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RESUMO –Uma alternativa para a substituição de plásticos é o uso de biopolímeros, como os polihidrxialcanoatos 
(PHAs). Os PHAs são poliésteres sintetizados por microrganismos como reserva energética, porém podem ser extraídos 
e utilizados em diferentes setores, incluindo a produção de embalagens para alimentos. Dentre os PHAs, o 
polihidroxibutirato (P(3HB)) é um dos mais estudados. Neste, sentido o presente estudo visou determinar os parâmetros 
cinéticos e estequiométricos da produção de P(3HB) por B. megaterium utilizando como substratos a água de 
parboilização de arroz e efluente da indústria de balas, suplementado com meio mineral. Em condições maximizadas 
obteve-se 7,55 g L-1 de biomassa total, contendo 50,07 % de P(3HB) (3,78 g L-1) eprodutividade de 0,146 g L-1 h-1 após 
20 h de cultivo. Os resultados obtidos através dos testes sustentam a possibilidade de que água de parboilização de arroz 
e o efluente da indústria de balas. podem ser utilizados como meio de cultura na produção de P(3HB). 
 
Palavras-chave: Bopolímeros, polihidrxialcanoatos, bioprodução, água de parboilização de arroz, efluente da indústria 
de balas. 
 
1 INTRODUÇÃO 
 

O uso de produtos plásticos para substituir papel ou vidro, tornou-se algo corriqueiro na sociedade moderna. 
Contudo, a durabilidade dos plásticos se torna um problema após o descarte dos mesmos(KHANNA; SRIVASTAVA, 
2005; FERNANDES, 2013; PAKALAPATI et al., 2018). Uma possível alternativa é a produção de biopolímeros, 
dentre os quais os polihidroxialcanoatos (PHAs) podem ser citados. Os PHAs são poliésteres sintetizados por 
microrganismos como reserva energética. Estes compostos permanecem armazenados no interior das células e podem 
ser consumidos quando o microrganismo é submetido a situações de estresse. Em razão disto, os PHAs são 
completamente biodegradáveis, sendo consumidos por diversas bactérias presentes no solo e na água. Além disso, as 
propriedades mecânicas dos PHAs se assemelham as de vários polímeros convencionais(ISRANI; SHIVAKUMAR, 
2013; LIN; CHEN, 2017; MOHAPATRA et al., 2017). 

Dentre os PHAs, o polihidroxibutirato (P(3HB)) é um dos mais estudados. Diversas espécies de bactérias são 
capazes de produzir P(3HB), sendo que o gênero Bacillus apresenta potencial de produção em larga escala(PARK; 
CHOI; LEE, 2005; MOHAPATRA et al., 2017). Dentre elas, Bacillus megaterium apresenta grande potencial de 
aplicação na produção de P(3HB). Ele é capaz de utilizar diversas fontes de carbono e apresenta boa resistência a 
pressão osmótica e temperatura(FACCIN, 2012; KUMAR et al., 2013; KAVITHA; RENGASAMY; INBAKANDAN, 
2017). 

O processo convencional de produção de P(3HB) usualmente envolve a utilização de substratos como glicose 
pura, xaropes e melaços (cana, beterraba, milho). Contudo, devido a seu custo, algo a ser considerado é o potencial de 
utilização de coprodutos agroindustriais como fontes de carbono para reduzir o custo total do processo(FACCIN et al., 
2013; WHITE; LAIRD; HUGHES, 2017; THOMAS; BALAKRISHNAN; SREEKALA, 2018). 

Um processo que gera um grande volume de coprodutos é o de parboilização de arroz, dando origem a água de 
parboilização. O Brasil é o maior produtor de arroz dentre os países das Américas e Europa, com uma colheita de mais 
de 8,38 milhões de toneladas. O processo de parboilização é frequentemente empregado no país, e a água oriunda do 
mesmo é rica em minerais(CHILDS; RASZAP, 2017). 

Outra indústria que gera um coproduto interessante do ponto de vista dos processos biotecnológicos é a 
indústria de balas e candies. Mais de 25 empresas atuam no setor no Brasil, sendo que o coproduto mais comum é água 
oriunda do processo de limpeza dos equipamentos da linha de produção. Estas águas são ricas em açúcares e podem 
causar impactos ambientais graves caso não sejam tratadas adequadamente(MAQBOOL et al., 2017; PAPADAKI et al., 
2018). 

Existem ainda poucos estudos acerca da viabilidade destes coprodutos serem empregados na produção de 
P(3HB), contudo, dados apontam que ambos podem ser empregados como meio de cultura em processos 



 

 

biotecnológicos(ARAÚJO et al., 2015; MUKHERJEE et al., 2016). Desta forma, o presente estudo avaliou os 
parâmetros cinéticos e estequiométricos da produção em biorreator de polihidroxibutirato (P(3HB)) porB. 
megateriumempregando substratos agroindustriais (água de parboilização de arroz e efluente da indústria de balas). 

 
2MATERIAL E MÉTODOS 
 

A bactéria B. megaterium ATCC 14581 foi utilizada durante os ensaios, sendo que mesma foi adquirida da 
Fundação André Tosello e mantida em ultra freezer, a -80 ± 2 ºC, em solução crioprotetora (20 % glicerol) até o 
momento de sua utilização. 

Para realizar os cultivos do micro-organismo, foram empregados 2 coprodutos da agroindústria de alimentos: 
água de parboilização de arroz (APA) cedida pela Indústria Nelson Wendt (Pelotas, Rio Grande do Sul) e efluente da 
lavagem de drageadeiras da indústria de balas (EIB) cedido por uma indústria de balas e doces da região do Alto 
Uruguai. Os coprodutos foram utilizados em uma proporção de 40% (APA) e 60 % (EIB) (v/v) e enriquecidos com 
meio mineral e sulfato de amônio (2 g·L-1), seguindo os parâmetros propostos por Faccin, (2012) e Hassemer (2016). A 
composição do meio mineral pode ser visualizada na Tabela 1. 
 

Tabela 1 – Composição do meio mineral e solução de micronutrientes. 

Composto Concentração Composto Concentração (mg·L-1) 

Na2HPO4 3,6 g·L-1 H3BO3 300 
KH2PO4 1,5 g·L-1 CoCl2·6H2O 200 

FeSO4·7H2O 0,05 g·L-1 ZnSO4·7H2O 30 
Ácido Cítrico 0,1 g·L-1 MnCl2·4H2O 30 
CaCl2·2H2O 0,01 g·L-1 (NH4)6Mo7O24·4H2O 30 

MgSO4·7H2O 0,008 g·L-1 NiSO4·7H2O 30 
Sol.micronutrientes 1 mL·L-1 CuSO4·5H2O 10 

 
Os cultivos batelada simples em biorreator foram realizados em um frasco fermentativo com volume total de 

2 L por 32 h a 30 ºC. O frasco, contendo 1,5 L de meio de cultura, permaneceu acoplado a uma unidade de controle que 
permite o monitoramento da velocidade de agitação do meio de cultura (500 rpm). A aeração do sistema foi realizada 
utilizando ar ambiente bombeado via compressor de ar a uma vazão de 4 vvm. 

Com o objetivo de obter parâmetros estequiométricos e verificar a cinética de consumo de substrato (carbono e 
nitrogênio) em frascos agitados e batelada simples, 10 mL de amostra foram coletados a cada 4 h, possibilitando assim, 
a construção das curvas cinéticas para cada condição de cultivo. A partir dos perfis de concentração celular global, 
formação de produto global e consumo de substrato global (carbono orgânico total - COT e nitrogênio total - NT) em 
relação ao tempo, foi possível determinar, através de balanço de massa para cada componente, as velocidades de 
crescimento microbiano (rx), formação de produto (rp) e consumo de substrato (rc e rn) descritas nas Equações 1, 2, 3 e 
4, conforme Bailey et al. (1986). 
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Dividindo-se o valor de rx pela concentração celular naquele instante, a velocidade específica de crescimento 
(μx), foi obtida (Equação 5), conforme Bailey et al. (1986). 
𝜇௫ =

ೣ


            (5) 

Os fatores de conversão global também foram avaliados, com os fatores de conversão de carbono orgânico em 
P(3HB), YP/C (g P(3HB)·g COT-1), e conversão de nitrogênio global, YP/N (g P(3HB)·g NT-1), sendo expressos pelas 
equações 6 e 7, respectivamente. 
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Fatores de conversão global para células, tanto para carbono orgânico YX/C (g células·g COT-1) quanto para 
nitrogênio total YX/N (g células·g NT-1) foram calculados e expressos pelas equações 8 e 9. 
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Fatores de conversão global para a produção de P(3HB), YP/X (g P(3HB)·g células-1), foi expressa pela 
Equação 10. 
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Onde: rx = velocidade de crescimento das células (g·L·h-1); rn = velocidade de consumo de nitrogênio (g·L·h-

1); rc = velocidade de consumo de carbono orgânico (g·L·h-1); rp = velocidade de produção de P(3HB) (g·L·h-1). 
Os resultados foram tratados estatisticamente pela análise de variância - ANOVA, com comparação de médias 

realizada pelo teste de Tukey, com auxílio do software Statistica versão 5.0 (StatSoft/Dell, USA), com 95% de 
confiança. 
 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 A Tabela 2 apresenta os parâmetros cinéticos e estequiométricoss da produção em biorreator de 
polihidroxibutirato (P(3HB)) por B. megaterium. 
 
Tabela 2 – Parâmetros cinéticos e estequiométricos da produção de polihidroxibutirato (P(3HB)) por B. megaterium em 

biorreator. 

Tempo 
(h) 

Produtividade Células 
(g·L-1·h-1) 

Produtividade P(3HB) 
(g·L-1·h-1) 

Yp/s COT 
(g·g-1) 

Yp/s NT 
(g·g-1) 

Yx/s COT 
(g·g-1) 

Yx/s NT 
(g·g-1) 

µx 

(h-1) 

0 - - - - - - - 

4 
0,610e 

(0,024) 
- - - 

0,227d 

(0,021) 
2,50e 

(0,045) 
- 

8 
0,396b 

(0,016) 
0,084d 

(0,005) 
0,058c 

(0,003) 
1,04d 

(0,124) 
0,452a 

(0,015) 
8,05b 

(0,219) 
0,61a 

(0,050) 

12 
0,033a 

(0,001) 
0,129b 

(0,003) 
0,092c 

(0,006) 
2,17c 

(0,113) 
0,358b 

(0,020) 
8,41a 

(0,166) 
0,39b 

(0,020) 

16 
0,018c 

(0,006) 
0,137ab 

(0,001) 
0,118b 

(0,010) 
2,49bc 

(0,131) 
0,347b 

(0,019) 
7,34c 

(0,229) 
0,033c 

(0,001) 

20 
0,012cd 

(0,012) 
0,146a 

(0,001) 
0,136a 

(0,011) 
3,05b 

(0,109) 
0,326c 

(0,021) 
7,09cd 

(0,261) 
0,027c 

(0,002) 

24 
0,011d 

(0,004) 
0,124b 

(0,001) 
0,138a 

(0,011) 
2,85b 

(0,056) 
0,328c 

(0,017) 
6,78d 

(0,063) 
0,023c 

(0,002) 

28 
0,007d 

(0,010) 
0,124bc 

(0,002) 
0,115b 

(0,005) 
3,16ab 

(0,153) 
0,241d 

(0,020) 
6,60d 

(0,259) 
0,014d 

(0,003) 

32 
0,007d 

(0,004) 
0,118c 

(0,001) 
0,120b 

(0,006) 
3,40a 

(0,196) 
0,236d 

(0,011) 
6,70d 

(0,248) 
0,010d 

(0,003) 
Médias (desvio padrão) seguidas de letras iguais indicam não haver diferença significativa de acordo com Teste de Tukey (p<0,05); 
Yp/s COT – fator de conversão de COT em P(3HB); Yp/s NT – fator de conversão de NT em P(3HB); Yx/s COT – fator de conversão 
de COT em células; Yx/s NT – fator de conversão de NT em células; µx – velocidade específica de crescimento; 
 

Conforme a Tabela 2, é possível verificar que a maior produtividade de P(3HB) ocorreu em 20 h (0,146 g·L·h-

1), não diferindo estatisticamente (p<0,05) do valor encontrado em 16 h (0,137 g·L·h-1). Faccin et al. (2013) também 
avaliaram os parâmetros cinéticos da produção de P(3HB) por B. megaterium utilizando sacarose e diferentes perfis de 
kLa, sendo que os autores obtiveram uma produtividade máxima de 0,140 g·L·h-1 após 48 h ao utilizar uma velocidade 
de agitação de 500 rpm. Comparando os resultados do presente estudo com os valores encontrados pelo grupo de Faccin 
et al. (2013) nota-se que apesar de os valores de produtividade máxima serem similares, o tempo necessário para atingir 
este valor foi consideravelmente menor no presente estudo. Uma possível explicação pode estar relacionada a forma e 
aeração do sistema, visto que Faccin et al. mantiveram a saturação de oxigênio da cultura em 100 % ao longo de todo o 
processo. A disponibilidade de oxigênio pode influenciar consideravelmente a produção de P(3HB), com estudos 
sugerindo que concentrações elevadas de oxigênio fazem com que o metabolismo das células de B. megaterium priorize 
a manutenção do ciclo de Krebs ao invés de destinar moléculas de acetil-CoA para rotas metabólicas ligadas a síntese 
de P(3HB), visto que o estresse necessário para incentivar o acúmulo de polímero se torna reduzido (Third et al., 2003; 
Pradella et al., 2010; Yeo et al., 2017; Sirohi et al., 2020). 

Ainda no que se refere a produtividade de P(3HB), García-Cabrera et al. (2020) cultivaram Rhizobium phaseoli 
em meio modificado para Rhizobium sp com glicose e obtiveram uma produtividade de 12 mg·L·h-1 após 28 h ao 
utilizar um velocidade de agitação de 450 rpm, um valor menor do que o que foi obtido no presente estudo utilizando B. 
megaterium. 

No que se refere aos demais parâmetros, um comportamento peculiar foi observado no consumo de substrato. 
Tanto para os fatores de conversão de substrato em polímero quanto células com NT apresentou uma taxa de conversão 
maior que ao utilizar COT. No caso da conversão de substrato em polímero, a taxa de conversão de COT foi de 



 

 

aproximadamente 0,13 g·g-1 na faixa de 20 a 24 h. No entanto, com o substrato NT o máximo de conversão foi de 3,4 
g·g-1 após 32 h de cultivo. Em relação a produção celular, um comportamento similar foi observado, com a máxima 
taxa de conversão de COT sendo de 0,452 g·g-1 em 8 h e de 8,41 g·g-1com o NT após 12 h. Egli (2015) aponta que este 
comportamento é comum em sistemas para produção de P(3HB), sobretudo naqueles onde há excesso de carbono, com 
as taxas de conversão de nitrogênio em produto e produto em células podendo atingir valores de até 20 g·g-1. Oliveira-
Filho et al. (2020) também relatam valores semelhantes aos encontrados no presente estudo, com uma taxa de 
conversão de nitrogênio em células de 7,5 g·g-1 ao utilizar Burkholderia sacchari LMG 19450 para produzir P(3HB). 
Khanna & Srivastava (2008) cultivaram Ralstonia eutropha NRRL B14690 em meio otimizado com frutose e 
obtiveram um fator de converso de nitrogênio em biomassa de 10,01 g·g-1. Faccin et al. (2013), ao estimarem os 
parâmetros cinéticos de B. megaterium DSM 32T, obtiveram uma conversão máxima de nitrogênio em células de 8,48 
g·g-1, valor semelhante ao do presente estudo. 

Em relação a taxa de crescimento celular, o maior valor foi de 0,61 h-1, obtido após 8 h de cultivo, sendo que a 
velocidade de crescimento reduziu significativamente (p<0,05) até o final do período de cultivo (0.01 h-1). Este 
comportamento condiz com dados da literatura, sendo que Shahid et al. (2013) obtiveram valores máximos de µx 
próximos a 0,47 h-1, 0,51 h-1 e 0,44 h-1 após 24 h ao cultivar B. megaterium DSM 32T, B. megaterium DSM 90 e B. 
megaterium DSM 509, respectivamente, em meio mineral com glicose. Dalsasso et al. (2019) também determinaram os 
parâmetros cinéticos da produção de P(3HB) por Cupriavidus necator utilizando vinhaça e melaço de cana como fontes 
de carbono. Os autores encontraram valores máximos de µx partindo de 0,19 h-1 até 0,37 h-1, sob diferentes condições de 
cultivo. Em contraste, García-Cabrera (2020) avaliaram a cinética de produção de P(3HB) por Rhizobium phazeoli e 
encintraram taxas de crescimento específico na faixa de 0,09 h-1 até 0,16 h-1. Estes valores corroboram com a utilização 
de B. megaterium na produção de P(3HB), devido a sua alta velocidade de crescimento, o que pode reduzir o tempo 
total do processo fermentativo. 
 
4 CONCLUSÃO 
 

A água de parboilização de arroz e o efluente da indústria de balas apresentam potencial de utilização como 
substratospara a produção de P(3HB) por B. megaterium. Ambos os compostos ainda são considerados resíduos por 
grande parte das indústrias que os produzem, porém seu emprego na área da biotecnologia pode oferecer uma nova 
fonte de renda para a indústria e auxiliar na redução do custo de produção de P(3HB) permitindo sua maior difusão no 
mercado.  
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