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Resumo

O poli(3-hidroxibutirato) é um poliéster biodegradavel obtido a partir de fontes
renovaveis. Possui um grande potencial de aplicacdo, porém o fator econémico é um
entrave na sua utilizacao e aplicagao mais ampla. Os precos das matérias-primas para sua
producao desempenham um papel crucial para a economia do processo.

Neste trabalho foi avaliada a produ¢dao de P(3HB) por Bacillus megaterium utilizando
diferentes fontes de carbono. Os substratos utilizados sdo provenientes de efluentes
industriais. Foram utilizados efluente da industria do biodiesel, efluente da industria de
laticinio e efluente da industria de transformacdo da soja. Para isso, realizou-se um
cultivo em batelada de cada um dos substratos com a B. megaterium em estufa
incubadora rotatéria durante 48 h. Foram retiradas amostras e obtidos valores de pH,
biomassa e concentragdo de polimero inicias e nos tempos de 24 h e 48 h, uma vez que as
amostragens sdo destrutivas e a estufa possui um numero limitado de garras para
comportar os fracos de cultivo amostras. Todos os testes foram realizados em duplicata.
Mantiveram-se constantes as condi¢cdes de temperatura e velocidade de agitacdo. A
biomassa foi determinada pelo método gravimétrico e a quantidade de P(3HB) foi obtida
pela quebra do polimero por meio de propandlise com subsequente quantificacdao
utilizando cromatografia gasosa.

Foi verificado que B. megaterium acumulou polimero em todos os substratos
empregados no presente estudo, evidenciando potencial para producdo de P(3HB) nos
efluentes testados.

Nas amostras cultivadas com os efluentes da industria de laticinios (soro de leite e
permeado de soro), bem como com o efluente da industria de soja, foi observado um leve
decréscimo na concentracdo de biomassa no meio entre as 24 h e 48 h. Igualmente, a
concentracdo de polimero no meio diminuiu, indicando que houve consumo do mesmo.
O consumo pode ter sido ocasionado por limitacdo de algum micronutriente ou mesmo
por limitacdo de fonte de nitrogénio. Os valores maximos de aciumulo de polimero foram,
portando, obtidos no tempo de 24 h, alcangcando fracdo mdssica de polimero na biomassa
seca de 15 %, 22 % e 30 %, para o soro de leite, permeado de soro e efluente da industria
de soja, respectivamente.

J& para a amostra cultivada com o efluente da industria de biodiesel (glicerol residual),
foi constatado um aumento da concentracdo de biomassa no meio, indicando
crescimento celular, no mesmo intervalo de tempo descrito acima. Do mesmo modo,
verificou-se aumento da concentragao de polimero no meio. O valor maximo de acumulo
de polimero foi obtido apds as 48 h, chegando em 37 % da biomassa seca. Cabe ressaltar
que foi utilizado glicerol residual oriundo da producdo de biodiesel sem nenhuma
purificacdo posterior.

Além disso, pela andlise do cromatograma obtido para o cultivo com permeado de
soro de leite e para o cultivo com glicerol residual, foi observado um pequeno pico entre
os picos do P(3HB) e do acido benzoico, indicando que pode ter ocorrido a formacao de
um co-polimero.
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1 Introdugdo

Na sociedade atual os plasticos tém papel fundamental. Eles sdo materiais versateis
de grande qualidade para aplicagdo nos mais variados produtos. O uso de materiais
plasticos é cada vez mais frequente e este vem substituindo matérias-primas
convencionais, como papel, papeldo, vidros e metais, em fungdo do seu baixo custo e
grande durabilidade.

Segundo a ABIPLAST em 2005 o consumo per capita de produtos plasticos no Brasil foi
de 23 kg-hab'1 e as perspectivas para 2015 demonstram que este consumo ird dobrar,
situando-se em 46 kg-hab'l. Sé em 2011 o consumo aparente de transformados plasticos,
definido pela produgao nacional somado a diferenga entre importacdes e exportagdes, foi
de 6,894 mil toneladas, movimentando cerca de 52 bilhdes de reais.

Entretanto estes materiais tém despertado grande preocupacdo devido ao fato de
serem descartados muito rapido como, por exemplo, na aplicacdo de embalagens para
alimentos. Pesquisa da Maxiquim, consultoria especializada no segmento industrial,
desenvolvida com base em 2011, aponta que no periodo foram gerados 3,4 milhdes de
toneladas de pldstico pds-consumo e apenas 21,7 %, ou seja, 736 mil toneladas, foram
recicladas. O grande volume de plasticos pds-consumo gerado, aliado a maneira incorreta
de descarte destes, vem se tornando um sério problema ambiental.

O principal motivo é o fato deles ndo serem biodegradaveis, persistindo como agentes
poluidores durante longos anos e quando depositados em aterros sanitarios prejudicam a
circulacdo de gases e a troca de liquidos resultantes do processo de decomposicao da
matéria organica. Sendo assim, estd havendo um grande esforco no sentido de
desenvolver polimeros biodegradaveis com propriedades similares as dos plasticos
convencionais, de modo a substituir estes em aplicacdes semelhantes.

O primeiro polimero termoplastico artificial "celuloide" foi inventado na década de
1860. Desde entdo, varios novos compostos derivados de recursos renovaveis tém sido
desenvolvidos. No entanto, muitas das invencdes relacionadas com biopolimeros entre
1930 e 1940 mantiveram-se em fase de laboratério e nunca foram utilizadas para a
producao comercial. O principal motivo foi a descoberta de petréleo bruto e seu uso em
larga escala industrial para polimeros sintéticos desde 1950.

Hoje em dia, com a maior conscientiza¢ao global com a segurang¢a do meio ambiente,
bem como os limitados recursos de combustiveis fosseis, direcionam governos, empresas
e cientistas a encontrarem alternativas ao petréleo bruto. Biopldsticos podem oferecer
contribuicbes importantes, reduzindo a dependéncia dos combustiveis fdsseis e os
impactos ambientais relacionados. Nas ultimas duas décadas, os biopolimeros
experimentaram um renascimento. Muitos novos polimeros a partir de matérias-primas
renovaveis foram desenvolvidos.

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo uma classe de biopolimeros que surgem como
alternativa a polimeros petroquimicos. A diversidade de PHAs existentes possibilita uma
variada gama de propriedades, podendo apresentar caracteristicas que vao de
termoplasticos a elastbmeros e tendo, assim, potencial para utilizaggo em muitas
aplicacdes. Apds a sua descoberta em 1926 por Maurice Lemoigne, a partir da bactéria
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Bacillus megaterium, cerca de 150 diferentes PHAs foram identificados. Dentre os PHAs
destaca-se o poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB). Este possui propriedades semelhantes ao
polipropileno que, segundo a ABIPLAST foi a resina termopldstica mais consumida no
Brasil em 2011 com 25 % de participacdo, a frente do PEAD (21 %) e do PVC (16 %).

Dentre as caracteristicas que tornam os PHAs atrativos destaca-se o fato destes serem
completamente biodegradaveis tanto em condi¢Ges anaerdbicas quanto em condigdes
aerdbicas.

Os PHAs sdo poliésteres sintetizados por diferentes micro-organismos, sendo que
mais 30 % das espécies de bactérias que habitam o solo sdo capazes de sintetizar PHAs.
As bactérias pertencentes ao género Bacillus possuem caracteristicas interessantes para
aplicagOes industriais como tolerancia a alta temperatura e alta pressao osmética, além
de apresentarem um rapido crescimento celular sob condi¢des adequadas. Mas sua
caracteristica mais marcante é a capacidade de produzir P(3HB) a partir de diversas fontes
de carbono, como sacarose, lactose, maltose, glicerol. Além disso, a B. megaterium é
capaz de sintetizar copolimeros a partir de uma uUnica fonte de carbono.

Estudos em andamento ndao sé visam os aspectos sustentdveis dos PHAs, mas
também buscam considerar o fator econémico que até hoje é a principal desvantagem e
entrave na utilizagdo e aplicagdo mais ampla dos PHAs, bem como do seu uso como
substituto dos polimeros petroquimicos. A fim de serem competitivos com pldsticos
comuns, os custos de producdao dos PHAs devem ser minimizados. Os pregos das
matérias-primas para a producdo de PHAs desempenham um papel crucial para a
economia do processo. Atualmente as matérias-primas utilizadas para a producdo de
PHAs s3do substratos de valor elevado, como sacarose, dleos vegetais e acidos graxos. A
busca por substratos mais baratos cada vez mais vem sendo estudada, como a utilizacdo
de residuos industriais como o soro de leite, glicerol residual, melaco de cana entre
outros.

Inserido neste contexto, o presente trabalho trata da avaliacdo de diferentes tipos de
substrato para producdo de P(3HB) pela B. megaterium. Foi avaliado o crescimento de
biomassa, bem como a producdo de P(3HB), a partir de fontes de carbono diferentes,
provenientes de efluentes industriais. O uso de efluentes industriais se mostra vantajoso
devido ao seu baixo preco aliado a produc¢do de um produto com alto valor agregado.
Este ganho se reflete ndo sé ao produtor, mas também reduz os custos associados a
disposicao desse efluente, bem como o impacto ao meio ambiente. Os efluentes
analisados foram: efluente da industria do biodiesel (glicerol residual como alternativa
para reaproveitamento de residuo da producao de biodiesel, uma vez que a sua crescente
producdo de tem gerado um excedente de glicerol e, consequentemente, uma queda no
seu preco de venda), efluente da industria de laticinios (soro de leite e permeado de soro,
devido a sua grande disponibilidade: 80 % a 90 % do volume de leite transformado) e
efluente da industria de transformacao da soja.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Polixidroxialcanoatos (PHAs)

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo poliésteres naturais sintetizados por micro-
organismos e armazenados intracelularmente, sendo acumulados como granulos dentro
do citoplasma das células. Os PHAs ocorrem naturalmente numa variedade de micro-
organismos, servindo como reserva de carbono e energia. Mais de 300 diferentes micro-
organismos sintetizam e acumulam intracelularmente PHAs, como bactérias, bactérias
recombinantes, leveduras recombinantes e plantas transgénicas. A Tabela 1 mostra os
diferentes géneros de bactérias capazes de sintetizar PHAs (OTA, 1993; BRAUNEGG et al.,
2004).

Tabela 1. Géneros de bactérias capazes de acumular PHAs (Braunegg et al., 2004).

Acinetobacter Escherichia Paracoccus
Actinomycetes Ferrobacillus Pedomicrobium
Alcaligenes Gamphospheria Photobacterium
Aphanothece Haemophilus Pseudomonas
Aquaspirillum Halobacterium Rhizobium
Asticcaulus Hyphomicrobium Rhodobacter
Azomonas Lamprocystis Rhodococcus
Azopirillum Lampropedia Rhodopseudomonas
Azobacter Leptothrix Rhodospirillum
Bacillus Methanomonas Sphaerotilus
Beggiatoa Methylobacterium Spirillum
Beijerinckia Methylocystus Spirulina
Beneckea Methylomonas Stella
Caryophanon Methylovibrio Streptomyces
Caulobacter Micrococcus Syntrophomonas
Chlorofrexeus Microcoleus Thiobacillus
Chlorogloea Microcystis Thiocystis
Chromatium Moraxella Thiodictyon
Chromobacterium Mycoplana Thiopedia
Clostridium Nitrobacter Thiosphaera
Corynebacterium Nitrococcus Vibrio

Derxia Nocardia Xanthobacter
Ectothiorhodospira Oceanospirillum Zoogloea

As bactérias produtoras de PHAs podem ser divididas em dois grupos. No primeiro
grupo encontram-se aquelas que necessitam limitacdo de algum nutriente (N, P, Mg, K, O,
entre outros) e excesso de carbono para que haja sintese de PHAs. Neste grupo
destacam-se Alcaligenes eutrophus, Protomonas extorquens e Pseudomonas oleovorans.
O outro grupo ndo necessita limitacao de nutrientes e a sintese de PHAs ocorre ainda na
fase de crescimento celular. No segundo grupo encontra-se a bactéria Alcaligens latus e a
Bacillus megaterium (LEE, 1996b, OMAR et al., 2001).
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Segundo Cavalheiro et al. (2009), até o momento, cerca de 150 diferentes PHAs foram
identificados. Entre os vdrios constituintes, o poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)] é o poli-
hidroxialcanoato mais estudado. Apds a sua descoberta em 1926 por Maurice Lemoigne a
partir da bactéria B. megaterium, uma grande variedade de PHAs diferentes foram
relatados possuindo diferentes numeros de atomos de carbono da cadeia principal e
diferentes tipos de grupos funcionais (STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995; LEE et al., 1999).

A Figura 1 mostra a formula genérica para os PHAs onde n é 1 (para todos os
polimeros comercialmente relevantes) e R pode ser hidrogénio ou cadeias carbonicas até
C16.

0 (CHy),

|
\C/’ \C

R 0_ 100-30000

n=1  R=hidrogénio Poli(3-hidroxipropianato)

R=metila Poli(3-hidroxibutirato)
R=etila Poli(3-hidroxivalerato)
R=propila Poli(3-hidroxihexanoato)
R=pentila Poli(3-hidroxioctanoato)
R=nonila Poli(3-hidroxidodecanoato)

n=2 R=hidrogénio Poli(4-hidroxibutirato)
R=metila Poli(4-hidroxivalerato)

n=3  R=hidrogénio Poli(5-hidroxivalerato)
R=metila Poli(5-hidroxihexanoato)

n=4  R=hexila Poli(6- hidroxidodecanoato)

Figura 1. Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos e alguns membros representativos
(adaptado de Lee et al., 1996b).

Os PHAs s3ao bons candidatos para a substituicdo ampla dos atuais plasticos
provenientes de matéria-prima féssil, uma vez que os PHAs podem apresentar
propriedades semelhantes aos polimeros petroquimicos. A grande variedade de
mondmeros existentes constituintes de PHAs permite a obtencdo de uma gama de
polimeros com diferentes propriedades. Mas a crescente atencdao dada aos PHAs se deve
principalmente ao fato deles serem completamente degradaveis, gerando didxido de
carbono (e metano em caso de anaerobiose) e d4gua, sendo assim, nem a sua produgdo
nem a sua utilizacdo ou degradacdo possuem impacto ecolégico negativo (BRAUNEGG et
al., 2002; SURIYAMONGKOL et al., 2007).

2.1.1 Biodegradabilidade

Atualmente, os termos bioplasticos e biopolimeros sdo muitas vezes usados como
sinbnimos, sendo empregados para referenciar tanto polimeros produzidos diretamente
por micro-organismos como polimeros derivados de fontes bioldgicas e, as vezes, para
denotar polimeros biodegradaveis (FACCIN, 2012).
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A Figura 3 foi obtida do relatério elaborado pelas associacdes European Bioplastics e
European Polysaccharide Network of Excellence (SHEN et al., 2009) e nela sdo
apresentados alguns polimeros obtidos a partir de fontes renovaveis, parcialmente
obtidos de fontes renovaveis e obtidos a partir de fonte fésseis dispostos conforme sua
biodegradabilidade.

- Blendas de amido {com

- Borracha sintética - SBR (de acido succinico renovavel}

- Resina alquidica

] l
- PBS I I copolimero biodegradavel renovavel)
2 PBSL ! - Blendas de amido I - Acetato de amido
‘g PBSA | {com copolimero biodegradavel fossil ) | -TPS
% - PCL [ | - PLA
k] PBST I - Blendas de PLA | - PHA
o - PBSAT I {com copolimero biodegradavel féssil ) I - Celulose regenerada
% @ ngg':T , I - Acetato de celulose
SN Ll
E I - Blendas de amido (com policlefinas) |
© -PE I - PA610 |
-g Eﬁ -PP I - PTT (de 1,3 PDO renovavel) |
'u-n ;g - PET ] - PBT (de acido succinico renovavel) | - PE (renovavel)
@ E - PBT ] - PET (de eteno renovavel) 1
-8 8 - PA6, 66 [ - PEIT {de sorbitol e eteno renovavel) l -PALL
E ..g -PVC I - PVC (de eteno renovavel) | ) )
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18 - ABS ! - Resina epoxi (de glicerol renovavel} :
2 - Resina epoxi : - ABS (de acido succinico renovavel) :
] |
1 [ ]

Renovadvel

Fossil

Origem da matéria-prima

Figura 2. Classificacdo de polimeros quanto a biodegradabilidade e origem da matéria-
prima (adaptado de Shen et al., 2009).

Dentre as caracteristicas que tornam os PHAs atrativos destaca-se o fato de estes
serem completamente biodegraddveis tanto em condi¢cdes anaerdbicas quanto em
condi¢cOes aerdbicas. A biodegradacdo é um processo natural no qual um composto
organico é degradado, por acdo de micro-organismos e suas enzimas, e convertido a
compostos mais simples, mineralizados e redistribuidos através dos ciclos elementares
como o ciclo de carbono, de nitrogénio e de enxofre (CHANDRA e RUSTGI, 1998;
SHEN et al., 2009).

Matavulj e Molitoris (2000) estudaram a biodegradacdo de amostras de Biopol®
(P(3HB-co-3HV) copolimero comercial), recortados de frascos de xampu (30 mm x 10 mm
x 1 mm). As amostras foram monitoradas durante 1 ano e foi avaliada a perda de massa
através de pesagem e também visualmente. A Tabela 2 lista os 11 ambientes em que as
amostras foram submetidas, bem como sua porcentagem de degradacdo e o tempo
relacionado.
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Tabela 2. Degradacdo de amostras de Biopol® (adaptado de Matavulj e Molitoris, 2000).

N°  Local Biodegradacao Tempo
(%) (semana)
1 Rio Danubio 30 50
2 Lodo na margem do Rio Danubio 60 50
3 Solo de floresta 11 50
4 Solo de campo 16 50
5 Estufa com turfa Umida 100 40
6 ETE, flotador 90 50
7 ETE, tanque de aeragdo 100 50
8 ETE, tanque pds-tratamento aerdbico 100 50
9 ETE, tanque com lodo de biorretor anaerdbico 16 50
10 Cagamba de lixo municipal 100 45
11  Estufa com compostagem Uumida 100 11

As Figuras 3 e 4 mostram as amostras que foram dispostas nos ambientes
mencionados acima. Embora as amostras incubadas nos ambientes 1 até 4 e 9 ndo
apresentem degradacdo visual, os autores observaram perda de massa. As amostras

dispostas em estufa com compostagem Umida apresentaram degradacdo acelerada
(Figura 4).
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Figura 3. Degradacdo de amostra do Biopol, incubados em diferentes locais (1-10)
monitorados a cada 5 semanas. Locais: 1) rio Danubio; 2) lodo na margem do rio Danubio;
3) solo da floresta; 4) solo de campo; 5) estufa com turfa Umida; 6) estacdo de tratamento
de esgoto (ETE), flotador; 7) ETE, tanque de aeracdo; 8) ETE, tanque pds-tratamento
aerdbio 9) ETE, tanque com lodo de biorreator anaerdbio; 10) cacamba de lixo municipal
(MATAVULJ e MOLITORIS, 2000).
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Figura 4. Degradacdao de amostra do Biopol, incubado em estufa com compostagem
(MATAVULJ e MOLITORIS, 2000).

2.1.2 Propriedades

O numero estruturas de PHAs que é hoje em dia acessivel possibilita a utilizagao
destes biopolimeros em diversas aplica¢Oes, pois estes podem apresentar caracteristicas
de termopldsticos ou de elastémeros, dependendo das condi¢cbes de cultivo e micro-
organismos utilizados (BRAUNEGG et al., 2002; FACCIN, 2012). A Tabela 3 apresenta
algumas propriedades dos PHAs e de alguns polimeros petroquimicos.

Através da variacdo do comprimento da cadeia carbdnica na subunidade (monémero)
do PHA a hidrofobicidade é afetada e um numero de outras propriedades incluindo
temperatura de transicdo vitrea, temperatura de fusdo e nivel de cristalinidade
(SHEN et al., 2009, Apud (METABOLIX, 2007b)).

Hoje em dia, os PHA comercialmente disponiveis podem ser utilizados para moldagem
por injecdo, extrusdo e revestimento de papel. A Tabela 4 demonstra a sua vasta gama de
aplicacoes (PHB Industrial, 2012).

A Tabela 5 fornece estimativas sobre o mercado atual de PHA e a projecao para 2020
de acordo com duas empresas, Telles e Kaneka. Hoje em dia os mercados de embalagens
e filmes agricolas sdo os mais importantes para PHAs. No futuro, as aplicacGes tornam-se
mais diversificadas. E esperado que os PHAs ganhem espaco no mercado em edificios,
téxteis, transporte e utilidades domésticas. Além de uso em aplicacbes descartdveis, os
produtores de PHA também visam produtos duraveis (SHEN et al., 2009).

Além disso, devido a um bom desempenho dos PHAs em termos de
biocompatibilidade e de absorcdo em tecido humano, estes podem ser utilizados no
campo da medicina, incluindo a engenharia de tecidos, cicatrizacdo, doencas
cardiovasculares, ortopedia, entre outros. Suturas feitas de PHA, es6fago artificial e vasos
sanguineos artificiais sdo atualmente oferecidos como produtos comerciais (CHEN, 2010;
TEPHA, 2012).
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Tabela 3. Propriedades de alguns PHAs e de alguns polimeros petroquimicos (adaptada
de Lee, 1996a; Sudesh, 2000).

Temperatura Mddulo de Tensdo de Resisténcia a
de fusao (°C) Young (GPa) cisalhamento  ruptura (%)
(MPa)
P(3HB) 179 3,5 40 5
P(3HB-co-3HV)"

3 mol % 3HV 170 2,9 38 -

9 mol % 3HV 162 1,9 37 -

14 mol % 3HV 150 1,5 35 -

20 mol % 3HV 154 1,2 32 -

25 mol % 3HV 137 0,7 30 -

71 mol % 3HV 83
P(3HB-co-4HB)?

3 mol % 4HB 166 - 28 45

10 mol % 4HB 159 - 24 242

16 mol % 4HB - - 26 444

64 mol % 4HB 50 30 17 591

90 mol % 4HB 50 100 65 1080
P(3HB-co-3HHx)*

17 mol % 3HHx 20 850

25 mol % 3HHXx 52
P(3HB-co-3HA)*

6 mol % 3HA 133 0,2 17 680
P(4HB)> 53 149 149 1000
P(3HHx-co-3HO)® 61 - 10 300
PP 170 1,7 34,5 400
PET 262 2,2 56 7300
oS 110 3,1 50 -
PEBD 130 0,2 10 620

! Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)

2 Poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato)

3 Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidrohexanoato)

* Unidades de 3HA: 3-hydroxidecanoato (3 mol %), 3-hidroxidedecanoato (3 mol %), 3-hidroxioctanoato
(<1 mol %), 3-hidroxi-cis-dodecenoato (< 1 mol %)

® Poli(4-hidroxibutirato)

® Poli(3-hidroxihexanoato-co-3-hidroxioctanoato)
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Tabela 4. Possiveis aplicacdes (adaptado de PHB Industrial, 2012).

Processo Industria

Produtos

Extrusao de Chapas

CartGes/Informacgao

Cartdes telefénicos/ crédito/débito

Embalagens

Bergos Termoformados

Bandejas Termoformadas

Chapas separadoras

Extrusao de Fibras Automobilistica

Tapetes de automoveis

Higiene pessoal Fio dental

Cigarro Filtros
Injecdo Veterindria DLH (dispositivo de liberagdo hormonal)
Marcadores (brinco de boi/local)
Agricola Tubetes para reflorestamento
Filmes mulching (cobertura e protecdo do
solo)
Higiene pessoal Barbeadores

Escovas de dente

Embalagens Tampas de frascos
Potes em geral
Utensilios Diversos
Domeésticos
Brinquedos Diversos
Escolar/Escritério Canetas
Lapis
Réguas
Automobilistica Componentes injetados
Revestimento de Embalagens Cartonados

papel

Tabela 5. Estimativas do mercado atual de PHA e proje¢ao para 2020 de acordo com as
empresas Telles e Kaneka (adaptado de Shen et al., 2009).

Setor % mercado atual % mercado em 2020
Mirel Mirel Kaneka

Embalagens 80 20 30
Construcgao 20

Agricultura 20 20 14
Textil 10

Transporte 30
Moéveis

Eletroeletrdnica 20 14
Utensilios domésticos 14

Outros

10
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2.1.3 Custo

Embora os PHAs sejam reconhecidos como bons candidatos para substituir os
plasticos petroquimicos convencionais, seu alto custo de producdo em comparagao com
os polimeros de base petroquimica é o principal fator que tem restringido a aplicacao
mais ampla dos PHAs (CHOI e LEE, 1997; LEE et al., 1999; PANDIAN, 2010).

O tipo de substrato, bem como os suplementos fornecidos, as condi¢Ges de cultivo e o
micro-organismo utilizado variam de acordo com a composicao polimérica desejada (LEE,
1996a; REHM, 2003; STEINBUCHEL e EVERSLOH, 2003). Segundo Braunegg et al. (2002),
as fontes de carbono adequadas para a produgdo de PHA hoje incluem carboidratos
(glicose, frutose e sacarose), alcodis (metanol e glicerol), alcanos (hexano a dodecano) e
acidos organicos (cadeias com 4 carbonos ou mais). As matérias-primas atualmente
utilizadas para a produgdo de PHA sdo substratos de valor elevado, como sacarose, dleos
vegetais e acidos graxos (SHEN et al., 2009).

Os precos das matérias-primas para a producdo de PHA desempenham um papel
crucial para a economia do processo. Segundo Choi e Sang (1997), entre 40 % e 48 % do
custo total de producdo é devido as matérias-primas, sendo que a fonte de carbono seria
responsavel por 70 % a 80 % dessa despesa total. Braunegg et al. (2004) diz que 50 % do
custo de producao deriva do custo relacionado a fonte de carbono utilizada.

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

O poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB), também chamado de poli(B-hidroxibutirato), é o
membro dos PHAs melhor caracterizado, mais estudado e o primeiro a ser descoberto
(CHOI e LEE, 1997; POSADA et al., 2011). Sua férmula quimica é (C4HgO3),.

O P(3HB) possui boas propriedades termoplasticas e pode ser processado como os
termoplasticos classicos. Pode ser utilizado em uma ampla faixa de temperatura
(mantendo a forma original) de -30 °C a 120 °C (SHEN et al., 2009).

Comparando as propriedades do polipropileno e do P(3HB) percebemos semelhancgas
entre suas temperaturas de fusdo e tensdo de cisalhamento (Tabela 3). Contudo, o P(3HB)
possui resisténcia a ruptura muito menor. A adicdo do monémero 4-hidroxibutirato
(4HB), com formagao do copolimero P(3HB-co-4HB), aumenta a resisténcia a ruptura. As
propriedades dos copolimeros de PHA dependem fortemente do tipo, comprimento e a
distribuicdo das unidades de comonémeros na cadeia polimérica (NODA et al., 2004).

O P(3HB) ndo é toxico mesmo em concentracbes elevadas, sendo assim as
formulagcGes de P(3HB) podem ser usadas em produtos que venham a ter contato com a
pele, alimentacdo humana e animal (BIOMER, 2012).

Outra propriedade do P(3HB) é a insolubilidade em &agua e relativa resisténcia a
degradacdo hidrolitica. Isso diferencia P(3HB) da maioria dos plasticos biodegradaveis
atualmente disponiveis que sdo sensiveis a umidade ou sollveis em agua. Devido ao seu
alto grau de cristalinidade (60 % a 70 %), o P(3HB) possui excelente resisténcia a
solventes, além de possuir resisténcia muito boa a gorduras e odleos. Possui boa
resisténcia a raios UV, porém baixa resisténcia a acidos e dlcalis. A permeabilidade a
oxigénio é muito baixa, tornando o P(3HB) um material adequado para embalar produtos
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sensiveis a oxigénio. Além disso, o P(3HB) possui baixa permeabilidade ao vapor d'dgua
quando comparado com outros biopolimeros (SHEN et al., 2009).

A Tabela 6 mostra o potencial de substituicdo para os copolimeros de PHB, estimados
por representantes de Telles e Kaneka. O maior potencial de copolimeros de PHB
encontra-se com a substituicdo PVC, PEAD, PEBD e PP. Em menor grau, da substituicdo de
PET, PBT, PUR e ABS poderia ter lugar (SHEN et al., 2009).

Tabela 6. Potencial técnico de substituicdo para os PHAs de acordo com Talles e Kaneka
(adaptado de Shen et al., 2009).

+ + substituicdo total + substituicdo parcial - sem substituicao

PVC | PEAD | PEBD | PP | PS| PMMA | PA | PET | PBT | PC | POM PUR | ABS
Mirel* + + + + |+ - - + + - - - +
Kaneka’ + + + + - - - - - - - + _

! Mirel PHA s3o copolimeros de P(3HB)
?Kaneka PHA s30 P(3HB-co-HHx)

2.2 Producgdo de PHA por Bacillus megaterium

Chen et al. (1991) relataram a producao de P(3HB) por 11 cepas de Bacillus
selecionadas aleatoriamente a partir da Cole¢ao Alema de Micro-organismos e Culturas
Celulares (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen - DSMZ) e
descobriram que todas elas podem sintetizar o P(3HB), embora os teores de P(3HB)
contido nas células foram inferiores a 50 % em relagdo a massa seca.

As bactérias pertencentes ao género Bacillus possuem caracteristicas interessantes
para aplicagdes industriais como tolerancia a alta temperatura e alta pressdao osmatica.
Sob condi¢Ges adequadas apresentam rapido crescimento e sdo capazes de crescer em
diversas fontes baratas de carbono (WU et al., 2001). S3o bastante empregadas na
producdo industrial e possuem importancia econOmica devido as suas enzimas
comercialmente importantes, tais como a penicilina amidase (enzima utilizada na
producdo de antibidticos sintéticos) e as esteroide hidrolases (enzima utilizada para
catalisar a hidrélise de uma reacdo quimica em esteroides). Além disso, as bactérias do
género Bacillus sao os maiores produtores de vitamina Bi, por vias aerdbicas (VARY,
1994).

Segundo Braunegg (2004), dependendo da capacidade metabdlica dos diferentes
micro-organismos, diversas fontes de carbono podem ser utilizadas para producdo de
PHAs. Alguns micro-organismos produtores de PHAs conseguem metabolizar fontes
complexas de carbono, como é o caso da Bacillus megaterium.

A B. megaterium tem a capacidade de crescer em diversas fontes de carbono
(Tabela 7), incluindo residuos provenientes da industria de carne e de xaropes de milho,
bem como uma grande variedade de acucares (PRIEST et al., 1988).

Prabhu et al. (2010) estudaram o crescimento e acimulo de PHA por Bacillus sp. NQ —
11/A2 identificada como Bacillus megaterium, utilizando diferentes fontes de carbono e
obtiveram temperatura e pH étimo para maxima atividade de sintese de PHA foi de 30 °C
e 7,0, respectivamente.
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Pandian et al. (2010) utilizaram residuos lacteos como fonte de carbono, farelo de
arroz como fonte de nitrogénio e agua do mar suprindo sais e micronutrientes e
obtiveram satisfatéria producdo de polimero através da B. megaterium SRKP-3.

Prabhu et al. (2010) a partir de diversas fontes de carbono como xilose, arabinose,
glicose, frutose, galactose, lactose, sacarose, maltose celobiose, trialose, glicerol, manitol
entre outros mostraram a capacidade de producdo de PHA da Bacillus sp. NQ-11/A2
isolada de sedimentos marinhos. Essa cepa mostrou capacidade de ndo s6 metabolizar
diversas fontes de carbono como também produzir biopolimeros.

Tabela 7. Producdo de PHA por Bacillus sp. NQ — 11/A2, identificada como B. megaterium,
utilizando diferentes fontes de carbono (adaptada de Prabhu et al., 2010).

Fonte de carbono Capacidade de produgao de PHAs
Arabinose +++
Ribose -
Xilose ++
Glicose +++
Galactose +++
Manose -
Frutose +++
Ramnose -
Sorbose -
Lactose +++
Sacarose +++
Maltose +++
Celobiose +++
Melibiose +++
Trealose +++
Glicerol +++
Erititol +++
Adonitol ++
Xilitol -
Dulcitol +++
Manitol +++
Sorbitol +
Acido Acético +
Acido Glicdlico -
Acido Piravico +
Acido Latico ++

Acido Propidnico -
Acido Butirico -

Acido Maleico +

Acido Tartérico ++
Acido 3-hidroxibutirico ++
Acido Succinico ++
Acido Malénico ++
Acido Valérico -

Acido Citrico ++

- sem acumulo de PHA +, ++, +++ grau de acimulo de PHA
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Segundo Lee et al. (1999), um dos problemas que freia a aplicagdo comercial do
P(3HB) é o seu elevado custo de producdo, associado ao custo do substrato,
principalmente a fonte de carbono. Desta forma, o prego do substrato carbdnico tem
influéncia decisiva na economia do processo.

Entdo, para a produgao de PHA atingir viabilidade comercial, bem como para
melhorar seu perfil de sustentabilidade, sua producdao deve ser proveniente de fontes
renovaveis baratas. Possibilidades incluem carboidratos (melago de cana e beterraba,
hidrolisados de amido - milho e mandioca, lactose proveniente do soro de leite,
hidrolisados de celulose e hemicelulose - residuos da industria do papel); alcodis
(residuos provenientes da producdo de biodiesel - metanol mais glicerol, metanol); éleos
e gorduras (lipideos provenientes de residuos de animais e plantas); acidos organicos
(acido latico proveniente da industria de laticinios), além de fontes de carbono
provenientes de residuos ou materiais residuais (LEE, 1996b; REHM, 2003; SHEN et al.,
2009).

2.3 Efluentes Industriais

Além do baixo precgo, a utilizagdo de efluentes industriais como substrato para a
producdo de P(3HB) se mostra vantajosa devido a producdo de produtos de alto valor
agregado (LEE et al., 1999). Este ganho se reflete ndo sé ao produtor, mas também reduz
os custos associados a disposicdo desse efluente, bem como o impacto ao meio
ambiente, além de promover a reciclagem.

Segundo o Ato de Prevencdo a Poluicdo instituido em 1990 pelo Congresso dos
Estados Unidos da América, citado por Comella (1993), a poluicdo deve ser evitada ou
reduzida na fonte sempre que possivel. Quando ndo ha viabilidade de aplicagdo desta
alternativa, devem ser considerados e utilizados a reciclagem, o tratamento e, em ultimo
caso, a disposicao final de residuos. A reciclagem consiste no uso ou reuso de residuos
como um substituto efetivo para um produto comercial ou como um ingrediente de
matéria-prima em um processo industrial. Inclui a recuperacdo de fragbes Uteis de
constituintes ou a remogdao de contaminantes de um residuo para que este possa ser
utilizado. Reciclagem pode ocorrer no local de geracdo ou fora dele (COMELLA, 1993).

Um dos efluentes que tem se mostrado atrativo para uso como fonte de carbono é o
residuo da industria de laticinios, devido ao seu baixo custo e grande disponibilidade
(PANDIAN et al., 2010). Segundo Lee et al. (1999) o soro de leite é o subproduto principal
da industria de fabricagdo de queijos, representando entre 80 % e 90 % do volume de
leite transformado. A lactose é o principal componente do soro de leite (e do permeado
de soro) e muitos micro-organismos podem utilizar lactose para o seu crescimento.
Estudos mostram que o preco de lactose a partir de soro de leite pode ser estimado em
$116,7 t*, sendo que glicose pura, que é um substrato comum para fins biotecnoldgicos
chega a $ 493 t™ (KOLLER et al., 2005).

O permeado de leite pode ser obtido através da passagem do soro de leite por uma
membrana de ultrafiltracdo que promove a retencdo seletiva de proteinas e outros
materiais coloidais, retencdo parcial de compostos nitrogenados mais simples e materiais
com uma massa molar da ordem de 5.000 Daltons, utilizando uma pressao relativamente
baixa, de 1 a 7bar. A dgua e os solutos de baixa massa molar, como lactose, sais
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minerais, aminodcidos livres, acido lactico e algumas vitaminas, passam através da
membrana (HOFFMANN, 2003). O permeado é um produto estéril, isento de gordura e
apresenta apenas tragos de proteinas (na verdade material nitrogenado, uma vez que é
medido o nitrogénio total). Sua composicdo é, basicamente, lactose e/ou xarope
glicosado (JULIANO et al., 1987).

Residuos da industria de laticinios possuem alta DBO e DQO, ndo podendo ser
descartado na natureza (ORHON et al., 1993). Além disso, a sua eliminagdo esta associada
a um custo consideravel (PANDIAN et al., 2010).

Calculo de rendimento tedrico mostra que 5 x 10’ t de soro de leite produzidos
anualmente na Europa poderiam ser usados para produzir 6,18 x 10° t de P(HB-co-
15%HV) (BRAUNEGG et al., 2002).

Outro residuo que tem se mostrado atrativo é o glicerol, proveniente da industria do
biodiesel. Isto porque a crescente producao de biodiesel tem gerado um excedente de
glicerol e, consequentemente, uma queda no seu preco de venda (POSADA et al., 2011).
Em toda a Europa, o total de producao de biodiesel estimada em 1,925 x 10° t em 2005 e
2,649 x 10° t em 2008, correspondendo a 1,925 x 10° t e 2,649 x 10° t de glicerol,
respectivamente (KOLLER et al., 2005).

Segundo Posada et al. (2011), a percentagem mais elevada para o custo global de
producdo de PHB é o custo do substrato, em torno de 45 %. Entretanto, se o glicerol é
utilizado como matéria-prima esta percentagem é inferior a 8 %.

3 Materiais e Métodos

Os experimentos deste estudo foram realizados no Laboratdrio de Biotecnologia do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (ICTA/UFRGS). No presente trabalho, avaliou-se o crescimento e producdo de
biopolimero pela bactéria B. megaterium utilizando-se diferentes fontes de carbono. Para
isto, realizou-se um cultivo de 48 h em batelada em estufa incubadora rotatéria. Todos os
testes foram realizados em duplicata. Foram obtidas amostras nos tempos de 24 h e 48 h,
uma vez que as amostragens sao destrutivas e a estufa possui um numero limitado de
garras para comportar os frascos de cultivo. Os testes foram realizados conforme descrito
a seguir.

3.1 Cultivo do micro-organismo

3.1.1 Ativag¢do celular e indculo

O micro-organismo empregado foi Bacillus megaterium DSMZ 32'. As células foram
mantidas a -18 °C em solucdo crioprotetora (20 % em volume de glicerol).

Para a reativacao celular a fim do seu emprego como indculo no biorreator, realizou-
se o cultivo das células em frascos conicos contendo meio mineral, conforme descrito em
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Wang e Lee (1997), acrescido de 16 g-L'l de sacarose e 2 g-L'1 de sulfato de amoénio. Na
Tabela 8 é apresentada a composi¢cdao do meio mineral, bem como detalha a composicao
da solucdo de micronutrientes utilizada.

Os frascos de pré-inéculo foram mantidos durante 16 h em estufa incubadora
rotatdria a 140 rpm e temperatura de 30 °C. Apds este periodo foi adicionado ao cultivo,
em cada experimento, 2 % desse indculo em relagdo ao volume do meio de cultivo.

Tabela 8. Composi¢ao do meio mineral e solugdo de micronutrientes

Meio Mineral

MgS0,4.7H,0 0,008 g-L*
Na,HPO, 36gL"
KH,PO, 1,5gL"
FeS04.7H,0 0,05gL*
CaCl,.2H,0 0,01gL™”
Acido Citrico 0,1gL™?
Solugao de Micronutrientes 1mLL?
Solucdo de Micronutrientes
H3BO; 300 mg-L*
CoCl,.6H,0 200 mg-L*
ZnS04.7H,0 30 mg-L®
MnCl,.4H,0 30 mg-L™
(NH4)gM07024.4H,0 30 mg-L™
NiSO4.7H,0 30 mg-L®
CuS04.5H,0 10 mg-L?

3.1.2 Fontes de Carbono

Experimentos foram realizados com a finalidade de avaliar a producdao de P(3HB) e
biomassa utilizando diferentes fontes de carbono.

Foram utilizados como fonte de carbono efluente industria do biodiesel, efluente
industria de laticinios (soro de leite e permeado de leite) e efluente da industria de soja.
Faccin (2007) em seu trabalho verificou a razdo carbono/nitrogénio mais adequada para a
producdo de P(3HB) por B. megaterium, utilizando sacarose como fonte de carbono e
sulfato de amonio como fonte de nitrogénio. Essa razao foi utilizada para os célculos de
concentracdo das fontes de carbono. Sendo assim, a concentracdo empregada de cada
efluente foi tal que garantisse a mesma concentracio de carbono presente em 16 g-L™* de
sacarose. Quando necessario, o pH inicial foi ajustado para 7,0.

Os experimentos foram realizados em estufa incubadora rotatdria, em frascos conicos
de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo, com temperatura e agitacdo controlados
em 30 °C e 140 rpm, respectivamente.

Os dados de biomassa e acimulo de polimero apresentados foram obtidos no tempo
de 24 h e 48 h de cultivo.
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e Efluente da industria do biodiesel:

A Tabela 9 apresenta a composicdo do efluente da industria de biodiesel (laudo
encontra-se no Anexo A). Foi considerada uma concentracdo de 80 % de glicerol no
efluente, entdo, para suprir a quantidade de carbono presente em 16 g-L™* de sacarose
(C12H2,011) foi utilizado 21,52 g-L'1 de glicerol (C3HgOs). Este efluente também foi
suplementado com meio mineral (Tabela 8) e 2 g-L ™ sulfato de aménio.

Tabela 9. Composicao do efluente da industria do biodiesel.

Glicerol 81,780 %
Cinzas 5,820 %
Cloretos 6,000 %

e Efluente da industria de laticinio:

Provenientes da industria de laticinio foram utilizados como fonte de carbono o soro e
o permeado de leite.

A composicdo do soro é varidvel e pode ser afetada pela variedade de queijo
produzido, além do tratamento térmico do leite, manipulagdo e outros fatores (CHEEKE et
al., 1973; SCHINGOETHE et al., 1980). A composicao tipica do soro e dos produtos obtidos
da ultrafiltracdo é apresentada na Tabela 10.

Tabela 10. Composicao tipica do soro e permeado de leite obtido através de
ultrafiltracdo — fator de concentracdo igual a 5 (volume/volume) (adaptado de
HOFFMANN, 2003).

Produto Constituintes (%)

Proteinas Lactose Gordura Sais Proteina/Lactose
Soro 0,9 4,9 0,3 0,6 0,18
Permeado 0,1 5,0 0,0 0,5 0,02

e Efluente da industria de soja:

O efluente da industria de soja foi obtido do residuo intermediario do processo
secundario de tratamento de efluente de uma industria de producdo de proteinas
isoladas de soja, proteinas texturizadas e concentradas de soja, lecitinas e fibras de soja.

Segundo Cassini (2008), o efluente gerado na producdo de isolados proteicos a base
de soja é composto, basicamente, por proteinas e carboidratos soliveis em meio aquoso,
atingindo elevados valores de DQO, além de altos teores de nitrogénio. A composicao
tipica desse efluente encontra-se na Tabela 11.
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Tabela 11. Composigao tipica do efluente de uma industria de produgao de
isolados proteicos a base de soja (adaptado de Salvadori et al., 2012).

Parametro Composicdo (mg-L™")
DQO 17.000
Teor proteico 4.200
Sélidos Suspensos Totais 3.800
Sélidos Totais 18.000

O efluente foi esterilizado utilizando filtragdo com membrana de 0,22 um e o pH foi
corrigido de 3,91 para 7,06.

3.2 Analises

3.2.1 Biomassa

A determinacdo da biomassa total foi feita através de medidas de massa seca celular
(gravimetria). A massa de cada frasco vazio foi medida previamente. Amostras em
duplicata (10 mL) foram coletadas dos cultivos apds 24 h e 48 h, centrifugadas durante 15
min a 3500 rpm. Os sobrenadantes foram retirados e reservados e os precipitados foram
lavados com dgua destilada e novamente centrifugadas nas mesmas condi¢des e entdo
colocados em estufa até atingirem massa constante. O valor de biomassa total é
correspondente ao valor pesado contendo células mais polimero menos o valor do frasco
vazio, considerando o volume coletado. A biomassa foi obtida da seguinte maneira:

_M-m (1)

X
Va

onde M é a massa do frasco com a massa celular seca; m é a massa de cada frasco e Va é
o volume coletado de meio em cada frasco centrifugado.

3.2.1 Poli(3-hidroxibutirato)

A quantidade de P(3HB) foi determinada através do método descrito por Riis e Mai
(1988). O método consiste na quebra do polimero por meio de propandlise com
subsequente quantificacdo utilizando cromatografia gasosa. Pesou-se as células secas em
um frasco e posteriormente foi adicionado 2 mL de 1,2-dicloroetano, 2 mL de n-propanol
acidificado (4 partes de n-propanol para 1 parte de acido cloridrico) e 2 uL de solugdo de
padrdo interno, composto por 2 g de acido benzéico em 50 mL de n-propanol. O frasco,
hermeticamente fechado, foi entdo colocado em banho a 100 °C por 2,5 h com agitacdo
intermitente a cada 30 min. Posteriormente, ele foi resfriado até atingir a temperatura
ambiente, foram adicionados 4 mL de 4gua destilada e submetido a agitacdo em vortex.
Da fase organica resultante (mais densa) é obtido o cromatograma. A Figura 5 mostra a
curva de calibracdo que foi construida a fim de correlacionar-se as areas de massas
conhecidas de P(3HB) padrdo (Sigma-Aldrich) com a area do padrdo interno. Foi utilizado
um cromatografo gasoso da marca Perkin Elmer, com detector de ionizacdo de chama
com uma coluna capilar PE-WAX 30 m x 0,25 mm.
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Figura 5. Curva de calibragdo com P(3HB) padrado (Sigma-Aldrich).

Com o valor obtido em gramas de polimero e células totais, calcula-se a percentagem
de polimero acumulado na célula da seguinte maneira:

PHB (2)
%PHB = —~ % 100
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4 Resultados e Discussao

4.1 Crescimento celular

O crescimento celular durante o cultivo foi analisado através das curvas de biomassa
em funcdo do tempo de cultivo para os diferentes substratos, mostradas na Figura 6. Para
obter a curva tipica de crescimento, os valores de biomassa foram plotados em escala
logaritmica.
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Figura 6. Curva de crescimento celular de B. megaterium para o cultivo com as diferentes
fontes de carbono.

Ao longo das 48 h, percebeu-se a alteracdo no aspecto visual do cultivo, de
transparente para turvo. Também foi notado um odor caracteristico.

Devido ao espagamento entre os pontos, ndo foi possivel verificar a fase lag de
adaptacdo das células.

Para as amostras cultivadas com os efluentes da industria de laticinios (soro e
permeado), bem como com o efluente da industria de soja, verifica-se um leve
decréscimo na concentracdo de biomassa no meio entre 24 h e 48 h de cultivo. Cabe
salientar que para estes efluentes descritos acima ndo foi feito nenhum tipo de
suplementacdo de micronutrientes e nem adicdo de fonte de nitrogénio como foi
empregado para o glicerol residual.

J4 para a amostra cultivada com o efluente da industria de biodiesel (glicerol residual),
percebe-se um aumento da concentracdo de biomassa no meio, indicando crescimento
celular neste mesmo intervalo de tempo.
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4.2 Produgdo de polimero

A concentragao de polimero bem como sua proporgao foi analisada através das curvas
de concentracdo de polimero em fung¢do do tempo de cultivo para os diferentes
substratos, obtidas através de analise das amostras em cromatégrafo gasoso.

A Figura 7 denota a concentracdo de polimero, utilizando as diferentes fontes de
carbono, ao longo de 48 h. A B. megaterium apresentou acimulo de polimero em todos
os substratos empregados no presente estudo, evidenciando potencial para producdo
nestes efluentes testados.

Assim como para o grafico de crescimento de biomassa, nas amostras cultivadas com
os efluentes da industria de laticinios (soro e permeado), bem como com o efluente da
industria de soja, verifica-se um decréscimo na concentracdo de polimero no meio,
indicando que houve consumo do mesmo. O consumo pode ter sido ocasionado por
limitacdo de algum micronutriente ou mesmo por limitacdo de fonte de nitrogénio.

J4 para a amostra cultivada com o efluente da industria de biodiesel (glicerol residual),
percebe-se um aumento da concentracdo de polimero no meio. Devido ao espacamento
entre os pontos, ndo é possivel concluir se apds essas 48 h a concentracdo de polimero
continuaria aumentando ou se o Ultimo ponto do grafico j& evidencia uma queda da
concentracdo de polimero em que o pico se encontra entre 24 h e 48 h. Cabe ressaltar
que foi utilizado glicerol residual oriundo da producdo de biodiesel sem nenhuma
purificacdo posterior.
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Figura 7. Curva de concentracdo de polimero no meio para o cultivo com as diferentes
fontes de carbono.
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Tabela 12. Acimulo de polimero pela B. megaterium nas amostras apos 24 e 48 h para as
diferentes fontes de carbono.

Fonte de carbono 24 h 48 h

Glicerol residual 25%+3% 37% +3%
Soro de leite 15%+1% 5%+t1%
Permeado de leite 22%+2% 18% +3 %
Efluente indUstria de soja 30%+4 % 22%+1%

Utilizando soro de leite como fonte de carbono, Kim et al. (1992) avaliaram a
producdo de PHB por Escherichia coli recombinante em testes com e sem limitacdo de
oxigénio. Na cultura com limitacdo de oxigénio obteve-se 80 % de PHB com produtividade
de 0,48 g-L™h™, enquanto na cultura sem limitacdo obteve-se 57% de PHB com
produtividade de 0,9 g-L™-h™. Embora a E. coli n3o necessite de limitacdo de nutriente
para produzir o polimero, na condicdo de oxigénio insuficiente houve aumento da
producao de PHB, por diminui¢do da velocidade de crescimento celular.

Wang e Lee (1998) estudaram a produc¢do de PHB utilizando soro de leite concentrado
como fonte de carbono em culturas de alta densidade de células de Escherichia coli
recombinante, em batelada alimentada. A Escherichia coli, assim como a Bacillus
megaterium, ndo necessita limitacdo de nutrientes e a sintese de PHAs ocorre ainda na
fase de crescimento celular. Os autores obtiveram total de 80 % de polimero. Apesar de
terem obtido valores de concentragdo e produtividade de polimero menores do que
aquelas obtidas com fontes puras de carbono, relataram que sua produgdo pode ser
econdmica principalmente se incorporada a uma industria de lacticinios, agregando valor
ao efluente. Contudo, naturalmente a E. coli ndo é produtora de P(3HB) e a utilizacdo de
micro-organismos recombinantes requer cuidados adicionais para que nao haja perda da
habilidade obtida por modificacao genética.

Posada et al. (2011) realizaram uma analise técnico-econdmica para a producdo de
PHB a partir de glicerol bruto. O processo foi realizado utilizando duas qualidades de
glicerol, 88 % e 98 % em peso, utilizando Cupriavidus necator JIMP 134. Os resultados da
avaliacdo econémica demonstraram que o regime tecnoldgico mais apropriado requer
purificacdo do glicerol bruto em até 98 % em peso. Isto porque a maior producdo de PHB
reduz os custos de utilidades no processo a jusante. Uma composicdo tipica de glicerol
bruto num processo de producdo de biodiesel é: metanol 32,59 % em peso, glicerol 60,05
% em peso, NaOCHs 2,62 % em peso, gorduras 1,94 % em peso e cinzas 2,8 % em peso. Os
autores iniciaram o processo com a purificacdo do glicerol bruto, obtendo 99,9 % de
pureza utilizando o processo de evaporagdao. O processo segue com o tratamento de
impurezas e evaporacdo da 4gua e a corrente contendo 80,5 % em peso de glicerol é
destilada sob duas condicGes de operacao diferentes para obter glicerol a 88 % e 98 % em
peso. Os autores testaram trés processos a jusante do cultivo para extracdo do PHB. Eles
obtiverem 37,7 %, 38,0 % e 25,2 % de acumulo de PHB utilizando o glicerol a 88 % em
peso. J4 para o processo utilizando glicerol a 98 % foram obtidos 53 %, 41,7 % e 37,2 % de
PHB.

Vale lembrar que no cultivo realizado no presente trabalho com glicerol residual
oriundo da producdo de biodiesel nenhum tipo de purificacdo posterior foi realizada e,
apesar disto, foram obtidas quantidades de polimero préximas aquelas descritas por
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Posada et al. ao trabalhar com glicerol a 88 % em peso. Isto demonstra que ha potencial
para aprimorar o processo e obter valores ainda maiores de producao de polimero.

Cavalheiro et al. (2009) também utilizaram a bactéria Cupriavidus necator DSM 545
para avaliar a producdo de P(3HB) utilizando glicerol residual como substrato (glicerol
comercial foi utilizado como substrato controle). O glicerol residual foi obtido de uma
planta piloto portuguesa de producdo de biodiesel através do refino de d6leos vegetais
utilizando metéxido de sédio como catalisador, contendo, em peso, 3 % de Na*, menos de
0,2 % de metanol e menos de 1,5 % de monoacilglicerideos. Utilizando o glicerol residual
eles obtiveram 38 % de acumulo de P(3HB), enquanto que para o glicerol comercial este
valor chegou em 62 %. A concentragao celular maxima foi obtida em 30,5 h, com 38 % de
P(3HB). Os autores verificaram que, em ambos os testes, com glicerol residual e glicerol
comercial, pequenas quantidades de P(3HB) foram produzidas antes da deple¢ao do
nitrogénio, sendo que, apds a reducdo de nitrogénio no meio, houve um aumento de
nove vezes na taxa de producdo de P(3HB) durante aproximadamente 4,5 h, quando a
taxa comecou a diminuir, atingindo um patamar de concentracao de P(3HB) entre 30,5 h
e 44,5 h. A Cupriavidus necator pertence ao grupo de bactérias que necessita de limitagdo
de algum nutriente essencial como N, P, Mg, K, O ou S e excesso de fonte de carbono
para que haja sintese de PHAs (POSADA et al., 2011). Cavalheiro et al. (2009) verificaram
que utilizando o glicerol residual, houve lise celular durante o periodo de producdo,
verificado através do decréscimo do peso seco de células residuais. Ao diminuir a
concentracdo de biomassa no meio, houve um aumento de produtividade e a quantidade
de polimero produzida chegou em 50 % do peso seco de biomassa. As taxas médias de
consumo especifico durante as fases de crescimento e producdo observadas foram
semelhantes em ambos os cultivos, sendo esta maior durante a fase de crescimento.
Apesar de apresentarem taxas de producdo de P(3HB) muito proximas, utilizando-se o
glicerol comercial foi obtido o maior valor de produtividade de P(3HB). Isto basicamente
resultou do fato de que o periodo de producdo ativa de P(3HB) foi maior no caso do
glicerol comercial (7,5 h contra 4,5 h). Uma explicacdo possivel para a reducdo do tempo
de producdo com o glicerol residual é a presenca de uma quantidade substancial de Na*
no meio. No entanto os autores nao souberam explicar por que a produgdo cessa apos
7,5 h utilizando-se o glicerol comercial.

Apesar da B. megaterium pertencer ao grupo de micro-organismos que nao necessita
a limitacdo de algum nutriente essencial para que haja a sintese de PHAs, esta mostrou
guantidade de acumulo de polimero, utilizando-se glicerol residual, préxima aquela
obtida com a C. necator por Cavalheiro et al. (2009). Os autores obtiveram concentragdo
celular maxima apés 30,5h de cultivo. No experimento apresentado no presente
trabalho, nao foi possivel inferir apds quantas horas de cultivo obteve-se a concentragao
maxima, nem mesmo se a concentracdo maxima foi atingida, devido ao espagcamento
entre os pontos e o término do cultivo apds 48h.

Lépez et al. (2012) estudaram a capacidade de producdo de polihidroxibutirato (PHB)
através da implementacdo de diferentes configuracdes em meios formulados de uma
nova cepa de B. megaterium. O principal objetivo dos autores era identificar o efeito das
condi¢cbes limitantes no crescimento de B. megaterium BBST4 e producdo de
biopolimeros utilizando glicose e glicerol, separadamente, como fonte de carbono.
Variando apenas o substrato carbonico e mantendo as mesmas condi¢des de trabalho,
eles obtiveram resultados muito préoximos de concentracdao de biomassa e aciumulo de
polimero, sendo que a Unica diferenca significativa entre os testes foi o tempo de duracao
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da cultura inteira, sendo maior no experimento com glicerol. Segundo os autores, isto
poderia ser atribuido a dificuldade da B. megaterium em metabolizar rapidamente o
glicerol como unica fonte de carbono. Este resultado pode justificar, neste trabalho, o
fato da concentracdo de polimero continuar crescendo mesmo apds 48 h de cultivo no
experimento conduzido com glicerol residual.

Os autores também observaram o crescimento e produc¢dao de PHB utilizando
condicdes limitantes, no caso maior concentracao de carbono em relagao ao nitrogénio, e
observaram maiores concentra¢des de biomassa, porém menor fragdo massica de PHB.
Estes resultados também foram obtidos por Kulpreecha et al. (2009), que relatou 62 % de
PHB intracelular, em comparagao com uma produgcao de 42 % durante a operagao em
condi¢Bes limitantes usando B. megaterium BA-019 em melago de cana de agucar.
Segundo Loépez et al. (2012), estas condigdes limitantes possuem as mesmas
caracteristicas nutricionais que estimulam a geracdo de esporos em micro-organismos
gram-positivos.

Vale lembrar que o cultivo realizado com glicerol residual foi o Unico efluente que foi
suplementado com meio mineral e sulfato de amoénio. Pela Tabela 10 percebemos que a
quantidade de proteinas (fonte de nitrogénio) contida no soro de leite e no permeado é
bem menor do que a resultante no cultivo realizado com o glicerol residual. Talvez este
fator limitante explique o decréscimo da concentracdo de biomassa bem como da
concentracdo de P(3HB) verificados nos experimentos utilizando efluente da industria de
laticinio (soro e permeado) e efluente da industria de soja, pois quando as fontes
nutricionais se tornam escassas, a célula é capaz de quebrar o polimero para produzir
energia, desse modo prolongando sua existéncia e suprindo suficientemente sua
alimentacdo normal (KEMMISH, 1993).

Koller et al. (2008) observaram crescimento bacteriano e producdo de PHA pela
Pseudomonas hydrogenovora DSM 1749 utilizando um meio sintético com acgulcares puros
(glicose e galactose) e o permeado de soro de leite contendo excesso de cerca de
20 % em peso de lactose, separadamente. Eles verificaram que, comparada com a cultura
em meio sintético com glicose e galactose, houve um maior crescimento de biomassa no
meio contendo o permeado de soro. A sintese de PHB foi interrompida apds a deplecao
de acucar no permeado de soro, porém nao foi verificada degradacao de PHB. J& meio
sintético com glicose e galactose o PHB foi degradado apds a deplecdo dos acucares.
Segundo os autores isto pode ser causado por pequenas quantidades de fontes de
carbono adicionais e os outros componentes de crescimento presentes naturalmente no
permeado de soro. Para as células cultivadas em permeado de soro de leite a sintese de
PHB foi prolongada. Isto é possivelmente devido a outras fontes naturais de carbono
disponiveis do meio complexo. Portanto, uma maior concentracao final de PHB foi
observada em comparacdo com a experiéncia realizada sem o permeado de soro.
Resultados anteriores conduzem a conclusdo de que, em compara¢ao com os acgucares
puros como substratos de carbono, impactos positivos sobre o crescimento foram
observados quando o permeado de soro é aplicado como fonte de carbono para a
producdo de PHB. Conforme o resultado obtido pelos autores, a utilizacdo do permeado
de soro de leite como substrato para producdao do PHB se mostra vantajosa, ndo sé pelo
aproveitamento e reciclagem do efluente, mas também devido a maior concentracao
final de PHB obtida em comparagdo com o uso de aglcares puros.
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Figura 8. Variacdao do pH do meio para os cultivos pela B. megaterium utilizando
diferentes fontes de carbono.

Com base nos valores de pH obtido para os cultivos, percebe-se uma acentuada
gueda no pH do meio utilizando-se glicerol residual. Para as outras fontes de carbono
utilizadas, verifica-se um expressivo aumento no pH do meio.

Koller et al. (2008) verificaram que, quando o micro-organismo foi cultivado em meio
sintético com acucares puros, um alto decréscimo do valor do pH foi observado. Ja no
experimento utilizando permeado de soro de leite sob as mesmas condi¢des anteriores, o
valor do pH permaneceu constante, enquanto que as concentrac¢des dos acidos organicos
excretadas foram mais ou menos as mesmas. A razdo para isso pode ser uma elevada
capacidade tampdo natural de soro de leite em si.

Este fato ndo foi observado no experimento do trabalho em questdo em que,
utilizando-se o efluente da industria de laticinio (soro e permeado de leite) o pH
apresentou incremento consideravel (Figura 8).

Beaulieu et al. (1995) verificaram a influéncia de sais de amonio e melaco de cana
sobre o crescimento de Alcaligenes eutrophus e producdo de polihidroxibutirato e
verificaram queda do pH do meio de cultura devido a producdo de H,SO,4 quando o ion de
amonio a partir do (NH4),SO4 foi assimilado pelas bactérias.

Isto pode explicar a queda do pH do meio na cultura utilizando glicerol residual, uma
vez que esta foi suplementada com sulfato de amoénio ((NH4),S04).
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A influéncia do pH do meio também foi verificada por Valappil et al. (2007b) em
cultivos com Bacillus cereus SPV. Eles obtiverem a maior producdo de P(3HB) durante a
fase de crescimento estacionaria, 72 h de cultivo, sem degradacdo do polimero mesmo
ap6s 120 h de cultivo. A partir de 70 h de cultivo o pH atingiu um valor baixo (4,5) e
segundo os autores, o valor baixo de pH estaria relacionado ao ndo consumo de polimero.
Kominek e Halvorson (1965) também obtiveram esse resultado trabalhando com B.
cereus e verificaram que o metabolismo do P(3HB) é afetado pela concentracao de ions
hidrogénio. Quando o meio de cultivo foi mantido num valor mais alto de pH, a produgao
de P(3HB) nao foi favorecida, enquanto que num pH baixo, o consumo do polimero foi
suprimido e a formacgao de esporo foi inibida.

Philip et al. (2009) investigaram a influéncia da rotagdo e pH do meio de cultura na
producdo de P(3HB) também por Bacillus cereus SPV. Para testar a influencia do pH, os
autores realizaram experimentos com controle de pH nos valores de 3,0; 6,8 e 10,0. O
cultivo que apresentou maior produgao foi com pH controlado em 6,8, atingindo 23 % de
P(3HB) em 25 horas com posterior consumo de polimero, valor menor do que o obtido no
experimento sem controle de pH. Nos experimentos sem controle de pH, o pH caiu para
um valor de 4,5 e ndo houve degradac¢ao do polimero produzido. Segundo os autores, isto
é possivelmente devido ao fato de que a degradacdo do P(3HB) leva a produgdo de 3-
hidroxibutirato, um dacido, portanto, pela lei da acdo das massas, em condi¢des de baixo
pH a degradac¢dao do polimero é inibida. A queda do pH ocorre, possivelmente devido a
producdo de acido acético, acido lactico e acido pirtvico. Os autores sugerem que o baixo
valor de pH inibe a degradacdo interna do P(3HB).

Desta forma, a queda do pH observada no presente trabalho pode ter evitado o
consumo intracelular do polimero no meio com glicerol. Nos meios com efluente da
industria de laticinio e efluente da industria de soja o pH aumentou consideravelmente e,
juntamente a isso, houve queda da concentracdo de polimero no meio (Figura 7). Este
decréscimo na concentracdo de polimero pode ser justificado pelo consumo intracelular
deste polimero, normalmente atribuido a formacdo de esporo, levando a niveis de
acumulo de polimero baixo.

4.4 Co-polimero

Pela andlise do cromatograma obtido para o cultivo com permeado de soro de leite,
verificou-se um pequeno pico entre os picos do 3HB e do acido benzoico. Na Figura 9 esta
representado um zoom onde se evidencia apenas o pico do 3HB e o outro pico de massa
molar intermedidria. Este pico esta localizado no tempo de retencdo referente ao 3HV,
indicando que pode ter havido a formacdo de co-polimero utilizando-se permeado de
soro de leite como fonte de carbono.
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Figura 9. Cromatograma obtido pela analise da amostra cultivada com permeado de soro
de leite.

Koller et al. (2005) avaliaram a producdao de PHA por uma cepa de bactéria silvestre
osmofilica (que requerem um meio com alta pressdo osmotica, crescem em altas
concentragdes de agucares) que, segundo os autores, ainda estd sob a caracterizagao
detalhada. Eles utilizaram como substrato permeado de soro de leite hidrolisado obtido
de uma empresa de laticinios com concentragdo de lactose de 20 % (w/v), que constitui o
limite superior de solubilidade da lactose em agua, e glicerol a partir da producdo de
biodiesel a partir de dleos vegetais, contendo cerca de 70 % (w/w) de glicerol. No fim do
cultivo com permeado de soro de leite hidrolizado, foi obtido um teor maximo de PHA na
biomassa seca de 50 %. Além disso, os autores observaram que o micro-organismo
investigado possui a propriedade de produzir unidades de 3-hidroxivalerato (3HV)
diretamente a partir de hexoses. Normalmente, a producdo biotecnolégica de 3HV exige
a presenca de precursores (acido propionico, acido valérico), que contribuem
significativamente nos custos de producdo. Durante a fase de producdo, a proporg¢ado de
3HV no polimero manteve-se a um nivel constante entre 8 e 10 % (w/w). A composicdo
do polimero e as unidades de 3-HV (8 % a 10 % de 3-HV/PHA) produzido a partir do
glicerol residual foram semelhantes aos de aclcares de soro de leite, sem suplementacao
de precursores. Porém os autores verificaram formacdo de polimero com peso molecular
significativamente mais baixo em comparacdo com o polimero produzido a partir de soro
de leite, o que, segundo eles, correspondem com os resultados obtidos na literatura,
onde tem sido demonstrado que os pesos moleculares diminuem quando o glicerol ou
glicéis estao presentes no meio. Estas substancias causam terminac¢do da propagacao da
cadeia por ligacdo covalente ao terminal carboxil do PHA. Os rendimentos calculados
foram semelhantes em ambos os testes, obtendo 33 % na relagdo PHA/agucares do soro
de leite e 23 % na relagdo PHA/glicerol.

Ahn et al. (2000) avaliaram o crescimento de Ralstonia eutropha em lactose
hidrolisada e em soro de leite. Quando o soro de leite foi utilizado como Unica fonte
inicial de carbono, com adi¢bes de acgucar invertido e acido propidnico na forma de
pulsos, observou-se uma fase de crescimento exponencial, com velocidade especifica
maxima de 0,23 h™, bastante similar aos resultados com R. eutropha crescendo em outros
substratos, como glicose e aglcar invertido. Apesar de ter produzido pouco conteudo de
polimero, em torno de 37 %, a fracao de unidades 3HV foi bastante elevada, 38 %. Estes
resultados sugerem a possibilidade da existéncia de precursores de 3HV no soro de leite e
mostram que o soro de leite é uma alternativa interessante para a producdo de PHAs,
com composicdo atrativa comercialmente.
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Reddy et al. (2009b) observaram a producdo do copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) [P(3HB-co-3HV)] a partir de uma unica fonte de carbono, glicose e
glicerol, separadamente. A bactéria utilizada, designada como 88D, foi isolada a partir de
uma estacdo municipal de tratamento de esgoto em Hyderabad, india. Segundo os
autores, com base nas caracteristicas fenotipicas e investigacGes genotipicos, este micro-
organismo foi identificado como Bacillus sp. Utilizando ambos os substratos a Bacillus sp.
88D produziu P(3HB-co-3HV). No meio contendo apenas glicose como fonte de carbono a
cepa produziu 64,62 % de polimero, sendo que deste polimero 96 % era do monoémero
3HB e 4 % do mondémero 3HV. No meio contendo apenas glicerol houve uma produgdo de
60,46 % de polimero, sendo 85 % do monémero 3HB e 15 % do mondmero 3HV.

Pela andlise do cromatograma obtido para o cultivo com glicerol residual também se
verifica um pequeno pico entre os picos do 3HB e do acido benzoico (Figura 10). Porém
este pico estd localizado no tempo de retengdo superior aquele referente ao 3HV,
indicando que pode ter havido a formagdo de um co-polimero com massa molar maior
que do 3HV (5 carbonos), podendo representar o 3HHx (3-hidroxihexanoato) que possui
6 carbonos na unidade subunidade (monémero). Nao foi possivel a verificagdo do tempo
correspondente ao mondmero, pois sé havia padrdes de 3HB e 3HV.
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Figura 10. Cromatograma obtido pela andlise da amostra cultivada com glicerol residual.
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5 Conclusoes e Trabalhos Futuros

Neste trabalho, realizou-se cultivo batelada de B. megaterium durante 48 h em estufa
incubadora rotatdria. Foram determinados periodicamente valores de pH, biomassa e
polimero. Nas amostras cultivadas com os efluentes da industria de laticinios (soro e
permeado de leite), bem como com o efluente da industria de soja, foi observado um leve
decréscimo na concentragao de biomassa no meio durante o experimento. Igualmente, a
concentragdo de polimero no meio diminuiu, indicando que houve consumo do mesmo,
normalmente atribuido a formacgdo de esporo. O consumo pode ter sido ocasionado por
limitacdo de algum micronutriente ou mesmo por limitacdo de fonte de nitrogénio. Ja
para a amostra cultivada com o efluente da industria de biodiesel (glicerol residual), foi
constatado um aumento da concentragdao de biomassa no meio. Do mesmo modo,
verificou-se aumento da concentragdo de polimero. Utilizando o glicerol residual foi
observada queda no pH do meio durante o cultivo. A queda do pH pode ter evitado o
consumo intracelular do polimero. Os meios com efluente da industria de laticinio e
efluente da industria de soja o pH aumentou consideravelmente e, juntamente a isso,
houve queda da concentracdo de polimero. Analises dos cromatogramas obtidos para o
cultivo com permeado de soro de leite e cultivo com glicerol demonstram um pequeno
pico entre os picos do P(3HB) e do acido benzoico, indicando que pode ter havido a
formacao de co-polimero.

Foi verificado que B. megaterium acumulou polimero em todos os substratos
empregados no presente estudo, evidenciando potencial para producao nestes efluentes
testados. Sendo o custo da matéria-prima fator determinante para a economia do
processo, a utilizacdo de efluentes industriais se mostra vantajosa. O uso desses
substratos e a aplicacdo de outras estratégias complementares levam a viabilidade deste
processo. A reducdo do custo, aliado a necessidade de preservacdo ambiental, a maior
conscientizacdo da populacao, os limitados recursos de combustiveis fésseis e as variadas
caracteristicas dos PHAs, permitird que, em futuro préximo, seu uso seja ampliado e os
plasticos biodegradaveis possam estar presentes nas mais diversas aplicacdes.

Como proposi¢cdo para trabalhos futuros, de acordo com algumas lacunas a serem
exploradas identificadas no presente trabalho, encontram-se:

e Para os efluentes da industria de laticinios e industria da soja repetir os cultivos,
utilizando intervalo de amostragem menor e tempo de cultivo de 48 h, a fim de se
verificar o pico maximo de producao de polimero;

e Obter a composicdo dos efluentes da industria de laticinios e do efluente da
industria da soja e repetir os cultivos suplementando-os a fim de verificar se o consumo
de polimero ocorreu devido a escassez das fontes nutricionais;

¢ Para o efluente da industria de biodiesel repetir os cultivos, utilizando intervalo de
amostragem menor e tempo de cultivo maior que 48 h, a fim de se verificar o pico
maximo de producdo de polimero;

¢ Realizar os cultivos e construir curva padrao para outros mondémeros, comoo HV e o
HHx, a fim de verificar e quantificar a producdo de co-polimero.
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ANEXO A

Laudo analitico do efluente da industria do biodiesel.

BS ° ’
- L]
B’os LaU.dO Analitico
r ‘duto: Namero do Lote: Data de Carregamento:
9- LICERINA BRUTA 890000001506
M hspecificaqéo (1)
Item Analitico Unidade Resultado Min Max Métodos
Umidade % (m) 11.720 - 13.000 AOCS Ca 2e-84
i~
Glicerol % (m) <w 80.000 - Official Mon.XXI
Cinza % (m) 5.820 - 8.000 Official Mon.XXI
Cloretos % (m) (f.\OO_ﬂ) - 7.000 Método de Mohr
PH 5.370 4.500 9.000 -
MONG % (m) 0.680 - 2.000 calculo
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