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Neste trabalho foi desenvolvido um processo para a produgdo bacteriana de poli(3-
hidroxibutirato), P(3HB), utilizando glicerol puro ou glicerina produzida nas plantas de
biodiesel como Unica fonte de carbono. O alto custo de producdo dos
poli(hidroxialcanoatos) (PHAs) exige que estratégias alternativas de opera¢do sejam
adotadas para que os processos de produgdo sejam otimizados. No presente trabalho
algumas estratégias como variagdo da razdo molar carbono/nitrogénio no meio de
cultura, alimentacdo de glicerol em cultivo semi-continuo e aeracdo, foram estudadas.
Na melhor condigdo de reagdo obteve-se concentragio celular de 8 gL' e teor de
biopolimero de 30%. Além disso, os resultados experimentais indicam que o oxigénio
dissolvido pode estar limitando o crescimento celular. O PHA produzido foi
quantificado por cromatografia gasosa apos reagdo de propandlise. Foi observado que
Bacillus sp. nas condi¢des aqui estudadas foi capaz de produzir PHA tanto em cultivo
com glicerol P.A quanto em glicerina tratada. O biopolimero extraido das células e
precipitado em etanol foi caracterizado por calorimetria diferencial de varredura e
ressonancia magnética nuclear, tendo apresentado propriedades praticamente idénticas
as do P(3HB) comercial. O rendimento do glicerol em P(3HB) foi equivalente a 30% da

massa celular seca.
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PRODUCTION OF POLY(HYDROXYALKANOATES) USING GLYCEROL

Dirceu Pereira dos Santos
May/2009

Advisors: Tito Livio Moitinho Alves

José Carlos da Costa Silva Pinto

Department: Chemical Engineering

A process was developed for production of bacterial poly(3-hydroxybutirate),
P(3HB), using pure glycerol and glycerin from biodiesel plants as the single sources of
carbon. The high production costs of polyhydroxyalkanoates (PHA) require the
implementation of alternative operation strategies for process optimizations. The
strategies used to increase the cell concentration, and consequently the P(3HB)
productivity, were based on manipulation of the carbon/nitrogen ratio, the glycerol
concentrations and the degree of aeration. At the best conditions, the cell concentrations
reached 8 g.L™'. The biopolymer content was around 30% (in dry weight) in all
experiments. Moreover, the experiments indicate that the rate of cellular growth is
limited by the amount of dissolved oxygen. PHA samples were characterized through
gas chromatography (after propanolysis), differential scanning calorimetry and nuclear
magnetic resonance, which showed that the bacteria Bacillus sp. is able to produce PHA
from glycerol and treated glycerin with properties that are similar to the properties of

commercial P(3HB).
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Capitulo 1
Introducao

A cada ano, uma quantidade cada vez maior de polimeros oriundos da industria
petroquimica ¢ requerida. Existe, hoje, uma enorme quantidade de artefatos que utilizam
polimeros como matéria-prima. Das garrafas de refrigerantes, passando pelas hastes de
cotonetes, sacos de supermercados, tubos de encanamento, recipientes de poliestireno
expandido, revestimentos de panelas e de latas de conserva, mamadeiras, tintas para
paredes, proteses, escovas de dente, para-choques de veiculos, tapetes, cobertores, pneus
ou suportes para componentes eletronicos, os polimeros estdo presentes em quase a
totalidade dos utensilios de uso cotidiano (ROSA e CHUI, 2002).

O consumo exagerado de materiais poliméricos tem gerado problemas
ambientais (SINGH et al., 2005). A utilizagdo desses materiais em varios campos que
requerem resisténcia a luz, calor, esfor¢o mecanico, ataques quimicos e bioldgicos
garante a longevidade do artefato plastico no meio ambiente, fazendo com que estes
materiais tenham um processo de degradagdo mais longo. Dessa forma, a sociedade
contemporanea enfrenta o problema do crescente consumo de produtos plasticos
derivados da industria petroquimica ¢ o aumento destes produtos em aterros sanitarios.

As atuais estatisticas mostram que o consumo de plasticos ¢ de,
aproximadamente, 140 milhdes de toneladas por ano. Para o processamento destes
polimeros usam-se, aproximadamente, 150 milhdes de toneladas de 6leo fosseis (SHAH
et al., 2006). Portanto fontes alternativas de matéria-prima para a produgao de plasticos
sdo bem-vindas.

O crescimento da popula¢do vem conduzindo ao acimulo de enorme quantidade
de residuos ndo degradaveis. Apds a utilizacdo e descartes desses materiais, esses
produtos acabam acumulados em aterros sanitdrios e aumenta o volume de lixo
produzido, o que constitui uma preocupacao para ambientalistas de toda a parte do
mundo. Além disso, plasticos convencionais ndo somente levam muitas décadas para se
degradarem espontaneamente, mas também produzem durante os processos de
degradagao compostos toxicos (SURIYAMONGKOL et al., 2006).

Neste contexto, a reciclagem de materiais poliméricos vem ganhando forga, mas

ainda ndo constitui uma solucdo técnica adequada, porque apenas uma fracdo pequena



dos produtos podem ser reciclada com vantagens econdmicas. Por isso, ha motivagao
para encontrar uma solu¢do ecologicamente correta € a0 mesmo tempo competitiva em
relacdo & producao dos plasticos ja existentes.

Uma possivel solucdo ¢ o uso de matéria-prima que substitua os produtos
petroquimicos. Outra possivel solugdo ¢ o desenvolvimento de produtos que agridam
menos 0 meio ambiente e que consigam proporcionar a mesma versatilidade de
aplicacdo dos atuais produtos.

A biodegradacdo consiste na degradagdo dos materiais através da agdo de
organismos vivos. Em geral, derivam desse processo CO,, CH4, componentes celulares
microbianos e outros produtos. Alguns materiais poliméricos podem sofrer
biodegradacdo como poli(3-hidroxibutirato) P(3HB) e o poli-(e-caprolactona) (PCL). A
Tabela 1.1 lista alguns polimeros biodegradaveis. Os bioplasticos sdo biopolimeros
naturais que sdo sintetizados e catabolizados por varios microorganismos (SHAH et al.,

2008).

Tabela 1.1 — Polimeros biodegradaveis.

Grupo Exemplos
Poliésteres Poli(a-ester), polilactonas
Polipeptidios e proteinas Proteinas naturais
Polissacarideos Celulose

O P(3HB) pertence a classe dos poli(hidroxialcanoatos), ou PHAs, e ¢ produzido
por microorganismos. O processo de produgdo envolve menor gasto de energia. Além
disso, ao ser descartado no meio ambiente, microorganismos (como fungos entre outros)
utilizam o P(3HB) para seu metabolismo, transformando-o em diéxido de carbono e
adgua ¢ diminuindo a quantidade de materiais presente em aterros. O tempo de
degradacao do P(3HB) ¢ muito menor do que o dos polimeros convencionais. Enquanto
estes levam anos, décadas ou até mesmo séculos para serem degradados em aterros
sanitarios, P(3HB) pode ser degradado em algumas semanas.

Um fator atrativo para a producdo de PHAs por microorganismos ¢ a grande
variedade de substratos que pode ser empregada como fonte de carbono (REDDY et al.,
2003). O uso desses substratos, que constituem fontes renovaveis, garante a continua

disponibilidade dos materiais de forma ecologicamente correta. Esses substratos podem



ser também obtidos dos combustiveis fosseis, de subprodutos de agroindustria e de
outros produtos quimicos.

As propriedades mecanicas do P(3HB) sdo freqiientemente citadas na literatura
como a compatibilidade com as propriedades dos polimeros comerciais (como
polietileno e o polipropileno) (GAMBETTA, 2006). No entanto, a literatura
especializada mostra que tais propriedades sdo inadequadas ao mercado, se uma etapa
posterior de modificagdo do material ndo for introduzida no processo (EL-HADI et al.,
2002). Outro fator que favorece a substituicdo dos polimeros petroquimicos por
biopolimeros como o P(3HB) ¢ o fato de que estes materiais podem ser combinados em
blendas com outros polimeros petroquimicos, fazendo com que o produto final possua
caracteristicas apropriadas para utilizagdo em variados setores.

A demanda atual por polimeros ultrapassa a casas de centena de milhdes de
toneladas por ano, de maneira que a producdo de biopolimeros ¢ muito pequena, se
comparada a necessidade atual. Por isso, estudos vém sendo realizados com a finalidade
de encontrar microorganismos capazes de produzir biopolimeros e de aumentar a
produgdo. Além disso, estudam-se novos substratos, novas condi¢des de producio,
novas formas de extragdo de produtos e muito outros assuntos relacionados. Os
trabalhos descrevem diferentes tipos de células procariontas (POIRIER et al., 1995),
eucariotas (BREUER et al., 2002) e plantas (POIRIER, 2002), estratégias de cultivo
(KOYAMA e DOI, 1993), usando linhagens selvagens capazes de produzir P(3HB).
Descrevem ainda, microorganismos recombinantes (HUISMAN et al., 1992), formas de
aumentar a densidade celular (RYU et al., 1997) e a utilizagdo de substratos alternativos
(BRAUNEGG et al., 1998).

O atual estdgio da industria de polimeros petroquimicos requer alto controle da
quantidade dos produtos finais e redugdo das perdas. Para isso, s3o desenvolvidos
modelos de polimerizagao e modelos matematicos do processo. Esse estagio ainda nao ¢
comum no ambiente de produ¢do dos PHAs (GAMBETTA, 2006), o que colabora com
o desenvolvimento pouco acelerado desse setor.

Viérios estudos mostram que 40% do custo de produ¢do dos PHAs sdo devidos
ao substrato utilizado para a produgdo e que 26% estao relacionados com a recuperagdo
do polimero (CHE et al., 2003). Por tanto, o uso de substratos mais baratos pode
impactar significativamente a produ¢cdo de PHAs e encorajar o desenvolvimento de

novos processos industriais.



1 Objetivos da dissertacio

Este trabalho tem como objetivo principal estudar um método de produgdo de
P(3HB) a partir de uma fonte alternativa de carbono: o glicerol gerado como residuo da
produgao do biodiesel. O microorganismo utilizado foi o Bacillus sp.

O uso do glicerol esta relacionado a enorme disponibilidade dessa matéria-prima
no Brasil, como resultado de producdo do biodiesel. Hoje, o glicerol estd sendo
acumulado e queimado como fonte de energia. No entanto, pouco claro que o uso mais
racional dessa matéria-prima para a produgdo de material de maior valor agregado pode
contribuir sobremaneira com a industria quimica racional e com a induastria de
polimeros em particular.

O microorganismo Bacillus sp ¢ usado neste trabalho porque trabalhos anteriores
do grupo (GAMBETTA, 2006) mostraram que esse bacilo ¢ capaz de metabolizar o
glicerol e de produzir P(3HB). Portanto, este microorganismo parece adequado para

conduzir a tarefa aqui proposta.

2 Estrutura da dissertacao

O Capitulo 2 apresenta uma revisao da literatura de biopolimeros. Sdo descritas
as principais formas de produgao, os principais microorganismos estudados, as técnicas
de purificagdo empregadas, os diferentes tipos de poli(hidroxialcanoatos), suas
propriedades, as vantagens e desvantagens dos distintos processos de producdo e os
substratos usualmente utilizados.

O Capitulo 3 faz uma descrigdo das técnicas empregadas nesse trabalho.
Descrevem-se os materiais utilizados e as condicdes de andlise usadas para
caracterizagdo de amostras.

O Capitulo 4 apresenta um estudo visando avaliar o crescimento celular e a
producdo de biopolimero em meio de cultura contendo glicerol como tunica fonte e
carbono. Apos a avaliacdo destes dados, realizaram-se andlises para avaliar o acimulo
de biopolimero. Em fun¢do dos resultados obtidos substituiu-se o glicerol PA por
glicerina proveniente de plantas de producdo de biodiesel. Os estudos foram realizados
em frascos agitados e em biorreator. Amostras de células contendo biopolimero foram

extraidas e caracterizadas.



O Capitulo 5 apresenta as principais conclusdes obtidas e algumas sugestdes

para trabalhos futuros.



Capitulo 2

Reviséo Bibliografica
2.1 Polimeros da classe dos poli(hidroxialcanoatos)

Poli(hidroxialcanoatos) (PHAs) sdo poliésteres biossintetizados por bactérias,
quase sempre em condi¢des de crescimento desfavoraveis. O poli(3-hidroxibutirato) ¢ o
membro mais conhecido da familia dos PHAs (LEE e GILMORE, 2003). Os
poli(hidroxialcanoatos) sdo poliésteres de 3-, 4-, 5- e 6-4cido hidroxialcanodico
produzido por varias espécies de bactérias. Suas propriedades variam muito,
dependendo dos mondmeros constituintes (ROY et al., 2007).

Os PHAs foram observados pela primeira vez em Azobacter chroococcum no
inicio do século 20, como inclusdes similares aos lipideos e soliveis em cloroférmio.
Contudo, somente em 1926 as inclusdes produzidas por Bacillus megaterium foram
identificadas como constituidas de 4acidos poli(3-hidréxi-butirico) P(3HB), um
homopolimero, no Instituto Pasteur, por Lemoigne (ZINN et al., 2001).

Algumas espécies de microrganismos sdo capazes de acumular uma fonte de
reserva de energia ou de carbono na forma de inclusdes de poliésteres isotaticos (os
ramos sao ordenados regularmente do mesmo lado da cadeia), insoltveis no citoplasma
(DAWES e RIBBONS, 1962). Estes poliésteres apresentam massas molares na faixa de
2.10° a 3.10° g.mol™. O acamulo do biopolimero ocorre quase sempre quando ha uma
condi¢do desfavoravel ao seu crescimento. A condicdo desfavoravel ¢ gerada pela
exaustdo de algum nutriente essencial, tal como nitrogénio, fésforo ou oxigénio
(STEINBUNCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998). A falta de outros nutrientes, como
magnésio e enxofre sdo também eficazes para o acumulo de PHAs em determinados
microrganismos. Alguns estudos mostram acumulos de até 90% da massa celular em
P(3HB) (REDDY et al., 2003).

Os PHAs sdo poliésteres insaturados e sdo normalmente classificados quanto ao
comprimento de cadeia do mondmero que constitui o polimero em trés categorias:
comprimento curto de cadeia (sclPHA — C3 a C5), comprimento médio de cadeia
(mcIPHA — C6 a C14) e o comprimento longo de cadeia (IcIPHA — maior que C14)

(LEE, 1996). PHAs possuem como caracteristicas marcantes a biodegradabilidade, a



biocompatibilidade; a termoplasticidade, a impermeabilidade ao ar e a insolubilidade
em agua. Além disso, possuem propriedades piezelétricas e exibem alto grau de
polarizagio (STEINBUCHEL e LUTKE-EVERSLOH, 2002). Os sclPHAs tém
propriedades proximas das propriedades dos plasticos convencionais. Eles sdo
tipicamente rigidos e altamente cristalinos (RAMSAY et al., 2006), fazendo com que
este seja o grupo de PHAs mais estudados. Os msclPHAs sdo elastdomeros (SHAH et al.,
2006). O P(3HB) faz parte do grupo sclPHA e ¢ o tipo de PHA mas comum na natureza
(TSUGE, 2002). Um grande nimero de monomeros ja foi identificado como
constituinte fundamental de PHAs (ZINN et al., 2001). A Tabela 2.1 ilustra a estrutura
particular do P(3HB).

Tabela 2.1 — Estrutura quimica de alguns polimeros biodegradaveis.
Polimero Estrutura quimica

Poli(3-hidroxibutirato)
( CH;3 O

Além dos homopolimeros, sabe-se que varios copolimeros siao também
sintetizados  por  microorganismos, tais como  poli(3-hidroxibutirato-co-4-
hidroxibutirato) ou [P(3HB-co-4HB)], poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) ou
[P(3HB-co-3HV)], poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) ou [P(3HB-co-HHx)] e
o poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxipropionato) ou [P(3HB-co-3HP)]. O copolimero
[P(BHB-co-3HV)] pode ser uma alternativa para a producdo de termoplasticos
sintéticos, devido as suas melhores propriedades fisicas e mecanicas, baixa
cristalinidade e sua otima flexibilidade, quando comparadas as do P(3HB) (SUDESH et
al., 2008). Como o P(3HB) puro ¢ um composto com propriedades inadequadas para o
mercado de pléstico, € como o caminho metabdlico responsavel pela produgdo de
P(3HB) ¢ também capaz de produzir o copolimero P(3HB-3HV) na presenca de
propionil-CoA, quetovaleril-CoA ou hidroxivaleril-CoA, essa rota metabdlica ¢ bastante

exploradas para a produ¢do do copolimero (DAAE e DUNNILL, 1999).



2.2 Historia evolutiva do estudo do poli(3-hidroxibutirato) e os (PHA)

Beijerinck foi o primeiro a observar granulos de PHAs em células de bactérias
em 1888 (SHAH et al., 2006). Os PHAs foram observados pela primeira vez em
Azobacter chroococcum no inicio do século 20, como inclusdes similares aos lipideos, e
soluveis em cloroformio. Somente em 1926 as inclusdes produzidas por Bacilus
megaterium foram descritas como constituidas por acidos poli(3-hidroxi-butirico)
(P(3HB)) no Instituto Pasteur por Lemoigne.

Durante os 30 anos seguintes ndo houve qualquer interesse por este material
desconhecido. O primeiro artigo devotado ao P(3HB) foi publicado em 1958 por
Macrae e Wilkinson. Eles reportaram a rapida degradagdo do P(3HB) produzido por
Bacillus megaterium e por Bacillus cerus. O interesse pelo P(3HB) aumentou entio
drasticamente. Nos anos seguintes, pesquisas com P(3HB) e outros PHAs expandiram-
se, incluindo investigagdes de outros microorganismos produtores € o uso potencial
desses biopolimero em diferentes aplicagdes (SHAH et al., 2006).

Na década de 70, com a crise do petroleo e a grande elevagao do prego do barril
de petroleo, houve um aumento ainda mais significativo das pesquisas sobre os PHAs.
A primeira empresa a desenvolver um processo comercial, a ICI, que o comercializou
com o nome de BIOPOL, produzia o polimero através do cultivo de Ralstonia eutropha
em meio contendo glicose e acido propidonico como fontes de carbonos. Alguns
produtos foram entdo comercializados pela Alemanha (LEE, W.-H. et al., 2008). Com o
fim da crise de petroleo e alto custo da producdo de PHAs, o interesse por este material
voltou a diminuir. No Brasil, o PHA ¢ produzido atualmente a partir de melaco de cana-
de-agucar, enquanto nos Estados Unidos e na Coréia os PHAs s3o produzidos a partir de
varios substratos de origem animal (ALMEIDA et al., 2004).

O poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) ou [P(3HB-co-3HV)] foi
produzido comercialmente como BIOPOL pela Zeneca Bio Products, Billingham, Reino
Unido (SUDESH et al., 2006). Uma segunda linha de produgdo comercial esta baseada
na fermentagdo de sacarose, pela Chemie Linz GmbH na Austria (AKIYAMA et al.,
2002). No Brasil, uma planta piloto para a produ¢do de 60 toneladas por ano de
homopolimero ¢ integrada a uma usina de producdo de agtlicar e etanol, utilizando os

residuos da usina como matéria-prima (DOI et al., 2002).



2.3 Microrganismos produtores de poli(hidroxialcanoatos)

O numero de microrganismos produtores de PHAs aumenta a cada ano. Em
2003, Reddy havia catalogado 75 géneros diferentes de microrganismo capaz de
produzir PHAs. Hoje, ja sdo conhecidos 150. Dentre esses, as bactérias Alcaligenes
latus e Cupriavidus necator sido certamente as mais estudadas (TOKIWA e UGWI,
2007).

Os poli(hidroxialcanoatos) representam uma classe de poliésteres complexos,
sintetizados por varios géneros de bactérias ¢ membros da Archae. Os microorganismos
mais estudados sdo os Alcaligenes sp. , Azotobacter sp., Bacillus sp. e Pseudomonas sp.
(JIANG et al., 2007). Os PHAs sdo acumulados no citoplasma das células como
inclusdes insoluveis de 0,2 pm a 0,5 um de diametro, envolvidas por uma membrana
(MANTZARIS et al., 2002; SERAFIM el al., 2002)

A bactéria Cupriavidus necator é um dos microrganismos mais utilizados para a
produ¢do de PHAs, que cresce com facilidade em meios simples e alcanca grandes
acumulos de PHAs. Apesar disso, os mecanismos bioquimicos usados para a sintese de
PHB ndo sdao bem compreendidos (KIM et al., 1994). Embora o primeiro
microorganismo identificado como produtor de PHAs tenha sido Bacillus megaterium
em 1926, mas somente em 1970 os granulos foram vistos em microscopio e de fato
catalogados como poli(hidroxialcanoatos).

Vérios artigos citam os seguintes microrganismos como capazes de acumular
PHAs: Azotobacter beijerincki, Pseudomonas putida, Alcaligenes latus, Actinomycetes,
Azospirrilum, Bacillus, Beijerinckia, Chlorogloea, Chromatium, Derxia, Ferrobacillus,
Hyphomicrobium, Lampropaedia, Methylobacterium, Micrococus, Noscardia,
Rhizobium, Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Sphaerotilus, Spirillum, Streptomyces
vibrio e Zoogloea (BYROM, 1987). Na Tabela 2.2 sdo apresentados alguns
microorganismos produtores de PHAs. Podem ser ainda citadas as linhagens selvagens
de cianobactérias, como Synechococcus sp MA19 (TSUGE, 2002). Estudos mostram
que os microorganismos que acumulam PHAs podem ter uma composi¢ao aproximada
de 98% de PHB e 2% de proteinas, além de pequena quantidade de lipidios (WATT e
MORGAN, 1990).

Podem ser encontrados estudos sobre a manipulagdo genética de microrganismos
para a producdo de PHAs. Os principais estudos se concentram na utilizacdo de

Escherichia coli recombinante (PARK et al., 2005). As linhas de pesquisa para a



producdo de PHAs através do uso de técnicas de engenharia genética dividem-se em
duas estratégias: a incorporagdo de genes para a utilizacdo de diferentes substratos em
células produtoras de PHAs; introdug¢do de genes para biossintese de PHA em células
nao produtoras de PHAs. Genes responsaveis pela sintese de P(3HB) de R. eutropha
H16 ja foram clonados e expressos em E. coli. O cultivo em batelada alimentada com

controle de pH mostrou uma produgdo de 89 g/L (KIM et al., 1994).

Tabela 2.2- Microorganismo e o tipo de poli(hidroxialcanoatos) produzido.

Microorganismo Poli(hidroxialcanoato)
Cupriavidus necator P(3HB) e P(3HB-co-3HV)
Renomeada para Alcaligenes eutrophus

Alcaligenes latus P(3HB)

Azobacter vinelanddi P(3HB)

Chromobacterium violaceum P(3HV)

Methylobacterium organophilum P(3HB)

Azobacter chroococcum P(3HB)

Protomonas extorquens P(3HB)

Pseudomonas oleovorans P(3HB) e P(3HHx-co-3HO)
Escherichia coli recombinante P(3HB)

Bacillus mehaterium P(3HB)

Pseudomonas denetrificans P(3HV)

Pseudomonas putida P(3HB)

Dentre os microorganismos, as bactérias t€ém mostrado maior eficiéncia para
producao de P(3HB), incluindo Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes latus, Azotobacter
vinelandii, além de varias leveduras metilotrofas e Escherichia coli recombinante. A
bactéria Alcaligenes latus ndo requer limitagdo de nutrientes para a eficiente biossintese
de PHA, na presenca em excesso de fonte de carbono. Os possiveis efeitos de limitagdo
de oxigénio sobre a produgdo do copolimero por A. latus e a composi¢do do
cromonomero foi verificando que o teor de oxigénio dissolvido ndo influencia a sintese
de P(3HB).

As plantas também foram utilizadas para a produ¢do de PHAs, utilizando a fonte
de energia mais barata que se conhece: a energia solar. Foram introduzidos através da

engenharia genética os genes bacterianos responsaveis pela sintese do PHAs. A
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producdo de PHA foi da ordem de miligramas, o que ndo ¢ suficiente para satisfazer a
demanda mundial de polimeros. No entanto esses estudos sdo encorajadores. Os estudos
realizados com plantas mostraram um acumulo de P(3HB) em folhas Arabidopsis
transgénicas de 20 ug/g a 100ug/g (POIRER et al., 1995).

Para utilizar plantas para a produgao de PHA ¢ necessario solucionar uma serie
de problemas. Por exemplo, o metabolismo vegetal est4 altamente compartimentalizado,
o que dificulta a tarefa, j& que ¢ necessdrio que os genes pha sejam expressos no
compartimento celular que contém a maior concentracdo de acetil-CoA, ao mesmo
tempo em que se impede que o crescimento da planta seja afetado (ALMEIDA et al.,
2004).

Alguns grupos de bactérias, incluindo a Ralstonia eutropha (renomeada,
Cupriavidus necator e novamente renomeada como Alcaligenes eutropha), Prodomonas
extorquens e Protomonas oleovorans, requerem limitagdo de nutrientes essenciais, tais
como nitrogénio, magnésio, fosforo ou enxofre, para a produgdo de PHAs. Assim, duas
etapas, sdo requeridas no processo fermentativo. Durante a primeira etapa, as células
sdo supridas com quantidades suficientes de nutrientes (o objetivo é aumentar a
concentragdo celular). Na segunda etapa, a limitagdo de um nutriente € aplicada para a
producdo de P(3HB) nas células. Por outro lado, alguns microorganismos, como
Alcaligenes latus e Azotobacter vinelandii, ndo requerem limitagdo de nutrientes nem
que a fermentacdo seja realizada em duas etapas, uma vez que o crescimento ¢é
associado a producdo de P(3HB) (TOKIWA e UGWI, 2007). Isso ¢ muito conveniente
para a produ¢do industrial. Pseudomonas putida podem ainda produzir PHAs com
grupos funcionais modificados como ciamo, nitrofenoxi, fenoxi, metilfendxi e com
ligagdes tripas entre os carbonos da cadeia (RHEE et al., 2000).

Todos os PHAs descobertos até agora apresentam configuragdo isotatica [R],
devido & estereoespecifidade da enzima. A quiralidade do 3()-carbono ¢ responsavel
pela atividade o6tica desses polimeros (LEE e GILMORE, 2003). Pesquisas revelaram
que P(3HB) de baixo massa molar ¢ também encontrado em células eucariotes, como
em leveduras, amendoim, espinafre, intestino de ovelha, musculo de gatos, etc. Assim,
nao ¢ surpresa que o PHB apresente excelente biocampatibilidade com células animais

(ZINN et al., 2001).
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2.4 Biossintese de PHASs

A composicao do PHA produzido depende muito do substrato usado (BRANDL
et al., 1988, HUISMAN et al., 1989). A reacdo usual que resulta na produ¢do de PHAs
¢ a conversdo de HA, fornecido como fonte de carbono as células por uma tioquinase ou
uma transferase-CoA associada, ao tioester HA-CoA correspondente (STEINBUCHEL
e VALENTIN, 1995).

Observando-se o processo genérico de biossintese dos PHAs, trés fases podem
ser claramente identificadas. A primeira fase esta associada a absor¢do de uma fonte de
carbono, passivel de participacdo na biossintese do PHA. Essa absor¢cdo pode ser
realizada por um sistema de transporte especifico ou por difusdo através da membrana
celular. Uma segunda etapa esta relacionada as reagdes anabdlicas e/ou catabolicas,
responsaveis pela geracdo de compostos do tipo hidroxi-acil coenzima-A tioéster, que
sdo substratos para a PHA sintase. A terceira e ultima etapa esta associada a biossintese
do PHA, quando PHA sintases usam os tioésteres como substratos e catalisam a
formagdo da ligacdo éster do polimero. Um esquema simplificado desse processo foi
apresentado por STEINBUCHEL e VALENTIN em (1995) e GAMBETTA em (2006) e

esta representado na Figura 2.1.
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Figura 2.1: Esquema simplificado da biossintese dos PHAs adaptado
(STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995).

Os PHAs sao sintetizados por bactérias para armazenamento de energia e
carbono, normalmente na presenca de excesso de fonte de carbono e em condicdes de

limitacido de um dos nutrientes essenciais, como nitrogénio, enxofre, fosforo ou
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oxigénio (ROY et al., 2007). Varias bactérias conseguem converter acetil-CoA a D-(-)-
3-hidroxibutiril-CoA, pela via do acetoacetil-CoA, dando origem ao poli-hidroxibutirato
(STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995).

A via biossintética de produg¢do do P(3HB) envolve ao menos trés reagdes
enzimaticas, catalisadas por trés enzimas diferentes. A primeira reacdo consiste da
condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA em acetoacetil-CoA pela B-cetotiolase. A
segunda reagdo envolve a reducdo de acetoacetil-CoA a (R)-3-hidroxibutiril-CoA por
uma acetoacetil-CoA desidrogenase NADPH dependente. Finalmente, os mondmeros
(R)-3-hidroxibutiril-CoA sio polimerizados pela P(3HB) polimerase (HUISMAN et al.,
1989).

A formagao dos granulos in vitro foi investigada por GERNGROSS ¢ MARTIN
(1995). Este estudo permitiu inferir a maneira como os granulos se formam no interior
da célula. Em um primeiro momento, a P(3HB) polimerase soluvel interage com
concentragdes cada vez mais altas de 3-hidroxi-butiril-CoA no citoplasma, resultando
na ativagdo da enzima por um mecanismo desconhecido. Durante uma fase inicial, os
oligdbmeros sdo lentamente formados, gerando micelas, a medida que crescem em
comprimentos e hidrofobicidade. Estas micelas formam duas fases (aquosa e
polimérica), enquanto a PHA polimerase permanece na interface. A enzima entdo
produz mais polimero de forma continua, o qual ¢ liberado no interior do granulo. As
micelas finalmente coalescem e forma granulos que podem ser observados por
microscopia.

Como ja dito, a composicdo dos PHAs depende da natureza e da fonte de
carbono (SERAFIM et al., 2002). LEMOS (1998) mostrou que o propionato produz
essencialmente um polimero de 3-hidroxivalerato, com pequenas quantidades de

butirato. Na presenca de acetato, P(3HB) ¢ o principal produto.

2.6 Producao de Poli(hidroxialcanoatos)

E possivel produzir PHA de duas maneiras: in vitro, via polimerizagao catalisada
por PHA polimerase; ou in vivo, por fermentagdo submersa conduzida em batelada,
batelada alimentada ou de forma continua (ZINN et al., 2001). Até recentemente a tinica
forma de produzir PHAs era através da fermentagdo submersa. Ultimamente tem sido
proposto o uso de fermentacdo em estado semi-sélido (FSS) como uma alternativa para

a producdo de PHAs. A FSS freqlientemente exige baixo capital de investimento e
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permite o uso de residuos agroindustriais como meio de cultura. Assim, podem ser
empregados produtos de baixos custos que contribuem para resolver o problema da
disposigdo destes produtos no meio ambiente (CASTILHO et al, 2006).

Outros métodos de producao de PHAs t€m sido estudados. Atualmente, as trés
principais técnicas usadas envolvem sintese quimica (abrindo anéis por polimerizacao
de p-lactonas), uso de células de plantas transgénicas e a fermentacio com
microorganismo (WU et al., 2007), que é, certamente, o método mais popular. Varios
estudos realizados em plantas para a producdo de PHAs podem ser encontrados na
literatura. As plantas oferecem como vantagem principal o baixo custo de producao. Foi
reportada a sintese de P(3HB) por Arabidopsis thaliana, atingindo até 14% de polimero
em relacdo a massa celular seca segundo DAAE e DUNILL (1999).

2.6.1 Producio de PHA in vitro

A produgdo de PHA in vitro tem algumas vantagens em relacdo a producdo de
PHA in vivo. A primeira vantagem esta relacionada a facilidade na operacdo
downstream, ja que o PHA nao precisa ser extraido das células. A reducdo dos custos
pode chegar a 27% no preco final do PHA (ZINN et al., 2001). Outra vantagem esta
associada ao controle da produ¢do e da quantidade final do polimero obtido através da
adigdo de precursores ¢ cofatores de PHAs (QI et al., 2000). A adigdo destes cofatores,

no entanto, dificulta reciclagem e eleva o custo final do processo.

2.6.2 Producio de PHA in vivo

Este tipo de produgdo de PHA ¢ o mais encontrado na literatura. Uma enorme
variedade de microorganismos e de meios de cultivo pode ser utilizado a produgdo de
PHAs, de forma continua, semi-continua ou em batelada (VALAPPIL et al., 2007).

A producao de PHA por batelada ¢ geralmente utilizada pelos pesquisadores
para estudar o crescimento dos microorganismos € a influéncia de fatores como
agitacdo, oxigénio dissolvido, concentracdo de nutrientes, pH, temperatura e outros
sobre a produtividade e a qualidade dos polimeros dos polimeros produzidos (ZINN et
al., 2001). Alguns microorganismos que nao acumulam PHA durante seu crescimento,
como Alcaligenes eutropha , sdo cultivados em processo em batelada realizado em duas

etapas: uma etapa com excesso de fonte de carbono e nutrientes essenciais, com a

14



finalidade de promover o aumento da concentracdo celular; e uma segunda etapa em
que ha excesso de fonte de carbono e deficiéncia de ao menos um dos nutrientes
essenciais, com a finalidade de promover acimulo de PHA. O nutriente alimentado de
forma deficiente depende do microorganismo em estudo.

O processo realizado em batelada alimentada ¢ normalmente iniciado logo apds
a fase de crescimento exponencial (OLIVEIRA, 2004). O processo ¢ constituido por
duas fases principais. Em uma primeira fase, as células sdo cultivadas em um meio
mineral, contendo nutrientes essenciais, glicose e baixa concentragdo de fosfato. O
crescimento celular ocorre até que todo o fosfato seja consumido pelas células, quando
entdo se inicia a segunda fase. Nesta segunda fase, o acimulo de PHA ¢ obtido através
da continua adi¢do de glicose e acido propionico ao cultivo. O processo ¢ paralisado
quando a quantidade de PHA contido nas células atinge um nivel de 70-80% de massa
celular seca. E importante observar que a presenga de acido propidnico em alta
concentragdes inibe o crescimento celular (OLIVEIRA, 2004).

Alguns processos semi-continuos sdo realizados desta maneira desde do inicio

do cultivo.

2.8 Extracao dos poli(hidroxialcanoatos)

Existem na literatura diversos trabalhos que estudam a extragdo do biopolimero
da célula. Todos os resultados indicam que esta etapa € critica e que estudos adicionais
ainda precisam ser realizados. As técnicas de extracdo existentes sdo muito trabalhosas
e poucas eficientes, causando até mesmo a degradagdo do material polimérico. As
extragdes sdo normalmente realizadas usando solventes organicos, como cloroféormio,
cloreto de metileno, carbonato de propileno e dicloroetano (ROY et al., 2007). A lise
das células ¢ quase sempre feita com solucao hipoclorito de so6dio, enquanto a extragao
com cloroférmio em um aparato de soxhlet ¢ a técnica de extracdo mais comum. Os
métodos de extragdo envolvem tratamentos a quente com solventes organicos,
solubilizagdo enzimatica ¢ posterior lavagem com surfactantes (RAMSAY et al., 2006).
Por isso estes métodos tém custos elevados e aumenta o valor do produto final obtido.

Um processo para extragdo de PHAs envolve, invariavelmente, trés etapas: pré-
tratamento da biomassa, extragdo com solvente e purificagdo do polimero. Na etapa de
pré-tratamento, podem ser incorporadas enzimas para a degradagao das proteinas e do

DNA, pode ser usado aquecimento para desnaturar as macromoléculas celulares, podem
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ser aplicados surfactantes para remover lipideos e sao usados solventes para remover
agua e lipideos polares. A extra¢do de scl-PHA por solvente envolve hidrocarbonetos
halogenados, como cloroféormio. O mcl-PHA ¢ soliivel em um nimero maior de
solventes, de forma que extragdo ¢ mais barata e menos toxica (RAMSAY et al., 2006).
A acetona ¢ o solvente mais usado para a extracao de mcl-PHA, enquanto o metanol ¢
usualmente usado como um ndo solvente para a precipitagio do PHAs (RHEE et al.,
2000). A vantagem de usar enzimas durante a extragdo esta associada a especificidade
desses compostos, favorecendo uma maior recuperagao de produtos, a0 mesmo tempo
que forma menos quantidade de produtos degradados (KAPROTCHKOFF et al., 2005).

A acdo do solvente durante a extracdo pode ser dividida em dois estagios:
primeiro ele modifica a permeabilidade da membrana celular e, entdo, ele dissolve o
PHA. O uso de solvente foi primeiramente descrita por Leimogne (1923) e Baptist
(1967). Eles usaram hidrocarbonetos clorados, tais como cloroféormio e 1,2
dicloroetano, e alguns carbonatos, como propileno e etileno carbonatos (WU et al.,
2007).

O uso de sufactantes, tal como sulfato dodecil anidnico de sodio (SDS), provoca
o rompimento da membrana plasmatica liberando o P(3HB) para o meio, juntamente
com os debris celulares. Outra fun¢do do sufactante ¢ a solubilizagao de proteinas e de
outros materiais celulares (WU et al., 2007).

Um método alternativo para a recuperagdo dos PHAs ¢ baseado na digestdo
enzimatica. O método foi desenvolvido por ZENECA (AKIYAMA et al., 2003), que
observou que algumas enzimas exercem efeitos expressivos sobre a dissolucdo de
proteinas e pouco efeito sobre a degradacdo do biopolimero. O uso de enzimas conduz a
bons niveis de recuperacio, mas seu alto custo € a principal desvantagem desse processo
(WU etal., 2007).

O rompimento mecanico de células ¢ amplamente usado para recuperar
proteinas intracelulares. O rompimento mecanico pode ser feito com solidos ou liquidos
a altas pressoes (WU et al., 2007), embora o uso dessa técnica ndo seja comum para a

recuperagdo de PHAs em fungao do alto custo do processo.

2.7 Determinacao de Poli(hidroxialcanoato)

E de suma importancia que um método apropriado seja usado para determinar e

quantificar a producdo de P(3HB). Os primeiros métodos desenvolvidos foram

16



gravimétricos (LEMOIGNE, 1926), nefelométricos (WILLIAMSON e WILKINSON,
1958) e espectrofotométrico (LAW e SLEPECKYL, 1961; JUTTNER et al. 1975).
Muitos métodos analiticos tradicionais sdo insensiveis aos PHAs, envolvem passos de
purificagdo tediosos e, com freqiiéncia, ndo sdo capazes de distinguir entre o PHB ¢ o
PHV. O PHB e o PHV podem ser determinados por extracdo (em cloroférmio e/ou
metanol) e subseqiliente despolimerizagdo, sendo os mondmeros caracterizados por
cromatografia gasosa. O método mais amplamente utilizado ¢ de metandlise 4cida,
realizada na presenca de cloroférmio, seguida por andlise de cromatografia gasosa dos
ésteres monoméricos. Este método foi desenvolvido por BRAUNEGG et al. (1978) ¢
leva a recuperagdo de 50 — 60% do monomero segundo JAN et al. (1995). Um método
melhorado foi proposto por SMOLDERS et al. (1994), combinando caracteristicas
introduzidas por COMEAU et al. (1988) ¢ RIIS e MAI (1988). Este método envolve a
liofilizacdo da amostra e a transesterificagdo com propanol na presenga de acido
hidroclorico e 1,2-dicloroetano. Depois de lavar a fase organica com agua ¢ feita a
secagem com Na,SO4 e andlise dos ésteres monoméricos por cromatografia gasosa

(ZEHNDER et al., 1998).

2.9 As propriedades dos poli(hidroxialcanoatos)

Os PHAs sdo usados como reservas de energia e de carbono pelos
microorganismos que os produzem. Os microorganismos produtores de PHA acumulam
o polimero quando existe excesso de nutriente no meio de cultivo. De forma similar, os
granulos de PHA sdo consumidos quando o meio se torna desfavoravel para sua
sobrevivéncia. Como ja dito, esses biopolimeros s3o acumulados nas células quando os
microorgansimos sdo submetidos a condigdes de estresse (SHAH et al., 2006).

Os PHAs sio tipicamente produzidos como polimeros que contém 10° ou 10*
unidades méricas, acumuladas como inclusdes de 0,2 a 0,5 um de diametro (SHAH et
al., 2006). Essas inclusdes ou granulos sdo sintetizados ¢ armazenados por bactérias
gram-positivas e gram-negativas.

O poli(3-hidroxibutirato) ¢ o PHA mais comumente encontrado na natureza e foi
descoberto em 1926 no Bacillus megaterium por Lemoigne, 1926. Sua caracteristica
mais marcante ¢ o fato de ser biodegradavel e biocompativel, o que é raro em materiais
de origem petroquimica. A maioria dos compostos de alta massa molar que apresentam

biodegradabilidade ¢ formada por poliésteres (ROSA e CHUI, 2002). O grupamento
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éster ¢ facilmente hidrolisado por fungos e/ou bactérias. As propriedades dos poliésteres
vao desde plasticos rigidos a polimeros ducteis.

PHAs podem substituir plasticos tradicionais feitos de petroleo em varias
aplicagdes por terem propriedades comparaveis as dos polimeros petroquimicos. A
Tabela 2.3 mostra uma comparacao entre as propriedades de diferentes PHAs e do
polipropileno. Os PHAs de cadeia longa (Icl-PHA) ainda sdo poucos estudados, porque

os microorganismos produtores de polimeros ndo produzem cadeias muito longas.

Tabela 2.3 — Propriedades dos diferentes PHAs de cadeia curta (scl), cadeia
media (mcl) e cadeia longa (Icl) e do polipropileno segundo ZINN e HANY, (2005).

scl-PHA mcl-PHA Icl-PHA Polipropileno

Cristalinidade (%) 40-80 20-40 - 70

Ponto de fusao (°C) 80-180 30-80 - 176
Densidade (g.cm™) 1,25 1,05 - 0,91
Extensiao de 6-10 300-450 - 400

rompimento (%)
Resisténcia a Luz UV boa boa boa Fraca

Resisténcia a solventes fraca fraca fraca boa

As propriedades térmicas dos PHAs sdo muito dependentes da massa molar. A
temperatura de fusdo (T,) e a temperatura de transi¢do vitrea (T,) aumentam com o
aumento da massa molar para compostos de baixa massa molar, mas variam pouco para
compostos de alta massa molar. A composi¢do monomérica dos copoliésteres ¢ um
outro fator que influencia significativamente a T, ¢ T, dos mesmos. Freqiientemente os
PHAs sao produzidos como copolimeros de 3-hidroxibutirato e de 3-hidrovalerato
(ALMEIDA et al., 2004). Quando a quantidade relativa de 3-hidrovalerato aumenta, o
ponto de fusdo € reduzido (OLIVEIRA, 2004). A Tabela 2.4 apresenta um resumo de
algumas propriedades térmicas e mecanicas importantes para alguns polimeros.

O modulo de Young do P(3HB) ¢ usualmente igual a 3,5 GPa e a resisténcia a
tragdo ¢ igual a 43 Mpa. Essas propriedades podem ser comparadas as do polipropileno.
Entretanto, a capacidade de elongacdo até¢ a ruptura do P(3HB) ¢ significativamente
inferior a do polipropileno, o que torna o P(3HB) muito fragil (FREIR, 2002). As causas

desta fragilidade podem ser oriundas da cisdo e degradagdo das cadeias poliméricas e da

18



propagacdo das rachaduras ao redor dos esferulitos, dada a elevada cristalinidade dos

PHAs (OLIVEIRA, 2004).

Tabela 2.4 — Propriedade de alguns biopolimeros e polimeros petroquimicos.

Polimeros Tw (°C) T, (°C) Cristalinidade Resisténcia a Extensio de
(%) tracdo (MPa) quebra (%)
P(3HB) 177 4 60 43 5
P(3HB) com alta 185 4 80 400 35
massa molecular
P(3HB-co-20 145 -1 56 20 50
mol%3HV)
P(3HB-co-16 150 -7 45 26 444
mol%4HB)
P(3HB-co-10 127 -1 34 21 400
mol%3HHx)
P(3HB-co-6 133 -8 45 17 680
mol%3HA)
Polipropileno 176 10 50-70 38 400
Poietileno de baixa 130 36 20-50 10 620
densidade

Os PHAs produzidos por bactérias sdo polimeros lineares de (R)-3- hidroxido
acido, nos quais o grupo carboxilico de um mondémero forma uma ligagdo tipo éster
com o grupo hidroxila do mondmero seguinte (ALMEIDA et al.,, 2004), como
apresentado na Figura 2.2. Os PHAs sdo termoplasticos que, mesmo depois de
moldados, podem voltar ao estado fundido por aquecimento, permitindo a confec¢io de
outras pecas. Esses materiais sdo cristalinos, opticamente ativos e isotaticos,
apresentando caracteristicas piezoelétricas e como s3o insoluveis em agua e
impermedveis ao ar, podem ser usados para a fabricacdo de embalagens, constituindo
um substituto potencial do polipropileno em varias aplicagdes (MADISON e
HUISMAN, 1999). Dependendo do tipo de microorganismo e substrato alimentado, os
PHAs podem apresentar diferentes composi¢des (REIS et al., 1998).

Os PHAs podem ser processados por injecdo e¢ por moldagem com sopro.
Contudo, em fun¢do da alta cristalinidade, os PHAs ndo sdo flexiveis o suficiente para
formar filmes. Por isso, sdo quebradi¢os e apresentam propriedades eldsticas muito
pobres. Estas limitacdes podem ser contornadas através da mistura com outros
polimeros e/ou aditivos (HANGGI, 1995). Os copolimeros sdo mais dicteis, mais faceis

de moldar e mais resistentes, quando comparados com os homopolimeros. As misturas
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de P(B3HB) com outros polimeros, tais como polilactatos e poli(e-caprolactona),
contornam os problemas de rigidez e fragilidade excessivas do P(3HB), possibilitando

seu uso pratico (TSUGE, 2002).
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Figura 2.2: Estrutura quimica do PHA. Todos os mondmeros t€ém um centro
quiral (*), n pode variar de 100 — 30000 monomeros e R indica um radical alquila.

Outra forma de melhorar as propriedades fisicas de P(3HB) ¢ a incorporagdo de
diferentes unidades de HA na seqiiéncia polimérica, para formar copolimeros. Muitas
unidades monoméricas ja foram identificadas como constituintes dos PHAs
armazenados em microorganismo. As unidades de repeticdo apresentam a estrutura
geral apresentada na Figura 2.3, em que a substituicdo do radical R caracteriza um novo
polimero ou copolimero. Os hidroxialcanoatos que formam os PHAs podem ser
divididos em duas classes: hidroxialcanoatos de comprimentos de cadeia curta,
compreendendo mondmeros com 3 a 5 carbonos; ¢ hidroxialcanoatos de cadeia média,
compreendendo os mondmeros com 6 a 14 carbonos.

Estudos tém mostrado que a massa molar do PHAs varia tipicamente de 50000 a
1.000.000 Da, dependendo do organismo produtor do PHA e das condigdes de produgdo
(REDDY et al., 2003). O P(3HB) ¢ opaco, enquanto que o copolimero PHBV torna-se
transparente, 8 medida que aumenta o contetido de 3HV.

Estudos mostraram que a composi¢do de PHA depende principalmente da fonte
de carbono, das condi¢des de cultivo e da rota metabolica que leva a formag¢do do PHA
(STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995).

A estrutura quimica dos PHAs apresenta grupos funcionais nas extremidades das
moléculas, permitindo que o material seja modificado quimicamente, o que certamente

aumenta o numero de aplica¢des possiveis desse material (ZINN et al., 2001).
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n R Nome

Hidrogénio Poli(3-hidroxi-propionato)

Metil Poli(3-hidroxi-butirato)
Etil Poli(3-hidroxi-valerato)
( I|{ 0 1 Propil Poli(3-hidroxi-hexanoato)
WL 0= CH-(CHh— C Pentil Poli(3-hidroxi-octanoato)
L 100-30000 Nonil Poli(3-hidroxi-dodecanoato)

2 Hidrogénio Poli(4-hidroxi-butirato)

Metil Poli(4-hidroxi-valerato)
3 Hidrogénio Poli(5-hidroxi-valerato)
Metil Poli(5-hidroxi-hexanoato)
4 Hexil Poli(6-hidroxi-dodecanoato)

Figura 2.3: Representacdo genérica dos PHAs.
2.10 Aplicacgao dos poli(hidroxialcanoatos)

A utilizagdo de embalagens plasticas de dificil decomposi¢do ao meio ambiente
constitui um grande problema para a sociedade atual. Uma das propriedades dos PHAs
¢ sua biodegradabilidade, fazendo com que, estes polimeros possam ser usados para a
producdo de embalagens comerciais. Além da utilizagdo de PHAs na industria de
embalagens, a industria farmacologica usa os PHAs como matéria-prima para a
composicdo de capsulas. Outra aplicagdo muito interessante dos PHAs ¢ seu uso em
engenharia tissular, para a fabricagdo de proteses e outros componentes médicos, em
fung@o da sua biocompatibilidade (WILLIAMS et al., 1999), que ndo gera substancias
toxicas durante a biodegradacdo. Na area médica, o alto custo de produgdo ¢
compensado pelo alto valor agregado alcangado pelos produtos finais (ZINN et al.,
2001).

O PHB isolado dos microorganismos gram-negativos contém uma membrana de
lipo-poli(sacarideos) (LPS) que ¢ uma endotoxina conhecida como pirogeno. A
presenca da (LPS) induz forte reagdo imunogénica e ¢, portanto, indesejavel para
aplicacdes biomédicas dos PHAs. As bactérias gram-positivas ndo apresentam a
membrana LPS e sdo potencialmente melhores fontes de PHAs para uso em aplicagdes

biomédicas (ROY et al., 2007).
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O (R)-3-4cido hidroxidobutirico ((R)-3-HB), um mondémero do P(3HB), ¢
conhecido por exibir atividade antimicrobial, antiviral e inseticida. O (R)-3-HB ¢
utilizado para a produgdo de antibidtico, vitaminas, aromaticos e feromdnios. Ha varios
registros sobre o uso do P(3HB) em varias areas da medicina (TOKIWA ¢ UGWU,
2007).

O P(3HB) ¢ mais duro e quebradigo do que os plasticos sintéticos, como o
polipropileno. A incorporacdo de 3-hidroxivalerato a cadeia do polimero melhora a
flexibilidade e diminui a temperatura de fusdo (Ty,), criando um intervalo de
temperaturas na qual o polimero pode ser processado sem ser degradado. Como a
temperatura de transi¢cdo vitrea também diminui, esse material pode ser usado em baixas
temperaturas sem quebrar (KELLER et al., 2008).

Estudos demonstram que os PHAs podem apresentar grupos funcionais de
grande interesse, pois podem melhorar as propriedades de mcl-PHA e podem ser
modificados por reagdes quimicas para obter grupos mais uteis. Essa técnica pode
aumentar o leque de aplicacdes do PHA como polimero ambientalmente biodegradéavel
e como biomaterial para a biomedicina (RHEE et al., 2000). Os PHAs certamente
servirdo como moldes para o desenvolvimento de outros polimeros biodegradaveis,
produzidos quimicamente ou por técnicas biotecnologicas (STEINBUCHEL e LUTKE-
EVERSLOH, 2002).

2.11 Biodegradacao dos poli(hidroxialcanoatos)

A caracteristica mais marcante dos PHAs ¢ a biodegradabilidade. Na natureza
diversos microrganismos podem degradar PHAs a CO, e agua pelo uso de PHA
hidrolases ¢ PHA depolimerases (ALMEIDA et al., 2004). A decomposi¢do dos
P(3HB) ¢ da ordem de poucos meses, quando submetido a digestdo anaerodbica, e de
alguns anos, quando langado a dgua do mar (MADISON e HUISMAN, 1999). A Figura
2.4 apresenta um esquema grafico sobre a biodegrada¢ao dos PHAs. Além da estrutura
quimica dos polimeros, hd outros fatores que também influenciam a velocidade de
degradagdo, como a morfologia das pegas e a cristalinidade do material (ROSA e CHUI,
2002).

A biodegradagdo dos biopolimeros pode ocorrer por dois mecanismos distintos,
dependendo da natureza do polimero e do ambiente. O primeiro mecanismo ¢ a

hidrolise bidtica ou abidtica, seguida por bioassimilacdo (hidrobiodegradacao). Esse ¢ o
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processo primario envolvido na biodegradagao das heterocadeias poliméricas (tais como
celulose, amido e poliésteres alifaticos), das quais os polimeros de 4cidos laticos (PLA)
e poli(hidroxialcanoatos) (PHAs) sdo exemplos tipicos. O segundo mecanismo ¢ a
peroxidagdo, seguida por bioassimilagdo de produtos de baixa massa molar (oxo-
biodegradacao). Esse processo ¢ aplicado usualmente a cadeia de carbono dos polimeros

(SCOTT, 2000).

Filimes de PHAS
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Figura 2.4: Esquema grafico da biodegradagdo de PHA, em leito aerado
adaptado (SUDESH et al, 2006).

Um grande numero de artigos tem demonstrado que o P(3HB) pode ser degrado
em condigdes aerdbicas, anaerdbicas e termofilicas (TOKIWA e UGWU, 2007). A
capacidade para degradar o scl-PHA ¢ amplamente distribuida entre as bactérias e
fungos filamentosos, de maneira que varias despolimerases tenham sido purificadas e
caracterizadas. Embora poucos artigos sobre a degradacdo de mcl-PHA tém sido
documentados, apenas cinco depolimerase mcl-PHA tém sido purificadas e
caracterizadas (SHIN et al., 2005).

Os PHAs sao degradados a agua e didoxido de carbono em condigdes aerdbicas.
Em condi¢des anaerobicas produz metano. A taxa de biodegradagdo ¢ influenciada por
varios fatores ambientais tal como populagdo microbiana, temperatura, nivel de
umidade, pH, cristalinidade e area de superficie do PHA (SUDESH et al., 2006). Na
Figura 2.5, apresenta-se um esquema simplificado da a¢do de microorganismo sobre um

material bioplastico.
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Figura 2.5: Mecanismo de degradagao de bioplasticos, adaptado de SUDESH et
al., 2006.

Durante a degradagdo, os polimeros sdao primeiro convertidos para seus
mondmeros. Dessa maneira, os mondmeros podem atravessar a membrana celular e
sofrer degradacao dentro das células. A quebra da cadeia de polimero inicialmente pode
resultar de varios fatores fisicos e quimicos. Forcas fisicas, tais como, calor ou frio,
umidade, podem causar prejuizo a cadeia polimérica, tal como sua quebra. A
despolimerizagdo também pode ocorrer por acdo enzimatica; neste caso encontramos
dois tipos de enzimas que envolvem a biodegradagcdo bioldgica, as enzimas de
despolimerase extracelulares e as intracelulares. Neste processo, a enzima inicialmente
adsorve na parte hidrofobica do PHA, iniciando, ai, o processo de hidrolise. A taxa de
degradacgdo enzimatica dos filmes de P(3HB) diminui com o aumento da cristalinidade.
Na Tabela 2.5 apresenta-se uma lista de microorganismos que degradam diferentes
tipos de plasticos. Uma lista mais completa pode ser encontra em SHAH et al, (2008),
onde podem, também, ser encontradas citacdes de varios artigos a respeito da
degradac¢do de polimeros e suas misturas.

O estudo da degradagdo dos PHAs nao é importante apenas para o projeto de
aterros sanitarios. Existem estudos da degradagdao dos PHAs em diversas condigdes,
como na agua do mar, j4 que muitos materiais sdo jogados nos rios e oceanos. Outros

estudos de extrema importancia dizem respeito a degradacdo dos PHAs no organismo
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animal. Sabe-se que os PHAs sdao degradados por um mecanismo de hidrélise quimica

em valores de pH encontrados nas aplicagdes médicas (ENGELBERG e KOHN, 1991).

Tabela 2.5 — Lista dos bioplasticos ¢ microorganismos utilizados para sua
degradacdo (SHAH et al., 2008) .

Bioplasticos Microorganismos

Poli(3-hidroxibutirato) Pseudomonas lemoigei, Alcaligenes
faecalis, Schlegelella.

Poli(3-hidroxibutirato-co- Clostridium botulium, Streptomyces sp.
hidroxivalerato) SNG9
Policaprolactona Clostridium botulium,

Fusarium solani
Poli(acido latico) Bacillus brevis,

Penicillium roquefort

2.12 Dificuldades encontradas na producio de poli(hidroxialcanoatos)

O principal obstaculo para a ampla aceitagdo dos PHAs ¢ o elevado custo de
produgdo, que é 10 vezes maior que o custo de producdo de plasticos sintéticos. Estudos
mostram que 40% dos gastos da producdo sdo associados as fontes de carbonos e 27% a
recuperacdo do biopolimero (CHOI e LEE, 1997). A viabilidade econdmica da
produ¢do de P(3HB) depende da eficiéncia e velocidade de crescimento do
microorganismo, da formag¢do do produto e do conteudo intracelular do biopolimero.
Dessa forma, para viabilizar o processo de produgdo € preciso maximizar a conversao
de carbono e a produtividade ao longo de todo o processo (ACKERMANN e BABEL,
1998). Assim, as formas adotadas para reduzir o custo de produgcdo de PHA incluem o
uso de substratos de baixos custos, a prospec¢do de novos microrganismos produtores
o emprego da engenharia metabolica e da engenharia genética.

As reacoes de polimerizagdao que dao origem aos PHAs nao sdo conhecidas com
100% de confianga. Apenas KAWAGUCHI e DOI (1992) propuseram um modelo para
a polimerizagdo enzimatica que ocorre nas bactérias. STUBBE et al., (2005) realizou
uma abordagem similar, no entanto, com mais énfase na identificacdo das unidades

funcionais que compdem a polimerase. As duas abordagens admitem que o modelo
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cinético € composto por uma reagdo de iniciacao de cadeia, uma reacao de propagacao e
uma reacao de terminacao por transferéncia de cadeia.

O custo da produgao de P(3HB) reportado por LEE ¢ CHOI (1997) foi de $ 2,6/
kg de P(3HB), enquanto YAMANE et al., (1995) reportaram o custo de $8,32/kg de
P(3HB), estimado em 2002 por AKYAMA et al., que o custo da producdo de P(3HB)
em uma escala de 100000 toneladas por ano como 2,6 US$/kg, baseado nos melhores
dados experimentais de produgdo de P(3HB) por Alcaligenes latus, ja o custo de
producao de 1 kg de polipropileno ¢ em torno de US$ 0,7 (ZINN et al., 2001) Para a
produ¢do da mesma quantidade de P(3HB) por ano, o processo com baixa
produtividade requer grandes equipamentos para a fermentagdo e recuperagdo. O alto
conteudo de P(3HB) torna os processos de recuperacdo mais econdomicos, devido ao uso
de menor quantidade de surfactante e hipoclorito na recuperacdo e devido ao menor
custo do tratamento da agua residual. Portanto, é importante empregar um processo de
fermentagdo que resulte em alto conteido de P(3HB), para que o processo seja
economicamente viavel. Outro fator que dificulta a producdo de P(3HB) ¢ o mau cheiro
durante a produgdo industrial (TOKIWA e UGWU, 2007). O mau cheiro ¢ devido a
degradagdo de material celular misturado ao polimero ¢ impede o uso do material em

grande numero de aplicagdes.

2.13 Fontes alternativas de carbono

Acucares, tais como glicose e sacarose, sdo as fontes de carbono mais
comumente usadas para a produgdo de PHA, porque podem ser obtidas a precos
relativamente baixos (TSUGE, 2002). No entanto, PHAs podem ser produzidos a partir
de uma ampla variedade de substratos, tais como fontes renovaveis (amido, celulose),
fosseis (metano, 6leo mineral, lignina), subprodutos de outros processos (melaco, soro
de queijo, glicerol), produtos quimicos (dcido propidnico, acido 4-hidroxibutirico) e
diéxido de carbono. O didéxido de carbono ¢ utilizado como fonte de carbono em
cultivos de cianobactérias (ASADA et al., 1999). A engenharia metabolica esta sendo
explorada para introduzir novas vias metabdlicas e aumentar a diversidade de substratos
utilizaveis, a fim de aumentar a produtividade da sintese e a produ¢do de novos PHAs
(REDDY etal., 2003).

A bactéria Ralstonia eutropha pode usar CO; inorganico como fonte de carbono.

Isso estd de acordo com as observacdes de Huges e Richardson em 1984, que
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mostraram que a concentragao de CO; no meio de cultivo afeta a biossintese de P(3HB)
(TANAKA et al., 1995).

Os acidos graxos volateis (AGV), obtidos por digestdo anaerdbica, sdo também
precursores para formagdo de PHA. Fontes de AGV incluem residuos municipais
(KALTIA e JOSHI, 1995).

Os residuos agricolas e da industria de alimentos podem ser utilizados como
fontes baratas de carbono e nitrogénio. Entre as fontes de carbonos estdo a xilose, o
segundo acucar mais abundante nesses residuos, o acido latico e o acido acético
(TSUGE et al., 1999, TSUGE et al., 2001), obtidos de fermenta¢des anaerdbicas.

Muitos residuos agroindustriais, como os Oleos vegetais, tém sido utilizados
como substratos na biossintese de PHAs. Os Oleos vegetais parecem ser substratos
favoraveis, porque levam a producdo de grandes quantidades de PHAs e,
conseqiientemente, a menores custos de producdo. Alguns estudos mostram que 6leos
vegetais podem aumentar o rendimento em PHAs, sendo que cada grama de 6leo produz
até 0,8 g de PHAs. Quando acucar ¢ utilizado, cada grama de agtcar produz apenas 0,3
g de PHA (SUDESH et al., 2008).

Uma outra fonte de carbono alternativa que vem sendo estudada ¢ o lodo ativado
originado de plantas de tratamento de agua. Este processo traz dois beneficios, em
primeiro lugar, diminui o preco final do produto produzido; em segundo lugar, permite
a reducgao de residuos de lodos ativados (CHAKRABARTI et al., 2007).

Muitas espécies de Pseudomonas t€m a peculiaridade de sintetizar PHAs a partir
de compostos organicos halogenados, aromaticos, olefinas e ésteres (RHEE et al.,
2000).

Os acidos organicos também podem ser utilizados como fontes para a produgao
de PHAs, mas estes podem inibir o crescimento do microorganismo. Acidos organicos
podem conduzir ao colapso da trans-membrana, devido ao gradiente de pH nas células
bacterianas, especialmente nas altas concentragdes de acidos (CHEN et al., 2003).

Restos organicos, como restos de comida usualmente ndo podem ser utilizados
diretamente por produtores de PHAs. Hidrolise e acidogénese dos residuos brutos
devem ser usados como sdo o primeiro passo para a producao de acido organicos, como
0 acido acético, acido propionico e acido butirico, que podem ser posteriormente
utilizados por produtores de PHAs. Este meio fermentativo pode ser utilizado por A.
eutropha para o crescimento ¢ producdo de PHA, mas sdo também toxicos ¢ inibem o

crescimento do microorganismo, dependendo do pH. A toxidade dos acidos organicos ¢
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atribuida as moléculas lipofilicas que penetram livremente na membrana das células,
dissociando e acidificando o citoplasma. Como resultado, o gradiente de protons através
da membrana nao pode ser mantido ¢ a produgdo de energia ¢ interrompida (YU et al.,

2001).

2.13.1 Glicerol

O glicerol (1,2,3 propanotriol) foi descoberto em 1779, por Scheele e observado
na fermentacdo alcodlica por Pasteur em 1858 em concentragao de 2,5 — 3,6% do
contetido de etanol (SILVA et al., 2009). O glicerol ¢ um polialcool de formula
molecular [C3Hs(OH)s] que estd presente no ambiente celular de diferentes espécies,
incluindo protistas unicelulares e mamiferos. No entanto, ¢ dificil encontrarmos o
glicerol em sua forma “livre” nesses organismos, pois geralmente esta presente como
triglicerideo combinado a 4cidos graxos, como os acidos: oléico e palmitico. O glicerol
¢ um produto atoxico que pode ser utilizado em diversos setores industriais (SILVA et
al., 2009).

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas do glicerol, destacam-se as
caracteristicas de um liquido oleoso, incolor, viscoso e de sabor doce, solivel em dgua e
alcool em todas as proporg¢des e pouco solivel em éter. Na industria alimenticia, o
glicerol ¢ usado como aditivo, em funcdo de suas propriedades estabilizantes,
antioxidantes, seqiiestrastes, emulsificantes e umectantes. Nos produtos farmacéuticos,
sua aplicacdo ¢ devida a sua alta viscosidade, o que permite sua utilizagdo em xaropes.
E considerado também um agente crioprotetor nos microorganismos, nio permitindo a
formagao de cristais de gelo nas células. Também ¢ empregado para a produgdo de
resinas e poliésteres, devido a sua reatividade e polifuncionalidade. Na industria téxtil, ¢
usado como lubrificante (SILVA et al., 2009).

A produgdo do glicerol inicialmente era realizada por saponificacdo de 6leos e
gorduras, para a producdo de sabdo. Atualmente esta técnica estd em desuso, devido a
substitui¢do dos sabdes por detergentes. O glicerol pode ser obtido a partir de derivados
de petroleo por cloracdo a altas temperaturas, embora esta seja uma rota que gera
subprodutos prejudiciais. Também ¢ possivel produzir glicerol através de processos
fermentativos, usando-se varios microorganismos como: bactérias, leveduras, fungos e
algas; contudo, o processo de recuperagdo do glicerol ¢ dificil nesse processo.

Finalmente, o glicerol ¢ um subproduto da producdo do biodiesel, produzido
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aproximadamente na proporcao de 9% em massa em relag@o ao biodiesel. O biodiesel ¢
produzido a partir de 6leos vegetais e gorduras animais, através de uma reacdo de
transesterificacdo com etanol ou metanol, geralmente catalisada por hidroxido de sodio

(NaOH) ou hidroxido de potassio (KOH) (Figura 2.6) (SILVA et al., 2007).
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Figura 2.6: Reacdo de transesterificacao para a producdo do biodiesel adaptado
(SILVA etal., 2009).

O biodiesel ¢ um importante substituto dos combustiveis fosseis e pode ser
produzido a partir de recursos renovaveis. O biodiesel ¢ menos poluente, ja que o gas
carbonico liberado na queima pode ser assimilado pelas plantas para produzir biodiesel.
Na literatura podem ser encontrados diversos estudos sobre a produgdao de biodiesel,
através da rota metilica. O metanol ¢ um inconveniente, devido a sua toxidade, que
acaba tornando os residuos toxicos para usos posteriores. Além disso, esta rota ndo gera
um ciclo auto-sustetavel, pois o metanol geralmente ¢ obtido de fontes fosseis. Por isso,
a rota etilica vem sendo desenvolvida (GAMBETTA., 2006).

Se a producgdo de biodiesel for alavancada, em um futuro préoximo o glicerol
também passard a ser uma commodity e, muito provavelmente, experimentard grande
reducdo do prego. Atualmente, a Unido Européia ¢ lider na produgdo de biodiesel, com
uma parcela de 82% da producdo mundial. O Brasil tem condicdes favoraveis para se
tornar o maior produtor de biodiesel. Em primeiro lugar, o uso de alcool como
combustivel para carros tem uma longa tradi¢cdo na cultura brasileira. Como segunda
vantagem, as condi¢des para o cultivo de plantas oleaginosas sdo extremamente
favoraveis em muitas areas do pais (SILVA et al, 2009).

O glicerol estéd presente na natureza e muitos organismos conhecidos podem usar
unicamente o glicerol como fonte de carbono e energia (SILVA et al., 2009). Esses
microorganismos tém atraido a aten¢do pelo potencial de usar o glicerol abundante da
produgdo de biodiesel, para a produ¢ao de produtos de maior valor agregado. Sendo

assim, o glicerol constitui uma promessa de nova fonte de carbono abundante para a
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industria microbioldgica. Nesse contexto, ¢ importante dizer que GAMBETTA (2006)
observou que o aclcar podia ser parcialmente substituido por glicerol durante a
produgdo de PHAs por Bacillus sp. Dessa forma, parece adequado avaliar se o glicerol

pode constituir uma fonte de carbono alternativa para a produgdo de PHAs.

2.14 Comentarios Finais

Hé4 muitos estudos disponiveis sobre PHAs, em virtudes das propriedades
vantajosas de biodegradabilidade e biocompatibilidade desses materiais. No entanto, o
uso comercial dos PHAs ¢ fortemente inibido pelos altos custos de producdo. Uma
possivel solugdo para este problema ¢ o uso de fontes alternativas de carbono mais
baratas, como o glicerol. O uso do glicerol ¢ incentivado por resultados preliminares
obtidos por GAMBETTA (2006), que indicam que microorganismos podem crescer e
produzir PHAs a partir do glicerol.
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Capitulo 3
Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados os materiais € os métodos utilizados durante o
presente trabalho, utilizando como substrato o glicerol. As fermentagdes foram
realizadas em uma primeira etapa em frascos agitados. Com estes experimentos,
analisou-se o crescimento caracteristico do microorganismo em diferentes meios e
condicdes. Em frascos agitados foi ainda utilizada a glicerina fornecida diretamente por
industrias de biodiesel como fonte de carbono. A analise em biorreator for feita em uma
segunda etapa. Foram realizadas medidas de substrato consumido, de concentragdo
celular e de acumulo de PHA. O caldo celular obtido em biorreatores foi utilizado para a

extragdo de PHA e sua posterior andlise.

3.1 Materiais e metodologia
3.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados ao longo dos experimentos foram adquiridos junto a
VETEC QUIMICA FINA LTDA., com excec¢do do padrdo de poli(3-hidroxibutirato)
que foi adquirido junto a SIGMA-ALDRICH. Todos os materiais foram adquiridos com
grau analitico (PA).

3.1.2 Microorganismo

Foi utilizada a bactéria Bacillus sp.. A cultura foi mantida em glicerol (20%) a -
20°C em freezer. A bactéria foi obtida de um meio de cultura, utilizado por
GAMBETTA (2006), mantida no laboratério de Bioprocesso do Programa de
Engenharia Quimica da COPPE.

3.2 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram:
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Para plaqueamento: Agar nutriente (g.L™'): Extrato de carne, 3,0; Peptona de carne,
5,0; Agar, 15,0.
Para reativacao celular Caldo nutriente (g.L'l): Extrato de carne, 3,0; Peptona de
carne, 5,0.
Meio Minimo:

Na Tabela 3.1 sdo listados os componentes presentes no meio de cultivo
utilizado para o crescimento do microorganismo. Este meio de cultivo foi desenvolvido

com base no trabalho de WANG ¢ LEE (1997).

Tabela 3.1- Composicao do meio de cultivo.

Componentes Composicao
Sulfato de amonio 3gL”’
Acido citrico monohidratado 0,1 g.L"!
Fosfato de sddio dibasico anidro 3,57 gL
Fosfato de potassio monobasico 1,5gL"
Sulfato ferroso 0,05 g.L"!
Cloreto de célcio dihidratado 0,01 g.L"!
Glicerol 20 gL
Sulfato de Magnésio heptahidratado 02gL"

O meio de cultivo também ¢ composto por uma solugdo de microelementos,
sendo adicionado 1 mL.L™" da solu¢io de microelementos ao meio de cultivo, composta

pelas substancias relacionadas na Tabela 3.2:
3.2.1 Meio para reativacio celular e armazenamento do microorganismo

Preparou-se um meio para reativagio celular com 5 g.L"' de peptona de carne e 3
gL de extrato de carne.

Foram preparados 200 mL de meio em um erlenmeyer de capacidade de 500mL.
O erlenmeyer foi autoclavado a temperatura de 121°C por 20 minutos. Numa camara de
fluxo continuo foram inoculados 10 mL ou (5%) de um meio liquido contendo o
microorganismo. Colocou-se o recipiente sob agitagdo de 170 rpm e temperatura de
30°C para que ocorresse a proliferacdo das células por 20 horas. Este meio foi também

utilizado para fazer o estoque de células a serem utilizadas nas proximas fermentagoes.
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Em uma cdmara de fluxo continuo, as células foram armazenadas em tubos. Foi
preparada uma solucdo contendo 40% de glicerol em volume. 1 mL dessa solucdo foi
adicionada a cada tubo junto com 1 mL do meio de reativacdo preparado anteriormente

os tubos foram armazenados em um freezer a -20°C.

Tabela 3.2 - Composi¢do da solu¢do de microelementos.

Componentes Composicio (mg.L™")
H3;BO; 300
CoCl, . 6H,O 200
ZnSO4 . TH,O 300
MnCl; . 4H,0 30
(NH4)6Mo070,4 . 4H,0 30
NiSO4 . 7 H,O 30
CuSOy4 . SH,O 10

3.3 Preparacio do pré-inéculo

Os tubos preparados como descrito na se¢do 3.2.1 sdo reativados a cada
fermentagdo. Em um erlenmeyer de 500 ml, uma solugdo de meio minimo com um
volume de trabalho de 200 mL era inoculada assepticamente com um tubo com 2 mL de
células. O erlenmeyer era posto em um agitador rotatdrio com temperatura controlada
em 30°C e agitagdo de 170 rpm por 8 horas, (equivalente a fase exponencial alcangada

pelas células).

3.4 Cultivo Celular em frascos agitados utilizando glicerol

Prepararam-se 200 mL do meio de cultivo em um erlenmeyer de 500 mL de
capacidade. Este foi inoculado com 2 mL de dispersdo celular de Bacillus sp.
armazenadas em glicerol. O erlenmeyer foi vedado e posto em um agitador orbital Nova
Etica (MOD. 430) com controle de agitacdo e temperatura, sendo estas mantidas em 170
rpm e 30 °C, respectivamente. Este frasco foi mantido nestas condi¢des por 14 horas.
Deste meio foi retirado 5% para inocular outro meio de -cultivo preparado
posteriormente, seguindo o mesmo procedimento apresentado. O experimento foi

realizado em duplicata. Este experimento teve por finalidade avaliar o crescimento do
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microorganismo, medindo-se a absorbancia de amostras retiradas em intervalos de 2

horas no comprimento de onda de 600 nm. O zero foi calibrado com agua.

3.5 Cultivo em Biorreator

Os cultivos foram realizados em um biorreator modelo Biostat B (B. Braun),
com vaso de 2 L, utilizando um volume de trabalho de 1 L de meio de cultivo minimo,
como apresentado na secdo 3.2. O biorreator possui sensor de pH e de oxigénio
dissolvido, que foram utilizados para controlar o processo.

O ar alimentado ao biorreator era pré-filtrado (para remogdo de particulados) e
depois era passado por um filtro de membrana (0,2 um PTFE) (esterilizado em
autoclave junto com vaso do biorreator), para manter a corrente de ar isenta de
contaminagao.

O vaso do biorreator era esterilizado seguindo os passos descritos a seguir. O
eletrodo de pH era calibrado utilizando padrdes de pH 4,00 e 7,00, segundo os
procedimentos definidos no manual do equipamento. O eletrodo era entdo encaixado ao
vaso do biorreator. A solug¢do usada para controlar o pH era uma solucao de hidréxido
de so6dio 2 M. Quando a reagdo no biorreator comegou a ser realizada em batelada
alimentada, outras solugdes foram testadas. Apos a calibragdo e fixacdo do eletrodo de
pH e dos recipientes que continham a solugdo para controlar o pH, era adicionada a
solu¢do do meio minimo ao vaso do biorreator sem as solucdes de nutrientes. O meio
era composto apenas de 4gua destilada e glicerol, com a finalidade de manter os
eletrodos imerso em solugdo para que ndo fossem danificados durante o processo de
esterilizagdo. A tampa do vaso do biorreator, os sensores de temperatura, o eletrodo de
oxigénio dissolvido, o condensador, a mangueira para entrada de ar e¢ o filtro de
membrana eram entdo colocados em seus respectivos encaixes. Apds a montagem do
sistema, o biorreator era levado a autoclave para esterilizacdo por 20 minutos a 121 °C.
Apds o tempo de esterilizacdo e resfriamento, o sistema era conectado a torre de
controle através dos cabos dos eletrodos e o sistema era mantido em repouso para a
polarizagdo do eletrodo de oxigénio por um intervalo de 6 horas, segundo o manual do
equipamento.

Com o biorreator foi possivel medir o pH, o oxigénio dissolvido, a velocidade de
agitacdo, a temperatura e ainda manter essas variaveis nos valores estipulados no inicio

do experimento. Para o controle de temperatura, o vaso do biorreator ¢ composto por
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uma camisa de resfriamento/aquecimento. Através da alimentacdo de agua fria ou
aquecida, a temperatura foi mantida a 30°C. A velocidade de agitagdo do biorreator foi
controlada por um controlador cascata e foi limitada a 1/3 da maxima velocidade
nominal do reator, por questdo de seguranca. Depois do periodo de polarizagdo do
eletrodo de oxigénio dissolvido, foi realizada a calibragdo do eletrodo com ar (100%) e
nitrogénio (0%) como sugerido pelo o manual. A producdo de espuma durante o
processo de fermentacdo foi controlado com a adi¢do de 6leo mineral.

As solugdes de alimentacdo foram preparadas, fixando-se a razdo molar entre
carbono e nitrogénio. O glicerol possui massa molar igual a 92 g.mol’, enquanto o
hidréxido de aménio utilizado possui massa molar 35 g.mol”. A razio molar entre

carbono e nitrogénio pode ser calculada utilizando a Equacao 3.1.

massa2 3.1
_ Carbono 92 x3
~ Nitrogénio ~ massal
35

onde massal representa a massa de hidréxido de amonio e massa2 represente a massa

de glicerol .

3.6 Efeito da concentracio de glicerol

Testes para avaliar a influéncia da concentracdo de glicerol sobre o crescimento
da Bacillus sp foram realizados. Foram preparados cincos frascos contendo o meio
minimo, variando a concentragdo de glicerol adicionada a cada um deles. A Tabela 3.3

mostra a concentragdo de glicerol utilizada em cada frasco

Tabela 3.3 - Influéncia da concentracio de glicerol.

Frasco Concentracio de glicerol (g.L™)
1 10
2 20
3 50
4 100
5 150
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3.7 Avaliacio da concentracio de glicerol e nitrogénio

Para realizar estes experimentos foi construido um plano experimental a 3
niveis. As quantidades de nitrogénio e glicerol utilizados estao reportadas na Tabela 3.4.

Estas seis concentra¢des foram combinadas entre si, conforme mostrada na Tabela 3.5.

Tabela 3.4 — Concentragdes do sal de sulfato de amdnio e glicerol utilizados nos
meios fermentativos.

Nitrogénio (g.L™) 2 3 4
Glicerol (g.L™) 5 20 35

Para a execugdo destes experimentos, foram preparados 9 frascos contendo o
meio estudado. Os frascos foram nomeados como mostrada na 1° coluna da Tabela 3.5 ¢
os frascos 1A, 3A, 2B, 1C e 3C foram realizados em duplicatas para avaliacdo dos erros

experimentais.

Tabela 3.5 — Experimentos realizados com diferentes concentracdes de sulfato
de amonio e o glicerol.

Experimento | Nitrogénio (g.L™) Glicerol (g.L™")

1A 2 5

2A 2 20
3A 2 35
1B 3 5

2B 3 20
3B 3 35
1C 4 5

2C 4 20
3C 4 35

3.8 Cultivo celular em frascos agitados utilizando sacarose

Com o intuito de estabelecer uma comparacdo entre dois substratos, realizou-se

. . . -1 . , .
um cultivo do microorganismo usando 20g.L™ de sacarose, ao invés de glicerol.

3.9 Aeracao

Prepararam-se trés meios de cultivo, sendo um utilizado para a reativacdo dos
microorganismos armazenados. Apos o periodo de incubacdo para o crescimento

bacteriana, foram inoculados 5% em cada um dos outros dois meios restantes em uma
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camara de fluxo continuo. Um dos meios foi mantido em um erlenmeyer de 500 mL de
capacidade e o outro foi adicionado a um erlenmeyer de 1000 mL. O volume de meio
usado em cada erlenmeyer era o mesmo, ou seja, 200 mL, tendo estes a mesma

composi¢ao.

3.10 Curva de calibracao do etanol

Utilizando-se um cromatoégrafo a gas, foi construida uma curva de calibragdo.
Preparou-se uma solucdo de 100g.L™" de etanol e com esta solugdo prepararam-se outras
solugdes diluidas de 1 a 100 vezes. As dilui¢cdes foram realizadas em triplicata. Apds o
preparo, cada solugdo foi injetada no cromatografo e sua area de integracdo foi anotada.
As injecdes no cromatografo foram realizadas em triplicata. Com os valores médios das
trés areas e a concentracdo de cada solugcdo preparada, construiu-se o grafico

apresentado na Figura 3.1.

500000
y = 8705,5x%
400000 {R*=0,9956
5 300000 -
®
*® 200000 -
100000 -
D b T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Concentracao de etanol (g/L)

Figura 3.1: Curva de calibragdo para o etanol por cromatografia gasosa.

As andlises foram conduzidas em um cromatografo a gas modelo 37, marca
Instrumento Cientifico C.G., usando uma coluna aco inox de 1,5 m x 1/8”. Cada inje¢ao
continha um volume de solugdo de 5 pL.

A temperatura da coluna, a temperatura do injetor e a temperatura do detector
foram mantidas a 120 °C, 160 °C e 235 °C respectivamente. A vazao de nitrogénio de e
de ar do gis de arraste foram mantidas iguais a 35 mL.min' e 300 mL.min"

respectivamente.
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3.11 Gravimetria para a determinacio de massa seca de células

Para realizar a andlise gravimétrica foram coletadas amostras de 25 mL ap6s o
final da fermentagdo. As medidas foram realizadas em triplicata. Colocaram-se 25 mL
do meio fermentado em um frasco. Este foi centrifugado por 10 minutos a 10000 rpm.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com dgua destilada.
Novamente, os recipientes foram centrifugados nas mesmas condigdes descritas acima.
Apos o processo de centrifugagdo, os sobrenadantes foram descartados e os precipitados
foram novamente lavados com agua destilada, seguindo novamente os procedimentos
acima. O precipitado foi re-suspendido, utilizando-se dgua destilada, e acondicionado
em cadinhos.

A preparagdo dos cadinhos foi feita como descrita a seguir. Foram utilizados trés
cadinhos, que foram identificados e postos na estufa a 80°C, para que a umidade fosse
vaporizada. As massas dos cadinhos foram monitoradas com uma balanca de quatro
casas decimais até massa constante. Utilizou-se um dessecador para transportar os
cadinhos até a balanga. Quando estes atingiram a massa constante, os valores foram
anotados, e os precipitados re-suspendidos foram adicionados aos cadinhos e levados a
estufa na condicdo ja comentada. As massas foram monitoradas novamente até
atingirem valores constantes. De posse da massa e do volume calculava-se a

concentragao.

3.12 Calibracao espectrofotométrica de massa celular

Uma porcao do meio fermentado foi utilizada para fazer varias diluigdes, como
apresentado na Tabela 3.6. A concentra¢do de célula era conhecida como determinada
no item 3.11.

As absorbancias de cada uma dessas solugdes foram medidas em um
espectrometro UVmini 1240, marca Shimadzu, no comprimento de onda de 600 nm.
Conhecendo-se a diluigdo, calcularam-se as concentragdes em g.L'1 de célula seca e

construiu-se a Figura 3.2, que relaciona a absorbancia pela concentragao de células.
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Tabela 3.6 — Diluicao do meio fermentado.

Experimento Volume de meio  Volume de dgua
fermentado destilada
(mL) (mL)
1 4 0
2 3,5 0,5
3 3 1
4 2 2
5 1 3
6 0,75 3,25
7 0,5 3,5
8 0,25 3,75
9 0,1 3,9
25
E 2 . ¢ ¢
(=1
8 15 *
B .
(% 1 | ¢
2 o054 &°
? ,’
g D T T T
0 0,5 1 1,5 2

Concentracao celular (g/L)

Figura 3.2: Curva de correlagdo entre a concentracdo celular de Bacillus sp. ¢ a
absorbancia do meio em 600 nm.

Utilizando a faixa linear apresentada na Figura 3.2 obteve-se a Figura 3.3 com a

equagao da reta que representa a absorbancia como func¢ao da concentragdo celular.
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Figura 3.3: Correlacdo linear entre a concentragdo celular e a absorbancia do
meio.

3.13 Curva de calibracio para o glicerol

O consumo de glicerol foi verificado durante o periodo de fermentacao,
utilizando um kit enzimatico para triglicerideos. O método pressupde que as reagdes
descritas nas Equagdes (3.2 — 3.5) ocorrem.

Fundamento do método

Triglicerideos + H,O = (LPL) glicerol + acidos graxos (3.2)
Glicerol +ATP - (GK) L-glicerofosfato + ADP (3.3)
L-glicerofosfato + O, = (GPO) H,0; + diidroxiacetonafosfato 3.4

2H,0, + 4-clorofenol + 4-AF = (POD) 4-p-benzoquinonamonoiminofenazona (3.5)
+4 HyO  Apmax =505 nm
Onde GK representa a enzima glucoquinase, GPO representa a enzima fosfato de
glicerol oxidase e POD representa a enzima Peroxidase

Como no meio fermentativo nao ha triglicerideos, a reagdo (3.2) ndo ¢ realizada.
O método comeca entdo a partir da reacdo (3.3). No kit estdo presentes os seguintes
reativos listados: padrao; 5 ml de solucdo estabilizada de glicerol equivalente a 200
rng.dL'1 (2,29mmol.L™") de trioleina (que nao serd utilizada no experimento);
tampao,100 ml de tampao PIPES, pH 6,5; enzimas, 02 frascos contendo enzimas / ATP/
4-aminofenazona e ingredientes ndo reativos.

Inicialmente, deve-se reconstituir um frasco de enzimas com 50 ml de tampao,

misturando por inversdo suave, evitando a formacdo de espuma. Este reativo ¢ estavel
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por 10 dias, quando armazenado entre 2 — 8°C, e 2 dias a 20-28°C. Em tubos de ensaios
foram colocados os volumes definidos na Tabela 3.7. Os volumes foram misturados e
incubados a 37°C por 10 minutos. Foram realizadas as leituras de absorbancia das
amostras em espectrofotdometro a 505 nm, sendo o tubo B o branco, P o padrdo e D o

tubo da amostra a analisar. A reagdo ¢ estavel por até 60 minutos.

Tabela 3.7 — Preparo das amostras para andlise de glicerol.

Tubos B P D
Amostra - - 10 uLL
Padrao 1 - 10 uL -
Reativo 1 mL 1 mL 1 mL

Seguindo este procedimento e utilizando solugdes de glicerol com concentragao
conhecida, foram construidas duas curvas de calibra¢do. Figura 3.4 mostra a primeira
curva de calibracdo. Esta curva apresenta uma faixa em que a leitura ¢ linear e uma
faixa onde a leitura é ndo-linear. A partir do ponto 9 a curva comeca a ficar ndo-linear,
neste ponto encontra uma concentracio de 2,2 g.L" de glicerol, ndo sendo aconselhado

uso de concentragcdes maiores do que essa.

1.4
1,2

TR R A TR N

0,8 -
0,6
0.4 - .
0,2 A

Absorbancia (505 nm)
3

0 1 2 3 4 5

Concentracao de glicerol (g/L)

Figura 3.4: Curva de calibracdo para o glicerol por espectrofotometria com
comprimento de onda de 505 nm.
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Com a faixa linear apresentada na Figura 3.4 obteve-se a Figura 3.5 e a equacao
correspondente da faixa linear. Esta curva foi utilizada para verificar o consumo de
glicerol das amostras coletadas durante o processo fermentativo.

As amostras coletadas foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos ¢ o
sobrenadante foi guardado para analisar o consumo de glicerol. Este sobrenadante foi
diluido em agua destilada, para que a concentragao final de glicerol estivesse dentro da
faixa linear. Com a ajuda de um vortex, a solug@o foi agitada para uma perfeita mistura

e dessa solugdo resultante, 10 pL foram utilizadas para a analise de glicerol.

3.14 Estudo do Processo de fermentac¢io utilizando glicerina.

Com o objetivo de avaliar o crescimento celular da Bacillus sp., utilizando como
fonte de carbono o glicerol residual fornecido por uma usina de biodiesel, foi realizado
cultivo substituindo o glicerol PA. O experimento foi realizado, utilizando o meio ja

descrito em frascos agitados.

1,2

y = 0,54x
R2=0,9996
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Figura 3.5: Equacao da curva de calibragao para o glicerol por
espectrofotometria com comprimento de onda de 505 nm na regido linear.

A glicerina consiste de uma mistura de glicerol com outros componentes
derivados do processo de producdo do biodiesel. A glicerina fornecida por plantas de
biodiesel. Possui grandes quantidades de sais e bases utilizadas durante o processo. Por
isso, a glicerina ¢ alcalina e apresenta pH de 10,5.

O meio com glicerina possui uma cor branca leitosa que dificulta a leitura em

espectrofotometro. Por isso, foi feito um tratamento da glicerina. Varios tratamentos
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foram testados, mas os melhores resultados foram obtidos com um processo de
filtragdo. O meio com glicerina era preparado e colocado em shaker, com as condi¢des
de agitacdo e temperatura iguais a 170 rpm a 30°C, respectivamente, durante 24 horas.
Ao fim do processo, a solugdo era filtrada por acdo da gravidade. Esta solugdo foi

autoclavada e inoculada com o pré-inéculo.

3.15 Determinacao de Poli-hidroxibutirato

BRAUNEGG et al (1978) desenvolveram uma metodologia para a determinagao
e quantificagdo do biopolimero produzido. Esta metodologia desenvolvida envolve a
reacdo de transesterificagdo de uma amostra de células, obtida diretamente do cultivo. A
forma aqui utilizada segue algumas modifica¢des propostas por RIIS e MAI (1988).

Entre 24 e 48 horas de cultivo, aliquotas de 25 mL foram retiradas do meio e
centrifugadas a 10000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi dispensando. O precipitado
foi lavado com agua destilada e centrifugado nas mesmas condig¢des descritas acima. O
procedimento de lavagem foi realizado duas vezes, obtendo-se ao final um precipitado.
O precipitado era armazenado em um freezer a -20°C, para que as amostras fossem
analisadas todas ao mesmo tempo.

Ap6s o recolhimento das amostras ao longo do periodo de fermentagdo, estas
foram secadas em estufa a vacuo a temperatura de 40 °C por 24 horas. As amostras
secas foram colocadas em tubos selados e a esse material foram adicionados 2 mL de
1,2-dicloro-etano, 2 mL de propanol acidificado (1 volume de 4&cido cloridrico
concentrado e 4 volumes de 1-propanol) e 200 pL da solugdo de padrao interno (2 g de
acido benzoéico em 50 mL de 1-propanol). As misturas resultantes foram mantidas em
banho a 100 °C durante duas horas, com agitagdes de 30 em 30 min. Ao final desde
tempo, as misturas foram esfriadas até a temperatura ambiente. Adicionaram-se entdo 4
mL de agua destilada, com o intuito de separar a fase organica. Esta mistura foi agitada
em um vortex por 30 s e deixada em repouso para a separagdo das fases. Com uma
pipeta de Pasteur, a fase organica, que continha o polimero, foi removida e injetada em
um cromatografo para obter o cromatograma.

Na metodologia ¢ necessario construir uma curva de calibragdo,
correlacionando-se a 4reas obtidas com massas padrdes de PHB, fornecido pela
SIGMA-ALDRICH. Esta curva padrao foi construida utilizando massas de PHB iguais
a (0,6; 2,8; 4; 8.4; 11; 17,4; 21; e 29,9 mg). A quantidade de biopolimeros presente em
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cada amostra ¢ dada em funcao da relacdao entre as areas dos picos do polimero e do
padrdo interno, que posteriormente sdo comparadas a curva de calibragdo, onde
quantidades conhecidas de biopolimeros passaram pelo mesmo procedimento.

As andlises de cromatografia gasosa foram realizadas em um cromatégrafo CP
9000 (Chrompack), equipado com um detector de ionizacdo de chama (FID) e uma
coluna Restek Stabilwax (coluna de silica fundida com 30 m de comprimentos, 0,32
mm de didmetro interno e 1 pum de espessura de filmes), cuja fase estacionaria era
constuida de Carbowax-PEG entrecruzado. As temperaturas de operagdo do forno, do
injetor ¢ do medidor foram programadas da seguinte forma: a) Forno — uma rampa de
120 °C a 190 °C (10°C.min™"), seguido de temperatura constante em 190 °C por um
minuto; b) injetor — constante e igual a 250 °C; c)detector — constante e igual a 250 °C.
O equipamento operou com uma vazio do gas de arraste (helio) de 2,5 mL.min"', vazio
de splitt de 2,5 mL.min"', vazio de hidrogénio de 30 mL.min”', vazdo de ar de 300
mL.min"' e vazdo de make-up de 30 mL.min" (nitrogénio). Com uma micro-seringa
injetaram-se 0,15 pL. da fase orgénica no cromatografo.

A aquisi¢do de dados e a integracdo dos picos foram realizadas, empregando-se
um moédulo Star 800 MI (Varian) ligado a um computador que utiliza o software Star
Chromatography Workstation (Star Toolbar v. 6,20, Varian), com uma freqiiéncia de
aquisicdo de 50 Hz. Na Figura 3.6 ¢ possivel observar os resultados obtidos da

propandlise, empregando-se o polimero disponivel.
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Figura 3.6: Curva de calibragdo para o PHB por cromatografia gasosa.

44



3.16 Curva de calibracio para o nitrogénio

Com o objetivo de determinar a quantidade de nitrogénio consumido durante o
processo fermentativo, uma metodologia foi estudada e empregada. O método ¢
conhecido como método fenol hipoclorito, desenvolvido por WEATHERBIRN (1967).
Para aplicar o método, ¢ necessario preparar dois reagentes, o reagente A e B; reagente
A, mistura de fenol e nitroprussiato de sédio em dgua; para preparar 500 mL de solugdo
do reagente A sdo necessarios 5 g de fenol, 25 mg de nitroprussiato de so6dio, usar agua
sem amonia (agua mili-Q)

Obs.: O nitroprussiato de sddio ¢ dificil de solubilizar em agua.

O reagente B ¢ a mistura de hidréxido de soddio e hipoclorito de sddio em agua.
Para preparar 500 mL de solugdo sdo necessarios: 2,5 g de hidroxido de sodio, 4,2 mL
de hipoclorito de sédio, usar dgua deionizada. As solugdes com os reagentes A ¢ B
devem ser conservadas em frascos de ambar em geladeira por 1 més. Para analise do
nitrogénio, em um tubo de ensaio com 20 pL de amostra ou solucdo de sulfato de
amonio, devem-se adicionar 5 mL do reagente A. Depois, devem ser adicionados SmL
do reagente B. O tubo deve ser tampado, homogeneizado e deixado em banho Maria a
37°C por 20 minutos. Finalmente, deve-se ler a absorbancia em 625 nm. De acordo com
esse método, a amostra deve conter de 0,025 a 0,3 g.L'1 de amonio.

Preparou-se uma curva de calibracdo com uma solu¢dao padrio de sulfato de
amonio e dilui¢des. A curva de calibragdo da concentracdo de nitrogénio ¢ apresentada
na Figura 3.7. Através de regressdo linear dos dados coletados, obteve-se a equacdo da

reta que foi utilizada durante a fermentagao para o monitoramento do nitrogénio.

3.17 Extracao do Poli(hidroxialcanoato)

A técnica de digestdo de PHA por hipoclorito de sodio foi descrita pela primeira
vez em 1963 por pesquisadores da universidade de Syracuse (WU et al., 2007). De
acordo com esse método, trés fases sdo obtidas: uma fase superior (sobrenadante) de
solucdo de hipoclorito de sodio; uma fase intermedidria contendo materiais celulares, e
uma fase mais densa onde se encontram o cloroformio ¢ o P(3HB). O polimero ¢
recuperado por precipitacdo em um solvente (metanol ou etanol) e posterior filtracdo. A

utilizagdo desde método mostra que a degradacdo do polimero pode ser
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significativamente reduzida, uma vez que o cloroféormio dissolve o P(3HB) liberado
pelo hipoclorito de sodio (WU et al., 2007).

O processo original consiste inicialmente na liofilizacdo da massa de células,
colhida por centrifugacdo. Durante esse trabalho a extragdo do biopolimero foi realizada
sem o processo de liofilizagdo. Pesou-se uma quantidade de células umidas (1 g) em um
erlenmeyer de 500 mL, adicionando-se 50 mL de cloroféormio, 30 mL de hipoclorito de
sodio e 20 mL de 4gua destilada. Este sistema era colocado no agitador orbital, nas
condicdes de agitagdo e temperatura de 100 rpm e 38°C, respectivamente, por uma hora.
Com uma pipeta, retirava se a solucdo do fundo do recipiente, que era adicionada a um
béquer. Para cada 10 mL dessa solu¢do, adicionavam-se 50 mL de etanol. O sistema era
mantido em repouso em capela para a evaporacdo da mistura, restando no fundo do

recipiente um s6lido branco, coletado para analise.

0,12 y=0,2713x
0.1 1R>=0,0948
0,08 A

0,06 -
0,04 -
0,02
0 T T T T

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

concentracao de nitrogénio (g/l)

absorbancia (625 nm)

Figura 3.7: Curva de calibragdo para analise do nitrogénio por
espectrofotometria com comprimento de onda de 625 nm.

3.18 Métodos utilizados para a caracterizacio do biopolimero produzido

Um dos objetivos desse trabalho ¢ avaliar o tipo de poli(hidroxialcanoato)
produzido, utilizando o microorganismo Bacillus sp. e glicerol como fonte de carbono.
Ja foi comentado no Capitulo 1 que o microorganismo ¢ o tipo da fonte de carbono
influenciam na formag¢do do biopolimero. Por isso, diferentes técnicas foram
empregadas para possibilitar a caracterizacdo do material obtido. Uma amostra padrao

foi utilizada para comparar com os resultados obtidos.
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3.18.1 Analise de espectroscopia de ressoniancia magnética nuclear (RMN)

Cada deslocamento quimico apresentado em um espectro de RMN °C pode ser
relacionado a um determinado tipo de atomo de carbono presente na estrutura do
biopolimero.

Os espectros de RMN °C foram obtidos utilizando tetracloreto de etano como
solvente. A quantidade de amostra empregada foi de 120 mg para 2,5 mL de solvente.
As amostras foram acondicionadas em um tubo de ensaio apropriado para realizar
analise de RMN. Estas andlises foram realizadas no Instituto de Macromoléculas Eloisa
Mano da UFRJ. O equipamento utilizado foi Varian Mercury modelo VX 300 com
campo de 7.05 tesla.

3.18.2 Comportamento térmico

Os resultados sdo analisados em forma de curvas, que contém a informagao a
respeito da variagdo do parametro medido como uma fun¢do da temperatura, durante o

aquecimento ou o resfriamento

3.18.2.1 Analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC)

ApOs a extragdo do biopolimero obtidos durante o cultivo foi realizada a analise
térmica de DSC. A técnica de DSC permite avaliar as transigdes térmicas do polimero,
que ocorrem durante o processo de aquecimento e/ou resfriamento em uma determinada
faixa de temperatura.

A variagao da entalpia em funcdo do tempo (dH/dt) ¢ o pardmetro medido
durante a andlise calorimetria diferencial de varredura (DSC). A técnica fornece
informagdes a respeito do fluxo de calor no compartimento da amostra em funcdo da
variacdo da temperatura ou do tempo (a T constante). Neste casso, o instrumento
empregado ¢ um calorimetro, DSC, e o transdutor ou sensor ¢ uma resisténcia de platina
(LUCAS et al., 2001).

O equipamento consiste de duas camaras com capacidades calorificas similares,
que sdo aquecidas a uma velocidade especifica. O material a ser investigado é colocado
em uma das camaras e na outra, ¢ colocado um padrao termicamente inerte. O calor
especifico diferencial do material pode ser determinado a partir das variagdes de

temperatura entre as duas camaras. Nas reagdes quimicas ou transformacgdes fisicas
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(fusdo ou cristalizagdo) medimos a absor¢do ou liberacdo de calor, que sdo detectadas
pelo equipamento.

A temperatura de transicdo vitrea, denotada T,,, ¢ definida como a temperatura
que separa o comportamento solido do comportamento liquido em um sélido amorfo
como o vidro.

As seguintes condi¢des de andlise foram utilizadas. Utilizou-se uma massa de
amostra de aproximadamente 10 mg, a faixa de temperatura para verificacio do
comportamento da amostra era de -25 a 190°C, velocidade de aquecimento era de
10°C.min"", a velocidade do primeiro resfriamento foi de 190°C.min™" e a velocidade do
segundo resfriamento foi de 10°C.min"!

Todas as amostras sofreram dois ciclos de aquecimento. No primeiro, a amostra
foi aquecida a 190°C a uma taxa de 10°C.min™" e resfriada a 190°C.min"' (quenching).
No segundo ciclo, a amostra foi aquecida de -25°C a 190°C a uma taxa de 10°C.min”" e
resfriada nesta mesma razao, com registro dos dados. Com o tratamento térmico dado as
amostras, foram determinadas as temperaturas de transigao vitrea (Ty), de fusdo (Tn), de
cristaliza¢do no aquecimento (T¢,) € no resfriamento (T) , as entalpias de cristalizagao
no aquecimento e no resfriamento (AHg, € AH,, respectivamente) e a entalpia de fusao
(AHp,). Através da técnica de DSC foi possivel também estimar o grau de cristalinidade
das amostras, dado pela razdo entre a entalpia de fusdo da amostra (AH,,) e a entalpia de
fusdo do P(3HB) completamente cristalino (AH,,” = 146 J/g) (OLIVEIRA, 2004). O

grau de cristalinidade ¢ dado pela Equacao 3.6.

_ AH,, x100 3.6

XC
AH

3.19 Microscopia eletronica do microorganismo estudado

As amostras contendo células do microorganismo foram lavadas em PBS trés
vezes, fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,1 M overnight a
4°C, lavadas com o mesmo tampao trés vezes de 10 minutos, pos-fixadas em tetroxido
de 6smio 1% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, lavadas com o mesmo tampao trés
vezes de 10 minutos e desidratas em série crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e
duas vezes 100%, 10 minutos). As amostras foram incluidas em resina epoxi (PolyBed

812, Polysciences) e polimerizada por 72 h a 60°C. As amostras foram cortadas no
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ultramicrotomo Leica EM UC6 e recolhidos em grades de cobre de 300 mesh. Os cortes
foram contrastados em acetato de uranila por 30 minutos e citrato de chumbo por 3
minutos. As observacdes foram realizadas no microscopio FEI Morgagni operando a 80

kV.

3.20 Identificacao da bactéria

A identificagdo molecular foi realizada utilizando seqiienciamento e andlise
filogenética de fragmentos do gene RNA ribossomal 16S. A metodologia consistiu na
amplificacdo do gene RNA ribossomal 16S pela metodologia de PCR, utilizando como
molde o DNA gendmico extraido diretamente da amostra. Os primers
(Oligonucleotideos sintéticos) utilizados para a reacdo de PCR foram p27f e p1401r,
homologos as extremidades conservadas do gene RNA ribossomal 16S de bactérias. O
produto amplificado foi purificado e submetido diretamente ao sequenciamento usando
o seqiienciador automatico MegaBACE 1000 (GE Healthcare). Os primers utilizados
para o sequenciamento foram p10f, 765f, 782r e p1100r.

As seqiiéncias parciais do gene RNA ribossomal 16S obtidas com os diferentes
primers foram montadas em um conting (seqiiéncia tnica combinando os diferentes
fragmentos obtidos) e comparada com as seqiliéncias de organismos representados nas
bases de dados do Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e do RDP
(http://rdp.cme.msu.edu/). Foram entdo selecionadas seqiiéncias de organismos
relacionados ao organismo desconhecido para a realizacdo das analises filogenéticas. As
seqiiéncias foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X e as analises
filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA versdo 2.0. A matriz de
distancia evolutiva foi calculada de Kimura (1980) e a construcdo da arvore filogenética
a partir das distancias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Joining, com
calores de bootstrap calculados a partir de 1.000 re-amostragens, utilizando o software
incluido no programa MEGA 2.0. As analises da amostras do microorganismo foram
realizadas no Laboratorio do PQBA (Centro Pluridisciplinar de Pesquisa Quimicas,

Biologicas e Agricolas), na Unicamp.
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Capitulo 4
Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados os principais resultados experimentais obtidos
ao longo desse trabalho. Sdo apresentados dados relacionados ao crescimento do
microorganismo em frasco agitado e biorreator. E feito o estudo de alguns parimetros
da fermentacdo e sdo apresentados resultados para as fermentagdes realizadas com
glicerina. As andlises dos PHAs produzido e extraido das células sdo também

mostradas.

4.1 Cinética de crescimento em frasco agitado

Com o objetivo de conhecer a curva de crescimento caracteristico do
microorganismo em diferentes condi¢des, os primeiros experimentos foram realizados
em frascos agitados, com a densidade otica (DO) monitorada. Um exemplo tipico ¢é
mostrado na Figura 4.1. O experimento foi realizado em duplicata. O crescimento
celular no inicio do experimento nos dois frascos ¢ aproximadamente o mesmo,
entretanto, apos um periodo de 25 horas, verifica-se uma diferenciagdo em relagdo aos
dois cultivos. Isso se deve provavelmente ao fato de ser dificil controlar o sistema de
forma idéntica por um periodo de tempo muito grande. A despeito disso, a
reprodutibilidade pode ser considerada boa.

A partir dos tempos e das medidas de concentragdo de biomassa, foi possivel

calcular as taxas especificas de crescimento (p) por regressao linear na forma:
In(A) = t + In(A,)) 4.1

obtendo-se o valor = 0,519 h' para a Medidal ¢ 0,4858 h™' para a Medida2, ilustrado
na Figura 4.1, sendo assim, o microorganismo € capaz de crescer em um meio contendo
glicerol, embora o crescimento parega inibido devido a diminui¢ao de W(t). Esse efeito
estar ligado a fatores como: producdo de um metabdlico pelo microorganismo no meio
de cultivo que causa a inibi¢do, mudanca no valor do pH ou falta de algum nutriente

essencial. Outros cultivos realizados em frascos agitados levaram a resultados similares.
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Figura 4.1: Curva de crescimento caracteristico de Bacillus sp., em meio
minimo com concentragao inicial de glicerol de 20 g/L. mantido a 170 rpm e 30 °C.

4.2 Perfis dinamicos de concentracio de células para diferentes concentracoes
iniciais de glicerol

Para avaliar se a adi¢do de glicerol pode prejudicar o crescimento do
microorganismo, uma serie de experimentos de cultivo com diferentes concentragdes

iniciais de glicerol foi proposta e os resultados sdo apresentados na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Influéncia da concentracao de glicerol sobre o crescimento de
Bacillus sp. realizada sobre as condi¢des de 170 rpm e 30 °C.

Com os dados coletados € possivel calcular as taxas especificas de crescimento

para cada caso, como descrito na Equagdo 4.1 e usando apenas os 3 primeiros valores
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experimentais por estarem no segmento exponencial da curva de crescimento. A Tabela

4.1 mostras as taxas especificas de crescimento para cada concentracao.

Tabela 4.1 — Resultado do efeito da concentragdo de glicerol na taxa especifica
de crescimento.

Concentracao (g/L) Taxa especifica de
crescimento (p) (h™
10 0,2798
20 0,2712
50 0,2728
100 0,2228
150 0,1873

Parece claro que a concentragdo elevada de glicerol produz um efeito inibitorio
sobre o crescimento das células. O efeito ¢ mais intenso quando a concentracdo de

glicerol supera o valor de 50 g.L™".

4.3 Avaliacio do efeito da concentracdo de glicerol e nitrogénio sobre o
crescimento

Pode-se observar através dos 11 experimentos realizados com diferentes
concentragdes de sulfato de amonio e glicerol a semelhanga entre os resultados obtidos,
como mostrado na Figura 4.3. Todos os experimentos foram realizados sob as
condi¢cdes controladas de agitagdo e temperatura iguais 170 rpm e a 30°C,
respectivamente.

Os resultados obtidos ndo apresentam diferengas significativas. Isto ¢ bem
evidenciado nas 10 primeiras horas de fermentagdo. Apds 25 horas, observa-se uma
pequena diferenciacdo entre os resultados, atribuida a dindmica e as flutua¢des naturais
do processo.

Os cultivos representados pela letra A contém 2 g.L”' de sulfato de aménio
enquanto nos cultivos 1A, 2A e 3A a concentracao de glicerol € respectivamente igual a
5,20 e 35 gL, Os cultivos representados pela letra B contém 3 gL de sulfato de
amonio, enquanto nos cultivos 1B e 2B a concentragio de glicerol ¢ igual a 5 ¢ 20 g.L™!

respectivamente. Apesar das diferengas serem pouco significativas, deve-se observar

52



que os resultados obtidos no cultivo 3A sdo sistematicamente inferiores aos demais,

indicando novamente o efeito inibitorio do glicerol.
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Figura 4.3: Efeito de nitrogénio e glicerol sob o crescimento do
microorganismo. Os cultivos representados por letras iguais t€ém a mesma concentragao
de sulfato de amonio.

Com os dados coletados € possivel calcular as taxas especificas de crescimento

para cada caso como descrito na Equagdo 4.1 e usando apenas os 5 primeiros valores

experimentais. A Tabela 4.2 mostra o valor da taxa especifica para cada experimento.

Tabela 4.2 — Efeito da concentragdo de nitrogénio e glicerol sobre a taxa
especifica de crescimento no primeiro lote de experimentos.

Experimento Taxa especifica de
crescimento (p) (h'l)
1A 0,3388
2A 0,3027
3A 0,2940
1B 0,3144
2B 0,3163

A Tabela 4.2 confirma que a concentragdo elevada de glicerol produz um efeito
inibitério sobre o crescimento das células, havendo reducdo consistente da taxa
especifica. com o aumento da concentracdo de glicerol.

Os demais experimentos realizados s3o reportados na Figura 4.4. O

comportamento observado nos diferentes frascos também ¢ similar aos demais. Como
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na Figura 4.3, uma discrepancia maior entre os dados ¢ visivel apos 45 horas, como ja

comentado em pardgrafos anteriores.
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Figura 4.4: Efeito de nitrogénio e glicerol sobre o crescimento do
microorganismo. Os cultivos representados por letras iguais t€ém a mesma concentragao
de sulfato de amoénio.

Com os dados coletados € possivel calcular as taxas especificas de crescimento
para cada caso como descrito na Equagdo 4.1 e usando apenas os 4 primeiros pontos

experimentais. A Tabela 4.3 mostra o valor da taxa especifica para cada experimento.

Tabela 4.3 — Efeito da concentracdo de nitrogénio e glicerol sobre a taxa
especifica de crescimento no segundo lote de experimentos.

Experimento Taxa especifica de

crescimento (p) (h'l)

3B 0,2872
1C 0,3130
2C 0,2653
3C 0,2867

Observa-se, uma vez mais, que a alta concentragdo de glicerol produz um efeito
inibitorio sobre o crescimento das células. Quando os experimentos sdo analisados em
conjunto, observa-se também que a alta concentragdo de nitrogénio pode ser prejudicial
ao crescimento das bactérias. A Figura 4.5 mostra o conjunto completo de

experimentos, onde esse efeito fica mais claro.
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Figura 4.5: Efeito de nitrogénio e glicerol sobre o crescimento do
microorganismo. Os cultivos representados por letras iguais t€ém a mesma concentragao
de sulfato de amonio de todos os cultivos.

Na Figura 4.6 estdo representadas as réplicas dos pontos externos ¢ do ponto
central. No comego dos cultivos elas sdo aproximadamente iguais. A medida que o

tempo passa ¢ verificada uma variacdo sobre a resposta de cultivo.
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Figura 4.6: Efeito de nitrogénio e glicerol sobre o crescimento do
microorganismo. Os cultivos representados por letras iguais tém a mesma concentragao
de sulfato de amonio das réplicas.

Na Tabela 4.4 apresentamos as taxas de crescimento especifico para as réplicas,
realizadas sob as condi¢des de 30°C e 170 rpm respectivamente. Como ja4 comentado
em outras parte desse trabalho, a taxa inicial de crescimento ¢ semelhante mesmo em
condi¢cdes diferentes. A diferenciacdo nos cultivos realizados aqui € bem acentuada

depois de 20 horas de cultivo e pode-se observar que, a medida que o tempo avanga, a

diferenciacdo entre as curvas de crescimento vao diferenciando. Varios fatores podem
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ocasionar este fato, sendo um sistema biologico e este possui uma dinamica grande em
relacdo aos resultados, fatores como contaminacdo também pode modificar o

comportamento das curvas.

Tabela 4.4 — Efeito da concentracao de nitrogénio e glicerol sobre a taxa
especifica de crescimento das réplicas.

Experimento Taxa especifica de
crescimento (p) (h™
1 Arep 0,3234
3Arep 0,3184
2Brep 0,3861
1Crep 0,3714
3Crep 0,3920

4.4 Cultivo celular em frascos agitados utilizando sacarose

O microorganismo ¢ capaz de crescer em sacarose, como pode ser observado na
Figura 4.7. A taxa inicial de crescimento especifico alcangado foi de 0,44 h™', sendo este

valor equivalente aos encontrados nos cultivos que utilizaram o glicerol como substrato.
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Figura 4.7:Cultivo em frasco agitado utilizando sacarose como substrato, para
Bacillus sp. na temperatura e agitagdo de 30°C e 170 rpm, respectivamente.

No entanto, pode-se observar que, apos 20 horas de cultivo, atinge-se uma
concentragdo de 2 gL' de células, que ¢ aproximadamente igual ao dobro do valor

alcangado nos cultivos com glicerol. Isso mostra que o microorganismo nao ¢ capaz de
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usar o glicerol de forma eficiente para crescer, como no caso da sacarose. Apesar disso,
os valores maximos de concentracdo celular sdo semelhantes nos dois casos, embora
obtidos para tempos mais longos no glicerol. O efeito inibitério da sacarose ndo foi

avaliado, por ndo constituir objetivo do trabalho.

4.5 Efeito do fator aeraciio sobre o crescimento do microorganismo

O experimento foi realizado sobre as condi¢des de agitacdo e temperatura de 170
rpm e a 30 °C respectivamente. O Meio 1 e o Meio 2 foram cultivados em recipientes de
500 e 1000 mL, mantendo o volume de trabalho de 200 mL. Na Figura 4.8 estdo
reportados os resultados obtidos.

O comportamento do cultivo realizado em dois meios similares, sob condigdes
diferentes de aeracdo, pode ser bastante diferente. O Meio 2, realizado em condigdes de
aeracdo mais favordveis, resultou em expressivo aumento da concentragdo celular.

Portanto, parece claro que esse fator deve ser controlado durante as comparagdes.
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Figura 4.8: Avaliagao da aeragdo sobre o crescimento celular, para Bacillus sp.

na temperatura e agitacao de 30°C e 170 rpm, respectivamente.

Como se sabe do ponto de vista bioquimico, o oxigénio ¢ o ultimo elemento a
aceitar elétrons, ao final da cadeia respiratoria, sendo entdo reduzido a dgua, permitido
que ocorra a reoxidagdo das coenzimas que participam das reacdes de desidrogenagdo
(ao longo da glicolise e do ciclo de Krebs) e, ainda, permitindo o armazenamento de
energia através da passagem das moléculas de ADP para ATP. Estas tltimas, por sua
vez, irdo participar necessariamente nas reagdes de sintese de moléculas, para a

sobrevivéncia das células e para o surgimento de novas células, no processo de
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proliferacdo da biomassa microbiana, para as quais ¢ fundamental a introducdo de
energia. Portanto, a limitagdo de oxigénio pode inibir o crescimento celular.

Sempre ¢ possivel dissolver quantidades significativas das fontes de carbono,
nitrogénio, foésforo e demais nutrientes no meio de cultivo. No caso do oxigénio, no
entanto, essa situacao ¢ bastante diferente, pois este elemento ¢ muito pouco solivel em
4gua, (em torno de 7 mg 0,.L" (7ppm)), ao se borbulhar ar atmosférico a pressdo de 1
atm e a 35°C.

Conclui-se, portanto, que de nada adiantaria dissolver centenas de gramas de
fonte de carbono por litro, além das quantidades necessarias dos demais nutrientes, para
que se imaginasse efetuar um processo fermentativo descontinuo aerébio, sem que se
imaginasse igualmente introduzir, ao longo do processo, o oxigénio necessdrio para
suportar a condicao de aerobiose, tendo em vista a baixissima capacidade de armazenar
0 O, em solugdo.

Exatamente por essa razdo ¢ que se costuma afirmar que a extensao de um
processo descontinuo aerobio e, por conseguinte, a obtencao de elevadas concentragdes
do produto desejado, depende enormemente da capacidade de se transferir o O, para a
fase liquida, especialmente nos instantes mais avancados do processo, onde a
concentragdo celular pode ser elevada. O grafico apresentado mostra esta diferenciagao
do crescimento das células no momento mais avangado do processo. Os resultados dos
cultivos realizados em frascos parecem indicar que o crescimento microbiano ¢ limitado

por disponibilidade de oxigénio.

4.6 Avaliaciao de producio de etanol pelo microorganismo

Ao fim das fermentagdes, foram retiradas aliquotas do meio fermentado. O meio
foi centrifugado e sobrenadante foi filtrado em uma membrana milipore. O liquido
resultante foi injetado no cromatografo para a verificagdo de producdo de etanol. Nao
foi verificada a presenca de etanol nas amostras estudadas. Portanto, ¢ possivel dizer
que o microorganismo ndo produz etanol durante o crescimento em glicerol nas

condicoes estudadas.
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4.7 Consumo de substrato pelo microorganismo

A Figura 4.9 mostra o consumo de glicerol durante uma fermentagdo. Pode-se
observar que glicerol é consumido durante o crescimento do microorganismo. E
importante observar que o rendimento obtido ¢ de ordem de 0,25 g de células por grama

de glicerol consumido no meio.
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Figura 4.9: Consumo de glicerol durante o cultivo em biorreator batelada com
temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20% e pH 7,0.

4.8 Estudo sobre o pH do meio de cultivo.

O pH inicial do meio ¢ igual a 7. O pH final do processo fermentativo variava na
faixa de 6,5 a 4,5. Portanto, a fermentacao desloca o equilibrio para regides acidas,
devido ao consumo de ions amdnio ¢ provavel producao de residuos &cidos. Assim, o

pH do meio deve ser controlado durante as fermenta¢des conduzidas em biorreatores.

4.9 Estudo do Processo de fermentacio utilizando glicerina.

A glicerina ¢ alcalina. O pH inicial ¢ igual a 10,5. A Figura 4.10 mostra o
crescimento do microorganismo em um meio formulado com glicerina. As condi¢des de
agitacdo e temperatura foram iguais a 170 rpm e 30 °C, respectivamente. As leituras das
absorbancias das amostras retiradas em um determinado tempo induzem ao erro no
meio que contém glicerina, pois os sais precipitados deixam o meio embranquecido,
dificultando as leituras de densidade Optica. Por isso, ao fim do processo de
fermentagdo, o meio foi plaqueado em placas de petri, sendo possivel comprovar que

nenhum microrganismo estava crescendo no meio com glicerina.
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Figura 4.10: Avaliacdo do crescimento celular em glicerina em frasco agitado
com temperatura e agitacdo mantidas a 30° e 170 rpm respectivamente.

ApoOs o tratamento da glicerina, como discutido na se¢dao 3.14 um novo
experimento foi realizado. A Figura 4.11 mostra que as células presentes sofreram uma
fase lag. Com o intuito de comprovar a existéncia de microorganismo, foram realizados
plaqueamentos no fim do processo e observou-se o crescimento de colonias. O Meio 1

corresponde ao cultivo em glicerina, enquanto o Meio 2 corresponde ao cultivo em

glicerol PA.
8
g 6 - - [ ]
o
3
4
5 pun ®
]
S 24
g gn [ ] L 2K X JK J P *
§ 0 u L] L] L] L] L)
< 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Temnn (h)

®Meiol ®Meio 2

Figura 4.11: Avalia¢do do crescimento celular em glicerol PA e glicerina, sob
agitacdo e temperatura de 170 rpm e a 30 °C respectivamente.

Observa-se que o crescimento em glicerina industrial ¢ fortemente inibido,
indicando que os residuos industriais do processo de biodiesel devem ser purificados

antes do uso para a produgdo de PHAs com Bacillus sp.
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4.10 Determinacio de poli(3-hidroxibutirato)

No presente trabalho, o glicerol foi utilizado como tnica fonte de carbono para a
producdo de PHA por fermentacdo. O processo até aqui foi realizado em frascos
agitados, a 30°C com agitag¢do de 170 rpm . A Figura 4.12 representa o resultado obtido
amostra comercial padrdo do P(3HB). As amostras foram injetadas em duplicata. Os
picos do P(3HB) e do padrio interno apresentam tempos de retengdo iguais a 4,4 ¢ 6,0

minutos, respectivamente.
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Figura 4.12: Cromatograma do P(3HB) obtido da SIGMA-ALDRICH.

As amostras foram submetidas a propandlise e analisadas, uma utilizando como
substrato o glicerol PA e glicerina. Os cromatogramas das amostras estdo apresentados

nas Figura 4.13 a 4.14.
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Figura 4.13: Cromatograma de uma amostra de células alimentadas com
glicerina em frasco agitado.
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As Figuras 4.13 ¢ 4.14 mostram os cromatogramas das amostras de P(3HB)
extraidas das células. Como pode ser observado, as amostras injetadas também possuem
um pico caracteristico no tempo de retengdo igual a 4,4 minutos, indicando a producdo
do P(3HB) em ambos os meios. Com os dados da curva de calibragdo, foi possivel
calcular as quantidades de P(3HB) encontradas nas amostras.

O actimulo de P(3HB) foi medido para amostras de todas as corridas realizadas.
Em todas as andlises, os teores de P(3HB) flutuaram entre 28% e 33% em relacdo a
massa seca das células. Como ndo foi observada qualquer correlagdo com as variaveis
manipuladas ou com as condi¢cdes de reagdo, considera-se que o acumulo de P(3HB)
ocorre durante o crescimento celular e ¢ igual a 30% em relacdo a massa seca das
células, indicando significativo acumulo de P(3HB), compativel com os dados similares
reportados na literatura.

Foram injetadas amostras contendo apenas P(3HB) e outra contendo apenas o

padrao interno para detectar o tempo de retencgao.
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Figura 4.14: Cromatograma de uma amostra de células alimentadas com
glicerol PA em frasco agitado.

4.11 Cultivos em biorreator

Os resultados obtidos até o momento indicam que o microorganismo consome
glicerol e produz P(3HB) durante o crescimento. Por isso, iniciou-se o estudo do cultivo
do microorganismo em biorreator. Inicialmente foram realizados estudos em batelada e

depois em batelada alimentada.

62



No processo em batelada foi possivel acumular uma maior quantidade de células
secas, como pode ser observado na Figura 4.15. A concentracdo maxima de células
alcangada foi de 4,5 g.L”' de células secas em um tempo de 23 horas de cultivo, em
comparagio com o valor de 2 g.L”! em frascos agitados apos um periodo de 48 horas. A
Figura 4.15 mostra também que a concentracdo de substrato inicial de 20 g.L"' caiu a
zero no final da fermentagdo, apos 24 horas. Esses resultados mostram que as condi¢des
melhoradas de aeracdo de fato contribuem com aumento expressivo das taxas de

crescimento celular.
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Figura 4.15: Cultivo da bactéria Bacillus sp. em biorreator batelada com
temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20% e pH 7,0.

Outros cultivos foram conduzidos em batelada foram realizados, como
apresentado na Figura 4.16. As condigdes usadas nos dois experimentos foram iguais:
temperatura controlada em 30°C, agitagcao mantida a 200 rpm, o pH mantido a 7,00 e o
oxigénio dissolvido mantido em 20% da saturacao.

A partir dos dados obtidos foi possivel calcular os fatores de conversdo de
glicerol em biomassa (Yxs), a partir da equagdo 4.2, como sendo iguais a 0,216 para o
primeiro experimento e 0,252 para o segundo, confirmando os valores obtidos nos
ensaios em frascos agitados. A analise de acumulo de P(3HB) por cromatografia gasosa
resultou em valores proximos a 30%, como também encontrado em frascos agitados.

As taxas especificas de crescimento foram iguais a 0,50 h™' com 98% de ajuste
para o primeiro experimento em batelada e 0,48 h™' com 99% de ajuste para o segundo

experimento.
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Figura 4.16: Cultivo da bactéria Bacillus sp. em biorreator batelada com
temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20% e pH 7,0

X, - X, 42

onde X, S representam as massas de células e de fonte de carbono respectivamente. Os

subindices f e 0 representam os valores finais e iniciais das respectivas variaveis.

4.11.2 Cultivos em biorreator em batelada alimentada

Viérios testes foram conduzidos em biorreator em batelada alimentada com o
intuito de aumentar a concentracao celular. Foi controlada a razdo entre carbono ¢
nitrogénio. As solugdes de alimentacdo foram preparadas, como descrito na se¢do 3.5,
contendo glicerol e hidréxido de amdnio concentrado. A medida que o valor do pH caia,
essa solucao era adicionada ao sistema para corrigir o pH, adicionando simultaneamente

substrato ao sistema.

4.11.2.1 Efeito da relacio C/N igual a 7,28 no cultivo em biorreator em batelada
alimentada

O primeiro cultivo em batelada alimentada foi realizado usando uma razao C/N
igual a 7,28. A Figura 4.17 resume os resultados obtidos. A concentragdo de células

secas atingidas por este processo foi igual a 8 g.L', maior valor até aqui obtido. A
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concentracdo inicial do substrato era igual a 5 g.L”', enquanto a concentracio final de
substrato foi igual a 40 g.L'. Esta concentragio de glicerol ja causa efeito inibitorio ao
crescimento do microorganismo, como mostrado anteriormente. Na Figura 4.18 mostra-
se o comportamento do pH e do oxigénio dissolvido durante o processo de fermentagao.
Como pode ser observado o pH foi mantido constante e igual a 7,0. O oxigénio
dissolvido caiu no comeco, devido ao crescimento celular, e flutuou ao redor do valor

especifico de 20%.
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Figura 4.17: Cultivo da bactéria Bacillus sp. em biorreator batelada alimentada
com as condigdes de temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20%, pH 7,0. A
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Figura 4.18: Perfis de pH e oxigénio dissolvido durante o processo, sobre as
condicdes de temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20%, pH 7,0. A razao
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razdo molar C/N utilizada foi de 7.4.
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molar C/N utilizada foi de 7.,4.
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O fator de conversao de glicerol em biomassa encontrado neste experimento foi

igual a 0,22 sendo similar aos valores encontrados anteriormente. A taxa especifica de
. .. -1 ~ .

crescimento foi igual a 0,48 h™, de acordo com a regressao linear dos dados, com 97%

de ajuste.

4.11.2.2 Efeito da relacdo C/N igual a 5,0 no cultivo em biorreator em batelada
alimentada

A razdo de carbono e nitrogénio neste caso foi fixada em 5, com a finalidade
reduzir a concentracdo de glicerol. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura

4.19.
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Figura 4.19: Cultivo da bactéria Bacillus sp. em biorreator batelada alimentada
com as condi¢des de temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20%, pH 7,0. A
razdo molar C/N utilizada foi de 5.

Como pode ser observado, a concentracdo de substrato continua a se acumular
no meio fermentativo. Apos 20 horas de cultivo, a concentragdo encontrada era igual a
40 gL', que corresponde a uma concentragdo que causa inibi¢do ao crescimento do
microorganismo. O aumento da concentragdo de glicerol foi devido a redugdo das taxas
de crescimento celular. Por isso, a concentragdo maxima das células secas obtidas foi
iguala 4 gL

A Figura 4.20 mostra o comportamento do pH e do oxigénio dissolvido durante
o processo de fermentagdo. Como no caso anterior, o perfil de controle de pH ¢

constante, enquanto o perfil de controle de concentragao de O, é bastante irregular.
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O fator de conversao de glicerol em biomassa encontrado neste experimento foi
0,12 bastante inferior dos outros valores ja4 apresentados. A taxa especifica de
crescimento encontrada para este experimento foi igual a 0,32 h™', através de regressio
linear dos dados, com 98% de ajuste. Os resultados indicam que a baixa relagdo C/N

nao parece apropriada para o cultivo.
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Figura 4.20: Perfis de pH e oxigénio dissolvido durante o processo, com as
condicdes de temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20%, pH 7,0. A razao
molar C/N utilizada foi de 5.

4.11.2.3 Efeito da rela¢do C/N igual a 2,5 no cultivo em biorreator em batelada
alimentada

Um novo valor de razao C/N foi proposto para resolver o problema do acumulo
de glicerol durante o processo de alimentacdo. Neste caso foi proposta uma razdo de
2,5. Os resultados sdo apresentados na Figura 4.21. Pode-se observar uma vez mais o
acimulo de glicerol no caldo fermentativo. Ap6s 20 horas de fermentacdo, a
concentracio encontrada foi de 25 gL', inferiores aos valores encontrados
anteriormente. Apesar disso, a maxima concentragdo celular atingida foi igual a 5 g.L"!
A Figura 4.22 apresenta os resultados da medida do pH e do oxigénio dissolvido ao
longo do processo fermentativo. Os resultados sdo similares aos mostrados nos casos
anteriores.

O fator de conversdo de glicerol em biomassa encontrado neste experimento foi
igual a 0,25 como nos estudos anteriores. A taxa especifica de crescimento foi igual a

0,36 h™', obtida por regressio linear.
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Figura 4.21: Cultivo da bactéria Bacillus sp. em biorreator batelada alimentada,
com as condigdes de temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20%, pH 7,0. A
razdo molar C/N utilizada foi de 2,5.
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Figura 4.22: Perfis de pH e oxigénio dissolvido durante o processo, com as
condi¢des de temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20%, pH 7,0. A razao
molar C/N utilizada foi de 2,5.

4.11.2.4 Efeito da relacdo C/N igual a 2,5 no cultivo em biorreator em batelada
alimentada

Preparou-se uma nova solucao de alimentagdo utilizando 30 mL de uma solucao
de NH4OH 30% em massa e 60 g de glicerol, para um volume final de 400 mL de
solugdo. A razdo encontrada calculada por esta solugdo foi igual a 2,5 e os resultados do
crescimento e da concentracdo de substrato estdo presentes na Figura 4.23. Como pode

ser observado pelo o grafico apresentado, ainda foi observado aciimulo expressivo de
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glicerol durante o processo fermentativo. Também pode ser observado um atraso no
crescimento do microorganismo, prejudicando a concentragdo celular no final do

Processo.
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Figura 4.23: Cultivo da bactéria Bacillus sp. em biorreator batelada alimentada,
com as condi¢des de temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20%, pH 7,0. A
razdo molar C/N utilizada foi de 2,5.

O fator de conversdo de glicerol em biomassa encontrado neste experimento foi
igual a 0,25 como nos estudos anteriores. A taxa especifica de crescimento foi igual a

0,38 h™', obtida por regressio linear.
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Figura 4.24: Perfis de pH e oxigénio dissolvido durante o processo, com as condi¢des
de temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20%, pH 7,0. A razao molar C/N

utilizada foi de 2,5.

69



A Figura 4.24 mostra o comportamento do pH e do oxigénio dissolvido,
similares aos comportamentos ja apresentados. No entanto, observa-se atraso na queda

de concentragao de oxigénio dissolvido, por causa do atraso no crescimento microbiano.
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Figura 4.25: Perfil da massa da solugao de glicerol e hidréxido de amdnio
(razao molar C/N de 2,5) adicionada ao sistema durante o cultivo.

A massa da solu¢do adicionada ao sistema durante o cultivo ¢ mostrada na
Figura 4.25. Em fun¢do das menores concentragdes de glicerol e sulfato de amdnio,
maiores quantidades de solugdo sdo adicionadas.

O fator de conversdo de glicerol em biomassa encontrado neste experimento foi

igual a 0,25. O valor da taxa especifica de crescimento foi igual a 0,25 h™".

4.11.2.5 Efeito da relacao C/N igual a 1,6 no cultivo em biorreator em batelada
alimentada

Preparou-se uma nova solucao de alimentagdo utilizando 61 mL de uma solucao
de NH4OH 30% em massa e 80 g de glicerol para um volume final de 400 mL. A razdo
C/N ¢ igual a 1,6 e os resultados do crescimento e da concentragdo de substrato estdo
apresentados na Figura 4.26. Como no caso anterior, o objetivo basico foi o de reduzir o
conteudo de glicerol no meio. Neste caso a concentracdo de substrato pode ser mantida
na faixa de 8 a 12 gL". Segundo os estudos realizados, esta concentragio nio &
inibitoria para o microorganismo. Contudo, a concentracdo final de células secas foi de
5 gL', Este valor ja havia sido alcan¢ado nas fermentagdes conduzidas em batelada.

Contudo, observa-se uma fase estacionaria no comeco da fermentagao o que prejudicou
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a obten¢ao de uma concentragdo maior de células. O valor do pH foi mantido constante
durante o processo ¢ o oxigénio dissolvido ndo pode ser medido durante o processo,
devido a problemas de medi¢do depois da autoclavagcdo. O oxigénio dissolvido foi
controlado pela a valvula de entrada de ar: a medida que as células cresciam a vazao de

ar era aumentada.
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Figura 4.26: Cultivo da bactéria Bacillus sp. em biorreator batelada alimentada,
com as condi¢des de temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20%, pH 7,0. A
razdo molar C/N utilizada foi de 1,6.

A taxa especifica de crescimento foi igual a 0,19 h™', por regressdo linear dos
dados.

4.11.2.6 Efeito da relacao C/N igual a 1,6 no cultivo em biorreator em batelada
alimentada

Como no experimento anterior foi possivel manter a concentragdo de glicerol
dentro de um intervalo ndo inibitério para as células, um novo teste foi realizado para
corrigir o problema de inoculagdo. A inten¢do deste experimento era preparar um pré-
inoculo que pudesse ser utilizado para inocular o biorreator em sua fase exponencial.
Assim repetiram-se as condi¢des de operagdes anteriores, preparando-se uma solugdo de
alimentacdo utilizando 61 mL de uma solugdo de NH4OH 30% em massa ¢ 80 g de
glicerol para um volume final de 400 mL. A razdo C/N foi de 1,6 e os resultados do

crescimento e da concentragdo de substrato estdo presentes na Figura 4.27.
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Neste experimento foi medida a concentracao de nitrogénio durante o processo
fermentativo, para descartar a hipotese de que altas concentracdes de células ndo
estavam sendo alcangadas por falta de algum nutriente essencial.

O pH foi controlado durante todo o processo, mantendo-se igual a 7. O oxigénio
dissolvido foi mantido em 20%, com as flutuacdes operacionais usuais. Como
observado na Figura 4.27 a concentragdo de células atingiu 7 gL’'. As células
comecaram a crescer assim que foram inoculadas. As concentracdes de glicerol
mantiveram-se em um intervalo de 10 a 25 g.L”' enquanto a concentragdo de nitrogénio

durante o processo manteve em uma concentragcao adequada as células.
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e Concentracdo de substrato

Figura 4.27:Cultivo em biorreator em batelada alimentada, com as condigdes de
temperatura em 30°, com oxigénio dissolvido de 20%, pH 7,0. A razdo molar C/N
utilizada foi de 1,6.

Ap6s 10 horas de cultivo o crescimento celular mostrou sinal de estabilizacdo.
Por isso, adicionou-se glicerol e sulfato de aménio ao sistema com o intuito de fazer as
células crescerem mais. Apesar disso, como podemos comprovar na Figura 4.27, nem o
glicerol e nem o sulfato de amdnio estavam em falta até este momento.

O fator de conversdo de glicerol em biomassa encontrado neste experimento foi
de 0,48. Esse valor ¢ bastante superior aos demais, mostrando que as baixas
concentragdes de glicerol favorecem o crescimento celular e a conversao do glicerol em
massa celular. O valor encontrado para a taxa especifica de crescimento foi igual a 0,41
h',

A politica de alimentagdo em semi-batelada permitiu o aumento de concentragao

celular, mesmo quando houve acumulo expressivo de glicerol do meio. Apesar disso, a
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maxima concentracdo celular atingida foi de 8 g.L”', que pode ser ainda considerada
baixa. Como em todos casos o contetido de P(3HB) foi um pouco superior a 30%, ¢
possivel dizer que a méxima producdo de P(3HB) atingida foi equivalente a cerca de 2,5
g (P(3HB)).L". Portanto, h4 incentivo para o desenvolvimento de estratégias mais
elaboradas de operacdo em regime semi-batelada, para maximizacdo da producdo de

P(3HB) a partir do glicerol.

4.12 Extracio do Poli(3-hidroxialcanoato)

O método descrito no Capitulo 3 foi aplicado para extrair o biopolimero da

massa celular. As amostras obtidas foram enviadas para caracterizagao.

4.13 Comportamento térmico

As extragcdes realizadas permitiram coletar quantidade suficiente para a

caracterizagao de amostras produzidas.

4.13.1 Analise Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

O comportamento térmico das amostras de P(3HB) padrio e o P(3HB)
produzido utilizando glicerol foi estudado por calorimetria diferencial de varredura
(DSC). As andlises térmicas das amostras foram realizadas, de acordo com as condicdes
descritas no Capitulo 3. A Figura 4.28 mostra o comportamento do padrao P(3HB)
durante a andlise diferencial de varredura (DSC). Foram observadas trés transi¢cdes
distintas para o P(3HB) comercial, durante o segundo ciclo de aquecimento.
Inicialmente, um pequeno pico a 1,7°C ¢é referente a temperatura de transicdo vitrea
(Tg). Logo depois , um pico a 53°C ¢ referente a temperatura de cristalizagdo no
aquecimento (Ty). Por fim, um pico relativo a temperatura de fusdo ¢ observado em
174°C . No segundo ciclo de resfriamento foi observado, a 87°C, um pico referente a

temperatura de cristalizacdo no resfriamento (T).
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Figura 4.28: Curvas térmicas obtidas por DSC de P(3HB) comercial.

A Figura 4.29 mostra o comportamento da amostra extraida das células. A partir
das curvas térmicas do P(3HB) padrao ¢ o P(3HB) extraido das células foi possivel
calcular os dados térmicos caracteristicos das amostras das mesmas, os quais sdo

mostrados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Dados térmicos obtidos dos termogramas de P(3HB) padrao e
amostra extraida do meio de cultivo.

Amostras | T, (°C) The (°C) T (°C) AH,J/g) T (°C) X, (%)
P(3HB) 1,1 47,9 173,0 77,6 92,6 53
padrdo
P(3HB) -0,3 42,9 160 65,6 86,6 45
obtido

S K20 -
S
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Figura 4.29: Curvas térmicas obtidas por DSC de P(3HB) extraido.
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4.14 Discussao das analises de ressoniancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN '°C das amostras de PHAs estio no apéndice 02
mostrando os sinais com deslocamentos quimicos praticamente idénticos aos do
espectro obtido para o P(3HB) comercial. Esses resultados, assim como aqueles obtidos
por DOI et al., (1986) e por OLIVEIRA (2004) por fermentagao no estado solido (FSS),
sdo listados na Tabela 4.6, expressos em termos de deslocamento quimico (8) dos

diferentes tipos de carbonos presentes na estrutura do P(3HB).

Tabela 4.6 — Deslocamento quimicos de P(3HB) comercial, como padrao,
analise obtida por Doi et al., 1986 e Oliveira, 2004 e o P(3HB) produzido com glicerol.

Tipos de o (ppm) (RMN 13C)

carbono P(3HB) P(3HB) P(3HB) P(3HB)

(Doi et al., 1986) PA (Oliveira, 2004) (Este
Trabalho)

CH;3 19,76 20,358 19,66 20,358
CH, 40,77 41,235 40,68 41,24
CH 67,40 68,19 67,49 67,67
C=0 169,14 169,88 169,01 169,89

Portanto, o material obtido ¢ similar ao P(3HB) comercial. Sendo assim as
transi¢des térmicas diferenciadas devem ser devidas a massas molares ou impureza na

amostra.

4.14 Discussao sobre os resultados de microscopia eletronica

Para finalizar os estudos realizados até aqui, foi realizada uma microscopia
eletronica de um dos tubos armazenados com células, Os resultados sdo apresentados na
Figura 4.30. Vé-se claramente que os microorganismos podem acumular multiplos
graos de P(3HB), que podem ser divididos entre as células filhas durante a duplicag¢dao
celular. O contetido de P(3HB) ndo ¢ homogéneo, ja que algumas células (Figura 28a)
apresentam pequenas quantidades de polimero, enquanto outras (Figura 28d)

apresentam concentragdes elevadas do poliéster em sua estrutura. Esse aspecto da
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producdo de P(3HB) tem sido pouco discutido na literatura, embora GAMBETTA

(2006) tivesse levantado a hipdtese de que o polimero fabricado por células diferentes

pudesse ndo ter a mesma estrutura.

-
?5. ¥

Figura 4.30: Microscopia eletronica do Bacillus sp. produtor de P(3HB).
4.15 Discussao sobre a identificacao de bactérias

As coldnias isoladas em cultivo em meio sélido (NA) apresentaram aspecto
homogéneo, sem evidéncia de contaminagdo. A analise microscopia revelou a presenga
de bastonetes com coloragao Gram positiva para as amostras.

Os fragmentos do gene RNA ribossomal 16S foram amplificados com sucesso a
partir do DNA genomico extraido da amostra. O produto de amplificagdo foi purificado
em coluna (GFX PCR DNA and gel Band Purification Kit, GE Healthcare) e submetido
ao sequenciamento usando o sistema MegaBASE (GE Healthcare).

A seqiiéncia parcial do gene RNAr 16S da amostra apresentou 100% de
similaridade com as seqiiéncias de RNAr 16S de varios Bacillus, entre elas Bacillus
flexus, Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus e Bacillus subtilis, assim
como com seqiiéncia de RNAr 16S de linhagens de Bacillus sp. ndo identificadas

contidas nas bases de dados consultadas.
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A andlise filogenética recuperou a amostra em um agrupamento cCO€sO €
suportado por alto valor de bootstrap (100%) juntamente com linhagens tipo de Bacillus
flexus, Bacillus simplex e Bacillus megaterium. Estes resultados sugerem que o gene
RNAr 16S é muito conservado dentre estas espécies de Bacillus, ndo oferecendo

resolucdo para identificacao em nivel de espécie.
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Capitulo 5
Conclusoes e sugestoes

5.1 Conclusoes

Foi estudado o processo de fermentagdo de Bacillus sp. na presenga de glicerol
como Unica fonte de carbono em frascos agitados e em biorreator. Mostrou-se que o
microorganismo ¢ capaz de crescer de glicerol, utilizando este substrato como Unica
fonte de carbono. Mostrou-se ainda que a concentracdo de glicerol produz um efeito
inibitorio sobre o crescimento do microorganismo em concentracdes superiores a 20
gL, Por sua vez, as concentragdes de sulfato de amonio podem causar efeito de
inibi¢do ao crescimento do microorganismo na faixa estuda de 2a 9 g.L™".

Foram desenvolvidos testes, visando a substituicdo do glicerol PA por glicerina
residual obtida de plantas de biodiesel. Foi mostrado, no entanto, que o microorganismo
ndo ¢ capaz de crescer em meio minimo tendo como Unica fonte de carbono a glicerina
produzida nas plantas de biodiesel ndo tratadas. O microorganismo s6 conseguiu crescer
no meio minimo tendo glicerina como Unica fonte de carbono ap6s adicionar uma etapa
de tratamento ao processo. Mesmo assim, o crescimento nao foi expressivo.

Mostrou-se que o microorganismo acumula P(3HB) durante o crescimento e que
a quantidade de P(3HB) acumulada pelas células cultivadas em glicerol e glicerina
flutua ao redor de 30% de massa seca. As analises de DSC mostraram que as amostras
extraidas t€ém comportamento um pouco distinto da amostra de P(3HB) comercial,
devido a falta de um pico durante o resfriamento, mas no caso do aquecimento os picos
foram similares nas duas amostras.

As fermentagdes conduzidas em frascos mostraram que a aeracdo do processo ¢
uma variavel importante para o crescimento do microorganismo.

Realizando um cultivo em biorreator, em batelada alimentada foi possivel
aumentar a concentracao de celular.

Com as analises de RMN "*C mostraram que as amostras extraidas possuem uma
estrutura similar & de amostra de P(3HB) comercial. Conclui-se que as diferencas
observadas podem ser devidas a impureza ou a massas molares mais baixas. Como

observado experimentalmente em outras referéncias aqui estudadas. As massas molares
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obtidas sdo realmente mais baixas, provavelmente por causa do efeito de transferéncia
de cadeia induzida pelos grupamentos hidroxila do glicerol.

O microorganismo estudado durante este trabalho ndo precisa de duas etapas em
seu processo de cultivo, pois este, assim como Alcaligenes latus e Azotobacter

vinelandii, acumula PHA durante o seu processo de crescimento.

5.2 Sugestoes

Desenvolver uma estratégia de controle de alimentagdo de nutrientes em
biorreator, para a obten¢do de uma maior densidade celular.

Desenvolvimento de estratégias para aumentar a concentracdo de P(3HB)
acumulado nas células.

Estudar o fator de limitacao da arecagdo em biorreator, aumentar a concentracao
de oxigénio dissolvido no meio de cultivo utilizando filtro de membrana.

Explorar mais a produ¢do de P(3HB) utilizando como tnica fonte de carbono a
glicerina.

Utilizar outras formas de extracdo de P(3HB), com o objetivo de obter um
biopolimero mais puro e realizar a caracterizagao através de RMN, DSC e GPC.

Fazer anélise de GPC do material extraido para conhecer a distribui¢do de curva

molar.
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Figura 1: Anélise térmica de DSC da amostra de P(3HB) extraida das massas celulares.

90



o

Heat Flow Endo Down (mW) ——

S o S = @

o (= = = s =2
: 3 o o
—= L 2
o

Heat Flow Endo Up (mW) ======-

Figura 2: Anélise térmica de DSC do P(3HB).
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