 0,12
4 0,17 0,36 0,12
5 0,17 0,37 0,14
6 0,18 0,45 0,12
7 0,12 0,26 0,12
8 0,18 0,34 0,17
9 0,20 0,26 0,14
10 0,16 0,38 0,20
11 0,22 0,44 0,14
12 0,17 0,41 0,14
13 0,15 0,28 0,13
14 0,17 0,30 0,13
15 0,22 0,40 0,16
16 0,17 0,45 0,10
17 0,13 0,31 0,09
Média 0,17 0,36 0,14
S (%) 0,04 0,09 0,02

A retencdo de sélidos na corrente concentrada de ultrafiltracdo
observada na Tabela 9 permite seu reaproveitamento, pois segundo
Skelton (2000), a corrente concentrada do soro rica em proteinas e
gordura pode ser utilizada em substituicdo parcial da matéria prima
lactea, reduzindo o volume de efluentes. Salienta-se que a legislagdo
brasileira permite a adicdo de sélidos de origem lactea no fabrico de
produtos como doce de leite e leite condensado (BRASIL, PORTARIA
354/1997).

Também foi monitorada a reducdo de células somaticas (CCS)
do soro submetido a ultrafiltracdo, pois sua presenca é um indicativo de
mastite no leite bovino e, consequentemente, no soro de queijo. Pode-se
observar na Tabela 10 que a corrente permeada de ultrafiltracdo
apresentou uma reducdo média de 54% (+18) na CCS.
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Tabela 10 - Composicéo e coeficiente de rejeicdo na CCS-mL™ em permeado
do soro ultrafiltrado.

CCS CCS CCS

Expi';‘is;':rftais (x1000-mL™)  (x1000mL™)  (x1000-mL™) ((:gs)
(Alimentacdo) (Concentrada) (Permeada)

1 25 44 4 0,84

2 23 34 7 0,70
3 20 25 12 0,40
4 15 22 7 0,53
5 26 41 14 0,46
6 26 49 11 0,58
7 24 30 15 0,38
8 36 54 32 0,11
9 17 25 9 0,47
10 48 53 20 0,58
11 25 41 8 0,68
12 28 29 8 0,71
13 26 32 13 0,50
14 24 26 9 0,63
15 81 116 55 0,32
16 13 16 3 0,77
17 21 40 11 0,48
Média 28,12 39,82 14,00 0,54
S (2) 15,79 22,51 12,51 0,18

A Tabela 10 também mostra que a ultrafiltracdo em baixa
pressdo (1 kgf:em™), temperatura de 25 °C e vazéo de alimentacéo de
0,398 (m*h™), reduziu até 84% a CCS do soro. Segundo Mazal (2005),
a reducdo de CCS contribui para a manutencdo do perfil de textura dos
derivados lacteos elaborados a base de leite e/ou soro de queijo, nao
alterando sua qualidade sensorial tipica, justificando a utilizacdo da
ultrafiltracdo como pré-tratamento do soro enviado a fabricacdo de
derivados lacteos como é o caso da bebida lactea e ricota.

Altos teores de células somaticas (>200.000-mL™) aumentam a
protedlise das fracBes proteicas a e B, ou seja, das fracbes proteicas
hidrossollveis presentes no soro (MAZAL, 2005), dificultando sua
retengdo por processos de separacdo com membranas. Da mesma forma
que a ultrafiltracdo pode ser utilizada para reduzir a CCS, melhorando a
qualidade do soro de queijo, a eficiéncia do processo de separa¢do pode
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ser prejudicada pelas altas taxas de CCS. Os processos de separacao,
dentre eles a ultrafiltracdo, podem ser uma alternativa para a melhoria da
qualidade do soro, porém, isso ndo elimina a necessidade dos cuidados
higiénicos com a producéo, obten¢do e processamento do leite utilizado
na obtencdo do soro, fato que apds a publicacdo da Instrucdo Normativa
n° 51/02 tornou-se necessidade compulsoria.

Com a ultrafiltragdo foi possivel obter corrente permeada com
reduzida carga proteica, diminuindo a quantidade de sélidos suspensos,
permitindo que este soro de queijo possa ser utilizado como meio de
cultivo para crescimento de E. coli recombinante na produgédo de PHAS,
Cuja proposta compde a segunda parte deste estudo.

Utilizando a ultrafiltracdo na reducdo proteica do soro de
gueijo, obteve-se também uma reducdo média de 40,28% na DQO,
ainda insuficiente para envio a corpos receptores, com DQO final de
40,54 mg'L™ (+1,03). Segundo Brido e Tavares (2007), a moderada
reducdo na DQO das correntes permeadas de ultrafiltracdo deve-se a
permeacdo de mais de 70% da lactose presente na corrente de
alimentagdo. Assim, a ultrafiltracdo ndo se mostrou uma solucdo
definitiva para o tratamento de rejeitos de queijaria, mas uma opg¢éo para
a reducdo da carga organica do efluente.

4.1.3 Ensaios de nanofiltracéo

Conforme descrito no capitulo 3, o soro de queijo tipo minas
frescal também foi submetido a tratamento com membrana de
nanofiltracdo. A utilizacdo da nanofiltracdo teve como objetivo a
obtencdo de corrente concentrada com teores de lactose superiores a
41,5 g-L* (+0,12) (p/v) utilizando soro de queijo sem prévio tratamento,
e corrente permeada com teores de lactose inferiores a 10,0 g-L™ (m/v),
permitindo a utilizacdo da corrente concentrada como meio de cultivo
para producdo de PHAS e corrente permeada com baixa DQO para ser
enviada a corpos receptores.

4.1.3.1 Caracterizagdo das membranas de nanofiltracdo

Apo6s limpeza prévia com 4agua, determinou-se o fluxo
permeado de &gua pura a diferentes pressdes. Os ensaios seguiram o
mesmo protocolo realizado com a membrana de ultrafiltracdo e os
resultados podem ser observados na Figura 15.
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Fluxo Permeado (L-h*-m?)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Pressdo (kgf-cm?)

Figura 15 - Fluxo permeado de nanofiltracdo utilizando &gua pura em
diferentes pressdes por periodo de 10 min.

A Figura 16 apresenta o comportamento do fluxo permeado
com agua ao longo de 60 min de nanofiltracdo em temperatura de 35 °C,
vazdo de alimentagio de 0,489 m*h™ e diferentes pressoes
transmembrana (3, 5 e 7 kgf:em).
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Figura 16 - Fluxo de permeagdo de agua em membrana de nanofiltragéo.
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Observa-se que o fluxo permeado se manteve estavel, sem
influéncia da compactagdo da membrana, comportamento também
evidenciado na membrana de ultrafiltracdo (Figura 11).

4.1.3.2 Avaliagdo dos parémetros operacionais da nanofiltragdo no
tratamento do soro

A Tabela 11 apresenta a matriz experimental utilizada nos
experimentos de nanofiltracgdo (DCCR 2°) com os valores de fluxo
permeado e os percentuais de reducdo observados nas diferentes
condicdes experimentais testadas nos estudos de nanofiltracdo com soro.

A Figura 17 ilustra os dados de fluxos obtidos na permeacéo do
soro nas 17 condicOes experimentais testadas com o delineamento,
sendo possivel observar a reducdo de fluxo permeado, identificando os
momentos de formacao da polarizagdo por concentragdo (entre 0 a 5 min
de operacéo) e fouling (entre 5 e 45 min de operacéo).
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Figura 17 - Fluxos de permeacdo das condicOes experimentais determinadas
pela matriz do segundo DCCR 2 - Nanofiltragéo.

A reducdo de fluxo permeado em processos de separacdo
observada na Tabela 11 e Figura 17, utilizando-se membranas de
nanofiltracdo, pode ser causada pela adsorcdo de proteinas,
potencializada pelo efeito eletrostatico entre as proteinas do soro e a
superficie da membrana (MARSHALL; DAUFIN, 1995), criando uma
resisténcia ao fluxo de permeacéo (RICE et al., 2009).

Observa-se na Figura 17 que ap6s 60 min de operacdo iniciou-
se a concentracdo do soro de queijo (sem reciclo de permeado),
identificando-se uma expressiva queda de fluxo permeado. A queda é
justificada pelo aumento da concentragdo de sélidos na corrente de
alimentacdo, provavelmente aumentando a pressdo osmotica da solucédo
e, consequentemente, a polarizacdo de concentracdo de proteinas,
residuos de gordura e lactose na superficie da membrana. Pode também
ter ocorrido precipitacdo de ions célcio devido a solubilidade ser
excedida, formando incrustacbes nos poros da membrana. Nos
derivados lacteos, a presenca de fosfato de calcio é a maior
preocupacdo, devido a supersaturacdo na fase aquosa do leite e pela
solubilidade diminuir com o aumento da temperatura (MARSHALL;
DAUFIN, 1995; POULIOT, 1995). A precipitacdo de sais de célcio
também esta relacionada ao pH elevado das solugdes, sugerindo, para
escalas industriais, a utilizacdo de pH baixo e temperaturas amenas,
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evitando a incrustacéo de fosfatos de célcio e quedas bruscas no fluxo de
permeacdo (BOERLAGE et al., 1999; LEE; KIM; LEE, 1999).

Rice et al. (2009) observaram pequena precipitacdo de sais de
calcio em nanofiltracdo de soro de queijo utilizando temperatura de 30
°C e pH 6,9, com menor queda de fluxo do que em operacBes com
temperaturas mais elevadas (50 °C). Essa incrustagdo se demonstrou
dificil de ser removida sem agentes de limpeza quimica, por formar
massas de cristais mais fortemente ligadas a superficie da membrana. Os
autores também observaram que temperaturas acima de 30 °C com pH
baixo sdo recomendadas para processos de separagdo de soro de queijo
com membranas de nanofiltracdo. Segundo os autores, altas
temperaturas favorecem a queda inicial de fluxo, porém, a reducéo da
permeacdo reduz o arraste de solutos em direcdo a membrana, fazendo
com que alguns solutos sejam capazes de se difundir no seio da solugéo,
levando a um aumento do fluxo permeado. Segundo os autores, este
fendmeno ocorre exclusivamente em nanofiltragdo e osmose inversa, em
gue a capacidade de reter ions contribui fortemente para os efeitos da
pressdo osmatica.

Butylina, Luque e Nystrom (2006) observaram aumento do
fluxo permeado final em membranas de nanofiltragdo quando
submetidas a filtragcdo de soro de queijo com pH 9,5, sugerindo que em
pH alcalino possa ocorrer um discreto alargamento dos poros da
membrana, aumentando o fluxo de permeacéo, com pequena alteragcdo
em sua seletividade. Cabe salientar que se o presente estudo fosse
conduzido em sistema de batelada alimentada e/ou em reator com
alimentacdo continua, 0 aumento da pressdo osmdtica na corrente de
alimentacdo ocorreria a uma menor taxa e provavelmente ndo seria
detectada a queda acentuada de fluxo observada na
apos os 60 min de filtracdo.

Para avaliar a influéncia da temperatura, pressdo e vazdo de
alimentagcdo na manutencdo fluxo permeado final, utilizou-se a analise
de variancia (ANOVA), cujo resultado pode ser observado na Tabela 12.



95

Tabela 12 - Analise de variancia (ANOVA). Fluxo permeado final dos ensaios
experimentais de nanofiltracdo (DCCR 2°). Sendo L: linear e Q: quadratica.

Variaveis SS GL MS Fearc p-valor

Temperatura (L) 21.2190 1 21.2190 7.3880  0.0299
Temperatura (Q) 1.4796 1 1.4796 0.5152  0.4961
Pressdo (L) 60.1856 1 60.1856 20.956  0.0026
Presséo (Q) 7.3958 1 7.3958 25750 0.1526
Vazdo de Alimentacdo (L)  3.2136 1 3.2136 1.1189  0.3253
Vazdo de Alimentagdo (Q)  0.3202 1 0.3202 0.1115  0.7482
Interagao o lavel1e2 50200 1 259200 90248  0.0198
Interacdo variavel 1e 3 (L) 12.1032 1 12.1032 42141  0.0792
Interacdo variavel 2e 3 (L)  4.1472 1 4.1472 1.4440  0.2686

Erro puro 20.1045 7 2.8721

Total 154.4870 16

A influéncia das variaveis no fluxo permeado final também &
ilustrada no grafico de Pareto da Figura 18.
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Figura 18 - Gréafico de Pareto dos efeitos absolutos das varidveis no fluxo

permeado de nanofiltracéo.
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O efeito da temperatura na manutencdo do fluxo final
observado na Tabela 12 e Figura 18 é devido a reducdo da viscosidade
do soro de queijo. Altas temperaturas reduzem a viscosidade do soro,
neutralizando parcialmente a queda de fluxo causada pelo efeito da
insolubilizacdo e incrustacdo dos sais de calcio. Porém, ressalta-se que
temperaturas entre 10 e 50 °C favorecem atividades microbianas durante
a filtragdo (RICE et al., 2009).

Romén et al. (2011), em estudos com soro de queijo,
constataram também relacdo linear entre o aumento da pressdo
transmembrana utilizada como forca motriz e o fluxo permeado até 20
kgf-cm? de pressdo em algumas faixas de temperatura. Os autores
obtiveram seus melhores resultados de fluxo permeado em temperaturas
de 40 °C, pressdo de 20 kgf-cm™ e vazdo de alimentagdo de 700 L-h,
validando a influéncia significativa da pressdo transmembrana no
aumento de fluxo permeado, fato confirmado neste estudo pela anélise
de variancia (Tabela 12) e grafico de Pareto (Figura 18). Os autores
observaram que 0 aumento da pressdo osmotica da corrente de
alimentagdo devido & concentragdo de sélidos até FC= 4, aliado a
colmatacdo da membrana, fez com que em 12 horas de nanofiltracdo o
fluxo permeado se reduzisse a zero, inviabilizando o processo de
separacao apds este periodo. Desta forma, sugere-se que a nanofiltracdo
seja utilizada para concentracdo de lactose e proteinas do soro de queijo
até FC= 3, utilizando pressées de até 20 kgf-cm™.

4.1.3.3 Caracterizagdo fisico-quimica das correntes obtidas na
nanofiltracéo do soro

Observou-se que a redugdo média de 59,63% na concentragio
de solidos sollveis (°Brix) na corrente permeada e a retencdo de
componentes organicos pela membrana, reduziu a DQO da corrente
permeada em até 88,06% (+2,34) com DQO final de 7,66 mg-L™ (+1,5).
Mesmo com DQO acima do limite toleravel para o envio a corpos
receptores, o permeado do soro de queijo ap6s a nanofiltracdo
apresentou reducdo meédia de 77% (+0,08) em sua composi¢do proteica
e 0,68% (£0,15) de lactose.

O objetivo da utilizagdo da nanofiltracdo no presente estudo foi
concentrar a fracdo de lactose, obtendo uma corrente permeada com o
menor percentual de sélidos possivel e com baixa DQO. Desta forma, a
Tabela 13 apresenta os valores percentuais dos componentes solidos das
correntes de alimentacdo, permeadas e concentradas, obtidas nos ensaios
de nanofiltragdo do soro.
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Observa-se, na Tabela 13 que nas pressdes 7 e 8,37 kgf-cm?,
operando em baixas temperaturas (25 e 35 °C, respectivamente)
obtiveram-se as menores taxas de permeacéo de lactose, provavelmente
influenciadas pela polarizacdo de concentracdo préxima aos poros da
membrana. O aumento da pressao transmembrana favorece o transporte
de solutos do seio da solucdo em diregdo a superficie da membrana,
aumentando a camada polarizada e, consequentemente, diminuindo o
fluxo permeado e a permeacdo de alguns compostos que seriam
permeados, como é o caso da lactose (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006), pois a membrana de nanofiltragdo utilizada no
estudo apresenta massa molar de corte médio entre 150 a 300 g-mol™,
muito préximo & massa das moléculas de lactose (342,3 g-mol™).
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Na determinacdo do tamanho médio de poro da membrana,
deseja-se que, no minimo, 95% dos poros apresentem diametros abaixo
do ponto molar de corte estabelecido, permitindo a permeacdo de parte
dos componentes que se deseja rejeitar. Fatores como temperatura e
pressdo podem causar deformacdo nas moléculas de proteinas alterando
sua forma e capacidade de interagdo com a membrana, facilitando a
permeacgdo e/ou gerando micelas que bloqueiam os poros, reduzindo o
fluxo permeado (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

A Tabela 14 mostra a relacdo proteina/lactose e 0s Os
dados referentes a relacdo proteina/lactose apresentaram amplitude de
até 356,06%, ou seja, o coeficiente de rejeicdo da membrana de
nanofiltracdo para as fragcbes de proteina e lactose foi influenciado
diretamente pela alteracdo da pressdo, vazdo de alimentagdo e
temperatura. Porém, devido a essa influéncia ndo ser linear, ndo se
constatou influéncia estatisticamente significativa (p<0,05).

Tabela 15 apresenta o coeficiente de rejeicdo das diversas correntes de
alimentacgdo, permeadas e concentradas, do estudo.

Tabela 14 - Relag&o proteina/lactose das correntes de alimentacdo, permeada e
concentrada. Percentual de reducdo da relagdo proteina/lactose calculados pela
Equacdo 4.

Ensaios Rpi RpiL Repr % Variagdo Rp. % Variagdo Rpy.
Experimentais  (Alim.) (Conc.) (Perm.) (Conc.) (Perm.)
1 0,20 0,38 0,17 89,48 84,29
2 0,18 0,18 0,22 2,86 122,03
3 0,20 0,25 0,12 25,44 58,93
4 0,19 0,19 0,71 3,51 381,35
5 0,21 0,22 0,09 5,88 43,15
6 0,19 0,21 0,11 12,16 57,17
7 0,15 0,20 0,10 33,27 63,72
8 0,18 0,22 0,11 16,49 57,02
9 0,18 0,19 0,21 8,27 119,86
10 0,18 0,26 0,05 41,97 25,29
11 0,17 0,20 0,08 13,91 44,36
12 0,17 0,19 0,32 8,43 186,48
13 0,18 0,20 0,12 10,90 65,18
14 0,18 0,20 0,10 14,75 58,99
15 0,17 0,19 0,12 12,15 68,51

[y
[o)]

0,18 0,18 0,15 5,61 83,88
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17 018 020 011 11,35 60,76
Média 018 022 017 18,61 93,00
S (3) 001 005 015 21,04 83,37

Os dados referentes a relacdo proteina/lactose apresentaram
amplitude de até 356,06%, ou seja, o coeficiente de rejeicdo da
membrana de nanofiltracdo para as fracdes de proteina e lactose foi
influenciado diretamente pela alteragdo da pressdo, vazdo de
alimentacdo e temperatura. Porém, devido a essa influéncia ndo ser
linear, ndo se constatou influéncia estatisticamente significativa
(p<0,05).

Tabela 15 - Coeficientes de rejeicdo (CR) de solidos totais, proteinas e lactose
presentes no soro utilizando membrana de nanofiltracéo.

Ensaios Experimentais CR (S¢lidos Totais) CR (Proteinas) CR (Lactose)

1 0,52 0,53 0,45
2 0,88 0,80 0,84
3 0,95 0,81 0,68
4 0,99 0,70 0,96
5 0,82 0,86 0,68
6 0,97 0,87 0,77
7 0,92 075 0,60
8 0,93 0,79 0,62
9 0,98 0,73 0,78
10 0,83 0,82 0,28
11 0,94 0,84 0,63
12 0,99 0,69 0,84
13 0,95 0,79 0,68
14 0,93 0,77 0,60
15 0,96 0,80 072
16 0,97 0,79 075
17 0,95 0,80 0,68
Média 0,91 0,77 0,68
S (%) 0,11 0,08 0,15

Comportamentos ndo lineares geram erros experimentais
estatisticamente altos, ndo sendo possivel detectar linearidade nos
comportamentos das variaveis independentes, que no caso do
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experimento eram temperatura, pressdo e vazdo de alimentacdo.
Salienta-se que esse fato ndo inviabiliza a andlise dos resultados
individuais de cada ensaio experimental realizado no delineamento
proposto (DCCR 2°).

A membrana de nanofiltracdo reteve integralmente as células
somaticas (CCS) presentes na corrente de alimentacdo apresentando um
coeficiente de rejeicdo médio igual a 1,0. Nao foi possivel obter uma
condicdo otimizada de processo para 0s coeficientes de rejeicdo da
membrana de nanofiltragdo em relacdo aos teores dos demais
componentes s6lidos (s6lidos totais, proteinas e lactose). A influéncia de
diversos fatores como temperatura, viscosidade, interacbes com a
membrana, deformacdo das moléculas presentes e a colmatacdo da
membrana dificultam a obtengdo de uma condigdo operacional ideal
para a nanofiltracdo do soro de queijo. A condi¢do operacional ideal de
cada variavel estudada se apresentou dependente das demais.

Com base nos resultados experimentais, observa-se: que o
melhor resultado de fluxo permeado final estabilizado foi obtido em
temperatura de 45 °C, pressdo de 7 kgf-cm™ e vazéo de alimentagéo de
0,580 m>h* (ensaio 8 da Tabela 11); que menores temperaturas
geraram percentuais maiores de queda de fluxo e que o ensaio que
concentrou o maior percentual de lactose utilizou o maior valor de
pressdo do estudo, 8,39 kgf-cm™.

Desta forma, a nanofiltracdo também ndo se mostrou uma
solucdo definitiva para o tratamento de rejeitos de queijaria, mas uma
opcéo para a reducdo de 88,06% (+2,34) de sua DQO e uma alternativa
para a concentracdo dos compostos sélidos presentes no soro de queijo,
concentrando lactose até 80,8 g-L™. Salienta-se que Brido e Tavares
(2007), em estudos com soro de queijo, obtiveram reducdo de 75,56%
na DQO utilizando membranas com tamanho médio de poro de 5.000 a
8.000 g-mol™. Os autores também observaram que a presenca de
proteina nas paredes internas dos poros da membrana reteve
aproximadamente 30% da lactose presente, mesmo com massa molar
inferior ao tamanho do poro da membrana.

4.1.4 Limpeza do moédulo de ultrafiltracéo e nanofiltracao

Quando o fluxo permeado atinge um limite inviavel sob o ponto
de vista operacional, é necessaria a reversdo da reducéo de fluxo através
de limpeza CIP, o que em ultrafiltracdo com soro de queijo ocorre em
poucas horas de permeacao.
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Para a limpeza CIP da unidade de ultrafiltracdo utilizou-se o
protocolo sugerido por Kazemimoghadam e Mohammadi (2007), com
modificac&o na redugdo da concentragdo da solugdo 4cida para 0,3 g-L™.
O moédulo de membranas foi limpo com &gua destilada e solugdes
alcalina e acida. Diversas condi¢fes foram testadas até a obtencdo de um
protocolo aceitavel.

Durante os procedimentos de limpeza, dificuldades de retorno
de fluxo eram constantes. As provaveis formacgdes de micelas de
proteinas causadas pelas altas temperaturas de ultrafiltracdo, a provavel
cristalizacdo dos sais de célcio presentes no soro de queijo e as
restricGes técnicas da membrana (pH entre 2 e 9, temperatura até 55 °C
e pressdo de até 4 kgf-cm™) dificultaram o processo de limpeza.

A Figura 19 ilustra o retorno de fluxo obtido durante a limpeza
CIP na membrana de ultrafiltracdo apds a concentragdo do soro. Com o
protocolo utilizado, ndo se obteve retorno total de fluxo permeado, fato
justificado pela provavel presenca do fouling por blogueio interno.

90
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0

Fluxo Permeado (L-m2h)

Membrana nova
Fluxo inicial
Membrana suja

Limpeza com &gua - 30 min
Limpeza com agua - 60 min
Limpeza com agua - 60 min

Limpeza com &cido 30 min + 4gua 15 min
Limpeza com NaOH 30 min + &gua 15 min

Limpeza com NaOH 45 min + agua 15 min
Limpeza com NaOH 30 min + agua 15 min

IlCIP Completo (L-m2-h)

F i m2.
ECiP Parcial (L-m?h) Fases da Limpeza

Figura 19 - Retorno de fluxo permeado através do processo de limpeza CIP da
membrana de ultrafiltracdo. As colunas escuras mostram os resultados de fluxo
permeado obtidos com sistema CIP, utilizando limpeza alcalina e &cida e as
colunas vazadas mostram os resultados obtidos sem a utilizagdo da limpeza
acida.

O processo de limpeza CIP sugerido para produtos de origem
animal com presenca de compostos organicos (proteinas e gordura) e
inorganicos (sais) deve ser precedido com um enxague com agua até a
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obtencdo de fluxo estdvel, momento em que ocorre a remogao parcial
das resisténcias, seguido de lavagem alcalina para saponificacdo da
gordura e remogdo das proteinas, neutralizacdo com agua, lavagem
acida para a remocdo das incrustracbes e enxague final para
neutralizacdo do pH e remocgdo de residuos quimicos.

Como alternativa, testou-se no processo CIP a necessidade da
lavagem 4cida citada no protocolo de limpeza sugerido por
Kazemimoghadam e Mohammadi (2007). Foram realizadas leituras de
fluxo antes e ap6s a limpeza 4cida com &cido nitrico na concentracdo de
0,03 g'L™* (pH 3,0). Os ensaios foram realizados em triplicata.

A membrana de ultrafiltracdo, apds ser utilizada para
concentracdo do soro de queijo, apresentou fluxo médio final
estabilizado de 21,4 m*h™-m? reducéo de 71,42% em relacdo ao fluxo
inicial. Apds enxague com &gua houve remocao da resisténcia ao fluxo
de permeado, calculado com a Equacéo 7, de 9 %.

Um segundo enxdgue com 4gua ndo apresentou aumento na
remocdo das resisténcias em relagdo a um Unico enxague de 30 min.
Dupla limpeza alcalina também néo apresentou diferencas no retorno de
fluxo permeado em relacdo a limpeza alcalina Unica utilizando tempos
de exposicdo de 15 min. Na Figura 19 observa-se que a limpeza &cida
ndo alterou o percentual de recuperagdo de fluxo permeado em relacéo
ao protocolo CIP sem limpeza écida.

Com base nos resultados obtidos nestes experimentos, definiu-
se como protocolo padrdo para limpeza CIP do moédulo de membranas
da unidade de ultrafiltracdo mostrado na Figura 5, quando utilizado o
soro de queijo, a seguinte sequéncia:

e enxague com agua sem reciclo durante 30 min;

e circulagdo com solucdo de NaOH (1%) (volume de 3 litros)
durante 45 min em pressdo de 1 kgf-cm-2, temperatura de 45 °C e vazédo
de alimentacéo de 0,580 m3-h-1; e

e enxdgue com &gua pura sem reciclo por 15 min e/ou até

neutralizagdo de pH (7,0).

Nova limpeza alcalina e eventual limpeza &cida eram realizadas
somente quando ndo se obtinha retorno total de fluxo apés o CIP
sugerido.

Para limpeza da membrana de nanofiltracdo também foi
utilizada somente limpeza alcalina, como sugerido por Roman et al.
(2011). Os autores utilizaram para a limpeza CIP do mddulo de
nanofiltracdo, pré-enxague com agua de torneira adicionada de solucéo
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de NaOH (0,2%) durante 3 horas de exposi¢do a temperatura de 40 °C, e
enxague final com agua destilada. Com o protocolo sugerido pelos
autores, obteve-se retorno total de fluxo permeado na membrana de
nanofiltracéo.

4.2 APROVEITAMENTO DO SORO TRATADO POR PROCESSOS
DE SEPARACAO COM MEMBRANAS NA PRODUCAO DE PHAs

Nesta secdo € avaliado o potencial de aplicacdo de permeados
obtidos por ultra e nanofiltracdo do soro como meio de cultivo para a
producdo de PHAs por E. coli recombinante, propondo um destino
biotecnolégico aos componente residuais do rejeito.

Cabe salientar que a utilizacdo de linhagens selvagens como a
C. necator ndo foi avaliada neste estudo devido as dificuldades na
realizacdo da limitagcdo nutricional necessaria, face a composicdo do
soro de queijo. A producdo de PHAs em linhagens selvagens é
classicamente induzida por limitacdo de nutrientes tais como fésforo,
nitrogénio, enxofre, dentre outros.

Conforme apresentado na secdo anterior, os permeados obtidos
neste estudo apresentam teores relativamente elevados de fosforo e
nitrogénio, além da lactose (substrato carbénico desejavel). Assim, o
uso de linhagens de E. coli recombinante é adequado neste estudo, uma
vez que ndo necessita de inducdo por limitagdo de nutrientes. Ao
contrario, essas linhagens sdo capazes do acumulo de biopolimero
paralelamente ao seu crescimento. Portanto, para atender aos objetivos
deste estudo, foram realizadas transformacGes bacterianas, ou seja, a
insercdo de um plasmideo contendo 0s genes necessarios a producao de
enzimas do metabolismo de biossintese de PHAs em linhagens de E.
coli. As linhagens selecionadas para o estudo foram JM 101 e ATCC
25922, ambas com caracteristicas adequadas a estudos de engenharia
genética, dentre elas a capacidade de receber genes heterélogos, nao
sendo inibidas por estes. Os resultados destes ensaios sdo apresentados e
discutidos a seguir.

4.21 Obtencdo de células recombinantes (transformacgdo) e
caracteristicas relevantes

Realizaram-se atividades de transformacdo bacteriana em
ambas as linhagems utilizadas no estudo. A Figura 20 mostra a placa de
Petri com col6nias de E. coli recombinante ATCC 25922 ancorando
plasmideo pRLC2, obtidas por técnicas de engenharia genética (DNA
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recombinante), procedimento também realizado com a linhagem JM
101.

Figura 20 - Células recombinantes de E. coli ATCC 25922 ancorando
plasmideo pRLC2 obtidas por técnicas de DNA recombinante.

Observa-se na Figura 20 a presenca de oito col6nias de E. coli
recombinante ATCC 25922 (pRLC2), que foram inoculadas e incubadas
em meio LB acrescido de ampicilina (100 mg-mL™). Essas coldnias sio
resultado da transformacédo de 4,5 mL de caldo de cultivo composto por
meio LB e células de E. coli com OD %0,6 (540 nm), o que equivale a
quantidade aproximada de 27 x 10° UFC-mL™ (WONG et al., 2006),
eficiéncia aproximada de 1 recombinante em cada 3,38 x 10° UFC, ou
1,6 recombinantes para cada pL de DNA plasmidial, suficiente para
realizacdo do presente estudo.

O plasmideo pRLC2, inserido nas linhagens de E. coli JM 101 e
ATCC 25922, possui 0 gene codificante da enzima PHA sintase de C.
violaceum (phaC.,) e 0s genes para as enzimas B-cetotiolase (phbA) e
acetoacetil-CoA redutase (phbB) do operon de C. necator, necessarias a
biossintese de PHAs.

4.2.2 Avaliagdo de cultivo da E. coli recombinante linhagem JM 101
4.2.2.1 Cultivos em meio mineral com lactose monohidratada

Neste estudo, a linhagem recombinante de E. coli JM 101
ancorando o plasmideo pRLC2 apresentou crescimento celular em meio
mineral suplementado com lactose monohidratada de, no maximo, 0,11
gL (actimulo de 5,93% de P(3HB)), producéo equivalente & obtida por
Araljo (2005) utilizando E. coli recombinante linhagem JM 101
(pBHR68) em meio LB, suplementado com &cido propidnico, acido
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acético e glicose. Em seu estudo, a autora obteve 0,10 g-L™* de MCS
quando adicionado azeite de oliva a0 meio de cultivo, e 0,13 g-'L™ de
MCS quando suplementado com acido itaconico.

Fonseca (2003), em seus estudos com a linhagem recombinante
JM 101 ancorando o plasmideo pBHR71, que continha o0s genes
codificantes da PHA sintase de Pseudomonas aeruginosa, utilizando
soro de queijo homogeneizado e esterilizado como substrato, obteve
0,06 g'L™* de MCS com 0,52% de actimulo intracelular de biopolimero.
Esses dados demonstram que a linhagem recombinante JM 101
(pPRLC2) apresentou, neste estudo, producdo celular compativel com
dados presentes na literatura. Em seus estudos, Fonseca (2003) obteve
até 1,9 gL' de MCS com 39,47% de actmulo intracelular de PHAS
quando utilizou amido de milho hidrolisado suplementado com soro de
queijo. Neste caso, o amido de milho hidrolisado foi utilizado como
fonte de carbono e a lactose presente no soro de queijo como indutor de
expressdo génica. Estes dados demonstram a baixa produgdo de MCS da
linhagem JM 101 em presenca de dissacarideos como Unica fonte de
carbono.

A baixa producdo da linhagem JM 101 observada neste estudo e
também citada por Fonseca (2003) e Aradjo (2005), deve-se ao fato de
gue, mesmo possuindo o operon Lac com os genes “i, z, y, a” (Figura
21), codificadores da proteina repressora Lacl (repressor) e das enzimas
[B-galactosidase, lactose permease ¢ da B-galactosidase transacetilase,
respectivamente, a linhagem JM 101 ndo demonstrou capacidade de
hidrolizar a lactose.

A linhagem JM 101 possui o genoma i+z-y+a+, ndo sendo
capaz de codificar de forma eficiente a enzima p-galactosidase. O gene
i+ codifica o repressor que se liga ao sitio operador (Figura 21) quando
a lactose ndo esta presente no meio, sendo assim, em presenca de
lactose, esta se liga a proteina repressora Lacl, liberando a transcricédo e
promovendo a regulacdo negativa da expressdo do gene (LEHNINGER;
NELSON; COX, 1995). Porém, a presenca do gene z- em Seu genoma,
impede a linhagem JM 101 de hidrolizar a lactose e, consequentemente,
de utiliza-la como Unica fonte de carbono, mas somente como indutor de
expressao génica.



107

Quando a glicose é utilizada como fonte principal de carbono, o
gene i+ do operon Lac da bactéria codifica a proteina repressora Lacl
que também se liga ao sitio operador do operon do plasmidio, evitando a
transcricdo e consequentemente a producdo de PHAS, sendo necessario
adicionar lactose ou IPTG para liberar a transcricdo mediada pelo
promotor Lacl do vetor, como pode-se observar na Figura 21, extraida
de Lehninger, Nelson e Cox (1995).

U

Transcrigao bloqueada

o w

T;
J

Repressor
mRNA lac

> T;
CQ Regulacéo negativa

lﬁ @@ Lactose

Repressor inativo

Figura 21 - Regulacdo negativa. Ligacéo da lactose & proteina repressora Lacl,
permitindo a livre passagem da DNA polimerase e a transcrigdo dos genes
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Salienta-se que normalmente os mutantes constitutivos possuem
genoétipo i-z+y+a+ e os selvagens i+z+y+a+, ndo sendo necessaria a
adicdo e lactose ou IPTG em micro-organismos mutantes, com excessao
dos que possuem expressdo aumentada da proteina repressora Lacl,
como é o caso da E. coli linhagem JM 101.
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O indutor de expressdo génica IPTG, além do custo elevado (US$
55,1O-g'1, conforme SIGMA-ALDRICH, 2012), pode induzir a
hipersensibilidade do micro-organismo causando heterogeneidade
transcricional em nivel celular (KANG; WANG; ZHANG, 2008).

O estudo ndo descarta a utilizagdo da linhagem JM 101 no
aproveitamento biotecnoldgico da lactose residual do soro de queijo, e
sim sugere a necessidade de hidrolise prévia, para que esta linhagem de
E. coli utilize as fragdes de glicose e galactose como fonte de carbono de
forma mais eficaz, ndo somente na inducdo de expressdo génica.

Fonseca (2003), utilizando a linhagem de E. coli JM 101
ancorando o plasmideo pBHR68, obteve 0,48 g-L™* de MCS com 3,04%
de acumulo intracelular de PHASs utilizando apenas soro de queijo como
meio de cultivo, sugerindo que 0 soro possui, em sua composicao,
compostos que fornecem condic¢Bes nutricionais e de crescimento para a
E. coli linhagem JM 101. Dessa forma, estudos foram realizados para
avaliar seu crescimento utilizando soro de queijo como meio de cultivo.

4.2.2.2 Cultivos em soro de queijo

A Tabela 16 apresenta os resultados de producdo de MCS (g-'L™%) e
percentual de acUmulo intracelular de PHAs em E. coli recombinante
linhagem JM 101 incubada por periodo de 24 horas a 37 °C e agitacdo de
200 rpm, utilizando diferentes meios de cultivo, dentre eles o soro de
queijo. O estudo avaliou o desempenho de crescimento da linhagem
recombinante JM 101 em soro de queijo in natura pasteurizado, tratado por
ultra e nanofiltracdo e em meio mineral suplementado com concentrado de
soro. Para obtencdo dos permeados e/ou concentrados utilizados nos
experimentos apresentados na Tabela 16, utilizou-se as condicGes
experimentais que apresentaram melhores fluxos permeados finais até FC=
3, determinados pelos delineamentos experimentais (DCCR 2°%). Para
ultrafiltracdo utilizou-se as condi¢cBes do ensaio 8 da Tabela 5 e para
nanofiltracdo as condi¢bes do ensaio 10 da Tabela 11. O soro, além da
lactose, possui outras fontes de carbono como proteinas e acido lactico.
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Tabela 16 - Produgéo de MCS (g-L™) e percentual de acimulo intracelular de
PHAs em E. coli recombinante linhagem JM 101.

Meio de cultivo MCS Actmulo de
gLh) PHAS (%)
Soro de queijo esterilizado em autoclave
121 °C/15 min 1,27 0,37 5,58
Permeado do soro ultrafiltado e 2034029 1101

concentrado por nanofiltragdo até FC=3

Permeado do soro ultrafiltrado 2,06 +0,66 2,01

Permeado do soro nanofiltrado e

esterilizado em autoclave 121 °C/15 min 0,34£0,03 2,63
Permeado do soro nanofiltrado,

suplementado com lactose monohidratada 0,73 0,04 1,78
(40g-L™)

Meio mineral suplementado com soro

concentrado por nanofiltragdo até FC=3 1,59 10,21 4,70

(76 g-L™ de lactose)

Concentracéo de lactose:  Soro de queijo: 42 g-L™
Permeado de soro ultrafiltrado: 35 g-L™*
Concentrado de soro nanofiltrado: 76 g-L™
Permeado de soro nanofiltrado: 33 g-L™*

Observa-se na Tabela 16, que o permeado do soro de queijo
obtido por ultrafiltracdo e concentrado por nanofiltracdo até FC= 3, se
apresentou eficiente como meio de cultivo e/ou na suplementacdo de
meio mineral para producdo de MCS em E. coli recombinante linhagem
JM 101 e no acumulo intracelular de biopolimero.

A nanofiltracdo utilizada na obtengdo do permeado do soro,
permite concentrar compostos com massas molares acima de 300
g-mol™, retendo parcialmente as proteinas, lactose e minerais, tornando
0 soro concentrado meio de cultivo nutritivo para crescimento de E. coli
recombinante, com teores de lactose de até 81 g-L™.

A producdo de MCS obtida com concentrado do soro
nanofiltrado foi significativamente (p<0,05) maior que a producgdo
obtida em cultivos utilizando meio mineral suplementado com lactose
monohidratada, apresentando percentual médio de acumulo de 11,01%
(+0,60) de PHAs. Esse resultado mostra a possivel viabilidade da
utilizacdo do soro de queijo para producdo de MCS e acumulo
intracelular de PHAs.

Salienta-se que, das duas linhagens testadas nas atividades
experimentais do presente estudo, somente a linhagem JM 101 apresenta
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dependéncia comprovada do promotor Lac do vetor (BRESSAN, 2007),
devido a sua expressdo repressora ser aumentada. A linhagem ATCC
25922 ndo necessita de inducdo génica. Desta forma, a lactose presente
no soro &, além de uma rica fonte de carbono, um indutor de expresséo
génica para a linhagem JM 101.

4.2.3 Avaliacao de cultivo da E. coli recombinante linhagem ATCC
25922

A linhagem nativa de E. coli ATCC 25922 foi inicialmente
testada quanto a capacidade de crescer em meio LB (KANG; WANG;
ZHANG, 2008) e meio mineral M9 utilizando lactose monohidratada
(40 g-L™") como Unica fonte de carbono, caracteristica desejada para se
atingir um dos objetivos do estudo. Apos transformada, a linhagem
recombinante foi cultivada em meio LB, soro de queijo e permeado do
soro de queijo obtido por ultrafiltracdo até FC= 3.

4.2.3.1 Cultivos em meio mineral com lactose monohidratada

Na Figura 22 pode-se visualizar os frascos de Erlenmeyer com
meio de cultivo turvo apds 24 horas de incubagdo, resultado do
crescimento da E. coli ATCC 25922. Inoculou-se a bactéria nativa em
meio mineral M9 suplementado com lactose monohidratada e glicose,
com e sem a presenca de ampicilina (100 ug-mL™). Os ensaios foram
realizados para avaliar o crescimento da linhagem nativa ATCC 25922
em lactose como Unica fonte de carbono e sua resisténcia ao
antimicrobiano (ampicilina 100 pg-mL™).

Figura 22 - Resultado de cultivo da E. coli ATCC 25922 em meio mineral M9
com lactose monohidratada e glicose, com e sem a presenca de ampicilina (100
pg-mL™), conforme segue: (A) M9+lactose+amp, (B) M9+lactose, (C)
M9+glicose+amp e (D) M9+glicose.
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O cultivo mostrado na Figura 22 foi realizado por periodo de 24
horas a 37 °C em agitacdo orbital de 200 rpm utilizando concentracdo
final de 100 pg-mL ™ de ampicilina. O limite de 24 horas para 0s
referidos cultivos objetivou o controle efetivo de crescimento de células
nativas, pois Fonseca (2003), em estudos com E. coli recombinante
DH10B e JM 101, observou significativa diminuicdo da concentracdo de
antimicrobiano (ampicilina 100 pg-mL ) no meio de cultivo apés 48
horas de incubacdo, o que permitiu o crescimento de col6nias satélites
sem plasmideo.

Observa-se que a linhagem ATCC 25922 cultivada nos frascos
de Erlenmeyer A e C ndo apresentou crescimento em meio mineral M9
em presenca de ampicilina (100 pg:-mL™) por ndo possuir genes de
resisténcia ao antimicrobiano. Fass e Barnishan (1979), em estudos para
determinacdo da concentragdo inibitéria minima de antibiéticos em
isolados de E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853, testaram
34 antimicrobianos e determinaram que, para a linhagem ATCC 25922,
4 pg-mL* seriam suficientes para inibir o crescimento visivel do
micro-organismo em periodos de até 20 horas de cultivo.

Depois de constatado empiricamente que a linhagem ATCC
25922 apresentava os genes da B-galactosidase, da lactose permease e da
B-galactosidase transacetilase, que juntos permitem que a bactéria utilize
dissacarideos, como é o caso da lactose, como fonte de carbono,
submeteu-se o0 isolado a preparagdo de células competentes,
transformacéo, selegdo e posterior utilizagdo em cultivo com meio LB
adicionado de ampicilina, sendo alguns cultivos realizados com adicéo
de acido propibnico, IPTG ou glicose.

Os resultados obtidos nos referidos cultivos avaliaram o
potencial de crescimento e produgdo de PHAs da linhagem
recombinante em meio LB, a necessidade de IPTG como indutor de
expressdo génica e a capacidade de incorporar o co-polimero P(3HB-co-
3HV) em presenca de acido propi6nico. Os cultivos foram conduzidos
em frascos de Erlenmeyer e os melhores resultados sdo apresentados na
Tabela 17.
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Tabela 17 - Cultivos de E. coli recombinante ATCC 25922 (pRLC?2) cultivada
em meio LB. Resultados de MCS (g-L™), PHAs (%) e PHV (%) presente no
biopolimero.

PHAs HV (%) no

Meio de cultivo utilizado MCS (g'LY) %) PHAS
LB + amp** 1,62 £0,09 0,58 -
LB + amp** + glicose*** 2,39+0,11 2,03 -
LB + amp** + glicose*** + IPTG ~ 2,34+0,07 191
LB + amp** + IPTG 1,56 +0,04 0,59 -
LB + amp** + &cido propi6nico 1,83+0,06 0,35 27,13

* 24 horas de cultivo, agitacdo de 200 rpm a 37 °C.

** amp: ampicilina (100 pg-mL™)

*** glicose: 10 g-L™*

p.s. os resultados dos cultivos utilizando lactose como Unica fonte de carbono
foram conduzidos em frasco de Duran com aeracéo forcada.

Observa-se que a adi¢do de IPTG ndo gerou aumento da MCS
e/ou incorporagdo de PHAS na linhagem recombinante ATCC 25922 por
n&do possuir expressdo aumentada do gene repressor Lacl, ndo necessitando
de inducdo de expressdo génica para transcricdo dos genes presentes no
plasmideo pRLC2 como ocorre com a linhagem JM 101, também utilizada
neste estudo. Os dados apresentados na Tabela 17 demonstram que a
linhagem recombinante ATCC 25922 possui genétipo i-z+y+a+.

Observa-se na Tabela 17 a baixa producdo de PHAs da linhagem
ATCC 25922, mesmo sob agitacdo de 200 rpm. Estima-se que a limitacdo
de oxigénio dissolvido seja uma das principais causas da baixa producéo
celular (MCS).

A bactéria E. coli acumula biopolimero desde o inicio da fase de
crescimento sem necessitar de restricdo nutricional. Park, Park e Lee
(2002) sugerem, para experimentos desta natureza, saturacdo de oxigénio
em 30% e controle de pH durante o cultivo (+6,9).

Observa-se também que em presenca de acido propi6nico (10 mM), a E.
coli recombinante ATCC 25922 (pRLC2) produziu o copolimero
P(3HB-c0-3HV) com 27,13% de valerato.

Carminatti (2008), em estudos com C. violaceum, obteve
co-polimero P(3HB-co-3HV) utilizando somente glicose como fonte de
carbono. O autor obteve em seus estudos incorporacdo de PHAs com até
15,4% de valerato. Lee (1996) e Viegas (2005) afirmam que a E. coli,
mesmo com PHA sintase especifica, ndo utiliza o &cido propionico de
forma eficiente para a producdo de PHASs, pois a composi¢cdo do
mondmero produzido é dependente do micro-organismo produtor, de
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seu substrato e da especificidade da sintase presente na via de
biossintese (PARK; LEE, 2004)

Em estudos com E. coli recombinante, Choi e Lee (2000)
observaram que a taxa de absorcdo do acido propidnico pela bactéria é
diferente da taxa de absorcdo da glicose, interferindo diretamente na
eficiéncia de producdo de PHAs. Para compensar a baixa eficiéncia, os
autores utilizaram batelada alimentada suplementada com &cido
propibnico somente apds a exaustdo da glicose. Também observaram
gueda significativa da producdo de PHAs quando a concentracdo de
acido propibnico foi alterada de 5 mM para 10 mM.

Segundo Steinbiichel e Eversloh (2003), o &cido propibnico €
um precursor de valerato, o qual é empregado na biossintese de
P(3HB-co-3HV), um copolimero composto por mondmeros de cadeia
curta e cadeia média, que apresenta propriedades similares ao polietileno
de baixa densidade. A incorporacdo de unidades de valerato torna o
polimero mais atraente sob ponto de vista comercial, devido a
diminuicdo dos niveis de cristalinidade e de seu ponto de fuséo,
caracteristicas que permitem diminuir sua rigidez e aumentar a
resisténcia a impactos (DOI; KITAMURA; ABE, 1995; ARAUJO,
2005).

O P(3HB-c0-3HV) tem sido considerado melhor candidato que
0 P(3HB) na producdo de plasticos biodegradaveis, por ser mais
flexivel, forte e facil de processar. Porém, os isolados de E. coli com
potencial para producdo de P(3HB-co-3HV), quando cultivados em
meio apropriado para producdo do copolimero, ndo crescem em alta
densidade celular nem apresentam altas produtividades (CHOI; LEE,
2000), fato constatado neste estudo.

A utilizacdo de acido propiénico como precursor de unidades de
valerato também foi avaliada por Ramsay et al. (1990). No estudo, 0s
autores utilizaram meio mineral suplementado com acido propibnico
para incorporacdo de P(3HB-co-3HV) por Alcaligenes latus,
Alcaligenes eutrophus, Pseudomonas pseudoflava e Pseudomonas
cepacia. Observaram que 0,01% (m/v) de acido propidnico adicionado
ao meio mineral inibiu parcialmente a incorporacdo de PHAs em A.
latus. A inibicao total ocorreu ao atingir a concentragéo de 0,05% (m/v).
O mesmo ocorreu com Bacilus cereus, em que 0,1% (m/v) foi suficiente
para iniciar um processo inibitorio, cessando totalmente a producdo em
concentragdes de 3% (m/v) de acido propibnico. Esse fato justifica os
valores de PHASs obtidos neste estudo e mostrados na Tabela 17, onde se
observa a reducdo da produgdo de PHASs nos ensaios em que foi
adicionado &cido propibnico ao meio de cultivo.
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Os dados apresentados na Tabela 17 e discutidos anteriormente
confirmam a capacidade da E. coli recombinante ATCC 25922
ancorando o plasmideo pRLC2, em produzir P(3HB) e P(3HB-co-3HV).
Por se tratar de bactéria com caracteristicas lactose positiva,
empiricamente observadas neste estudo, possui caracteristicas
adequadas a utilizacdo da lactose presente no soro de queijo para
producdo de PHAs.

4.2.3.2 Cultivos em soro de queijo

Inoculou-se a linhagem recombinante ATCC 25922 em frascos de
Duran (Figura 9) com fluxo de oxigénio de 3,5 L-min™. Utilizou-se meio
LB, soro de queijo e permeados do soro de queijo ultrafiltrado (condigdes
experimentais do ensaio 8 da Tabela 5), suplementados com minerais (16
gL de Na,HPO,, 3,75 gL de KH,PO,, 0,63 g'L™ de NaCl, 1,25 gL de
NH,CI, 2 mL de MgSO,4-7H,0 (1 M) e 100 pL de CaCl, (1 M)) elou
MgSO,7H,O. O MgSO,-7H,0 foi utilizado para estimular o crescimento
celular e o acimulo do biopolimero (MAYER et al., 2011; PARK et al.,
2002). Os resultados de MCS (g'L™"), PHAs (gL?) e percentual de
acumulo de PHAs (m/v) séo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 - Resultados de MCS (g-L™), PHAs (g-L™) e percentual de acimulo
de PHAs (p/v) dos cultivos da linhagem recombinante ATCC 25922 utilizando
meio LB, soro e permeados de ultrafiltracdo em frascos de Duran.

Meio de cultivo utilizado MCS (gL PHAs (eLY) P(f)'/gs

. N 10,27
Meio LB + amp 3,82 +0,08 0,26 +0,03 +058
Soro de queijo + MgSO,:7H,0 + 5,09 £0,21 2,47 0,13 48,43
amp* +0,68
Permeado do soro de queijo 34,28
ultrafiltrado + minerais** + amp* 6,0120,29 2,06 0,81 10,81
Permeado do soro de queijo 86.50
ultrafiltrado + MgSO,-7H,0 + 3,11 +0,09 2,69 +0,80 +O’80

amp*
* amp: ampicilina (100 ug-mL™?).
**minerais: 16 g'L™ de Na,HPO,, 3,75 gL de KH,PO,, 0,63 g'L™" de NaCl, 1,25
g'L" de NH,Cl, 2 mL de MgSO4-7H,O (1M) e 100 pL de CaCl, (1M).
+ desvio padrdo referente as réplicas experimentais (cultivos).

Cultivos utilizando meio LB foram utilizados como testemunha
comparativa aos cultivos em soro e soro tratado por ultrafiltracéo.
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Salienta-se que a utilizagdo do meio LB, mesmo sendo utilizado
pela comunidade académica em estudos de bancada por ser considerado
um meio complexo, ndo apresenta viabilidade econdmica para a produgao
de PHAs.

Os dados apresentados na Tabela 18 demonstram o potencial da
linhagem recombinante ATCC 25922 (pRLC2) em utilizar a lactose
presente no soro de queijo bruto efou tratado por processo de separagao
com membranas para a producao de PHAs.

Observa-se a importancia do pré-tratamento do soro, realizado
com membranas de ultrafiltragdo. O processo de separacdo com
membranas reteve parcialmente na corrente concentrada as proteinas e
particulas em suspenséo, mantendo na corrente permeada 0s componentes
solGveis. A retirada de particulas em suspensdo auxilia na determinacédo da
MCS, realizada por gravimetria, evitando a quantificacdo dos componentes
solidos do soro junto a MCS, pois de forma geral, os substratos
agroindustriais sdo bastante complexos e alguns de seus componentes
podem ser responsaveis pela inibicdo da producdo celular, ou ainda,
dificultar a posterior recuperacdo e/ou purificagdo de bioprodutos
(VALDUGA et al., 2007).

Outra vantagem do pré tratamento com membranas é na
esteriliza¢do (121 °C/15 min) do soro, onde ocorre uma associagdo de suas
proteinas com micelas de caseinas (LAW; LEAVER, 2000), formando
precipitados que por sua vez apresentam aderéncia proteica, dificultado a
separacdo dos precipitados por filtragdo. Com a realizagdo de pré
tratamentos com membranas, parte dos sélidos presentes sdo retidos,
evitando e/ou reduzindo os efeitos de precipitacdo de proteinas gerados
pelo tratamento térmico (esterilizagao), facilitando a prepara¢do dos meios
de cultivo.

Observa-se na Tabela 18 que a suplementacdo do permeado
ultrafiltrado com minerais inibiu efou limitou a incorporacdo do
biopolimero, pois segundo Valduga et al., (2007), o excesso de alguns
nutrientes como nitrogénio, potassio, magnésio, manganés e ferro,
dentre outros, pode causar inibicdo indesejada, tanto no crescimento
microbiano como sobre a acdo de enzimas associadas a biossintese.
Porém, a adigdo isolada de MgSO,-7H,0 (1 M) ao permeado de soro
ultrafiltrado, estimulou o crescimento celular e o acimulo do

biopolimero como também observado por Mayer et al. (2011)
e Park et al. (2002), produzindo até 86,50 £0,80 de PHAs.

O permeado de soro de queijo ulrafiltrado descrito na Tabela 18
apresentava-se homogéneo, isento de particulas em suspensdo, com
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reduzida CBT e CCS, adequado para ser utilizado como meio de cultivo da
E. coli recombinente.

Observa-se que somente a corrente permeada obtida por
ultrafiltracdo do soro foi utilizada como meio de cultivo, sendo esta a
corrente de interesse na reducdo da carga organica do rejeito de queijaria.
As correntes concentradas (ultra e nanofiltracdo) podem ser aproveitadas
para enriquecimento dos derivados lacteos e a corrente permeada obtida
por nanofiltracdo, devido & baixa concentracéo de lactose (1,4% +0,7)(p/v)
e reduzida DQO (7,66 mg-L™" +1.5), ndo foi considerada adequada para a
producéo do biopolimero.

Como vantagem dos resultados mostrados na Tabela 18, obtidos
com a aplicacdo do permeado do soro ultrafiltrado, salienta-se que, mesmo
produzindo uma massa absoluta de PHAs equivalente a obtida com soro
sem prévio tratamento, as células com percentuais de incorporacdo mais
altos facilitam a lise celular.

Segundo Ramsay et al. (1990), a extracdo (lise celular) e
purificacdo representam um dos principais custos da producéo, e esta lise
celular é facilitada quando as bactérias acumulam percentuais acima de
60% de PHAs, devido a fragilidade celular. Os autores, citando
micro-organismos que acumulam percentuais acima de 90% de PHAs,
sugerem que, em experimentos desta natureza, quando realizados em
escala industrial, sejam utilizadas bateladas alimentadas ou sistemas
continuos, vista a necessidade de suplementacdo das fontes de carbono e
nitrogénio ao longo do cultivo.

Com base nos resultados obtidos nos cultivos com soro sem
tratamento e apresentados na Tabela 18, acredita-se que como a E. coli
possui capacidade de acumular PHAs junto a seu crescimento celular, as
condicbes de alguns ensaios experimentais fizeram com que o
micro-organismo destinasse energia para 0 crescimento, suprimindo a
producdo de PHAs. Este evento também foi constatado por Park, Park e
Lee (2002) em estudos com E. coli CGSC 4401 (pJC4) utilizando como
substrato soro de queijo reconstituido. No seu estudo, os autores utilizaram
restricdo da fonte de carbono na fase de crescimento, o que induziu o
direcionamento de energia ao crescimento celular com baixo percentual de
acumulo de PHAs. Utilizaram concentragdes de 2 g'L™ de lactose até a 152
hora de cultivo, com suplementagio para 20 g'L™ ap6s o inicio da fase de
crescimento, momento em que a energia foi direcionada para a produgao
de acetil-CoA, acetoacetil-CoA e 3-hidroxivaleril-CoA, sendo
posteriormente polimerizado pela PHA sintase em granulos de PHAs ao
invés do crescimento celular. Obtiveram com este protocolo, 55 g'L'1 de
MCS com 70% de acimulo intracelular de PHAs em sistema de batelada
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alimentada, pH controlado (6,9), saturacdo de oxigénio (30%) e
manutenco da concentracio de lactose em 20 g-L ™.

Na preparacdo do soro dos cultivos cujos resultados s&o
apresentados na Tabela 18, ap6s esterilizado em autoclave, o soro era
novamente filtrado, procedimento também realizado por Ahn, Park e Lee
(2001). A caseina residual presente no soro, quando submetida a altas
temperaturas (acima de 82 °C por no minimo 30 min) forma micelas, e
estas podem se agregar a outros componentes presentes, sendo retidos na
filtracdo (VEIGA; VIOTTO, 2001) e alterando a composi¢do nutricional
do soro residual. Este fato ndo foi constatado nos cultivos que utilizaram
permeados do soro ultrafiltrado, pois os residuos de caseina provavelmente
ficaram retidos na membrana e/ou na corrente concentrada.

A Tabela 19 apresenta 0 melhor resultado de produgdo celular e
acumulo de PHAs obtido neste estudo comparado aos citados por outros
autores, mostrando a representatividade do percentual obtido e apresentado
na Tabela 18, pois segundo Lee e Chang (1995), a E. coli é capaz de
acumular até 90% de sua MCS em PHAs.
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Identificou-se, por cromatografia gasosa, que 0 biopolimero
produzido pela E. coli recombinante ATCC 25922 (pRLC2) neste estudo
foi 0 P(3HB), que segundo Sudesh, Abe e Doi (2000) e Ojumu e Solomon
(2004), ¢ um polimero com propriedades mecanicas similares ao
polipropileno, possui elevada cristalinidade (55 a 80%), resisténcia a
mistura, resisténcia a agua, pureza Otica, boa estabilidade a radiacéo
ultravioleta e barreira a permeabilidade de gases.

A Tabela 19 apresenta dados referentes a dois grupos com
caracteristicas distintas de cultivo: o primeiro conduzido em sistema de
batelada onde ndo ha suplementacdo adicional de substrato, e 0 segundo
em sistema de batelada alimentada, onde ocorre a suplementacdo de
substrato e a manutengao de sua concentragdo ao longo do cultivo.

Observa-se que, nos estudos realizados utilizando meio mineral
suplementado com glicose, LB ou LB suplementado com glicose, os
autores obtiveram percentuais de acimulo entre 25,3 a 85,8% de PHAS,
resultados compativeis com os obtidos no presente estudo, que utilizou
soro de queijo, um residuo industrial de baixo custo.

Com o crescimento celular, a necessidade de oxigénio
dissolvido aumenta e a concentragdo do substrato diminui, alterando o
equilibrio termodindmico a cada nova condicdo, o que dificulta a
producdo de altas concentracGes celulares. Com o aumento da
concentracdo celular, pode ocorrer limitagdo do crescimento causada
pela falta de oxigénio dissolvido. Segundo Rossi (2006), quando a
guantidade de oxigénio dissolvido presente no meio de cultivo atinge
seu limite critico, a respiragdo é prejudicada e consequentemente o
crescimento celular.

Os cultivos utilizando micro-organismos com altas velocidades
especificas de crescimento apresentam altas velocidades especificas de
respiracdo (ROSSI, 2006), necessitando de sistemas que possam
fornecer quantidades de oxigénio dissolvido acima do limite critico da
célula, ou que permitam a recirculagdo celular, mantendo a concentracéo
estavel. Este resultado é possivel em sistemas que utilizam fluxos
continuos, como o utilizado por Ahn, Park e Lee (2001) (Tabela 19). Em
seus estudos, 0s autores utilizaram batelada alimentada com agitacéo e
aeracdo, acoplado a um reator de membrana (cut off de 500.000
g-mol™). O sistema permitia a recirculacéo de células durante o cultivo,
mantendo constantes a concentracdo celular, a taxa de transferéncia de
oxigénio e, consequentemente, a respiracdo e crescimento do
micro-organismo.

Ahn, Park e Lee (2001), utilizando o sistema descrito
anteriormente, quando suplementado com solugdo de lactose de 210



120

g-L™, obtiveram, em 39 horas de cultivo, 150 g-L™ de MCS com 67%
de acimulo intracelular de P(3HB). Quando suplementado com solugdo
de lactose de 280 g-L™, os autores obtiveram em 36,5 horas de cultivo,
194 g-L™ de MCS com 87% de actimulo intracelular de P(3HB),
obtendo produtividades de 2,6 g-L™-h™ e 4,6 g-L™"-h™, respectivamente.
No estudo os autores acidificaram o soro de queijo a pH 4,5 com HCI
(10 M) e esterilizaram em autoclave a 121 °C/15 min para separar 0s
agregados de proteinas, centrifugaram a 11.000-g, e corrigiram o pH do
sobrenadante para 6,5 com NaOH (12 M), sendo submetido ao cultivo
com suplementacéo constante de solucéo de lactose (210 e 280 g-L™)
durante a incubac&o.

Choi e Lee (1999) e Choi, Lee e Han (1998) utilizaram sistemas
de batelada alimentada com suplementacdo constante de glicose
mantendo-a em 20 g-L™. Os autores obtiveram com este protocolo,
respectivamente, 194 g-L™* e 158,8 g-L™* de MCS com 78,2 e 73% de
acumulo intracelular de P(3HB). No estudo os autores utilizaram meio
mineral suplementado com glicose (20 g-L™), tiamina (10 mg-L™),
triptona (2 g-L™), 4cido oleico (1 g-L™) e em alguns ensaios, acido
propibnico. Corrigiram o pH do meio para 6,9, sendo submetido ao
cultivo com suplementacdo constante de solucdo de glicose, mantendo a
concentrac&o em 20 g-L ™ durante a incubagéo.

Observa-se que, em sistemas de batelada ndo alimentada, a
producdo obtida neste estudo foi compativel com a producdo descrita
por outros autores (CHOI; LEE; HAN, 1998; CHOI; LEE, 1999;
ANTONIO; STEINBUCHEL; REHM, 2000; AHN; PARK; LEE, 2001,
PARK; PARK; LEE, 2002; PARK; LEE, 2004; CARLSON;
WLASCHIN; SRIENC, 2005; KANG; WANG; ZHANG, 2008)
utilizando linhagens recombinantes de E. coli, sendo que, para obtencdo
de producdo de MCS acima da obtida no estudo, sdo necessarios
reatores continuos com controle do coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio e suplementacdo continua da fonte de carbono.

Considerando-se o objetivo geral do presente estudo, a reducéo
de 10,5% no teor de lactose do rejeito, obtido com a producéo de 3,1 g-L™
de MCS com 86,5% de acumulo intracelular de P(3HB) utilizando a
linhagem recombinante ATCC 25922 (pRLC2), mostrou-se viavel.

4.2.3.3 Avaliag&o dos parémetros cinéticos
Pardmetros cinéticos foram avaliados para caracterizar o

comportamento da linhagem recombinante ATCC 25922 incubada em
frascos de Erlenmeyer (frascos de sacrificio) e frasco de Duran com
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aeracao forgada. Com a utilizagdo do modelo mateméatico de Gompertz
modificado (Equacdo 9) obteve-se a velocidade especifica maxima de
crescimento (Umsx (h™)) e o tempo de duraco da fase lag (A (h)). Também
foram calculados os fatores de converséo de substrato em célula (MCS)
(Yws) (9/9), de substrato em PHAS (Y,s) (9/g) e a MCS resisual (Xr). O Xr
foi calculado pela diferenca entre a MCS total (g-L™) e a massa de PHAs
(g-L™), conforme Equacdo 12.

Nos cultivos em que foram obtidos dados cinéticos, as amostras
foram coletadas em intervalos de 60 min até a 82 hora, e em intervalos de
120 min apo6s esse periodo. Os resultados do comportamento cinético dos
cultivos obtendo como resposta a produgdo de MCS (g-L™), de PHAS
(g-L™) e Xr (g-L™) séo apresentados na Figura 23 e Figura 24.
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Figura 23 - Comportamento cinético da linhagem recombinante ATCC 25922
na producdo de MCS (g-L"), PHAs (g-L™"), Xr (MCS residual)(g-L") e
consumo de substrato (lactose)(g-L™) utilizando frascos de Erlenmeyer (frascos
de sacrificio) durante 24 h de cultivo, temperatura de 37 °C e agitagdo de 200
rpm.

Quando se utilizam frascos de sacrificio para experimentos
desta natureza, observa-se pequenas variagcfes de comportamento entre
frascos devido a varidveis ndo controladas, o que explica a oscilagdo na
curva de consumo do substrato observada na Figura 23.

Observa-se que a linhagem recombinante ATCC 25922 atingiu
velocidade especifica méaxima de crescimento (max (h™)) entre a 32 e 42
hora de cultivo. Porém, acredita-se que com a exaustdo da
disponibilidade de oxigénio dissolvido no meio, a respiracdo celular
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tenha sido prejudicada, atingindo Cgqiico (Momento em que a respiracao
celular é afetada pela falta de oxigénio) entre a 5% e 62 hora de cultivo,
levando ao inicio da fase estacionaria mesmo com disponibilidade da
fonte principal de carbono (lactose).

Segundo Rossi  (2006), o coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (K a) para as células durante seu cultivo pode
sofrer interferéncia de varios fatores, dentre eles 0 aumento de pellets,
que impde restricBes a transferéncia de oxigénio quando em cultivos
com fungos, e a concentracdo de sais, que reduz a solubilidade do
oxigénio no meio de cultivo, sendo que a presenca de sais aumenta a
area superficial de interface liquido-ar. Com esta analise, acredita-se que
com o0 aumento da densidade celular, o coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio seja prejudicado pela aglomeracéo de células,
visto que o cultivo foi conduzido sem aeracdo, e pelo aumento da
demanda de oxigénio, necessario para atender a necessidade das células
presentes.

A densidade celular aumentou em progressdo geométrica até a
42 hora de cultivo, mas ndo houve aumento da disponibilidade de
oxigénio na mesma proporcao. Se houvesse disponibilidade de oxigénio,
como ocorreu no cultivo em frasco de Duran aerado (Figura 24), a fase
de crescimento provavelmente seria mais longa.
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Figura 24 - Comportamento cinético da linhagem recombinante ATCC 25922
na producdo de MCS (g-L™), PHAs (g-L™"), Xr (MCS residual)(g-L™") e
consumo de substrato (g-L™) utilizando frasco de Duran aerado durante 24 h de
cultivo a temperatura de 37 °C.
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Os resultados cinéticos do cultivo realizado em frasco de Duran
apresentaram fase lag de 0,92 horas, menor que no cultivo realizado em
frascos de Erlenmeyer (1,06 h), porém, a duracéo da fase de crescimento
foi maior. Observa-se na Figura 23, que ap6s a 5% hora de cultivo, a
reducdo da disponibilidade de oxigénio provavelmente induziu a entrada
na fase estaciondria, enquanto na Figura 24 observa-se que a fase de
crescimento continuou até a 122 hora de cultivo, momento em que a
disponibilidade de oxigénio pode ter interferido na reducdo da
velocidade especifica de respiracdo celular (Qo2).

Ambas as Figuras (23 e 24) mostram a disponibilidade do
principal substrato carbénico (lactose), ndo sendo este o fator limitante,
mesmo utilizando-se permeado de soro de queijo ultrafiltrado sem
suplementacdo da fonte principal de carbono. Salienta-se que a E. coli,
mesmo sendo considerada uma bactéria facultativa, apresenta
crescimento potencializado pela presenca de oxigénio.

A Tabela 20 contém dados comparativos de velocidade especifica
maxima na fase de crescimento (Ums), duracdo da fase lag (A (h)) e
coeficiente de correlagdo (R%) do modelo de Gompertz modificado aos
dados experimentais de ambos os cultivos realizados com a linhagem
recombinante ATCC 25922.

Tabela 20 - Dados referentes a velocidade especifica maxima na fase de
crescimento (Una), duracdo da fase lag (h) e coeficiente de correlagdo (R?) do
modelo de Gompertz modificado aos dados experimentais.

Mg (N) Fase lag (h) R’
Cultivo em frascos de 1,56 1,06 0,094
Erlenmeyer
Cultivo em frasco de Duran 0,38 0,92 0,997
aerado

Observa-se na Tabela 20 que, com uma fase lag de 1,06 horas
(64 min), a linhagem ATCC 25922 iniciou a fase de crescimento
atingindo pma de 1,56 h™. Com um coeficiente de correlacdo (R?)
superior a 0,994, o modelo matematico de Gompertz modificado foi
capaz de predizer os dados experimentais observados nos cultivos
cinéticos do estudo, o que é ilustrado na Figura 25 e Figura 26.
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Figura 25 - Modelagem preditiva da linhagem recombinante ATCC 25922

realizada com modelo de Gompertz modificado - cultivo em frascos de

Erlenmeyer.

Sabe-se que a bactéria E. coli possui genoma com tamanho de 4
x 10° pares de nucleotideos, e que a DNA polimerase possui velocidade
equivalente a 800 nucleotideos-s™, sendo necessarios mais de 80 min
para duplicar todo o seu genoma. Devido a varias moléculas de DNA
polimerase iniciarem a replicagdo do DNA simultaneamente em
diversos sitios do genoma, denominados sitios de origem de replicacéo,
consegue-se duplicagfes em periodos entre 22 e 40 min, desde que haja
condi¢cdes favordveis de crescimento (HELMSTETTER; COOPER,
1968).
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Figura 26 - Modelagem preditiva da linhagem recombinante ATCC 25922

realizada com modelo de Gompertz modificado — cultivo em frascos aerados.
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Segundo Helmstetter e Cooper (1968), a idade em que ocorre a
rodada de replicacdo do DNA celular ¢ variavel e depende da velocidade
de crescimento, sendo constante o tempo de uma rodada completa de
replicacdo, independente da velocidade de crescimento. Em E. coli,
geralmente uma nova rodada de crescimento € iniciada antes do término
da rodada anterior, reduzindo o tempo médio de replicacéo, ou seja, nem
todas as células presentes no meio de crescimento se duplicam no
mesmo momento, ampliando o tempo de geracdo médio, pois as células
de E. coli podem apresentar tempos de geracdo varidveis, dependentes
do substrato e das condigdes de cultivo.

Neste estudo, as células recombinantes de E. coli acumularam
polimero simultaneamente ao seu crescimento, 0 que acarreta em
crescimentos mais lentos, aumentando o0 tempo de geracdo e
consequentemente, reduzindo a velocidade de crescimento celular. Nos
cultivos em frascos de Duran, as células acumularam até 86,5% de sua
MCS em PHAs, o que ndo ocorreu com as células do cultivo conduzido
em frascos de Erlenmeyer, que produziram 6,01 g-L™* de MCS com
incorporacao de 34,28% de PHAs.

No cultivo realizado em frasco de Duran (Figura 24), ap6s 12
horas de incubacéo, as células ja apresentavam 81,4% de sua MCS em
PHAs. Kang, Wang e Zhang (2008) observaram em seus estudos com E.
coli, que as células bacterianas apds 36 horas de cultivo se encontravam
com varios granulos de P(3HB). Os autores obtiveram 4,1 g-L™ de MCS
com 85,8% (m/v) de P(3HB) (3,52 g-L™), utilizando meio mineral (M9)
suplementado com 0,2% (m/v) de extrato de levedura e 1,5% (m/v) de
glicose. Também desenvolveram um sistema induzido por estresse,
introduzindo-se a regido reguladora 5’- ndo traduzida do gene rpoS em
E. coli, para a inducdo artificial da producdo de P(3HB), sem a
necessidade de utilizacdo do IPTG. No cultivo realizado com a cultura
controle (E. coli DH5a com plasmideo pBHR68) e com inducdo por
IPTG, os valores de MCS, concentracdo de P(3HB) e contetdo final de
P(3HB) foram de 2,3 g-L ™, 0,98 g-L™ e 42,6%, respectivamente.

A inducdo da biossintese de P(3HB) é uma preocupacao
relevante para utilizacdo de E. coli recombinante em nivel industrial. A
producdo de P(3HB) através da expressdo constitutiva dos genes é uma
sobrecarga para 0 micro-organismo, o que afetaria o crescimento celular
e indiretamente a producdo de P(3HB). Kang, Wang e Zhang (2008)
desenvolveram um sistema de expressdo induzido pelo estresse, e a
aplicacdo deste sistema em E. coli levou a producdo mais eficiente do
polimero P(3HB), sem a necessidade de inducdo adicional, onde a
producdo observada foi similar aos niveis obtidos com a utilizagéo de
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micro-organismos que produzem P(3HB) naturalmente, sob limitagéo de
nitrogénio ou fosfato.

Observou-se neste estudo que o aumento da densidade celular, aliado a
gueda do pH, provavelmente aumentam a necessidade de oxigénio em
funcdo da respiracdo celular, reduzindo seu crescimento. Esta
observagdo pode ser relatada como uma desvantagem dos cultivos em
batelada ndo alimentada. Porém, a limitacdo do crescimento celular
potencializa a incorporagdo de PHAs, fato também observado nas
atividades experimentais.

A Tabela 21 apresenta a produtividade da linhagem
recombinante ATCC 25922 e suas conversoes de substrato em MCS e
PHA:Ss.

Tabela 21 - Produtividade de PHAs (g-L™-h™) e conversio de substrato em
MCS (Yus) (9/g) e em PHAs (Y,) (9/9) da E. coli recombinante ATCC 25922
(pRLC2) em cultivos de 24 horas.

Produtividade

Cultivo V) @) (o)

_ (gL™h™) (g/9)
Cultivo em frascos de 0,002 0,08 0,003
Erlenmeyer
Cultivo em frasco Duran 011 0.64 0,55
aerado

"Y,s: fator de conversdo de substrato em MCS.
Yy fator de conversdo de substrato em produto (PHAS).

Observa-se na Figura 24 e na Tabela 21 que a linhagem
recombinante ATCC 25922 atingiu produtividade de 0,11 g-L™-h™ de
PHAs em 24 horas de cultivo quando cultivada em frasco de Duran. A
produtividade de P(3HB) obtida no estudo foi inferior a obtida por
Wong e Lee (1998), de 1,4 g-L™>-h™, por Choi, Lee e Han (1998), de
4,63 g-L™h, por Choi e Lee (2000), de 2,88 g-L™-h™ e por Ahn, Park e
Lee (2001), que foi de 4,6 g-L™-h™. Porém, todos esses autores
utilizaram batelada alimentada ou reator continuo. No entanto, se
assemelha & produtividade de 0,09 g-L™-h™ obtida por Kang, Wang e
Zhang (2008) e de 0,10 -L™-h™ obtida por Carlson, Wlaschin e Srienc
(2005), utilizando glicose como fonte de carbono em batelada nédo
alimentada, equivalente ao sistema utilizado no estudo.

Wong e Lee (1998), utilizando soro de queijo concentrado (210
g-L) para suplementacéo de meio de cultivo para E. coli GCSC 6576
em batelada alimentada, obtiveram producdo de 87 g-L™ de MCS com
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80% de acumulo intracelular de P(3HB) em 49 horas de cultivo. No
estudo, os autores avaliaram a limitacdo de oxigénio e sua relagdo com o
crescimento celular e a incorporagdo de PHAs. Observaram que, sob
limitacdo de oxigénio, a energia é destinada a incorporacdo de PHAsS,
chegando a 80% da MCS, resultado ndo obtido em cultivos sem
limitacéo.

Embora a E. coli ndo necessite limitagdo nutricional para
incorporar PHAs, a limitacdo pode até inibir a incorporacéo do polimero
devido ao direcionamento energético para crescimento celular. Park,
Park e Lee (2002) obtiveram 55 g-L™ de MCS com 70% de PHAs com
limitacdo da fonte de carbono em 2% para crescimento celular inicial.
No estudo o pH foi corrigido para 6,9 no momento da inoculagéo e
monitorado ao longo do cultivo.

Autores como Choi, Lee e Han (1998), Choi e Lee (2000), Ahn,
Park e Lee (2001), Antonio, Steinbuchel e Rehm (2000), Park, Park e
Lee (2002) e Carlson, Wlaschin e Srienc (2005) utilizaram a
manutencdo do pH ao longo do cultivo com solucdo de NaOH.
Acredita-se que a manutencdo do pH em niveis adequados ao
crescimento bacteriano também contribua com o crescimento celular,
mas ndo com o acimulo de PHAs (BOSCO; CHIAMPO, 2010).

A variagdo do pH inicial (6,5 a 6,9) do meio de cultivo ndo
apresentou efeito estatisticamente significativo (p<0,05) na producgdo de
MCS e PHAs realizado no estudo, pois segundo Hoffmann (2001) e Santos
et al. (2003), a E. coli apresenta crescimento aceitavel na faixa de pH entre
4,4 e 9,5, considerando seu pH 6timo para crescimento entre 6 e 7.

O comportamento médio do pH durante as 24 horas dos cultivos
utilizando a linhagem recombinante ATCC 25922 (pRLC2) pode ser
observado na Figura 27.
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Figura 27 - Dados médios de pH em ambas as modalidades de cultivo da E.
coli recombinante ATCC 25922 (pRLC?2), durante 24 horas em temperatura de
37 °C.

Observa-se na Figura 27 que em 12 horas de cultivo, utilizando
frasco aerado, o pH atingiu 4,82, e nos experimentos conduzidos em
Erlenmeyer, 4,36. Kang, Wang e Zhang (2008), em estudos com E. coli,
observaram queda de pH para 5,2 nas primeiras 12 horas de cultivo,
gueda também observada neste estudo, porém, mais acentuada.

Kang, Wang e Zhang (2008) observaram em seus estudos com
E. coli DH5a (pQKZ103), que no inicio do cultivo a velocidade de
acumulo de P(3HB) era lenta, aumentando somente ap6s a 122 hora de
cultivo, coincidindo com a queda do pH. Esse fato também foi reportado
por Bosco e Chiampo (2010), que observaram aumento da produgéo de
PHAs utilizando soro de queijo como meio de cultivo em culturas
mistas quando o pH ndo foi corrigido. Este evento pode ser observado
comparando o comportamento da producdo de PHAs (g-L™) mostrado
na Figura 24 e 0 comportamento do pH mostrado na Figura 27, onde
apos a 32 hora de cultivo, o aumento percentual de acimulo de PHAs
coincide com a queda do pH.

Wong e Lee (1998), avaliando a utilizagdo de soro de queijo na
producdo de PHAs, reportam a importancia da utilizagdo do rejeito
industrial de queijaria na producdo de PHAs com o objetivo de
contribuir com o tratamento do efluente e de reduzir custos na produgdo
dos biopolimeros, 0 que ndo ocorre em cultivos que utilizam glicose
e/ou meio LB.
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Observou-se no estudo que a utilizagdo do permeado do soro
obtido por ultrafiltracio como meio de crescimento em E. coli
recombinante (ATCC 25922) e, consequentemente, a utilizagdo da
lactose como principal fonte de carbono, permitiu a obtencdo de dados
de crescimento equivalentes a cultivos conduzidos utilizando glicose,
indicando que a lactose do soro de queijo pode ser utilizada como
substrato de baixo custo para producdo de PHAS, seja como fonte de
carbono (linhagem ATCC 25022) ou na inducdo de expressdo génica
(linhagem JM 101).

Com o estudo, obtiveram-se linhagens recombinantes com
caracteristicas relevantes a producéo e incorporacdo de PHAs utilizando
0 soro de queijo previamente tratado por processo de separagdo com
membranas como meio de cultivo, contribuindo com a reducdo do custo
de produgdo dos polimeros biodegradaveis (PHAs) e com o
desenvolvimento de tecnologias limpas no tratamento de efluentes de
rejeitos de queijarias, possibilitando seu envio com menor carga
organica a sistemas de tratamento de efluentes e/ou corpos receptores. O
pré-tratamento do soro de queijo mostrou-se viavel para utilizagdo como
meio de cultivo em E. coli recombinante JM 101 e ATCC 25922
(PRLC2) para producédo de PHAsS.






5 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

5.1 CONCLUSOES DO TRABALHO

Os resultados experimentais deste estudo sugerem uma alternativa ao
aproveitamento da lactose presente no soro de queijo, um rejeito
industrial altamente poluente e geralmente descartado na natureza como

residuo

inatil. Com a realizacdo de pré-tratamentos utilizando

membranas filtrantes, o soro foi utilizado na producdo de polimero
plastico biodegradavel.

Com base nos dados apresentados, conclui-se que:

dentro de faixas adequadas de pressdo, temperatura e vazao
de alimentacdo, é viavel a utilizacdo de processos de
separagdo com membranas como a ultra e a nanofiltracéo no
pré-tratamento do soro de queijo. Como esperado, 0s
componentes do soro levaram a uma significativa queda de
fluxo permeado devido & polarizagdo por concentragdo e
fouling;

a ultrafiltracdo do soro de queijo permitiu retencdo de
particulas em suspensdo e reduziu a contagem de células
somaticas (CCS), mostrando ser viavel sua utilizagdo na
producdo de PHAS por E. coli recombinante;

a retencdo parcial de proteinas e gordura do soro de queijo
gerou correntes permeadas com reducdo da DQO, porém,
insuficientes para envio a corpos receptores. Assim, ultra e
nanofiltracdo ndo se mostraram solugdes definitivas para o
tratamento do rejeito de queijaria, mas uma opg¢do para
reducdo de sua carga organica,;

utilizando técnicas de engenharia genética foram obtidos
isolados de E. coli recombinante com capacidade de utilizar
a lactose monohidratada e/ou a lactose presente no soro de
queijo na biossintese de PHAs, utilizando o plasmideo
pRLC2Z;

0 permeado de soro de queijo, apés ser utilizado como meio
de cultivo em E. coli recombinante, apresentou teores
reduzidos de lactose, sendo essa utilizada na producéo de
PHAs;

constatou-se que a lactose, principal componente do soro de
queijo, para E. coli recombinante linhagem JM 101
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ancorando o plasmideo pRLC2, é um indutor de operon Lac,
pois impede a ligacdo da proteina repressora Lacl ao DNA
celular, permitindo a expressio dos genes e,
consequentemente, o acumulo intracelular de PHAs sem a
necessidade do indutor comercial IPTG;

e a E. coli recombinante linhagem ATCC 25922 ancorando o
plasmideo pRLC2 demonstrou-se capaz de produzir e
acumular intracelularmente PHAS, atingindo produtividade
compativel com outras linhagens apresentadas na literatura,
utilizando a lactose presente no soro de queijo como
principal fonte de carbono;

o identificou-se que o biopolimero produzido pela E. coli
recombinante, linhagens JM 101 e ATCC 25922,
polimerizado pela PHA sintase de C. violaceum, clonado no
plasmideo pRLC2, foi o P(3HB); e

e a linhagem ATCC 25922 incorporou o polimero P(3HB-co-
3HV) em presenca de &cido propiénico.

Por fim, o estudo demonstrou a viabilidade técnica da utilizacéo
de processos de separacdo com membranas no pré-tratamento do soro de
gueijo, conjugado com a producédo biotecnolodgica de polimero plastico
biodegradavel, utilizando-se isolados de E. coli recombinante a
montante do plasmideo pRLC2.

5.2 RECOMENDAGCOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Como contribuicao deste estudo, sugere-se:

e Otimizar as condi¢cdes de cultivo do isolado recombinante
ATCC 25922 com o plasmideo pRLC2, objetivando alta
densidade celular, podendo empregar biorreator em batelada
alimentada.

o Ampliar os estudos com o isolado recombinante ATCC 25922
para obtencdo do co-polimero P(3HB-co-3HV) sem
suplementacdo (acido propi6nico ou acido valérico).

¢ Realizar avaliagdo econdmica da producdo de PHAs por E.
coli recombinante ATCC 25922 (pRLC2).
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ANEXO 1 - CURVA DE CORBELA(}AO ENTRE FREQUENCIA
XVAZAO DE ALIMENTACAO DE AGUA PURA DA UNIDADE
DE FILTRACAO (MEMBRANA DE ULTRAFILTRACAO).
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Figura 28 - Curva padrdo da relagdo frequéncia (Hz) com a vazdo de
alimentagdo de &gua pura da unidade de filtracdo (membrana de ultrafiltracdo).
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ANEXO 2 - PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE DNA
PLASMIDIAL

Procedimentos prévios

Preparar placas com meio LB Agar estéril.

Esterilizar materiais (ponteiras de 1 mL, ponteiras de 100 pL,
microtubos de 1,5 mL, tubos com tampa e rosca com meio LB,
CaCl (1 M) gelado.

Preparar gelo para banho de gelo.

Equipamentos

Centrifuga para microtubos.
Cémara de fluxo laminar.
Shaker.

Banho-maria.

Preparacao de células competentes

Cultivar as células por aproximadamente 3 horas em meio LB
(ou over night).

Coletar 3 mL (2 microtubos) e centrifugar a 4000-g, durante 15
min a 4 °C.

Descartar o sobrenadante.

Ressuspender em 3 mL de CaCl, 0,1 M gelado e esterilizado.
Centrifugar novamente a 4000-g, durante 15 min a 4 °C.
Descartar o sobrenadante.

Ressuspender em 0,3 mL de CaCl, 0,1 M gelado e esterilizado.
Adicionar 0,2 mL (200 pL) em microtubo para inser¢do do
DNA plasmidial.

Transformacdo

Adicionar 5 pL de DNA plasmidial e manter em banho de gelo
por 30 min.

Submeter a choque térmico a 42 °C por apenas 45 segundos.
Resfriar novamente em banho de gelo durante 5 min.

Adicionar 800 L de meio LB.

Incubar a 37 °C durante 60 min para recuperagao.

Centrifugar a 4000-g, durante 10 min a 4 °C.

Descartar o sobrenadante.

Ressuspender em 100 pL de meio LB.
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e Inocular 50 uL em cada placa de petri (meio LB sélido com
Ampicilina (50 mg-L™), glicose (5 %) e IPTG (0,5 mM).
e Incubar a 37 °C over night para crescimento.
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ANEXO 3 - PROTOCOLO PARA DETERMINACAO DE
LACTOSE POR TECNICAS DE DNS - ACUCARES
REDUTORES (SUMNER, 1921 adaptado por MILLER, 1959)

Introducédo
Segundo Miller (1959), a metodologia tradicional utilizada para

acucares redutores pode sub quantificar a glicose em funcédo da presenca
do “sal de Rochelle” (solugdo de tartarato duplo de sodio e potassio) na
solucdo de DNS. Desta forma, o autor sugere a separa¢do das solucdes,
obtendo-se uma solug¢do “A” e uma solugdo “B”.

Solucio “A” - DNS

1% de DNS (3,5-dinitro salicilato).
0,2% de fenol.

0,05% de sulfito de sddio.

1% de NaOH.

Agua destilada.

Para o preparo da solugdo “A”, deve-se preparar uma solugdo parcial
com NaOH, para posterior adi¢cdo do DNS e fenol.

Para preparagdo de 250 mL de solug@o “A”: adiciona-se 2,5 g de NaOH
em 200 mL de agua destilada sob aquecimento e agitacdo. Adiciona-se a
esta solugdo, 2,5 g de DNS e 0,5 g de fenol. Ap6s homogeneizacao,
transfere-se para um baldo de 250 mL e completa-se com agua destilada.

O sulfito de sodio deve ser adicionado previamente ao uso na fracdo de
solucdo a ser utilizada. Apés a adicdo do sulfito de sédio, a solugdo ndo
deve ser armazenada.

Solucéo “B” - Sal de Rochelle
o 40% de tartarato duplo de sddio e potéssio.
e  Agua destilada.

Para preparacdo de 250 mL de solu¢do “B”: adiciona-se 100 g de
tartarato duplo de sodio e potassio em 100 mL de &gua destilada sob
agitacdo. Apos homogeneizar, transfere-se para um baldo de 250 mL e
completa-se com &gua destilada.
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Observacdes

As solugdes devem ficar homogéneas ap6s o preparo.
Devem-se manter as solucdes em frascos ambar e/ou ao
abrigo da luz, calor e umidade.

Analise de Lactose por DNS

Transferir para tubos de ensaios 1,5 mL de cada amostra
previamente diluida, incluindo a solucdo padrdo. Adicionar
15 mL de solugio de DNS e homogeneizar
vigorosamente.

Levar os tubos para banho-maria com agua em ebuligdo
e/ou em bloco de aquecimento para manutencdo da
temperatura em 100 °C.

Apdbs 15 min, retirar os tubos do aquecimento, adicionar
0,5 mL da solucdo “B” (tartarato duplo de sodio e
potassio), resfriar em recipiente com agua a temperatura
ambiente e/ou banho-maria.

Apos resfriamento, ler em espectrofotdmetro a 575 nm.

A adicdo do fenol pode ampliar a faixa de leitura em 2,5
vezes.

Curva Padrao — Lactose

Tabela 22 - Curva padrdo de lactose - DNS.

Identificagdo Quantidade de

das amosras solucdo Quantidade de  Quantidad Concentraga
Solugdo padrio padréo H,O destilada e de DNS O(O.bl_t!ij)a
(100 g-LY) 10g-L*? Y

Branco 0 uL 1000 pL 1000 pL 0

[ 100 L 900 ul 1000 pl 10

1 200 pL 800 ul 1000 pl 20

1 300 plL 700 ul 1000 pl 30

IV 400 pl 600 ul 1000 pl 40

v 500 pl 500 ul 1000 pl 50

Vi 600 pL 400 pl 1000 pl 60

VI 700 pl 300 ul 1000 pl 70
Vil 800 L 200 L 1000 pl 80

IX 900 pL 100 pL 1000 pL 90

X 1000 pl ouL 1000 pl 100

Teste 500uL 0ul 500 ul 100
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