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RESUMO

O poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB) € um poliéster biodegradavel sintetizado
intracelularmente por microrganismegpode seproduzido a partir de matérias primas

de fontes renovaveis. Entretanto, a producéo deste poliéster por via biotecnoldgica ainda
€ restrita devido ao seu alto custo. A utilizacdo de residuos agroindustriais como
substrato tem como principal objetivo vidbdr economicamente o processo de
producdo destpoliéster e agregar valor ao residiesse contexto, o objetivo desse
trabalho foi a otimizacdo dos processos tecnoldgicos para aumentar a producdo de
P(3HB) pelo B. megateriumutilizando hidrolisado de saa de arroz (HCA) e glicerol
residual como fontes de carbono (FC). O cultivo foi realizado por fermentacao
submersa por 72 horas eagitador orbital tiposhakera 180 rpm a 30° C. Em
erlenmeyers de 250 mL foram adicionados 100 mL de meio sintético com 10% do
volume eminoculo com o pH 7,0. A cada 12 horas aliquotas foram retiradas dos
cultivos a fim de avaliar o crescimento celuldara o cultivo em HCA foi necesséria a
realizacao de diluicdes seriadaplagueamento para contagem de células viaveis. Para
todos os cultivos a cromatografiguidade alta eficiéncia foi utilizada na identificacdo

da concentracéde acucaresOs resultados do crescimento de biomaseatraram que

a bactéa, quando cultivada por 78 a 30°C, apresentodesempenho de crescimento
muito similar nos meios contendo FC padrdo e glicerol residual. A extfa¢ao
realizada consolventes alternativosapreserandoum bom desempenhoAlém disso,

as amostras de P(3HB) foram caracterizadas gspectroscopia no infravermelho
(FTIR) e calorimetria expdratoria diferencial ISC), evidenciando a producédo de
P(3HB) e possiveis cpolimeros No decorrer da pesqui$ai observadaque devido a
utilizacdo de um tempo maior de esterilizacao forliberadastoxinaspela hidrolise

acida da casca de arroz prejudicaram o crescimeni neegateriumContudohouve
acumulo de biomassam un dos cultivosno qualutilizou-se umtempo de esterilizép
menor(mesmo contaminadlae ap0s a extré@p evidenciouse a producdo d€(3HB),

ndo descartado a hipétese da utilizacdo dBlCA como uma fonte de carbono
promissora na producdo deste biopwdio.

Palavraschave: Biopolimero; P(3HB); Biotransformacéo; Bacillus megaterium
residuos industriais
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional e econdmico tem causado grande impacto no meio
ambiente. Tal fato referge principalmente a disponibilidade de recursos naturais
necessarios parapyocesso de desenvolvimento e conforto da socied@ademento da
demanda por pdutos industrializados tem por consequéncia 0 aumento na producao de
residuos solidos urbanos (RSU). No Brasil sédo gerados diariamente 240 mil toneladas
de RSU, sendo 51 mil toneladas de residuos plasticos. Segundo o Ministério do Meio
Ambiente, cerca d&,5 milhdo de sacolas plasticas sao distribuidas por hora em todo o
pais. Os residuos plasticos sdo em sua maioria descartados em aterros sanitarios
brasileiros e representam 21,2 % dtak de residuos geradeSBRELPE, 2015).

Devido a alta demanda e surgimento de novas tecnologias de producao a
indUstria polimérica teve um crescimento acelerado, consumindo 5 % do petréleo
produzido comercialmente no mundo (PIVA e WIEBECK, 2004). O emprego de
polimeros na fabricagcdo de embalagens tendo, por exenapida descartabilidade e
também considerando a dificuldade de degradacéo tem despertado grande preocupac¢ao
(PIVA e WIEBECK, 2004. A extingdo destes materiais poliméricos constitui um
grande desafio ambiental e as técnicas de eliminacdo convenci@ogiedem resolver
problemas sérios, como: o custo elevado destes processos e o grande volume de
residuos gerados.

Com o intuito de minimizar ogroblemasambientais causados pelos polimeros
de origem petroquimica ndo renovavel, atualmente é grande o interesse na pesquisa de
novos materiais de origem renovavel e/ou biodegradavel que se tornam potenciais
substitutos aos materiais convencionais comumenteadds(LEE, 1996).0 uso de
biopolimeros é uma das principais alternativas para a substituicdo de materiais plasticos
derivados do petrolegpor possuirem um ciclo de vida mais curto e também por
apresentarem caracteristicas semelhantes aos polimerosaonsaes.Sao produzidos
a partir dematériasprimasde fontes renovaveis, como: trigo, 6leo de girassol, milho,
mandiocacanade-aqicar, batata, soja, celulose, quitina, entre outras (ABIS®)nado
a isso, a decomposicdo dessnateriais em condi¢cdes especificas resulta basicamente
em dioxido de carbono, agua e biomassa, onde o mecanismo predominante é a acao

enzimatica de microrganismos (SHAH, 2008).



17

Diversos materiais apresentam caracteristicas possiveis para serem esudados
produzidos comercialmente, comarmido, polihidroxialcanoatos (PHAsg o acido
polilactico (PLA)(CHEN, 2017.

Os PHAs sdo materiais acumulados por muitos microrganismos como fonte de
carbono e energia sob condi¢des especificas de nutripetesitindo que as bactérias
sobrevivam em condi¢cdes adversas (CHEN, 2017). Os PHAs podem ser acumulados
intracelularmente por muitas das bactérias que habitam o solo. O conteudo de PHA
pode chegar a até 90 % de peso seco (RAZAL, 2018). Possuem unthversidade
estrutural de monémeros, em diferentes propor¢cdes, microestruturas e massas molares,
gerando assim, uma ampla classe de biopoliésteres. Dependendo da espécie bacteriana e
das condi¢cbes de crescimento, podem ser obtidos homopolimeros e camlimer
resultando em materiais com diferentes propriedades mecanicas, desde mais rigidos até
materiais mais flexiveis (RAZAt al, 2018).

O primeiro PHA a ser descoberto foi o poli(i@iroxibutirato) ou P(3HB),
possuindo propriedades termoplasticas, bioaifeis e biodegradaveis. Existe grande
interesse da industria polimérica por possuir caracteristicas semelhantes a de polimeros
derivados de petrdleo, como o polipropileno. Dessa maneira, apresenta real
possibilidade de ser aplicado em varias areas,ct@iso, no ramo de embalagens,
tratamento de efluentes, medicina, farmacéutica, agriamlacemo matérigrima para
a sintese de novos produtos quimicos (BABEL & STEINBUCHEL, 2001). Contudo,
atualmente é continua a busca por novos microrganismos talimbatgens isoladas da
natureza quanto modificadas geneticamente que sejam eficientes na producéo de PHAs.

A capacidade maxima de armazenamentoP@8HB) e a taxa de producao
dependem do substrato utilizado e das estratégias de sintese. Embora os bh®materia
possuam vantagens frente aos polimeros fosseis, 0 alto custo associado ao processo
fermentativo limita sua aplicacdo. Dentre os principais fatores que afetam o custo de
producdo podse citar a produtividade do processo, rendimentos das fontes deocarbon
selecionadas e processos extrativos e de purificacao.

Como estratégia de aumento no rendimento e diminuicdo dos custos totais deste
processo, a utilizagdo de substratos alternativos vem sendo bastante estudada. Uma vez
gue o custo do substrato represemproximadamente 50 % do custo total de producéo,

a utilizagcdo de residuos agroindustriais tem como principal objetivo viabilizar
economicamente a producdo do biopolimero (KIM, 2000). O Brasil destaca

mundialmente como um dos maiores produtores de,attgo seus residuos gerados
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podem ser convertidos em produtos de alto valor agregado, como a producdo do
P(3HB). De maneira similar, um aumento na demanda pelo uso de biodiesel faz com
que seja adequada e sustentavel a promocao de reutilizacdo do iggidu@l, também
fornecendo valor agregado a este subproduto bastante disponivel no pais
(ALBUQUERQUE et al,, 2018). Estes residuos, compostos principalmente por fonte de
carbonos, podem ser utilizados pardabricacdo dg@rodutos de alto valor agregado
como os biopolimeros.

Um microrganismo capaz de utilizar estes residuos agroindustriais para produzir
o P(3HB) é &Bacillus megateriumgue por issdornase objeto de estudo para possivel
aplicacéo industrial, por ser unbactéria granpositiva bastante adaptavel a diversas
condicdes de cultivo, resistente a altas temperaturas e que ainda ndo é utilizada
comercialmenteHACCIN et al, 2009).

Considerando todos os fatores citados sen&azssario o desenvolvimento de
NOVOS processos que possubaixo custo e impacto ambiental reduzido para tornar a
producédo deste biopoliéster economicamente viavel e potencializar a sua aplicabilidade.
Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a produ&48Hig)
por fermentacdo submersa datiéaia B. megateriumutilizando fontes alternativas de
carbonoque séo residuos industriaidtilizou-se a casca de arroz e o glicerol residual e
os resultados foram comparados com os obtidos utilizando a glicose, considerada uma

fonte de carbono padrao.
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2 OBJETIVOS

Este tdpico apresenta o objetivo geral do presente trabalho, subdividido em

objetivos especificos.

2.1 Objetivo geral

O devido trabalho baset® em produziP(3HB) por fermentacdo submersa da
bactériaB. megateriumutilizando como substrato diferentes tipos de fonte de carbono,
que sao considerados residuos agroindustriais, cohidrolisado de casca de arroz e
glicerol residual ExtraiF-lo e quantificdo, sendo os seusesultados estudados e
comparade aos resultados obtidos em meio minstgllementado com glicose como

fonte de carbono padrao

2.2 Objetivos especificos

a) Testaro inoculo deB. megateriume avaliar o sewrescimento, utilizando
diferentes substratos (glicerol residual e hidrolisado de casca de arroz) como
suplementacdo do meio mineral;

b) Producéo do P(3HB) a partir destes substratos;

c) Separacao da biomassa e extracaB(@b1B) contidantracelularmente;

d) Caraterizagacestrutural e térmicdo P(3HB).
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3 REFERENCIAL TEORICO

Nesta secao serd apresentada a base tedrica pesquisada para o desenvolvimento
do presente trabalh@®s topicos principais abordam os temas: Polihidroxialcanoatos,
microrganismogprodutores de P(3HB), fontes de carbono e técnicas para caracterizacao

de biopolimeros.

3.1 Polihidroxialcanoatos

Os PHAs séo poliésteres naturais produzidos intracelularmente por bactérias, ou
seja, este processo de polimerizacdo € dependente da pesengma enzima
conhecida como PHA sintase, o produto desta engirmeumulado no citoplasma da
célula sob a forma de granulos com um didametro de aproximadamente 0.2 a 0.5 pm
(Figura 1),atingindo cerca de 90 % de sua massa em baseessmado armazenado
como reserva de carbono e energia. Possuem uma diversidade estrutural de monémeros
em diferentes propor¢cdes, microestruturas e massas molares, gerando assim uma

extensa classe de biopoliésteres (SI&\al., 2007).

Figura 1i Granulos de PHB produzido pela bacté&autersia eutropha

As bactérias biossintetizadoras destes biopolimeros séo incapazes de produzir
exoenzimas suficienteppr este motivo dependem de acglcares simples, como fonte de
carbono e pequenos compostos de nitrogénio orgaBitBEL & STEINBUCHEL,

2001). Portanto, no geral, esse polimero € sintetizado por bactérias quando ha uma
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limitacdo de um nutriente essencialjdawia devem ser expostas a um excesso de fonte
de carbono@HODAK et al, 2009.

A formula quimica geral dos PHAs esté representada na Figura 2. M8 de
mondmeros distintos foram identificados em diversas bactérias, oueyggadeéndo do
substratautilizado para a producdo do PHA e do metabolismo do microrganismo sao
produzidos diferentes mondémeros e, portanto;palomeros, podem ser obtidos,
influenciando diretamente nas variacbes em suas propriedades poliméricas que vao de
plasticos rigidos e cristalinos a plasticos mais flexiveis com boa resisténcia a impacto
(CATONI, 2011).

Figura 2i Férmula quimica geral dos PHAs.
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Fonte: Silveet al, 2007.

Os polihidroxialcanoatos apresentam caracteristicas semelhasite$os
polimeros convencionais, tornese uma potencial alternativa para substituicdo do
polietileno e o polipropéno. Além disso, sdo totalmente degradados, sendo liberados
na natureza em forma de agua e diéxido de carbono sob condicdes aerdbias, e a metano
e agua sob condi¢cBes anaerébias (RERD#I, 2003). A degradacéo ocorre pela acdo
das enzimaglespolimerases, inUmeros microrganismos excretam estas enzimas, as
quais hidrolisam o PHA em oligbmeros sollveis em dgua e mondémeros, que podem ser
utilizados como suplemento nutritivo celular (SCHMIDT, 2011).

Podem ser classificados em dois grupos, ae@edo do nimero de atomos de
carbono que constituem a cadeia lateral. Os mondmeros constituintes do PHA séo
classificados em: (i) cadeia curtajaspdo o grupo R for igual a H, GHCH,CHjs, para
n=1 (PHA - fishort chain length )contendo de 3 a 5 atomdg carbono na cadeia
principal e (ii) cadeia médiguando o R for igual a (GHCHsz a (CH,)sCHz (PHA -
fimedium chain length)contendo de 6 a 16 atomos de carbono na cadeia principal
(SOLAMAIN, 2013).
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3.1.1 Poli(3hidroxibutirato)

O principal polimero da familia dos PHAs e o primeiro a ser descoberto e
estudado é poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB). O P(3HB) € um PHA de cadeia ¢urta
contendoum radical metil (-CH3z) em sua cadeiaEste homopolimero € linear,
totalmente isotatico obtid através de fontes renovaveis e composto apenas por
mondmeros do acido-idroxibutirato. E bastante utilizado por ser biocompativel,
biodegradavel, apresentar um alto grau de polimerizacdo e ser atdéxico (SCHMIDT,
2011).

O P(3HB) possui propriedades fisicas e mecéanicas semelhantde
polipropileno (PP). E um material rigido e quebradico caracterizado pela baixa
deformacéo, caracteristicas que tornam a sua aplicacéo limitada na area de embalagens
flexiveis N&o ésoluvel em agua e pouco permeavel 2RO e CQ é resistente a
solventes orgéanicos e apresenta elevada temperatura de®gsatmmos de carbono
estdo dispostos assimetricamente possuindo configuragiiqd@(este motivo ele é
capaz de cristalizar coarmistalinidade na faixa de 50 % (MACHADO et al, 2010).

A Tabela 1 apresenta algumas propriedades fisicas e mecéanicas do PHB em
relacéo ao PP (CHODAK, 2008).

Tabela I Comparacgédo entre as propriedades fisicas e mecanicas do PHB e PP.

Propriedadesfisicas PHB PP
Temperatura de fusdo (°C) 175 176
Temperatura de transicdo vitrea (°C) 5 -10
Grau de cristalinidade (%) 55-80 50
Densidade (g/cm3) 1,25 0,91

Médulo de Elasticidade (GPa) 3,5 15
Tensao maxima (MPa) 40 38
Deformacéo especifica (%) 5 400

Fonte: Adaptado de Chodak (2008) e Machetdal. (2010)

Estudos consistem em desenvolver novas combinagcfes de mondmeros que
melhorem as caracteristicas termoplasticas deste homopolimero e ampliem a sua

aplicabilidade.
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3.1.2 Producéo do P(3HB)

A producdo de P(3HB) por microrganismos consiste na fermentacdo de
acucares. O processo de producéo é dividido em duas etapas: (i) a etapa fermentativa, na
qual o microrganismo é cultivado em reatores amrcido butandicoe a fonte de
carbono, em que ocorre a metabolizacdo do agucar disponivel e o acimulo do P(3HB)
no citoplasma da célula; (ii) extracdo do polimero, o P(3HB) é removido e purificado
por meio de processos convencionais como centrifugacafiit@gdo com solventes
adequados até a obtencdo do produto final sélido e seco (BRUNEL,. 20i08)
esquema do processo geral esta ilustrado no fluxogabairo(Figura 3).

Figura 3i Fluxograma do processo producéo do PHB.
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Fonte: PHB Industrial, 2018.

O custo de producéo para obtencdo do P(3HB) ainda é relativamente alto para o
setor industrial. Segundo estudos feitos sobre o levantamento do cenario econémico
para cada capacidade produtiva E(HB) no Brasil com dois precos liquidos, o
produto chegaria a custar 9,00 R$/kgmicio do ciclo de vida do produto e 4,50 R$/kg
sendo esse o0 preco de mercado baseado nos produtos derivados de petroleo (RAICHER,
2011). Uma alternativa para viabilizar sua producdo é o aumento da eficiéncia no
processoprodutivo fazendo com que o preco do PHA diminua gradativamedsie
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exemplo mostrado na Tabelada empresa PHB Industrial S/A, que comercializava o
P(3HB) no ano de 2003 a 12,5 a 15 US$Acpnseguiu eduzir esse valor em 2010
para3,l a 3,7 US$/Kg de polimero (POSARAal, 2011).

Tabela 2 Produtores industriais de P(3HB)

Nome do Producéao

produto Empresa Fonte de carbono| Valor (US$/kg) (ton/ano)
Biomer®: Biotechnology Co.,

[P(3HB)] Alemanha. Sacarose 3,756,25 (2010) 100 (2010)
Biocycle®: PHB Industrial S/A, | Canade-acUcar ou] 12,515(2003)

[P(3HB)] Brasil sacarose | 3,123,75 (2010) | 3060000 (2010)
Biogreen®: Mitsubishi GAS

(P(3HB)] Quimica, Japao Metanol 2,75 (2010) 10000 (2010)
MirelTM: Metabolix, Telles,

[P(3HB)] EUA Sacarose 2,13 (2010) 50000 (2010)

Fonte Adaptado, Posadat al, 2011

De acordo com Takahashi (2012), os fatores que geralmente inviabilizam
economicamente o0s biopolimeros de origem microbiolégica, sao: (i) a sua
produtividade; (ii) acumulo total de PHA nas células; (iii) a tecnologia aplicada; (iv) a
planta de producéo; (v) o processo de extracao/recuperacao/purificacdo e as fontes de
substrato e de nutrientes.

Por estes motivos, estudos para o melhoramento daredatividade se fazem
necessarios, como: a selecdo de microrganismos e plantas eficientes na conversédo de
substratos complexos (residuos agroindustriais, sucroalcooleiros, entre outros) em
polimeros; desenvolvimento de técniakes extracdo/recuperacdo imaficientes e o
desenvolvimento de processos que explorem o potencial dos microrganismos
produtores. O meio de cultivo € o que mais contrilpara os elevados valores na
sintese do PHA, no qualfante de carbono representa aproximadamente cerca de 50 %
dos custos de produc@bAKAHASHI, 2012).

3.1.3 Aplicagoes
Destacarrse em duas principais areas, embalagens e em aplicacbes meédicas

como, por exemplo, néabricacdo de microcapsulas e de pinos ortopédicos que séo

degradados pelo nosso organisforém ha reveses que limitam a comercializacédo dos
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PHAs, que sdo: sua fragilidade,seu custo de producdo elevado comparado aos
polimeros provenientes do petrglemna lenta taxa de cristalizacabaixa estabilidade
térmica.Porem estagpropriedadesndesejaveipodem ser parcialmente superadas pela
adicdo deaditivos ou pela misturacom outros polimerosEntretant¢p apresenta
potencial na producdo de itens de uso descartaveis fibmes plasticos e fraldas
utilidades domeésticas, eletrodomésticagjultura e estabilizacdo do solo (aplicacao
de fertilizantes), adesivos, tintas e revestimentos (BRiT&).,2011).

3.2 Microrganismos produtores

Segundo Locatelli (2012), mais de 250 espécies de microrganismospsaes
de acumular PHAs. Entrelas podemos citarAzotobacter beijerinckiiBurkholderia
cepacia Cholorogloea fritschii Rhodospirillum rubrum, Chromatium okeng
Cupriavidus necator.

Mesmo existindo inidmeros microrganismos produtores destes poliésteres,
apenas o0s que acumulam maisge 0 % de polimero por massa seca celular sao
competentes para serem utilizados industrialmente (LENZ & MARCHESSAULT,
2005). Portanto, devee levar em consideracdo o crescimento destes microrganismos
em fontes de carbono de baixo custo para utilizacadessmla industriaé o nivel de
seguranca do microrganismo entre outros fatores que viabilizam o processo de producéo
(LOCATELLI, 2012).

A reducdode custo no mercadpermite que os PHAsse tornem realmente
competitivosna substituicdo aopolimeros convencionais. Apesar da existéncia de
bactérias que sdo reconhecidas como potenciais produtoras destes poliésteres, o uso de
novas cepas como B.megaterium capazes de utilizar residuos industriais para o
aumento da producédo e alto acumulo de PHA, dimdo custos, assumem uma grande

importancia e esnulo para futuros estudos.

3.2.1Bacillus megaterium

B. megateriumé uma bactéria com forma de bastonete ou haste,- gram
positiva, encontrada normalmente no solo e formadora de esporos, ou sejapisso

qgquando estdo em ambientes que ameacam a sua sobrevivéncia, com escassez de
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nutrientes para que crescam e se reproduPameste motivo sdo resistentes e tem a
capacidade de sobreviver em varias condi¢cfes de eqivéd’¥, 2007).

Com a descobertda presenca de esporos neste tipo de bactéria, De Bary
originalmente a nomeou em 1884Rlanegateriun{do latim animal grandejlevido ao
seu tamanho (com , 5 por 4 & m) emeemcido &schergichiantalii o r
(MOURA, 2002).Em 1925, Maurice Lemoigne um microbiologista francés, identificou
o poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB) enB. megateriuntomo uma importante fonte de
carbono e energia (LEMOIGNE; LEDEL; CROSON. 1950

O diferencial no uso dB. megateriunem relagcdo a outros microrganismos é a
producédo de P(3HB) sem limitagcdes de nitrogénio (LUVIZETTO, 2007). Apresentou
bom crescimento e rendimergon mais de 62 fontes de carbono diferentes, incluindo
todo ciclo de &cido tricarboxilicalez intermediariostornandese um organismo ideal
para a industria por mais de 50 a(dARY et al, 2007).

Esta bactéria produz um numero de enzimas CUteis, tais como amilases e
proteases. Poser ndo patdgena nao produzir endotoxinas € muito utilizada na
producdo de alimdos e produtos farmacéuticoSntre seus produtos e compostos
economicamente importantes, estdo proteinas como a peradiiage que € utilizada
na sintese de novos antibioti@@ARY et al.2007).

Por apresentar um bom desempenho de crescimentoferantks fontes de
carbono, pelo seu metabolismo relativamente simples e ampla aplicacdo no setor

industrial, oB. megateriumfoi o0 microrganismo escolhido para o estudo.

3.2.2 Cultivo de células em processos fermentativos

Considerase o cultivo celular em batelada um sistema fechado, ou seja, que

nao ha ocorréncia de fluxos de entrada ou saida do reator, pois o volume preparado de
meio liquido (composto pelos nutrientes necessarios para o cultivo) é fixo. Os inéculos
conterdo uma porcdo de microrganismos-petabelecida séo transferidos, adapsam
ao meio nutritivo e, em seguida, crescem e se replicam gradualhéxtAFPOUR,
2007) Na medida emque ha a multiplicacdo celular, os nutrientes sdo esgotados e
produtos finaissdo formados. Normalmente o crescimento de microrganismos é
determinado por gravimetria e densidade oOptica das céNWaBAFPOUR, 2007)

A curva de crescimento dos microrganismos possui quatro fases, como mostra

a Figura 4: i) na faskag os microrganismos ndo mostram um aumento significativo de
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nimero em determinacdes massicas. E a fase de adaptacdo dos microrganismos ao
meio; ii) A fase em que 0s microrganismos encontram uma quantidade superior de
nutrientes disponivel no meio (suprinds suas necessidades metabdlicas) € a de
crescimento exponencial; iii) A diminuicdo da velocidade de crescimento dos
microrganismos ocorre na fase estacionaria ou de laténcia, atingindo uma fase que
equipara o numero de novas células com o nimero de oeddiar. O motivo dessa

fase de retardamento no crescimento pode ser devido ao choque ao meio quando nao ha
periodo de aclimatacdo, acumulo de metabdlitos toxicos, o esgotamento de nutrientes e
até mesmo de £e iv) quando a quantidade de microrganismas ou@rre € maior a
quantidade de microrganismos que se replicam deneseimaorte ou declinio celular
(NAJAFPOUR, 2007; TORTORAL al, 2012)

Figura 4i Curva tipica de crescimento de microrganismos.
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3.3 Fontes decarbono

Nesta secédo serdo abordadsafontes de carbono utilizadas no presente trabalho

para a producao do P(3HB)
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3.3.1 Glicerol residual

O glicerol (ou 1,2,3ropanotriol) € um compostie funcdoorgani@ alcool e
possuitrés hidroxilas em sua estrutura. O glicerol é o principal subproduto decorrente
da producdo de biodiesdburante o processo de transesterificacdo na producédo de
biodiesel sao formados ésteres metilicos, acidos graxos e glicerol (MOAIA20009;

QUISFE et al., 2013). O glicerol residual corresponde a 10 % do volume total de
biodiesel produzido, ou seja, para cada trés mols de ésteres metilicos é gerado um mol
de glicerol (MOTAEet al.,2009).A reacéo de transesterificacdo pode ser observada na
Figura 5

Figura 51 Producé&o do biodiesel a partir da reacéo de transesterificacao.
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*O catalisador utilizado na reagéo pode variar. Adaptado: ktath, 2009.

O Brasil é o segundo maior produtor de glicerol residual de biodiesel do mundo,
em 2017 produziu 4,3 milhdes dé de biodiesel, resultandem cerca de 374,5 mil n
de glicerol residual (ANP, 2017). A Regido Sul, com uma producéo de 1,8 milhdo de
m®, destacase nacionalmee como a segunda maior regifmdutora de biodiesel,
sendo esponsavel por 41,1% do total nacio®a5% a mais quaeo ano de2016 (ANP,
2017).

Apesar de ser um composto com ampla empregabilidade no setor indastrial
disponibilidade de glicerol é superiademanda exigida, evidenciando o desequilibrio
de mercadoContudo,novos estudos mostram que o glicerol residual contém elementos
nutricionais importantes como o fésforo, magnésio, calcio e nitrogénio, que servem
como fonte nutritiva para microrganismgsmdendoassim, ser uma fonte organica
alternativa e importantem processos fermentativgdRRUDA et al, 2007). O
emprego de materiais como o glicerol residual no lugar de fontes de carbono puras
como a glicose se torna uma opg¢do bastante viavel, umguwezontribuipara a

reducao de custa® processo de fermentacao para obtencao de P(3HB)
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3.3.2 Casca de arroz

A producdo mundial de arro©fyza sativa & de aproximadamente 606 milhdes
de toneladas por ano. O Brasil destaeantre os dez maiorpsodutores, participando
desta suma com 13.140.900 toneladas por ano, aproximadamente 2,17 % da producéo
mundial. Entre as unidades federativas, o Rio Grande do Sul € o maior produtor de arroz
em @sca, contribuindo com 8.474.3@eladasconforme datadoo relatério anual de
safra (IRGA, 2018

Segundo Folletoet al (2005), a casca do arroz € o subproduto de maior
guantidade no processo de beneficiamento deste c@masentando cerca de 20 % da
massa do arroz em caseaontabilizando no mundo cerda 80 milhdes de toneladas
por ano. A casca de arroz é constituida por celulose, lignina e residuos inorganicos. Nos
residuos estdo contidos em média de 95 a 98 % em peso de ailicseja,
aproximadamente 13 a 29 % do tatakte materigPOUEY, 2006).

Estudostém sidofeitoscom o intuitode viabilizar a utilizagdda casca de arrpz
como por exemplosua utilizacdo para substituir a madeira na producédo energética
sendo esta@onsiderada uma boa alternativa devido ao seu elevado poder calorifico de
33% kcal/kg (COELHCet al, 2002).

A casca de arroz é considerada um residuo abundante no territério nawamal,
mesmo com seu baixo custadisponibilidade, aindapresenta pouca aplicabilidade no
setor industrial. Além disso, ndo ha relatos de estudeautjlizam esta matérarima
como substrato na producdo fermentativa ddmmegaterium Neste contexto, no
presente trabalho @asca de arroz na sua forma hidrolisada foi utilizada como fonte de

carbono para a producéo do P(3HB).

3.4 Técnicas deextracao e caracterizacao de polimeros

Neste topico serdo abordadasgécnicas de extracdo e caracterizagéo de polimeros
realizadaso presente trabalho

3.4.1 Métodos quimicos de extracao

Existem inUmeras técnicas para a extracao intracelular de @4$Anétodosle
extragcdo com agentegiimicos podem ser divididos em dois grandes grugdsacao

comagenteguimicossolventes e agentesiimicosdigestores.
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3.4.1.1 Agenteguimicossolvents

Segundo Ramsast al., 006), a extracdo dé¥HA geralmente é realizada por
solventessendo que utilizacéo de hidrocarbonetbalogenados como o cloroformi@
uma dastécnica mais comum Contudo,o0 PHA, é sollvel emdiversossolventes
tornandoa extracdamma técnica&conomicamente viavel e menos téxica.

A extrac@o por solventes organicos é a mais utilizaldan da simplicidade do
método,gerapolimeros com elevado grau de pureza e diminuta reducdo de massa molar
(KUNASUNDARI etal.,2011).

Denominase solvente a substana@apaz de dissolver o soluto formando uma
solugéo do soluto no solvente (MANTELLAT& al.,2008). Neste caso a solubilizacao
de polimerospor solventes ocorrera quando as interacdes entre o solvemtelieneo
foremmaioresgue a interacéo entoepolimerepolimero(GALEGO et al.,2000).

O solvente altera a permeabilidade da membrana cetulde em um primeiro
estagio o polimero sélido em contato com o solvente tende a inchar, por meio da
difusdo dagnoléculas do solventgara dentro da massa polimérica, formando um gel
inchado. No segundo estagio ocorre a desintegracdo do gel, onde uma solucao
verdadeira do polimero é formada, caracterizando a real solubilizy#mdo
solubilizadoé separado da mai# orgénica e obtido ap&@s evaporacao do solvente
(CANEVAROLO, 2002).

Os solventes mais utilizados para a obtencdo do P(3HB) séo: cloroférmio,
acetona, metil isobutil cetona, cloreto de metileno, carbonato de propileno, acetato de
etila e alcool isoamto (MANTELLATO et al.,2008;IBRAHIM et al.,2009).

3.4.1.2 Agenteguimicosdigestores

S&o chamados de agentes digestores os compostos que solubilizam o material
nao PHA, ou seja, a biomassa residual. A técnica de digestdo da matéria organica com
hipoclorito de soédio foi desenvolvida por Willianson e Wilkinson, em 1958
(WEATHERRBURN, 1967) De acordo com esse método, trés fases se forraam:
primeira fase € composta por cloroféormio e P(3HB), a segunda fase é de matéria
organica residual (material ndo P(3HB)) e a terceira fase é composta apenas pelo

hipoclorito de sodio. A recuperacéo do polimero é feita por precipitacdo em solvente e
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filtracdo. ApOs estes procedimentos obsawajue a degradacdo do biopolimero pode
ser reduzida

De acordo com Hahret al. (1995) utilizando o hipoclorito de soédio em
diferentes concentracbes e uma mistura de proporcdo 1:1 contendo cloroférmio e
hipoclorito de sddio, obtevee uma massa molar médin (de 770 kDa para a mistura
e somente com o hipoclorito com uma concentralgil2 % obtevee uma) de 350
kDa.

Tabela 3 Métodos extrativos com os solventes utilizados no experimento

Impacto na
. Tempo de Escala .
Método Pureza Extracio Custo industrial | Rendimento | Massa Molar
Cloroférmio alto médio Alto nao Alto Baixo
Hipoclorito:Cloroférmio alto médio maelg;()/ nao Alto Baixo
Hipoclorito medio/ médio Médio nao medio/ medio/
alto alto alto

Fonte: Posadat al, 2011; Mantellat@t al.,, 2008

3.4.2Espectrosopia no nfravermelhacom ransformada de Fouri€fTIR)

A espectroscopia € o0 estudo da intécaga radiacdo eletromagnética com a
matéria, especificando a medida da intensidade de absorcdo e emissdo de radiacao
eletromagnética, sendo uma importante ferramenta para conhecermos o0s niveis de
energia de @mos ou moléculadV/ARIN, 2013). Esses niveis de energia podem ser
evidenciados pelas suas transicGes vibracionais difetentes por¢cdes do espectro de
radiacdo eletromagnética sdo absorvidos em diferentes graus dependendo da estrutura
molecular da amost As medidas de absorcdo podem ser interpretadas em termos de
estrutura molecular (GARCIA, 2006).

O espectro no infravermelho é obtido pela passagem da radiacdo infravermelho
através de uma amostra de substancia. Os sinais obtidos sdo chambaodadede
absorcdo e podem ser vistas em nimeros de ondas de 4000 a 60@uem
correspondem as vibragdes de deformacdes das moléculas orgéanicas. A interpretacao
deste espectro permite verificar a presenca dos grupos funcionais presentes nas
moléculas.Um dos métodos mais utilizados é o espectro de absor¢do no infravermelho

por Transformada de Fourier devidoapidez com que é feitaamalise A sensibilidade
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destatécnicaé muito melhor pois todas as frequéncias sdo medidas simultaneamente.
Este métodopode ser aplicado em andlises qualitativas e quantitativas de sélidos,
liguidos ou gases. Existem algumas vantagens no uso desse método, como: a utilizagao
de quantidades minimas de analito por amostragem e em alguns casos a amostra nao é
destruida no emso podendo ser recuperada apds a medida do espectro (CATONI,
2011).

A técnica capta tanto deformacdes axiais quanto angulares das moléculas,
contudo, como mais energia é envolvida nas deformacfes axiais estas sdo as mais
utilizadas para a determinacéosdgos de ligacdes presentes na moleq@ATONI,

2011). Na Tabela éstédo descritaas bandasgle absorcacaracteristicas para o P(3HB)
no infravermelho @a Figura 6 apresentado espectro esse polimero

Tabela 4 Bandas caracteristicas aspectro de infravermelho para o P(3HB).

Atribuicéo das bandas P(3HB) (cm)

Deformacédo axial da ligagcdo C = O 17351 1721
Deformacéo axial da ligacéoiCC 978

Estiramento da liga¢éo iCH 2972i 2850

Estiramento assimétrico e simétrico do grupo @i C 1272 e 1058
Deformacéo angular simétrica no plano dos grupog CH 1380

Fonte Barudet al (2011)

Figura 6i Espectra~TIR do PHB.
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Fonte:Paulaet al.,2013
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3.4.3 Analisstérmicas

Tratase de um conjunto de técnicas que permite a medi¢cdo de uma propriedade
fisica de uma substancia em funcdo da temperatDentre as técnicas,mu método
bastante utilizado para na caracterizacdo do P(3HR) aalorimetria exploratoria
diferencial (DSC) que mede a diferenca de energia necessaria a substancia e a um
material de referéncia, enquanto ambos sdo submetidos a uma variacdo controlada de
temperatura. Através do DSC é possivel ver eventos térmicos que podem ser
basicamente transicbes de primeira e de segunda or8remplos de eventos
observados sdotamperatura de transicdo vitrég)( atemperatura de fuséo cristalina
(Tm), a temperaturale cristalizacao (J, oxidacéo, cinética de reacdo e estabilidade

térmica.

3.4.3.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Através da técnica de DS(o inglésDifferential Scanning Calorimetjyé
possivel determindransicdes derpneira ordem que apresentam variacdes de entalpia
i endotérmica ou exotérmica e ddo origem a formacdo de picos, bem como as
transicbes de segunda ordem, que sdo caracterizadas pela variacdo na capacidade
calorifica do material e causam apenas um deslect na linha de bag&ARCIA,
2006). Neste método a amostrauena referéncia(geralmente o cadinho vazigfo
submetidas a um programa de aquecimento contraadadiferenca de temperatura
entre ambaé monitorada em fungéo da temperatura ou do t€@BR&RCIA, 2006).

Para os polimeros, os principais eventos analisadosad@mperatura de transicao
vitrea (Tg), atemperatura de fuséo cristaling,j e atemperatura de cristalizacaoc).T
A técnica também é utilizada no estudo de blendas e pesndtar a influéncia de
aditivos nas propriedades dos polimg@ATONI, 2011).

O PHB possui umdy de aproximadamente 5 °C g, Tde 175 °Cou seja,
precisa ser processado acima de 180 °C. Esses biopolimeros possudensidsade na
fase cristalina de 230 g.cnT e na fase amorfa de 1.177 g EMACHADO et al,
2010) A T4 é associada a regido amorfa do polimero representando a temperatura na
qual se restringe a mobilidade das cadeasnéricaspelas coesdes intermoleculares.

Quando a temperaturastd acima da ¢] as cadeias poliméricaadquirem

mobilidade para iniciar a cristalizagdo. Abaixo dga d polimero ndo obtém energia
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suficiente para permitir o deslocamento de uma cadeia em relacdo a outra e o material
tornase rigido. Logo, polimeros et#éoméricos geralmente possuem @abaixo da
temperaturambiente (CANEVAROLO, 2002; SOUZ&t al, 2004).A Figura 7, ilustra

as curvas de DSC de P(3HB) e depmimeroP(3HB-co-3HV) extraidos da bactéri

cereus.

Figura 7i Curvas de DSC de P(3HB)R{3HB-co-3HV).
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Fonte:Rituparna Dagt al.2018.
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4 METODOLOGIA

O cultivo e biossintese do P(3HB) foram realizados Laboratorio de
Biotecnologiada Universidade Estadual do Rio Grande do Sul (UER@$hidadem
Novo Hamburgce nolnstituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal do Rio Grande do SUCTA/UFRGS. As analises cromatograficas foram
realizadas nd_aboratorio Bioteclab déCTA/UFRGS As técnicas de FTIR e DSC
foram realizads no Laboratorio Multiusuario de Analises Térmicde Instituto de
Quimica da Universidade Federal do Rio Grande dolWAT/ UFRGS). Avaliouse
a producédo de P(3HB) pela bactéBiamegateriunem hidrolisado de casca de arroz,
glicerol residual e meimineral suplementado com glico$2s ensaios foram feitos em
estufa rotatoria e realizados em triplicataFigura 8 apresenta o fluxograma geral do

procedimento experimental.

Figura 8i Fluxograma das etapas desenvolvidas experimentalmente

‘ Preparo do meio de cultive para oindculo ‘

\L PREPARO DA BIOMASSA
,l
B. megaterinm ——— = / =Y I
Va )

Centrifugacio

Pré-indculo Cultivo
(18 horas) (72 horas)

[ ] —{ (oo ] —
Fasze Solovel Biomassa
com P(3HB) + Solvente

J

Fonte: Autora, 2019

4.1 Microrganismo e inéculo

Foi utilizada neste trabalho a bactd@amegateriunDSMZ 32 (Figura 9 As
cepas foram cedidgmlo Prof. Dr. Marco Antbnio Zachia Ayubtegrante ddnstituto
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de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(ICTA/UFRGS)

Figura 91 B. megateriumgepa DSMZ 32(a) cultivoou manutencado das células

em placee (b) microscopia do teste de Gram realizado antes das fermentacdes

Fonte: Autora, 2019

A reativacao de seu cultivo foi feita em erlenmeyer de 100 mL em incubadora
shakerrefrigeradacom agitacdo orbita{Solab, modelo SLk223) a 180 rpme 30 °C
utilizando o meio de cultivo liquido Luaria Bertani (LB) composto gatrato de
levedura (20 g.1), triptona (10 g.[*) e cloreto de sédio (10 g, suplementado de
20 g.L* de glicose e 2 g:t.de sulfato de aménia. O cultivo do préculo foi realizado
durante 18 horas, sendo este 0 tempo necessario para que a concentracdo celular atinja a
densidade 6tica (DO) dg000 lida em comprimento de onda de 600 nm.

A concentracdo celular, dada pelendidade Optica dos cultivos liquidos, foi
medida em espectrofotbmetro WXisivel (Perkin Elmer modelo Lambda 265
utilizando agua destilada como branco. Foi fatdiluicdo das células cultivadas com
solucao salina estéril até aproximadamente 0,100st@zancia.

Apos este periodo, 10 % em volume do-ip@eulo foram transferidos para os
frascos erlenmeyers de 250 mL conteradomeios de cultivo qu seja,10 mL de
in6culopara 90 mL de meio de cultiva)serem estudados e suplementados com o meio
de cultivo mineral proposto por Wang e Lee (1997) apud Faccin 2009, detalhado nas
tabelas 5 e 6 abaixo sendo o pH do meio ajusta® com hidroxido de sédio.



37

Tabela 5 Composi¢cao do meio mineral.

Componente Concentracao
MgSQ,.7H,0 0,008 g.I*
Na,HPO, 3,6 9.l
KH,PO, 1,5¢g.L"
FeSQ.7H,0 0,05 g.I*
CaCh.2H,0 0,01 g.I*
Acido citrico 0,1g¢.l*
Solugéo de micronutrientes 1mLL?

Fonte: Wange Lee, 1997 apud Faccin, 2009

Tabela 6 Composicéo da solugdo decronutrientes.

Componente Concentracao
HsBO; 300 mg.L*
CoCh.6H,0 200 mg.L*
ZnSQ,.7H,0 30 mg.L*
MnCl,.4H,0 30 mg.L*
(NH4)sM070,4.4H,0 30 mg.L*
NiSO,.7H,0 30 mg.L*
CuSQ.5H,0 10 mg.L!

Fonte: Wang éee, 1997 apud Faccin, 2009

As fontes de carbono utilizadas como substrato foram o hidrolisado de casca de
arroz, glicerol residual e a glicose (como meio padrao). O meio de cultivo da bActéria
megateriumfoi baseado no trabalho de Faca&h al (2009), onde o acumulo de

biopolimero obtido foi de 70 % em relacdo a biomassa seca.
4.2 Fontes de Carbono

As fontes de carbono utilizadas como substrato para a realizacdo deste trabalho
foram cedidas pelinstituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal do Rio Grande do SUICTA/UFRGS) O glicerol residual e o HCA cedidos sao
residus geradogle pesquisasalizadas no instituto

4.2.1 Glicerol residual

Utilizou-seuma quantia dé5 g.L* de glicerol residual como fonte de carbono
para suplementacéo do meio mingtabelass e 6) e 2 g.I'* de sulfato de aménia como



38

fonte de nitrogénioPara ser utilizado no cultivo foi autoclavado durante 15 min a 1,0
atm para evitarqualquer tipo de contaminacédo externa (RO&S&4I., 2012). Foram
realizadas trés bateladas utilizando o glicerol residual como fonte de carborno.

4.2.2 Hidrolisado da casca de arroz

Para tornar possivel a utilizacdo desta fonte de carbon@petegateriumfoi
necessari@arealizacdo de um processo de hidrélise para a quebra do amido em glicose.
A hidrolise foi baseada no estudo realizado por Hickert (2014). A preparacdo do
hidrolisado de casca de arroz foi feita em erlenmeyer, onde foram adicionados 100 g de
cascas de arroz e 1 L de solucéo 1 % (volume) de acido sulfarico. Apos ser submetido a
tratamento em autoclave, o hidrolisado foi resfriado em banho de gelo e filtrado. Assim
€ obtida a porcao liquida (hidrolisado éacido) que foi concentrada duas vezes em
rotaevaporador a 70 °C e o seu pH ajustado a 7,0 com hidroxido de sodio.

Em seguida, o hidrolisado de casca de arroz foi centrifugado e suplementado de
meio mineral (tabela$ e6) e 2 g.I'! de sulfato de aménia como fonte de nitrogénio
Para ser utilizado no cultivo o meio foi autoclavadoante30 min a 0,5 atne a 60 min
a 0,5 atmpara prevenicontaminacao externa e formacédo de substancias toxicas que
possam inviabilizar o cultivd-oram realizadas trés bateladas utilizandddvolisado

de casca de arra@omo fonte de carborno.

4.2.3 Glicose

O meio para o ensaio padrdo fealizadocontendo 20 g.I: de Dextrose anidra
P. A (marca Dinamica, lote 908063onsideradaima fonte de carbono pura e simples
de ser metabolizada pela bactgeauplementado com meio minefahbelass e 6)e 2
g.L* de sulfato de aménia como fonte de nitrogéftara ser utilizado no cultivo o
meio foi autoclavado durante 15 min a 1,0 afforam realizadas trés bateladas

utilizando a glicose como fonte de carborno.

4.3 Amostragem

Os ensaios foramealizadosem frascos de erlenmeyers de 250 mL contendo

100 mL de meio de cultivo (constituido de 10 % idoculo deste volume), em
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incubadorashakerrefrigeradacom agitacéo orbitglSolabmodelo Si-223) a 180 rpme
30 °C. Para as amostras contendo como fonte de carbono glicose e glicerol residual,
foram retiradas amostra® inicio (hora zerd de introducdo danoculo, emcapelade
fluxo laminarnos intervalos de tempo de 12, 24, 48, 60 e 72 horas uma aliquota foi
coletada até que se verificasse por meio das medidas de densidadéerdticadafase
estacionaria. Foi retirado 5 mL em triplicata de cadasdragem para a realizacdo das
andlises de crescimento microbiano e consumo do substrato (espectroscopia,
gravimetria e HPLC).

Ao corrigir o pH do hidrolisado acido da casca de arroz, a tonalidade do liquido
que era marrom claro passa a ser marrom eseuwtevido a este fato foi inviavel a
utilizacdo da leitura em espectrofotometro. Portanto, para as amostras contendo como
fonte de carbono o hidrolisado de casca de arroz, foi necessario a reproducéo da técnica
de diluicdo seriada até a diluicidc“dndeas aliquotas foram plaqueadas em duplicata
utilizando o meio LB sdlido. Entdo, as amostras foram retiradasicio (hora zerd de
introducdo do indculo, em fluxo laminar nos intervalos de tempo de 12, 24, 48, 60 e 72
horas uma aliquota foi coletaddaéaque se verificasse por meio de UFC/mL o
crescimento bacteriano. Retirgse 5 mL de cada amostragem para a realizacdo das

analises de crescimento microbiano e consumo do substrato.

4.4 Métodos analiticos

A secdo seguinte apresenta os métoatualiticos empregados neste trabalho
para determinacdo de biomassa, determinacdo do P(3HB), determinacdo dos acucares,

extracdo e caracterizacdo do P(3HB).

4.4.1 Determinagao de biomassa

O crescimento microbiano foi acompanhado através do método toélidio a
600 nmcom oespectrofotometro UWisivel (Perkin ElImer modelo Lambda 266 a
determinacao da biomassa total foi realizada por gravinuetniaestufa de secagesi-(
100) e balanga analiticaShimadzu modelcAUX220;. Esta ultimautilizada como
meétodo de quantificacdo para mensurar o crescimento microbiano durante o Asltivo
amostras contendo 3 mL foram coletadas dos cultivos e centrifugadas a 3300 rpm

durante 30 minutggom centrifuggNovatecnica modeldlT810), lavadas e colocadas
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emestufaa 75 °C até atingirerpesoconstante. O valor da biomassa total corresponde a
massa medida menos a massa do frasco vazio considerando somente colelize.
Para melhor elucidar a quantificagdo de biomassa o coeficiente de rendimento
biomassa relativo ao substraos) e a produtividade volumétrica deste processo
fermentativoem relacdo a maior concentracdo de biom#&&sn foram calculados.
Segundo Doran (1995) o rendiment® biomassde um cultivo fermentativo, defirse
como a quantidade de biomassa obtida para um determinado substrato. O valor da
guantidade de biomassa obtida por unidade de massa de substrato comsareid
crescimento foi calculado pelm,, ondeX; é a concentragéo final de biomassa,aX
concentracao inicial,(Sa concentracéo inicial de substrato;@ $oncentragao final de
substrato do processo fermentativdh a Q € uma medida que evidencia a
produtividade como a velocidade média de crescimeatme Xm é a maior
concentracdo de biomassa seca obtida no coltigoo volume em litrog t € o temo

final dafermentagcéoSao calculadagpelas seguintes equacdes:

r —_— Equacéo 1

1 —_ Equacéo 2

4.4.2 Determinacgado de aglcares e consumo de substrato

A caracterizacdo das amostras do hidrolisado de casca de arroz e do glicerol
residualforam feitas determinando as concentracées dos acucareSrporatografia
Liquida de Alta Performance (CLAEApés a centfugacdq o sobrenadante de cada
amostra do processo de gravimetria foi coletado e conservado em freezer até a analise
cromatografica. O sobrenadante foi descongelado e diluido na propor¢édo 1:10 com agua
destilada.

A solucéo diluida foi filtrada em membrana de acetato de celulose 0,20 pm
(marca Sartorius) para remocao de biomassa e posterior analise de substrato por CLAE,
em equipamento utilizado da marca Shimadzu, detector de indice de refragdo (RID),
coluna 87 H emforno 45°C, eluente &cido sulfarico 0,05 mdl.le fluxo de
0,6 mL.mirn*. A curva de calibracdo padréo foi feita com glicose (fonte de carbono

padréo).
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4.4.3. Extracdo e caracterizacédo do P(3HB)

Para fins comparativoro processo de extracadilizou-se o cloroformip o
hipoclorito de sodio (126, PROCY9 industria, Lote: 190500@ uma mistura 1:1
contendo cloroférmio e hipoclorito de séd® processo foi realizad®m 37°C,por uma
hora utilizando um volume @& 20 mL de solvente 0,2 g de biomassa seca.
Posteriormente foi feita a centrifugac&®300 rpm por 30 minutosg o polimero
recuperado com solvengeseco enestufa a 40 °C (adaptao de Hahnet al), (1995.
Apos secpo P(3HB) foi caracterizado por espectroscopiatusrcéo no infravermelho
(Espectrofotdmetrd=TIR Nicolet 6700 no modo transmissdo de 4000 a 400*cm
Todos os espectros foram obtidos com um total de 64 varredwrasnalises de DSC
foram realizadas utilizando o equipamento TA Instruments B®GeloDSCQ2000
em atmosfera de nitrogénio com um fluxo de 50 mL*miks amostras foram
submetidas a dois ciclos de aquecimento/resfriamento com taxa der20:t@ faixa
de temperatura entr80 a 180 °CA Ty, T € T foram obtics a partir do segundo
ciclo de aguecimento e Tc do primeiro ciclo de resfriamento

A percentagem de P(3HB) acumulado na célula é calculada com o valor obtido em
gramas de polimero de cada extracéo e células (@taistilizadas neste processm
gramagFACCIN et al, 2009. Conforme a equacdd

p —® nmn Equacéo 3

4.5 Andlise matematica de dados

Os dadoexperimentaigoram analisadoautilizandose o software grafico para
andlise de dados e estatisti@riginPrd® 9, versdo 90E, Copyright1991 - 2013
OriginLab Corporation



42

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secado serdo apresentadssltados obtidos nos experimentos realizados

5.1Determinagao de biomassa

Este topicaapresenta oresultadosexperimentais @s dadosbtidos a partida
determinagdo de biomassa dos cultjvaslizando como fonte de carbono glicose,
glicerol residual e hidrolisado de casca de arroz

5.1.1 Cultivos com glicose e glicerol residual

Para base dos calculess medidas necessarias para o cul§&o: Densidade
Optica (DO), concentracbes de sulbistra de biomassa secBstas medas foram
registradas nos tempos de 0, 12, 24, 48, 60 e 72 hhnamnte o decorrer do
experimento. Estes dados experimentais estéo dispostbalyelas 7 e 8.

Os cultivosem bateladaforam realizados em triplicata. Nos ensaitiizando
glicose de acordo com os dados obtidasconcentra@o de susbtrato inicial era de
aproximadament&08 g.L™, 13g.L™ e 8,5g.L"" de glicose J4 0s ensaios realizados com
glicerol residual a concentracdo de substrato inicial era de aproximadamentg.153,18
52,45g.L™" e 42,74g.L™. Emboraos meics de cultivo tenhm sido preparadocom 20
g.L™" de glicosee 65g.L™ de glicerol residualas concentracdes iniciais de substrato
indicadas pelLAE (ANEXO 1) ndoalcancaram estes valoréssose dee asfontes
de carbono ndapresentarermma pureza elevada e também levaadoconsideracao
quepossivelmente houvdecomposicao ou inversao dolcampresente no meidurante
0 processo de esterilizacao

Através dos graficos mostrados Figura 1Q € possivel verificar o amulo de
biomassa, o crescimento celular e o consumo de substratB.pe&gateriumao longo
do tempo Os gréaficos representativos dos dados de cultiyd), (B) e (C)
correspondem aos resultados obtidos nos diferentes cultivos com glicose, enquanto os
gréficos (A9, (B9 e (@, correspondem aos resultados obtidos nos diferentes cultivos

com glicerolresidualcomo fonte de carbono.
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Batelada 1 Batelada 2 Batelada 3
DO do in6culo 0,1061 DO do in6cula 0,1007 DO do in6culo: 0,1007
Tempo DO Concentracdo de| Biomassa | Tempo DO Concentracdo de| Biomassa | Tempo DO Concentragdo de| Biomassa
(h) (abs) | substrato (g.L") | seca (g.I%) (h) (abs) | substrato (g.L") | seca (g.[} (h) (abs) | substrato (g.LY) | seca (g.I%)
0 0,1090 10,7800 0,5778 0 0,0692 12,9533 0,9000 0 0,0696 8,5033 0,0778
12 9,2123 9,7100 2,3889 12 9,6131 8,5666 2,5222 12 9,5492 8,0166 1,8111
24 15,9011 8,8033 2,9000 24 16,5637 8,2033 3,1222 24 15,8281 6,5833 2,7333
48 17,9576 7,2433 3,8556 48 18,5877 6,5266 4,5556 48 18,5305 5,8733 2,8889
60 17,1137 6,1933 4,2500 60 16,4856 5,5966 4,0778 60 18,4151 4,3600 2,9111
72 16,0491 5,0166 4,2333 72 14,2993 2,1566 4,3000 72 14,5777 3,0800 3,1111

Fonte: Autora, 2019.



Tabela8 1 Dados referentes aos cultivos utilizando como fonte de carbono o glicerol residual.
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Batelada 1 Batelada 2 Batelada3
DO doinéculo 0,10786 DO doinécula 0,10786 DO doinécula 0,11610
Tempo DO Concentragdo de| Biomassa | Tempo DO Concentracdo de| Biomassa | Tempo DO Concentracdo de| Biomassa
(h) (abs) | substrato (g.L'") | seca (g.I") (h) (abs) | substrato (g.LY) | seca (g.[") (h) (abs) | substrato (g.LY) | seca (g.I!)
0 0,0738 53,1833 0,4667 0 0,0907 52,4500 1,1556 0 0,0806 42,7400 0,9778
12 4,77 42,7100 1,8556 12 | 31431 36,8533 2,2778 12 | 33317 41,0066 2,0222
24 7,1588 36,5466 2,5222 24 6,9366 29,3766 2,7111 24 7,3372 34,8300 2,6222
48 15,7153 31,4200 4,4889 48 10,4688 24,8100 4,0444 48 12,2359 30,5866 4,3556
60 18,3256 28,0833 6,1889 60 10,9514 23,4066 5,3111 60 16,3818 24,5266 4,3111
72 17,4442 24,0600 2,6222 72 11,1977 18,2400 3,3222 72 17,7852 22,4766 3,2778

Fonte: Autora, @19.
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Figura 10i Cinética de crescimentem g.L* das concentracdes de biomasa, consumade substrat¢d) e DO(y) em funcéo do tempo.
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Podese observar petacurves de DO que afase de crescimento para a crdtu
estudada teve a duracdo aleroximadamentd8 h utilizandoglicose como fonte de
carbono Diferentemente daculturas utilizando glicerol residual que foi d48 h no
cultivo (B9, e nos cultivogA9 e (@ apresentara um perfil crescente até 72Dbeve
se lembrar que a leitura de DO quantifica tanto células viaveis quanto néo viaveis, pela
turbidez do meio. Este fatmgelevar a umfifalsod positivo no aumento da biomassa
por este método, o0 que pode contribuir para esta discrepancia nos resultados obtidos.

Avaliando graficamenteo consumo total de substratms meios é possivel
observar que a bactéria consumimaquantidade similargerca de 33,1% em média
para glicose d4,2% em média em cultivos no glicer@stes valores nos mostrajue
aB. megateriunpossuium aparatanetabdlico proprio para o consumo de ambas fontes
de carbono.

A maiorconcentracao deiomassa nemeics cultivadcs com glicosdoi de 4,25
g.L™ em 60 h de cultivo (A), 4,56 gilem 48 h de cultivo (B) e 3,11 g'lem 72 h de
cultivo (C). A concentracaale biomassa total no meio cultivadgom glicerol residual
foi de6,18g.L™ em 60 h de cultivo (8, 5,31 g.I* em 60 h de cultivo (§ e4,35¢g.L"

1 em 48 h de cultivo (§. Os dados obtidos nestes temposdipem com os resultados
analisadogor MCCOOLet al. (1996), onde sugeriram que 0 crescimento celular no
aadmulo do PHAfoi maior que o crescimentm peso seco das células durante a fase
de crescimento exponencial e estacionaria

OMAR et al. (2001) cultivaramB. megateriumcom diferentes fontes de
carbono, com este estudo puderam constatar que deévidita de nitrogénio e
provavelmente outros nutrientes essenciais para a manutencdo celular, ocorreu a
esporulacdo da bactéria levando ao consumo do P{3HB)servaram também que o
aaimulo debiopolimeroestadiretamente relacionado com o @iesento celularMuito
embora a determinacdo de nitrogénio nas amostras coletadas néo foi realizada, seria
interessante quantificar este nutriente pariicar melhor a sua infléncia.

Fica evidente nos cultivos suplementados com gliquae&a uma dinmuicéo da
biomassa total, conforme mostrado fabela 7 Possivelmentehd consumo de
biopolimero neste periodpela bactéria A glicose é o aclUcar mais facilmente
metabolizado sendo vaido citar que este valor diminutode biomassa totaké
correspondente @uantidade deacucar disponivel no meio.Comparandoos dois

substratos os cultivos utilizando glimse como fonte de carbono obtiveranaior



47

rendimento de biomassamesmo o glicerol estando em maior quantidade no.mdeio

Tabela9 mostrao @ a Qdoscultivos.

Tabela 9 Rendmentode biomassaor substratods) e produtividade volumétrica
deste processo fermentativo em relagdo a maior concentracdo de bi@rpassa
calculado em 72,160 he 48 h

-1 -1 -1 -1 -1 -T

Substrato Batelada s (9.G%) Qxe Eg';zhh ) Qxe (r%éoﬂ ) Qxe(r?1.|418hh )
A 0,6342 0,0592 0,0708 0,0885
Glicose B 0,3150 0,0632 0,0759 0,0948
C 0,5593 0,0432 0,0518 0,0648
Ab 0,0616 0,0859 0,1031 0,1289
Glicerol Bo6 0,0630 0,0737 0,8851 0,1106
Co 0,1135 0,0604 0,0725 0,9062

Fonte: Autora, 2019.

Levando em consideracéo as diferentes concentracdes iniciais de substrato, 0s
valores daQy sdo equiparenteSupado de maneira geral, considerarsi® as mesmas
fermentacdes, a produtividade de P(3HB) assume valores maiores no horario de menor
duracéo (se a fermentacéo apresér892g P(3HB) L*h" a 72 h en 60 hde cultivo
apresentari®,0708 g P(3HB)Lh™ e em 48 h apresentaria 0,088%(BHB) .L*h™,
por exemplo), o que leva a crer que existe uma duracéo 6tima de fermentqoabana
produtividade de P(3HB) seja maxima. Este fator é moifmrtante do ponto de vista

econdmico para um bioprocesso.
5.1.2 Cultivos com hidrolisado de casca de arroz

Na primeira bateladado houve garantia de esterilizagdm meio de cultivo,
observouse uma contaminacao cruzada por fungos e bactérias, o que impossibilitou o
acompanhamento do crescimento celular por contagem dévilF&pds completar as
72 horas de cultivo, optese congelar as amostras e addbs, visto ge apés a
centrifugacdo houvacumulode biomassaA partir desta verificagcdo, o procedimento
de esterilizacdo do meio de cultivo, que antes era realizado nas conl@igd®a°C, 0,5
atm por 30 min, passou a ser realizado nas mesmas condi¢cOsgpedratara e pressao,

porém por um periodo de 1 h.
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N&o foi possivel observar o crescimente biomassaem dois cultivos
utilizando como fonte de carbono o hidrolisado de casca de denido ao alto teor de
compostos inibirios (HMF, furfural, &cido acético Em estudos realizados por Hickert
et al (2013) foi possivel constatague conforme a temperatura aumentaior sao as
concentracbedestes compostos inibitoriogossivelmente o processo de esterilizacédo
acarretou uma certa toxicidade ao meio de cultivo

O crescimento de bactérias e leveduras em um meio complexo como o
hidrolisado de arroz requer um aparato metabdlico avancado no microrganismo, pois
além de ferrantar acucares em altos niveis de inibitorios, ainda necessita 1sgular
internamente para suportar valores altos de pressao osmdfcassdo osmotica do
meio de hidrolisado é de aproximadamente 1539 mOshwadpr muito superior ao
encontrado emmeio smilar sintético composto por glicose (31®0sm kg)
(HICKERT et al, 2013).

O hidrolisado utilizado neste trabalho foi submesdmente &idrélise acida, o
que proporciona uma quantidade inferior de glicés@ g.L') no meio quando
comparado am a quantidade de xilog87 g.L'') (ANEXO A). Na hidrélise acida, a
fracdo hemicelulésica do meio € convertida a mondémeros de glicose (em menor
quantidade) e xilose e arabinose em maior quantidade. Para que a parte celulolitica da
matriz lignocelulosica possa ser convertido glicose, € necessaria hidrolise
enzimatica, que nao foi testada neste trabalho.

SegunddGlanert (2015)a bactériadB. megateriumé capaz de metabolizar tanto
hexoses (glicose), quanto pentoses (xilose e arabinose) em meio sintético e hidrolisado
de casca dsoja, porém apresita menor crescimento em meio composto por xiloses
Este fato ndo foi confirmado neste trabalho ao se utilizar a casca de arroz como
substrato, diferenciacdo que pode ocorrer deaidterta de outros nutrientes no meio
de cultivo, como dsforo, acidos organicos, minerais etc. Outros estdéosmser
realizados para elucidar estiferencas.

Segundoa FAO (2011) a casca de arroz contét)8 % de proteinagm sua
composi¢capconsequentemente o meio hidrolisado ja possui proteinas que @bdam
como fonte de nitrogénio para a bactéda suplementailo meiocom o sulfato de
amonia (2 g.[') houve a disponibilidade emuantidadesexcessivas ddonte de

nitrogéno, inibindo o funcionamentanetabolico da bactéria.
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5.2 Extracado e caracterizacao do P(3HB)

Este topicoapresenta oglados experimentais e resultados obtidos a pdatir
extracdo e caractericdo do P(3HBpbe destzar que as extracOes forarnlizadasa
partir de um agenteuimico solvente (cloroférmio), um agentguimico digestor

(hipoclorito de sodio) e uma mistula ambos.

5.2.1 Extracdo

O cloroférmioalteroua permeabilidade da membrana celular e em contato com
o polimero ocorne entdoa difusédo das moléculas do solvente no espaco livre existente
entre as cadeias poliméricas, acarretando entdo a solubilizagédimero Logo apds
a sua solubilizacgm solvente contendo o P(3HB) feeparado da matéria organica

(Figura 11 e obtido apds evaporacéo do solvente

Figura 117 Extracdo realizada com cloroformio

Fonte: Autora, 2019.

Ja om a utilizacdo da mistui@d:1 de hipoclorito de sédiecloroférmio) pode
se observar trés fases se formandoprimeira fase € composta por cloroférmio e
P(3HB), a segunda fase € de matéria organica residual (material ndo P(3HB)) e a
terceira fase é composta apenas pelo hipoclorito de.sédio

Na extracdo realizada comhipoclorito de sédio ocorrea formacdo de um
precipitado, retirotse 0 sobrenadant adicionouse agua destilada fan de s@arar
algum resquicio de P(3HRla biomassa e por fim extrasg o P(3HB)com 200 pLde
cloroférmio onde ap0s evaporacdo do solvenpedese observar a formagdo um

biofilme (Figura 13.
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Em todas as extracBes realizadas apds a etapa de evaporacdo do solvente, o
P(3HB) extraido apresentaga em forma de um filme quebradi¢co depositado no fundo
dos copos de béquer, onde estgpostos da segue maneira:(A), (B) e (C) na
Figura 130s resultados correspondem as extracdes realizadas utilizando a biomassa
seca do cultivo em que foi utilizado o glicerol residual como fonte de carbpnd @ ) ,

( B6) atilizénGoda)biomassa seca correspondente ao cultivo com glicose. Alguns

foram facilmente removidos como mostra a Figis

Figural2i Processo de extracdo de P(3HB) por hipoclorito de sédio a 12%

Fonte: Autora, 2019

Figura 13/ Resultados das extracfes realizadas com clorofosiie ALl )) mistura
(B2e Be&hipoclorito de s6dicdBe ¢.3 6

N

Fonte: Autora, 2019.

Figura 14i Filme de P(3HB) resultante da extracdo com hipoclorito de sodio

Fonte:Autora, 2019.
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A analise débiomassasecaobtidano cultivo contendo o HCA comdonte de
carbonofoi efetiva como mostrado na Figura .19Uma vez que para esse cultivo
observousea contaminagéoruzadague resultou em menor producéo de biopolimero e
baixo acumulo de biomassa, a extracdo para este experimento foi realizada somente

com o cloroférmio

Figura 15/ Filme de P(3HB) resultante da extracéo adanoférmio

Fonte: Autora, 2019.

A Tabela 10 apresenta os resultados de rendimentos em percentual de P(3HB)

utilizando a equacgao@ara os trés procedimentos empregados na extracao.

Tabela 10 Rendimentos de P(3HB)

Solvente Susbstrato % p(3HB)
Glicose 19
Cloroférmio Glicerol 22
Hidrolisado 11
ey . Glicose 27
Cloroférmio:Hipoclorito Glicerol 33
Hipoclorito GI_|cose o2
Glicerol 16

Fonte: Autora, 2019.

A metodologia descrita foi eficiente whtencdo do biopolimer® rendimento
obtido nas extragdesom a mistura ljipoclorito de sodi@ cloroférmio)e o hipoclorito
de sodio foi superior em comparagdo aos resultados obtidos com cloroférmio
evidenciando entjoque é possivel diminuir a utilizag&tesse organocloradnos
processos de extrag@o P(3HB.

O percentual de P(3HB) obtido nas extragcbes com a mistura foi de 27 %

utilizando a biomassa seca do processo fermentativo com glicose e 33 % utilizando a
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biomassa seca do processo fermentatmm glicerol residual Estes resultados foram
compativeis com os resultados obtidos por Valagipdl. (2007), onde foi encontrado

38 % em de P(3HB) acumulado em biomassa seca. Na literatura sdo poucos os estudos
gque empregam na extracdo a mistura de hipoclorito de sodioclomoiérmio em
bactérias granpositivas.

Para que a extracdo com agentes digestores quimicos seja mais efetiva, outros
métodos de extracdo de P(3HB) devem ser testados, como por exemplo, o descrito por
Prasannat al(2011), onde o processo de extracao a parts.daegateriunMTCC453
envolveu trés etapadla primeira adicionose a mistura de cloroférmio e hipoclorito
de sddio a biomassa seca, seguido de filtracdo separando osekgtes da solucao
polimérica.Na ultima etapa, ocorreu a precipitacao do P(3HB) apés adi¢cdo de metanol e

agua. Os autores obtiveramma recuperacao de P(3HB) de 84% no final do processo
5.2.2 Caracterizagéao do P(3HB)

Este topicoapresenta oslados experimentais e resultados obtidos a paatir
caracterizacado do P(3HBjilizando aFTIR e a DSC.

5.2.2.1Espectroscopia no Infravermellbom Transformada de Fourier (FTIR)

A partir das andlises de FTIR foi possivel observar qi3HB) foi efetivamente
obtido nos experimentos realizagdosna vez que 0s espectros apresentaram as bandas
de absorcdo caracteristicas do polime@s espectros ed FTIR dos polimeros
sintetizados a partir das diferentes fontes de carbono sdo mostraéfigunas 6, 17 e
18. Como o esperado, todas as amostras apresentaram bandas si@#apésos
caracteristicos para o estiramento das ligacGeseStao presentes na regém torno
de 3000 cm A forte absorcdo em 1720 cnindicaa presenca de carbonila de ésteres.
As vibracdes simétricas e assimétricaO« podem ser vistas em ~1055 e 1270
respectivamente, onde pequenas variacdbes no numero de onda para as diferentes
amostras séo observados. A banddefermacédo angular simétrica dadical metila ¢
CHB3) é vista em 1376m™. Os espectros estdo de acordo aos encontrados por Bereira
al., (2001) eBarudet al (2011) para ¢?(3HB), evidenciando o sucesso do processo e

das fontes alternativas de carbono na obtencédo do biopolitnabsor¢cédo na regido de
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3500 cmt, proveniente do estiramento da ligacdH foi observada com maior
intensidade nas amostras extraidas com a mistura, o que pode indicar que nesse caso
houve maior quebra das cadeias durante o processo e com isso, maticladaade
hidroxila terminal esta presente. Estes resultados devem ser posteriormente confirmados
a partir da massa molecular dos polimeros obtidloBabela 11compilaas principais

bandagie absor¢céddo P(3HB) obtid neste experimento.

Tabela 11 Bandagle absorcéoc(n?) de FTIR para o P(3HB)

Solvente Susbstrato CioiC CH; CiH C=0
Glicose 1275e 1055 1379 2925 1720

Cloroférmio Glicerol 1275 e 1055 1379 2925 1720
Hidrolisado 1262 e 1044 1379 2925 1721

Cloroférmio:Hi lorit Glicose 1263 €1055 1379 2920 1721
oroformio:Hipoclortto Glicerol 12756 1055 | 1378 | 2924 | 1720
Hipoclorito Glicose 1276 e 1055 1379 2933 1720
Glicerol 1275 e 1055 1379 2925 1720

Fonte: Autora, 2019.

Figura 1 Especto dé&-TIR do P(3HB) obtido da extracdo com cldnwhio de

biomassarescida utilizando como substrato o hidrolisado de casca de arroz
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Fonte: Autora, 2019.
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Figura 7 i Especto d€TIR do P(3HB) obtido das extracdes realizadas com
cloroférmio (A), mistura (B) e hipocloritde sodio (C) de biomassa crescida utilizando

como substrato gliceroésidual
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Fonte: Autora, 2019.
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Fonte: Autora, 2019.
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Fonte: Autora, 2019.
Figura BT Espectos dETIR do P(3HB) obtido das extracfes realizadas com

cloroférmio (A), mistura (B) e hipoclorito de sédio (C) de biomassa crescida utilizando
comosubstrato a glicose.
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Fonte: Autora, 2019.
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Fonte: Autora, 2019.
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Fonte: Autora, 2019.

5.2.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A mobilidade das cadeias poliméricas determinam as caracterf@icas do material,
sendoa mobilidadediretamente proporcional a temperatura, a analise térmica dos
polimeros € uma técnica de caracterizacdo bastante importante para os polxeros.
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termogramas de DSC obtidos a partir do segundo ciclo de aquecimentoR{8B)
de biomassa crescida d@dCA , emglicerol residual e englicosesao mostrados sa

Figuras 19, 20 e 21 respectivamente.

Figura 197 Curva de DSC (segundo ciclo de aquecimedtolp(3HB) obtido da
extracdo com cloroférmio de biomassa crescida utilizando como substrato o hidrolisado

de casca de arroz

o
|

Heat Flow (W/g)

'
n
|

-4 T T T T
-50 0 50 100 150 200

Exo Up Temperature (°C)

Fonte: Autora, 2019.

Figura 20i Curva de DSQlo P(3HB)(segundo ciclo de aquecimentijtido das
extracdes realizadas cartoroférmio (A), hipoclorito de sédio (B), mistura (C) e de

biomassa crescida utilizando como substrato glicerol residual
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Fonte: Autora, 2019.
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Figura 211 Curva de DSQlo P(3HB)(segundo ciclo de aquecimentijtido das
extracdes realizadas cartoroformio (A), hipoclorito de sodio (B), mistura (C) e de

biomassa crescida utilizando como substrato a glicose
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As curvasrevelam que a gfdo P(3HB) foi menor do que a Tg d&(3HB)
comercial obtida da literatura (5°C) para todas as formulagi@gprme se pode
observar nos termogramas acima e nos dados da Tabela 12. Deyjde ardtar da
temperatura onde o nivel energético para a movimentacdo da cadeia é atingido, a mesma
possui grande influéncia da massa molecular (CANEVARORQ@D2. Diante dos
valores obtidos, fica claro que os polimeroktidos apresentam baixa massa
molecular.A partir da analise dos dados, um resultado interessante foi observado, o
polimero obtido com a fonte de carbono HCA apresentou as melhores propriedades
térmicas, uma vez que as temperaturas das transicdes foram mais préoximas as dos
valores de referénciaadliteratura para d®(3HB). Ressaltesse que para a amostra
preparada com glicerol residual e extraida com cloroférmig,reéid foi detectada por
estar muito préxima da temperatura em que se iniciou o ciclo de aquecimento.

No segundo ciclo de aquecimengdém da J, as amostras apresentaram um
pico exotérmico do processo de cristalizacdo a frig) (@ um pico endotérmico de
fusdo.As amostras apresentaram as propriedades bastante variadas, sendo que somente
a amostra sintetizada com a fonte de glicosexteaida pela mistura se mostrou
totalmente amorfaA faixa de fusdo dos polimeros obtidos ocorreram em temperaturas
bem inferiores que o valor de referéncia pa”R(3HB) de 175 °C, corroborando para o

fato de os polimeros possuirem baixa massa mole@uaante o resfriamento, apenas
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trés amostras apresentaram o pico exotérmico de cristalizagaooffo pode ser visto

nos dados da Tabela 1@ material obtido com o HCA apresentoyde 163 °C, sendo

a mais elevada dentre os materiais obtidos. N&o foi possivel obter uma correlacédo 6bvia
entre as diferentes fontes de carbono utilizadas e/ou os diferentes scdxénatres,

sendogueno geral, as propriedadsam significativamentdiferentes.

Tabelal2i Dados de DSC dB(3HB) obtido nos diferentes experimentos

Tg TC TCC m_i cc Tm m_i m

Substrato Solvente o) | o) | o) (0.gY cc) | 0.gY

Cloroférmio | -18 66 55 17,5 150 45,1

Glicose Hipoclorito | -13 | nd 76 27,1 | 129 | 246
Mistura -14 nd nd - Nd -

Cloroférmio | nd nd 61 46,8 138 25,1

Glicerol Residual Hipoclorito | -11 73 64 19,1 139 69,8

Mistura -23 82 nd - 146 29,7

Hidrolisado CA Cloroféormio | -1 nd 54 54,7 163 92,3

"n.d.7 ndo detectado.

Fonte:Autora, 2019.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de residuo de arroz como substiadoa aB. megateriumna
producdo de polihidroxialcanoatos ainda naoréportada na literatura. Qgsiduos
utilizados neste estudo possuem bawaor agregado e grande disponibilidade,
podendaauxiliar na reducao dos altos custos de producao dos polihidroxialcanoatos.

Neste trabdlo, mostrotse que € possivel a utilizacdo de ambas as fontes de
carbonona producdo de P(3HBEmbora ndo tenha sidpossivel acompanhar o
crescimento da bactéria no meio de culti@sanélisedeitascom a biomassa seca de
uma das bateladas (metontaminao), foram efetivas. Avaliando os parametros de
crescimento celular € possivel observar que a bactérslipas aparato metabdlico
préprio para o consumios substratos utilizados. Mostrea eficiente de uma maneira
similiar no consumalos substratoserca de83,12 % em médide glicosee 44,2 % em
médiadeglicerol residual

Os resultados obtidos pagatracdes com cloroférmio, hipoclorito de sédio e a
mistura de ambos foram préximos aos da literatura, indicando adequacdo da
metodologia de extracdo. A utilizacdo do hipoclorito como agente digestor se mostrou
eficaz, diminuindo a utilizagcdo de solventesogenadoso processo ®btendo um
contewo de polimero acumulado de%30 cultivg utilizando glicerol como fonte de
carbono e 52%o0 cultivo utilizando glicose como fonte de carbono do total de massa
seca O polimero obtidoatravés das trés fontes de carbono foi caracterizado por
espectroscopia no infravermelhos esultadosobtidoscondizem com os encontrados
na literaturagvidenciando a producao &@3HB) no presente trabalho. As analises de
DSC mostraram o0s eventos adeaisticos dos materiais poliméricoSontudo, as
baixas temperaturas encontradas apontam a producdo de um polimero de baixa massa
molecular além disso, podem ter sido gerados variadepotioneros o que também
contribui para as propriedades encontradasmostra utilizando o hidrolisado de casca
de arrozcomo fonte de carbono, mesmo apresentando contaminacgao e prejudicando o
crescimento daB. megaterium resultou em um P(3HB) com as temperaturas das
transicbes mais proximas a do P(3HB) comercial, mostrando o potencial deste residuo
como fonte de carbono alternativa.

Em futuros experimentosugerese a reproducddos parametros de cultivo
propostos, am as mesmas condigcd@saumento descala (biorreator) e a utilizagéo de

processos em batelada alimentgo@ra aumentar o contetido de polimero acumulado e
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melhorar asua produtividade.E necessaria a utilizacdo de outasilisescomo a
cromatografia gasosa a de exclusdo moleculgrara quantificar o polimero ao longo
do crescimento celulaAdotar um métodonais efetivo de esterilizacdo pdnidrolisado
da casca de arrazpadronizalo para que ndo acumule compostésicos inibitérios.
Testar outrapropostas de metodologias que aumentem o teor de gliodsdmlisado

de casca de arroz.
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ANEXO A i Resultadosda cromatografia liquida de alta eficiéncia

Figura Al - Cromatogramadasamostrasioinicio de cada cultivo testado.
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