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RESUMO

ALVES, Mariane Igansi. Producdo do bioplastico Poli-(3hidroxibutirato)
[(P(3HB)] por Bacillus megaterium CN3 suplementado com lipideos 2016.
107f. Dissertacdo (Mestrado)- Programa de Pds- Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS.

O poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)] € o biopolimero mais estudado e
caracterizado dentre a familia dos polihidroxialcanoatos (PHAs), E um
polimero plastico que tem como principais caracteristicas a répida
biodegradabilidade e a atoxicidade. A sintese de P(3HB) ocorre da seguinte
forma: primeiramente h4 uma fase de crescimento ndo limitado, com o
objetivo de crescimento celular, seguida da producdo do polimero e seu
acumulo, que ocorre somente em condi¢des de limitacdo de algum nutriente
essencial como P, Fe, Mg, N com excesso de carbono. Portanto, o objetivo
desse trabalho foi aumentar a concentragdo celular e o acumulo de granulos
de P(3HB) em cultivo de Bacillus megaterium CN3 pela suplementagdo do
meio padrdo com &acido butirico e dleo de arroz. O bioprocesso foi realizado
em duas etapas, o inoculo foi produzido em Erlenmeyers aletados de 500mL,
contendo 160mL de meio YM e 40mL de suspenséo bacteriana, mantidos em
incubador agitador orbital por 24h, 150rpm e 36 °C. A segunda etapa,
producdo do P(3HB), foi realizada utilizando Erlenmeyers aletados de 500mL,
contendo 160mL de meio mineral F4 e YM e 20% de inoculo contendo
concentracdes de acido butirico (0 a 3mM) em diferentes pH (5 a 8); dleo de
arroz (0 a 10mL/L) e Tween80-Lecitina de soja (10 a 40g/L), mantidos em 36
°C, 200rpm até 72h em incubador agitador orbital. Apos a fermentagéo, foram
realizadas as analises de: Biomassa celular através da Densidade optica (DO)
e a determinacdo da Massa Celular Seca (MCS); Para a analise de extracao
do polimero, a MCS foi submetida a agitacdo com cloroférmio na proporcgao
40:1v/m sob a temperatura de 58 °C. Ao adicionar 6leo de arroz com o0s
emulgentes Twwen80-Lecitina de soja nas concentracdes de 5mL/L de dleo
de arroz e 25g/L, respectivamente, a MCS aumentou. A adicdo de 3mM do
acido butirico e pH 8 em 72h na fase de producéo, alcancou o maior acumulo
de polimero.

Palavras-chave: Bioplastico, Polihidroxialcanoatos, Bacillus megaterium, Acido

butirico, Oleo de arroz



ABSTRACT

ALVES, Mariane Igansi. Producdo do bioplastico Poli-(3hidroxibutirato)
[(P(3HB)] por Bacillus megaterium CN3 suplementado com lipideos.
2016. 107f. Dissertacdo (Mestrado)- Programa de Pés- Graduagédo em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS.

Poly(3-hydroxybutyrate) [P(3HB)] is the most studied and characterized
biopolymer from the family of polyhydroxyalkanoates (PHAS), is a plastic
polymer that has as main features the rapid biodegradability and low toxicity. He
synthesis of P(3HB) is as follows: first there is a non-limited growth phase, with
the objective of cell growth, then the production of the polymer and its
accumulation that occurs only in limited conditions of some essential nutrient as
P, Fe, Mg, N, with excess carbon. Therefore, the aim of this study was to
increase the cell concentration and accumulation of granules of P(3HB) in
cultivation of Bacillus megaterium CN3 by supplementation of the standard
medium with butyric acid and rice oil. The bioprocess was performed in two
steps, the inoculum was produced in Erlenmeyer flasks finned 500mL
containing 160 ml of YM medium and 40 ml of bacterial suspension, kept in an
orbital shaker incubator for 24h, 150rpm and 36 °C. The second step, producing
P(3HB) was carried out using Erlenmeyer flasks finned 500ml containing 160mL
of mineral medium F4 and YM and a 20% inoculum containing butyric acid
concentrations (0 to 3 mM) at different pH (5 to 8); rice oil (O to 10 mL/L) and
Tween80 soybean lecithin (10 to 40g/L) maintained at 36 °C, 200rpm until 72
hours in an orbital shaker incubator. After fermentation, the analyzes were
performed: cell biomass by optical density (OD) and the determination of mass
Mobile Dry (MCS); For the polymer analysis extraction, MCS was subjected to
shaking with chloroform in the ratio 40:1v/m under the temperature of 58 °C. By
adding rice bran oil with emulsifiers Twen80 - Lecithin soya at concentrations of
5 ml/L the rice oil and 25¢g/L the Twen80 - Lecithin soya, respectively, MCS
increased. The addition of 3mM of butyric acid and pH 8 at 72h in the
production stage, achieved the highest polymer buildup.

Keywords: Bioplastics, Polyhydroxyalkanoates, Bacillus megaterium, butyric

acid, rice oll.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Classificagdo dos polimeros biodegradaveis. .............ccocuveeeeeieeennnns 20
Figura 2. Representacdo da morfologia dos granulos de PHA nas células
bacterianas: A) observado em microscopio de contraste de fase; B) observado
em microscopio de transmissao eletrénica; C) de forca atdbmica mostrando a

presenca de particulas globulares na superficie dos granulos; D) com uma

monocamada de proteina de SUPerfiCie. .........oocuuviiiiiiiiiiii e 23
Figura 3. Representacao esquematica do granulo de PHA. ..............oooeeiiee, 24
Figura 4. Estrutura geral dos PHAS. ..., 25
Figura 5. Esquema de rotas metabdlicas para sintese de PHA. ..................... 28
Figura 6. Fase da biossintese de PHA. ..., 29
Figura 7. Ciclo fechado para a producéo e degradagéo de PHA.................... 30
Figura 8. Metabolismo balanceado e condi¢cdo de limitacdo de nutrientes e

EXCESS0 de CarbONO0. ... 38
Figura 9. Via de sintese de Poli(3-hidroxibutirato). .............cccccvvviiiiiiiieeenenennn, 39

Figura 10. Esquema das principais rotas metabdlicas de sintese de biomassa
residual e P(3HB) a partir de diferentes fontes de carbono..........c.cccccccceeeee. 41
Figura 11. Processo de producdo de P(3HB) com suas fases de producéo,
recuperacao e sua aplicabilidade. ............ooouuueiiiiii i 43

Figura 12. Massa Celular Seca em 24, 48 e 72h com temperatura de 36°C e



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Consumo per capita de plasticos no mundo (Kg/habitante). ............ 18

Tabela 2. Propriedades de diferentes PHAs comparados com diferentes

POIIMEr0S PEtrOQUIMICOS. ....eiiiiiiiiiiiiiii et 26
Tabela 3. Producéo a nivel mundial de P(3HB.) ......ccoovvviiiiiiieiiiieeeeeiee e 34
Tabela 4. Comparacéo entre as caracteristicas do P(3HB) e do polipropileno

(2 = TSRO S 36
Tabela 5. Caracteristicas das diferentes PHB polimerases. .........cccccccceeeeennn. 40
Tabela 6. Produgéo de PHA por diferentes microrganismos. ..........cccccceeeeennn.. 45
Tabela 7. Acdmulo de PHA por alguns Bacillus. .............ccccoeiiiieiiiiiiiiiccee e, 48

Tabela 8. Rendimento de P(3HB) por diferentes fontes de nutrientes e género
(0 L= = Vo || 11 PRSP 52
Tabela 9. Rendimentos de massa celular seca e acumulo de P(3HB) obtidos
em cultivos de diferentes microrganismos, fontes de carbono e nitrogénio. .... 58
Tabela 10. Rendimentos de massa celular seca (MCS) e acumulo de P(3HB)
obtidos em cultivos de diferentes microrganismos em diferentes condi¢des, em
Shaker € DIOIEALON. ......ceeeeiiie e 64
Tabela 11. Tratamentos utilizados para as diferentes concentracfes de Oleo
de arroz e Twee80- Lecitina de soja em valores codificados e valores reais. .. 71
Tabela 12. Concentracdes de acido butirico e pH nos diferentes tratamentos

em niveis codificados € NIVEIS FEAUS. .. ..ueuee e, 81



LISTA DE ABREVIATURAS

ABRELPE- Associacdo Brasileira de Empresas de Limpeza Publica e
Residuos Especiais

MMA- Ministério do Meio Ambiente

PHAs- Polihidroxialcanoatos

P(3HB)- Poli(3-hidroxibutirato)

PP- Polipropileno

PET- Politereftalato de etileno

PE- Polietileno

PVC- Policloreto de vinila

PET- Polietilenotereftalato

PS- Poliestireno

HA- Hidroxiacidos

P(3HB-co-3HV)- Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
P(4HB)- Poli(3-hidroxivalerato)

P(3HB-co-4HB)- Poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato)
P(4HHx-co-3HO)- Poli(3-hidroxihexanoato-co-3-hidroxioctanoato)
PHB-HHXx- Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato)
PHAsc- PHAS de cadeia lateral curta

PHAmc- PHAs de cadeia lateral média

PHAIc- PHASs de cadeia lateral mais longa

B. megaterium- Bacillus megaterium

EMP- Embden- Meyerholf- Parns

EDP- Entner- Doudoroff

OD -oxigénio dissolvido

AYN-Nutritive Yeast Agar

DO- Densidade Optica

MCS- Massa Celular Seca

YM- Yest Malt Agar



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL ......ooviiieieeciiee ettt 15
1 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 17
1.1- Plasticidade doS POIMErOS .....ccooiiiiiiiiiiiiieieee e 17
1.2- Plasticos biodegradaveiS.......cccoeveeeiiiiieiiiiiiice e 19
1.3- BiOPOIMEIOS et 20
1.4- Polihidroxialcan0atoS- PHAS ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 21
1.4.1- Estruturados granulos de PHAS ... 22
1.4.2- Estrutura quimica doS PHAS .......ccooi i 24
1.4.3- Propriedades fisicas e quimicas dos PHAS.........ccccccceviiiiiieeiiiennn, 25
1.4.4— SiNteSE A PHAS ... 27
1.4.5—-ProduG80 de PHAS ... 29
1.4.6— Recuperacao dOS PHAS ........ouviiiiii e 30
1.4.7— Degradabilidade ..........cccoeiiiiiiiiiiii e 31
1.4.8— Mercado e Produtos obtidos com PHAS ........cccccceeeiiiiiiiiiiiieeeen. 32
1.5 -Poli(3-hidroxibutirato)- P(BHB)..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiines 33
1.5.1- Propriedades fisicas e quimicas do P(3HB) ......ccccccceiviiiiiiiinnnnenn. 35
1.5.2 — Metabolismo para a producdo do P(3HB) ........cccovvvriiiiiiiieeiiennnns 38
1.5.3- Produc80 do P(BHB) ....oiieiiieeeeie e 42
1.6 - Microrganismos produtores de PHA ..........cceuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiias 44
1.6.1- GENEro BACIlUS ....ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 46
1.6.2- Producéo de P(3HB) por Bacillus megaterium...........cccccoeeeeeeeeenne 49
1.7- MEIO A€ CUIIVO ... 52
1.8- Condic0Oes de cultivo — Tempo, temperatura, pH e oxigénio............ 59
2. Hipotese € ODJEtIVOS .....oooiiiiiiiiiiiieeeeeee 66

2.1 HIPOIESE e 66



4.

5.

2.2- ODJELIVOS ..ttt 66

2.2.1-  ODbjJetiVo geral....ccccoeeeiiieeeeie e 66
2.2.2-  ODbjetivos eSPECITICOS ....uuvuuiiiiii e 66
(OF=T o 11 (1] Fo 10 PP PPPPPPPPRPR 68

Crescimento celular e acumulo de polimero de Poli(3-hidroxibutirato)

por Bacillus megaterium CN3: influéncia da adicdo de lipideos

EMUISIONATOS ....cciiiiiiiiiiiiiie e 68
Lo INrOAUGEO ..o 68
2. Material @ MEtOUOS .......c.uuiiiiiieiiee e 70
3. ResUltad0S € DISCUSSA0 .....ccvviieeiiiiiiiiiiiiiee e 71
4. CONCIUSAD . .uuiiiiiiiiiiiiiitii ittt 76
5. Referéncias Bibliograficas ........ccccoooiiiiiiiiiiiiiie 76

(@ o 1 {1 ] [0 2P 78

Crescimento celular e acumulo de Poli(3-hidroxibutirato) por Bacillus

megaterium CNS3: influéncia do pH e adicdo do precursor &cido

DULITICO e 78
N [ 1 4 o Yo [ U Yo To TSP 78
2. Material @ MEtOUOS ......cuueiiiiiiieee e 79
3. Resultados € DISCUSSE0 ....cccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt 81
A, CONCIUSAO ... 87
5. Referéncias Bibliograficas ............ccceeviviiiiiiiiie e 87

CoNnsideragies fINAIS .....oovviviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e 90

Referéncias Bibliograficas ........cccccooiviiiiiiie 91



15

INTRODUCAO GERAL

Os plasticos convencionais obtidos a partir do petréleo, devido a sua
durabilidade e resisténcia, tém sido, por décadas, usados indiscriminadamente
(FRANCHETTI; MARCONATO, 2006). Por ndo reagirem quimicamente com a
maioria das substancias, esses materiais sdo de lenta degradabilidade,
provocando problemas nos aterros sanitarios, dificultando a troca de gases e a
decomposicdo de outros compostos (LUENGO et al., 2003)

No Brasil, segundo o Panorama de Residuos Sdlidos, divulgado pela
Associacdo Brasileira de Empresas de Limpeza Publica e Residuos Especiais
(ABRELPE), evidencia-se que a cada dia sdo geradas 201.058 toneladas de
residuos solidos urbanos (RSU). Ao analisar o total da geracdo per capita das
cinco regides, estima-se que cada brasileiro gera, em média, 1,228Kg de
residuos sdlidos por dia (ABERLPE, 2012). Segundo o Ministério do Meio
Ambiente (MMA), no pais, sao distribuidos, por hora, cerca de 1,5 milhdes de
sacolas plasticas (BRASIL, 2015). Com isso, gera-se quantidades enormes de
lixo aumentando ainda mais o problema de degradacéo.

O crescente interesse cientifico e popular pela area de preservacdo
ambiental, associado ao da area industrial pela continuidade do crescimento de
consumo de plasticos, tém tornado necessarios a pesquisa € O
desenvolvimento de substitutos ecologicamente corretos. Neste aspecto, a
utilizac@o de biopolimeros estéa se tornando cada vez mais interessante como
alternativa a substituicdo de plasticos convencionais, devido a sua principal
caracteristica- a biodegrabilidade - e os produtos que a reacdo de degradacéo
gera - agua (H20) e gas carbbnico (CO2) (LUVIZETTO, 2007). A rapida
degradacdo, através da acdo enzimatica microbiana sob condi¢cdes ambientais
favoraveis, e as caracteristicas de termoplasticidade e biocompatibilidade
fazem com que os bioplasticos, em geral, sejam cada vez mais estudados para
substituirem os plasticos convencionais (PIEMOLINI, 2004).

Polihidroxialcanoatos (PHAS) séo poliésteres sintetizados por inimeros
microrganismos e armazenados em formas de inclusfes citoplasmaticas para a
reserva de energia (HOLMES, 1985). Suas propriedades fisicas como um
material plastico séo: elevado ponto de fusdo, baixa rigidez, alta resisténcia a

pressdo, resisténcia ao alongamento antes da ruptura e forte resisténcia ao
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impacto (POIRIER; NAWRATH; SOMERVILLE, 1995). O Poli(3-hidroxibutirato)
(P3HB) é o biopolimero mais estudado dentre os PHAs (HOLMES, 1985;
CHANPRATEEP, 2010). Esses polimeros biodegradaveis de hidroxialcanoatos
podem ser obtidos em grande escala através de bioprocessos (PIEMOLINI,
2004).

A sintese de PHAs ocorre, normalmente, quando ha condicdes
desfavoraveis para o seu crescimento em relacdo as nutrientes essencias, pH,
aeracdo entre outros, e com excesso de carbono (KHANNA; SRIVASTAVA,
2005). Inumeras bactérias Gram positivas e Gram negativas podem sintetizar
inameros PHASs; porém, em escala industrial, sdo utilizadas bactérias Gram
negativas como Cupriavidus necator (antiga Ralstonia eutropha),
Pseudomonas oleovorans e estirpes de Escherichia coli recombinante
(VALAPPIL et al., 2007).

Bacillus megaterium foi o primeiro microrganismo no qual foi identificado
corpos de inclusdo constituidos de PHAs, mais especificamente P(3HB). Tem
sido amplamente utilizada para a producédo de diferentes bioprodutos, como a
penicilina sintética e a vitamina Bi2, porém, ainda n&o é utilizada
industrialmente para a producédo de P(3HB) apesar de ja ter sido alvo de alguns
estudos (FACCIN, 2012). Pode ser encontrada em abundancia nos solos
diversos e possuir grande vantagem de crescer em diversas fontes de carbono
e também ser capaz de produzir o bioplastico utilizando residuos
agroindustriais (LUVIZETTO, 2007). B. megaterium apresenta caracteristicas
interessantes para sua utilizagdo no processo de producgéo industrial de
bioplastico, tais como a tolerancia a altas temperaturas e pressdao osmotica,
tornando o processo mais estavel, ainda que com pequenos disturbios, e
rapido crescimento celular (FACCIN, 2013).

Uma cepa de B. megaterium identificada como CN3, isolada pela
equipe de pesquisadores do Laboratério de Biopolimeros do Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade Federal de Pelotas e mantida
em sua colecdo de cultura. Mostrou-se capaz de acumular quantidades
expressivas de P(3HB) a partir de sacarose e glicose como fonte de carbono,
além de ter o melhor crescimento em temperatura relativamente elevada, em
torno de 36°C (RODRIGUES et al., 2014). Assim, tornou-se alvo do presente

estudo que teve como foco a sua utilizacdo na producao de P(3HB).
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1-Plasticidade dos polimeros

Polimeros sdo macromoléculas peculiares, caracterizadas pelo seu
tamanho, estrutura quimica e interacfes intra e intermoleculares. Possuem
unidades quimicas unidas por ligacdes covalentes que se repetem ao longo da
cadeia, podendo ser naturais, como a seda, a celulose, as fibras de algodao,
entre outros, ou sintéticos, como polipropileno (PP), o politereftalato de etileno
(PET), o polietileno (PE), o policloreto de vinila (PVC) (MANO; MENDES,
1999). Em funcao das principais caracteristicas fisicas sdo classificados como:
termoplasticos (plasticos), termorrigidos, borrachas e fibras (AGNELLI, 1996).

Plasticidade, é definido como a propriedade de sdlidos finos, entre largos
limites de umidade, que submetem a grandes deformacdes permanentes, sem
sofrer ruptura, fissuramento ou variacdo de volume apreciavel (BARBA et al.,
1997). Facilmente processéaveis a temperaturas baixas, quando comparadas a
temperatura de processamento de outros materiais, faz com que a producéo de
plasticos tenha um consumo de energia relativamente baixo, refletindo no custo
da fabricacdo. Uma outra vantagem apresentada, é a facilidade que outras
substancias podem ser adicionadas para conferir novas propriedades, podendo
ser possivel a alteragdo da cor, cheiro, elasticidade, resisténcia a impactos,
resisténcia ao calor e a luz, entre outros aspectos, resultando em uma
ampliacdo em seu uso. Essas substancias sdo denominadas de aditivos,
podendo ser desde plastificantes que s&o utilizados para aumentar a
flexibilidade, lubrificantes, para reduzir a viscosidade, antioxidantes, que
aumentam a resisténcia a oxidacdo provocada pelo oxigénio e o0zbnio
atmosféricos, biocidas, para inibir a degradacdo por microrganismos, entre
outros (PIATI, RODRIGUES, 2005).

O consumo de plasticos ndo biodegradaveis per capita no mundo (Tab.
1) no ano de 2015 foi de 45Kg/habitante, e no Brasil, o valor foi de
46Kg/habitante. Embora o consumo per capita de produtos plasticos no Brasil
possa ser considerado modesto em comparacdo ao consumo dos paises
desenvolvidos, ja que em 2005 o consumo local era de cerca de 25% do

consumo per capita dos habitantes do Nafta (Estados Unidos, Canada e
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México) e da Europa, sua perspectiva de crescimento no consumo entre 2005
e 2015, de 100%, € igualada apenas aquela da Europa Oriental. Porém,
mesmo apO0s esse crescimento ocorrer, 0 consumo per capita brasileiro devera
alcancar apenas 33% do consumo nos paises desenvolvidos (BRASIL,2016).
Esse dado, entretanto, ndo é por si hada alentador, visto ndo haver por parte
das autoridades nacionais, agfes que coibam o crescimento indiscriminado do
consumo de plasticos descartaveis ndo biodegradaveis. Adicionalmente, a
atual baixa mundial do petrdleo pode estimular ainda mais o consumo do
mesmo na producédo de plasticos petroquimicos.

Tabela 1. Consumo per capita de plasticos no mundo (Kg/habitante).

Local 1980 2005 2015 2005-2015 (%)
Mundo 11 30 45 50
Nafta 46 105 139 32
Europa Ocidental 40 99 136 37
Europa Oriental 9 24 48 100
Japéo 50 89 108 21
América Latina 7 21 32 52
Oriente Médio e Africa 3 10 16 60
Asia (exceto o Japao) 2 20 36 80
Brasil - 13 46 100

Fonte. PLASTIC EUROPE 2012; ABIPLAST, 2013.

Inicialmente, a grande difusdo do uso de materiais plasticos em nossa
sociedade se deu justamente por sua durabilidade, porém essa propriedade
tornou o material plastico um grande vildo do meio ambiente. Entre as
possiveis solucbes para esse mal, estd a reducdo da produgdo/consumo, a
incineracéo, a reciclagem e a degradacdo (CANTO, 2001).

A toxicidade de diversos poluentes ambientes tem sido habitualmente
investigada quanto a sua teratogenicidade e carcionogenicidade em seres
humanos e demais espécies (COLBORN, 1995). Um dos materiais tOxicos
produzidos é denominado de xenoestrégeno aplicado livremente a uma série
de substancias quimicas téxicas produzidas pelo homem que confundem os
receptores celulares dos estrogénios no organismo, interferindo nas

mensagens bioquimicas naturais (IMEBI, 2016).
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Os xenoestrogénicos sdo na maioria gerados pela industria
petroquimica. Muitos dos mimetizadores hormonais s&o organoclorados
produzidos pela reacdo do gas cloro com hidrocarbonetos do petroleo. Sao
utilizadas em plasticos, agrotéxicos, solventes, agentes de branqueamento,
refrigeragdes e outros produtos quimicos (IMEBI, 2016).

Nesse cenario, novos desenvolvimentos na area de polimeros tém sido
realizados para ofertar produtos que possuam boas propriedades mecanicas,
mas que tenham um impacto menos drastico no ambiente. Assim, nesse
contexto, surgiram os polimeros biodegradaveis, que tendem a dar uma
solucdo ao problema de acumulo de residuos plasticos gerados em nossa

sociedade.

1.2- Plasticos biodegradaveis

Os plasticos biodegradaveis podem ser divididos em trés tipos:
completamente biodegradaveis, fotobiodegradaveis e semibiodegradaveis. O
primeiro tipo sdo aqueles que apresentam a caracteristica intrinseca de
biodegradacéo. J& os fotobiodegradaveis sdo polimeros que possuem em sua
composicdo aditivos que incorporam na cadeia polimérica grupos sensiveis a
luz; quando expostos a radiacdo ultravioleta, inicia-se 0 processo de
degradacdo, permitindo muitas vezes a biodegradacdo. Plasticos
semibiodegradaveis sdo blendas produzidas pela incorporacdo de polimeros
biodegradaveis, como amido, a um polimero plastico que ndo é biodegradavel
com isso, 0S microrganismos sdo capazes de atacar o amido e realizar a
biodegradacdo, porém, a parte ndo amido do polimero continua sendo nédo
biodegradavel (REDDY et al., 2003).

Os polimeros completamente biodegradaveis sdo classificados em 4
grupos, como pode-se observar na Fig. 1: agropolimeros, que sdo obtidos
geralmente por fracionamento de biomassa a partir de agroprodutos e sao
divididos entre polissacarideos, proteinas e lipideos. No segundo grupo
encontram-se os polimeros que sdo sintetizados por microrganismos a partir de
fontes renovaveis, como no caso dos Polihidroxialcanoatos (PHAS), ja o
terceiro grupo é caracterizado por serem sintetizados quimicamente por
mondmeros derivados de processos biotecnolégicos, como por exemplo

poli(acido latico) (PLA), que pode ser obtido através da polimeriza¢do do acido
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latico por microrganismos. No Ultimo grupo, encontram-se 0s polimeros
biodegradaveis de fontes ndo renovaveis sintetizados por processos
petroquimicos (AVEROUS; BOQUILLON, 2004).

{_‘ Polimeros biodegradaveis

(" Agropolimeros ) (_ Biotecnolégicos ) (" Petroquimicos )

. . S —
. " - N/ s . \ s - , g (PCL)
{ Polissacarideos )( Proteinas/Lipideos ) ‘. Sintese / Sintese microbianae \ ~— @~

\microbiana direta/ [ posterior semissintese ] —
2 =3 = 224 | \ quimica / ( Poliesteramidas

\ -

‘f Amidos ‘ / Animal R | N (PEA) >4
I\ (batata trigo, etc) ". (casema colageno) | ‘ / PHAs \ e

‘ ;
S Vs ~, P(3HB 4HB) ( PLA . { Co -poliésteres allféhcos \
[ Lignocelulésicos 1\ [ V?.gteta! \ AN (PBSA)
‘(madenra palha etc. ) \ (gluten) JF -

Co -poliésteres aroméhcos

v Outros ik N (PBAT)
L( )

\ (pechnas gomas, qunosana) ]

Figura 1. Classificagdo dos polimeros biodegradaveis.

Fonte: Adaptado de AVEROUS; BOQUILLON, 2004.

Embora um material possa ser biodegradavel, sua decomposi¢cdo no
ambiente depende de vérios fatores, tais como: a forma como esse polimero
sera descartado, a presenca de microrganismos geradores de enzimas
especificas para sua decomposicao, temperatura, pH, teor de oxigénio no
meio, nutrientes, dentre outros (GRAEBLING et al.,1993).

1.3- Biopolimeros

Ha& alguns anos, tem-se um consideravel interesse em polimeros
polissacarideos obtidos por microrganismos, também conhecidos como
biopolimeros (BORGES et al, 2004). Sua importancia deve-se, principalmente,
a capacidade de formarem géis e solugcbes viscosas em meio aquoso. A
producdo em meio liquido pode ser pelo cultivo do microrganismo em meio que
contém carbono e sais minerais ou por via enzimatica (PADILHA, 1997). O
termo biopolimero tem sido usado de forma mais ampla, abrangendo todo tipo
de polimeros de origem biolégica.

Os biopolimeros sao classificados em oito grupos, considerando a sua

estrutura quimica: &cidos nucleicos (DNA, RNA), poliamidas (proteinas,
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poliaminoéacidos), polissacarideos (amido, glicogénio, celulose), polioxiésteres
organicos (poli (3-hidroxibutirato), poli (acido malico)), politioésteres
(polimercaptoprionato), poliésteres inorganicos (polifosfatos), poli-isoprenoides
(borracha natural), polifendis (lignina) (HOLMES, 1985).

Os plasticos biodegradaveis vém, cada vez mais, ganhando importancia
e a maioria deles é algum tipo de biopolimero.

1.4- Polihidroxialcanoatos- PHAs

Em 1888 houve, pela primeira vez, relatos sobre a descoberta de
granulos lipofilicos brilhantes em células de Beijeirinckia, porém, apenas em
1923, utilizando Bacillus megaterium, Maurice Lemoigne determinou o primeiro
composto chamado de &cido 3-hidroxibutirico [P(3HB)] e identificou esse
material com um provavel material de reserva. Durante os trinta anos
seguintes, o interesse no P(3HB) ficou restrito a descricdo de métodos de
deteccdo e determinacgéo do teor do bioplastico nas células e das condi¢des de
cultura que levasse a sua sintese e degradacéao pelo bacilo. J4 em 1958, Macre
e Wilkinson verificaram que o armazenamento de granulos através do B.
megaterium aumentava quando se elevava as proporcdes de glicose e
nitrogénio do meio de cultivo, concluindo que esses compostos sao
considerados uma fonte de carbono e energia para o microrganismo estudado
(CARMIGAN, 2006).

No Brasil, a tecnologia da producdo de PHAs como plasticos
biodegradaveis e biocompativeis teve seu inicio na década de 90, através do
Instituto de Pesquisa e Tecnologia (IPT), Copersucar® e Universidade de Sao
Paulo, utilizando carboidratos como material inicial e buscando estratégias para
a utilizagéo de microrganismo oriundo do solo brasileiro (IPT, 2006).

O baixo custo da producdo de acucar no pais, juntamente com o
excedente energético das usinas de acgucar e alcool, viabilizou a producéo
integrada desses polimeros no Brasil. Com isso, foi inaugurada em setembro
de 2000 a PHB Industrial, uma empresa que produzia e comercializava plastico
biodegradavel tipo P(3HB) sob o nome Biocycle® (NONATO et al., 2001). A
indUstria que atuou até 2015 em escala piloto chegou a exportar o polimero

para o Japéo. Atualmente, a planta industrial encontra-se desativada.
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Os PHAs representam uma classe de poliésteres naturais que possuem
como fonte diversos microrganismos que os acumulam sob a forma de
granulos intracelulares com funcdo de reserva de carbono para obtencdo de
energia (MADISON; HUISMAN et. al., 1999); o acumulo pode ultrapassar 80%
(BYROM, 1987). Esses polimeros tém atraido bastante atencdo por serem
termoplasticos, biodegradaveis e elastobmeros, além de poderem ser
produzidos através de fontes renovaveis (HOLMES, 1985; STEINBUCHEL;
FUCHTENBUSCH, 1998).

1.4.1- Estrutura dos granulos de PHAs

A superficie do granulo € composta por uma camada de fosfolipidio e
proteinas, predominantemente PHAsIns, ou seja, uma classe de proteinas que
€ capaz de influenciar o numero e o tamanho do granulo. A
esteroespecificidade das enzimas biossintéticas s8o0 responsaveis pela
configuracdo esterioquimica S, caracteristica apresentada por todos os PHAs
conhecidos at¢é o momento (KESSLER; WITHOLT, 1999; POTTER et al.,
2002). Na Fig. 2 (2A a 2D), pode-se observar a morfologia dos granulos de
PHA captadas por diversas técnicas.
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Figura 2. Representacao da morfologia dos granulos de PHA nas células

bacterianas: A) observado em microscépio de contraste de fase; B) observado
em microscopio de transmissao eletrénica; C) de forca atdbmica mostrando a
presenca de particulas globulares na superficie dos granulos; D) com uma

monocamada de proteina de superficie.
Fonte. Adaptado de KUNASUNDARI; SUDESH, 2011.

Geralmente sdo acumulados 8 a 13 granulos, que sédo constituidos de
98% de polimero e 2% de proteina e apresentam um diametro médio de 100-
800nm, encontrando-se envolvidos por uma micela de 2-4nm de espessura,
(POUTON; AKHTAR, 1996; KHANNA; SRIVASTANA, 2005). A Fig. 3 mostra
esquematicamente o granulo de PHA onde o centro, formado por PHA, é
recoberto por uma camada lipidica integrada as proteinas. A camada de
fosfolipidios tem seu lado hidrofébico direcionado para o centro do granulo.
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Figura 3. Representacao esquematica do granulo de
PHA.

Fonte. Adaptado de ZINN et al., 2001.

1.4.2- Estrutura quimica dos PHAs

A classificacdo do PHA pode ser dividida em: polimeros constituidos de
unidades monomeéricas de hidroxiacidos (HA) com cinco carbonos ou menos,
denominados de PHAs de cadeia lateral curta (PHAsc), polimeros constituidos
por unidades de HA contendo seis ou mais carbonos em sua composicao,
denominado de PHAs de cadeia lateral média (PHAmc) (RANSAY et al., 1994)
e por fim, PHAs de cadeia lateral mais longa (PHAI). Normalmente o PHAsc
apresenta uma caracteristica de termoplasticidade enquanto 0 PHAmc
apresenta semelhanca com elastbmeros (ZINN et al, 2001;
SURIYAMONGKOL et al., 2007). A diferenca entre os polimeros se da pelo
microrganismo utilizado, os substratos e suplementos oferecidos e as
condigcdes de cultivo (LEE, 1996a; REHM,2003; STEINBUCHEL; EVERSLOH,
2003; GURIEFF; LANT, 2007).

O grupo substituinte S pode variar de um a treze atomos de C, podendo
conter insaturagdes, grupos aroméaticos ou ligagcbes com elementos de Cr, Cl
ou F. Polimeros tipo PHA possui cadeias lineares, sendo que a polimerizagéo
ocorre devido a ligacdo entre o grupamento carboxila de um monémero e o
grupamento hidroxila de outro, formando o poliéster (MADISON; HUISMAN,
1999; LUENGO et al., 2003). Na Fig. 4 observa-se a estrutura geral desses

polimeros.
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-0-CH-(CH,),-C-
S (8]
100-3000
n=1 S= Hidrogénio Poli(3- hidroxipropionato)
S= Metil Poli(3-hidroxibutirato)
S= Etil Poli(3-hidroxivalerato)
S= Propil Poli(3-hidroxihexanoato)
S= Pentil Poli(3-hidroxioctanoato)
S= Nonil Poli(3-hidroxidodecanoato)
n=2 S= Hidrogénio Poli(4-hidroxibutirato)
‘ S= Metil Poli(4-hidroxivalerato)
n=3 S= Hidrogénio Poli(5-hidroxivalerato)
S= Metil Poli(5-hidroxihexanoato)
n=4 S= Hexil Poli(6-hidroxidodecanoato)

Figura 4. Estrutura geral dos PHAs.

Fonte. Adaptado de LEE, 1996.

1.4.3- Propriedades fisicas e quimicas dos PHAs

Os PHAs sao termoplasticos e apresentam alto grau de polimerizacao,
sdo cristalinos, opticamente ativos e insoliveis em agua, conferindo
propriedades plasticas que se comparam aos plasticos derivados de petréleo
(REDDY et al., 2003; SOLAIMAN et al.,2008). A Tab. 2 mostra as propriedades
dos PHAs, onde observam-se as caracteristicas similares entre o P(3HB) e o
Polipropileno (PP). O P(3HB) possui menor resisténcia a solventes, porém,
apresenta maior resisténcia quando exposto a radiacdo ultravioleta (UV). Na
forma de filmes, o P(3HB) tem como caracteristica uma excelente propriedade
de barreira a gas e séo tdo resistentes quanto os filmes de polipropileno,
porém, ndo tdo resistente quanto o polietilenotereftalato (PET) (HOLMES,
1985).
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Tabela 2. Propriedades de diferentes PHAs comparados com diferentes

polimeros petroquimicos.

Médulo

Tenséo de A Resisténcia
. Temperatura de . Resisténcia .
Polimero de fusa0(°C) Young cisalhamento a ruptura (%) ao impacto
(GPa) (MPa) (Izod)(J/m)
P(3HB)? 179 35 40 5 50
P(3HB-c0-3HV) 2
3mol%3HV 170 2,9 38 - 60
9IMol%3HV 162 19 37 - 95
14mol%3HV 150 1,5 35 - 120
20mol%3HV 145 1,2 32 - 200
25%mol%3HV 137 0,7 30 - 400
P(4HB)3 53 140 104 1000 -
P(3HB-co-4HB)*
3mol%4HB 166 - 28 45 -
10mol%4HB 159 - 24 242 -
16mol%4HB - - 26 444 -
64mol%4HB 50 30 17 591 -
90mol%4HB 50 100 65 1080 -
P(4HHx-c0-3HO) 5 61 - 10 300 -
PP 170 1,7 34,5 400 45
PET 262 2,2 56 7300 3400
PS 110 3,1 50 - 21
Legenda: Poli hidroxibutirato); % Poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato); %

hidroxibutirato); >

Poli(3-hidroxivalerato);

4-

Poli(3-hidroxibutirato-co-4-

Poli(3-hidroxihexanoato-co-3-hidroxioctanoato) PP-

Polipropileno; PET- Polietilenotereftalato; PS- Poliestireno
Fonte. Adaptado de LEE, 1996a

A resisténcia a ruptura do P(3HB) € muito inferior a do PP, porém, essa
propriedade pode ser melhorada com a adicdo de um copolimero como por
exemplo, 4-hidroxibutirato (4HB) ao P(3HB). Um ponto desfavoravel ao P(3HB),
encontra-se em sua temperatura de degradacéo térmica, préxima aos 200°C,
sendo essa muito proxima a temperatura de fusdo. O decréscimo da
temperatura de fusdo, pode ser melhorada com a fracdo de 3HV, sem afetar a
temperatura de degradacdo, no qual resultara em um melhor processamento
térmico do copolimero. Além disso, o aumento da fracdo de 3HV torna o
polimero mais flexivel, pelo decréscimo do Modulo de Young, aumentando a
sua resisténcia ao impacto. Com isso, as propriedades do P(3HB-co-3HV)
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podem ser controladas pelo ajuste da fragcdo de 3HV durante a cultura
em biorreator (LEE, 1996a).

1.4.4— Sintese de PHAs

Sua sintese ocorre da seguinte forma: primeiramente, hd uma fase de
crescimento ndo limitado com o objetivo de crescimento celular, seguida da
producdo do polimero e seu acumulo, que ocorre somente em condi¢des de
limitacdo de algum nutriente essencial como P, Fe, Mg, N e O com excesso de
carbono (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). Nessas condi¢cdes 0 microrganismo
iré crescer e multiplicar-se rapidamente até o consumo total de carbono inicial e
até o esgotamento dos nutrientes essenciais. Na auséncia de um destes, o
crescimento celular € limitado e o carbono que foi adicionado serd convertido
em PHA (CALVAO, 2009).

Os microrganismos séo capazes de produzir monémeros de PHA a partir
da utilizacdo de varias fontes de carbono. Muitas vias metabdlicas sao
propostas para a producdo desses mondmeros. As vias de biossintese para a
obtencdo de PHA podem ser baseadas na composicdo monomérica: o primeiro
grupo se refere a sintese de PHAsc, jA 0 segundo grupo é representado pela
sintese de PHAmc. A maior parte dos procariotos sintetiza P(3HB) o principal
representante do PHAsc, € 0s PHAmc s@0 o0 segundo tipo mais frequente de
PHAs detectados. O (R)-3-hidroxibutiril- CoA serve de substrato para a PHA
sintase (codificado por phaC) sendo o precursor direto para a sintese de
P(3HB). Os PHAmc sdo sintetizados pela conversdo de intermediarios do
metabolismo dos acidos graxos a (R)-3-hidroxibutiril- CoA (REHM, 2006). A

Fig. 5 mostra as rotas metabdlicas para a sintese de PHA.
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Figura 5. Esquema de rotas metabdlicas para sintese de PHA.
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Fonte. Adaptado de REHM, 2006

Para a obtencdo da sintese de PHA, sdo necessérias 3 fases
metabdlicas: primeiramente, uma fonte de carbono disponivel para que ocorra
a sintese através de um sistema local de transporte da membrana
citoplasmatica ou pela difusdo do composto para a célula. Em seguida, as
reacdes anabdlicas ou catabdlicas (até mesmo ambas), convertem o composto
em hidroxiacil coenzima A tio éster, que serve como substrato para a PHA
sintase, também chamada de PHA polimerase. Na terceira fase, a PHA sintase
gque € a enzima chave para a sintese de PHAs, catalisa a formacdo das
ligacOes ésteres com a liberacdo da coenzima A (STEINBUCHEL; VELENTIN,
1995). A Fig. 6 indica as fases metabdlicas para a obtencédo do PHA.
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Figura 6. Fase da biossintese de PHA.

Fonte. Adaptado de STEINBUCHEL; VELENTIN, 1995.

1.4.5—- Producédo de PHAs

Os PHAs podem ser produzidos por quatro diferentes métodos: i)
producdo quimica, ii) producdo biotecnoldgica, como por exemplo: culturas de
varios tipos de bactérias, culturas com linhagem de mutantes, culturas com
bactérias e leveduras recombinantes, plantas transgénicas, entre outros, iii)
combinacdo da producdo biotecnoldgica e quimica, semi-sintese através da
polimerizacdo quimica do acido latico pela fermentacdo, iv) isolamento de
fontes naturais (STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH, 1998). A Fig. 7 representa
o esquema fechado de producdo de PHAs. Uma cultura de cana- de-acucar
usa a luz solar através da fotossintese para converter os compostos COz e H20
em carboidratos que, em sua forma de acUcares simples, fornecem matéria-
prima necessaria para a producdo do biopolimero. O microrganismo especifico
acumulador de PHA, é utilizado para a producédo, usando como fonte de
carboidrato o acucar, transformando-o em polimero que, por sua vez, é
extraido e processado em produtos plasticos. Embora os PHAs sejam estaveis
em uso normal, quando depositados em meio microbiologicamente ativo séo
Em
novamente CO2 e H20, concluindo o ciclo (GARCIA, 2006). Em condicdes

metabolizados enzimaticamente. condicbes aerobicas, produz-se

aerobicas, o resultado da degradacéao séo os compostos de didxido de carbono
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(CO2) e 4gua (H20), enquanto que em condi¢cbes anaerdbicas, sdo produzidos
ao fim do processo, CO2 e metano (CH4) (REDDY et al., 2003).

\\ |y . Fotossintese I

Q .v‘lk\"-l‘ <
¢ Cana- de- agucar;
I €0,/H,0/ CH, I 1 : Milho: Beterraba
Biodegradacao | P | @ J
. por- 1 : { Fonte de
microrganismos = | carbono

Descarte em
aterro sanitario

Fermentacdo

5 end
A 4/
al a0 e
o ERRGER =

Produtos [ Bactéria contendo granulos
plasticos de PHAs

Figura 7. Ciclo fechado para a producéo e degradacéo de PHA.
Fonte. Adaptado de GARCIA, 2006.

1.4.6— Recuperacao dos PHAs

Por ter a caracteristica de formacao, o acumulo de corpos de inclusdo
intracelulares, sdo necessarios os processos de extracdo e purificacdo dos
biopolimeros bem como o rompimento celular e a eliminacdo de residuos
celulares por meio de solventes e outros produtos quimicos. Essas etapas,
conhecidas como “downstream” contribuem significativamente para que o
processo se torne dispendioso (OLIVEIRA et al., 2004). A reducdo do capital
investido depende de linhagens com elevada capacidade de converter o
substrato no produto desejado, além do desenvolvimento de um processo
fermentativo que possa permitir grande crescimento celular e que os processos
de extracdo e purificacdo sejam de menor custo possivel, entre outros fatores
(GOMES; NETO, 1997).

Na producédo de PHA, o processo de extracdo do polimero € uma etapa
muito importante, uma vez que o polimero a ser usado se encontra no interior
da célula. Diversos métodos sdo empregados para se obter a extragao,

podendo ser utilizados métodos quimicos, mecanicos ou até mesmo a fusao
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desses. Dentre os métodos de separacdo da biomassa celular, destacam-se
0s de extracdo por solvente, digestdo da biomassa, rompimento celular por
acdo mecanica, extracdo com fluidos supercriticos e liberacdo espontanea
(FACCIN, 2012).

O método mais empregado € o de extracdo com solvente. Atraves
desse processo ocorre a permeacdo do solvente na parede celular e
desestruturacdo da mesma, causando a solubilizagcdo do polimero que se
encontra no citosol. Como principais solventes para esse processo, temos:
cloroférmio, dicloroetano, carbonato de propileno, carbonato de etileno,
alcoois contendo de 4-10 carbonos, ésteres, cetonas, entre outros (RAMSAY
et al., 1994; KESSLER et al., 2001; POSADA et al., 2001).

O uso desses solventes pode trazer uma alta pureza ao material
formado (<99%), porém, devido a caracteristica de alta viscosidade atribuida
aos PHAs, torna-se necessario volumes elevados de solventes toxicos e/ou
volateis (aproximadamente 20 partes de solvente para 1 parte de polimero),
causando aumento do custo da producéo e riscos de danos ao meio ambiente
(LEE, 1996a).

1.4.7- Degradabilidade

Uma caracteristica importante do PHA é sua biodegrabilidade. Na
natureza, muitos microrganismos podem degradar os PHAs por acédo das
enzimas PHA hidrolase e depolimerases, tendo como funcéo a degradacéo do
polimero que se encontra no interior das células para a utilizagdo como fonte
de carbono. Porém, estas enzimas ndo sédo capazes de degradar o polimero
externo, ou seja, retirado da célula, possivelmente devido a mudanca do estado
cristalino para o estado amorfo. Muitos microrganismos que sao encontrados
em solos, aguas marinhas e lagos, possuem uma PHA depolimerase
extracelular que € capaz de degradar o polimero apos sua retirada da célula,
utilizando-o como fonte de carbono. A habilidade de degradacdo de PHA né&o
estd apenas restrita a bactérias, muitos fungos também sdo capazes de
degradar esses biopolimeros (JENDROSSEK et al., 1996; MERRICK et al.,
1999; SUDESH et al.,, 2000). A atividade dessas enzimas pode variar e
depende da composicédo do polimero, forma fisica, dimensdes das amostras e
condi¢cbes ambientais (MADISON; HUISMAN, 1999).
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O processo de degradacédo polimérica é caracterizado pela deterioracéo
das propriedades do polimero através da clivagem das cadeias poliméricas
para a formacéo de oligdbmeros e, posteriormente, monémeros (GOPFERICH,
1996). A biodegradacdo dos polimeros ocorre por dois mecanismos que
dependem da natureza do polimero e do ambiente. O primeiro mecanismo € a
hidrolise bidtica e abidtica, seguida pela bioassimilacdo (hidrobiodegradacao),
que é um processo primario envolvido na biodegradacdo das heterocadeias
poliméricas tais como a celulose, o amido e poliésteres alifaticos, dos quais o
PHA e o PLA sao tipicos. O segundo, trata-se da peroxidacdo seguida pela
bioassimilacdo de produtos com baixa massa molar (oxobiodegradacgéao),
comum as cadeias de carbono de polimeros (SCOTT, 2000).

A velocidade da biodegradacdo de PHAs é influenciada por fatores
diversos, alguns relacionados ao ambiente (temperatura, umidade, pH e
disponibilidade de nutrientes) e outros relacionados ao biopolimero
(composicdo, cristalinidade, aditivos incorporados, espessura e area
superficial). A biodegradacdo ocorre na superficie por hidrélise enzimética
(SUDESH et al., 2000). Entre os meios propostos como inoculantes para a
degradacéo de PHA pode-se citar: lodo ativado, solo organico (GARCIA, 2006).

1.4.8- Mercado e Produtos obtidos com PHAs

Por serem considerados biodegradaveis, termoprocessaveis e em geral
biocompativeis, os PHAs tornaram-se atrativos como biomateriais podendo
ser utilizados em aparatos médicos como por exemplo, suturas, na
engenharia de tecidos (MARTIN; WILLANS, 2003; VALLAPPIL et al., 2006).
Também sdo empregados na forma de filmes biodegradaveis com utilizag&o
diversas na agricultura, além de servirem como uma camada protetora para
fertilizantes, herbicidas e inseticidas. Porém, por serem compativeis com
inUmeros alimentos, suas principais aplicacdes sdo em blendas na area de
embalagens para substituir os plasticos petroquimicos, como em produtos
lacteos, bebidas e produtos carneos (WILLIANS et al., 1999; SORRENTINO et
al., 2007).

O alto custo da producdo dos PHAs em geral ainda € um entrave na
sua comercializacdo, mas ja existem empresas produzindo esses

biopolimeros em diversos paises (Tab. 3, pg. 33), como por exemplo: Estados
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Unidos, Brasil, Japdo e Italia. Em alguns dos casos, a producédo é feita em
escala piloto, mas ha um crescente interesse no aumento desta escala (TIAN
et al., 2009).

1.5-Poli(3-hidroxibutirato)- P(3HB)

O PHA mais estudado e caracterizado até hoje € o P(3HB), sendo este
um polimero alifatico natural e biodegradavel tipo homopolimero, que €
composto por cadeias monoméricas de quatro atomos de carbonos (TSUGE,
2002). Solavel em alguns solventes organicos e insolivel em &gua
(STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH, 1998), tem como férmula quimica
(C4aHeO2)n, possuindo 55,81% de carbono, 7,03% de hidrogénio e 37,16% de
oxigénio em massa (DAWES; SENIOR, 1973).

O interesse industrial pela sua utilizacdo iniciou-se na década de 60
quando foram descritas suas primeiras propriedades termoplasticas (GOMEZ
et al.,1997). Sua sintese foi constatada pela primeira vez em 1971, e ficou
conhecido como Poli(3-hidroxibutirato), com o resultado de um polimero
parcialmente estereoregular, opticamente inativo e obtido pela polimerizagao
de uma mistura racémica de B-butirolactona utilizando um sistema catalitico
de trietilaluminio e 4gua. Em outras tentativas, obtiveram um P(3HB) de
origem bacteriana com baixa massa molar e cristalinidade (DAWES; SENIOR,
1973; BLOEMBERGEN et al., 1989).

No Brasil, o P(3HB) foi até recentemente produzido pela empresa PHB
S.A, sob a marca BIOCYCLE®. A empresa, localizada em Serrana- SP, possui
parceira com o Instituto de Pesquisa Tecnoldgica, da COPERSUCAR e da
Universidade de Sao Paulo e utilizava na sua planta piloto o microrganismo
Ralstonia eutropha, geneticamente modificada, para o uso da sacarose como
fonte de carbono (SQUIO, 2004; VELHO, 2006). A empresa que projetava
uma capacidade de 10.000t/ano para 2020, cessou suas atividades de
producdo de P(3HB) em meados de 2015. Na Tab. 3, pode-se observar a
producao industrial de P(3HB) e seus copolimeros por diversas empresas.



Tabela 3. Producao a nivel mundial de P(3HB.)
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. Escalade Capacidade Capacidade A
Empresa Pais Nome PHAs ~ P P Referéncia
. producao (2007) futura (2020)
comercial
Tianan?! China Enmat P(3HB-c0-3HV) I 2.000 t/ano 50.000 t/ano
. Copolimeros de
1
Telles EUA Mirel P(3HB) I 250 t/ano 500.000 t/ano
Kanek
Kanekat Japao PaSSHa P(3HB-co-3HHX) Plel 100t/ano 50.000 t/ano
Green Bio- DSM! China Green Bio P(3HB-co-4HB) Plel - - . Bioplast
Biomers! Alemanha Biomer P(3HB) Pg e PI 10t/ano - uropean Bioplastics
Mitsubishi Gas e European
I Japao Biogreen P(3HB) Pq e PI - - Polysaccharide
Chemical
: : Network of
Biomatera? Canada Biomatera P(3HB-c0-3HV) Pg e PI - - Excellence SHEN. et.
Meredian’ EUA Meridian - | - 272.000 tfano & 2009 (adaptada)’;
PHA BIO-ON, 20142
Tepha BIOPLASTIC NEWS,
Tepha' EUA Flex, - Pg e PI - - 20103
TephElast
Tianzhut! China PHBH P(3HB-co-3HHX) Pg e PI - -
. . Minerv-
-on3 A - - - -
Bi- on Itélia PHA
10.000 t/ano
. . . P(3HB) e P(3HB- .
PHB Industrial* Brasil Biocycle ( ) e P( Pq, Plel 50t/ano Desativada em

c0-3HV)

2015

Legenda: I: Industrial; PI: Piloto; Pqg: Pesquisa
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1.5.1- Propriedades fisicas e quimicas do P(3HB)

Possuindo interessantes propriedades termoplasticas, o P(3HB) pode
ser processado como o0s termoplasticos classicos, resistindo a uma ampla faixa
de temperatura de -30 °C até 120 °C em sua forma original (SHEN et al., 2009).
O P(BHB) ndo é toxico, sendo que degradacdo produz acido 3-
hidréxidobutirico, constituinte normal do sangue humano mesmo em
concentracbes elevadas, sendo assim, pode ser utilizado em produtos que
venham a ter contato com tecido humano ou alimentacdo animal e humana
(ASRAR; HILL, 2002; BIOMER, 2015).

Comparando as suas propriedades com o polipropileno, pode-se
perceber semelhancas como a elevada temperatura de fuséo, tensdo de
cisalhamento e cristalinidade elevada; porém, possui a resisténcia a ruptura
menor (NODA et al., 2004), resultando em um material quebradico devido a
sua baixa estabilidade térmica e por ser um material rigido (Tabela 4) (LEE,
1996a; MADISON; HUISMAN, 1999; SUDESH et al., 2000; OJUMU et al.,
2004). Assim como o PP, o P(3HB) é insolivel em &agua e possui relativa
degradacdo hidrolitica, diferenciando-o da maioria dos polimeros
biodegradaveis atualmente disponiveis que sédo sensiveis a luz, a umidade ou
soluveis em agua. Possui excelente resisténcia a solventes, além de uma boa
resisténcia a Oleos e gorduras, raios UV, porém, com baixa resisténcia a acidos
e alcalis. Comparando com o PP, sua densidade é maior e a permeabilidade ao
oxigénio € muito baixa, resultando em um material adequado para ser utilizado
em embalagens que tenham como caracteristica a sensibilidade ao oxigénio
(SHEN et al., 2009).



Tabela 4. Comparacéao entre as caracteristicas do P(3HB) e do polipropileno (PP).
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Caracteristicas P(3HB) PP Referéncia
Temperatura de fuséo 180°C (1) 174°C (1)
Temperatura de transi¢ao
; 5°C (1) -17°C (1)
vitrea
. GOMEZ; BUENO NETTO,
Temperatura de degradacéo 220°C (2) 445°C (3) 1997 (1)
Densidade 1,18-1,25g.cm3(1) 0,91g.cm=3 (1)
Cristalinidade 70% (1) 68% (1)
N _ _ DUARTE, 2004 (2)
Permeabilidade de O: 45cm3.m=2. at?. diat (1) 1700cm3.m=2. att. dia* (1)
Médulo de elasticidade 3500MPa (1) 1700MPa (1)
. _ ROSA, 2007 (3)
Tenséo de cisalhamento 40MPa (1) 38MPa (1)
Resisténcia a ruptura 5% (1) 400% (1)

Massa molar

1-1.10%g.mol? (1)

2,2-7.10%g.mol? (1)




37

Astar e Gruys (2002), ao estudarem a temperatura de degradacdo
térmica do P(3HB), observaram que acima da temperatura de fuséo cristalina
(Tm) (190 °C e 170 °C) liberam um odor caracteristico, denominado de “acido
croténico” (trans-2-butendico). Ja Duarte (2004) relata que ao estudar as
condicbes oOtimas referentes ao processamento do P(3HB), pode observar que
quando o polimero é submetido ao aquecimento de 200 °C por um periodo de
2h, ndo sofre degradacdo térmica, porém, este fendbmeno pbde ser visto de
maneira expressiva quando submetido a temperatura a partir de 220 °C.

A temperatura de transicao vitria (Tg) esta relacionada a regido amorfa
dos polimeros e representa a temperatura em que a mobilidade das cadeias
moleculares presente no polimero se torna restrita pela coeséo intermolecular.
Nas temperaturas acima da Tg as cadeias poliméricas podem adquirir suficiente
mobilidade para que a cristalizacdo tenha seu inicio, porém, em temperaturas
abaixo da Ty, 0 material ndo possui energia interna suficiente para o seu
deslocamento de uma cadeia com relagdo a outra, e com isso, as mobilidades
das cadeias macromoleculares desaparecem, resultando em um material rigido
(CANEVAROLO, 2002; SOUZA et al., 2004).

Os valores de Tg dos dois polimeros indicam que o PP é mais flexivel
que o P(3HB), pois possui um Tg de -17 °C enquanto o de P(3HB) é de 5 °C.
Essa maior flexibilidade é confirmada através do mddulo de elasticidade
(médulo de Yong ou simplesmente modulo) do PP (1700MPa), que € inferior se
comparado com P(3HB) que € de 3500MPa. O médulo de elasticidade de um
polimero esta diretamente relacionado com a rigidez ou flexibilidade, de forma
que, quanto mais alto, maior a rigidez do polimero. Porém, ambos os polimeros
apresentam alto grau de cristalinidade (FORMOLO et al., 2003).

A resisténcia a ruptura do P(3HB) (5%) é muito menor do que a de
plastico convencional (400%), ja as tensdes de cisalhamento desses polimeros
sdo similares. A alta massa molar € uma caracteristica desejavel para
aplicacfes industriais. O polimero o qual apresenta essa caracteristica, € um
material muito Gtil para a preparacdo de filmes e fibras fortes por extragédo
guente ou fria (AGUS et al., 2006). A massa molar dos PHAs pode ser reduzida
durante o seu processamento (BOURQUE et al., 1995), e esta diminuicdo pode
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ocorrer também durante o processo de extracdo da biomassa (LAFFERTY et
al., 1988).

Diferentemente do PP, o P(3HB) possui elevada densidade e baixa
permeabilidade ao oxigénio. Sua elevada densidade, apesar de negativa sob
alguns aspectos, como a relagdo ao transporte, é favoravel sob aspecto
ambiental, visto que, além de biodegradavel, possui uma rapida tendéncia a
submersdo, o que dificulta a ingestdo de seus fragmentos por animais
marinhos, por exemplo. A reduzida permeabilidade ao oxigénio, aliada a
elevada resisténcia a 4gua e a radiacao ultravioleta tornam o P(3HB) adequado
para ser utilizado na confec¢cdo de embalagens alimenticias (GROTHE et al.,
1999).

1.5.2 — Metabolismo para a producéo do P(3HB)

O metabolismo dos microrganismos € direcionado de acordo com 0 meio
no qual encontram-se cultivados. Considerando um crescimento balanceado, o
microrganismo utilizara o substrato como fonte de energia e/ou para sua
manutencao/formacdo de material celular. Porém, quando existe limitacdo de
nutrientes essenciais e excesso de carbono no meio, o substrato carbdnico é
utilizado para formacéo de biopolimeros, estocados como reserva de energia
na célula (Figura 8) (KRUGER, 2009).

Substrato
s N
Crescimento
balanceado ( S ‘3 ™
G 3 t Acetil-CoA I ‘ Excesso de ‘
= carbono [
/.r"’ ‘—-‘,_\ . =
( Energia )
N A 4 .

R Oxigénio ‘ ~ ) =~
v N Fosforo L Limitacs / N\,
{ Material = | Limitacao \
{ ul ) Enxofre {7 ( pHB |
R cend ar{ J/ Nitrogénio X, //

Figura 8. Metabolismo balanceado e condicao de
limitacdo de nutrientes e excesso de carbono.
Fonte. Adaptado de BYROM, 1987.
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Para a sintese de P(3HB) sdo necessérias trés reacfes catalisadas
enzimaticamente (Figura 9). A primeira reacdo consiste na condensacao de
duas moléculas de acetil coenzima-A (acetil-CoA) em acetoacetil-CoA,
catalisada pela enzima [-cetotiolase (codificada pelo gene phbA). A segunda
reacdo se da pela reducéo de acetoacetil-CoA em hidroxibutiril-CoA, catalisada
por uma enzima NADPH-dependente: acetoacetil-CoA redutase (codificada
pelo gene phbB). E por fim, mondémeros de hidroxibutiril-CoA s&o polimerizados
em P(3HB) pela PHB polimerase, codificada pelo gene phbC (REDDY et al.,
2003).

O mecanismo de agdo da enzima [(-cetotiolase envolve duas reacdes
parciais, em que dois residuos de cisteina fazem parte do sitio ativo dessas
enzimas e sdo responsaveis pela ligacédo da primeira molécula de acetil-CoA a
enzima e pela ativacdo da segunda molécula de acetil-CoA, ocorrendo a
condensacao e formacao de acetoacetil-CoA (MADISON; HUISMAN, 1999). A
enzima acetoacetil-CoA redutase catalisa a reducdo de acetil-CoA para D(-)-3-
hidroxiacil-CoA e, apesar de existir dois tipos, apenas a dependente de NADPH
€ envolvida na sintese do polimero, pois ela realiza a ativacdo somente dos
substratos de cadeia Cs a Cs D(-)-3-hidroxiacil-CoA (STEINBUCHEL et al.,
1993).

l

— ——’ phbC phbA phbB  pe—

Promotor

[ f- cetotiolase | | Acetoacetil-CoA redutase | \PHB polimerase |

Y emmm——

f f !

Acetil-CoA ] - ‘Acetoacetil-CoA ‘ - 3-hidroxibutiril-CoA - \'Poli(S-hidroxibutirato)'\
Figura 9. Via de sintese de Poli(3-hidroxibutirato).
Fonte. Adaptado de MADISON; HUISMAN, 1999.

A PHB polimerase € considerada a enzima chave para o acumulo de
P(3HB), devido ao fato de que ela realiza a catalise, que é o passo principal da

via, a polimerizacdo de unidades de D(-)-3-hidroxiacil-CoA, formando o
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polimero. Essa enzima apresenta 4 classificagcdes que difere de acordo com a
especificidade ao substrato e a composicdo de subunidades enzimaticas
(KRUGER, 2009). A Tab. 5 mostra as diferencas entre as PHB polimerases.

Tabela 5. Caracteristicas das diferentes PHB polimerases.

Tipo de Exemplos de
PHB Subunidades Substrato ) plo: Referéncias
polimerase microrganismos
| PhaC Nélznc?;r(]jeerigs C. necator SLATER
(61-73KDa) curta (Cs-Cs) et al., 1988
Mondmeros
I PhaC de cadeia P. oleovorans e HUISMAN
(61-73KDa) média (Ce- P. aeruginosa et al., 1999
Ci4)
PhaC " .
o wokps  Mendmers  Aleheonelm o cperce sl
PhaE . ., et. al., 2000
(40KDa) curta (C3-Cs)  Thiocapsa violacea
PhaC Mondmeros
Y, (40KDa) de cadeia Bacillus MCCOOL;
PhaR curta (Cs-Cs) megaterium CANNON, 2001
(20KDa) 375

Fonte. Adaptado de KRUGER, 2009.

Um dos intermediarios para a sintese de P(3HB) é a acetil-CoA, que é
necessaria para a sintese de monémero (R)-3-hidroxibutiril coenzima A (3HB-
CoA). Porém, essa molécula é também o composto chave para o metabolismo
celular, sendo oxidada através do ciclo tricarboxilico (TCA) também conhecido
como ciclo do &cido citrico ou ciclo de Krebs. Acetil-CoA, intermediario central
no metabolismo de todos os compostos de carbono, pode ser usado para gerar
energia biologicamente Gtil ou utilizado no crescimento e multiplicacdo (BABEL,
et. al.; 2001). Na Fig. 10 pode-se observar um esquema de possiveis rotas
metabdlicas para a obtencédo do P(3HB) e de biomassa por glicerol ou glicose.
Em relacdo a metabolizacdo pela glicose, € possivel utilizar a via Embden-
Meyerholf-Parns (EMP), também conhecida como glicélise ou via glicolitica e
pela via de Entner-Doudoroff (EDP). Outra via que é possivel ser metabolizada

€ a via pentose fosfato (TYO, et. al., 2010).
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Figura 10. Esquema das principais rotas metabdlicas de sintese de
biomassa residual e P(3HB) a partir de diferentes fontes de carbono.
EMP: Embden- Meyerholf- Parns. EDP: Entner- Doudoroff.
Fonte. Adaptado de BORMANN, 2000.

A sintese de P(3HB) é favorecida quando ha uma grande quantidade de
Acetil-CoA e NADPH e uma baixa concentragdo de Coenzima A livre (DAWES;
SENIOR, 1973). Tyo, et. al (2010) mostraram que para a E. coli recombinante,
a enzima acetoacetil coenzima A redutase NADPH dependente (PhaB)
responsavel pelo controle da rota metabdlica para a producdo de P(3HB). O co-

fator NADPH consumido na reacao da condensacédo de 2 acetil-CoA necessita



42

ser regenerado em alguma outra rota metabdlica para que a sintese de P(3HB)
continue (YAMANE, 1993).

1.5.3- Producéo do P(3HB)

A sintese de P(3HB) ocorre da seguinte forma: primeiramente ha uma
fase de crescimento nao limitado, com o objetivo de crescimento celular,
seguida da producdo do polimero e seu acumulo, que ocorre somente em
condi¢cbes de limitacdo de algum nutriente essencial como P, Fe, Mg, N com
excesso de carbono (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). Nessas condicdes, 0
microrganismo cresce e multiplica-se rapidamente até o consumo total de
carbono inicial e esgotamento dos nutrientes essenciais, na auséncia de um
destes, o crescimento celular é limitado e o carbono que foi adicionado sera
convertido em PHA (CALVAO, 2009). A Fig. 11, mostra o fluxograma do
processo de producdo do P(3HB). Através de uma cultura pura e sua
incubacdo em um volume de meio V1 é obtido o pré-indculo e, apés um
determinado tempo, o volume V1 é transferido para um volume maior (V2) e
assim sucessivamente até obter o volume V5 que corresponde ao indculo final,
em seguida, o inéculo produzido é transferido para um biorreator que encontra-
se com o ar comprido e meio de cultura esterilizado para assim dar inicio ao
processo de producdo do bioplastico. Para a fase de recuperacédo do polimero,
o meio de cultura sofre uma centrifugacao ou filtracao e o pellet, por sua vez, é
extraido por um solvente orgéanico, e finalmente os residuos celulares serdo
descartados e a fase organica € evaporada, tendo como resultado o P(3HB).
Apos sua formacédo, pode ser aplicado em diferentes materiais como por
exemplo: cdpsulas de remédio, objetos plasticos em geral, scaffolds, fios de

sutura, préteses dentérias, entre outros.
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Figura 11. Processo de producgéo de P(3HB) com suas fases de producéo,

recuperacao e sua aplicabilidade.

Fonte. Autor, 2016.
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1.6- Microrganismos produtores de PHA

Bactérias Gram positivas e negativas tém a capacidade de acumular
PHAs, podendo ser encontradas em diversos locais na natureza, como solo,
agua do mar, efluentes, entre outros (BYROM, 1987). Podem ser encontrados
na literatura mais de 300 microrganismos capazes de sintetizar PHAS, porém,
somente uma pequena parte € empregada no desenvolvimento de processos
produtivos incluindo, Ralstonia sp., Azotobacter vinelandii, Alcaligenes latus,
Cupriavidus necator nativo e recombinante, Escherichia coli recombinante,
Alcaligenes eutrophus, Protomonas extroquens, Chromobacterium violaceum
(LEE, 1996b) e Pseudomonas sp. (CROCHEMORE, 2012). Em condi¢des de
desenvolvimento normais, a maioria das bactérias acumula uma pequena
porcentagem de PHA (1 a 15%), porém, em condicdes especiais de
crescimento e com estratégias de fermentacdo, podem alcancar altos valores
(préximo a 90%) de sua massa celular seca (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005).

Com isso, a selecdo do microrganismo para producao industrial de PHA
€ baseada em varios fatores, como alta velocidade de crescimento, utilizacao
de diferentes substratos, principalmente de baixo custo, capacidade de
acumular grande quantidade de polimero (ao menos 60% da massa celular
seca) e elevado fator de conversdo do substrato em biopolimero (LEE, 1996a;
RAMSAY et al.,, 1990). Na producao industrial é exigido que as linhagens de
microrganismos com o0 maximo de caracteristicas associadas a producéo,
como rapido crescimento em fontes de carbono de baixo custo, porcentagem
alta de PHA, eficiéncia na transformacado do substrato em produto, adaptacao e
extracdo do polimero pelas células bacterianas, além de ser inofensivo aos
seres humanos e ao meio ambiente. Além disso, a linhagem bacteriana
utilizada para a producdo do polimero deve apresentar baixa demanda de
oxigénio (CHEN, 2003).

Os microrganismos usados para a producdo de PHAs podem ser
divididos em dois grupos. O primeiro grupo (I) é caracterizado por produzir o
polimero quando em excesso de carbono e o seu crescimento é interrompido
ou reduzido pela caréncia de nutrientes esséncias como N, P, Mg, K, S ou
mesmo O (LEE, 1996b). Ja o segundo (ll), acumula quantidades expressivas
de PHA ainda em fase de crescimento celular (LEE, 1996b; CROCHEMORE,
2012). Em ambos os grupos, excesso de carbono é necessario (LEE, 1996b)
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com isso, o desenvolvimento e a estratégia de crescimento é dependente do
tipo de microrganismo que é estudado. Normalmente, bactérias que pertencem
ao primeiro grupo apresentam melhores condi¢cdes em sistema de fermentacao
em batelada dividido em duas etapas, enquanto microrganismos do segundo
grupo demonstram melhores resultados quando séo produzidos em sistema de
alimentacdo continua (VANDAMME; COENYE, 2004). Na Tab. 6, pode-se
observar a producao de PHA por diferentes microrganismos.

Tabela 6. Producéo de PHA por diferentes microrganismos.

Microrganismo PHA Grupo F()(;'O')A‘ Referéncia
Pseudomonas LIEBERGESELL
oleovorans P(3HB) 1,1-5,0 et al., 1994
PZ‘Z‘;S"{:;’:;S PHA ! 20-30  EGGINK et. al.,
9 1995
Cupriavidus necator P(3HB-c0-3HV) 74
Chro_mobacterlum P(3HV) 62 LEE et al., 1996b
violaceum I
Pseudomonas YAMANE et. al.,
denitrificans P(3HV) 0,02 1996
P(3HV) 55
p d tid PHA 37
seu Og&%‘is putida PHA 25 SONG; YOON,
PHA 28 1996
PHA 19
Pseudomonas putida  p 3 ! 1422 TANetal, 1997
GPpl104 K
Pseudomonas sp. P(3HB) 29 CROCHEMORE
etal., 2012
Ralstonia RODRIGUES et
solanacearum P(3HB) 45 al., 2014
Cupriavidus necator DALCANTON et
P(3HB) | 43
DSM 545 al., 2010

Fonte: Adaptado de REDDY, 2006.

Entre a grande variedade de PHA conhecidas, o P(3HB) é amplamente
distribuido. Este, juntamente com o Poli(3-hidroxibutirato-co-3hidroxivalerato)
[(PHB-HV)] e o Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) [(PHB-HHXx)] s&o
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0s mais produzidos industrialmente e explorados em escala comercial (CHEN,
2003).

1.6.1- Género Bacillus

Dentre os microrganismos produtores de PHA, destacam-se os Bacillus.
Sdo encontrados normalmente no ambiente, porém, diante da grande
variedade existente, sdo pouco explorados. O género Bacillus apresenta
caracteristicas desejaveis para a producdo de PHA, como o curto tempo de
geracao, crescimento facil que possibilita alcancar uma alta densidade celular,
utilizacao de fontes de carbono e nitrogénio de baixo custo, como tolerancia a
alta temperatura e alta pressdo osmoética. Com condigcbes adequadas,
apresentam rapido crescimento e sdo capazes de se desenvolver em diversas
fontes de carbono de baixo custo (WU et al., 2001). Além de serem capazes
de secretar grande quantidade de enzimas e serem considerados bons
“‘hospedeiros” para a expressao de genes heterélogos (LAW et al., 2003).

As bactérias pertencentes ao género sdo bastante empregadas na
producdo industrial, sobretudo na obtencdo de enzimas e proteinas, podendo
citar a produgéo industrial de vitamina B2, penicilina amidase, enzima utilizada
na producdo de antibidticos sintéticos, entre outras (VARY, 1994).Todavia, nao
sdo muito utilizadas na producdo de PHAs, principalmente por consumir a
reserva de biopolimero para fins de esporulacdo, levando a um baixo
percentual de acumulo (WU et al.,, 2001), mas, apesar disso, muitos estudos
estdo sendo realizados na tentativa de aumentar o acimulo de PHA por esta
bactéria, testando fontes de carbono alternativas e de baixo custo (FACCIN,
2013).

O género Bacillus tém a caracteristica de formar esporos, tanto
mesofilos quanto termofilos. Em condigdes favoraveis para o crescimento, 0s
esporos podem germinar resultando a formacdo de uma nova célula vegetativa.
A formacgdo do enddsporo, formado a partir da célula-mae, esta associada as
condicdes desfavoraveis para o crescimento vegetativo, sendo a limitacdo de
nutrientes o estimulo mais comum na natureza (FLICKINGER; DREW, 1999;
GOULD; RICHARD, 1999; ALBERTS, 2008). O processo de esporulacdo
envolve em torno de sete estagios morfologicos, culminando na lise da célula-
mae, com liberacdo do esporo maduro em aproximadamente 7 a 8h apos o
inicio do processo de esporulagéo (VARY, 1994; FLICKINGER; DREW, 1999).
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Segundo WU et al. (2001), os fatores que normalmente aumentam a
producdo do polimero em outras bactérias, como a limitagdo de nutrientes
(nitrogénio e fosforo, por exemplo) ou baixa oferta de oxigénio, no caso da
Bacillus sp. JMa5, induzem & esporulagdo. Esse microrganismo, quando
cultivado em melaco acumulou 35% de P(3HB) sobre o peso seco (WU et al.,
2001).

Borah e colaboradores (2002) estudaram a influéncia das condicdes
nutricionais e do ambiente para o acumulo de P(3HB) em Bacillus mycoides, o
qgue indicou que a sacarose, extrato de carne e sulfato de amoénio, séo
elementos importantes para o crescimento e o acumulo de polimero, obtendo
rendimento de 69,4% do polimero sobre o peso seco da biomassa. J4 o B.
cereus acumulou 40,3% de polimero, 75% de 3HB e 25% de 4HB, quando
crescido em meio frutose como fonte de carbono.

A sintese de PHB por Bacillus cereus linhagem T inicia-se ap0s o
término da fase logaritmica, atingindo seu acumulo maximo até a formacéo do
esporo, ocorrendo a sua degradacdo durante o processo de esporulacao
(VALAPPIL et al., 2007). Porém, em Bacillus megaterium, durante a fase
estacionaria, os granulos de polimero formado na fase logaritmica decaem em
tamanho e numero por célula (MCCOOL et al., 1996). Na Tab. 7 sao
apresentadas algumas espécies de Bacillus que foram estudados em funcao

de sua capacidade de acumular PHA.



Tabela 7. Acamulo de PHA por alguns Bacillus.
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Unidade
Microrganismo Fonte de Monomérica PHA Referéncia
carbono S (%)
. Acetato 3HB 43,7
B. circulans il
DSM 1529 (1) Acido 3HB: 3HV 6,8
propriénico
B. sphaericus (1) Sacarose 3HB 30,2
B. brevis (1) Sacarose 3HB 32,1
B. licheniformis
Acetato 3HB 25,8
DSM394 (1) _ VALAPPIL
Acido 3HB: 3HV 62  etal,2007a (1)
proprionico ' '
B.
amyloliquefaciens Acetato 3HB 17,0
DSM7 (1) —
Acido 3HB: 3HV 51
propriénico
Acetato 3HB 29,5
B. laterosporus _
DSM335 (1) Acido 3HB; 3HV 50
propriénico ' '
B Acetato 3HB 40,5
. macerans -
DSM7068 (1) Acido 3HB: 3HV 47
propriénico ! !
B. subtilis Acetato 3HB 33,5
DSM10 (1) Acido valérico  3HB; 3HV 6,6
B. thuringiensis Af:e.tato SHB 47,6
DSM 2046 (1) Acido 3HB: 3HV 79
propriénico ! '
B. mycoides
DSM2048 (10 Af:etato 3HB 447
Acido 3HB: 3HV 7.5

propriénico
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Microrganismo Fonte de Umda}d_e PHA (%) Referéncia
carbono Monoméricas
B. mycoides
RIJB107 (1) Sacarose 3HB 69,4
Bacillus sp. JMa5 Melaco 3HB 35
Sacarose
Extrato de
B. mycoidesl (2) carne 3HB 69,4 Vg(l)JO:eLt 2'-'
Sulfato de 2)
amonio
BORAH et
B. cereus (3) Frutose 75 al., 2002 (3)

1.6.2- Producéo de P(3HB) por Bacillus megaterium

Slepecky e Law (1961) reportaram que a producao de P(3HB) por B.
megaterium ndo € obrigatéria para a formacdo de esporo, porém, se este
polimero estiver presente, podera ser consumido durante o processo de
esporulacdo do microrganismo. Em condi¢cdes que ndo sejam favoraveis para a
utilizacdo rapida do polimero, as células lentamente utilizardo o polimero
presente como reserva de energia e fonte de carbono e ndo serao propensas a
esporular. Todavia, se as condi¢des para a utilizacao rapida forem favoraveis,
0s organismos rapidamente utilizardo dessa fonte de nutrientes enddgena,
fazendo uso da energia que é requerida para o processo de esporulagao.
Nesse estudo, os autores ndao encontraram P(3HB) nos esporos.

InformagBes genéticas da bactéria tém sido utilizadas para o
desenvolvimento de uma linhagem capaz de auto romper-se, em resposta a
exaustdo de substrato, durante a producdo de P(3HB) (HORI et. al., 2002).
Além disso, genes de B. megaterium relacionados a producdo de P(3HB),
estdo sendo inseridos com sucesso em Bacillus subtilis (LAW et al., 2003).

Um dos fatores limitantes para a comercializacdo dos PHAs em geral é o
custo do substrato para a sua producao, por este motivo, busca-se a utilizagéo
de substratos de baixo custo, como é o caso do uso de melaco de cana de
acucar para a producado de P(3HB) por B. megaterium, com um rendimento de
46,2% de P(3HB) sobre o peso seco da biomassa (GOUDA et al., 2001).

Em 2001, Omar e colaboradores cultivaram B. megaterium utilizando

como fonte de carbono xarope de tamaras e melagco de beterraba e obtiveram
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um acumulo de 52% e 50%, respectivamente. Ao testar a fonte de nitrogénio
com a adicéo de milhocina, (subproduto do beneficiamento do milho) (SILVA et
al.,, 2010) como fonte de carbono, verificaram que o cloreto de aménio
possibilitou um maior acumulo, comparado a outras fontes de nitrogénio
testadas. Ao realizar experimentos em biorreator com volume de 30 litros, a
producdo de polimero mostrou ser associada ao crescimento, onde os autores
verificaram que, possivelmente, a limitacdo de nitrogénio provocou esporulacéo
com consequente consumo de P(3HB), levando a um menor acumulo,
comparado ao obtido em frasco agitado.

Naranjo et al. (2013), ao estudarem a valorizacdo do glicerol na
producdo de biopolimeros utilizando B. megaterium, verificaram que
comparando a fonte estudada e a glicose em condi¢des controladas de pH 7,
saturacdo de oxigénio de 80% e temperatura de 33°C, acumulou 62,4% de
polimero, 59,1% do polimero sobre o peso seco da biomassa utilizando a
glicose como fonte de carbono.

Vijayendra et al. (2007) trabalharam com B. megaterium usando
milhocina como fonte de nitrogénio. Ao realizarem a otimizacdo do meio de
cultura, analisaram a concentracdo de indculo, sacarose, milhocina e sais de
fosfato, onde observaram que um indculo com uma concentracdo maior de
nutrientes, favorece a formacéo de biomassa, enquanto que um inéculo com as
concentragdes menores, desfavorece a formagéao de biomassa, mas favorece a
formacao de polimero. Verificaram também, que uma maior concentracdo de
sais de fosfato diminui o acumulo de polimero, e a limitagdo de fosfato
juntamente com a limitacdo de nitrogénio, aumentaria a producdo do polimero,
sendo o maior acumulo de P(3HB), foi de 51,2% obtido ap6s 72 horas de
cultivo.

Em experimentos em incubadora orbital variando a razdo carbono:
nitrogénio, com o objetivo de aumentar a producdo do polimero sem que a
fonte de carbono seja desperdigcada, Faccin (2013) observou que a melhor
condicéo obtida foi para uma razao carbono: nitrogénio igual a 8, com acumulo
de polimero de 70% de biomassa seca. Foi observado que no experimento
com limitag&do de nitrogénio ocorreu o consumo do polimero.

Ao trabalharem com cultivo de B. megaterium em melagco de cana como

fonte de carbono e ureia como fonte de nitrogénio, Kulpreecha et al., (2009)
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utilizando um biorreator em batelada com 12 horas de cultivo, observaram que
0 acumulo de polimero alcancado foi de 61,6%, porém, em condi¢cbes de
batelada alimentada com estratégia de pH-stat iniciando a alimentagdo em 8
horas de cultivo, diminuiu para 42,1%.

Reddy et al. (2009), avaliaram em frasco agitado em estufa orbital,
utilizando o glicerol ou glicose como fonte de carbono, a producéo de PHA pela
bactéria B. megaterium isolada a partir de amostra de esgoto municipal e
verificaram um acumulo de polimero, respectivamente de 62,3 e 58,6% de PHA
em relacdo a biomassa total. E importante ressaltar que utilizando a glicose
como fonte de carbono, foi obtido copolimero P(3HB-co-VB) sem adicdo do
precursor acido propiénico, normalmente empregado para a producdo deste
copolimero.

Lépez et al. (2012), reportaram acumulo de P(3HB) proximo de 60% na
bactéria B. megaterium em um cultivo com baixa disponibilidade de oxigénio
(percentual de oxigénio dissolvido controlado em 20%), utilizando tanto glicerol
guanto glicose como fonte de carbono. Também foi constatato que uma razéo
alta de carbono:nitrogénio resultou em um menor acimulo de P(3HB). A Tab.
8, mostra o género Bacillus que foram utilizados para a verificacdo de

rendimento de P(3HB) através de diferentes fontes de nutrientes.
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Tabela 8. Rendimento de P(3HB) por diferentes fontes de nutrientes e género

de Bacillus.

Referéncia

Microrganismos Fonte de nutrientes

Teor de
P(3HB) (%)

B. megaterium

MIRTHA et al., 1995 OMB1551 Glicose 20
GOUDA et al., 2001 B. megaterium Melaco de, cana- de- 46,2
agucar
Xarope de tamaras 57
OMAR et al., 2001 B. megaterium
Melaco de beterraba 50
VIJAYENDRA etal, B. megaterium Milhocina 51,2
2007
KULPREECHA et al., B. megaterium Melaco dg canae 61.6
2009 ureia
Glicerol 62,3
REDDY et al., 2009 B. megaterium
Glicose 58,6
. Glicerol
LOPEZ et al., 2012 B. megaterium 60
Glicose
FACCIN, 2013 B. megaterium Carbono: Nitrogénio 70
NARANJO et al., . Glicerol 62,4
2013 B. megaterium .
Glicose 59,1

1.7- Meio de cultivo

Os meios de cultivo contendo sais minerais (meios minerais) Sao 0s

mais utilizados quando se tem por finalidade o acumulo de P(3HB) no

citoplasma bacteriano. Sdo compostos principalmente de sais como acido
citrico (0,1 a 1,7g/L), cloretos de célcio (0,01 a 0,02g/L) e sddio (0,8g/L),
fosfatos de potassio (1,5 a 5,5¢/L) e sédio (0,6 a 9,0g/L), sulfatos de aménio

(2,0 a 5,09/L) e magnésio (0,2 a 1,2), associados a uma solucdo de

oligoelementos ou elementos traco. A solucdo de elementos tracos pode
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conter acido borico, cloreto de manganés, bem como, sulfatos de cobre, ferro,
niquel e zinco (MARTINEZ et al., 2004; BARBOSA et al., 2005; GRIGULL et
al., 2008; RAMADAS, et al., 2009; FACCIN et al., 2013; NARANJO et al.,
2013; RODRIGUEZ-CONTRERAS et al., 2014). Além desses nutrientes, deve
ser fornecida ao microrganismo uma fonte de carbono e de nitrogénio, as
quais podem variar grandemente.

O tipo de fermentacdo em batelada alimentada € considerado como o
método mais eficaz para se conseguir elevada densidade de cultivo celular
(SUN et al., 2006). Com a técnica de alimentacdo de substrato adequado, as
concentracbes dos nutrientes principais (geralmente a fonte de carbono)
podem ser mantidas a um nivel 6timo de modo que ocasione elevado
rendimento e produtividade (YAMANE; SHIMIZU, 1984; SUN et al., 2007).

A fonte de carbono varia em relacdo as necessidades do
microrganismo e a capacidade de absor¢do, podendo ser aclcar simples do
tipo monossacarideo, como a glicose ou frutose (BARBOSA et al., 2005)
assimilaveis pelas vias EDP e EMP respectivamente, ou dissacarideos, como
a sacarose (FACCIN et al., 2013), cuja assimilacdo depende da producao de
sacarose pelo microrganismo ou a hidrolise prévia desses acuUcares
complexos, como amido e pectinas, como uma boa fonte de acuUcares.
Entretanto, muitas bactérias ndo produzem hidrolases necesséarias a
decomposicao havendo a necessidade de hidrolise prévia a etapa de hidrolise
para a liberacdo de acucares simples facilmente metabolizaveis, através de
acidificacdo ou por métodos enzimaticos (VAN-THUOC et al, 2007).
Determinados microrganismos, por ndo produzirem amilases, ndo possuem
capacidade de utilizar o amido como fonte de carbono. Por isso, antes do
processo biotecnoldgico, o amido deve ser hidrolisado a glicose (KIM, 2000).
Barbosa e colaboradores (2005) utilizaram a frutose (5, 10 e 15g/L) como
fonte de carbono para obter um melhor desenvolvimento e crescimento da
cepa nativa de Ralstonia eutropha. Para isso, utilizaram diferentes
concentracdes de frutose em processo conduzido como batelada alimentada,
em biorreator. Quando o0 microrganismo consumia o0 agucar disponivel,
adicionavam acuUcar equivalente a concentracao inicial do meio de cultivo. Em
todas as concentracdes analisadas foram obtidas biomassas secas de 7,5 g/L,

ja para acumulo de P(3HB) os melhores resultados foram para as
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concentracbes 5 e 15 ¢g/L, 66 e 57%, respectivamente, e em 10 g/L foi
alcancado acumulo de 44%.

A fonte de carbono pode ser responsavel por 25-45% dos custos totais
de producdo (NATH et al., 2008), portanto, ha necessidade de encontrar
fontes de carbono de menor custo para diminuir o valor agregado da producao
de PHA. A abundancia de biomassa disponivel em todo o mundo e oriunda de
carbono renovavel pode ser usada como a matéria-prima para a producao.
Muitos residuos e subprodutos de industrias agricolas e laticineos sé&o
candidatos atrativos, uma vez que eles tém algumas das principais
caracteristicas pretendidas como baixo custo e alta disponibilidade (KIM,
2000).

Uma grande variedade de substratos, tais como melaco de cana
(SILVA et al., 2004; BENGTSSON et al., 2010), glicerol (CAVALHEIRO et al.,
2009; RODRIGUEZ-CONTRERAS et al., 2014; NARANJO et al., 2013), soro
de leite (NATH et al, 2008), amido de arroz (DALCANTON et al., 2010) e 6leos
vegetais (LEE et al., 2008) tém sido utilizados com diferentes microrganismos
para a producdo de PHAs.

Entre os subprodutos agricolas mencionados, o melago de cana tem
sido amplamente utilizado em varios processos de fermentacdo comerciais
por conter vitaminas e nutrientes que ajudam a promover o crescimento e
metabolismo microbiano (BENGTSSON et al., 2010). Kanjanachumpole et al.
(2013) avaliaram a influéncia de diferentes concentra¢des de melago de cana
(46°Brix, 20, 40, 60 e 80g/L) de acucares totais como fonte de carbono para
Bacillus megaterium BA-019, em biorreator de 10L. Com a concentragédo de
melaco de 60g/L, foram obtidos os melhores resultados tanto de massa
celular seca quanto de acumulo de P(3HB), 32,5 e 8,8 g/L, respectivamente,
em apenas 12h de producado. Kulpreecha e colaboradores (2009) compararam
0 melago de cana (20g/L) e sacarose na mesma concentragao como fonte de
carbono. A biomassa seca e o rendimento de P(3HB) foram significativamente
melhorados quando utilizaram melago, em vez de sacarose, foi usado como
fonte de carbono, independentemente da fonte de nitrogénio. Esse resultado é
de extrema relevancia, uma vez que representa fonte de carbono de menor

custo e facil assimilagéo.
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O efeito observado com o uso do melago de cana pode ser causado
pela presenga de outros nutrientes em sua composi¢do. Além de glicose,
frutose e sacarose, os acidos organicos, minerais e vitaminas, tais como:
tiamina, riboflavina e piridoxina, as quais funcionam como fatores de
crescimento, podem resultar em elevado crescimento de células e de
producéo de P(3HB) (KULPREECHA et al., 2009).

O (glicerol, importante subproduto agricola, € o principal residuo da
producdo de biodiesel, representando aproximadamente 35% da producéo.
Apesar do glicerol puro ser uma importante matéria-prima industrial, com
aplicacbes em alimentos, medicamentos, cosmeéticos e industrias de tabaco, o
glicerol bruto tem um valor relativo baixo devido a presenca de impurezas.
Para esse subproduto ser realmente reaproveitado devem ser realizadas
diversas etapas de purificacdo para a remocédo destas impurezas, sendo
essas fases dispendiosas e, muitas vezes, fora do alcance da viabilidade
econbmica para plantas de pequeno e médio porte (YAZDANIE; GONZALEZ,
2007). Conversdes biolégicas oferecem oportunidade para sua utilizacdo na
sintese de grande variedade de produtos com diversas funcionalidades. O
glicerol pode ser usado como fonte de carbono substituindo aclUcares em
varios processos microbiologicos. A producdo de PHA é uma alternativa
interessante para a transformacéo bioldgica de glicerol.

Cavalheiro e colaboradores (2009) exploraram duas estratégias para
melhorar a produgdo de PHAs: utilizagdo de culturas de alta densidade e a
utilizacao de residuos de glicerol (GRP), como fonte priméaria de carbono para
0 crescimento de Cupriavidus necator DSM 545 e a sintese de polimeros.
Nesse trabalho, os autores avaliaram a producdo de P(3HB) a partir de
glicerol comercial (PG), substrato controle, e GRP. Utilizando PG, o acimulo
de P(3HB) foi de 62%, com produtividade de massa celular seca de 82,5 g/L,
com a utilizacdo de GRP alcangaram acumulo de 50% de P(3HB) e massa
celular seca de 68,8g/L. Naranjo e colaboradores (2013) compararam a
utilizacdo de glicose e glicerol como fonte de carbono e alcangaram maior
acumulo de P(3HB) em Bacillus megaterium com glicerol, 62%; utilizando
glicose, o acumulo foi de 59% para as mesmas condi¢cdes de cultivo. Ja
Rodriguez-Contreras e colaboradores (2014) associaram as duas fontes de

carbono, alternando a alimentagdo no biorreator com glicose e glicerol,



56

conseguindo bons resultados, 65% e 68% de acumulo de P(3HB) e biomassa,
respectivamente, para Cupriavidus necator DSM 545.

O amido e seus derivados, fontes de carbonos disponiveis em grande
quantidade no Brasil, sdo os principais componentes da demanda bioquimica
de oxigénio de efluentes de industrias téxteis, fermentativas e de
processamento de alimentos e bebidas (YU, 2001). Nas industrias de
alimentos, o amido pode ser obtido de grdos como arroz, trigo e milho, e
tubérculos como batata e mandioca (SARIKAVA et al., 2000). Rusendi e
Sheppard (1995) utilizaram residuo da industria processadora de batatas para
a producdo de P(3HB) e, através de uma hidrolise enzimatica, obtiveram
glicose como fonte de carbono. Dalcanton e colaboradores (2010) utilizaram
como meio de cultivo amido de arroz hidrolisado adicionado dos nutrientes
que compdem o meio mineral. Além disso, realizaram a suplementacdo do
meio com Oleo de soja. Concluiram que a utilizacdo de amido hidrolisado de
arroz mostrou-se ser uma alternativa potencial para a producédo de P(3HB).
Ainda vale destacar que o arroz hidrolisado também apresenta concentracdes
satisfatorias da fonte de carbono metabolizavel, além de possuir em sua
composicdo cerca de 10 a 15% de proteinas que, hidrolisadas, servem como
fonte de nitrogénio e fosforo para o microrganismo e, ainda, uma pequena
porcentagem de lipideos, fibras e minerais (aproximadamente 1%). A
suplementacdo com 6leo de soja, mesmo em pequenas quantidades, levou a
um aumento na producdo de P(3HB) (43%), comparado ao meio sem
suplementacao (35%).

Ramadas e colaboradores (2009) avaliaram diferentes fontes de
carbono (farelo de trigo, amido de batata, torta de 6leo de gergelim, torta de
6leo de amendoim, mandioca em pd, pé de semente de jaca e farinha de
milho) em cultivo de Bacillus sphaericus 5149. O meio de cultivo contendo o
farelo de trigo como substrato mostrou-se mais eficiente beneficiando o
crescimento celular, resultando em 15,5¢g/L de biomassa; porém, para o
acumulo de P(3HB), o0 uso do p6 de semente de jaca e amido de batata
resultaram em maior rendimento, 46 e 47%, respectivamente.

Estudos de suplementacdo de cultivos utilizando os acidos oleico e
linoleico demonstraram que as adi¢cdes destes levam a um aumento na
producédo de PHAs (SQUIO; ARAGAO, 2004). Esses é&cidos graxos fazem
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parte da composicdo de muitos Oleos vegetais tornando-os uma possivel
alternativa de baixo custo para suplementacdo de cultivos. Grigull e
colaboradores (2008) avaliaram diferentes concentracdes de acido oleico (0 a
3,0g/L) em meio de cultivo mineral, associando glicose e frutose como fontes
de carbono, para a linhagem de Ralstonia eutropha DSM 545. Concluiram que
o acido oleico foi consumido na fase exponencial de crescimento e o aumento
da concentracdo desse suplemento alimentar ocasionou 0 aumento na taxa
de crescimento bacteriano. Os autores obtiveram rendimento de 6,96g/L de
biomassa com a suplementacdo de 3,0g/L de acido oleico, e nessa mesma
concentracgdo foi obtido o maior acimulo de P(3HB) (16,7%).

A ureia € a melhor fonte de nitrogénio devido a capacidade de B.
megaterium BA-019 assimilar melhor do que o0s outros compostos
nitrogenados. A ureia € uma pequena molécula polar ndo carregada e, em
contraste com o sulfato de aménio, a taxa de absorcdo de ureia através da
membrana celular € menos dependente do pH e mais rapida. Certamente, a
utilizacdo de uma fonte de nitrogénio barata como essa pode reduzir o custo
de producdo de P(3HB), se a estirpe bacteriana utilizada puder utiliz-lo de
forma eficiente (BORMANN et al., 1998). Kulpreecha et al. (2009) também
avaliaram a ureia e o sulfato de aménia e (0,8 g/L) como fontes de nitrogénio
para Bacillus megaterium BA-019. No que diz respeito a fonte de nitrogénio,
foram obtidos maiores rendimentos de biomassa (7,05¢/L) e de P(3HB) (55,46
%) com a utilizacdo de ureia.

Os resultados obtidos pelos trabalhos mencionados, referentes a fonte

de carbono e nitrogénio, nesta revisdo, podem ser observados na Tabela 9.
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Tabela 9. Rendimentos de massa celular seca e acumulo de P(3HB) obtidos

em cultivos de diferentes microrganismos, fontes de carbono e nitrogénio.

MCS

P(3HB)

Microrganismo Fonte de C/N (/L) (%) Referéncia
Bacillus megaterium Glicose 7,1 59,1 NARANJO etal,
2013
Glicerol 7,7 62,4
Bacillus megaterium Melago de cana 10.9 29 KANJANACHUMPOL
BA-019 20g/L ’ ' etal., 2013
40g/L 23,1 7,4
60g/L 32,5 8,8
80g/L 29,5 7,8
Bacillus megaterium Sacarose/Sulfato 1.96 28 57 KULPREECHA et al.,
BA-019 de ambnia ’ ’ 2009
Sacarose/Ureia 2,83 30,2
Melago/SAuI_fato de 6.25 49.92
amonia
Melaco/Ureia 7,05 55,46
Bac'”“SSizgae”C“S Farinha de milho 1,5 3,3 RAMADAS et al., 2009
Farelo de trigo 15,5 6,8
Mandioca em p6 2,5 6,4
Cupriavidus necator Glicerol Comercial 82,5 62 CAVALHZEIOFSO etal,
Res!duo de 68.8 50
Glicerol
Cupriavidus necator Amido de milho 11.64 43 DALCANTON et al.,
DSM 545 com Oleo de soja ' 2010
Amlo!o de mllhp 12.4 35
sem Gleo de soja
C“p“%"é‘fv‘g J8OT Glicose + Glicerol 685 64,5 RODRIGUEZ-
. . CONTRERAS et al.,
Burkholderia sacchari 438 10.2 2014
DSM 17165 ’ '
Ralstonia eutropha Glicose + Frutose 102 16.7
DSM 545 Acido oléico 0g/L ’ ’ GRIGULL et al.,
2008
Acido oléico 0,3g/L 1,02 16,7
Acido oléico 0,99/L 2,10 16,7
Acido oléico 1,5g/L 2,64 16,7
Ralstonia eutropha Acido oléico 6.96 16.7 GRIGULL et al.,
DSM 545 3,0g/L ' ' 2008
Rasltonia eutropha BARBOSA et al.,
ATCC 17697 Frutose 5g/L 7,5 66,2 2005
Frutose 10g/L 7,5 445
Frutose 15g/L 7,5 57,3

Mais de 160 tipos de composicdes mondmeros de PHAs ja foram

descritos (FORMOLO et al., 2003), e um crescimento exponencial para a
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descoberta de novos constituintes, proporcionada pelo uso de diferentes
substratos precursores, novas bactérias e o emprego de técnicas de
engenharia genética e metabdlica (LUENGO et al., 2003). O copolimero
P(3HB-co-3HV) € um exemplo de polimero que € sintetizado quando
introduzido precursores no meio de cultivo, como &acido propridénico e valérico.
As unidades de 3-hidroxivalerato (HV) torna o polimero mais flexivel, que
facilita as condi¢cbes de processamento e sdo mais interessantes para diversas
aplicacoes e elaboracdes de produtos (BYROM, 1987; LEE, 1996; BUCCI,
2003; SERAFIM et al., 2003; QUILLAGUAMAN et al., 2010).

Ao utilizar precursores ndo convencionais para produzir PHAs pode
apresentar propriedades desejaveis como piezeletricidade reforcada, atividade
Optica ndo- linear, biodegradabilidade e biocompatibilidade proporcionando ao
PHA potencial para concorrer com polimeros funcionais (CHEN, 2008). Eles
podem ser provenientes de fontes naturais renovaveis como milho, celulose,
batata, cana de aclcar, ou serem sintetizados por bactérias a partir de
pequenas moléculas como o acido butirico ou o &cido valérico ou até mesmo
serem derivados de fonte animal, como a quitina, a quitosana ou proteinas
(BRITO et al., 2011).

Pinzén (2015) ao estudar sobre a caracterizacdo do gene PHA sintase
de bactérias isoladas a partir de amostras de solo, verificou que nos
experimentos que forneceu glicose a uma concentracdo de 10g/L e &cido
butirico e octandico (1g/L) detectou somente P(3HB), ndo gerando unidades do
copolimero 3HHx em linhagens recombinantes de Burkholderia sacchari
LFM344, abrigando os genes phaC dos isolados.

1.8- Condicdes de cultivo — Tempo, temperatura, pH e oxigénio

Em geral, a otimizac&o das condi¢des de fermentacdo tem provado ser
bem sucedida em melhorar substancialmente o rendimento do produto e a
produtividade de muitos processos biolégicos (CHOI et al., 1996). Dado que a
sintese de P(3HB) é conhecida por ser favorecida por estresses ambientais,
tais como limitagcdo de nutrientes essenciais como nitrogénio, fosfato ou
oxigénio (BRAUNEGG et al., 1998) tal estratégia vem sendo amplamente

utilizada. Além disso, outros fatores corroboram para um processo mais
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eficiente de conversao de substrato em produto, como tempo, temperatura e
pH ideais.

Kulpreecha e colaboradores (2009) avaliaram o efeito do pH (6,0; 7,0 e
8,0) e da concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) (40, 60 e 80% de
saturacdo) no meio de cultivo para fermentacdo em batelada de Bacillus
megaterium BA-019. Para o rendimento de biomassa o melhor resultado
(9,7g/L) foi obtido na fermentacdo sem controle de pH e com nivel de OD
saturado de 60%, porém nao diferiu estatisticamente do resultado obtido com
pH 8,0 e saturagcédo de 80% (9,5g/L). Considerando o rendimento de P(3HB)
acumulado na célula, a combinacédo de pH 7,0 e saturacdo de 60% permitiu
acumulo de 61,6% em relacdo a massa celular seca. Isto pode ser devido ao
fato do pH 7,0 ser o valor 6timo das enzimas chaves na via biossintética de
P(3HB), para esse microrganismo, portanto, no pH mais elevado ou mais
baixo do que o ideal, a atividade enzimatica diminui. Relata-se que as
mudancas de pH reduzem o desempenho da cultura e o valor inicial do pH
pode afetar a disponibilidade de elementos traco necessarios para a bactéria
no meio de cultura (GROTHE et al., 1999).

Em relacdo ao OD, no nivel 40% de saturacéo a produtividade diminuiu
dramaticamente, pela quantidade insuficiente de oxigénio disponivel no meio
de cultura para satisfazer exigéncias anabolicas aerdbias. No entanto, os
niveis de OD mais elevados (80%) reduziram significativamente o crescimento
bacteriano, provavelmente devido ao estresse oxidativo e de cisalhamento
qgue resultaram das velocidades altas de agitacdo (KULPREECHA et al.,
2009). Por esse motivo, seria interessante manter uma velocidade de agitacéo
constante e ajustar os niveis de oxigénio por meio da adicdo de ar enriquecido
de oxigénio puro para prevenir o estresse causado na célula bacteriana.

Ramadas e colaboradores (2009), além de testar diferentes residuos
agroindustriais como fonte de carbono, testaram diferentes valores de pH (5,0
a 8,0) para o cultivo da linhagem Bacillus sphaericus 5149. A alteracao inicial
do pH no meio de cultivo mostrou uma forte influéncia sobre a producéo de
P(3HB). Mesmo uma pequena diferenca de pH do ponto ideal causou uma
reducdo brusca no acumulo. Nesse trabalho, 0 meio com pH inicial de 7,5

resultou no aumento maximo de P(3HB) de 25%. A alteragdo drastica na
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producdo parece ser devido ao efeito do pH inicial na biodisponibilidade de
oligoelementos.

A principal diferenga entre os processos fermentativos em shaker e em
biorreator é o fornecimento de oxigénio e a velocidade de agitagdo, em shaker
néo é possivel o controle do fornecimento ou da taxa de oxigénio dissolvido e
as velocidades de agitagdo sdo menores (OD). A maioria dos processos
microbianos industriais € aerdbio e séo realizados, principalmente, em meio
contendo sais e substancias organicas. Nesses processos, 0 0xigénio é um
nutriente importante que € usado pelos microrganismos para o crescimento,
manutencdo e producdo de metabodlitos, e a escassez deste afeta o
desempenho do processo (GARCIA-OCHOA et al., 2000; CALIK et al., 2004;
GARCIA-OCHOA; GOMEZ, 2009). Portanto, € importante assegurar um
fornecimento adequado de oxigénio a partir de uma corrente de gas para o
meio de cultura. Consequentemente, a taxa de transferéncia de oxigénio
(OTR) varia conforme as condi¢Bes operacionais e tem um papel relevante
para a predicdo da via metabdlica para o crescimento e a producédo de
qualguer metabdlito no cultivo. Assim, quando é necessério o fornecimento de
baixo nivel de OD para que o0 mesmo seja limitado e induza ao estresse, como
exemplo para Bacillus megaterium, o qual é aerébio estrito, a fermentacao em
biorreator se torna necessaria para atingir altos niveis de producdo P(3HB)
por meio do controle do OD em baixos niveis (FULL et al., 2006).

Faccin e colaboradores (2013) avaliaram a transferéncia de oxigénio
submetendo o cultivo de Bacillus megaterium DSM 32 a diferentes agitacfes
(100, 200, 300, 400, 500 e 600rpm). O maior rendimento de P(3HB), 62%, foi
obtido pela agitacdo de 200rpm gerando um coeficiente de transferéncia de
oxigénio (k.a) de 0.006 s*. O (k.a) € um parametro importante, uma vez que
esta relacionado a taxa de transferéncia de oxigénio (OTR) e € comumente
aplicado quando deseja-se aumento de escala de produgcédo (GARCIA-
OCHOA; GOMEZ, 2009).

Martinez et al. (2004) avaliaram o efeito do pH (6,0; 6,8 e 7,4), da
agitacao (300 e 700rpm) e da aeracao (0,25 e 1vvm) para 0 microrganismo
Azospirillum brasilense cepa 7 utilizando extrato de tomate como fonte de
carbono. Obtiveram o rendimento maximo de biomassa de 1,67g/L e P(3HB)

de 0,16g/L, em pH de 6,8. Agitacdo de 500rpm e aeracdo de 0,5vvm se
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mostrou a melhor combinagdo para biomassa (1,2g/L), porém para obter
maior rendimento de P(3HB) (4,99/L) o cultivo foi mantido em maior agitacédo
(700rpm) e menor aeracéo (0,25vvm).

Dalcanton e colaboradores (2010) avaliaram o efeito de diferentes
temperaturas (30, 35 e 40°C) para o cultivo de Cupriavidus necator DSM 545.
O cultivo realizado a temperatura de crescimento de 35°C apresentou
vantagens no crescimento (12,4g/L) e producdo de P(3HB) (43%) quando
comparado ao realizado a temperatura de 30°C, atualmente utilizada nos
processos de producdo deste polimero, e 40°C. Sabe-se que as enzimas
presentes nesse microrganismo, assim como em outros, apresentam atividade
maxima quando fatores, como a temperatura, se aproximam do seu 6timo,
podendo haver o aumento da velocidade especifica de crescimento e,
consequentemente, mudancas favoraveis no fator de conversdo de substrato
em produto. Esse aumento da temperatura do cultivo pode ainda ter influéncia
significativa na produtividade do processo, devido a diminuicdo do tempo de
cultivo. Porém, de acordo com Schimdell (2001), temperaturas de cultivo
muito elevadas diminuem a concentracao de oxigénio dissolvido no meio, fator
este importante na producéo de P(3HB) quando se trata de um processo
aerobio. Nesse contexto, o estudo da influéncia da temperatura de cultivo
sobre a producdo de P(3HB) mostra-se de extrema importancia, uma vez que
0 aumento da temperatura implicaria ainda em uma menor necessidade de
resfriamento durante o processo.

Ao destacar que o acumulo das inclusdes lipofilicas é dependente de
tempo de cultivo para Pseudomonas Cepa CMMA43, Crochemore e
colaborados (2012) realizou o cultivo em frascos incubados em shaker, na
temperatura de 28°C, rotacdo de 150rpm, nos tempos de 24, 48 e 72h. O
maior acumulo de P(3HB) foi verificado no tempo de 48h (29%), com
rendimento de massa celular de 5,8g/L. O menor acumulo foi verificado em
24h de cultivo, fato j& esperado devido ao curto espago de tempo, uma vez
que o processo de producdo e acumulo de P(3HB) €, normalmente, um
processo lento (Jiang et al., 2008). Em 72h de cultivo, o acimulo de polimero
reduziu cerca de 4% em relacdo ao tempo de 48h, foi verificado ainda que o

consumo de aglcar manteve-se apdés 48h de cultivo, mostrando que a
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bactéria utilizou o polimero como fonte de carbono (CROCHEMORE et al.,
2012).
Resultados obtidos nesses trabalhos e em outros ndo mencionados,

referentes as condicdes operacionais, podem ser observados na Tabela 10.
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Tabela 10. Rendimentos de massa celular seca (MCS) e acumulo de P(3HB) obtidos em cultivos de diferentes microrganismos em
diferentes condi¢des, em shaker e biorreator.

T Rotacéo Tempo Aeracéo MCS P(3HB)

Microrganismo Equipamento pH Referéncias

(°C) (rpm) (h) (vwm) (9/L) (%)
. . 6 1,42 7,7 .
Azosplrlltlztér;abYrasnense Shaker 6.8 32 20 36 NG 167 9.6 Martlgg&et al.,
7,4 1,62 7,4
300 0,25 1,95 1,5
A irill brasil 300 0,75 3,58 2,8 Marti |
zospiri C‘;g’a asiiense Biorreator 6,8 32 500 24 05 1,05 615 a””z‘gé P
700 0,25 49 9,2
700 0,75 3,9 1
.. 30 7.8 39
C“p”%’é?v‘l*g ;‘secator Shaker 7 35 150 24 NC 11,64 43 Daa'fagg%et
40 NC NC ’
100 49
Bacillus megaterium . 200 62 Faccin et al.
Biorreator NC 7 300 30 0,8 NC 49 ’
DSM 32 —_— —_— 2013
400 40
500 39
Bac"'ussr',‘weggte“”m Fermentador NC 7 600 30 08 NC 39 Fac;'glzt al.,
Sem 12 60% 9.8 24.4
controle
Bacillus megaterium 5 12 60% 7.9 52,5 Kulpreecha et
BA-019 Fermentador 7 NC NC 12 60% 8.8 61,6 al.. 2009
7 12 80% 8,3 58,0 '
7 24 40% 6,4 47,0
8 18 60% 9,5 28,9
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Microrganismo Equipamento pH (°-E:) Rgt;;{;lo Te(rrr:)po A(evr\?r%?o '(\g?LS) P((%Z)B) Referéncias
Bacillus sphaericus Ramadas et
5149 Shaker 7,5 30 200 36 NC NC 25 al., 2009
Pseudomonas 24 2,14 9 Crochemore et
Shaker NC 28 150 48 NC 5,8 29
Cepa CMM43 72 63 o5 al., 2012

*NC: ndo consta;
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Pode-se observar pelas tabelas anteriores que os fatores que possuem
a maior importancia para obter um rendimento e qualidade de polimero,
excluindo-se a necessidade de um meio que aporte os constituintes basicos
primeiramente deve-se considerar 0 microrganismo que sera utilizado, logo
apos, o tempo e a temperatura, seguido pela aeragéo, agitacdo e pH. Além
destes fatores, 0 método de recuperagdo do polimero deve ser analisado para

obter um maior rendimento.

2. Hipotese e Objetivos

2.1Hipotese

Cepa de Bacillus megaterium CN3, pertencente a colecéo de culturas de
microrganismos do Laboratério de Biopolimeros da unidade do curso de
Biotecnologia do Centro de Desenvolvimento Tecnolégico CDTec/UFPel, pode
ter a concentracdo de Massa Celular Seca (MCS) e de acumulo de P(3HB)

aumentados pela suplementacdo do meio de cultivo padréo com lipideos.

2.2- Objetivos

2.2.1- Objetivo geral
Aumentar a concentragdo celular e o acumulo de granulos de P(3HB)
em cultivo de Bacillus megaterium pela suplementacdo do meio padrdo com

acido butirico e 6leo de arroz.

2.2.2- Objetivos especificos

Estabelecer concentracdes 6timas de 6leo de arroz e Tween 80:Lecitina
de soja para a producéo de P(3HB) pela linhagem de Bacillus megaterium.

Estabelecer concentracdes Otimas de acido butirico e pH para a
producédo de P(3HB) pela linhagem de Bacillus megaterium.

Avaliar a concentracdo celular através das analises de biomassa celular
por densidade optica (DOes00), MCS e acumulo de polimero nos tempos de 24,
48 e 72h de produgdo com a adicdo do suplemento de Oleo de arroz e

Tween80:Lecitina de soja ao meio de producéo
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Avaliar a concentracdo celular através das analises de biomassa celular
por densidade Optica (DOes00), MCS e acumulo de polimero nos tempos de 24,
48 e 72h de producéo com a adicdo do suplemento de &cido butirico e variacao

de pH ao meio de producéo.
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3. Capitulo 1

Crescimento celular e acumulo de polimero de Poli(3-
hidroxibutirato) por Bacillus megaterium CN3: influéncia da adigcdo

de lipideos emulsionados.

Resumo. Cada vez mais presente no nosso cotidiano, os plasticos sao
utilizados de mudltiplas formas. A rapida descartabilidade de alguns objetos e a
dificuldade de degradacdo dos pléasticos de origem petroquimica acabam
gerando um grave problema ambiental. Nesse contexto, o interesse pelo
estudo de alternativas que possam minimizar o impacto ambiental causado
esta em constante crescimento. Uma dessas alternativas encontra-se nos
biopolimeros, entre eles o0s polihidroxialcanoatos, polimeros plasticos
intracelulares dos quais 0 mais estudado é o Poli(3-hidroxibutirato) [(P(3HB)].
No presente estudo, objetivou-se avaliar o rendimento de massa celular seca
e de polimero em meio de cultura suplementado com 6leo de arroz e
emulsionado com os emulgentes Tween80:Lecitina de soja. Foram realizados
11 tratamentos com diferentes concentracdes de éleo de arroz e Tween 80-
Lecitina de soja segundo delineamento composto central rotacional tipo 22, o
qual mostrou que o melhor resultado para a analise de MCS de 10,53g/L em
48h de producdo encontrando-se no no ponto central do delineamento com a
combinacdo de 5mL/L de 6leo de arroz e 25g/L de lecitina de soja. No
entanto, o rendimento de 18,2% de acumulo de P(3HB) em uma MCS de
11,99/L.

1. Introducéo

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sé&o bioplasticos tipo poliésteres
acumulados no citoplasma bacteriano como material de reserva de energia e
carbono. Produzidos a partir de fontes renovaveis, se degradam
completamente e em curto periodo de tempo pela acdo enzimatica de
microrganismos, quando em condi¢cbes apropriadas no meio ambiente; além
disso, sao termoplasticos e atéxicos (PIEMOLINI, 2004).

Dentre os PHAs, o Poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB) é o mais estudado.

Apresenta, em alguns aspectos, propriedades e caracteristicas semelhantes
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aguelas do polipropileno: termoplastico com temperatura de fusao semelhante,
altamente cristalino, elevado grau de polimeriza¢do e insolubilidade em &agua
(GOMES; BUENO NETTO, 1997).

Os fatores econdmicos que afetam a sua producao incluem os custos de
matérias-primas e o processamento (MOZUMDER et al., 2014). A reducéo
destes depende da obtencédo de linhagens altamente eficientes na conversao
dos substratos em polimero, da utilizacdo de substratos de baixo custo e do
desenvolvimento de processos que permitam tornar os custos de recuperacao
do produto os menores possiveis (GOMES; BUENO NETTO, 1997).

Estudos de suplementacdo de cultivos utilizando os acidos oléico e
linoléico demonstraram que a adicdo destes resulta em aumento na producao
de PHAs (SQUIO; ARAGAO, 2004). Esses &cidos graxos fazem parte da
composi¢cdo de muitos Oleos vegetais, tornando-os uma possivel alternativa de
baixo custo para suplementacéo de cultivos.

Quando dleos vegetais sdo adicionados ao meio de cultivo,
primeiramente os triacilgliceréis devem ser convertidos em seus respectivos
acidos graxos e glicerol (DELGADO, 2006). Assim a enzima nao precisa ser
adicionada separadamente ao meio de cultivo. Apos a conversdo dos
triacilglicerois em &cidos graxos e glicerol, os acidos graxos sédo convertidos a
Acetil-CoA pela via conhecida por B-oxidacdo. As unidades de Acetil-CoA
formadas podem ser utilizadas para trés fins: o ciclo de Krebs, a biossintese
de P(3HB) e a biossintese de acidos graxos. Quando o meio de cultivo ndo se
encontra limitado em um dos nutrientes essenciais, Acetil-CoA é desviado
para o ciclo de Krebs, onde ocorre a producao de energia e intermediarios que
serdo utilizados na producédo de biomassa. Ja em condicdes de limitacdo, o
Acetil-CoA é desviado para a biossintese de P(3HB), uma vez que o
crescimento celular no meio diminui. No caso da glicose, esta € convertida a
Acetil-CoA pela via glicolica que entdo entra na via de biossintese de P(3HB)
(SCHMIDT, 2011).

Esse trabalho teve por objetivo avaliar o rendimento de massa celular
seca e de polimero de P(3HB) em meio de cultura suplementado com oleo de

arroz e emulsionado com os emulgentes Tween80:Lecitina de soja.
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2. Material e Métodos

Foi utilizado linhagem Bacillus megaterium CN3, pertencente a cole¢cao
de culturas de microrganismos do laboratorio de Biopolimeros da unidade de
Biotecnologia do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade
Federal de Pelotas.

A linhagem CN3 foi primeiramente incubada a 36 °C, durante 24 h, em
meio solido Nutritive Yeast Agar (AYN) (extrato de levedura: 3g/L; extrato de
malte: 3g/L; glicose: 10g/L; peptona: 5¢/L) (PAGGE,1982). Depois, as células
foram suspensas em meio liquido YM (10mL) (JEANS, 1974). Apos, porcdes
de 200mL da suspensédo bacteriana foram colocados em frascos Erlenmeyers
de 500mL. As condi¢Bes de incubacdo foram 36 °C, 150rpm durante 24h. O
contetdo dos frascos foi reunido resultando um inéculo com uma biomassa
celular de 0,5abs a 600nm. O experimento foi desenvolvido conforme
delineamento fatorial completo 22 composto de 3 pontos centrais, 4 axiais,
totalizando 11 tratamentos (Tab. 11) para a fase de producdo com diferentes
concentracfes de 6leo de arroz e Tween 80:Lecitina de soja (62,6: 37,4 m/m).
Para o preparo da emulséo foi primeiramente medido a quantidade de 6leo de
arroz e adicionado ao meio mineral F4 (ureia: 3g/L; citrato de sédio: 4g/L; &cido
citrico: 0,2g/L; glicose: 40g/L) (OLIVEIRA, 2010), logo ap0s, pesou-se a mistura
de Tween80- Lecitina de soja e adicionou-se também ao meio de producdo. O
in6culo, na proporcdo de 20%, foi transferido para Erlenmeyers de 500mL
contendo o meio mineral F4 j& emulsionado, totalizando 200mL, que foram
incubados em agitador orbital a 36 °C, 200rpm e tempo de até 72h, com
retirada de amostra em 24, 48 e 72h.

A concentracdo de biomassa celular foi realizada através de Densidade
Optica (DO) foi determinada em espectrofotdmetro GE®, modelo Ultrospec 10,
onde foram lidas as absorbancias em 600nm (DOesoo), com diluicdo de 10x
quando necesséario. Para a determinacdo da massa celular seca (MCS), os
cultivos foram transferidos para tubos Falcon e submetidos a centrifugagédo em
centrifuga Kendro®, modelo Sorvall RC- 6, a 10000g por 15min a 4°C. O
sobrenadante foi separado e o pellet ou biomassa seca em estufa a
temperatura de 56 °C por 48h (MACAGNAN, 2014). Para a extracao do
polimero, a MCS foi submetida a agitacdo com cloroférmio na proporcéo

40:1(v/m) a temperatura de 58 °C. Para a separacao dos restos celulares,
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transferiu-se a solugcao para o funil de decantacdo e adicionou-se 40 partes de
agua destilada. Em seguida, foi deixada em repouso para a separacao de fases
e transferiu-se a fase organica para placa de Petri, as quais, armazenou-se em
capela de exaustdo de gases para a evaporagcao do solvente e formacédo do
biofime (MACAGNAN, 2014). Os filmes foram pesados para o calculo de
rendimento, que foi expresso em porcentagem. A analise estatistica foi
realizada com auxilio do programa Statistix 9, utilizando o Teste de Tukey a
0,05, os gréficos foram obtidos no programa Sigma Plot 11.

Tabela 11. Tratamentos utilizados para as diferentes concentragbes de 6leo
de arroz e Twee80- Lecitina de soja em valores codificados e valores reais.

Niveis codificados Niveis Reais
Tratamentos - — .
X v Oleo de Tween 80- Lecitina de soja

arroz (mL/L) (g/L)

Tl -1 -1 0 10

T2 +1 -1 10 10

T3 -1 +1 0 40

T4 +1 +1 10 40

T5 -a 0 0 25

T6 +a 0 12,05 25

T7 0 -a 5 0

T8 0 +a 5 40,15

T9 0 5 25

T10 0 5 25

T11 0 5 25

3. Resultados e Discussao

Os rendimentos obtidos para MCS em solucdo suplementado com 6leo
de arroz emulsionado com Tween80- Lecitina de soja podem ser observados
na Fig. 12.
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Figura 12. Massa Celular Seca em 24, 48 e 72h com temperatura de 36°C e
pH 6,5.

Pela analise de MCS (Fig. 12), pode-se observar, que o melhor
resultado apresentado em 24, 48 e 72h de producéao, foi a combinagdo 5mL/L
de dleo de arroz e 25¢g/L de Tween80:Lecitina de soja, com média de 8,75¢g/L,
10,53g/L e 8,92g/L, respectivamente. A combinacao de 5m/L de 6leo de arroz
sem a adicdo do Tween80:Lecitina de soja apresentou um resultado
consideravel em 24h de producédo de em média 8,59¢/L.

Rodrigues (2016) ao estudar a producdo de B. megaterium no mesmo
meio mineral F4 porém sem a adicado do 6leo de arroz e Tween80:Lecitina de
soja obteve de MCS 2,44g/L em 24h de producéao, 4,91 e 5,07g/L em 48 e 72h
respectivamente (RODRIGUES, 2016 (dados néao publicados). Ao comparar
os dois resultados, pode-se observar que o presente trabalho, também
aumentou a MCS de 24 para 48h e obteve nos trés tempos de produgdo uma
massa maior.

A partir do melhor resultado de MCS, obtido com os valores do ponto
central em 48h de producdao, foi realizado nova produ¢cdo com maior numero

de frascos para obter volume que permitisse a extracdo do polimero de
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11,9¢g/L de MCS e 18,2% de acumulo. A Fig. 13 mostra o filme produzido com

5mL/L de éleo de arroz e 25g/L de Tween80-Lecitina de soja.

Figura 13. Polimero produzido a partir do melhor resultado de MCS. A) Massa
Celular Seca; B) Polimero extraido
Fonte. Autor, 2016.

Como observado na Fig. 13, o polimero apresentou um aspecto de po, o
mesmo ocorreu com Crochemore (2014), ao extrair o polimero produzido por
Pseudomonas sp. CMM43 sem a necessidade de limitacdo nutricional que
também produziu o polimero no mesmo aspecto.

Schmidt (2011) estudou sobre a suplementacdo do meio de producao
com Oleo de soja in natura (0,3g/L e 0,6¢g/L) e miniemulsionado por meio da
mistura de Oleo vegetal, agua destilada e lecitina de soja na producdo de
Poli(3-hidroxibuirato) por Cupriavidus necator DSM 545, pode-se verificar que a
concentragdo de 0,3g/L de Oleo tanto in natura (61,5%) quanto
miniemulsionado (64,6%) proporcionou um maior acumulo de polimero
comparado ao controle que foi de 55,5%. Uma provavel explicacdo e que, ao
miniemulsionar o Oleo vegetal, as micelas de 6leo ficaram com tamanho
bastante reduzido, o que facilitou a hidrolise do triacilglicerol em acido graxo
(acido oleico) pelas enzimas lipases. Comparando os resultados do autor com

o0 presente trabalho, pode-se notar que o acumulo de polimero obtido foi
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superior ao encontrado no estudo utilizando a emulsdo do Tween80:Lecitina de
soja juntamente com o 6leo de arroz.

Grigull e colaboradores (2008) avaliaram diferentes concentracfes de
acido oleico (0 a 3,0g/L) em meio de cultivo mineral, associando glicose e
frutose como fontes de carbono, para a linhagem de Ralstonia eutropha DSM
545. Concluiram que o &cido oleico foi consumido na fase exponencial de
crescimento e o aumento da concentracdo desse suplemento alimentar
ocasionou 0 aumento na taxa de crescimento bacteriano. Obtiveram
rendimento de 6,96g/L de biomassa com a suplementacao de 3,0g/L de acido
oleico, e nessa mesma concentragdo foi obtido o maior acimulo de P(3HB)
(1,16g/L/h). O presente trabalho, obteve uma maior MCS ao suplementar o
meio de producdo com concentracdo de Oleo de arroz superior ao estudada
pelo autor.

Araujo, 2005, ao estudar a Producdo de Poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) por Escherichia coli recombinante em meio contendo glicose e
acido propridénico observou que, ao suplementar o meio com 1g/L de azeite de
oliva que atuou como fonte de acido oleico, a MCS aumentou de 0,56g/L para
1,1g/L e o acumulo de PHA de 47mg/L e 80mol% para 261,5mg/L e 96mol%
de P(3HB).

A influéncia da utilizacdo do acido oleico (1mL) como suplemento
nutricional na producdo de P(3HB-co-3HV) em culturas de Ralstonia
eutropha DSM 545, a partir de acucar invertido, foi estudada por Marangoni, et
al. (2002). Obtiveram aumento da produtividade do polimero de 0,14 para
0,28 g/Lh e, também, aumento de polimero acumulado, de 18,3 para 28,3%,
com a suplementacéo de &cido oleico. Schneider, et al. (2005), ao estudarem
o efeito da concentracdo de &cido oleico sobre o crescimento e producao de
P(3HB) por Ralstonia eutropha, em concentracfes que variaram de 0, 0,3, 0,9,
1,5 e 3g/L de acido, obtiveram uma biomassa de 7g/L na concentracdo de
3g/L, resultado superior ao do controle, que foi de 5g/L. Ao comparar 0s
resultados obtidos pelo presente trabalho, nota-se que uma suplementacéo
maior pode-se obter uma biomassa maior. O rendimento encontrado foi
superior ao do presente estudo quando adicionado o &cido oleico ao meio de

producéao.
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Ao estudarem a producao de Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
em regime de batelada, por E. coli XL1-Blue(pJC4) contendo genes de
biossintese de PHA de A. latus utilizando a glicose (20g/L) como fonte de
carbono e o precursor de acido propribnico (20mM), com ou sem
suplementacdo de 1g/L de acido oleico, Choi; Lee (1999), tiveram como
resultado, 5,2g/L de MCS, e 61,2% de PHA, 4,6g/L de MCS e 56,8% de
polimero, respectivamente. A adicdo do acido oleico influenciou uma maior
massa celular e acimulo de polimero comparando com sem suplementacéo
do mesmo. Nos resultados obtidos no presente trabalho, nota-se que
independente do tratamento, os valores foram maiores que o0 estudo
realizado. No presente estudo, a MCS obtidas nos melhores resultados foram
superiores aos do autor, porém, com um rendimento de polimero inferior.

Vazin, 2008, realizou estudo sobre a biossintese de Poli-3-
hidroxibutirato-co-Hidroxialcanoatos de cadeia média (P3HB-cp-3HAmcl) a
partir de acidos graxos livres e 0leo vegetal, por diferentes microrganismos.
Para todos, a adicdo aumentou a massa celular seca e o acumulo de
polimero, mas a adi¢ao de acrilato nem sempre foi positivo; Para Burkholderia
cepacia IPT-048, adicionou-se 2g/L de Oleo de soja e 10mM de acrilato e
obteve-se em 96h, 0,96g/L de MCS e 54,43% de P(3HB); com o uso de
Pseudomonas IPT-066, o autor somente avaliou a producdo sem a adi¢ao do
acrilato, em 48h de producéo, a MCS foi de 1,7g/L, tendo uma porcentagem
de P(3HB) de 18,1; para Cupriavidus necator H16 IPT-027, com a adi¢do de
10mM de acrilato, em 96h de producéo, pode-se obter 1,07g/L de MCS e um
rendimento de 40,76% de polimero. Comparando com o presente trabalho,
pode-se notar que o rendimento de polimero obtido foi inferior ao estudado
pelo autor.

Dalcanton e colaboradores (2010) realizaram a suplementacdo do meio
com Oleo de soja (3g/L) a base de amido de arroz hidrolisado adicionado dos
nutrientes que compdem o meio mineral. Constataram que a utilizacdo de
amido hidrolisado de arroz mostrou-se uma alternativa potencial para a
producdo de P(3HB), e a suplementacdo com Oleo de soja, mesmo em
pequenas quantidades, levou a um aumento no acumulo de P(3HB) (43%),

comparado ao meio sem suplementacdo (35%). Em ambos rendimentos
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encontrados pelo autor, foram superiores ao rendimento do presente trabalho

em seu maior resultado.

4. Conclusao

No presente estudo, a melhor combinacao para a obtencédo de MCS estéa
no ponto central do delineamento com uma média encontrada de 10,53g/L em
48h de producédo, porém, o rendimento de polimero foi baixo, havendo a
necessidade de maiores estudos para sua otimizagdo como por exemplo, um
novo delineamento composto central tomando como base o melhor resultado
encontrado nesse estudo que foi a combinacdo de 5mL de 6leo de arroz

emulsionado com 25¢g/L de Tween80:Lecitina de soja.
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4.  Capitulo 2

Crescimento celular e acumulo de Poli(3-hidroxibutirato) por Bacillus
megaterium CN3: influéncia do pH e adicdo do precursor acido butirico.

Resumo. Como uma das alternativas de substituicdo dos polimeros de origem
petroquimica, os bioplasticos vém ganhando cada vez mais espaco nos
projetos de pesquisa na industria, resultadondo em uma melhoria significativa
ao meio ambiente. Dentre o0s biopolimeros, podemos destacar o0s
Polihidroxialcanoatos ou PHAs, bioplasticos totalmente biodegradaveis,
utilizados por inUmeros microrganismos como reserva de carbono e energia.
O objetivo desse trabalho foi estudar a influéncia do pH e do precursor acido
butirico na concentracdo da biomassa celular através de densidade Optica e
acuumulo de polimero, de cultivo em cepa de Bacillus megaterium CN3 em
meio mineral F4. Foram utilizados 11 tratamentos com diferentes
concentracdes de acido butirico e pH. A melhor condicdo para essa producdo
foi obtida na combinacdo para a biomassa celular por DO e acumulo de

polimero 3mM de &cido butirico e pH 8 em 72h de producéo.

1. Introducéo

Plasticos de origem petroquimica tornaram-se, no decorrer dos anos,
parte do cotidiano, em virtude de suas muitas propriedades desejaveis. Sao
resistentes a degradacdo e possuem consideravel durabilidade, porém, os
mesmos causam danos ao meio ambiente. Em decorréncia de sua alta
acumulacdo, provocam uma taxa de milhdes de toneladas por ano de lixo,
acarretando em problemas ambientais graves (ARUN et al., 2006).

Nesse cenario, os plasticos oriundos da producdo de biopolimeros
microbianos sdo uma alternativa para contornar essa poluicdo ambiental,
podendo resolver ou minimizar os problemas gerados pelos plasticos derivados
de petroleo. Assim, pesquisas tém sido realizadas para o desenvolvimento de
polimeros biodegradaveis.

Um dos polimeros biodegradaveis que esta sendo estudado como um
substituto dos polimeros de origem petroquimica € o Poli(3-hidroxibutirato)
[P(3HB)] (ANDERSON; DAWES, 1990; BRAUNEGG et al., 1998). O grande

atrativo desses biomateriais € que sao totalmente biodegradaveis, atoxicos e
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podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis (CHANPRATEEP, 2010),
resultando em uma substituicdo dos plasticos petroquimicos, ambientalmente
vantajosa.

Os PHAs séo sintetizados a partir das reservas de carbono e de energia
ou materiais de armazenamento, reduzindo seu consumo de energia
(CASTILHO et al.,, 2009). Com relacdo a algumas propriedades fisicas, o
P(3HB) pode ser comparado ao polipropileno (PP), é cristalino e com ponto de
fusdo em torno de 180°C (HOLMES, 1985). Eles podem ser provenientes de
fontes naturais renovaveis utilizadas como fonte de carbono como milho,
celulose, batata e cana de acucar, ou serem sintetizados a partir de pequenas
moléculas como o acido butirico e o acido valérico, podem até mesmo serem
derivados de fonte animal, como a quitina, a quitosana ou proteinas (BRITO et
al., 2011).

Entre as bactérias Gram positivas, Bacillus sp. tém algumas
caracteristicas interessantes para serem aproveitadas na producéo polimérica
em escala industrial: apresentam um crescimento rapido, podem metabolizar
varios substratos e toleram pressdes osméticas e temperaturas relativamente
elevadas. Varias fontes de carbono tém sido usadas como substratos para
Bacillus sp.na acumulacdo de PHAs de cadeia curta como P(3HB), incluindo
xilose, glucose, galactose, frutose, sacarose, maltose, glicerol e manitol
(FACCIN et al., 2013).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia do pH e do
precursor acido butirico sobre a concentracdo de biomassa celular através da
densidade o6ptica e rendimento de polimero produzida em cultivos da cepa de

Bacillus megaterium CN3 em meio mineral F4.

2. Material e Métodos
Foi utilizado a linhagem B. megaterium, CN3 pertencente a colecdo de
culturas de microrganismos do laboratorio de Biopolimeros da unidade de
Biotecnologia do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade
Federal de Pelotas.
A linhagem CN3 foi primeiramente incubada a 36 °C, durante 24 h, em
meio soélido Nutritive Yeast Agar (AYN) (extrato de levedura: 3g/L; extrato de

malte: 3g/L; glicose: 10g/L; peptona: 5¢g/L) (PAGGE,1982). Depois, as células
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foram suspensas em meio liquido YM (10mL) (JEANS, 1974). Apos, porcdes
de 200mL da suspensao bacteriana foram colocados em frascos de
Erlenmeyers de 500mL. As condi¢cdes de incubagé&o foram 36 °C, 150rpm
durante 24h. O contetdo dos frascos foi reunido resultando um inéculo com
densidade ¢ptica (DO) de 0,5 a 600nm. Para a fase de producdo, foram
utilizados 11 tratamentos com diferentes concentracdes de &cido butirico e pH
que foram ajustados com NaOH 0,1N e HCI 0,1N como mostra a Tabela 12. O
indculo, na proporcdo de 20%, foi transferido para frascos Erlenmeyer de
500mL contendo o meio liquido de producdo F4 (ureia: 3g/L; &cido citrico:
0,369g/L; citrato de sddio 4g/L; glicose: 40g/L) (OLIVEIRA, 2010), totalizando
200mL, que foram incubados em agitador orbital a 28 °C, 200rpm até 72h. As
amostras foram retiradas em 24, 48 e 72h.

A biomassa celular foi realizada através da Densidade Optica (DO) onde
foi determinada em espectrofotdmetro GE®, modelo Ultrospec 10, onde foram
lidas as absorbancias em 600nm (DOsoo), com diluicio de 10x quando
necessario. Para a determinacdo da massa celular seca (MCS), os cultivos
foram transferidos para tubos Falcon e submetidos a centrifugacdo em
centrifuga Kendro®, modelo Sorvall RC- 6, a 10000g por 15min a 4°C. O
sobrenadante foi separado e o pellet ou biomassa seca em estufa a
temperatura de 56 °C por 48h (MACAGNAN, 2014). Para a extracdo do
polimero, a MCS foi submetida a agitacdo com cloroférmio na proporcdo
40:1(v/m) a temperatura de 58 °C. Para a separagdo dos restos celulares,
transferiu-se a solucéo para o funil de decantacdo e adicionou-se 40 partes de
agua destilada. Em seguida, foi deixada em repouso para a separacao de fases
e transferiu-se a fase organica para placa de Petri, as quais, armazenou-se em
capela de exaustdo de gases para a evaporacao do solvente e formacéao do
biofilme (MACAGNAN, 2014). Apés sua recuperacgéo, os filmes foram pesados
para o calculo de rendimento através da equacdo 1, que foi expresso em
porcentagem. A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa
Statistix 9, utilizando o Teste de Tukey a 0,05, os gréaficos foram obtidos no
programa Sigma Plot 11.
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Tabela 12. Concentracdes de acido butirico e pH nos diferentes tratamentos

em niveis codificados e niveis reais.

Niveis Codificados Niveis Reais
Tratamentos _

X Y Ac (mM) pH
1 -1 -1 0 5
2 +1 -1 3 5
3 -1 +1 0 8
4 +1 +1 3 8
5 -a 0 0 6,5
6 +a 0 3,615 6,5
7 0 -a 15 4.4
8 0 +a 1,5 8,6
9 0 0 1,5 6,5
10 0 0 1,5 6,5
11 0 0 1,5 6,5

3. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos para a concentracdo de biomassa celular por
Densidade Optica (DO) dos diferentes tratamentos utilizando o precursor

acido butirico e diferentes pH, podem ser observados nas figuras Fig. 14 (a, b,

C).
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Figura 14. DO em 24h (A); pH 4,4; 36 °C, 200rpm, 48h (B); pH 4,4; 36 °C;
200rpm e 72h (C); pH 8; 36°C; 200rpm.

De acordo com os resultados aferidos, presentes na Fig. 14, pode-se
observar que em 24h e 48h de producdo, a maior DO foi alcancada no
tratamento 7 que combina 1,5mM de acido butirico e pH 4,4, com 4,40+
0,72abs, valor superior DO do in6culo, que foi de 0,5abs. Porém, em 72h, o
maior resultado, 5,13+ 0,12abs, foi decorrente do tratamento 4, com 3mM de
acido butirico e pH 8.

Pode-se observar quando é utilizado o pH 8, o crescimento da bactéria é
mais lento, tendo o seu melhor resultado em 72h, porém, ao submeter um pH
menor (4,4) o crescimento é acelerado, com os resultados em 24 e 48h. J4 em
pH 6,5 o crescimento encontrou-se mediano e mais constante.

A Figura abaixo apresenta os dados obtidos para o acumulo de polimero

nas 24, 48 e 72hs de producao.
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Figura 15. Rendimento de Polimero em 24h; sem adicdo de acido; pH 6,5; 36
°C; 200rpm, 48h; 1,5mM de &cido; pH 4,4; 36 °C; 200rpm e 72h; 3mM de acido;
pH 8; 36°C; 200rpm.

No acumulo de polimero (Fig. 15) analisado nesse estudo, pode-se
observar que o melhor resultado em 24h de producéo pertence ao tratamento
5 que ndo possui a adicdo de acido com o pH 6,5, que atingiu 50%. Em 48h, o
tratamento 7 que combina 1,5mM de acido butirico e pH 4,4 obteve o melhor
rendimento com 50%, ja em 72h o Tratamento 4 com 3mM de acido butirico e
pH 8 atingiu o melhor resultado com 58,3% de rendimento de polimero.

Em relacdo a producdo do polimero parece que o pH teve maior
influéncia, de modo geral, que a adi¢do do acido butirico. Entretanto, a adi¢cao
de 1,5mM de &cido, combinado com os pH menores parece favoravel, em 24
e 48h de acordo com a reacéo de formacao do biopolimero.

Aradjo (2005) ao estudar a producdo de Poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) por Escherichia coli recombinante a partir de glicose e acido
propibnico com concentracdo de 10; 15; 20 e 25mM obteve uma biomassa
celular com DO de 0,064; 0,040; 0,040 e 0,006 respectivamente. A utilizacao
do acido propiénico (10mM) juntamente com a glicose (20g/L), teve acumulo de
47mg/L de PHA, correspondendo a 80mol% de P(3HB) e MCS de 0,56. Sem a
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adicdo do acido, os resultados foram superiores tanto em acumulo de polimero
quanto MCS, 1630mg/L (100mol%) e 2,67g/L. A adicdo do acido propribnico
acabou inibindo o crescimento da bactéria, apenas a concetracdo de 10mM
apresentou a menor inibicdo. Comparando os resultados obtidos no presente
trabalho, nota-se que a concentracdo da biomassa celular utlizando o acido
butirico nas diferentes variagbes de pH obteve um resultado superior ao
encontrado pelo autor.

Vazin e colaboradores (2008), ao realizar um estudo sobre a
biossintese de Poli-3-hidroxibutirato-co-Hidroxialcanoatos de cadeia meédia
(P3HB-co-3HAmcI) a partir de &cidos graxos livres e 6leo vegetal, utilizando o
Cupriavidus necator DSM545 IPT-026, obteve elevado acumulo de polimero
(70,85%) de polimero ao utilizar o acido hexandico (2g/L) e 10mM de acrilato
em um tempo longo (96h); a MCS, entretanto, foi extremamente baixa
(0,48g/L). No mesmo tempo, porém com uma concentracdo de 30Mm de
acrilato, acumulo de polimero de 20,54% e os valores de MCS foram ainda
menores (0,37g/L). Ao utilizar o 4cido hexandico, sem a adi¢cdo do acrilato em
96h de producéo, obtiveram 53,47% de rendimento e 0,35¢g/L de MCS. Os
mesmos autores, utilizaram acido palmitico (2g/L), em 96h de producéo, o
acumulo de polimero de 60,33%, a MCS 1,71g/L, porém ao adicionar 10mM
de acrilato, o rendimento menor (10,36%), a MCS foi de 0,20g/L. A utilizacéo
do &cido capréico reduziu os valores, assim como a adigcdo concomitante de
acrilato. Ja a adicdo do &cido palmitico foi benéfica, mas ndo sua combinacao
com o acrilato. Comparando os resultados com os do presente estudo, pode-
se observar que os valores obtidos em relagcdo ao rendimento de polimero,
utilizando o acido hexandico com 30mM de acrilato e do &cido palmitico com
10mM, a taxa relatada foi menor que a encontrada nos trés tratamentos, que
foram de 50 e 58,3%.

Ao estudarem sobre a estratégia de adicdo de fosfato durante a fase de
produgdo que aumenta o acumulo de Poli(3-hidroxibutirato-co-3-
Hidroxivalerato) por Ralstonia eutropha, Squio et al. (2003), adicionou durante
a fase de producdo, no meio, uma concentracdo menor que 1g/L de acido
propribnico com o objetivo de produzirem o copolimero. Como fonte de
carbono, utilizou uma solucdo estéril de glicose: frutose (1:1) e obtiveram

como resultado um rendimento de 35,7% em 26,8h de produgdo com
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velocidade na fase de producdo de OgXrl*h?t; 0,02gXrlI*tht em 27,3h, o
acimulo de polimero de 45,3%; 0,07gXrlth? em um tempo de 22,5h,
rendimento de 27%. A adicdo do fosfato juntamente com o acido propriénico
aumentou o acumulo do P(3HB-co-3HV) com a melhor velocidade de
producéo de 0,02gXrl-th, valores estes menores que o presente estudo.

Ao estudarem as estratégias de producdo de Poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) por Rasltonia eutropha, utilizando substrato de baixo custo e
acido propibnico, Marangoni (2000) utilizou como fonte de carbono soro de
leite (30g/L de glicose). O soro de leite possui apenas 5% de lactose, com iSso
viu-se a necessidade de adicinar acucar invertido (30g/L). A producdo do
polimero passou a ser observado em 17h de producdo, com um acumulo de
37%. Pelos resultados, é possivel a utilizacdo do soro de leite como fonte de
carbono e que o &cido propridnico utilizado auxiliou na producdo do
copolimero. Comparando com o presente trabalho, o resultado obtido foi
abaixo do que a adi¢édo do acido butirico.

Kulpreecha e colaboradores (2009) avaliaram o efeito do pH (6,0; 7,0 e
8,0) e da concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) (40, 60 e 80% de
saturacdo) no meio de cultivo para fermentacdo em batelada de Bacillus
megaterium BA-019. Para o rendimento de biomassa o melhor resultado
(9,7g/L) foi obtido na fermentacdo sem controle de pH e com nivel de OD
saturado de 60%, porém nao diferiu estatisticamente do resultado obtido com
pH 8,0 e saturacédo de 80% (9,5g/L). Considerando o rendimento de P(3HB)
acumulado na célula, a combinacéo de pH 7,0 e saturacao de 60% permitindo
acumulo de 61,6% em relacdo a massa celular seca. Isto pode ser devido ao
fato de o pH 7,0 ser o valor 6timo das enzimas chaves na via biossintética de
P(3HB), para esse microrganismo. Portanto, o pH mais elevado ou mais baixo
do que o ideal, a atividade enzimatica diminui. Relata-se que as mudancas de
pH reduzem o desempenho da cultura e o valor inicial do pH pode afetar a
disponibilidade de elementos tracos necessarios para a bactéria no meio de
cultura (GROTHE et al., 1999). Resultados esse acima do que foi obtido no
presente trabalho.

Ramadas et al. (2009), além de testar diferentes residuos agro-
industriais como fonte de carbono, testaram diferentes valores de pH (5,0 a

8,0) para o cultivo da linhagem Bacillus sphaericus 5149. A alteracao inicial do
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pH no meio de cultivo mostrou uma forte influéncia sobre a producéao de
P(3HB). Mesmo uma pequena diferenca de pH do ponto ideal causou uma
reducdo brusca no acumulo. Nesse trabalho, o0 meio com pH inicial de 7,5
resultou no aumento maximo de P(3HB) de 25%. A alteracdo drastica na
producgéo parece ser devido ao efeito do pH inicial na biodisponibilidade de
oligoelementos. Com um pH menor e a adicdo do acido butirico como
precursor obteve-se um rendimento maior que encontrado pelo autor.

Martinez e colaboradores (2004) avaliaram o efeito do pH (6,0; 6,8 e
7,4), da agitacdo (300 e 700rpm) e da aeracdo (0,25 e 1lvvm) para o
microrganismo Azospirillum brasilense cepa 7 utilizando extrato de tomate
como fonte de carbono. Obtiveram o rendimento maximo de biomassa de
1,67g/L e P(3HB) de 0,169g/L, em pH de 6,8. Agitacdo de 500rpm e aeracéo de
0,5vvm se mostrou a melhor combinacéo para biomassa (1,2g/L), porém para
obter maior rendimento de P(3HB) (4,9g/L) o cultivo foi mantido em maior

agitacao (700rpm) e menor aeracao (0,25vvm).

4. Concluséao
Os melhores resultados para a concentragdo de biomassa celular por
DO e acumulo de polimero encontram-se na combinacdo de 3mM de acido
butirico e pH 8 em 72h de producdo, tornando-se necessario uma maior
pesquisa em torno dessa combinacdo através de um novo delineamento

tomando como ponto central a melhor combinagéo deste trabalho.
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4. Consideracdes finais

Comparando as adi¢cdes de diferentes lipideos ao meio de producéo
para obtencdo de P(3HB) por Bacillus megaterium CN3, a melhor combinagéo
para a obtencdo de MCS a partir de 6leo de arroz e Twee80-Lecitina de soja no
ponto central do delineamento, jA com a e alteragdo do pH &cido butirico
acumulo de polimero encontram-se na combinacdo de 3mM de acido butirico e
pH 8 em 72h de producéo, tornando-se necessario uma maior pesquisa em
torno dessas combinagbes como um novo delineamento tomando com

variagoes iniciais os melhores resultados obtidos nesse trabalho.
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