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Resumo

Biopolimeros biodegradaveis do tipo PHA foram produzidos utilizando
residuos agroindustriais (casca de acéacia, pele de amendoim, casca de arroz, casca
de banana, bagaco de cana, fibra de coco, talo de fumo, farelo de trigo) e suas
misturas em cultivos com Bacillus sp. Os melhores rendimentos foram obtidos dos
residuos de pele de amendoim, bagaco de cana-de-acUcar e farelo de trigo nos
cultivos com microrganismos: Bacillus licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens.
Foram obtidos: P(3HB), P(3HP), P(3HBcoHP), P(3HBcoHV) e ainda, P(3HFB) em
meio misto de pele de amendoim, bagaco de cana e farelo de trigo cultivados com

Bacillus licheniformis.

O cultivo com Bacillus amyloliquefaciens em batelada com reforco em lotes
espacados foi reproduzido em escala piloto de 35 L com os residuos de pele de
amendoim e farelo de trigo. Os rendimentos obtidos do meio misto de farelo de trigo
e pele de amendoim foram: 9,3 g.L™ de biomassa celular e acimulo de 66,7% de
P(3HBcoHP). O cultivo com meio de farelo de trigo foi obtido: 7,8 g.L™! de biomassa
celular com acumulo de 57,2% de P(3HB).

Os PHAs em filmes demonstraram maior resisténcia mecéanica do que PLA.
Os valores de tensdo de ruptura média foram: 55 + 0,5% (P(3HB), P(3HP) e
P(3HBcoHV), 12 + 0,5% e 18 + 1% para P(3HBcoHP) e P(3HFB), respectivamente,
quando comparados ao PLA que sofre ruptura durante a deformacéo elastica em 2,0
+ 0,5%.

Os PHAs demonstraram ser toxicologicamente seguros para a linha celular
MRC5 de mamiferos e em ensaios de germinacdo de sementes. Os resultados de
biodegradabilidade atendem aos requisitos para aplicacdes biomédicas e para
compor filmes para alimentos apresentando indices de biodegradacdo acima de
90% em 180 dias.
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Abstract

Biodegradable biopolymers type polyhydroxyalkanoates (PHA) had been
produced using agro-industrial residues (acacia bark, peanut skin, rice husk, banana
peel, sugarcane bagasse, coconut fiber, tobacco stem, and wheat bran) and their
mixtures in the cultivation Bacillus sp. The best yields were obtained from peanut
skin residues, sugarcane bagasse and wheat bran in the cultivations with
microorganisms: Bacillus licheniformis and Bacillus amyloliquefaciens. Were
obtained: P(3HB), P(3HP), P(3HBcoHP), P(3HBcoHV) and P(3HFB) in mixed
medium of peanut skin, cane bagasse and wheat bran in the cultivation with Bacillus

licheniformis.

The cultivation with Bacillus amyloliquefaciens in batch with reinforcement in
spaced lots was reproduced in a pilot scale of 35 L with the residues of peanut skin
and wheat bran. The yields obtained from the mixed medium of wheat bran and
peanut skin and were: 9.3 g.L™* of cell biomass and accumulation of 66.7% of
P(3HBcoHP). Cultivation with wheat bran medium was obtained: 7.8 g.L™ of cell

biomass with an accumulation of 57.2% P(3HB).

Film PHAs showed greater mechanical strength than PLA. The values of
mean rupture stress were: 5.5 + 0.5% (P(3HB), P(3HP) and P(3HBcoHV), 12 + 0.5%
and 18 + 1% for P(3HBcoHP) and P(3HFB), respectively, when compared to the PLA
that breaks during elastic deformation by 2.0 £ 0.5%.

PHAs have been shown to be toxicologically safe for the mammalian MRC5 cell line
and in seed germination assays. The results of biodegradability meet the
requirements for biomedical applications and for composing films for food with

biodegradation rates above 90% in 180 days.
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1 INTRODUCAO

Polihidroxialcanoatos ou PHAs sdo poliésteres microbianos sintetizados e
acumulados como granulos intracelulares por alguns microrganismos pertencentes
as bactérias que servem como reservas de carbono e energia para manutencao dos
microrganismos produtores em condi¢cdes de limitacdo de nitrogénio, fosforo ou
oxigénio e excesso de carbono no meio. Os PHAs sdo produzidos através da
biossintese direta de carboidratos de cana-de-acUcar e de milho ou de Oleos
vegetais extraidos principalmente de soja e palma. Dependendo da composicao
monomeérica podem ser utilizados na producdo de embalagens, itens de descarte
rapido, filmes flexiveis e aplicacdes biomédicas devido a sua alta biocompatibilidade
e biodegradabilidade.

Os polihidroxialcanoatos sdo considerados como uma alternativa aos
polimeros sintéticos por ser um termoplastico natural, biodegradavel e biocompativel
produzido de fontes biolégicas renovaveis.

O P(3HB) (poli-3-hidroxibutirato) foi o primeiro PHA a ser descoberto em 1926
e apresentava propriedades muito semelhantes aos plasticos convencionais como
polietileno e polipropileno. Somente a partir de 1974 que o potencial das bactérias
para produzir PHA com estruturas diferentes de P(3HB) foram descobertas.
Adotando tecnologias avancadas de biotecnologia, incluindo engenharia genética,
de uma maneira sistematica permitiu a producdo fermentativa microbiana de
poliésteres ndo naturais, como poli lactato (PLA), poli (lactato-co-glicolato) (PLGA), e
até mesmo poliésteres que consistem em mondmeros aromaticos de carboidratos
derivados de biomassa renovaveis, que podem ser amplamente usados nas
indUstrias quimicas atuais.

Competindo no mercado com poliolefinas que sao os polimeros mais
importantes para os diversos mercados, e com “plasticos verdes” obtido de fontes
renovaveis, porém nao biodegradaveis, os PHAs estdo desfavorecidos devido aos
maiores custos de producdo. A contribuicdo do custo do substrato em si para a
producdo de PHAs é estimado entre 28 e 50% do custo total.

Atualmente, pesquisas concentram-se ha busca de matérias-primas
fermentaveis de baixo custo como substratos para producdo de PHAs e a biomassa

lignocelulésica de origem agroindustrial € uma delas. A biomassa vegetal é
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composta, principalmente, de celulose e esta disponivel em grande escala e
representa uma majoritaria fonte renovavel de matéria-prima para processos
biotecnolégicos bem como para producdo de combustiveis orgéanicos, suportes para
fabricacéo de farmacos e materiais compdsitos.

A biomassa vegetal de origem agricola produzida anualmente no Brasil € uma
excelente fonte de matéria-prima renovavel para utilizacdo em processos
biotecnolégicos. Estima-se que sdo gerados para cada tonelada produzida, os
seguintes residuos: milho (700 Kg de palha), arroz (220 Kg de casca), coco (850 Kg
de casca), trigo (23% de farelo do peso em gréo), cana (280 Kg de bagaco), casca
de banana (25% em relacdo ao peso dos frutos) e casca de acacia (500 Kg de
fibras). As diferentes combinacdes de fontes de carbono e microrganismos nos
processos de fermentacdo podem gerar diferentes estruturas de PHA. A estrutura

geral do PHA é mostrada na Figura 1.

R 0
. R
~
0) (CH)5 \i\o/ \(CHz)ﬁ/ —

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

R = metil Poli (3-hidroxibutirato)

R = etil Poli (3-hidroxivalerato)

R= propil Poli (3-hidroxihexanoato)

R = pentil Poli (3-octanoato)

R = nonil Poli (3-dodecanoato)
n=2 R = hidrogénio Poli (4-hidroxibutirato)
n=3 R = hidrogénio Poli (5-hidroxibutirato)

Figura 1 Estrutura geral de PHA, onde: n = namero de repeticfes de unidades de (CH,)
e R = estruturas radicais mais comuns

Processos de hidrélise quimica ou enziméatica e o desenvolvimento de
bioprocessos devem ser melhorados, pois a natureza destes materiais pode gerar
meios com baixa quantidade de acglcares, presenca de inibidores microbianos e alto
custo. Alternativas como a reducgéao e reutilizagdo de insumos visando um processo
mais limpo devem ser revistos, assim como uma avaliagdo do ciclo de vida do

produto em todas as etapas de producéo.
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A prospecc¢do de uma producdo mais limpa na agroindustria proporciona uma
modelagem logica e detalhada dos processos, possibilitando conhecer a principal
fonte geradora de residuos. A partir disso, o foco passa a ser buscar solucdes
capazes de minimizar o desperdicio de materiais e até mesmo incorpora-los
novamente ao processo produtivo. Aos processos, atuar através da conservacdo de
matérias-primas, agua e energia, eliminacdo de matérias-primas toxicas e reducéo
na fonte da quantidade e toxicidade das emissdes e dos residuos gerados. Ja
aos produtos, por meio da reducdo dos seus impactos negativos ao longo de seu
ciclo de vida, desde a extracéo de matérias-primas até a sua disposicao final.

Neste sentido, a presente tese buscou seguir 0s principios desta metodologia
nas areas de operacdo, projeto, planejamento e gestdo, buscando o
desenvolvimento de novos produtos que traduzam em ganhos sociais e ambientais
ao setor do agronegacio.

A tese estd dividida em diferentes etapas. A primeira etapa baseou-se na
prospeccao entre oito biomassas de residuos agroindustriais, que foram
caracterizadas e avaliadas apoOs diferentes processos de hidrolise para compor
meios de cultivo microbiano para producdo de PHA. A segunda etapa foi avaliar a
producdo de PHA realizando ensaios com quatro microrganismos do tipo Bacillus sp.
em meio sélido e por fermentacdo em meio liqguido, com um Unico bioprocesso
aplicado para todos os meios.

Na etapa seguinte, os biopolimeros obtidos foram identificados e as melhores
biomassas e microrganismos produtores foram selecionados e combinados para
escalonamento, da bancada até escala piloto em biorreator de 35 L. Cinco diferentes
estruturas de PHA foram caracterizadas e apdés combinadas em blendas com PLA e

avaliadas quanto sua toxicidade e potencial de biodegradacéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Produtos a base de plastico com propriedades como leveza, alta durabilidade
e facilidade de processamento podem ser produzidos a pre¢os muito baixos. Assim,
0os plasticos sdo amplamente utilizados em praticamente todos os aspectos de
nossas vidas diarias. Nos ultimos 50 anos, houve um aumento continuo na demanda
por plasticos e, em 2020, a producdo global de plasticos foi estimada em
aproximadamente 550 milh6es de toneladas até 2030. No entanto, a caracteristica
duréavel dos plasticos atribuidos a sua ndo biodegradabilidade também tornam dificil
o tratamento desses materiais por meio de sistemas de purificacdo natural, como
degradacdo biolégica, quando estes sdo descartados como lixo, o que resulta no
acumulo de residuos plasticos na terra e nos oceanos, comumente referidas como
ilhas de plastico. Além disso, microplasticos derivados de produtos cosméticos,
como pastas de dente e produtos de limpeza, ou formado pela fragmentacdo de
grandes residuos de plastico por meio do processo de intemperismo em
ecossistemas marinhos, exacerbaram o problema do plastico na medida em que
agora € uma das crises globais mais graves que ameacam 0 ecossistema e saude

humana 2.

Além disso, a maioria dos plasticos produzidos com processos quimicos a
base de petréleo pode contribuir para outros problemas ambientais, incluindo as
mudancas climaticas. Para resolver essas questfes relacionadas ao plastico,
esforgcos substanciais tém sido feitos em todo o mundo. A este respeito, embora a
reciclagem seja uma das abordagens mais utilizadas, apenas seis tipos de plasticos,
a saber: tereftalato de polietileno (PET), polietileno de alta densidade (PEAD),
cloreto de polivinila (PVC), polietileno de baixa densidade (PEBD), polipropileno
(PP), e poliestireno (PS) séo passiveis de serem parcialmente reciclados e, em
2019, o percentual de reciclagem desses plasticos representou apenas 18%. Em um
esforco para resolver o problema de nao-biodegradabilidade, plasticos
biodegradaveis, como: poliglicolato (PGA), poli-e-caprolactona (PCL), alcool
polivinilico (PVOH), polilactato (PLA) e polihidroxialcanoatos (PHAs) foram
desenvolvidos para substituir os plasticos a base de petréleo. As refinarias
tradicionais a base de petroleo se mantém dependentes de combustiveis fosseis
para atender aos requisitos globais de energia, produtos quimicos e materiais. No

20



entanto, preocupacdes com relagdo ao meio ambiente como a poluicdo, emissdes
de gases de efeito estufa, mudancas climaticas e industrias ndo sustentaveis
baseadas no petroleo tém levado ao desenvolvimento de biorrefinarias para
indUstrias sustentaveis desenvolvendo processos de producdo de base biolégica

utilizando biomassa renovavel e ambientalmente sustentaveis >'.

Dadas as crescentes preocupacdes associadas a producdo, uso e descarte
de plasticos, vérios estudos tém se concentrado em desenvolver cepas microbianas

para a producao de plasticos de base biolgica e biodegradaveis ®.

PHAs sdo poliésteres naturais biodegradaveis produzidos por numerosos
microrganismos. Dado que esses polimeros possuem propriedades fisicas e
termoquimicas de materiais comparaveis as dos plasticos baseados em petroleo
eles tém sido ativamente estudados como materiais promissores para resolver
questdes relacionadas aos plasticos usados atualmente. O material e as
propriedades dos PHAs podem variar dependendo do comprimento da cadeia e da
composicdo do monbmero. Avancos recentes no desenvolvimento de cepas
microbianas com base na engenharia metabdlica tradicional combinada com as
tecnologias de biologia sintética denominada "engenharia metabolica de sistemas”,

aumentou a eficiéncia das biorrefinarias em termos de tempo e custos de producao
3,8,9

O PHB (polihidroxibutirato) foi o primeiro PHA a ser descoberto (1926) e pode
ser acumulado em bactérias em até 80% do peso de células secas e apresentava
propriedades muito semelhantes aos plasticos convencionais como polietileno e
polipropileno °. Somente a partir de 1974 que o potencial das bactérias para
produzir PHA com estruturas diferentes de P(3HB) foram descobertas. Uma
variedade de homopolimeros e copolimeros com moléculas de pesos entre 50.000 e
1.000.000 Da e mais de 160 mondmeros diferentes ja foram relatados e produzidos

usando diferentes meios de cultivo e microrganismos °.

A sintese de PHAs normalmente ocorre quando ha excesso de fonte de
carbono e energia disponivel e limitacdo de pelo menos um nutriente necessario a
multiplicacéo das células bacterianas (N, P, Mg, Fe, etc). De modo contrario, quando
ha limitacdo de carbono ou energia, mas nao de outros nutrientes, PHAs podem ser

reutilizados para suprir esta necessidade **.
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Existem trés tipos principais de PHAs, dependendo do numero de &tomos de
carbono na cadeia. Os PHAs de cadeia curta (scl-PHA) sdo compostos de trés a
cinco atomos de carbono (C3 a C5), como: poli-3-hidroxibutirato (P3HB), e poli-3-
hidroxibutirato-co-hidroxivalerato (P3HBcoHV). Os PHAs de cadeia média (mcl-PHA)
apresentam entre seis e quatorze atomos de carbono (C6 a C14), neste grupo os
principais sao: poli-3-hidroxihexanoato (PHHx) e o poli-3-hidroxioctanoato (PHO).
PHAs de cadeia longa (Icl-PHA) sdo compostos por mais de quatorze atomos de
carbono (>C14). A diversidade estrutural de homopolimeros ou copolimeros de PHA
€ dependente do suprimento da fonte de carbono (monémero de substrato), a
especificidade da enzima PHA sintase e das vias metabdlicas a que os
microrganismos sejam submetidos. Assim, o homopolimero de PHA contém apenas
um tipo de HA como unidade monomérica enquanto o copolimero PHA é composto
de mais um tipo de unidade monomérica ***°.

A grande diversidade de PHAs sintetizados por bactérias ainda incluem
estruturas como: hidroxialcenoatos contendo uma ou duas insaturaces,
hidroxialcanoatos com grupos metila ou hidroxi em diferentes posi¢cdes, contendo
carboxi livres, carboxi esterificados a alquilas ou ainda &cido benzdico, fenoxi ou
acetoxi, para-cianofenoxi ou para-nitroxi, hidroxilas secundarias, epdxi, ciano ou
atomos como: fluor, cloro ou bromo ligados ao carbono terminal do mondmero

Algumas dessas estruturas de PHA foram compiladas e sdo mostradas no Anexo
|11,14

Armazenados no citoplasma da célula, de forma esférica e refrativa a luz, os
granulos de PHA consistem em um nlcleo hidrofébico de cadeias de PHA
agrupados e esse nucleo é recoberto por enzimas mais hidrofilicas e proteinas
estruturais, que, ainda ndo foram esclarecidas definitivamente podendo formar uma
membrana proteica ao redor do granulo. E proposto que os granulos de PHA s&o
mais do que simples inclusbes de polimero, mas sim organelas funcionais como
corpos de inclusdo com varias funcées biolgicas **°. Nos Ultimos anos, outros
papéis biologicos do PHA foram elucidados. Além de seu papel para a esporulagéo
em Bacillus, sua interagdo com o metabolismo de fixacdo de nitrogénio e outros,
eles exercem uma funcdo protetora para as células quando expostas a condi¢des
ambientais perigosas, como solventes toxicos, estresse oxidativo, calor ou

congelamento, hipersalinidade ou radiagao UV 16
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Em trabalho mais recente, Bresan e colaboradores (2016) descreveram a
estrutura dos granulos de PHB sem a presenca de fosfolipidios. De acordo com este
estudo, os granulos de polihidroxibutirato (PHB), também designados como
carbonossomos, sdo complexos supramoleculares que consistem em um nucleo de
polimero PHB e uma camada superficial de estruturas de proteinas funcionais. A
suspeita da presenca de fosfolipidios na camada superficial era baseada até entéo,
em dados obtidos in vitro de granulos de PHB isolados, no entanto, a presenca in
vivo nas células de uma camada de fosfolipidios nunca havia sido demonstrada. Os
ensaios utilizando marcadores fluorescentes de proteina concluiram que o0s
carbonossomos de representantes de a-proteobactérias, [(-proteobactérias e y-
proteobactérias ndo tém fosfolipidios in vivo e que as camadas de superficie dos
granulos de PHB / PHA em produtores naturais geralmente séo livres de fosfolipidios
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e consistem apenas em proteinas ~°. A Figura 2 mostra granulos de PHB

acumulados em célula bacteriana e estrutura do granulo de PHA.

Granulos de PHB

oq Biopolimero PHB

O PHB Depolimerase
Q PHB sintase (Pha ()

‘ PhaM
0 PhaR

O rears
© PhaPl
@ Outros Phafs

(b)

Figura 2 (a) Imagem de micrografia eletrénica de transmissao de granulos de
P3HB acumulados em Burkholderia sp. apés 48 h de cultivo 8, (b) Estrutura do
granulo de PHB modificado de Bresan (2016) *’

A Figura 2 (a) mostra a distribuicdo dos granulos de PHB acumulados em
Burkholderia sp., o diametro dos granulos de PHA pode variar entre 0,2 e 0,5 pum.
Este tamanho é apenas um pouco menor do que o diametro celular médio da

maioria das espécies de bactérias (0,4 a 1um) *°. A Figura 2 (b) descreve a estrutura
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sugerida por Bresan e colaboradores mostrando o polimero de PHB envolto por
vérias proteinas com funcdes diferentes para a sintese do PHA''.

A extracdo de PHAs intracelulares da biomassa celular pode ser uma etapa
desafiadora no desenvolvimento de um bioprocesso comercialmente viavel. A
separacdo dos granulos de PHA da biomassa microbiana e remocdo da camada
proteica podem ser facilmente realizadas utilizando-se solventes halogenados, os
quais sdo caros e de dificil manuseio em funcdo da sua toxicidade. Um protocolo
ideal de extracdo deve resultar em altos niveis de recuperacéo e pureza do PHA e
ser de baixo custo. Gahlawat e colaboradores®® revisaram diferentes protocolos de
recuperacdo que foram usados por varios pesquisadores para a extracdo de
granulos de PHAs das células, listando suas vantagens e desvantagens. Estas

informacdes sdo mostradas em tabela compilada no Anexo Il

De modo geral, os processos de extragdo envolvem o rompimento das células
e subsequente separacéo do polimero dos fragmentos celulares e outros residuos. A
ruptura celular pode ser obtida através de um pré-tratamento empregando produtos
quimicos (por exemplo: tratamentos com alcali, acidos) e/ou métodos fisicos (por
exemplo: calor e sonicacdo). O uso de solventes organicos no processo de extracao
€ bastante comum e geralmente envolve uma modificacdo da permeabilidade da
membrana celular seguida da dissolu¢cdo do polimero. A separacdo do polimero
pode ser realizada por evaporagdo do solvente ou por precipitacdo em um néo
solvente. Os solventes mais comumente utilizados s&o hidrocarbonetos clorados
como: cloroférmio, cloreto de metileno e 1-2 dicloroetano. Como as solucdes de
polimero sdo muito viscosas, torna-se necessario o uso de grandes volumes de

solvente para remover todos os residuos celulares o que torna o processo mais caro
20

Diferentes pesquisas tém explorado varios solventes ndo halogenados tais
como: carbonato de polipropileno, etanol, acetato de butila, acetato de etila, etc.
como uma alternativa ecoldgica aos solventes halogenados para extragdo de PHA.
Gahlawat e Soni (2017)** relataram que o carbonato de polipropileno pode ser usado
como um solvente para recuperacdo de PHAs e obtiveram um rendimento de 90% e
pureza de 93% com tratamentos a 120 °C por 30 min. Como o carbonato de

polipropileno apresenta um ponto de ebulicdo de 240 °C isso previne a sua
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evaporacdo para o ambiente e ainda pode ser reutilizado para varios ciclos de
purificacdo *.

Em um relatorio recente, um sistema de solventes ecoldgico de acetona /
etanol / carbonato de polipropileno na propor¢cdo de 1:1:1 (v/v/v) foi desenvolvido
para recuperacdo de PHAs de células de C. necator. O sistema solvente: A/E/CP
resultou em recuperagdo maxima de PHAs de 85% e pureza de 92% da biomassa
seca pré-tratada. A eficiéncia deste sistema de solvente biorrenovavel foi testada
posteriormente em maior escala em um reator de alta pressdo, o maior rendimento
de recuperacdo de PHA de 65% foi obtido a 145 °C. Além disso, os rendimentos de

pureza e recuperacdo foram melhorados com o uso do hexano como precipitante 2.

Por vérias décadas, uma ampla gama de organismos, incluindo bactérias e
eucariotos foi desenvolvida para produzir PHAs com eficiéncia para possiveis
aplicacées industriais 2,

A engenharia metabdlica tem sido aplicada com sucesso para apoiar 0
desenvolvimento de varios microrganismos, incluindo Escherichia coli,
Corynebacterium glutamicum e Cupriavidus necator (anteriormente conhecido como
Alcaligenes eutrophus) seguido por Ralstonia eutropha, que sdo utilizados como

células microbianas de referéncia para producéo de PHA 922,

Com base nesses esforcos, varias empresas estabeleceram esse foco na
producdo de PHA. Junto com os avancos tecnoldgicos na producdo de PHA, as
empresas expandiram seu alcance de tipos de produtos e capacidades em resposta
as crescentes preocupacbes em relacdo aos plasticos sintéticos. Alguns dos
principais microrganismos utilizados para produzir PHAs a partir de diferentes
residuos da industria de alimentos sdo: Alcaligenes latus (P(3HBco3HP)) a partir de
malte, residuos de leite, vinagre e 0Oleo de soja e gergelim; Burkholderia cepacia
(PHB, PHBV) de dleo de palma bruto, &cido oleico, xilose, acido levulinico e melago
de beterraba; Escherichia coli modificada (PHB) a partir de glicose, glicerol, éleo de
palma e etanol; Pseudomonas aeruginosa (mcl-PHAs) de glicose, acido oleico,
residuos de &acidos graxos livres; Rhizobium meliloti (PHB) em meios ricos de
glicose, sacarose, galactose, xilose e maltose; Cupriavidus necator (PHB e
copolimeros) em presenca de glicose, sacarose, frutose, valerato, octanoato, acido

lactico e 6leo de soja e, Spirulina platensis (PHB) a partir de didxido de carbono ?’.

25



8 na maioria dos casos, os

Em recente revisdo de Koller e colaboradores 2
microrganismos produtores de scl-PHA convertem fontes de carbono simples como
acucares, alcoois ou lipidios via acetil-CoA em 3HB; a producdo de 3HV ou 4HB
normalmente requer substratos precursores estruturalmente relacionados, como o0s
precursores de 3HV: o &cido propidnico, acido valérico, acido levulinico e coquetéis
de acidos graxos fracionados. Entre Archaea extremofilicas, capazes de sobreviver
em condigbes extremas, uma série de cepas como Haloferax mediterranei ou
Halogeometricum borinquense foram identificadas, que produzem copoliésteres de
3HB e 3HV (PHBcoHV) a partir de substratos simples e estruturalmente nao
relacionados, como carboidratos ou glicerol, que por sua vez reduz os custos para
sintese do copoliéster. Entre eubactérias, a producao de copoliéster PHA a partir de
substratos ndo relacionados é uma caracteristica escassa e relatada, por exemplo,
para a cepa Gram-positiva Bacillus licheniformis PL26 *° e a cepa Gram-negativa

Hydrogenophaga pseudoflava *.

Na maioria dos casos, mcl-PHA sdo heteropoliésteres de diferentes
hidroxialcanoatos distribuidos aleatoriamente e s&o tipicamente sintetizados por
bactérias Gram-negativas do género Pseudomonas e, ao contrario do scl-PHA,
apresentam baixa cristalinidade e baixa temperatura de transicdo Vvitrea;
macroscopicamente, eles aparecem como “biolatex” altamente elasticos 3. A
geracdo de homopoliésteres de mcl-PHA, como poli-3-hidroxihexanoato (PHHX) ou
poli-3-hidroxioctanoato (PHO), é descrita principalmente por cepas de producao

geneticamente modificadas *.

Os quadripolimeros formam uma nova classe de PHA constituido de pelo menos
quatro diferentes tipos de mondémeros PHA, um exemplo descrito recentemente
polimero produzido por Cupriavidus eutrophus cepa B10646. Este PHA consiste nos
blocos de construcdo quirais 3HB, 3HV (scl-PHA) e 3-hidroxihexanoato (3HHXx) (mcl-
PHA) e o bloco de construgdo aquiral scl-PHA (4HB) % Outros pesquisadores
também produziram quadripolimeros do tipo poli (glicolato-co-lactato-co-3HB-co-
4HB) por engenharia metabdlica de Escherichia coli **.

No contexto do acido lactico como constituinte do PHA, Taguchi e
colaboradores descreveram pela primeira vez a ocorréncia deste 2-hidroxialcanoato

em PHA produzido microbianamente a partir de uma cepa de Pseudomonas sp.
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35,36

modificada As estruturas de scl-PHA e mcl-PHA mais exploradas sao

mostradas na Figura 3.
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Figura 3 Exemplos de alguns monémeros detectados em PHAs sintetizados
por bactérias. Compilado a partir de Steinbiichel e Valentin *’

A PHA sintase (PhaC) é a principal enzima envolvida na biossintese de PHA
e a responsavel pela polimerizacdo de substratos em hidroxialcanoato monomeéricos.
Atualmente, foram relatados 14 tipos de PHA sintase que levam a sintese de PHA e
foram categorizadas em quatro classes principais com base em suas sequencias
primarias, especificidade do substrato e composicdo da subunidade. A classe |
compreende enzimas gue consistem em um unico tipo de PhaC, que forma um
homodimero, enquanto a Classe Il contém dois tipos de sintase, PhaCl e PhaC2. As
sintases de classe Il e IV formam heterodimeros, compreendendo PhaC-PhaE e
PhaC-PhaR, respectivamente. As sintases de classe I, lll e IV tendem a favorecer
mondmeros de cadeia de comprimento curto (scl) de 3 a 5 carbonos, como poli-3-
hidroxibutirato P(3HB) e PhaC para o poli-hidroxibutirato de alto peso molecular
P(4HB). As sintases de classe Il favorecem mondmeros de cadeia de comprimento
meédio (mcl) de 6 a 14 carbonos, tais como poli-3-hidroxihexanoato (P3HHX). As

sintases de classe IV sdo enzimas de dois componentes, que consistem de uma
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subunidade catalitica PhaC e uma segunda subunidade PhaR capazes de
polimerizar monémeros de cadeia curta e média 3.

Bacillus sp. que possui a PHA sintase de classe IV, tem a capacidade de
produzir P(3HA-scl; 3HA-mcl) o que o coloca em uma categoria diferenciada para
exploragéo na produgéo de PHAs. A versatilidade para metabolizar diferentes fontes
de carbono torna este microrganismo um potencial produtor de PHAS sob diferentes
condi¢cBes de cultivo. Dependendo do substrato podem ser obtidos: PHB, P(3HB;
3HV), P(3HB; 3HHX), P(3HB; 4HB; 3HHXx) e P(3HB;6HHx;3HHXx) “**2. Um nlimero de
espécies de Bacillus, mas nao todas, podem acumular PHA em suas células sob
condicBes de crescimento estressante ou desequilibrado. As espécies de Bacillus
relatados como produtores nativos de PHA sdo os seguintes: B. amyloliquefaciens,
B. anthracis, B. aryabhattai, B. badius, B. brevis, B. cereus, B. circulans, B.
coagulans, B. firmus, B. flexus, B. laterosporus, B. lentus, B. licheniformis, B.
macerans, B. megaterium, B. mycoides, B. odisseia, B. pasteurii, B. pumilus, B.
sphaericus, B. subtilis, B. thuringiensis, e algumas espécies ou isolados nédo
identificados “3. O maior actimulo de PHA relatado até agora é de 88,7% em peso de

células secas usando B. licheniformis M2-12 44,

Microrganismos do género Bacillus sp. ja foram cultivados em meios
alternativos de baixo custo como bagaco de cana, farelo de trigo e lodo ativado
acumulando cerca de 6 g.L™* de PHB para Bacillus licheniformis e 5,5 g.L* para

Bacillus circulans #°

. P(3HB) foi produzido a partir de residuos de abacaxi por
Bacillus sp. alcancando a concentracdo de 1,86 g.L™ e produtividade de 0,077 g.L’
! h"* em meios de cultivo sem controle de pH e aeracéo “°. Bacillus sp. produziu o
copolimero P(3HB-co-3HV) quando foi utilizado como Unico substrato de carbono:
glicose ou glicerol e produziu poli-hidroxibutirato (PHB) quando o acetato de sodio foi
usado como Unico substrato de carbono *’. Bacillus cereus (FA11) isolado de solo
contaminado por trinitrotolueno (TNT) foi capaz de acumular 48,4% de P(3HB-co-
3HV) utilizando glicose como unica fonte de carbono apos 48h de incubacgéo a 30 °C
12 Ao lado do melaco, a flor de Mahua pode ser considerada como uma fonte de
carbono mais barata para a sintese de copolimeros de PHA e foi utilizada para a
biossintese de PHB-co-HV, na proporgéo de 90:10, por Bacillus sp. que acumulou
51% de sua biomassa em PHA, desempenho superior em comparagcdo com

Rhizobium meliloti (31%) e Sphingomonas sp. (92%) “®. As espécies bacterianas
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Bacillus circulans MTCC 8167, isolado de solo contaminado com dleo cru, produziu
eficientemente P (3HB-co-3HV) de cadeia média a partir de fontes de carbono de

baixo custo como a dextrose *°.

A massa molecular média (Mn) em uma cadeia de PHAs produzido por
Bacillus é aproximadamente 30 x 10* g.mol® **°!. No entanto, varios estudos
relataram producéo de PHA com Mn mais baixa (1,8 - 8,5 x 10* g.mol™) com cepas
de Bacillus, especialmente quando cultivado por um longo tempo. Os
microrganismos sao capazes de metabolizar o PHA por acéo de depolimerases que
seriam as principais responsaveis por essa diminuicdo do peso molecular. A
regulacdo metabdlica da esporulacdo e a mobilizacdo de PHA em Bacillus séo de
grande interesse, uma vez que o PHA de baixo peso molecular pode ser

rapidamente metabolizado pelo desenvolvimento de enddsporos °2.

A cinética da biossintese de PHA pode estar ou ndo associada ao
crescimento e aumento da biomassa microbiana. Para a maioria das cepas de
producdo, a biossintese de PHA é potencializada em condi¢cdes que limitam a
propagacédo da massa celular microbiana. A producdo de PHA ndo associada ao
crescimento consiste de duas fases facilmente distinguiveis, sob condi¢des ricas de
nutrientes, a concentracdo de biomassa microbiana aumenta até o esgotamento de
um nutriente essencial para o crescimento, como uma fonte de nitrogénio ou fosfato.
Iniciada a segunda fase de cultivo a biomassa microbiana permanece praticamente
estavel e ocorre um aumento linear de PHA intracelular ocorrendo acumulo até que
se esgote a fonte externa de carbono ou por impedimentos estéricos determinados
pela geometria da célula. Alguns produtores de PHA podem produzir grandes
quantidades de biopolimero em condi¢ces nutricionais equilibradas chamadas de
producdo de PHA associada ao crescimento. Nos dois casos pode ocorrer producéo

de PHA mesmo sem a limitacéo de nutrientes >3,

Uma situagdo extrema é descrita para os chamados “hiperacumuladores de
PHA”, como Pseudomonas 2F, que mostram taxas de acumulacdo de PHA
extraordinariamente altas ap6s um periodo de fome e subsequente realimentagéo de
fontes de carbono exdgenas *. Isso deixa claro que um processo de producédo de
PHA otimizado precisa estar de acordo com a cinética do processo, 0 regime de

alimentacdo para os diferentes componentes de nutrientes e a engenharia do
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processo. Independentemente do grau de associacdo de crescimento da biossintese
de PHA, o alcance de alta densidade celular (alta concentragdo de biomassa ativa) é
indispensavel para a obtencdo de alta produtividade volumétrica de PHA como fator
econdbmico crucial. Portanto, tanto a formacdo de biomassa quanto a fase de

acumulacdo de PHA devem ser otimizadas para aumentar a produtividade geral .

Diferentes processos fermentativos sédo descritos para producdo de PHAs
podendo ser em batelada com uma ou duas etapas, cultivo em biorreatores seriados
ou cultivos continuos com realimentacao direta do biorreator >>°°.

Tecnologicamente, os PHA sdo produzidos sob condi¢cdes controladas de
valor de pH, concentragcdo de oxigénio dissolvido e temperatura em biorreatores
(“fermentadores”) de diferentes tamanhos e tipos. O tipo mais comum € o reator de
tanque (STR), um aparelho bem conhecido para producdo de fermento, vinagre ou
etanol. Para a producdo de PHA, esses STRs podem ser operados
descontinuamente (lote, lote repetido, lote alimentado, lote alimentado repetido) ou
continuamente (CSTR). Todo o processo de producdo de PHA é multifacetado e
precisa de otimizacdo de cada etapa do processo com a engenharia de processo
sendo um dos fatores mais decisivos, especialmente em processos em grande
escala. Particularmente quando fluxos de residuos baratos sdo aplicados como
substratos para a producdo de PHA, o aumento da escala para escalas
industrialmente relevantes enfrenta varios desafios °’. Como consequéncia, a fim de
reduzir o numero de experimentos de cultivo durante o desenvolvimento e aumento
da escala do processo e identificar gargalos metabodlicos do bioprocesso em
desenvolvimento, a andlise cinética e a modelagem matematica do processo
ganham cada vez mais atencédo na pesquisa e desenvolvimento relacionada ao PHA
34’58.

Os processos de producdo descontinuos de PHA ou cultivos em lote,
descritos em diferentes trabalhos séo simples em sua operagdo, mas
intrinsecamente de baixa produtividade. A concentracdo maxima permitida de fonte
de nitrogénio e carbono no inicio do lote de fermentacdo € restringida por pre-
condicoes fisiolégicas da cepa de producdo e normalmente, a concentracdo de
fontes de nitrogénio no inicio dos processos de producéo de PHA chega a cerca de
2 a 3 g.L™" de sulfato de amodnia para as cepas de producdo mais importantes e as

concentracdes de fonte de carbono a cerca de 10 a 30 g.L™ para substratos simples
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como glicose, sacarose, ou glicerol. No caso do mcl-PHA, para substratos
relacionados como acidos graxos, as concentracdes de inibicdo muitas vezes estdo
abaixo de 1 g.L™, o que entra em conflito drastico com as estratégias de producéo
em lote e o mesmo é valido para compostos precursores de 3HV no caso da
producéo de scl-PHA. Além disso, a fonte de carbono submetida no inicio tem que
ser superior ao substrato limitador de crescimento disponivel e sofre, de forma
analoga a outros processos de producdo de PHA, conversdo em biomassa, PHA,
CO, e metabolitos menores, resultando assim em uma baixa conversdo geral e
rendimento da fonte de carbono para PHA. Considerando um rendimento de
conversao teérico abaixo de 0,48 g / g para biomassa e PHA, respectivamente,
pode-se facilmente imaginar que tais processos estdo longe de serem

economicamente viaveis 28°°,

Apenas recentemente, Gahlawat e colaboradores demonstraram uma
abordagem simples de “lote repetido” para aumentar a produtividade da biossintese
de PHB por Azohydromonas australica DSM 1124, uma cepa anteriormente
conhecida como Alcaligenes latus. O cultivo em batelada foi iniciado em um
biorreator de tanque agitado de 7 L até que dois tercos da sacarose da fonte de
carbono e todas as fontes de nitrogénio (sulfato de aménia) fossem esgotados;
neste ponto, as células estavam em uma fase de crescimento estacionario. Durante
essa fase do lote, que durou 36 h, foram produzidos 8,71 g.L™ de biomassa celular
seca e 6,24 g.L de PHB, o que corresponde a uma produtividade volumétrica de
0,17 g.L™.h"%. A préxima etapa foi drenar cerca de 20% do caldo de fermentacéo e
substituir o mesmo volume por meio de cultivo fresco, que era composto da mesma
forma que o meio inicial e continha também fontes de nitrogénio, pois a biossintese
de PHA por este organismo ocorre de forma associada ao crescimento. Cada vez
que a concentracgéo de sacarose caia para menos de 8 g.L™, era feita uma reposicéo
de 20% do caldo de fermentacéo *°.

Atualmente, um esforgo crescente tem sido observado para otimizar a
aplicacdo de consércios microbianos mistos (CMM) para biossintese de PHA como
uma alternativa barata para processos baseados em culturas puras. Consorcios
microbianos naturais, geralmente presentes em lodos ativados, naturalmente
acumulam PHA sob condi¢cdes ambientais dindmicas e o0 aumento da biossintese de

PHA pode ser alcangcado por meio dos chamados "regimes de alimentacao de fome
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e fartura ciclica", que consistem em uma série de disponibilidade alternada (fartura)
e auséncia de nutrientes (fome). Na maioria dos casos, esses sistemas também séo
operados no modo de cultivo em lote repetido. Usando CMM, o PHA pode ser
produzido com produtividade maxima e baixos custos devido a pequenas demandas
de esterilidade, requisitos reduzidos para os equipamentos e dispositivos de controle
e, acima de tudo, o CMM pode utilizar matérias-primas complexas e baratas, como
efluentes domeésticos ou industriais, efluentes de 6leos, glicerol bruto, acidos graxos
volateis. Os rendimentos e produtividade obtidos destes meios tém sido excelentes,
mas 0s biopoliésteres sdo misturas de copolimeros e/ou homopolimeros o que
dificulta regular a microestrutura e qualidade do polimero %%,

Os principais PHAs comercialmente disponiveis e suas aplicacfes sdao:
Biopol da Metabolix (Cambridge, MA, USA) um copolimero de poli (3-hidroxibutirato-
co-3-hidroxivalerato). Trata-se de um copolimero termoplastico de ponto de fusdo na
faixa de 140-180 °C e que possui uma variedade de usos como, embalagem,
garrafas de xampu, aparelhos de barbear descartaveis, copos descartaveis, pontos
e alfinetes cirargicos, facas descartaveis e garfos e forros de fraldas; Nodax da
Procter & Gamble é uma adicdo recente a familia de copolimeros de PHA
consistindo de 3-hidroxibutirato e uma quantidade comparativamente pequena de
mondmeros de cadeia média com grupos laterais maiores ou igual a trés unidades
de carbono. As unidades de mcl utlizadas incluem 3-hidroxihexanoato, 3-
hidroxioctanoato e 3-hidroxidecanoato e esta disponivel como espumas, fibras ou
nao tecidos, filmes e latex entre outros; Biogreen da Mitsubishi Gas Chemicals, com
sede no Japao, desenvolveu a producdo de P(3HB) a partir de metanol. Além do
potencial como material plastico, os PHAs também sé&o Gteis no campo da medicina,
especialmente P3HB, P3HB-3HV, P4HB, P3HO e P3HB-3HHx que séo
frequentemente utilizados na engenharia de tecidos. Eles sdo amplamente utilizados
como placas Osseas e materiais osteossintéticos para tratamento dentario e
maxilofacial, suturas cirargicas e implantes (na liberagcdo lenta de drogas e
horménios). A maior contribuicdo das PHAs para medicamentos foi na area
cardiovascular para regeneracdo de tecidos arteriais, enxertos vasculares, stents
cardiovasculares e valvulas cardiacas .

O mercado global de bioplasticos deve crescer mais de 15% nos préximos
cinco anos, segundo Hasso von Pogrell, diretor administrativo da European

Bioplastics. Com um mercado estimado em US $ 57 milhdes em 2019, o tamanho do
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mercado global de polihidroxialcanoato (PHA) esta projetado para chegar a US $ 98
milhdes até 2024, crescendo cerca de 11,2%. A crescente demanda por plasticos
biodegradaveis fortalecida por regulamentacbes e politicas governamentais
rigorosas contra plasticos de uso Unico e as tendéncias relacionadas ao
desenvolvimento sustentavel e economia circular estdo impulsionando a industria de
PHA. A Europa é o principal mercado de PHA, globalmente, seguida pela América
do Norte e APAC (regido Asia-Pacifico). Espera-se que a Europa responda pela

maior parcela do mercado de PHA durante o periodo de previsao.

Com vistas ao desenvolvimento da capacidade regional, a Asia continua
sendo um importante centro de produgcdo, com mais de 45% dos biopolimeros sendo
produzidos la. Atualmente, um quinto da capacidade de produc¢éo esta localizado na
Europa. Prevé-se que essa participacdo cresca até 30% até 2024. Kaneka
Corporation (Japéo) é um dos principais fabricantes de PHA. A empresa anunciou
planos de expandir sua capacidade de producdo para 5.000 toneladas por ano a
partir de dezembro de 2019 e 10.000 toneladas por ano no futuro préximo. A
expansdo fortalecerda a posicdo da empresa no mercado global de

polihidroxialcanoato. 3.

A pesquisa atual sobre PHAs se concentra em tematicas tais como obter uma
melhor compreensdo dos mecanismos relacionados a sua biossintese, ou como
modular as propriedades dos PHAs para diferentes aplicagdes. O desenvolvimento
de microrganismos naturais e recombinantes para produzir PHAs de forma eficiente
e a busca de matérias-primas alternativas que levem sua producdo a custos mais
competitivos também sé&o tépicos de pesquisa importantes. Os PHAs apresentam
grandes vantagens em comparacdo com o0s polimeros sintéticos tradicionais. No
entanto, é por causa de sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e ndo toxicidade
que torna estes materiais especialmente atraentes para aplicacdes biomédicas e
houve um aumento da exploragdo de PHAs nas uUltimas décadas na biomedicina.
Além disso, um beneficio adicional é que o pH do meio ndo se altera durante a
degradacédo. Isso os torna bem tolerados pelas células e pelo sistema imunoldgico
em comparacdo a outros polimeros usados clinicamente, como: poli (lactideo-co-
glicolideo) (PLGA), poli (e-caprolactona) (PCL), poli (acido glicdlico) (PGA) e poli
(acido lactico) (PLA) &,
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Em suma, os PHAs possuem um alto custo de produgéo por dependerem, em
sua maioria, de culturas microbianas puras e bem especificas para determinados
meios de cultivo. Muitos estudos se mantém em nivel de bancada e com o aumento
do interesse do mercado internacional torna-se necessario o desenvolvimento de
tecnologia com menor custo que seja viavel industrialmente. Assim, a utilizacdo de
residuos agroindustriais como fonte de carbono, de microrganismos de facil
manuseio e de processos de purificacdo simplificados, poderia contribuir
significativamente para a reducdo dos custos para obtencao de diferentes PHAs.

Um novo paradigma denominado consumo e produg¢des sustentaveis foram
aceitos como o objetivo final a ser alcangcado na sociedade de hoje. A
regulamentacdo ambiental de fim de linha (end-of-pipe) convencional concentra-se
apenas nas emissdes dos processos de fabricacdo de um produto. A incorporacao
de aspectos ambientais positivos em processos de desenvolvimento de novos
produtos incluem atividades, processos e materiais problematicos associados ao
produto, incluindo uso de matérias-primas, fabricacéo, distribuicdo, uso e fim de ciclo

de vida ®°.

Com base nesses dados, surgiram-nos alguns questionamentos:

= E possivel realizar um processo de hidrélise de baixo custo que possa ser
aplicado em diferentes residuos agroindustriais capazes de compor um meio

fermentavel rico em carbono para producéo de PHA?

= Microrganismos como Bacillus sp. seriam capazes de produzir PHA com alto

rendimento nestes meios?

= Quais as caracteristicas fisicas e estruturais do PHA produzido pelos

diferentes substratos e suas misturas?
» Quais as possiveis aplicacdes dos PHAs obtidos?

= Qual a dindmica do bioprocesso desenvolvido no ciclo de vida do PHA
obtido?
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A hipétese da presente tese é que a producdo de biopolimeros
biodegradaveis do tipo PHA pode ser realizada a partir de residuos agroindustriais,
em processo de batelada, através de processo fermentativo com alto rendimento
utilizando microrganismos do género Bacillus sp. A abordagem da pesquisa centra-
se na busca de estratégias alternativas de obtencdo de PHA visando suplantar o
aspecto custo no desenvolvimento desses materiais com foco na reducéo de etapas

e baseado no ciclo de vida dos produtos gerados.
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3 OBJETIVO GERAL

Investigar a potencialidade da producdo de biopolimeros biodegradaveis
(PHAS) a partir de residuos agroindustriais por cultivos microbianos combinados em

processo fermentativo simplificado em batelada

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Identificar o processo de fermentacdo mais adequado aos microrganismos e

residuos que apresente menor custo e maior rendimento;

= Ajustar os processos de extracdo e purificacdo dos PHAs com foco em

quimica verde;

= Correlacionar as propriedades estruturais, texturais e térmicas dos

biopolimeros puros e em blendas com PLA para aplicacdes especificas;

= Otimizar os processos fermentativos para producdo em batelada com alto
rendimento reacional escalonando o processo da bancada até biorreator em

escala piloto;

= Avaliar o processo do PHA produzido da origem da matéria-prima até o final

de ciclo de vida.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

O trabalho foi desenvolvido em quatro etapas principais, conforme o mostrado
no Esquema 1.

_{ Pré-tratamento
[Hidrolise]

[8 residuos]

ﬁ Biomassa agroindustrial

Caracterizagdo da biomassa e
hidrolisados

_{ Cultivo meio solido
Cultivo meio liquido [250 mL]

-

—[ Screening - produgio de PHA

-

Microrganismos i
[4 especies de Bacillus sp.]

—[ Cultivo em biorreator [2 L]

—{ Caracterizagio do PHA

A y
e N
Mistura de biomassas
[Caracterizagio do PHA]
Selegio de biomassas [4] [ Preparo de blendas
ﬁ e Microrganismos [2] ! PLA e PHA

— Ensaios de biodegradagio

ﬁ Escala Piloto I—[ Cultivo em biorreator 35

Figura 4 Esquema 1 Resumo das principais etapas realizadas neste estudo

A primeira etapa foi de prospeccao de diferentes biomassas agroindustriais (8
tipos), definicdo dos processos de hidrélise para o preparo dos meios de cultivo
seguido da ativacdo e crescimento dos microrganismos em meio solido (screening

ou triagem) e liquido (250 mL). Cultivo em biorreator de bancada de 2 L, extragéo,
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purificacédo e caracterizacdo do PHA com determinacdo das curvas de crescimento e

capacidade de acumulo de PHA. As melhores biomassas (4 tipos) e microrganismos

(2 espécies) foram selecionados e testados em diferentes combinagcdes para

caracterizacdo do PHA obtido. Preparo de filmes e blendas de PHA e PLA comercial

foram testados para avaliar a miscibilidade entre eles e para ensaios de

biodegradacéao/toxicidade dos biopolimeros obtidos.

4.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Casca de arroz (Oryza sativa L.), provenientes do Sindicato dos Trabalhadores
Rurais de Santo Anténio da Patrulha, RS; € um subproduto do beneficiamento
de arroz correspondendo em torno de 22% em relagdo ao gréo, utilizada na
alimentacéo de fornalhas e autoclaves da propria industria arrozeira producao

de energia.

Casca de banana variedade prata (Musa paradisiaca L.), proveniente da
empresa Da Colonia, Santo Antdénio da Patrulha, RS; proveniente da
agroindustria € um material biodegradavel com baixo custo e um adsorvente

natural para metais pesados.

Fibra de coco (Cocos nucifera) comercial Golden Mix (Amafibra - Fibras e
Substratos Agricolas da Amazbnia, Holambra, SP); extraido do mesocarpo
dos frutos. Possui caracteristicas como: coloracédo uniforme, alta elasticidade e
resisténcia a tracdo e umidade o que lhe confere aplicacées na industria como

material de reforco e como isolante acustico e térmico.

Talo longo de fumo variedade Virginia (Nicotiana tabacum), subproduto do
processamento de fumo da industria de cigarros, proveniente da empresa
Souza Cruz S.A., Santa Cruz do Sul, RS, resultante do beneficiamento das
folhas do fumo. Os talos representam cerca de 4% do peso total do tabaco.
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» Bagaco de cana de acucar (Saccharum spp.), subproduto do processo de
extracdo para a retirada do sumo, obtido no Mercado Publico Municipal de
Porto Alegre. E utilizado como fonte de energia na alimentacéo de caldeiras,

producao de papel, aglomerados e racédo animal.

= Farelo de trigo (Triticum spp.) residual de producdo de farinha de trigo,
proveniente do Moinho Estrela, Canoas, RS; composto principalmente de
pericarpo, particulas finas do gérmen e das camadas internas dos graos de

trigo, bem como outros residuos do processamento.

= (Casca de Acacia (Acacia mearnsii) proveniente da empresa Tanac S.A,,
Montenegro, RS; residuo gerado ap0s extracdo de taninos por esgotamento,

geralmente destinados para geracao de energia em caldeiras.

= Pele de Amendoim (Arachis hypogaea) proveniente da empresa Da Col6nia,
Santo Antbnio da Patrulha, RS; subproduto que representa cerca de 3% em
massa desta oleaginosa tem aplicacao limitada para uso em ragcéo animal.

4.2 MICRORGANISMOS

Todos os microrganismos foram obtidos de isolados do Instituto de Ciéncia
e Tecnologia ICTA/UFRGS:

= Bacillus subtilis ATCC 19659

» Bacillus cereus ATCC 9634

= Bacillus licheniformis (P40) isolado do conteddo intestinal do peixe teledsteo
Leporinus sp. da bacia amazénica no centro da Amazoénia, Brasil (3° 06°S,
60°01"W), doados pela Universidade Federal do Amazonas.

» Bacillus amyloliquefaciens (LBM 5006) foi isolado da Mata Atlantica brasileira

e caracterizado como descrito por Lisboa, 2006 °°.
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4.3 CULTIVO E MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS

O Esquema 2 apresenta as etapas de cultivo e manutencdo dos

microrganismos durante 0s bioprocessos.

Microrganismos
(glicerol 20% v/v; -20 °C)

. J

@ 100 pL suspenséo + 10 mL meio nutritivo

(" N\

Pré-cultivo: 37£0,2 °C; 24 h; 150 rpm

@ Aliquota 10 mL + 10 mL meio nutritivo

Cultivo: 37+0,2 °C; 24 h; 150 rpm

U

Cultivo em meio sélido MH Il &gar

d_ L 37x02°c;24n

Manutencao/Estocagem sob refrigeracédo (4 °C)

Figura5 Esquema 2 Etapas para cultivo e manutencdo dos microrganismos

As células em suspenséao conservadas em glicerol (20% v/v) e estocadas em
freezer a -20 °C foram inoculadas em caldo nutritivo e posteriormente em placas,
sendo semeada periodicamente. Todas as atividades de preparacdo dos
microrganismos foram realizadas em ambiente estéril em Camara de Fluxo Laminar
Vertical — Pachane — PA - 115 seguindo protocolos e metodologias microbiolégicas
bésicas da Fiocruz .

Uma aliquota de 0,1 mL de células em suspensdao de glicerol foi previamente
cultivada em tubos de ensaio com 10 mL de caldo nutritivo Brain Heart Infusion

(BHI), um meio derivado de nutrientes de cérebro e coragdo, peptona e dextrose
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(Merck) dissolvido em agua destilada na concentracéo de 36 g.L™ e esterilizado em
autoclave 121 °C por 15 min. A cultura foi mantida sob agitacéo a 150 rpm a 37+0,2
°C por 24 h em Incubadora com Agitacdo Orbital MA 410. Apds o primeiro
crescimento foram inoculados 0,1 mL desta suspensdo em 10 mL de caldo nutritivo
estéril e novamente cultivados por mais 24 h a 37+0,2 °C sob agitacdo de 150 rpm.
Posteriormente foi preparado o meio Agar Mueller Hinton (MH 1) composto por:
caldo nutritivo de carne (30%), caseina hidrolisada (1,75%), amido (0,15%), agar-
agar (1,7%) (Kasvi) dissolvido em &gua destilada na concentracdo de 38 g.L?,
esterilizado a 121°C por 15 min e distribuido em placas de Petri estéreis para o
cultivo em meio soélido. As placas foram inoculadas com a suspensdo de células
utilizando-se haste estéril tipo Swab e os cultivos crescidos em estufa incubadora
por 24 h a 37+0,2 °C. As placas cultivadas foram mantidas refrigeradas (4 °C) até

sua utilizacao e repicadas periodicamente para sua manutencgao.
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4.4 PREPARO DOS MEIOS DE CULTIVO LIQUIDO - HIDROLISE

O Esquema 3 mostra as etapas de preparacdo da biomassa agroindustrial

para utilizacdo como meio de cultivo dos microrganismos e producéo do PHA.

Biomassa

2

Secagem - 24 hab50 °C

2

Moagem 18 mesh (£ 1 mm)

2

Pré-tratamento acido/alcalino 18h 60 °C

A

Hidrélise 120 °C - 40 min - 1 atm
2
Filtracdo simples

A

Overliming (detoxificacéo)

2

Filtragao (4 um)

2

Refrigeracao (4 °C) / Congelamento (18 °C)

Figura 6 Esquema 3 Preparo da biomassa para obtencdo dos meios hidrolisados

Conforme ilustrado no Esquema 3, os residuos secos em estufa 50 °C por 24
h foram moidos e peneirados até um tamanho de particula de cerca de um mm e
estocados em condicdes secas até sua utilizacdo. O teor de umidade de cada
residuo foi determinado gravimetricamente apds secagem a 1002 °C até peso

constante ®. As hidrélises &cida e alcalina foram realizadas seguindo protocolo

42



adaptado ®°. A 5 g de biomassa seca foram adicionados 100 mL de solucéo de
hidrélise em frasco com tampa de rosca. As solucdes de hidrolise testadas foram:
acido sulfurico (H,SO,) e hidroxido de sodio (NaOH) preparadas na concentracao de
0,75%. A mistura foi mantida em banho de silicone a 60 °C por 18 h e foi
posteriormente autoclavada por 40 min a 120 °C, 1,1 atm. Depois de resfriados em
temperatura ambiente, os meios hidrolisados foram filtrados. Aliquotas da fracéo
liquida foram mantidas refrigeradas (4 °C) e o material sdlido residual foi lavado com
agua deionizada, prensado e seco para caracterizacdo e reaproveitamento. Os
hidrolisados passaram ainda por um processo de overliming* modificado’, onde o
pH foi elevado a 10 com NaOH e mantido por 4 horas sob agitacdo a 60°C .
Possiveis compostos toxicos foram separados por decantacdo seguidos de filtracédo
(4 um). O pH foi corrigido até 7,0 + 0,2 com H,SO, concentrado em todas as
amostras. Este procedimento possibilita que a lignina solGvel possa ser medida sem
a interferéncia de possiveis compostos fendlicos formados. As fracGes de lignina
solavel e insoltvel foram medidas por absorbancia no UV vis (A= 200-400 nm) e

calculada conforme as Equacdes 1 e 2 "#"3;

% Li=mlx 100 Equacéao 1
m2

onde,

%Li = lignina insoltvel na amostra (%);
m1 = massa de residuo (g), base seca; e
m2 = massa da amostra (g), base seca.

Ls =4,53. Asis- Azso Equacao 2
300
onde, Ls = concentracdo em g.L’1 de lignina na amostra; A,;5 = absorbancia da solu¢do a 215 nm;
eA,go = absorbéncia da solugéo a 280 nm.

4.5 PREPARO DOS MEIOS DE CULTIVO SOLIDO

1

Overliming — termo utilizado para processos de detoxificacdo de extratos liquidos resultantes da hidrélise acida
de compostos lignoceluldsicos através da elevagdo do pH e posterior neutralizacdo.
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A avaliagao inicial do uso dos meios hidrolisados como fonte de nutrientes
para os microrganismos foi realizada com testes em meios solidificados com Agar

em placas de Petri seguindo as etapas mostradas no Esquema 4.

50 mL meio hidrolisado + 50 mL H,O deionizada
+ 1,5 % Agar-agar

U

Esterilizacdo por autoclave 121 °C, 15 min

U

Inéculo de colbnias com alca de platina

U

Avaliacdo crescimento positivo/negativo

2

Microscopia éptica

Figura 7 Esquema 4 Cultivo de microrganismos em meio solido

Conforme ilustrado no Esquema 4, em 50 mL de meio hidrolisado foram
adicionados 50 mL de agua destilada e adicionados 1,5% (p/v) de Agar-agar em
Erlenmeyer de 250 mL, pré-aquecido e esterilizado por 15 min a 121 °C e resfriados
até 60 °C. Em torno de 25 mL de meio foi vertido em placa de Petri totalizando seis
placas de cada meio hidrolisado para cada microrganismo testado. Cada placa foi
inoculada com trés a cinco colénias de microrganismos das placas pré-cultivadas em
meio solido Mueller Hinton I, com uso de alca de platina estéril em Camara de Fluxo
Laminar Vertical — Pachane - PA — 115. As placas foram incubadas invertidas em
estufa incubadora De Leo a 37+0,2 °C por 24 e 48 h. O crescimento foi analisado
visualmente indicando crescimento positivo ou negativo. Foram preparadas placas

de controle sem inéculo para controle da esterilizacdo dos meios.

4.6 CULTIVO DOS MICRORGANISMOS EM MEIO LiQUIDO
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O Esquema 5 mostra a sequéncia de etapas para o0 cultivo dos
microrganismos em meio liguido em agitador orbital considerando algumas
condigBes especificas por microrganismo. Nesta etapa ndo foram feitos controles de
pH e de aeracdo em nenhum dos ensaios.

Volume Inicial 100 mL
[50 mL meio hidrolisado + 50 mL H,O destilada]
A
[ Inéculo: 25 mL ]
24
4 N\

Cultivo em Agitador orbital
30+2 °C (B. amyloliquefaciens,
B. subtilis e B. cereus) e
3512 °C (B. licheniformis)
Agitacdo em 150 rpm

N J
. . Y4 ] . .
Apos 2 h incubacgéao Apos 5 h incubacao
(1) Adicao 50 mL (3) Adigéo 50 mL
meio hidrolisado meio hidrolisado
concentrado concentrado
(2) Adicao 50 mL (4) Adigéo 50 mL
meio hidrolisado conc. meio hidro|isa§jo conc.SO
adicionado 2 g.L'* (NH,),SO adicionado 2 g.L-1 (NH,)
N g (NH,), 4/ % 4)2 4)

O

Avaliacao crescimento 24 e 48 h

Figura 8 Esquema 5 Etapas para o cultivo de microrganismos em meio liquido

De acordo com o Esquema 5, foi preparado um pré-indculo de
microrganismos em frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL adicionando-se em 100 mL de
meio hidrolisado e uma algcada de células das placas cultivadas em meio sélido. A

cultura foi incubada por 24 h em incubadora com Agitacdo Orbital MA 410 a 150 rpm
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por 18 h a 37°C. ApGs o crescimento, uma aliquota de 25 mL deste pré-in6culo
ajustado para uma concentracdo de células 3.10° (0,3 indice de turbidez McFarland
%) foi adicionada em 50 mL de cada meio hidrolisado diluido com a adic&o de 50 mL
de agua destilada em frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL, pré-esterilizados por 15
min a 121 °C e resfriados até temperatura ambiente. Os frascos foram cultivados por
48h a 150 rpm a 32 + 0,2 °C (B. amyloliquefaciens, B. subtilis e B. cereus) e 35 £ 2
°C para (B. licheniformis) com pH inicial 7. O cultivo em agitador orbital foi repetido
para todos os meios hidrolisados adicionando-se: apés 2 horas nos ensaios ((1) e
(2)) ou, apés 5 horas nos ensaios ((3) e (4)): 50 mL de meio hidrolisado concentrado
puro ou 50 mL de meio hidrolisado enriquecido com 2 g.L™ de sulfato de aménio
(NH4)2S0Oq4, totalizando um volume final de meio de cultivo de 175 mL. Foram
coletadas amostras de 2 mL em frascos tipo Eppendorf nos tempos: 0, 30 min, 1h,
2h, 4h, 6h, 12h, 24h, 30h e 48h. As amostras foram congeladas para anélise
posterior da densidade celular, microscopia Optica e para andlise de extracao e
guantificacdo dos biopolimeros. Os experimentos foram realizados em duplicata
totalizando 64 ensaios. O método de densidade Optica ndo permite distinguir entre
células viaveis e células mortas e ndao permite obter diretamente valores absolutos
da concentracdo de células, sendo especialmente utilizado quando se pretende
confirmar se uma dada cultura se encontra em crescimento ou para acompanhar o
crescimento microbiano com base no aumento da densidade éptica (DO) medida a

um comprimento de onda 600 nm.

A determinagdo da velocidade especifica méaxima de crescimento (pmax) foi
obtida na fase exponencial de crescimento das medidas da densidade Optica e
determinada através da construcdo do grafico do logaritmo da absorbancia em
funcdo do tempo (t) e depois obtida do coeficiente angular da reta ajustada aos

dados experimentais, Equacéo 3 "*7°.

In (abs) = umax.t Equacgéo 3

As quatro cepas de Bacillus foram cultivadas em duas etapas para examinar o

efeito de limitacdo de nitrogénio e sintese de PHA em meios de controle. As células

2 A escala nefelométrica de McFarland é o padrdo de turvacdo mais frequentemente utilizado nos
laboratérios de microbiologia, para determinar a intensidade da multiplicacdo em meios de cultivo
liguidos. Esta multiplicacdo se manifesta nos meios liquidos por um aumento das particulas
(bactérias) que se opfem a livre passagem da luz, provocando turvagdo ou oyacidade no meio.
Quanto maior o niumero de bactérias, maior serd a opacidade do meio de cultura o7,
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foram pré cultivadas em frascos de 250 ml contendo 50 ml de caldo nutritivo Mueller
Hinton composto por: peptona de carne (2 g.L ™), caseina hidrolisada (17,5 g.L™) e
amido (1,5 g.L™") por 18 h a 37°C. As células foram entdo cultivadas sob duas

condicOes diferentes: condi¢des suficientes e limitadas em nitrogénio.

Em frascos de 250 mL foram adicionados 100 mL de meio nutritivo e 25 mL
do pré in6culo e para culturas com nitrogénio suficiente, Glicose D anidra e sulfato
de amonio (NH4).SO4 PA Synth foram suplementados com concentragdes finais de 5
e 2 g.L?, respectivamente na segunda etapa. Para culturas limitadas de nitrogénio, a
Glicose D anidra foi suplementada a uma concentracdo de 5 g.L™ e 0 (NH.),SO4 ndo
foi adicionado. Os meios de reforco foram adicionados nos mesmos tempos
utilizados com os meios hidrolisados dos residuos, sendo: apos 2 ou 5 horas a partir
do in6culo: foram adicionados 50 mL de meio nutritivo puro enriquecido somente
com 5 g.L™ de glicose ou 50 mL de meio nutritivo enriquecido com 5 g.L™ de glicose
e 2 g.L ! de sulfato de aménio, totalizando um volume final de meio de cultivo de 175
mL. Foram coletadas amostras de 2 mL em frascos tipo Eppendorf nos tempos: 0,
30 min, 1h, 2h, 4h, 6h, 12h, 24h, 30h e 48h. Os frascos foram cultivados por 48h a
150 rpm a 32 £ 0,2 °C (B. amyloliquefaciens, B. subtilis e B. cereus) e 35 = 2 °C para
(B. licheniformis) com pH inicial 7.

47



4.7 CULTIVO EM BIORREATOR

Apbs avaliacdo dos ensaios em agitador orbital com volumes de 250 mL, as rotas que
apresentaram maior rendimento em biopolimero foram reproduzidas, nas mesmas
condicBes ja descritas, como mostrado no Esquema 6. A aeracdo foi mantida constante em

4 L.min* e o pH néo foi ajustado.

4 N\
Selecéo de Cepas
& J
A\ 4
( )
Preparo do meio
. J
( v \
Esterilizac&o .
L ) Biorreator de
! o Producéo
Biorreator
A
p 1 Filtragéo
In6culo ] do ar
N A
4 i
Banco Aeracéo
de
células

Figura 9 Esquema 6 Etapas para o cultivo em Biorreator

Conforme representado no Esquema 6, as cepas dos microrganismos foram
selecionadas e inoculadas em 125 mL de meio hidrolisado estéril e pré-incubadas
em um biorreator de propagacédo de 250 mL por 18 h, 37+0,2 °C, 150 rpm em
agitador orbital. Apés a incubacéo, o indculo foi transferido para um baldo de trés
bocas com capacidade de 2 L contendo 1 L de meio hidrolisado em temperatura de
30+ 2 °Cou 352 °C. Atemperatura do biorreator foi mantida estavel em banho de
silicone adaptado sobre um agitador magnético aquecido com controlador digital de

temperatura durante todo o processo. As trés aberturas do baldo foram mantidas
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fechadas por septos de borracha adaptando-se: uma entrada para termémetro na
parte superior mergulhado diretamente no meio de cultivo, uma entrada para
mangueira do aerador com capacidade de 4 L.min™, com filtro 0,22 um na entrada
de ar para evitar contaminacdes externas e, a terceira abertura fechada com septo
de borracha com uma mangueira de 5 mm de didmetro adaptada para coleta de
amostras com seringa. O biorreator foi realimentado com 500 mL de meio
hidrolisado concentrado puro enriquecido com 2 g.L™* de (NH4).SO,4 apés 2 ou 5 h,
totalizando um volume final de meio de cultivo de 1,625 L. A circulacdo do meio de
cultivo no biorreator foi realizada pela bomba de aeracéo e eventualmente por breve
agitacdo manual. Amostras de 2 e 5 mL foram coletadas a cada 2 h nas primeiras 12
h e depois em 24 e 48 h para analise da densidade da biomassa e quantificacdo de
biopolimero.

Para escala piloto em biorreator piloto foi utilizado fermentador de inox 321
(tipo cervejeiro) com capacidade de volume total de 47,6 L com fundo triplo. O
preparo do meio de cultivo e inéculo do microrganismo seguiram as mesmas etapas
dos ensaios em bancada com: volume inicial de 25 L de meio hidrolisado, 5 L de
pré-inéculo do microrganismo e 5 L de meio de reforco ap6és 5 h com meio
hidrolisado concentrado e enriquecido com 2 g.L™! de (NH,),SO. e, totalizando 35 L
de volume final. A circulagdo do meio de cultivo foi realizada manualmente e com
auxilio de bomba de circulacdo adaptada na lateral do biorreator. O cultivo se
manteve em temperatura ambiente e estdvel a 32°C com uso de chapa de
aguecimento adaptada na base do biorreator. Os meios hidrolisados testados em
biorreator piloto foram definidos a partir dos melhores resultados da etapa de

bancada.
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4.8 EXTRACAO E PURIFICACAO DOS BIOPOLIMEROS

As etapas de extracdo e purificacdo dos biopolimeros da biomassa sao
mostradas no Esquema 7 (a) extragdo com hipoclorito de sodio/acetona e (b)

extragdo com carbonato de polipropileno (CP).

4 A A
Centrifugacdo 10000 rpm Centrifugagéo 10000 rpm
10 min, 4 °C 10 min, 4 °C
. J J
v v
e N\ [ R
BIOMASSA BIOMASSA
. J J/
v v
e N N
Lavagem da biomassa com Lavagem da biomassa com
agua deionizada (3x%) agua deionizada (2x)
. J J
v v
e N A
Centrifugagéo 10000 rpm Secagem em estufa
10 min, 4 °C 24 h,60 °C
N\ /L J
NaClO 4 % CP-110°C
Ultrassom 20 min vy 30 min, 120 rom
Centrifugagdo 10000 rpm Filtracdo a vacuo (4 pm)
10 min, 4 °C lavagem com CP 110 °C
l Acetona v 12h
e N N
Centrifugagédo 10000 rpm Adicao 4:1 (agua:solvente)
10 min, 4 °C 120 rpm por 12h, Filtragcdo
\ J J
v v
4 )\ 4 N\
Secagem 40 °C por 48h h Secagem 40 °C por 48h h
N\ J (. J

(a) (b)

Figura 10 Esquema 7 (a) Etapas para extracdo e purificacdo do PHA com hipoclorito
de sddio e acetona e (b) extracdo com carbonato de polipropileno
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Os dois tipos de extracao foram realizados sendo a extragdo com carbonato
de polipropileno somente realizada nos cultivos obtidos em biorreator de 2 L.
Conforme ilustrado no Esquema mostrado em 7(a), a biomassa foi transferida para
tubos tipo Falcon de 50 mL, centrifugada e lavada por trés vezes com agua
deionizada e recuperada por centrifugacdo por 10 min a 10000 rpm e 4 °C. O
rompimento das células para extracdo dos biopolimeros foi obtida com a adi¢do de
hipoclorito de sédio (NaClO) diluido em agua deionizada a 4% (v/v) sob agitacdo em
ultrassom por 10 min, seguida de centrifugacdo por 10 min a 10000 rpm e 4°C
seguindo metodologia quimica de extracdo modificada’. A biomassa foi novamente
lavada e centrifugada com agua deionizada para eliminar residuos de NaClO. Na
biomassa resultante foi adicionado acetona PA para purificacdo final dos
biopolimeros e o0 biopolimero precipitado foi recuperado posteriormente por
centrifugacéo. Os biopolimeros foram secos em estufa a 40 °C por 48h.

Seguindo o fluxograma do Esquema 7 (b): ao final do cultivo, as células foram
separadas por centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. A biomassa foi
lavada duas vezes com agua destilada e seca em estufa a 40 °C por 24 h. Para a
recuperacdo do biopolimero, foi utilizado o método modificado de extracdo com
carbonato de polipropileno ?7’: A biomassa seca (3 g) foi suspensa em 50 mL de
carbonato de propileno aquecido a 110 °C por 30 minutos em aparelho de vidro
fechado sob constante agitacdo a 120 rpm. A suspensao (carbonato de propileno,
detritos celulares e biopolimero) foi submetida a filtracdo a vacuo em aparato de
filtracdo de vidro em filtro de papel qualitativo 80 g.m? e 12,5 cm de diametro. Os
residuos de células e precipitados retidos no filtro foram lavados a seguir com 100
mL de carbonato de polipropileno aquecido a mesma temperatura de extracao (110
°C). O filtrado contendo biopolimero, dissolvido em solvente, foi deixado em repouso
por 12 h a temperatura ambiente. Depois disso, foi adicionada agua destilada na
proporcdo de 4:1 (adgua:solvente) para precipitar o polimero, e a suspenséo foi
agitada constantemente por 12 h. Subsequentemente, a suspensao foi submetida a
uma segunda filtragdo a temperatura ambiente. O material polimérico retido no filtro
foi lavado com 200 mL de agua deionizada e o filtro contendo a massa polimérica foi
seco em estufa a 40 °C por 48 h.
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4.9 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

4.9.1 Carbono Fixo, Volateis e Teor de Cinzas

Aproximadamente 2 g de cada residuo agroindustrial foram triturados,
misturados e secos a 100 + 0,2 °C em estufa conforme definido na norma ASTM D
3173-17 "® até peso constante utilizando balanca analitica (sensibilidade 0,01 g)
determinando assim o percentual de umidade = [massa seca (g) / massa umida (g)]
x 100. As amostras foram entéo trituradas e peneiradas em peneira com abertura 18
mesh em um tamanho aproximado de 1000 um para futuras andlises quimicas e
fisicas. Todas as analises foram realizadas em triplicata e seguindo a norma da
ASTM D7152-10 “° foram determinados os contetidos em porcentagem de massa de

carbono fixo, volateis e cinzas.

4.9.2 Analise Elementar (CHN)

A andlise elementar (CHN) foi realizada na Central Analitica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, utilizando um analisador elementar Perkin Elmer
CHN 50 PE 2400 - Il que forneceu os percentuais de cada elemento: C, He N. O
contetdo de oxigénio foi obtido de maneira indireta por diferenca: %0 = 100-
(N+H+C). A partir destes dados ainda foram determinadas as proporgdes atémicas:
CIN, H/C e O/C e (O+N)/C indice de polaridade.

4.9.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

Andlise de TGA foi realizada em equipamento Thermal Analyzer Q50 (TA
Instruments), LAMAT- UFRGS, em atmosfera inerte utilizando fluxo de nitrogénio de
50 mL.min™. Cerca de 5 mg de amostra foi adicionada diretamente na balanca do
equipamento e a andlise seguiu roteiro padrdo com taxa de aquecimento de 20
°C.min™ de 25 °C até 600 °C. Os dados foram coletados em software do proprio

equipamento.
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4.9.4 Adsorcao de Nitrogénio

Técnicas para analise de textura e porosidade foram realizadas no 1Q-UFRGS
por adsorcao de nitrogénio em equipamento Micromeritics Tristar 11 3020 (Norcross,
GA, EUA). A biomassa foi pré-tratada por desgaseificacdo a 100 °C por 24 h sob
vacuo. A éarea especifica foi determinada pelo método Brunauer-Emmett-Teller
(BET) na faixa de 0,01<P e Patm<0,35 a T = -196 °C. Os diametros médios dos
poros e sua distribuicdo foram calculados pelo método de Barrett-Joyner-Halenda
(BJH) e considerando os padres da isotérmica de dessorcdo de Halsey ®°. Foram
realizadas andlises das biomassas agroindustriais e dos biopolimeros obtidos

utilizando cerca de 200 mg de amostra em cada ensaio.
4.9.5 Espalhamento de Raios X a baixo angulo (SAXS)

Andlises de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) foram realizados no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil) em uma linha de
feixe D11 A usando o comprimento de onda A = 1488 nm. O feixe de raios X foi
selecionado por um monocromador de silicio e foi colimado usando a geometria do
sistema com uma geometria do tipo orificio. A analise SAXS foi realizada utilizando
uma rotina de avaliagcdo implementada no software IRENA Igor Pro (Wavemetrics,
Portland, EUA) . Um ajuste multinivel unificado foi usado para descrever um ou
dois niveis da organizacdo estrutural revelada nos dados de dispersédo. Os valores
do raio de rotacdo (Rg) e do decaimento exponencial (P) definem o tamanho, a
forma e a distribuicéo fractal das particulas %%, Os resultados obtidos das analises
de adsorcédo de nitrogénio e de SAXS das biomassas foram comparados com 0s

rendimentos obtidos apos hidrélise.
4.9.6 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

As analises por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas em um espectrofotometro Shimadzu Prestige 21 no modo
de absorbancia e transmitancia. As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr
e medidas com resolucéo de 4 cm™ em 32 varreduras na faixa de 4000-400 cm™. As

amostras também foram analisadas no modo ATR em um equipamento Alpha P-

53



Bruker com as biomassas e biopolimeros em forma de pd e nas blendas de
PHA/PLA em filmes nos ensaios de biodegradacéao.

4.10 COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTIVO
4.10.1 Teor de Lignina Soluvel

O teor de lignina soluvel foi analisado por espectroscopia UV vis em
equipamento Cary Varian 100 por varredura na faixa de A = 200-400 nm seguindo
protocolo adaptado para o tipo de biomassa ®*. As medidas de absorbancia foram
realizadas em triplicata sendo os resultados comparados a uma curva com
diferentes concentracdes das biomassas nos processos de hidrélise e calculada

como descrito no item 4.4.

4.10.2 Acucares Redutores Totais

Dentre os agUcares redutores, duas hexoses sao particularmente importantes:
a glicose e a frutose. Esses carboidratos sdo dois dos principais monossacarideos
presentes em processos fermentativos e um método colorimétrico foi utilizado para a
determinacdo de agucares redutores utilizando o &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
como agente oxidante #®°. O método foi utilizado no acompanhamento do processo
de fermentacdo permitindo verificar as taxas de consumo dos acUcares pelo
microrganismo, necessario para a compreensdo da cinética do bioprocesso. As

medidas de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro Cary Varian 100.

4.10.3 Carbono Organico e Nitrogénio Total

As amostras dos meios hidrolisados foram diluidas em agua Milli-Q 1:1000
para que as concentracdes de acidos, bases ou sais fossem reduzidas para 1000
mg.L? e filtradas em membrana 0,22 pm. A quantificacdo de carbono organico,
inorganico e nitrogénio foi obtida em equipamento Analytik Jena Multi N/C 2100S
com leituras em triplicata. Foram obtidas as fracbes de: carbono total (TC), carbono

inorganico (IC), carbono organico total (TOC) e carbono organico nao purgavel
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(NPOC). O equipamento utiliza o0 método de oxidacdo por combustdo catalitica na
temperatura de 680 °C apoés acidificacdo da amostra com &cido cloridrico.

4.11 BIOMASSA MICROBIANA

A densidade 6ptica do meio de cultura foi determinada por turbidimetria a 600
nm (ODeoo) em Espectrofotdmetro Shimadzu — UV mini — 1240 utilizando cubeta de
passo Optico de 10 mm e o meio de cultivo inicial sem inéculo como referéncia. A
determinacdo da massa seca consistiu na coleta de amostras de 2 e 5 mL do meio
de cultivo que foi centrifugado, a biomassa lavada com 4gua deionizada, novamente
centrifugada e colocada em estufa a 60°C até peso constante. O total das amostras
ndo excedeu 10% do volume total do cultivo. Os cultivos foram realizados em
triplicata e empregado para as quatro cepas testadas em todos 0s meios
hidrolisados.

4.12 MICROSCOPIA OPTICA

Uma aliguota de 100 uL da suspensdo de células foi cuidadosa e
uniformemente depositada em uma lamina de vidro, fixada por aplicagéo de calor e
depois corada com uma solugéo de corante Sudan Black B a 3% (p/v em etanol a
70%) por 10 min. A lamina foi entdo imersa em xileno até ser completamente
descorada. A amostra foi contrastada com corante Safranina (5% p/v em agua
deionizada) por 10 s, lavada novamente com agua destilada e seca. Adicionou-se
gotas de Oleo de imersdo (Nujol) diretamente a lamina completamente seca, as
células foram examinadas por microscopia Optica em um microscopio Olympus CX
40 com ampliacdo total de 100 a 400 x, bactérias exibindo granulos de cor azul

escura foram identificadas como acumuladoras de PHA intracelulares %*.

4.13 CROMATOGRAFIA POR PERMEACAO EM GEL

A determinacdo das diferentes massas molares e a distribuicdo do peso
molecular dos biopolimeros foram realizadas por cromatografia de permeacédo em
gel em um cromatografo de exclusdo por tamanho Viscotek, consistindo em um
modulo Max VE-2001 GPC e colunas SB-807 HQx2 e SB- 806M HQ. Amostras de

biopolimeros (~20 mg) foram solubilizadas em 2 mL de cloroférmio a 60 °C e
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filtradas em membrana 0,22 um antes das medicdes. As analises foram realizadas
na Central Analitica do 1Q — UFRGS.

4.14 ANALISES TERMICAS

Andlises térmicas foram realizadas por calorimetria diferencial de varredura
em equipamento DSC-Q20 (TA Instruments) complementado por analise
termogravimétrica realizada no Thermal Analyzer Q50 (TA Instruments). Para DSC
foram utilizadas panelinhas herméticas de aluminio preparadas e fechadas com
massa de PHA em torno de 10 mg e rotina de aquecimento e resfriamento 20
°C.min"* até 170 °C e resfriamento até 25 °C. O segundo aquecimento foi até 200 °C

na mesma taxa de 20 °C.min™. Andlise de TGA seguiu roteiro padrdo com taxa de

fluxo de nitrogénio de 50 mL. min™.

4.15 ESPECTROMETRIA DE MASSA

A espectrometria de massa foi realizada pela técnica de ionizacdo por
dessorcédo a laser assistida por matriz, seguido pela deteccdo em um analisador do
tipo tempo de voo, MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Lazer Desorption lonization
Time of Flight), no 1Q — UFRGS, usando um espectrometro Autoflex Il (Bruker
Daltonics) equipado com um refletor de modo positivo, matriz acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (a-CHCA), 0,1% de acido trifluoracético (TFA) a 0,1% (70:30, Vv/v)
como solvente e solucdo de cationizacéo (NaCl, 10 mg.mL™) combinadas na razéo
de volume 10:1:1. As amostras de biopolimeros (~20 mg) foram dissolvidas em agua
Milli-Q a 60 °C.

4.16 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (*H e *3C)

Uma amostra de biopolimero (~20 mg) foi dissolvida em 1,5 mL de cloroférmio
deuterado (CDCls). Os espectros de *H RMN foram medidos em um espectrémetro
de ressonancia magnética nuclear (RMN) Bruker Ascend 400 MHz FT, e os
espectros de *C RMN foram registrados em 400 MHz. Os desvios quimicos foram

relatados em ppm a partir do tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As
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andlises foram realizadas na central analitica do 1Q-UFRGS e os espectros foram

editados utilizando software MestReNova® verséo 6.0 e Origin 8.5.

4.17 MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER (CSLM)

A microscopia confocal de varredura a laser foi realizada usando um
microscopio Spectral Olympus FV1000 equipado com quatro lasers de fase solida,
no CME — UFRGS. A andlise topogréafica das amostras soélidas foi realizada com
aumento de 1 a 50 x. As amostras de biomassa microbiana foram coradas com o
marcador fluorescente vermelho do Nilo (1 mg / mL em metanol) fixadas em lamina
de vidro e cobertas com 6leo de imersdo (Nujol) e com uma laminula de vidro. As
imagens foram processadas usando o software do equipamento FV1000 e a
fluorescéncia registrada em 559 nm.

4.18 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As micrografias foram obtidas em um microscoépio JEOL - JSM 6060, operado
em tensdo de 10 kV, gerando imagens eletrdnicas secundarias com resolucédo de
imagem pontual de 3,5 nm. Uma pequena quantidade de amostra do biopolimero ou
da biomassa em p6 foi previamente fixada em fita de carbono e metalizada com
ouro. As micrografias foram registradas em diferentes ampliacdes de 1000 a 5000 x.
Amostras em forma de filmes e blendas de PHA/PLA também foram analisadas
durante os ensaios de biodegradacdo. As analises foram realizadas no CME —
UFRGS.

4.19 PERFILOMETRIA OPTICA

Os filmes de PHA e blendas foram avaliados em Perfildmetro Optico 3D
BRUKER, Configuracdo GTK M, Contour GTK (Série GTK 14-0147/2014), 1Q —
UFRGS, permitindo medir a espessura dos filmes e rugosidade em escala
nanomeétrica em imagens superficiais 2D e 3D. Os filmes foram fixados em laminas

de vidro. As informacdes de rugosidade da superficie foram avaliadas entre os filmes
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puros de PLA e PHA e das blendas preparadas para uma analise qualitativa dos
filmes. Os filmes foram preparados por “casting”, método de evaporagao de solvente

e as blendas preparadas na proporcao (1:1).

4.20 ANGULO DE CONTATO

Medidas de angulo de contato foram realizadas com agua em um sistema de
medicao de angulo de contato (WCA) com gonidbmetro KRUSS (DAS 100S/2014), IQ
- UFRGS. Os angulos de contato obtidos permitiram determinar a molhabilidade da
superficie dos filmes de PLA, PHA e das blendas preparadas. Um menor angulo de
contato indica maior molhabilidade do material.

4.21 PROPRIEDADES FiSICAS (TENSAOxDEFORMAGCAO)

A espessura do filme foi obtida com um micrometro digital (MDC-25, Mitutoyo
Corp. Tokyo, Japao) com escala de 0-25 mm e precisao de 0,001 mm, realizadas no
Laboratorio de Analises Fisicas, ICTA — UFRGS. Foram realizadas 10 medidas de
forma aleatdria nos filmes e a média das medidas foi reportada como a espessura
(mm). A resisténcia a tracdo e a porcentagem de elongacdo dos filmes foram
determinadas de acordo com as normas da ASTM D882-09 ® com
modificacdes, usando um texturémetro (TA-XT2i, Stable Micro Systems, Surrey, UK).
Foram recortadas 5 tiras de cada filme com 50 x 25 mm (comprimento x largura). As
tiras foram entdo colocadas entre as garras do equipamento com uma distancia

inicial de 50 mm e velocidade do probe de 0,8 mm.s™.

4.22 TOXICIDADE EM CELULAS DE MAMIFEROS

Os ensaios foram realizados no laboratério de pesquisa Gentox na unidade
de Biociéncias da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre —
UFCSPA. A linha celular humana MRCS5 (fibroblasto pulmonar normal) foi obtida no
Banco de Células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasil). A linhagem celular foi
cultivada em meio DMEM (Dulbecco/Vogt meio essencial minimo) suplementado
com soro fetal bovino a 10% (Gibco BRL, Rockville, MD, EUA), penicilina 100 U.mL™
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e estreptomicina 100 pg.mL™ a 37 °C em atmosfera umidificada CO,. O ensaio de
viabilidade celular foi realizado utilizando biopolimero preparado nas concentracdes
de 1, 10, 100, 500 e 1000 pug.mL™. As amostras foram diluidas com DMEM e foram
adicionadas as placas de cultura de 96 pocos (1,6 x 10* células) e incubadas por 24
h a 37 °C sob 5% de CO,. ApOs a incubacdo, a viabilidade celular foi avaliada
usando o ensaio de absorcdo de vermelho neutro (NRU) . A suspensdo de
biopolimero foi removida de cada poco e as células foram lavadas com solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS). Em seguida, 150 pL de corante vermelho
neutro (100 mg.mL™) dissolvido no meio isento de soro (pH 6,4) foram adicionados &
cultura e incubados por 3 h a 37 °C. As células foram lavadas novamente com PBS
e, em seguida, foram adicionados 150 pL de meio de eluicdo (dgua: etanol: acetato,
50: 49: 1, viviv), seguidos por 30 min de agitacdo suave para dissolucdo completa. A
absorbancia foi registrada a 540 nm usando um leitor de microplacas. Para obter
resultados confirmatérios, a viabilidade celular das células MRC5 também foi

avaliada por coloracdo com azul de Trypan .

Apos os tratamentos, as células
foram contadas utilizando um contador automéatico de células Countess (Invitrogen,

Carlsbad, CA, EUA).

A viabilidade celular foi expressa como uma porcentagem dos valores de
controle. O teste de hemodlise foi realizado com 0,1 mL de sangue de ovelha
heparinizado (Laborclin, Pinhais, Brasil), misturado com 0,1 mL de suspensofes de
biopolimero de PBS para atingir 1, 10, 100, 500 e 1000 pug.mL™. As amostras foram
incubadas por 1 h a 37 °C. Em seguida, os eritrocitos foram separados por
centrifugacdo (2000 g por 10 min) e o sobrenadante (0,1 mL) foi coletado. A
guantidade de hemoglobina liberada foi determinada pela leitura da absorbancia a
540 nm, utilizando um leitor de placas de microtitulagdo. Para determinar a
absorbancia da hemolise a 100%, os eritrécitos foram lisados com Triton X-100 a
0,1% (v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). O controle negativo foi PBS. As
atividades hemoliticas foram calculadas em relacdo as amostras tratadas com Triton
X-100 %°. Todas as experiéncias de viabilidade celular foram realizadas em triplicado.
Os resultados séo a média de trés experimentos independentes + erro padrdo. A
analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism, versao 6.0 (Cherwell

Scientific, Oxford, Reino Unido). A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA
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unidirecional, seguida do teste de Tukey. Um nivel alfa de 0,05 (p <0,05) foi utilizado

para determinar a significancia em todas as analises estatisticas.

4.23 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS)

Para avaliagdo do tamanho de particula os biopolimeros foram dissolvidos em
agua Milli-Q por 24 h a 60 °C e foram analisadas em equipamento Malvern - nano 90
S. O movimento browniano das particulas em suspensdo faz com que a luz laser
seja espalhada com intensidades diferentes e a analise dessas flutuacbes de
intensidade resulta na velocidade do movimento browniano e assim, o tamanho de
particula é determinado usando a relacdo Stokes-Einstein. indice de refracéo dos
biopolimeros: 1,49 e indice de absorcdo 0,300 e do solvente agua Milli-Q: 1,33 e
viscosidade (cP) 0,8872.

4.24 ENSAIOS DE BIODEGRADACAO

Foram realizados quatro experimentos seguindo os requisitos e métodos de
ensaio indicados pela Norma Brasileira ABNT NBR 15448-1-2: 2008 °!. Os
biopolimeros foram testados na forma de filmes puros e misturas com PLA (poli
acido lactico) comercial na proporcao 50:50. Os pellets e 0 PHA em p6 (2 g) foram
solubilizados com cloroféormio (50 mL) sob agitacdo constante e depositados em

placas de vidro para evaporacao do solvente (técnica de casting).

4.24.1 Teste abiotico por Intemperismo Natural

A norma ASTM D 1435-13 % foi utilizada para avaliar a estabilidade dos
materiais plasticos quando expostos ao ar livre. A durabilidade relativa dos plasticos
em uso externo pode ser muito diferente, dependendo da localizacdo da exposicéo,
devido a diferencas na radiacdo ultravioleta, umidade, temperatura e outros fatores.
Os resultados dos testes de exposicdo em curto prazo podem fornecer uma
indicagdo do desempenho relativo ao ar livre, mas ndo devem ser usados para
prever o desempenho absoluto em longo prazo de um material. Os ensaios foram

realizados na cidade de Porto Alegre — RS, durante 180 dias no periodo de
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novembro/2018 a maio/2019, com as amostras em triplicata dispostas em um painel
de intemperismo posicionado com inclinacdo de 30°, permitindo a exposicdo das
amostras a radiacao solar em toda sua superficie. As amostras foram analisadas por
espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e no modo de
refletancia atenuada (ATR) e microscopia eletronica de varredura (MEV). Foram
coletadas amostras em 45, 60, 90, 120, 150 e 190 dias. Amostras dos filmes foram
cortadas no tamanho de 2 cm x 3 cm e suportada em uma tela de ago inox com
abertura de 2 mm. Filmes também foram fixados em suportes de EVA (5 cm x 6 cm)
com abertura de 2 cm no centro para as leituras de espectroscopia no infravermelho.
Estes suportes permitiram que os filmes fossem minimamente manipulados durante
as avaliacdes. A analise por FTIR é um método amplamente utilizado no estudo da
oxidacdo de polimeros. A presenca de grupos carbonila no polimero degradado
indica que esta ocorrendo oxidacao. O grau de oxidacgao foi determinada medindo-se
0s picos de absorbéancia em relacdo aos grupos carbonila, permitindo quantificar a

degradacédo oxidativa ao longo do tempo.

4.24.2 Teste de Biodegradacdo em Meio Aquoso (mgCO,)

A metodologia utilizada para a biodegradacdo em sistema respirométrico em
meio aquoso foi baseada nos parametros adaptados do trabalho de Larissa Stieven
Montagna %®. Os ensaios foram realizados no laboratério de Catalise e Polimeros no
Instituto de Quimica da UFRGS. Foi preparado meio mineral minimo (2L) composto
por: 85 mg KH,PO,, 218 mg K;HPO,4, 334 mg Na,HPO,4, 10 mg (NH4)>SO4, 10 mg
NH4NO3;, 36 mg CaCl,, 23 mg MgS0O,.7H,0, 0,3 mg FeCIl.6H,0, pH 7,4 + 0,2. O
in6culo microbiano foi preparado com 30 g de solo fresco e 300 mL de &gua
destilada. A mistura ficou sob agitacdo por 1 hora em temperatura ambiente e
fitrada em membrana de 4 um. Os filmes moidos e peneirados em malha de 2 mm
(1 g) foram colocados em Erlenmeyer imersos em 150 mL de meio mineral e 1 mL
de in6culo microbiano. Frascos plasticos tipo Falcon de 50 mL foram perfurados na
metade superior para captura do CO, e preenchidos com 20 mL de solucédo de
hidroxido de potéassio (KOH) 0,05 M e vedados com septos de borracha presos na
parte superior do Erlenmeyer. Os sistemas foram preparados em duplicata para
cada filme testado. Os frascos foram mantidos em agitador rotativo GFL 3005 a 120

rpm, em temperatura ambiente. A cada 7 dias foi verificada a quantidade de CO;
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liberado adicionando-se 1 mL de solugéo 0,25 M de cloreto de bério (BaCl,), a cada
10 mL da solucdo de KOH, titulados com solucdo de HCI 0,11 M e indicador
fenolftaleina. A cada titulacdo a solucdo de KOH (20 mL) foi substituida. A
determinacdo da geracdo de CO, foi monitorada por 105 dias. Finalizando o
experimento os residuos de filme foram filtrados e secos a 40 °C por 48 h. Os
residuos foram pesados para analise de perda de massa, e calculo de producédo de
CO,*.

O teor de dioxido de carbono (CO,) produzido a partir do metabolismo
microbiano foi calculado de acordo com o método descrito na ISO 17556:2012 %,
Em contato com uma solucao béasica de hidréxido de potassio (KOH) 0,05 M, o CO;
reage para formar K,COgs, que é precipitado com a solucdo aquosa de cloreto de
béario (BaCl,) 0,25 M formando um pé branco, correspondente a BaCOgs, de acordo
com as reagoes (1) e (2):

CO; + 2NaOH — K,CO3 + H,0 (1)

K,CO3 + BaCl, — BaCO3 + 2KCI (2)

Assim, a quantidade de KOH que né&o reage com o produto gasoso (CO,) reage com
a mesma quantidade de acido cloridrico (HCI) 0,11 M na titulacdo da solucao acida,

de acordo com a Equacéo 4 *°;

M mgco2) = [(2Cs X Vso) / Ca] - [(Va % VsT) / Vsz] X Cs x 22 (EQ. 4)

onde, m é a massa (mg) de CO, liberada no teste de biodegradacdo, Ca € a
concentracdo exata da solucdo de HCl 0,11 M, Cs € a concentracdo exata da
solucéo de KOH 0,05 M, Vso é o volume de KOH solucéo no inicio do teste (20 mL),
Va €é 0 volume da solucdo de HCI usada para a titulacdo (mL), Vst € 0 volume da
solucdo de KOH antes da titulacdo (20 mL), Vsz é o volume da aliquota da solucdo
de KOH usada na titulacdo (10 mL), e 22 é metade do peso molecular do CO5.

A percentagem de perda de peso foi determinada em duplicata, em funcéo do

periodo de incubacéo (numero de dias) calculada usando a Equagéo 5 %.

% Perda de massa = [(M inicial - M final / Massa inicial] * 100 Equacao 5
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4.24.3 Teste de Biodegradacgéao Bidtico em Solo

O método determina o grau de desintegracdo dos materiais de teste em
escala laboratorial sob condi¢des controladas simulando um processo intensivo de
compostagem aerébica *+%’. Os filmes puros de PHA e blendas PHA/PLA (2 cm x 3
cm) foram pesados e acondicionados em matrizes de tela de aco inoxidavel com
abertura de 1 mm em solo organico (200 g) por 180 dias em temperatura de 58 °C
em estufa adaptada. A umidade do solo simulado foi controlada por gotejamento de
agua sobre as bandejas realizadas diariamente. Os testes foram realizados em
triplicata e os materiais compostados foram avaliados a cada 45 dias pela perda de
massa, morfologia dos filmes por microscopia eletronica de varredura e medidas do
indice de carbonila e novamente compostados durante 180 dias. O grau de
desintegracdo foi determinado apos este periodo peneirando a matriz final através
de uma peneira de 2 mm, a fim de recuperar os residuos ndo desintegrados. A
reducdo da massa da amostra € considerada como material desintegrado e usada
para calcular o grau de desintegracdo. O solo com o material polimérico
desintegrado compds o0s ensaios de emergéncia de plantulas para avaliacdo de
toxicidade e interferéncia das matrizes poliméricas no desenvolvimento de plantulas.

O indice de carbonila (IC) foi calculado pela deconvolucao e razdo das areas
dos picos nas regides entre: (1850-1650 cm™)/(1500-1420 cm™), observados antes e

depois da exposicéo dos filmes ao intemperismo natural e biodegradacdo em solo %.
4.24.4 Avaliagéo de Toxicidade no Crescimento e Germinagao de Sementes

O ensaio foi adaptado a partir da norma OECD 208 *° que sugere o cultivo de
trés espécies no mesmo solo utilizado na biodegradacdo dos filmes. Foram
avaliados os efeitos na emergéncia de plantulas e no crescimento de plantas
superiores ap0s exposicdo a matriz polimérica em estudo. As sementes foram
colocadas em contato com o solo misturado com os biopolimeros e blendas
triturados que foram avaliadas quanto aos efeitos em um periodo de 14 a 21 dias
apos o surgimento de 50% das mudas no grupo controle. Os parametros medidos
foram: avaliacdo visual da emergéncia de plantulas, altura da parte aérea, medida
da raiz e biomassa final acumulada, assim como, os efeitos visuais prejudiciais

(mortalidade, anormalidades no desenvolvimento das plantas, etc.). As unidades de
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teste (controles e solos tratados mais sementes) foram entdo colocadas em
condicbes apropriadas para apoiar a germinagdo / crescimento das plantas. As
medicdes de biomassa foram realizadas semanalmente em 7, 14 e 21 dias e
comparadas as de plantas de controle. Foram selecionadas quatro espécies
sugeridas pela norma, duas dicotileddnias: Ervilha torta de flor roxa (Pisum sativum)
e Mostarda crespa (Brassica juncea) da Cooperativa Agroecoldgica Nacional Terra e
Vida Ltda., Candiota — RS, e duas monocotiledonias: Trigo (Triticum spp.) Ecobio —
Ind. Salet Ltda., Cel. Bicaco — RS e Rabanete (Raphanus sativus L.) da Cooperativa
Agroecologica Nacional Terra e Vida Ltda., Candiota — RS, todas orgéanicas sem
tratamentos com agrotdxicos. Para que o teste seja considerado valido, os seguintes

critérios de desempenho devem ser atendidos nos controles:

= a emergéncia de plantulas deve ser de pelo menos 80% para as culturas e
65% para as espécies ndo-culturas;

= 0 crescimento médio das plantulas de controle ndo exibe efeitos fitotoxicos
visiveis (por exemplo: clorose, necrose, murcha, deformacdo de folhas e
caules);

* asobrevida média do controle € de pelo menos 90% durante o estudo;

» para qualquer espécie, todos os organismos testados foram da mesma fonte
e todas as camaras ou salas de teste utilizadas para cada espécie foram
idénticas e tiveram as mesmas condi¢cdes e a mesma quantidade de matriz do

solo e meio de suporte.

4.25 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da analise de correlacdo apresentados neste estudo foram obtidos
no software IBM-SPSS® Statistics 20. A analise foi realizada comparando todos os
parametros de caracterizacao (triplicatas). Os resultados apresentaram correlactes
diferentes (positivas ou negativas) e foram consideradas significativas nos seguintes
niveis: ** p <0,01 e * p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados séo discutidos em quatro blocos. A primeira parte € dedicada
aos resultados obtidos da caracterizagcdo das biomassas e dos meios de cultivo
hidrolisados seguido da avaliagdo dos ensaios de crescimento dos microrganismos
em cada residuo agroindustrial. O terceiro bloco refere-se aos ensaios em meio
liquido e escalonamento em biorreatores de 2 e 35 L. Finalmente, o quarto bloco
refere-se a caracterizacdo dos biopolimeros obtidos e das blendas preparadas com
PLA comercial, assim como seu comportamento em ensaios de toxicidade e

biodegradacao.

51 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA AGROINDUSTRIAL E MEIOS DE
CULTIVO

A Tabela 1 mostra o teor de umidade e a andlise elementar da biomassa
agroindustrial. O teor de umidade para a massa seca de cada residuo variou entre
54 e 12,2%, e essas diferencas sdo explicadas pelos diferentes processos de
extracao e caracteristicas de cada residuo em sua origem. Os teores de C, H e N
nas diferentes biomassas variaram entre 40,5 - 55,4% C, 4,7 - 6,7% H e 0,1 - 3,0%
N. Os maiores teores de nitrogénio foram determinados na biomassa de pele de
amendoim (PE), farelo de trigo (TR), bagaco de cana (CA), casca de banana (BA) e

talo de fumo (TO), resultando em uma menor relagcado C/N.

Tabela 1 Andlise elementar de CHN da biomassa agroindustrial (%); razdes atdmicas
C:N, H:C, O:C e teor de umidade (%)

Biomassa Umidade C H N O C:N HC O C
AC 8,2+0,10 51,3+0,13 6,4+0,02 0,3+0,06 42,0 171 0,12 0,78
PE 6,7+ 0,07 53,3+0,06 7,8+0,04 3,0+0,06 35,9 18 0,24 0,67
AR 11,9+0,15 40,5+0,13 5,7+0,03 0,1+0,01 53,7 | 368 0,22 1,36
BA 54+0,05 529+0,38 5,5+0,04 1,4+0,01 40,2 39 0,10 0,76
CA 8,7t 0,05 49,6+0,25 4,8+0,23 1,8+0,02 43,8 28 0,10 0,91
CoO 11,8+0,07 50,3t0,99 4,7+0,14 0,4+0,02 44,5 117 0,09 0,88
TO 12,2+0,29 44,3+0,46 5,8+0,02 0,8+0,01 49,1 56 0,13 1,08
TR 7,2+0,09 55,4+0,50 6,7+0,12 3,0+0,03 34,8 18 0,12 0,62

AC: casca de acécia; PE: pele de amendoim;

AR: casca de arroz; BA: casca de banana; CA: bagaco
de cana; CO: fibra de coco; TO: talo longo de fumo e TR: farelo de trigo.
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As fracdes de celulose, hemicelulose e lignina foram determinadas por analise
termogravimétrica, conforme sugerido na literatura ' e os valores médios obtidos

sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 Perfis de decomposicéo térmica dos respectivos componentes da biomassa
lignoceluldsica (%) obtidos por andlise termogravimétrica (TGA)

Biomassa Hemicelulose Celulose Lignina Pl_rigtigiir?ass Residual Cinzas
AC 7,47 25,56 21,59 1,82 31,29 3,64
PE 20,90 23,70 20,20 17,80 14,32 2,08
AR 5,82 20,60 25,59 2,00 39,96 12,50
BA 19,80 25,44 10,67 4,19 40,16 10,40
CA 22,30 30,16 23,30 3,72 20,58 2,35
CcoO 21,10 33,41 17,39 1,82 28,61 1,73
TO 12,56 20,95 21,93 2,09 32,05 9,75
TR 18,79 29,17 14,18 19,10 19,73 2,90

AC: casca de acacia; PE: pele de amendoim; AR: casca de arroz; BA: casca de banana; CA: bagaco
de cana; CO: fibra de coco; TO: talo longo de fumo e TR: farelo de trigo.

As curvas termogravimétricas da biomassa foram divididas em regides: de 40
- 100 °C refere-se a perda de umidade da biomassa, a regido de decomposicao e
perda de massa de lipidios e proteinas entre: 100 - 170 °C, a regiao de
hemiceluloses: 245 - 290 °C, a regiao de celulose: 290 - 350 °C e a lignina na regiao
entre 350 - 500 °C %1% As porcées celulésicas e hemiceluldsicas da biomassa
representaram em torno de 20 e 35% e 5 e 22%, respectivamente, e estes
polissacarideos podem ser hidrolisados a aclcares e fermentados %1%, As fracées
de lignina variaram entre 10 e 25% na biomassa. Os termogramas sao mostrados no
Apéndice A (Figura Al).

Basicamente, a biomassa celulésica € composta de cadeias de celulose
(polissacarideo formado por moléculas de glicose ligadas através de ligacdes B-1,4-
glicosidicas) unidas entre si por ligacbes de hidrogénio. Essas longas fibras
celulésicas s&o, por sua vez, recobertas por hemiceluloses (polissacarideos

ramificados formados principalmente por D-xilose com pequenas quantidades de L-
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arabinose, D-glicose, D-manose, D-galactose, acido glucurénico, acido manurénico)
e ligninas (redes poliméricas tridimensionais formadas por unidades fenilpropano
interligadas) *°°.

A maior perda de peso na regido de celulose indica baixa concentracdo de
hemicelulose como observado nos termogramas das amostras de casca de acéacia
(AC), casca de arroz (AR) e talo de fumo (TO), consistentes com a analise de
composicao e origem destas biomassas. Os percentuais de lipidios e/ou proteinas
nas amostras de pele de amendoim (PE) e no farelo de trigo (TR) corroboram com
as fracdes de nitrogénio determinadas nas andlises elementares indicando a
presenca de lipidios e proteinas. A pele de amendoim possui como caracteristica a
presenca de 0,3% de 6leo em sua composicado .

As analises por espectroscopia de infravermelho (FTIR) confirmaram a
identificacdo destes componentes e serviram também para avaliar a presenca de
possiveis contaminantes organicos nos residuos.

Os espectros de FTIR da biomassa sdo caracterizados pelas bandas
vibracionais do material detectadas entre 1750-1000 cm™ (em PE, BA e CA), e as
demais sao relacionadas principalmente as bandas de celulose, hemicelulose e
lignina, conforme descrito na literatura %1%, Os espectros apresentam um conjunto
de bandas de absor¢cdo semelhantes. A lignina, uma macromolécula aromatica,
exibe absorcdes caracteristicas das ligacdes (C=C) em aproximadamente 1618 e
1664 cm™, e as bandas intensas em 1234 e 1267 cm™ sdo atribuidas aos grupos
acetila da lignina. Outras bandas de absor¢éo nos espectros sdo observadas a 2950
cm™, atribuidas ao estiramento (C-H) dos grupos alifaticos, principalmente
segmentos de celulose, hemicelulose e cera presentes na fibra; as bandas
observadas em 1029 e 1053 cm™ s&o atribuidas ao alongamento das ligacées (C-O-
C) presentes na celulose e na hemicelulose, na casca de arroz em 1085 cm™
(deformac&o angular: Si-O-Si). Em 3300 cm™, os estiramentos dos grupos hidroxila
(O-H) de celulose sdo observados, e em 1726 cm™ (PE, BA e CA), o estiramento
dos grupos carbonila (C=0) esta relacionado a hemicelulose e lignina presentes
nestas biomassas'’. Os espectros de FTIR e em modo de refletdncia atenuada
(ATR) s&o mostrados no Apéndice A, Figuras A2 e A3. O FTIR foi usado para
caracterizar a biomassa de acordo com seus grupos organicos e o principal
resultado dos ensaios estd associado a lignina. Grupos hidroxila fendlicos tém um

efeito inibitorio e é importante reduzir a quantidade desses grupos durante o pré-
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tratamento para aplicagbes em cultivos biolégicos ou produgcdo de enzimas.
Diferentes matérias-primas que foram pré-tratadas com diferentes concentragdes de
acido indicaram diferencas importantes pela composicao de lignina das matérias-
primas e foram analisados por esta técnica **. O ATR possibilitou a observacéo de
grupos orgéanicos de cadeias laterais na superficie da pele de amendoim mostrando
uma diferenciagdo entre as outras biomassas. A Tabela 3 mostra as regides de
absorcdo no espectro infravermelho e suas atribuicfes para as diferentes amostras

de biomassa avaliadas.

Tabela 3 Principais picos de absorbancia dos espectros obtidos das andlises de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) da biomassa
lignoceluldsica

AC PE AR BA CA CO TO TR Atribuicéo
3327 3731 3309 3369 3346 3369 3354 3334 Estiramento: O-H
2927 ggig 2918 2931 2914 gggg 2947 2927 Estiramento: C-H
2339 .
1742 1796 1726 Estiramento: C=0
1622 1639 1664 1622 1618 1620 1656 Estiramento: C=0/ C=C
1521 1560 1512 1512 1535 VibracGes do anel aromético
1442 1452 1435 1435 1429 1452 C-O-H no plano
1413 1421
1371 1354 1375 1371 Deformacgédo angular: C-O-H
1321 1315
1234 1255 1248 1267 1242 1251 Estiramento: C-C e C-O
1157 1157 Deformagé&o angular: C-O-C
1085 Deformagé&o angular: Si-O-Si
1037 1033 1037 1053 1053 1049 1029 Estiramento: C-O, C-C

AC: casca de acécia; PE: pele de amendoim; AR: casca de arroz; BA: casca de banana; CA: bagaco
de cana; CO: fibra de coco; TO: talo longo de fumo e TR: farelo de trigo.

A presenca de 6leo na pele de amendoim € mostrada pelo forte sinal
registrado em 2915 e 2848 cm™ caracteristicos de estiramento assimétrico (C-H) e
de deformacdo angular (H-C-H), respectivamente, tipicos da composicdo de
triglicerideos. Como todas as cascas de sementes, as peles de amendoim tém um
alto teor de fibras, mas devido a presenca de nucleos e germes residuais, também
podem ser ricos em proteinas e 6leos 1%’

A analise textural dos residuos foi realizada. As isotermas resultantes
mostram similaridade entre as biomassas, exceto a casca de banana (area

superficial mais baixa), o talo de fumo e o farelo de trigo (diametro de poros maiores)
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8 e sdo0 mostrados no Apéndice A, Figuras A4. A area especifica (Ager), 0 diametro
dos poros (Dpgyy) € volume dos poros (Vp) obtidos por adsorcéo de nitrogénio e
didmetros de particula e sua organizacdo sao mostrados na Tabela 4. As analises
de adsorcédo de nitrogénio indicaram baixas areas especificas, variando entre 0,27 e
2,46 m%.g™, e uma estrutura mesoporosa com diametros de poro entre 5,2 e 34,4
nm. O processo de hidrélise da celulose depende grandemente da adsorcédo do
agente ao substrato. Isso € determinado pela area especifica, do tamanho das
particulas, porosidade e volume dos poros 2. Variacdo na distribuicdo do tamanho
dos poros é considerada como indicagdo direta das informages de acessibilidade
da area de superficie e maiores didmetros demonstram um aumento na taxa de

hidrélise da celulose %,

O SAXS é usado para sondar estruturas em uma faixa de tamanho entre
aproximadamente 1 nm e 100 nm, que corresponde exatamente as caracteristicas
da estrutura da microfibrila da celulose e foi utilizada para estudar a estrutura dos
residuos em diferentes niveis. Os resultados obtidos pela andlise SAXS indicam
didmetros de particulas primarias entre 0,07 e 2,55 nm e organizacdo no segundo
nivel com diametros entre 3,73 e 12,9 nm, apresentando uma estrutura do tipo
fractal de massa (1 < P < 2) para todos os residuos, exceto para residuos de casca
de arroz, talo de fumo e farelo de trigo com estrutura fractal de superficie (2 > P < 3)
menos ramificada que os demais. No terceiro nivel de organizacdo, os residuos de
acdacia, casca de banana e fibra de coco se aproximaram da estrutura fractal da
superficie e o restante das amostras de biomassa se aproximou de uma estrutura
aproximadamente esférica (P4) com alguma rugosidade e valores de P entre 3,4 e
3,8 3. Os dados obtidos foram utilizados para avaliar como os tratamentos de
hidrolise afetaram a estrutura fisica da parede celular para determinar o método
ideal de processamento *. A diminuicdo da intensidade de espalhamento nos
residuos de casca de banana e talo de fumo pode ser explicada com o aumento de
teor de amilose/amilopectina ou por uma diminuicdo na diferenca de densidade de
elétrons entre as regides cristalina e amorfa dos residuos. Extremidades
desordenadas de hélices duplas de amilopectina e ou de hélices duplas que nao
participam da formacédo de cristais também sdo propostas para contribuir com
maiores desordens no empacotamento da estrutura lamelar do material **. Os

gréaficos obtidos sdo mostrados no Apéndice A, Figura A5.
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Tabela 4 Dados obtidos por adsorcao de nitrogénio (BET) e raios X a baixos angulos
baixos (SAXS) da biomassa agroindustrial

Adsorcéao de nitrogénio SAXS
Residuo AzBET.l DP som \/3p . Dpl Dp2 oo o3
(m°.g7) (hm)  (cm“g™) | (hm)  (nm)
AC 1,19 + 0,027 7,9 0,0012 0,82 3,73 1,49 2,91
PE 0,61 + 0,039 3,7 0,0002 0,80 4,07 1,75 3,25
AR 1,79 £ 0,019 11,7 0,0031 0,67 4,76 2,63 3,54
BA 0,27 + 0,039 7,9 0,0005 0,07 3,73 1,47 2,98
CA 1,84 £ 0,014 5,2 0,0022 1,53 5,83 1,82 3,79
COo 2,46 + 0,013 7,7 0,0046 2,55 12,9 1,72 2,86
TO 1,38 £ 0,014 13,2 0,0029 0,42 4,28 2,61 3,61
TR 0,67 +£0,011 34,5 0,0004 0,88 4,48 2,39 3,41

AC: casca de acacia; PE: pele de amendoim; AR: casca de arroz; BA: casca de banana; CA: bagaco
de cana; CO: fibra de coco; TO: talo longo de fumo e TR: farelo de trigo.

Os extratos obtidos a partir da biomassa hidrolisada foram analisados em
termos de teor de lignina solavel e insoltvel, carbono total (organico e inorganico) e
acucares redutores totais como mostrado na Tabela 5.

Geralmente, a hidrolise 4cida mostrou-se eficiente na quebra das ligacdes
glicosidicas da hemicelulose (maiores concentracfes de acucares redutores totais),
fragmentando praticamente todo esse componente e foi menos eficiente na quebra
da lignina quando comparado ao tratamento alcalino que ocasiona a fragmentacao
efetiva tanto da lignina (>90%), quanto da hemicelulose (>80%)'°. Entretanto, o
processo alcalino promoveu escurecimento das polpas na medida em que
fragmentou a lignina, provavel oxidagdo. Cabe salientar que os meios também
apresentaram maior viscosidade e dificuldades de filtrag&o.

A maior concentracdo de carbono organico total disponivel foi obtida das
hidrélises acidas das seguintes biomassas (g.L™): TR (9,60), CA (9,33), TO (7,14),
BA (6,63) e PE (5,92). Os acgucares redutores totais (ART) foram identificados em
maior quantidade nas amostras das hidrélises &cidas em (g.L™): CA (4,33), TO
(3,41) e AR (3,23), nas demais biomassas foram detectadas em média 2,53 + 0,12

g.L™ de aclcares redutores totais.
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Tabela 5 Teores de lignina solluvel e insoluvel, fracbes de carbono orgéanico e
inorgénico e agucares redutores totais dos meios hidrolisados

Lignina Lignina TC/NPOC
Hidrélise/Residuo  solGvel insolavel (T?_g) (m ICL.l) (g.L™ (AFle_Tl)
(%) (%) o ’ o
HA AC 5,31 28,9 4,00 0,37 4,37 2,63
HB_AC 5,67 26,6 2,45 0,41 2,85 0,45
HA_ PE 5,72 20,2 5,65 0,28 5,92 2,54
HB_PE 3,06 5,9 3,16 0,24 3,39 1,98
HA AR 3,54 30,4 3,83 0,25 4,07 3,23
HB_AR 4,75 21,7 1,21 0,23 1,47 0,19
HA BA 0,62 55 6,37 0,26 6,63 2,65
HB_BA 0,73 4,6 2,00 0,25 2,25 0,80
HA _CA 2,68 13,2 9,01 0,32 9,33 4,33
HB_CA 4,56 10,2 3,96 0,34 4,30 0,19
HA CO 5,85 23,2 3,34 0,54 3,88 2,50
HB_CO 6,53 17,4 2,74 0,35 3,09 0,60
HA TO 6,50 16,0 6,88 0,26 7,14 3,41
HB TO 5,28 18,7 2,19 0,27 2,46 0,20
HA TR 3,21 6,9 9,30 0,29 9,60 2,31
HB TR 5,07 10,1 2,74 0,54 3,28 0,28

HA: hidrélise &cida; HB: hidrélise alcalina; TOC: carbono orgéanico total; IC: carbono inorgénico;
TC/NPOC: carbono total/carbono orgénico ndo purgavel; ART: acUcares redutores totais.

Os dados obtidos foram agrupados através de ferramentas matematicas da
IBM SPSS Statistics® para analise de agrupamento (anélise de clusters). O resultado
da andlise de agrupamentos esta representado no dendrograma mostrado na Figura
11. O dendrograma da Figura 11 mostra a casca de arroz (AR) isolada em um
cluster Unico indicando o0 maior distanciamento em comparagdo as outras
biomassas. A casca de arroz € uma fonte renovavel composta de diferentes
compostos organicos (mistura de fendis, alcoois e &cidos organicos) e produtos
inorganicos, incluindo materiais contendo silicio e carbono, como: SiO,, SiC, Si,
silicatos mesoporosos e outros, bem como materiais de carbono com textura micro e
mesoporosa. Um amplo espectro de produtos que podem ser produzidos a partir de
casca de arroz estd relacionado a sua composi¢cdo especifica. De acordo com
literatura, casca de arroz compreende celulose, hemicelulose, lignina e porcao
inorganica constituida principalmente por silica. O contetdo total de outros
elementos e compostos na casca de arroz ndo excede 1 a 3%. Assim, a casca de
arroz pode ser considerada como um composto natural feito de matriz de
biopolimeros e uma fase de reforco de silica’*?, o que a diferencia dos demais

residuos.
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O cluster principal agrupa por similaridade as biomassas de pele de
amendoim (PE) e farelo de trigo (TR), casca de banana (BA), bagaco de cana (CA) e
talo de fumo (TO) que possuem relacdes de C:N mais baixas que favorecem o
crescimento dos microrganismos. A casca de acacia (AC) e a fibra de coco (CO)

formam um segundo subgrupo.

a ] 10 15 20 25
i | 1 i |

PE

TR’

BA'®

TO'

AC:
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AR:

Figura 11 Dendrograma gerado das variaveis das composi¢des elementares, texturais,
lignina soluvel e insollvel, fracbes de carbono e acuUcares totais ap6s hidrdélise dos
residuos: AC (Casca de Acécia), PE (Pele de Amendoim), AR (Casca de Arroz), BA
(Casca de Banana), CA (Bagac¢o de Cana), CO (Fibra de Coco), TO (Talo de Fumo) e TR
(Farelo de Trigo)

A escolha do pré-tratamento deve ser feita com base na natureza fisica e
quimica da biomassa visando a liberacdo maxima de agucares redutores e carbono
organico total via hidrolise. Além disso, alguns pré-tratamentos dao origem a
moléculas inibidoras que foram removidas ap0s a formacao, estas estratégias foram
observadas para atender as demandas para producdo em maior escala e

aproveitamento dos residuos apos hidrélise.
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Figura 12 Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura das biomassas
agroindustriais puras e apos hidrélise éacida: (a) Farelo de trigo, (b) Residuo
hidrolisado de farelo de trigo, (c) Talo de fumo, (d) Residuo hidrolisado de talo de
fumo, (e) Pele de amendoim e (f) Residuo hidrolisado de pele de amendoim

A morfologia externa da biomassa foi estudada pela metodologia de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e foram complementares as analises de
composicao e textura e sdo mostradas na Figura 12. Estudos sobre a morfologia do
bagaco de cana-de-acgucar submetido a um pré-tratamento combinado de hidroxido
de sdadio e silanos, mostraram que a superficie do bagaco bruto apresentou menor

rugosidade quando comparada com o bagaco pré-tratado, causado pela remocéo de
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acidos graxos da superficie do bagaco. Estudos morfolégicos de coco verde, palha
de soja, farelo de trigo, casca de arroz, bagago de cana, maca e caju também foram

realizados ap6s diferentes pré-tratamentos e revistos na literatura **"*8,

5.2 CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS EM MEIO SOLIDO

Na etapa de triagem (screening), os meios hidrolisados acidos e alcalinos
solidificados com Agar foram cultivados com 0s quatro microrganismos para
avaliacdo de crescimento. A Tabela 6 resume os resultados do crescimento dos
microrganismos nos diferentes meios e foram classificados por crescimento positivo
(+) ou negativo (-) e por desenvolvimento: forte (s) ou fraco (w). A avaliagéo foi feita
visualmente apdés 24 e 48 h de incubacéo das placas a 37 °C.

Tabela 6 Avaliacdo do crescimento de microrganismos nos meios s6lidos obtidos dos
hidrolisados acidos e alcalinos

Biomassa Bacillus subtilis Bacillus Bacillus Bacillus
cereus licheniformis amyloliquefaciens
HA_AC + (W) + (W) + (W) T (W)
HB_AC + (W) + (W) : + (W)
HA_PE + (S) + (W) + (S) + (S)
HB_PE + (W) - +(s) +(s)
HA AR + (W) + (W) + (W) + (W)
HB_AR + (W) + (W) - + (W)
HA_BA +(s) - +(s) + (W)
HB_BA + (W) ; + () - (W)
HA_CA + (S) + (S) + (S) + (S)
HB_CA + (W) + (W) - + (W)
HA_CO + (W) + (W) + (W) + (W)
HB_CO + (W) + (W) + (W) + (W)
HA TO + (W) - +(s) +(s)
HB_TO + (W) + (W) + (W) +(s)
HA TR + (S) + (S) + (S) + (S)
HB TR + (W) - A + (W)

HA: hidrélise acida; HB: hidrolise alcalina; (+) crescimento positivo; (s) forte; (w) fraco e (-)
sem crescimento

De acordo com a Tabela 6, na avaliagdo do meio solido, B. amyloliquefaciens
e B. licheniformis apresentaram melhor crescimento em meios hidrolisados &acidos
das biomassas: de PE, BA, TO e TR. Os microrganismos: B. subtilis e B.
amyloliquefaciens se desenvolveram em meios hidrolisados acidos e alcalinos a
partir de todas as biomassas, mais significativamente nos hidrolisados acidos de:
PE, CA, TO e TR. O microrganismo B. cereus cresceu apenas nos meios acidos de

CA e TR. O desenvolvimento dos microrganismos nesses meios corrobora com as
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relagcbes C:N cujos valores sé&o considerados dentro de uma faixa ideal para o

desenvolvimento dos microrganismos **°.

18kU

Figura 13 (A) Imagem da placa de Petri ap6s cultura em meio de pele de amendoim
hidrolisado é&cido, no sentido anti-horario: B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B.
licheniformis e B. cereus; (B) Imagem de microscopia 6ptica dos granulos de PHA
corados em azul em cultivo do meio hidrolisado &cido da pele de amendoim com B.
amyloliquefaciens; (C) Micrografia confocal de fluorescéncia do polimero acumulado
nas células; (D) Micrografia eletrénica de varredura mostrando a morfologia das
células com granulos de PHA acumulado.

Imagens de todas as placas cultivadas em meio s6lido sdo mostradas no
Apéndice B na Figura B1, onde podem ser visualizadas as diferencas dos
crescimentos nos meios hidrolisados alcalinos e 4cidos e em meio nutritivo MH.

Vale ressaltar que os microrganismos do género Bacillus sp. sdo capazes de
cultivar e sintetizar todos os componentes do citoplasma em um meio simples
contendo C e N como nutrientes. Em geral, dois tercos dos carbonos disponiveis séo
usados pelos microrganismos para obter energia, e 0 outro terco do carbono em

conjunto com o nitrogénio é usado para formar novas células microbianas. O
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citoplasma microbiano tem uma relacdo C:N préxima a 10, mas, para sintetizar 10
carbonos, 0s microrganismos requerem aproximadamente 20 carbonos para obter
energia suficiente. Para taxas C:N mais altas, a falta de nitrogénio pode limitar o

crescimento microbiano 1%°.
5.3 CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS EM MEIO LiQUlDO

A partir dos resultados obtidos em meio soélido, os cultivos em meio liquido
foram realizados somente com 0s meios obtidos por hidrélise acida. A observacéo
das fases de crescimento microbiano e adaptacdo dos microrganismos no meio de
cultura liquida foram acompanhadas por medidas de densidade Optica (ODggp).

A fase de laténcia e/ou adaptacdo dos microrganismos teve duragdo em
meédia entre 6 e 8 h. Assim, para 0s novos ensaios foi definida que a estratégia de
adicdo de meio de reforco ocorresse apés 8 h do indculo do microrganismo. Com
esta estratégia observou-se 0 aumento da biomassa microbiana durante a fase
logaritmica de crescimento e maior acumulo de biopolimeros. A fase estacionéria
ocorreu em meédia, apdés 30 h de cultivo. As causas dessa parada no crescimento
podem ser devidas ao acumulo de metabdlitos toxicos, deplecdo de nutrientes ou de

oxigénio 4,

O pH inicial (7) foi monitorado mas nao ajustado e ao final dos ensaios o pH
medido se manteve na faixa entre 5 — 5,5. Foram comparados 0s crescimentos dos
microrganismos em meio nutritivo Mueller Hinton e nos meios hidrolisados acidos
com e sem reforco de nitrogénio ((NH4).SO,). Devido as caracteristicas dos meios
de cultivo, contendo fontes de carbono e nitrogénio de rapida assimilacéo e relacéo
C:N balanceada (PE, CA, TO e TR) observamos que a transicdo entre a fase
exponencial e estacionaria foi rapida e o acimulo de biopolimeros foi favorecido pela

rapida exaustéo de nutrientes e pela disponibilidade de oxigénio.

Como a medida de densidade 6ptica € uma medida indireta ndo podemos
determinar valores de crescimento exato, mas permitiu estabelecer a quantidade de
biomassa disponivel em funcdo do tempo. A Figura 14 mostra a curva obtida do
cultivo de Bacillus licheniformis em meio de farelo de trigo e a equacao obtida para

calculo da velocidade especifica maxima de crescimento.
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Figura 14 Relacdo entre densidade celular (OD600) e o tempo de cultivo de Bacillus
licheniformis em meio de farelo de trigo (TR) hidrolisado 4cido e no detalhe o céalculo

de Mmax

A Tabela 7 mostra os dados obtidos dos melhores cultivos realizados em
meio liquido com adicdo de meio de refor¢o enriquecido com (NH4).SO,4 apds 5 h do
inéculo do microrganismo mostrando: CDW (massa de células secas em g.L™), PHA
extraido (%), Hmax Velocidade especifica méaxima de crescimento (h™), Equacéo (In
abs = umax.t) e fator de determinacdo (R?) para correlacdo linear. Os valores foram
obtidos dos resultados das médias obtidas em triplicata. Os valores de coeficiente de
determinacdo (R? das regressdes lineares foram satisfatorias nos quatro
microrganismos com menor ajuste nos cultivos com o microrganismo Bacillus
cereus. As curvas de crescimento obtidas nos diferentes meios para os quatro
microrganismos sdo mostradas no Apéndice C.

Em geral, a producdo microbiana de PHA segue uma sequéncia de etapas
complexas do processo incluindo: crescimento da cultura, acumulacdo de
biopolimero intracelular, separacdo da biomassa celular e extracdo dos biopolimeros
gue podem afetar a qualidade final do produto. Além disso, o rendimento de PHA e a
qualidade do polimero (por exemplo, distribuicio de massa molar) dependem de
varios parametros (ou seja, o tipo de fonte de carbono, a cepa bacteriana e sua via
metabdlica, as concentracdes dos Varios nutrientes, a estratégia de cultivo, etc. %,
O pré-requisito para o calculo de uma estratégia operacional ideal € o
disponibilidade de um modelo matematico que descreva a dindmica da producéo de
PHA em uma cultura celular bacteriana 2. Na literatura, varios modelos
matematicos foram apresentados para controlar o acumulo intracelular de PHA em

diferentes bactérias **>*?*. No presente estudo, nenhum modelo foi estabelecido.
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Tabela 7 Dados obtidos das curvas de crescimento dos microrganismos em meios
hidrolisados &cidos com adi¢do de meio concentrado e (NH,),SO, apés 5h.

Bacillus subtilis

Cultivo CDW (gL  PHA(Q.LY) PHA (%)  Hmax (™) Equacio R?
AC 2,37 0,89 37,6 0,54 y=0,54x-2,84 0,93
PE 3,60 1,45 40,2 0,55 y=0,55x - 3,70 0,97
AR 2,06 0,36 17,5 0,64 y=0,64x-4,58 0,95
BA 1,93 1,13 58,5 0,56 y=0,56x —3,05 0,97
CA 2,26 0,42 18,3 0,53 =0,53x—2,63 0,94
co 2,20 0,47 21,3 0,55 y=0,55x — 2,88 0,92
TO 3,14 1,30 41,4 0,53 y=0,53x-2,55 0,94
TR 2,38 1,01 42,6 0,51 y=0,51x - 3,44 0,97

Bacillus cereus

Cultivo CDW (gL PHA@QL?Y PHA (%) mmu(h™) Equacao R®
AC 1,53 0,85 55,3 0,57 y=0,57x-3,47 084
PE 2,04 1,76 86,3 0,55 y=0,55x - 2,61 0,92
AR 1,43 0,45 31,2 0,67 y=0,67x-3,94 0,86
BA 1,64 1,29 78,6 0,62 y=0,62x-3,56 0,89
CA 2,03 0,59 29,2 0,62 y=0,62x - 4,27 0,96
co 1,05 0,34 32,0 0,65 y=0,65x-3,75 0,88
TO 2,13 1,29 60,6 0,62 y=0,62x—3,45 0,90
TR 2,29 1,02 44,8 0,55 y=0,55x - 3,67 0,92

Bacillus licheniformis

Cultivo CDW (gL PHA@QL?Y PHA (%) mmu(h?) Equag&o R®
AC 2,36 0,90 38,2 0,55 y=0,55x - 3,47 0,80
PE 3,15 1,87 59,6 0,39 y=0,38x-2,89 0,97
AR 2,21 0,58 26,1 0,44 y=0,44x-3,86 0,90
BA 2,52 1,58 62,7 0,38 y=0,38x-3,13 0,97
CA 2,38 1,63 68,4 0,37 y=0,37x-2,93 0,98
co 2,23 1,36 60,9 0,47 y=0,47x-3,38 0,87
TO 3,56 1,37 38,6 0,43 y=0,43x—-2,95 0,96
TR 3,77 1,21 32,2 0,38 y=0,38x-2,84 0,97

Bacillus amyloliquefaciens

Cultivo CDW (gL PHA@QLY PHA (%) mmu(h?) Equac&o R®
AC 2,94 1,06 36,0 0,45 y=0,45x - 3,16 0,89
PE 3,93 2,21 56,1 0,41 y=0,41x-2,81 0,98
AR 2,76 0,56 20,3 0,45 y=0,45x - 3,77 0,87
BA 3,15 1,86 59,0 0,37 y=0,37x-3,02 0,95
CA 2,98 0,74 24,9 0,38 =0,38x—-2,95 0,94
co 2,78 0,42 15,0 0,56 y=0,56x - 3,34 0,76
TO 3,01 1,62 53,8 0,39 y=0,39x-2,95 0,93
TR 3,78 1,58 41,8 0,37 y=0,37x—-2,73 0,99

CDW: massa de células secas em g.L™, PHA extraido (%), pmax velocidade especifica maxima de
crescimento (h™), Equacéo: In abs = pn4.t € fator de determinacéo para correlagéo linear R®

O microrganismo Bacillus subtilis acumulou em média: biomassa das células

secas 2,49 + 0,57 g.L}, 0,87 g.L™" de PHA acumulado e pmax = 0,55 + 0,08 h™. Apés

extragcdo do PHA, os maiores percentuais obtidos foram dos cultivos em casca de

banana (58,5%), farelo de trigo (42,6%), talo de fumo (41,4%) e pele de amendoim

(40,2%).
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Nos ensaios com Bacillus cereus observaram-se baixo acumulo de biomassa
de células secas em média: 1,77 + 0,42 g.L™* com 0,94 g.L* de PHA extraido e
velocidade méxima especifica: pmax = 0,61 + 0,04 h™. Em cultivos em batelada
utilizando somente glicose como fonte de carbono e Bacillus cereus foram obtidos:
CDW: 3,4 g.L™, 1,19 g.L™ de PHA, correspondendo a 47,9% de scl-PHA extraido %,
Os meios de pele de amendoim (PE) e casca de banana (BA) acumularam o maior

percentual de PHA extraido: 86,3 e 78,6%, respectivamente.

Bacillus licheniformis apresentou em média: 2,77 + 0,63 g.L™* de biomassa de
células secas, média de 1,31 g.L™* de PHA e pma = 0,43 + 0,06 h™. Os maiores
acumulos de PHA foram observados nos meios de: bagaco de cana (68,4%), casca
de banana (62,7%) e pele de amendoim (59,6%).

As maiores concentracdes de biomassa celular e PHA foram obtidas nos
cultivos com Bacillus amyloliquefaciens com acumulo médio de biomassa celular
seca de: 3,17 + 0,44 g.L™*, 1,26 g.L™ de PHA e pma = 0,42 + 0,07 h™. Os melhores
rendimentos foram obtidos nos meios de: casca de banana (59,0%), pele de
amendoim (56,1%) e talo de fumo (53,8%). Podemos observar que as diferencas
entre a velocidade maxima de crescimento entre os bacilos B. licheniformis e B.
amyloliquefaciens ndo foram significativas: 0,42 + 0,06 h* e 0,41 + 0,07 h™,

respectivamente.

O crescimento da biomassa e o0 acumulo de PHA em processos bacterianos
dependem fortemente das condi¢bes nutricionais e da aeracdo da cultura, que
influenciam diretamente nas vias metabdlicas de cada microrganismo. Geralmente,
as condi¢Oes de crescimento desequilibradas (ou seja, excesso na fonte de carbono
e limitacdo na fonte de nitrogénio) favorecem o acumulo de PHA em fermentacdes
de bactérias do tipo selvagem, enquanto o tempo em que a fonte de nitrogénio é

esgotada pode ter um impacto significativo na acumulacéo de biopolimeros 2.

O gréfico mostrado na Figura 15 ilustra os resultados médios obtidos nos

ensaios em agitador orbital em 250 mL.
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Figura 15 CDW: massa celular seca (g.L™), PHA extraido (g.L™) e % PHA extraido apds
48 h de cultivo em biorreator de 250 mL

Todos os meios cultivados apresentaram alguma presenca de granulos de
PHA corados no tempo de 48 h, com excecdo dos cultivos de Bacillus cereus em
meios hidrolisados &cidos de: casca de arroz (AR), casca de acacia (AC), bagaco de

cana (CA) e fibra de coco (CO) que nao foram visualizados.

Os resultados obtidos para o cultivo em meio liquido com Bacillus subtilis
corroboram com os resultados nos ensaios em meio soOlido que em 24 h
apresentaram em sua maioria crescimento fraco, no entanto bom crescimento nos
meios hidrolisados de: pele de amendoim (PE), casca de banana (BA), bagaco de
cana (CA) e farelo de trigo (TR). Os melhores resultados foram obtidos com Bacillus
licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens nos meios de pele de amendoim (PE),
bagaco de cana (CA), fibra de coco (CO) e farelo de trigo (TR). A presenca de PHA
apos coloracéo diferencial foi observada por microscopia 6ptica e os resultados sao

mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8 Avaliacdo do acumulo de PHA por microscopia 6ptica apés cultivo em meio
liquido por 24 e 48 h e corados com corantes Sudan black e safranina

Cultivo Tempo (h) B.subtilis B.cereus B.licheniformis  B.amyloliquefaciens
WAAC QB & &
FAPE G (0 o o
L = S &) &)
ABA G )0 &) &
waca e B o o
ACO GG o o
ATO G SO & o
L T A ) o

(+) presenca de granulos de PHA,; (-) auséncia de granulos de PHA

Em meios nutritivos MH, o acumulo de biomassa foi similar para os quatro
microrganismos entre 3 e 4 g.L™ e a presenca de PHA foi discreta. A analise inicial
por GPC mostrou que os biopolimeros tinham uma massa molar média (Mn) entre
910 - 7906 Da com um indice de polidispersividade (IPD) ou distribuicdo de massa
molar entre: 1,8 e 2,7, correspondendo a oligdbmeros de PHA de cadeia curta (scl-
PHA). Estudos anteriores relataram que a estrutura da PHA esta diretamente
relacionada & composicdo do substrato utilizado '*°. As baixas massas molares
também podem ocorrer por perdas durante a etapa de extracdo com hipoclorito de
sédio e precipitagdo com acetona .

Aljuraifani e colaboradores, utilizaram diferentes estratégias para obter a
maxima produgdo de PHA em cultivos com Pseudomonas sp. Eles modificaram a
concentracéo de in6culo, periodo de incubagéo e as fontes de carbono e nitrogénio.
A producdo de PHA aumentou de 10 para 84% com um aumento no periodo de
incubacédo de 12 para 36 h. Quando o meio de producéo de PHA foi suplementado
com diferentes fontes de carbono, como glicose e maltose, e a produ¢cdo maxima de
PHA (80 a 85%) foi obtida e a producéo de PHA (36 a 79%) quando o sulfato de

amonio foi utilizado *?’.
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Assim, com a identificacdo de PHA com baixas massas molares, a
concentracdo dos meios hidrolisados foram preparados com 100 g.L™ de biomassa
agroindustrial para os cultivos em biorreator de 2 L mantendo as demais condicdes
anteriores. Os microrganismos selecionados foram: Bacillus licheniformis e Bacillus
amyloliquefaciens com adicdo de meio hidrolisado concentrado e 2 g.L™* de
(NH4)2SO,4 apds 8 h do in6culo microbiano inicial. Estes dois microrganismos foram
eleitos para os ensaios em biorreator de 2 L porque apesar dos maiores tempos na
fase de adaptacdo (Fase Lag) entre 7 e 8 h, apresentaram maior producdo de
biomassa celular e acimulo de biopolimeros em intervalos de tempo mais curtos,
guando comparados com Bacillus subtilis e Bacillus cereus. A extracdo do PHA
nesta etapa foi realizada com carbonato de polipropileno. Os resultados séo

mostrados no gréafico da Figura 16.

v~ ) B. licheniformis

< . [___]B. amyloliquefaciens
D 44
t“? -
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© 27 /
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Figura 16 Biomassa celular seca (g.L™) e % PHA extraido apds 48 h de cultivo em
biorreator de 2 L

Em comparacédo com os rendimentos nos ensaios em 250 mL, os melhores
resultados em biorreator de 2 L foram obtidos nos cultivos de pele de amendoim,
bagaco de cana e farelo de trigo, com acumulo significativo de biomassa celular e

percentual de PHA extraido para os dois microrganismos: B. licheniformis: [PE]: PHA

82



(g.L™) = 2,7; PHA (%) = 74,6. [CA]: PHA (g.L™) = 2,3; PHA (%) = 83,4. [TR]: PHA
(g.L™") = 3,3; PHA (%) = 77,1 e B. amyloliquefaciens: [PE]: PHA (g.L™) = 3,2; PHA
(%) = 71,0; [CA]: PHA (g.L™) = 2,4; PHA (%) = 69,3. [TR]: PHA (g.L™) = 3,3; PHA (%)
= 76,8. Os meios hidrolisados de casca de banana apresentaram rendimentos
similares nos dois volumes testados e fibra de coco em cultivo com B. licheniformis
apresentou reducdo em torno de 25% de acumulo do PHA e somente 6% de
aumento no cultivo com B. amyloliquefaciens. Os cultivos com meio hidrolisado de
talo de fumo variaram em média 15% de PHA extraidos sendo maiores nos cultivos

com Bacillus licheniformis e menores com Bacillus amyloliquefaciens.

Algumas cepas de Bacillus s&o reportadas na literatura como excelentes
acumuladoras de PHA em condi¢cbes de privacdo de nutrientes com acumulo de
biomassa celular seca entre 6 e 97% '?!%°_ Geralmente, as bactérias pertencentes
aos géneros Bacillus acumulam polihidroxialcanoatos de cadeia curta. Um recente
estudo que teve como foco a propriedade de acumulo de PHA em diferentes
espécies isoladas do ambiente. Entre 24 microrganismos selecionados, o isolado
mais produtivo identificado como Bacillus aryabhattai alcancou a produgdo maxima
de PHA: 3,26 g.L*, 2,18 g.L!, 1,47 g.L™, 1,74 g.L"e 1,78 g.L"'em glicose, frutose,
maltose, amido e glicerol, respectivamente e foi considerado um canditado potencial
para a producdo em larga escala de PHA bacteriano **°.

Varias espeécies produzem PHA a partir de diferentes substratos de baixo
custo ou matérias-primas brutas, validando a capacidade das espécies de Bacillus
de utilizar diversos substratos complexos e sua dependéncia do tipo de o substrato e
enzima envolvidos no processo de fermentacdo .

Com estas informacdes, os meios PE, CA e TR foram entdo combinadas e
cultivadas nas seguintes propor¢des: TR+PE (50/50) com refor¢co de PE (50% (v/v));
CA+TR (50/50) com reforco de TR (50% (v/v)) e PE+CA+TR (30/35/35) com reforgo
de TR (50% (V/v)).

5.4 CARACTERIZACAO DOS BIOPOLIMEROS

Os principais resultados obtidos dos ensaios em biorreator de 2 L séo

mostrados na Tabela 9 incluindo andlises de GPC.
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Tabela 9 Rendimentos de biomassa celular seca (CDW) e PHA (g.L™?), relacdo
(9pHA/Osubstrato), Mw  (massa molar média), Mn (massa molar numérica média) e
polidispersividade (Mw/Mn) obtidos em biorreator de 2 L

B. licheniformis

Cultivo CD\{Y PH_AI PHA Rend. Mn Mw Mw/Mn
QL") (@@L (%) (9rma/gs)  (Da) (Da)
HA_PE 3,62 2,70 74,6 0,03 7290 14410 1,97
HA_CA 2,74 2,28 83,4 0,02 6510 8560 1,31
HA_TR 4,33 3,34 77,1 0,03 8300 15410 1,85
HA_TR+PE 4,37 3,34 76,6 0,03 100609 198754 1,97
HA_CA+TR 3,88 3,14 81,1 0,03 112608 190366 1,69
HA_ PE+CA+TR 3,72 2,90 78,0 0,03 59865 105870 1,77
B. amyloliquefaciens
Cultivo CD\{Y PH,_DI PHA Rend. Mn Mw Mw/Mn
QL% (@@L (%) (9rma/gs)  (Da) (Da)
HA_PE 4,52 3,21 71,0 0,03 7820 9820 1,25
HA_CA 3,42 2,37 69,3 0,02 6800 7570 1,12
HA_TR 4,35 3,34 76,8 0,03 7240 8700 1,20
HA_TR+PE 4,83 3,60 74,6 0,03 100051 200433 2,00
HA_CA+TR 4,27 3,08 72,3 0,03 133181 208724 1,57
HA_ PE+CA+TR 4,09 2,95 72,1 0,03 57287 101253 1,77

A Tabela 9 mostra que as maiores massas molares médias (Mn) que foram
obtidas dos cultivos individuais e combinados dos meios hidrolisados de farelo de
trigo e pele de amendoim (1,1x10° e 1,3x10° Da) com indice de polidispersividade
(Mw/Mn) entre 1,2 e 2,0. Estes valores sao comparaveis aos biopolimeros
comerciais de P(3HB) (Sigma Aldrich®: Mn 1,1x10° Da, Mw = 2,5x10° Da e Mw/Mn =
2,27), mas sugerem ser mais uniformes com menores valores de Mw/Mn. Para
elucidar as estruturas dos PHAs obtidos em biorreator de 2 L foram utilizadas
diferentes técnicas analiticas complementares. Os resultados sugerem diferentes
estruturas: P(3HB) dos cultivos com uma unica fonte de carbono, P(3HP) com meio
de pele de amendoim e dois copolimeros: do cultivo com pele de amendoim e farelo

de trigo: P(3HBcoHP) e, de bagaco de cana e farelo de trigo: P(3HBcoHV).
5.4.1 PHA 1: Poli-3-hidroxibutirato P(3HB)

Os biopolimeros foram analisados por espectroscopia molecular no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e em modo de refletancia

atenuada (ATR) (convertido em absorbancia na Figura 17 (b)). O espectro de FTIR
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na Figura 17 (a) revela os principais picos associados aos grupos funcionais
presentes em estruturas dos PHAs obtidos dos cultivos com bagaco de cana. As
principais bandas foram observadas no intervalo de 4000 a 400 cm™. Os sinais nas
regides: 3000-2950 cm™' e 2916-2850 cm™ correspondam a estiramentos
assimeétricos ou simeétricos de grupos —CHs (vc.n) € de estiramentos assimeétricos de
grupos —CH. (vc.h), respectivamente. Em 1740 e 1658 cm™ observam-se dois picos
caracteristicos de estiramento do grupo carbonila de éster (vc=0) € picos entre 1232
e 1068 cm™ representam estiramentos de éster (vicoyc) - A presenca de
estiramentos assimétricos de grupos metila tem sido recentemente reportada

proxima da regido de 3000 cm™ indicando uma possivel interacdo de [C-H-O].

1,64 [-OH] [C=0]
3419 14 1750/1664
[-C-0-C-]
1234/1068

[-CH] [c=0]
2922/2850 174011645

[-CH,) C-0-C)

0.8+ 2929 1234/1049

Absorbancia
Absorbancia

084 0.6
[-CH,]
084 | 1386 | 0.4 ,

0.4 0,2

T T T T 1 g Y v Y
4000 3000 2000 1000 0 4000 3000 2000 1000 o

Numero de onda {cm’') Numero de onda (em™)

(@) (b)

Figura 17 Espectros de infravermelho (a) FTIR e (b) ATR do PHA obtido do
cultivo com Bacillus amyloliquefaciens em meio HA_CA

No espectro em refletancia atenuada, Figura 17 (b), observa-se um pico em
3288 cm™ caracteristico de grupos hidroxila (vo.n) € em 2929 cm™ de estiramentos
assimétricos de grupos —CH. (vc.h). Em 1750 e 1664 cm™ o pico correspondente ao
estiramento do grupo carbonila (vc-o) € a banda entre 1234 e 1049 cm™ dos
estiramentos de éster (vc.o.c) podem ser observados ?’. Assim, os espectros de
infravermelho sugerem a estrutura do P(3HB), poli-3-hidroxibutirato, como principal
PHA obtido nos meios de cultivo simples com apenas um tipo de biomassa. Os

espectros de RMN *H e *3C s&o0 mostrados na Figura 18.
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Figura 18 (a) Espectro RMN *H e (b) Espectro RMN *C do PHA obtido em meio de
cultivo HA_CA com B. amyloliquefaciens

Na Figura 18 (a), o espectro de RMN *H mostra deslocamentos quimicos (8)
de PHA em 5,1 (CH), 1,6 (CH3), 2,4 (CH,) ppm, que indicam uma correspondéncia
com a estrutura de P(3HB). Os sinais obtidos no espectro de RMN *3C corroboram
essas informacfes e sdo mostrados na Figura 18 (b) com quatro tipos de carbono
identificados nos deslocamentos quimicos: 169,6 (C=0), 69,0 (CH), 29,8 (CH,) e
16,5 (CHg) ppm e obtidos em meio de cultivo HA_CA com B. amyloliquefaciens
131133 A analise GPC mostrou que os biopolimeros tinham um massa molar média
(Mn) entre 6510 e 8300 Da com um indice de polidispersividade (Mw/Mn) entre 1,12
e 1,85 correspondendo aos oligdmeros de P(3HB). A Figura 19 mostra o detalhe do
espectro de MALDI TOF MS no modo refletor positivo dos oligdmeros inferiores com
uma faixa de m/z de 900 a 4500. O espectro é dominado por uma série de picos de
ions que correspondem a espécies de oligbmeros intactos na regido ampliada do
espectro entre m/z - 1000-1800. No geral, o espectro mostra uma alta abundancia
de oligbmeros de baixa massa molar, e a abundancia diminui gradualmente a
medida que a massa molar aumenta.

O espectro MALDI TOF MS mostra o pico do fragmento (m/z = 86,04)
correspondente  a repeticio de PHA [-OCHCH;CH,CO-]+Na‘’] de poli-3-
hidroxibutirato P(3HB) **. Os picos de fragmentos emitidos podem ser descritos
como sendo compostos por um numero variavel de unidades (n = 86,04 Da). O pico
encontrado em m / z = 1055,48 pode ser atribuido como um fragmento indicado
como [P (3HB) + Na'lem /z =12 x 86,04 + 23 = 1055,48.
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Figura 19 Espectro MALDI TOF MS dos oligbmeros de PHA em modo refletor positivo
no fragmento entre m/z = 1000-1750, no detalhe a estrutura sugerida de P(3HB).

As curvas de DSC e TG sdo mostradas na Figura 20 (a) e (b),
respectivamente. Na curva de DSC do biopolimero foram identificados dois picos
em 158,7 e 173,1 °C referentes as temperaturas de fusao (Tm; e Tm,). No entanto,
esses dados foram determinados na varredura de temperatura do primeiro

aguecimento.
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Figura 20 Curvas de DSC (a) e TGA (b) obtidos do PHA em meio de cultivo de farelo de
trigo com B. amyloliquefaciens

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) ndo foi detectada ap6s o segundo
aguecimento, uma vez que as amostras ndo apresentaram estabilidade térmica

acima de 200 °C. Estas temperaturas se encontram dentro da faixa esperada em
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comparacado com padrdes comerciais de P(3HB) onde a temperatura de fusédo é de
170-180 °C.

A presenca de pico de fusdo duplo apresentado na curva de aquecimento ja

foi relatado na literatura®®®

e a maioria dos perfis de fusdo bimodal se deve a
fendmenos simultaneos de fusdo e recristalizacdo, seguidos de fuséo final em
temperaturas mais altas. Segundo eles, esse processo € consequéncia da
distribuicdo do tamanho dos cristais, e a temperatura de fusdo é diretamente
proporcional ao tamanho de cristais. O aparecimento de um pequeno ombro antes
do pico méximo em filmes de PHB foi atribuido também como resultado de
alteracdes pela baixa massa molar **®*. A curva DSC mostra que o calor de fusao,
determinado pela area do pico, foi de 47,15 J.g™*. Considerando-se que o calor de
fusdo do P(3HB) puro comercial é 146 J.g*, foi possivel calcular o percentual de
cristalinidade do biopolimero obtido pela relacdo: AHmM medida/AHM00%cristalino

resultando em 32,3% de cristalinidade.

Na analise por termogravimetria, as amostras mostraram-se termicamente
estaveis em uma faixa de temperatura de 30 a 150 °C (Figura 20 (b)) e mostraram
degradacdo total em um unico estagio entre 250 e 300 °C, onde a degradacao
térmica inicial dos biopolimeros ocorreu a 225 °C e a degradacdo maxima a 298 °C,
enquanto o padrédo PHB (Sigma Aldrich®) mostra as respectivas degradacdes a 212
e 266 °C **’. Os resultados apresentados foram similares para todos os biopolimeros
obtidos a partir dos cultivos simples para os dois microrganismos, com excecao do

cultivo com pele de amendoim.

5.4.2 PHA 2: Poli-3-hidroxipropionato P(3HP)

Andlises do PHA obtido a partir dos cultivos com pele de amendoim
apresentaram diferencas em relagcdo as outras biomassas. Nos espectros de
infravermelho, as bandas e sinais caracteristicos de éster também foram
identificados, como mostrados na Figura 21 (a) FTIR e (b) ATR (convertido em modo

de absorbancia).
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Figura 21 Espectros de infravermelho (a) FTIR e (b) ATR do PHA obtido do cultivo com
Bacillus amyloliquefaciens em meio hidrolisado 4cido de pele de amendoim

O espectro de FTIR na Figura 21 (a) revela os principais picos associados aos
grupos funcionais presentes em estruturas do PHA obtido dos cultivos com pele de
amendoim. As principais bandas foram observadas no intervalo de 4000 a 400 cm™.
Os sinais nas regides: 3338 cm™ e 2924 cm™ correspondem a estiramentos
assimétricos e simétricos de grupos hidroxila (vo.n) € de estiramentos simétricos ou
assimétricos de grupos —CH, (vc.), respectivamente. Em 1656 cm™ observa-se pico
caracteristico de estiramento do grupo carbonila de éster (vc=0) € picos entre 1544 e
1068 cm™ representam estiramentos de éster (vc.o.c) ***. No espectro em modo de
refletancia atenuada, Figura 21 (b), observou-se um pico em 3274 cm™ caracteristico
de grupos hidroxila (vo.) € em 2919 cm™ de estiramentos simétricos ou assimétricos
de grupos —CHj (ve.r). Em 1790 e 1623 cm™ o pico correspondente ao estiramento
do grupo carbonila (vc-o) e a banda entre 1230 e 1048 cm™ dos estiramentos de
éster (vc.o.c) podem ser observados *2’. Nao foram observados picos caracteristicos
entre 1000 e 700 cm™ que pudessem sugerir a presenca de estiramentos (vc.) de

grupos —CH, geralmente presentes em estruturas de poli-4-hidroxibutirato P(4HB).

A estrutura do PHA foi analisada e identificada pelos deslocamentos

encontrados nos espectros de RMN *H e **C, mostrados na Figura 22.
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Figura 22 (a) Espectro RMN 'H e (b) Espectro RMN *C do PHA obtido em meio de
cultivo HA_PE com B. amyloliquefaciens

Na Figura 22 (a), o espectro de RMN *H mostra deslocamentos quimicos (8)
do PHA em 5,1 (CH) e 1,6 ppm (CHj3), que indicam uma correspondéncia com a
estrutura de P(3HP). Os sinais obtidos no espectro de RMN *3C corroboram essas
informagdes e sdo mostrados na Figura 22 (b) com os trés tipos de carbono
identificados nos deslocamentos quimicos: 169,2 (C=0), 68,6 (CH) e 16,3 (CH3) ppm
do PHA obtido em meio de cultivo com pele de amendoim com B. amyloliquefaciens
131133 ' A anélise por GPC mostrou que os biopolimeros tinham uma massa molar
média (Mn) de 7290 Da com um indice de polidispersividade (Mw/Mn) de 1,97 nos
cultivos de pele de amendoim com B. licheniformis e, massa molar média (Mn) de
7820 Da com um indice de polidispersividade (Mw/Mn) de 1,25 nos cultivos com B.
amyloliquefaciens, correspondendo aos oligbmeros de P(3HP).

O espectro MALDI TOF MS na Figura 23 mostra os picos do fragmento (m/z
72,06 Da) correspondente a repeticdo: [-OCH3CHCO]+H,ONa"] de mondmeros de
poli-3-hidroxipropionato P(3HP) 34, Sao observadas vérias séries de pico espacadas
por 72,06 Da correspondente a unidade de repeticdo esperada. Hidroxiésteres
podem ser identificados por seus ions M-H" e M-Na* e por um ion fragmento devido
a perda de agua (MH'-H,0)® Os picos de fragmentos emitidos podem ser
descritos como sendo compostos por um namero variavel de unidades (n = 72,06
Da). O pico encontrado em m/z = 1626,3 pode ser atribuido como um fragmento
indicado como [P (3HP) + H,ONa'] e m/z = 22 x 72,06 + 41,005 = 1626,3 Da.
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Figura 23 Espectro MALDI TOF MS dos oligbmeros de PHA em modo refletor positivo
no fragmento entre m/z = 800-1750. No detalhe, a estrutura sugerida de P(3HP)

Analises térmicas de DSC e TGA sdo mostradas na Figura 24 (a) e (b),
respectivamente. O termograma de DSC do P(3HP) é mostrado na Figura 24 (a), a
partir da qual foi identificado um pico largo centrado em 111,5 °C referente a
temperatura de fusdo (Tm;) e entalpia de fusdo de 13,73 J.g*. A temperatura de
transicao vitrea (Tg) ndo foi detectada apdés o segundo aquecimento, uma vez que
as amostras ndo apresentaram estabilidade térmica no segundo aquecimento. Estas
temperaturas sdo consideradas muito baixas em comparacdo com padroes
comerciais de P(3HB) onde a temperatura de fusdo é de 170-180 °C. Biopolimeros
do tipo P(3HP) foram sintetizados anteriormente para formar copolimeros com
P(3HB). O P(3HP) mostrou uma temperatura de fusdo (Tm) significativamente mais

baixa de 78 °C em comparacéo ao P(3HB) **°.

O P(3HP) microbiano tinha uma temperatura de transi¢éo vitrea (Tg) de cerca
de - 21,1 °C e uma entalpia de fusdo (AHmM) em torno de 54 J.g™'. Estes materiais
apresentaram maior ductibilidade e baixa cristalinidade com o aumento da

concentracdo do mondmero de P(3HP) **°.
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Na analise por TGA, as amostras mostraram-se termicamente estaveis em
uma faixa de temperatura de 30 a 150 °C (Figura 24 (b)) e mostraram degradacgao
total em um Unico estagio entre 225 e 300 °C.
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Figura 24 Curvas de DSC (a) e TG (b) obtidos do P(3HP) em meio de cultivo de pele de
amendoim com B. amyloliquefaciens

Em revisdo recente, Tsuge e colaboradores destacaram as vantagens da
producdo de PHA por Bacillus que sdo classificados no grupo de microrganismos
gue possuem sintases de Classe IV capazes de sintetizar diferentes mondémeros de
PHA de varias fontes de carbono, produzir copolimeros a partir de uma Unica fonte
de carbono e produzirem PHA livres de endotoxinas. As vias da biossintese de PHA
por Bacillus ainda precisam ser exploradas. Os grupos funcionais nas extremidades
do biopolimero sé@o valiosos como locais reativos para o delineamento de novos
materiais estruturados. A funcionalizacdo do terminal da cadeia do PHA pode ser
obtida por reacdo de alcodlise e o PHA pode ser aplicado para a sintese de
copolimeros em bloco e controlado por sequéncia e estrutura, concluindo assim que

as sintases da classe IV sdo enzimas promissoras para sintese de PHA %,

Os estudos relacionados a biossintese de PHA por Bacillus podem esclarecer
as diferentes estruturas obtidas neste trabalho. As principais rotas metabdlicas e

estruturas possiveis neste estudo sdo mostradas na Figura 25 e detalhadas no
Anexo Il
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Figura 25 Esquema Trés vias metabodlicas envolvidas na sintese do PHA utilizadas por
bactérias para criar precursores de PHA. A via | é predominantemente usada em
organismos produtores de PHB, enquanto as vias Il e Ill estdo presentes nas
bactérias, produtoras de mcl-PHA. As enzimas sao indicadas, adjacentes as setas;
processos envolvendo muitas etapas sdo indicados por retdngulos arredondados:
Glicolise, a via de Entner-Doudoroff (E-D), bem como os ciclos de oxidagdo 8 e
biossintese de acidos graxos. Os PHAs produzidos sao indicados com a estrutura
quimica do mondmero PHA resultante (Adaptada '*)

As vias de sintese de PHA resumidas e mais estudadas séo discutidas a
seguir. A Rota I, comecando do acucar para o scl-PHA, especialmente o PHB, foi
utilizada como fonte de carbono para produzir acetil-CoA, seguida pelo metabolismo
para acetoacetil-CoA e 3-hidroxibutiril-CoA, entrando no processo de polimerizagcao
para formar preferencialmente o P(3HB). A Rota Il comeca a partir de acidos graxos
como substrato para entrar no ciclo de B oxidagdo, levando a formacdo de
monémeros do tipo R-3-hidroxiacil-CoA para a maioria da sintese de mcl-PHA 2. A
via Il direciona acetil-CoA para malonil-CoA e 3-cetoacil-ACP para formar
mondmeros R-3-hidroxiacil-CoA. A glicose também foi usada como fonte de carbono

para produzir novos PHA com produtos de alto valor agregado, como o P(3HP), que
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sera discutido a seguir **. Geralmente, acredita-se que as sintases da classe IV
preferem os mondémeros do tipo scl-PHA, como 3-HB (C4) e 3-HV (C5), para
polimerizacdo, mas outros mondémeros também podem ser polimerizados como
componentes menores % com a adicdo dos precursores 2HP, 3HHx, 3HO, 4HB e
6HHx. Assim, os PHAs de copolimeros sdo produzidos com 0s mondmeros
adicionados em proporcdes menores 414,

No entanto, os subtipos PHA de IVm e IVc mostram diferentes especificidades
de substrato. Por exemplo, precursores de 4HB ndo podem ser incorporado no PHA
por Bacillus megaterium, mas podem sé-lo em copolimeros por Bacillus cereus.
Esses resultados indicam que o subtipo IVc da PHA sintase pode ter uma
especificidade mais ampla do substrato do que o subtipo IVm, que também foi
mostrado in vivo por ensaios enziméaticos em trabalhos anteriores *1%°. Estudos
mais especificos para PHA sintases de Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus
licheniformis seriam necessarios para elucidar as rotas utilizadas nos cultivos
testados neste trabalho, pois ndo foram adicionados precursores especificos,

apenas composicao diferencial das fontes de carbono.

5.4.3 PHA 3: Poli-3-hidroxibutirato-co-hidroxipropionato P(SHBcoHP)

Os cromatogramas obtidos por analise GPC apresentaram um perfil bimodal
na distribuicdo de massa no cultivo com os dois microrganismos no meio misto de
farelo de trigo e pele de amendoim, sendo: Mn: 1,0.10° Da / 0,91.10* Da e relacéo
Mw/Mn: 1,97 e 1,16 no cultivo com Bacillus licheniformis, e Mn: 1,0.10° Da / 0,96.10*

Da e relagdo Mw/Mn de 2,03 e 1,12 no cultivo com Bacillus amyloliquefaciens.

A indicacéo do tipo de estrutura do PHA foi obtida a partir dos resultados das
anélises de RMN 'H e °C. A Figura 26 (a) mostra o espectro de *H RMN com os
deslocamentos quimicos (6) de PHA atribuidos para PHB e PHP, conforme
demonstrado pelo grupo metino (CH) em 5,17 e 5,19 ppm, grupo metileno (CH;) em
2,37 e 1,27 ppm, o grupo metil (CH3) em 1,61 ppm, em 0,84 pode ser observada a

presenca de provaveis grupos hidroxila primarios (OH) 133,

94



. e i i
-{- 0—CH—CHy—C—O—CHy—CH;—C.
CHS
n

CH

™S CH.
CHz

2

| | ITMS
el

r T T T T T T r T T T T T
12 10 8 6 4 2 0 200.0 150.0 100.0 50.0 0.0
ppm rpm

(a) (b)

Figura 26 (a) Espectro RMN *H e (b) Espectro RMN *C do PHA obtido em meio de
cultivo HA_TR+PE com B. amyloliquefaciens

As varreduras de RMN **C sdo mostradas na Figura 26 (b). Quatro tipos de
carbono podem ser identificados: Os picos em 169,1 e 170,1 ppm representam o
grupo carbonila (C=0), 69,0 ppm do grupo (CH), 29,2 e 28,7 ppm do grupo metileno
(CH,) e 16,3 ppm no grupo metil (CH3) **’. Estes resultados indicam que a estrutura
do material pode ser considerada de um copolimero de poli-3-hidroxibutirato-co-
hidroxipropionato, P (3HBcoHP).

Os espectros MALDI-TOF-MS obtidos no modo de reflexdo positiva
mostraram que o0 espectro € dominado por uma série de picos de ions que
correspondem a espécies de unidades intactas. A Figura 27 mostra uma expansao
na faixa de massa (600-1600) do espectro de massas juntamente com as atribuicées
m/z 158,15 de vérios dos picos. No detalhe, a estrutura de P(3HBcoHP) sugerida
134143 Os picos de fragmentos emitidos podem ser descritos como sendo compostos
por um numero variavel de unidades (n = 158,15 Da). O pico encontrado em m/z =
655,58 pode ser atribuido como um fragmento indicado como [P(3HBcoHP)+Na'] e
m/z =4 x 158,15 + 23 = 655,58 Da.
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Figura 27 Espectro MALDI TOF MS do PHA em modo refletor positivo no fragmento
entre m/z = 600-1600. No detalhe, a estrutura sugerida do copolimero P(3HBcoHP)

Os Oleos extraidos durante a hidrolise da pele de amendoim ndo foram
removidos na preparagao do meio de cultivo e, embora ndo quantificados, sugerem
interferéncia na composi¢cdo do copolimero obtido. De acordo com os valores de
referéncia encontrados no manual de Caracteristicas Fisicas e Quimicas de Oleos,
Gorduras e Ceras da AOCS (American Oil Chemists Society)*® diferentes &cidos
graxos compdem a pele do amendoim, entre eles o &cido behénico (um acido graxo
saturado com 22 carbonos de cadeia linear, de formula quimica C,;H43COOH, entre
2-4%)'*°. As espécies de Bacillus sdo capazes de modificar seus padrdes de
metabolismo de acidos graxos para se adaptar a uma ampla gama de mudancas
ambientais, incluindo altera¢cées no meio de crescimento, temperatura, condi¢cdes de
processamento de alimentos e pH. Como muitas outras bactérias Gram-positivas, as
cepas de Bacillus exibem um sistema bem definido de sintese Il de acidos graxos
gue é equilibrado com uma via de biossintese de &cidos graxos como mostrado no
Esquema da Figura 25 respondendo com eficiéncia as necessidades da célula **°.

Diferentes copolimeros de PHA foram obtidos pela combinacdo de substratos
organicos, acidos e alcodis e citados na literatura. Copolimeros de P(3HBcoHP) com

composic¢des de P(3HP) de 0 a 26% em mol foram produzidos por Alcaligenes latus
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a partir de substratos de carbono misto de acido 3-hidroxipropidnico e sacarose
como fontes de carbono **,

O 6leo de amendoim rico em acidos graxos saturados ja foi usado como fonte
de carbono a 2% (v/v) para a producéo de filmes de um novo PHA em cultivo de dois
estagios com o microrganismo Cupriavidus necator. Foi obtido um heteropolimero de
PHA composto por 98,2% em mol de 3-hidroxibutirato, 0,75% em mol de 3-
hidroxivalerato e 1% em mol de hidroxialcanoato de cadeia média (HA) *2.

Andlises térmicas do copolimero P3HBcoHP sdo mostradas nas curvas de

DSC e TG na Figura 28 (a) e (b), respectivamente.
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Figura 28 Curvas de DSC (a) e TG (b) obtidas do P(3HBcoHP) do cultivo misto de
farelo de trigo e pele de amendoim com B. amyloliquefaciens

A curva de DSC da Figura 28 (a) mostra duas temperaturas: Tm; = 80 °C e
Tm, = 114,8 °C. Trabalhos anteriores mostraram que 0s picos do ponto de fusao
tendem a mudar para temperaturas mais baixas com um aumento do contetdo de
mondmeros de 3HP e, os multiplos picos de fusdo sdo usuais nestes copolimeros,
as posicoes e intensidades destes picos variam conforme a concentracao de 3HP na
composicdo com a temperatura de fusdo reduzindo de 149,3 °C até 43,9 °C com
adicéo de percentuais entre 8,5 e 60,5% em mol de 3HP, respectivamente®®3,

A analise termogravimétrica do copolimero Figura 28 (b) mostrou estabilidade
térmica das amostras na faixa de temperatura de 30 a 180 °C e a degradacao
térmica com perda de massa ocorreu em trés estagios: a primeira perda de massa
entre 225 e 312 °C (em torno de 33%), entre 312 e 389 °C (57,7%) e degradacao

rapida até 534 °C (71,6%). A degradacao total ocorreu a 700 °C.
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Considerando os dados obtidos neste estudo, com a Tmy; = 1145 °C
poderiamos calcular um percentual de P3HP em torno de 20%. Quando varios picos
de fusdo ocorrem, os picos em temperaturas mais altas podem ser relacionados pela
reorganizacao do cristal no caso de menor taxa de aguecimento, enquanto 0s picos
nas temperaturas mais baixas podem estar relacionados as verdadeiras
temperaturas de fus&o’*>***. A cristalinidade e a temperatura de transicdo vitrea ndo
foram determinadas, no entanto a coexisténcia dessas duas transicoes térmicas

sugere a existéncia de uma separacao de fases dos dois polimeros.

5.4.4 PHA 4: Poli-3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato P(SHBcoHV)

Os cromatogramas obtidos por andlise GPC apresentaram-se como no
copolimero anterior: um perfil bimodal na distribuicdo de massa no PHA obtido do
cultivo com os dois microrganismos, no meio misto de bagaco de cana e farelo de
trigo, apresentando: Mn: 1,12.10° Da / 0,73.10* Da e relacdo Mw/Mn: 1,69 e 1,24 no
cultivo com Bacillus licheniformis, e Mn: 1,3.10°> Da / 0,71.10* Da e relagdo Mw/Mn
de 1,57 e 1,12 no cultivo com Bacillus amyloliquefaciens. O meio de cultivo baseado
em bagaco de cana nos ensaios anteriores apresentou bom acumulo de PHA nos
cultivos com Bacillus licheniformis, em torno de 83,4%, e na combinacao deste meio
com farelo de trigo este microrganismo também obteve melhor rendimento apés a
extracdo do PHA: 81,1%.

A indicacédo do tipo de estrutura do PHA foi obtida a partir dos resultados das
anélises de RMN *H e **C do cultivo com Bacillus amyloliquefaciens. Os espectros
de RMN do PHA obtido por Bacillus licheniformis ndo permitiram a confirmacéao da
mesma estrutura pela presenca de fragmentos e/ou contaminantes na amostra e foi
considerada como um possivel P(3HBco3HAwcL).

A Figura 29 (a) mostra o espectro de 'H RMN com os deslocamentos
quimicos (8) de PHA atribuidos para PHB e PHV. Observa-se um multipleto
desblindado em (8) 5,17 ppm que corresponde ao grupo metino (CH). Ha a presenca
de um sinal em (8) 2,44 e 2,24 ppm, referente ao hidrogénio metinico (CH;) da
estrutura do PHBV, atribuido na literatura como um dubleto de quadrupletos **>*%°.
O grupo metil da unidade 3-HB produz um dubleto em 1,26 ppm, enquanto a metila
atribuida a unidade de 3-HV produz um multipleto em 0,92 ppm. O grupo metileno
do valerato apresenta um sinal em (3) 1,59 ppm com complexa multiplicidade e
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alargamento referente ao acoplamento dos hidrogénios metinico e metilico

proximos.

As varreduras de RMN **C s&o mostradas na Figura 29 (b). Quatro tipos de
carbono podem ser identificados: O pico em 170,12 e 169,8 ppm representam a
presenca do grupo carbonila (C=0), deslocamentos (5) 69,0 e 68,6 ppm do grupo
(CH), 41, 29 e 23 ppm dos grupos metileno (CH;) e 19,0 e 16,3 ppm nos grupos
metilicos (CH3) °*"**8. Estes resultados indicam que a estrutura do material pode ser
considerada como do copolimero de poli-3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato,
P(3HBCo3HV).
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Figura 29 (a) Espectro RMN 'H e (b) Espectro RMN **C do PHA obtido em meio de
cultivo hidrolisado acido de bagaco de cana e farelo de trigo com B.
amyloliquefaciens

Os espectros MALDI TOF MS obtidos no modo de reflexdo positiva
mostraram que o espectro é dominado por uma série de picos de ions que
correspondem a espécies de unidades intactas. A Figura 30 (a) mostra o espectro
em modo linear e refletor positivo entre 30-140 kDa e em (b) uma expansao na faixa
de massa (71000-74000) do espectro MALDI TOF MS juntamente com as
atribuicbes m/z = 186,20 Da de varios dos picos. No detalhe, a estrutura de
P(3HBcoHV) sugerida 34,
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Figura 30 (a) Espectro MALDI TOF MS do PHA em modo refletor positivo entre 30-140
kDa, (b) expansdo do fragmento entre m/z = 71000-74000. No detalhe, a estrutura
sugerida do copolimero P(3HBco3HV)

Os picos de fragmentos emitidos podem ser descritos como sendo compostos
por um numero variavel de unidades (n = 186,20 Da). O pico encontrado em m/z =
108740,8 pode ser atribuido como um fragmento maior indicado como [P(3HBcoHV)]
e m/z = 584 x 186,20 = 108740,8 Da. A menor resolucdo do espectro pode ter sido

ocasionada pela néo adicdo de solugdo de cationizacéo de NaCl (10 pg.mL™).

As curvas de DSC e TG sédo mostradas na Figura 31 (a) e (b),
respectivamente. A curva de DSC da Figura 31 (a) mostra trés sinais em destaque:
um pico principal relacionado a temperatura de fusdo Tm = 156,8 °C, um ombro em
146,6°C e uma leve transi¢cdo em 70,3°C. Em estudos anteriores realizados, Bayari e

colaboradores *°

identificaram que o valor da temperatura de fusdo (Tm) do
biopolimero 3HB foi 175 °C, enquanto o valor Tm dos biopolimeros 3HV é 108°C.
Segundo estes autores, o valor de Tm do copolimero P3HBco3HV depende da
fracdo de 3HV e verificaram que o valor de Tm diminui com o aumento da fragéo de
3HV. Os dados obtidos por DSC apresentados neste trabalho revelaram que a
temperatura de fusdo variou de 140°C para P3HBcol4%3HV e 160,8 °C para
P3HBco011,3%3HV. Com os dados obtidos deste estudo, a concentracdo de HV
neste copolimero deve se concentrar entre 10 e 12%. A cristalinidade calculada pela

entalpia de fusdo medida pode ser considerada baixa: em torno de 22,8%.
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Figura 31 Curvas DSC (a) e TG (b) obtidas do P(3HBcoHV) do cultivo misto de bagaco
de cana e farelo de trigo com B. amyloliquefaciens

As analises termogravimétricas do copolimero na Figura 31 (b) mostraram
estabilidade térmica na faixa de temperatura de 30 a 256 °C e a degradacéao térmica
com perda de massa ocorreu em dois estagios: a primeira perda de massa entre 256
e 319 °C (em torno de 23%), entre 319 e 365 °C (64,8%). A degradacao total
ocorreu em 600 °C com residual minimo de 0,69%. Para o biopolimero P(3HBcoHV)
comercial (PHB Industrial) a temperatura de degradacéao inicial € de 264,2°C, para

composicdo com 6% de hidroxivalerato.

5.4.5 PHA 5: Poli-3-hidroxifenilbutirato P(3HFB)

Até aqui, os homopolimeros e copolimeros obtidos apresentaram estruturas de
composicdo monomérica relacionada diretamente ao tipo de fonte de carbono
utilizada como descrito na literatura **. O cultivo misto de pele de amendoim, bagaco
de cana e farelo de trigo (HA_PE+CA+TR) com reforco de farelo de trigo em
biorreator de 2 L produziu um biopolimero com estrutura diferente das anteriores. Os
dados obtidos da caracterizacdo deste PHA indicou a presenca de estruturas
concomitantes sintetizadas pelos dois microrganismos e identificada de maneira
mais clara nos cultivos com Bacillus licheniformis. Antes de 1995, aproximadamente
90 tipos de PHAs, com varias estruturas e grupos funcionais (saturados,
insaturados, fenoxi, epoxi, ciano, grupos cloro, bromo e fenil) foram identificados
como mondmeros de PHA *'. A maioria destes biopolimeros era obtida a partir do

fornecimento a bactéria de alguma substancia estruturalmente relacionada ao
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mondmero que se desejava inserir, ou seja, que funcionasse como precursor para a
sintese do mesmo. Atualmente, mais de 160 diferentes grupos foram identificados
como monémeros de PHA, que mostram uma gama e diversidade de propriedades,

desde termoplasticos a elastomeros 43160,

Algumas destas estruturas séao
mostradas nas Figuras do Anexo I.

O PHA obtido nestes meios com Bacillus amyloliquefaciens foi identificado
como P3HBcoHV e sua caracterizacéo foi similar aos dados obtidos do cultivo de
bagaco de cana e farelo de trigo descrito anteriormente. Os cultivos com Bacillus
licheniformis produziram uma estrutura diferente de poli-3-hidroxi-fenil-butirato:
P(3HFB).

Os cromatogramas obtidos por analise GPC apresentaram valores similares
na distribuicdo de massa molar no cultivo com os dois microrganismos, sendo: Mn:
59865 Da no cultivo com Bacillus licheniformis e Mn: 57287 Da no cultivo com
Bacillus amyloliquefaciens.

A indicacdo do tipo de estrutura do PHA obtida de Bacillus licheniformis a
partir dos resultados das anélises de RMN *H e *C é mostrada na Figura 32 (a) e
(b), respectivamente. O espectro de RMN 'H na Figura 32 (a) mostra quatro
principais deslocamentos quimicos (6) identificados, como: (H-C) do anel aromatico
em 7,3 ppm, um grupo metileno (CH,) ligado ao anel aromatico em 5,2 ppm, um
dubleto do grupo metino (CH) em 1,6 ppm e do metileno (CH,) em 1,3 ppm. Em 0,86
ppm pode ser observada a presenca de hidrogénio de provaveis grupos hidroxila
primarios (OH) °*,

O espectro de RMN *3C, na Figura 32 (b), apresentou alguns deslocamentos
ndo identificados claramente que podem estar relacionados a presenca de
concomitantes ou fragmentos gerados durante a solubilizacdo para analise. Foram
identificados os deslocamentos quimicos (8): em 169,6 ppm representa a presenca
do grupo carbonila (C=0), em 130,5 ppm relacionado aos carbonos do anel
aromatico (C-H), carbono do anel ligado ao grupo (CH,) em 127,7 ppm, no
deslocamento em 69,0 ppm do grupo (CH), 29,7 ppm do grupo metileno (CH,) e 27,1
ppm do grupo metileno ligado ao anel (CH;). Estes resultados indicam que a
estrutura do material pode ser considerada como a estrutura de poli 3-hidroxi-fenil-
butirato: P(3HFB).
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Figura 32 (a) Espectro RMN *H e (b) Espectro RMN **C do P(3HFB) obtido em meio de
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A estrutura do PHA foi analisada de forma complementar por **C RMN com
amostra em forma sélida em equipamento com campo magnético de Agilent 500
MHz, o espectro obtido é mostrado na Figura 33. Do espectro de RMN *3C mostrado
na Figura 33 foram identificados os seguintes deslocamentos quimicos (8): em 168,3
ppm representa a presenca do grupo carbonila (C=0), carbono do anel ligado ao
grupo (CHz) em 127,9 ppm, em 101,0 ppm relacionado aos carbonos do anel
aromatico (C-H), no deslocamento em 70,0 ppm do grupo (CH), 58,5 ppm do grupo
metileno (CH,) e 27,8 ppm do grupo metileno ligado ao anel (CH,). Estes resultados
corroboram com os resultados anteriores e a estrutura do PHA pode ser considerada
como de poli 3-hidroxi-fenil-butirato: P(3HFB).

0 .
70,0
e
-t-0—CH—CH,—C
n CH,
27,8
CH arom
1010 CH,
58,5
C=O Canel CH2
1883 1279
VA A i MV ooy
[ v 1 i 1 ' I ' ) N ) N I ' |
250 200 150 100 50 0 -50 -100
ppm

Figura 33 Espectro RMN **C do PHA em forma sélida, no detalhe a estrutura sugerida
de poli 3-hidroxi-fenil-butirato: P(3HFB)
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O espectro de MALDI TOF MS do P(3HFB) é mostrado na Figura 34. Os
multiplos picos emitidos foram identificados em intervalos que correspondem a
unidades (n = 162,08 Da). O pico mais alto identificado em m/z = 59483,4 Da pode
ser atribuido como um fragmento que corresponde a massa molar de P3HFB com:
m/z = 367 x 162,08 = 59483,4 Da.
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Figura 34 (a) Espectro MALDI TOF MS do PHA em modo linear refletor positivo de 30 a
210 kDa, no detalhe, a estrutura sugerida do biopolimero P(3HFB) e (b) expansado do
fragmento entre m/z = 59000 e 60500 Da

Estrutura de PHA semelhante € descrita em diferentes patentes e artigos ha
mais de 20 anos e a maioria das publicactes se referem ao cultivo de Pseudomonas
oleovorans que produz um PHA (Poli-3-hidroxi-5-fenilvalerato) utilizando como
substrato a unidade de &cido 5-fenilvalérico. O meio de cultura contém o composto
gque € um residuo com uma estrutura de anel (fenil) em um teor que varia
preferencialmente de 0,02 a 0,2% (p/v). Normalmente, o meio de cultura contém o
substrato como fonte de carbono e fonte de nitrogénio para o crescimento do
microrganismo e fonte de energia para a producdo de um polialcanoato em uma
concentracdo que varia de preferéncia de 0,2 a 2%, na fase exponencial de
crescimento até a fase estacionaria 0 microrganismo incorpora 0S o0utros
componentes do meio formando 3-hidroxialcanoatos com diferentes grupos
funcionais .

De acordo com o Manual Bergey de Sistematica Bacterioldgica '°3 uma das
principais diferengcas no metabolismo entre os dois microrganismos deste estudo € o
fato de que Bacillus amyloliquefaciens utiliza somente o citrato como fonte de

carbono. Bacillus licheniformis é capaz de metabolizar citrato e propionato e

104



decompor polissacarideos e pectina (acido galacturdnico, ramnose, arabinose e
galactose).

Considerando as diferencas nas composicdes dos residuos agroindustriais
hidrolisados podemos sugerir que ocorreu uma alteracdo na rota metabdlica do
Bacillus licheniformis que resultou no acumulo de um biopolimero distinto dos
obtidos nas sinteses anteriores. O &cido ferilico € o composto fendlico mais
abundante no grao de trigo, localizado principalmente no farelo. A bioacessibilidade
do acido ferulico, acido p-cumarico e acido sinapico foi avaliada e os principais
metabdlitos obtidos por hidrélise foram os &cidos 3-(3-hidroxifenil) propidnico e 3-
fenilpropiénico derivados do acido cinamico %4,

Uma andlise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC) e HPLC-
MS !° seriam necessarias para detalhamento da composicdo dos meios de cultivo e
de ensaios bioquimicos para esclarecimento da rota metabdlica utilizada pelo
Bacillus licheniformis.

Analises térmicas de DSC e TGA sdo mostradas na Figura 35 (a) e (b),

respectivamente.
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Figura 35 Curvas DSC (a) e TG (b) obtidas do P(3HFB) do cultivo misto de pele de
amendoim, bagacgo de cana e farelo de trigo com B. licheniformis

Exo

A curva de DSC do P3HFB é mostrada na Figura 35 (a), a partir da qual foi
identificado um pico estreito centrado em 171,2 °C referente a temperatura de fusédo
(Tm) e entalpia de fusdo de 36,76 J.g™. A temperatura de transicéo vitrea (Tg) e
cristalinidade nédo foram determinadas por falta de referéncia do PHA 100%
cristalino. Os biopolimeros apresentaram temperatura de fusdo do P3HB obtido dos

cultivos com farelo de trigo e Bacillus amyloliquefaciens (171,3 °C), no entanto os
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ensaios de tracdo e analise fisica dos filmes obtidos mostraram maior flexibilidade e
ductibilidade. No termograma obtido por TGA Figura 35 (b), as amostras mostraram-
se termicamente estaveis em uma faixa de temperatura de 30 a 190 °C e mostraram

degradacéo total em um Unico estagio entre 250 e 300 °C.

5.5 ESCALONAMENTO EM BIORREATOR DE 35 L

Para ensaios em biorreator de 46,5 L foram eleitos dois tipos de cultivo com
Bacillus amyloliquefaciens em meio hidrolisado: farelo de trigo puro e farelo de trigo
com pele de amendoim. Para avaliagdo geral do rendimento do bioprocesso,
amostras foram coletadas a cada duas horas ap6s o in6culo do microrganismo e em
t = 20, 24, 30 e 48 h. O tempo total do processo considerando a fase de laténcia do
microrganismo de 8h, foi de 56 h. As concentracdes de aglcares redutores totais
foram consideradas nas concentracbes de carbono organico total. A titulo de
exemplo, o grafico obtido a partir dos dados de cultivo de Bacillus amyloliquefaciens

em meio de farelo de trigo e pele de amendoim € mostrado na Figura 36.
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Figura 36 Ensaio em biorreator de 35 L: consumo de carbono orgénico total,
biomassa celular total, PHA extraido, biomassa residual, em cultivo com hidrolisado
acido de farelo de trigo e pele de amendoim com Bacillus amyloliquefaciens

A concentracdo de biomassa celular total foi de 9,8 g.L™ e o PHA extraido
correspondeu a 66,7% (6,2 g.L™). Observa-se também a presenca de carbono
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organico n&o consumido ao final do processo (2,5 g.L™). A relacdo de rendimento de
PHA produzido/biomassa agroindustrial foi de 0,062 (gpna/Qres) €© considerado
satisfatorio, P(S3HBcoHP) foi produzido. Foram obtidos P3HB do cultivo com meio
anico de farelo de trigo com um decréscimo em torno de 15% em comparacéo ao
rendimento obtido do meio misto de farelo de trigo e pele de amendoim: 7,8 g.L™* de
biomassa total, 57,2% de PHA acumulado, correspondendo a 4,5 g.L™* e rendimento
0,045 (9gpua/Ores.)-

Em recente revisdo, Rodriguez-Perez e colaboradores avaliaram diferentes
processos e seu escalonamento para producdo de PHA empregando diferentes
residuos como fonte de matéria organica. Os processos, em geral, consistiram de
trés etapas principais: pré-tratamento, producéo e extracdo/purificacdo e a maioria
realizado em batelada. Os processos que usaram menos de 10 L de volume de
trabalho foram considerados estudos em escala de laboratoério, enquanto os estudos
gue usaram mais de 10 L de volume de trabalho foram considerados em escala
piloto. Os processos em sistemas continuos, com fornecimento continuo de carbono
e meios complementares sdo considerados ideais para producdo em escala, no
entanto, exigem a utilizacdo de culturas puras e condicdes assépticas controladas

166 Os ensaios

para obtencdo dos melhores resultados em escala industrial
realizados em escala piloto forneceram informacdes importantes do bioprocesso e
foi possivel o reaproveitamento de agua e recuperacdo de 98% do carbonato de
polipropileno utilizado na extracdo. Ainda assim, é necessario um ajuste correto do
projeto do processo as particularidades cinéticas dos microrganismos selecionados
e substratos aplicados, além de alcancar alta produtividade e conversdo completa do

substrato nos processos de producao do PHA.

O processo de producédo de PHA foi classificado em trés fases: hidrolise dos
residuos (Fase 1), adaptacéo/crescimento (Fase Il) e produgéo / acumulagédo de PHA
(Fase IIl). Como a fonte de carbono e nitrogénio de reforco foi adicionada apos a
adaptacao dos microrganismos na Fase Il, a producao e acumulagédo de PHA foram
iniciadas no final da Fase Il seguindo até o final da Fase Ill, no mesmo biorreator.
Esta estratégia permite que o processo possa ser testado em maior escala com
diferentes residuos agroindustriais *°’.

Outros estudos que apresentaram Fase Il e Il no mesmo reator usaram algas

168,169

ou bactérias fotossintéticas ou culturas de bactérias puras com alto rendimento
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de producdo de PHA *"*"! A producéo e acumulacdo de PHA ocorreram somente
na Fase lll. A fonte de carbono usada na cultura foi armazenada principalmente
como PHA. A Fase Il foi normalmente separada da Fase Il em um reator diferente.
De fato, 75% dos estudos de laboratério relataram essas fases como separadas.
Atualmente, o processo trifsico, que inclui uma fase de pré-tratamento para ajustar
o material residual tornando-o apropriado como fonte de carbono é a mais
empregada na producdo de PHA. A integracédo da producdo de PHA em processos
como o tratamento de aguas residuais, instalacées de producédo de hidrogénio ou
fabricas de biodiesel podem melhorar as questbes em relacdo ao custo e
produtividade. Assim, a producdo de PHA a partir de fluxos de residuos exigira
processos flexiveis, que podem ser adaptados a diferentes fluxos de residuos

sazonais ajustando somente variaveis operacionais >’.

5.6 CARACTERIZACAO DOS GRANULOS DE PHA

Os granulos de PHA foram analisados por microscopia eletrGnica de
varredura (MEV) e apresentaram diferencas entre os granulos extraidos com
hipoclorito de sodio e precipitacdo posterior com acetona e da extragcdo com
carbonato de polipropileno.

Observou-se uma estrutura mais lisa dos granulos de PHA extraidos com
carbonato de polipropileno como se o0s glébulos iniciais acumulados nas células
bacterianas se unissem formando estruturas em forma de bastdo. As particulas
menores formam aglomerados irregulares de tamanhos similares e mais
fragmentado na extragdo com hipoclorito/acetona. Nao foi observada a presenca de
estruturas lamelares. Como PHAs sdo acumulados intracelularmente € necessério
gue sejam digeridos os constituintes celulares e, deste modo, extrair o polimero
acumulado. Como resultado dos dois tipos de extracdo em nOSSOS ensaios
observou-se menor reducdo de massa molecular e maior rendimento de extracao
com o uso de carbonato de polipropileno, que pode ser recuperado e reutilizado
varias vezes sem purificagéo %%

A Figura 37 ilustra os granulos de PHA acumulados em célula bacteriana,
imagem do PHA em pd e as micrografias comparativas dos biopolimeros ap0s os

dois tipos de extracao.
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Figura 37 (a) Imagem de microscopia eletrdnica de granulos de PHA acumulados em
célula bacteriana (Fonte:https://lipidlibrary.aocs.org/); (b) PHA em p6 ap6s extracao;
(c) Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura do PHA extraido com
hipoclorito de sd6dio e precipitado com acetona e (d) Micrografia obtida por
microscopia eletrénica de varredura do PHA extraido com carbonato de polipropileno.

As andlises iniciais por microscopia eletrbnica de varredura mostraram
granulos e aglomerados entre 2 e 20 um de diametro. Ainda na célula, granulos de
PHA apresentam tamanhos que podem variar entre 0,02 e 0,5 um **2.

O diametro das particulas e o potencial Zeta foram analisados como

Y

caracteristicas importantes, pois estdo diretamente ligados a estabilidade e

dispersdo das particulas em meio liquido®’>.

Nanoparticulas poliméricas
biocompativeis e biodegradaveis tem sido bastante exploradas como suportes para
entrega de farmacos e aplicacdes biomédicas'™ e estas informages sdo
importantes para estudos futuros para aplicacdo dos PHAs obtidos neste trabalho.
Os polimeros em solugcdo podem se apresentar na forma enovelada ou em
glébulos. Na conformacédo globular, interacdes de van der Waals fortes e atrativas
entre os polimeros sao inevitaveis e por sua vez, podem significar problemas de

miscibilidade, formacdo de agregados e precipitacdo subsequente, tornando a
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determinacdo do tamanho da particula em uma tarefa ndo trivial quando analisadas
somente por espalhamento de luz dinaAmica (DLS)'"°. Assim, os melhores resultados
foram obtidos a partir de diluicbes de 1:200 e uso de ultrassom no preparo das

amostras.

Os diametros de particula obtidos por DLS representam os valores meédios de
possiveis aglomerados com valores entre 334 e 1480 nm e compativeis com as
massas moleculares de cada PHA calculados pela relagdo: D= a.N'® onde, D:
diametro da particula, a: comprimento de ligacdo e N: grau de polimerizacao
(ntmero de unidades repetidas u.r.), descrita por Badasyan e colaboradores *”>. Os
valores de polidispersividade entre 0,5 e 0,8 indicam que as amostras ndo sdo
homogéneas. A Tabela 10 mostra os valores de diametro de particula obtidos em
solucéo por DLS, por SAXS e medidas de potencial Zeta.

Tabela 10 Valores obtidos para diametro de particula obtido por DLS e SAXS e
Potencial Zeta (PZ) dos PHAs

DLS / Potencial Zeta SAXS
B4 - T S O S L T
PHB 334 0,57 -38,2+ 1,10 2,8 25,8 1,8 2,7
PHP 425 0,58 -37,2+0,31 2,3 18,3 15 29
PHBcoHP 1110 0,82 -30,5+2,31 2,8 215 1,7 2,8
PHBcoHV 1480 0,73 -33,7 £ 0,96 3,1 30,9 2,3 2,6
PHFB 712 0,52 -36,7+ 2,41 5,2 46,4 2,0 2,7

PDI: polidispersividade; Dpl: didametro de particula priméria; Dp2: didmetro de particula no nivel 2; P2:
organizagao do fractal no segundo nivel e P3: organiza¢édo dos aglomerados no nivel 3

Para estruturas fractais, € conhecido que a intensidade espalhada I(g) segue
uma lei de poténcia, I(q) ~ q ", onde P é uma dimensa&o fractal *’®. Para fractais de
massa, 1 < P < 3, no segundo nivel de organizacdo foram obtidos valores que
variaram entre 1,7 e 2,0, indicando claramente uma estrutura de fractal de massa
com as ramificagcdes desorganizadas sem a presenca de estruturas lamelares. No
terceiro nivel, em valores de q entre 0,02 e 0,5 nm™, que se referem ao comprimento
L entre 12 e 300 nm, o valor de P = 2,7, confirma a estrutura fractal de massa de

aglomerados menos densos.
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Figura 38 (a) Curva de SAXS da amostra de P3HB com os valores de q obtidos e (b)
Distribuicdo dos tamanhos de particulas nos trés niveis de organizagdo, no destaque:
diferentes niveis de organizacédo das particulas

As medidas de carga na superficie dos PHAs obtidos por potencial Zeta
mostraram estabilidade das suspensfes com valores negativos acima de -30 mV.
Os valores negativos podem ser atribuidos aos grupos funcionais contendo oxigénio,
como grupos hidroxila terminais que conferem uma contribuicdo negativa adicional

para o potencial Zeta.

5.7 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

A viabilidade celular das células MRC5 tratadas com os biopolimeros obtidos
foi investigada. No ensaio NRU, amostras de copolimeros obtidos de Bacillus
amyloliqguefaciens em hidrolisado de pele de amendoim e farelo de trigo néo
mostraram toxicidade celular nas doses investigadas (Figura 39). Este resultado
indica que os biopolimeros obtidos séo toxicologicamente seguros para a linha

celular MRC5 de mamiferos.

As células que crescem a partir de agregados celulares aderiram ao material
e cresceram em comparacdo ao controle em todas as concentracdes (1 a 1000
nug.mL?). O citoesqueleto bem expresso mostrou que as células aderem ao
biopolimero tornando-o um bom candidato a abordagens terapéuticas médicas como

citado na literatura 1’’.
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Figura 39 Viabilidade celular de células MRC5 ap06s tratamento com P(HBcoHP). As
células foram incubadas por 24 horas a 37 °C e 5% de atmosfera de CO, na presenca
de PHA nas concentragdes de 1, 10, 100, 500 e 1000 pug.mL™*. A percentagem de
células viaveis foi determinada por ensaio de absorcdo de vermelho neutro. O
controle sem adi¢cdo de PHA foi definido como 100%. Cada barra representa a média
DP de trés experiéncias independentes

Os resultados obtidos para os biopolimeros P(3HB) e P(3HBcoHV) foram
similares, com crescimento celular acima de 96% nas concentra¢cdes de 100 e 500
pug.mL™. A medida que as aplicacbes de PHAs biodegradaveis produzidos
biologicamente se tornam areas mais especializadas, a necessidade de controlar
com precisdo a composicdo da unidade de repeticdo e, consequentemente, as

propriedades fisicas desses polimeros se torna essencial '8

Na literatura, a
biocompatibilidade de PHA e PLA foi confirmada, onde fibras constituidas por
P(3HBcoHV) e acido polilatico foram submetidas a estudos de biodegradabilidade e
biocompatibilidade utilizando linhagem de fibroblastos humanos **°.

Muitos estudos demonstraram que PHA é um material promissor para
implantes devido a sua diversidade e propriedades de compatibilidade e
biodegradabilidade em tecidos. E importante ressaltar que produtos de
biodegradacdo PHA comuns, incluindo oligbmeros e monémeros também ndo séo
toxicos para as ceélulas e tecidos. Até agora nenhum estudo foi relatado para ter
qualquer resultado de carcinogénese induzido por qualquer PHA ou seus produtos
de biodegradacéo.

A biodegradacédo do PHA pode ser regulada pela copolimerizagéo aleatéria ou
a combinacdo de PHA com PLA ou PLGA (poli acido latico-co-acido glicélico) que

pode ajudar a controlar a biodegradagéo in vitro e in vivo. As diferentes composi¢cdes
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de mondmeros de PHA tém sido exploradas no campo das aplicacdes biomédicas
em diferentes condicdes fisiologicas e estdo sendo usados para fazer dispositivos
como: curativos, dispositivos cardiovasculares, estruturas de medula 0ssea,
dispositivos para reparo de tendado, guias de nervos, dispositivos de reparo de

cartilagem articular, stents, barreiras de adesao e pinos ortopédicos 28,

5.8 CARACTERIZACAO DE FILMES DE PHA E BLENDAS COM PLA

Os filmes dos quatro biopolimeros puros obtidos e em misturas com PLA por
evaporacdo de solvente foram avaliados em relacdo as propriedades fisicas
(tensdo/deformacéo), perfilometria éptica e molhabilidade (dngulo de contato).

A Figura 40 mostra a imagem dos filmes obtidos e das blendas preparadas
com PLA utilizado como referéncia. Observam-se as diferencas visuais dos filmes de
P(3HB) mais duros e quebradicos e com aparéncia mais rugosa em comparagao ao
PLA puro. Nas misturas com PLA+P(3HB) e PLA+P(3HBcoHV) pode-se observar
gue houve pouca miscibilidade entre os dois no preparo dos filmes pelo método de

evaporacao do solvente.

P3HFB P3HBcoHP

P3HBcoHV PLA+P3HB PLA+P3HBcoHP PLA+P3HBcoHV

Figura 40 Filmes obtidos dos homopolimeros: PLA, P(3HB), P(3HFB), copolimeros:
P(3HBco3HP) e P(3HBco3HV) e em misturas com PLA (1:1)

Os biopolimeros foram soltveis em cloroférmio e 1,2 dicloroetano. Os filmes
foram preparados puros e em misturas (50:50) com PLA para 0s ensaios mecanicos
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e de biodegradacdo. A Figura 41 mostra os resultados dos ensaios de tragdo dos

filmes.

30 PLA_puro
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Figura 41 Curvas de tensdo versus deformagdo em ensaios de tracdo dos
biopolimeros puros e PLA comercial

Algumas aplicagbes de PLA e P(3HB) séo consideradas limitadas devido as
suas propriedades fisicas, apresentando-se como materiais frageis e com baixa

resisténcia.

Comparando-se os resultados dos ensaios de tensao deformacgéo, observa-se
qgue o filme de PLA sofre ruptura durante a deformacao elastica, em 2,0 £ 0,5% com
baixo valor de tensdo. Os filmes dos biopolimeros P(3HB), P(3HP) e P(3HBcoHV)

suportam uma tensdo maior, com ruptura media em 5,5 * 0,5%.

Os filmes do copolimero P(3HBcoHP) e de P(3HFB) apesar da pouca
deformacéo elastica apresentaram deformacgéo plastica maior com deformacéo na
ruptura de 12 + 0,5% e 18 + 1%, respectivamente. Os resultados sdo mostrados na
Tabela 11.
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Tabela 11 Resultados médios dos ensaios mecanicos obtidos dos filmes dos
biopolimeros puros e seus desvios padréo

Propriedade / Amostra PLA P(3HB) P(3HP) P(3HBcoHP) P(3HBcoHV) P(3HFB)
Tensdo maxima (MPa) 12+1 17+1 20+1 24 +0,5 22+1 16+1
Deformagao maxima (%) 2,0+0,5 50+0,5 5,0+05 5,0 £0,5 50+0,5 2,0+£0,5
Tenséo na ruptura (MPa) 12+1 17+1 20+1 21+1 23+1 15+1
Deformacao na ruptura(%) 20+05 50+05 55%05 12+0,5 6,0+0,5 18+1

Médulo de Elasticidade

40+05 3,0+05 4,005 5,0+0,5 50+0,5 6,0+0,5
(GPa)

Vérios estudos focaram-se nas misturas de PHA e PLA. Por exemplo, Gerard
e Budtova demonstraram através de estudos reolégicos que PHA e PLA séo
polimeros imisciveis e morfologias descontinuas e nodulares foram observadas. Um
exemplo demonstrado foi que apesar do PLA e o P3HBcoHV serem polimeros
guebradicos, misturas que contém uma pequena quantidade de P3HBcoHV em uma
matriz de PLA exibiu um aumento significativo da ductibilidade e na deformagéo
plastica. Em geral, P3HBcoHV apresenta cristalinidade e Tm mais baixos e mais

propriedades dlcteis do que PHAs de cadeia curta %

Noda e colaboradores '3 relataram que as misturas de PLA com este tipo de
PHA pode formar um excelente material complementar, que pode equilibrar
efetivamente as deficiéncias desses materiais quando combinados. Por exemplo, os
resultados indicaram que a tenacidade e o alongamento na ruptura das misturas
melhoraram significativamente quando 10% de PHA foram adicionados ao PLA, o
que foi atribuido a um aumento na fase amorfa das misturas e causou
excepcionalmente cinética de cristalizacdo lenta de particulas de PHA. Além de
PHAs de cadeia curta, mcl-PHAs e PHAs quimicamente modificados também foram

relatados para se misturar com PLA para aperfeicoar suas propriedades fisicas 184,

Os resultados dos ensaios de tensdo e deformacéo das misturas dos PHAs

obtidos com PLA sdo mostrados na Figura 42 e detalhados na Tabela 12.
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PLA+P3HB
1 —— PLA+P3HP

35 —— PLA+P3HBcoHP
1 ——— PLA+P3HBCOHV

30 PLA+P3HFB

Tensao (MPa)

Deformacao (%)

Figura 42 Curvas de tensdo versus deformacdo em ensaios de tracdo dos filmes
obtidos da mistura dos PHAs com PLA (50:50)

Todas as blendas obtidas apresentaram maior ductibilidade em comparacao
ao PLA puro. Observa-se que a blenda obtida da mistura de PLA e P3HB
apresentou fragilidade com deformacéo de ruptura em 4,0 £ 0,5% porém com maior
moddulo de elasticidade em comparacdo com o PLA puro e o dobro de resisténcia na
tensdo aplicada (17 MPa). A combinacdo de PLA com P3HP resultou em um
material mais ductil com aumento da deformacédo na regido plastica e ruptura em 11
+ 0,5%.

Tabela 12 Resultados médios dos ensaios mecanicos obtidos das blendas de PHA e
PLA (50:50) e seus desvios padrdo

PLA PLA PLA PLA PLA

Propriedade / Amostra +P(3HB)  +P(3HP)  +P(3HBCO3HP) +P(3HBCOHV) +P(3HFB)

Tens@o maxima (MPa) 34+1 8+0,5 16+1 9+1 19+1
Deformacao maxima (%) 30+05 5005 4,0+0,5 2,0+05 2505
Tens&o na ruptura (MPa) 34+1 4+05 9+1 6+1 18+1
Deformacéo na ruptura (%) 4,0+05 11+0,5 13,0+0,2 7,0+£0,5 13,0+ 0,5
'(Véog:)'o de Elasticidade 10,0£0,2 1,5105 40£05 40£05 70405

A adicdo de PLA aos copolimeros P(3HBcoHP) e P(3HBcoHV) aumentou de

maneira significativa na comparagdo do PLA puro e valores de deformacdo na
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ruptura préximos aos obtidos do PHA puro. A adicdo de PLA no biopolimero
P(3HFB) promoveu uma reducgéo de 18% na deformacao de ruptura em comparacao
ao PHA puro, mas muito superior na resisténcia nas regides plastica e elastica do

PLA puro, mostrando ductibilidade superior em relacédo as outras blendas.

A Figura 43 (a) e (b) mostra imagens obtidas do filme de P3HB que apresenta
uma estrutura nodular com diferentes aglomeracdes. As imagens de P3HFB na
Figura 43 (c) e (d) mostram uma distribuicdo mais homogénea dos nédulos, porém

cCom espacos maiores.
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Figura 43 Micrografia dos filmes de P3HB (a) aumento de 100x, (b) aumento de 500x e
do filme de P3HFB (c) aumento de 100x e (d) aumento de 500x

Os filmes de PHA foram avaliados por perfilometria Optica e as imagens 2D e
3D obtidas sédo mostradas na Figura 44.
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Figura 44 Perfilometria 6ptica imagens 2D e 3D dos filmes obtidos: (a) PLA, (b)
P(3HB), (c) P(3HP), (d) P(3HBcoHP), (e) P(3HBcoHV) e (f) P(3HFB)

A rugosidade da superficie de um filme esté relacionada ao tamanho, forma e
disposicdo dos granulos e imperfeicbes da amostra. Estas diferencas ja foram
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observadas nas micrografias entre os filmes de P3HB e P3HFB na Figura 43. Os
dados de rugosidade mostrados na Figura 44 e detalhados no grafico e tabela da
Figura 45, mostram que o arranjo das estruturas e organizacdo observadas por nas
analises de SAXS influenciaram na rugosidade dos filmes obtidos. Durante a
evaporacao do solvente algumas estruturas se arranjaram de forma mais compacta

e outras que se sobrepuseram em nano clusters.

Rugosidade (um)

PLA P3HB P3HP  P3HBcoHP P3HBcoHVY  P3HFB
Filmes
Filme Ra (pm) Rp (pm) Rq (um) Rt (um) Rv (um)
PLA 0,89 4,92 1,13 16,89 -11,97
P3HB 1,22 5,59 2,07 60,78 -54,48
P3HP 0,85 5,90 142 60,78 -54.88
P3HBcoHP 1,30 9,45 3,86 94,79 -85,34
P3HBcoHV 1,48 5,89 1,99 40,29 -34,40
P3HFB 3.30 8,53 4,92 81,94 -73,41

Ra: rugosidade media; Rp: meédia dos picos mais altos; Rq: desvio medio quadratico
entre os picos; Rt: altura total do perfil e Rv:ponto mais baixo dos vale

Figura 45 Gréfico e tabela de dados de rugosidade obtidos por perfilometria 6ptica 2D
e 3D dos filmes

Os filmes obtidos dos biopolimeros: P(3HBcoHP), P(3HBcoHV) e P(3HFB)
apresentaram maiores valores de Rp que € a média dos picos mais altos. O filme de
P(3HFB) também apresentou maior desvio entre picos e vales o que provavelmente

influenciou nos resultados de molhabilidade destes filmes.
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Figura 46 Angulo de contato dos filmes de PHA (8 = 0° perfeitamente molhante; 6 > 90°
predominantemente ndo molhante; 8 < 90° predominantemente molhante e 6 = 180°
ndo molhante %

P3HFB

O padrao de molhabilidade dos filmes € definido pelo padrdo de rugosidade
da superficie e afinidade quimica do filme com a &gua calculada pelo angulo de
contato. Na Figura 46 é possivel observar que o filme de PLA puro (6 = 95,9° + 0,64)
€ predominantemente ndo molhante, portanto hidrofébico. Os demais filmes
apresentaram angulos um pouco abaixo de 90° e podem ser considerados como
predominantemente molhantes. O filme de P3HFB apresentou o menor angulo de
contato (6 = 80,6° £ 0,57) entre os filmes, mostrando-se predominantemente
molhante, o que corrobora com os resultados das andlises de rugosidade destes

filmes que favorecem a adesdo com a agua.

5.9 ENSAIOS DE BIODEGRADACAO DOS FILMES
5.9.1 Ensaio abiético por intemperismo natural

Amostras dos filmes foram expostas a intempéries por 180 dias para
avaliacdo de resisténcia a umidade, temperatura, exposicdo a luz ultravioleta e

outros fatores. A Figura 47 mostra o painel de intempéries e a disposi¢cao dos filmes

durante o ensaio.
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Figura 47 Painel de ensaios de intempéries: (a) Painel completo, (b) Amostras dos
filmes em tela de 2 mm, (c) e (d) Suportes preparados para andlise em infravermelho,
(e) e (f) Amostras padrao dos filmes de PLA e blenda com P3HB, (g) Filme de P3HFB

puro e (h) Filme de P3HB puro
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A Norma ASTM 1435-13 %2 define que ndo se pode supor que os resultados
obtidos a partir da exposicdo em um Unico local sejam Uteis para determinar a
durabilidade do material, sdo recomendadas exposi¢cées em varios locais com climas
diferentes para se antecipar a taxa absoluta na qual o material se degrada ou,
realizar testes de exposicdo em equipamentos que simulem intemperismo
acelerado. Os resultados dos testes de exposicdo em curto prazo forneceram uma
indicacdo do desempenho relativo dos filmes ao ar livre.

A Figura 48 mostra micrografias do filme de PLA em diferentes tempos de
exposicdo no painel de intempéries e demonstram resisténcia em condi¢Bes

normais.
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Figura 48 Micrografia do filme de PLA exposto em painel de intempéries: (a) 45 dias;
(b) 90 dias; (c) 120 dias e (d) 180 dias

Em condi¢gBes normais o PLA pode durar por muitos anos. A luz solar ndo
acelera a biodegradacéo e a luz ultravioleta apenas faz com que o material perca a
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cor e fique opaco, 0 mesmo efeito que ocorre na maioria dos plasticos. No painel de
intempéries, amostras de polietileno e polipropileno ndo sofreram alteracdes. Na
Figura 48 (d) podemos observar apenas pequenas trincas no filme de PLA apds 180
dias.

Para monitorar reacbes de oxidacdo e fotodegradacdo dos filmes, pelo
método do indice de carbonila (IC) foram realizadas medidas por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). As mudancas na banda de
carbonila (C=0), seu deslocamento e alteracdes entre as regibes amorfas e
cristalinas foram calculadas pela deconvolugcdo dos picos na regidao entre 1800 e
1500 cm™. Também foram avaliadas visualmente algumas alteracdes morfolégicas
como o aumento de porosidade na superficie e alteracdes na aparéncia dos filmes
como opacidade e ressecamento. Geralmente, a fotodegradacdo das cadeias
poliméricas ocorre na fase amorfa do material, uma vez que € pouco provavel que o
oxigénio venha difundir nos cristalitos, apesar de ocorrer difusdo da luz através
destes %®. O gréfico da Figura 49 mostra os indices de carbonila obtidos dos filmes

antes da exposicao no painel de intempéries e apos 180 dias.
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indice de Carbonila

Figura 49 indice de carbonila (IC) calculado no inicio do experimento e ap6s 180 dias
de exposicao a intempéries
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As maiores variagOes e deslocamentos de picos foram observados na regido
da carbonila entre 1680 e 1750 cm™ nos filmes de: P(3HB) (A= 40 cm™), P(3HP) (A=
18 cm™), PLA+P(3HB) (A= 12 cm™), PLA+P(3HBcoHV) (A= 9 cm™), P(3HBcoHV) (A=
7 cm™) e P(BHBcoHP) (A= 5 cm™). Os filmes de PLA, P(3HFB) e as blendas:
PLA+P(3HP), PLA+P(3HBcoHP) e PLA+P(3HFB) apresentaram deslocamentos
abaixo de 4 cm™. Das relacées dos indices de carbonila (IC) calculados ap6s 180
dias de exposicdo no painel de intempéries observou-se que o aumento de IC
corresponde a reducédo da regido amorfa e a reducéo do IC ao aumento da area na
regido amorfa ®. A fracdo menos cristalina tende a sofrer maior fotodegradacdo em
comparacao ao material mais cristalino como o PLA e foi observado nos filmes com
menor cristalinidade calculada: P(3HFB) (14%), P(3HBcoHV) (23,5%), P(3HBcoHP)
(23,1%), P(3HP) (24,8%) e P(3HB) (34,1%). O inverso foi observado com aumento
na regido amorfa e consequente reducéo do IC nos filmes: PLA (58%), PLA+P(3HB)
(48%) e PLA+P(3HBcoHV) (51,3%). Os indices de carbonila ndo apresentaram
variagcbes nas blendas: PLA+P(3HP), PLA+P(3HBcoHP) e PLA+P(3HFB), estes
filmes também apresentaram as maiores deformacdes na regido plastica antes da
ruptura com (11 £+ 0,5%), (13 £ 0,2%) e (13 + 0,5%), respectivamente. No caso de
polimeros biodegradaveis, ha um aumento do indice de carbonila, seguido por uma
diminuicdo subsequente causada pela biodegradacdo. A maior reducéo do IC foi
observada através das curvas de deconvolucédo do filme de PLA+P(3HBcoHV) de

1,68 para 1,05 e pode ser visto nos graficos da Figura 50.

BR_PLA+P3HBcoHV PLA+P3HBooHV_180d
Al -
Al

A2 A2

IS\ \\\ - i f\— """\,\ A3

Absorbancia (u.a
\\ _
o=

Absorbéncia (u.a

1 1
\\\

IC =168 - IC = 1,05

T T T 1 T T T 1
1800 1800 1700 1600 1500 1900 1800 1700 1600 1500

Numero de onda (cm™) Nuamero de onda (cm")

(a) (b)

Figura 50 Deconvolugdo do espectro de infravermelho das regides de carbonila das
amostras de PLA+P(3HBcoHV): (a) antes da exposi¢cdo as intempéries e (b) ap6s 180
dias de exposicdo as intempéries
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Os espectros obtidos por FTIR e deconvolugdes de todos os filmes sao
mostrados no Apéndice D. Materiais poliméricos quando sdo expostos as
intempéries, como radiacdo solar, absorcdo da radiacdo na regido do ultravioleta
geralmente perdem resisténcia mecanica, brilho, transparéncia e apresentam
fissuras dos filmes *®®. Durante os ensaios as variagées climéaticas foram tipicas do
periodo conforme dados registrados pela estacdo automatica de Porto Alegre
(INMET) com temperaturas maximas registradas entre novembro/2018 até inicio de
marco/2019 com picos proximos a 35°C. Baixa umidade do ar foi registrada
mantendo-se abaixo de 60% na maior parte do periodo de novembro/2018 a
fevereiro/2019. A radiagéo solar mais intensa em novembro e dezembro/2018 (4K)
ficou estavel no periodo entre janeiro/2019 até o final dos ensaios em maio/2019. Os

dados climaticos do periodo sdo mostrados no Anexo IV.
5.9.2 Ensaio de biodegradacdo em meio aquoso (mgCOy)

A Figura 51 mostra os gréaficos obtidos dos ensaios de producdo acumulada

de CO; e o percentual de perda de massa dos filmes apds 120 dias de incubacéao.
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Figura 51 Biodegradacdo em meio liquido em 120 dias: (a) Producdo acumulada de
CO; (mg) e (b) Perda de massa (%) dos filmes

As fibras de celulose apresentaram 100% de perda de massa gerando no
acumulado em torno de 186,1 mg de CO,. Os filmes de PHA acumularam valores de
CO, entre 131,8 e 162,7 mg. No entanto, as maiores perdas de massa percentuais
foram das amostras de P3HP e P3HBcoHV. Na comparagdo com o filme de PLA
(perda de massa ~ 19,2% e 77,4 mg CO,), os resultados dos filmes de PHA foram
considerados satisfatorios.
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5.9.3 Ensaio de biodegradacéao em solo

Figura 52 (a) Porta amostra de tela em inox (Imm); (b) Estufa; (c) e (d) amostras em
triplicata; Amostras dos filmes ap6s 45 dias: (e) PLA; (f) P(3HB); (g) PLA+P(3HP); (h)
PLA+P(3HBcoHP); (i) P(3HBcoHV) e (j) PLA+P(3HFB)

A decomposicdo dos filmes foi avaliada com a pesagem dos filmes nos
intervalos definidos: 45, 90, 120, 150 e 180 dias mostrados no grafico da Figura 53
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(a). O filme de PLA e de celulose pura foram considerados como referéncia para
comparacdo. O grau de degradacéo dos filmes em percentual foi determinado apds
180 dias peneirando a matriz final através de uma peneira de 2 mm, a fim de
recuperar os residuos nado desintegrados que correspondem ao percentual de

massa final do filme n&o biodegradado, Figura 53 (b).
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Figura 53 Biodegradacé&o dos filmes de PHA, PLA e Celulose (a) Perda de massa (mg)
em ensaio de biodegradacdo em solo com amostragem em: 45, 90, 120, 150 e 180
dias; (b) Percentual médio de massa biodegradada em 180 dias
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Nos primeiros 45 dias observa-se um pequeno aumento da massa dos filmes
provavelmente por intumescimento das fibras pela umidade ou presenca de
microrganismos na superficie. A perda de massa foi observada de forma gradual em
todos os filmes e muito similares para o P(3HP) e P(3HBcoHP) que apds 180 dias
degradaram 91,9 e 90,4%, respectivamente. Os demais filmes alcancaram
resultados entre 89 e 91%. Na comparacdo com a celulose (95%) estes resultados

foram satisfatoérios.

Uma das condi¢ges da Norma NBR 15448-2 é que menos de 10% da massa
seca original deve ficar retida em malha de 2 mm apds 12 semanas de teste. O PLA
leva muito mais tempo para se degradar em temperatura e pressao ambiente e
degradou em torno de 45% durante os ensaios. Informagdes do fabricante indicam
temperaturas proximas de 100 °C como condicbfes de compostagem ideais para
alcancar cerca de 90% de degradacao *®'.

Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura da biodegradacéo

dos filmes de P3HB é mostrado na Figura 54.
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Figura 54 Micrografia dos filmes de P3HB em biodegradacdo no solo: (a) 45 dias; (b)
90 dias; (c) 120 dias e (d) 180 dias

A Figura 54 mostra as diferentes etapas da biodegradacdo dos filmes de
P(3HB) que apresenta fragmentacdo em camadas nos diferentes tempos gerando
fragmentos menores que 2 mm em 180 dias. Durante este periodo observou-se
mudancas visuais na superficie dos filmes com aumento das irregularidades e

rigidez ao toque.

O padrao de biodegradacéao dos filmes de P3HBcoHV e P3HFB analisado por
microscopia apresentou aspectos diferentes do P3HB com a observacdo da
presenca de erosdes mais profundas na superficie. Estes biopolimeros, que
apresentaram maior rugosidade superficial média (Ra), 1,48 e 3,30,
respectivamente, provavelmente facilitou a adesdo e acdo dos microrganismos na
superficie. Estes filmes apresentaram os menores valores nos ensaios de angulo de
contato demonstrando ser predominantemente molhantes. As micrografias sao
mostradas na Figura 55.
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Figura 55 Micrografias obtidas por MEV ap6s 180 dias da biodegradagdo em solo de
fragmentos dos filmes de PHA: (a) P(3HBcoHV) (1000x), (b) P(3HBcoHV) (3000x), (c)
P(3HFB) (1000x) e (d) P(3HFB) (3000x)

Como observado anteriormente, a degradacdo dos filmes de P(3HP) e do
copolimero P(3HBcoHP) apresentaram perda de massa similar durante o ensaio de
biodegradacéo. A andlise por microscopia eletrbnica de varredura sugere a presenca
de fungos na superficie dos filmes de forma homogénea, assim como o
comprometimento de toda superficie. As imagens comparativas sdo mostradas na
Figura 56.

A norma antecipa que embora os pontos finais da biodegradacao incluam a
incorporacdo em biomassa ou substancias humicas, bem como diéxido de carbono,
ndo existem meétodos de teste padrdo reconhecidos e especificacbes para
guantificar esses resultados.
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Figura 56 Micrografias obtidas por MEV do padrédo de biodegradacdo dos filmes de
PHA: (a) P(3HBcoHP) (1000x), (b) P(3HBcoHP) (3000x), (c) P(3HP) (1000x) e (d) P(3HP)

(3000x)

Os resultados das blendas foram mais satisfatérios em comparacdo ao PLA

puro e similar ao PHA puro. Os graficos de perda de massa e percentual degradado

sdo mostrados na Figura 57.
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Figura 57 Biodegradacdo das blendas de PHA e PLA (50:50): (a) Perda de massa (mg)
em solo com amostragem em: 45, 90, 120, 150 e 180 dias; (b) Percentual médio de

massa biodegradada em 180 dias

130



5.9.4 Avaliacéo de toxicidade no crescimento e germinacdo de sementes
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Figura 58 (a) Bandejas do ensaio de germinacdo; (b) e (c) Inicio da germinacédo de
sementes de Mostarda; (d) Ervilha com 21 dias; (e) Trigo com 21 dias; (f), (g) e (h)
medicdes das amostras em triplicata e (i) secagem final para avaliacdo de biomassa
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A Figura 58 mostra algumas imagens obtidas durante os experimentos de
germinacdo, medicdo e pesagem das amostras para avaliagdo do acumulo de
biomassa.

Conforme descrito no item (4.24.4) da metodologia, para que o teste seja
considerado valido conforme os critérios da norma OECD 208 %: a taxa de
germinacdo e a biomassa vegetal dos compostos da amostra ndo devem ser
inferiores a 90% na comparacdo com as amostras de controle para as duas
espécies de plantas selecionadas. A emergéncia de mudas deve ser no minimo de
80% para as culturas e 65% para néo agricolas, tanto as mudas como os controles
ndo devem exibir efeitos fitotdxicos visiveis (ex: clorose, necrose, murchamento,
deformacfes da folha e do caule, etc.) e a sobrevida média do controle foi 100%
durante o estudo.

Os dados obtidos da germinacéo preencheram todos os requisitos da norma e
as maiores diferencas foram observadas na biomassa final: para as
monocotiledéneas nos cultivos de trigo com as misturas de: PLA+P(3HP) e
PLA+P(3HBcoHP) com aumento da biomassa entre 20 e 38%, e no cultivo de
rabanete em meédia 15%. No cultivo de trigo com residuos dos PHAs puros: P3HB e
P(3HFB) observaram-se aumento de biomassa de 14 e 21%, respectivamente. O
tamanho das plantas e raizes foi similar ao do controle. Os resultados médios das
triplicatas para o cultivo de monocotiledéneas, trigo e rabanete, sdo mostrados na
Figura 59.

Nos cultivos com dicotiledoneas, as mudas de ervilha torta desenvolveram
plantas maiores que as do controle em todos os cultivos e consequentemente, um
acumulo de biomassa final maior variando de 20 a 40%. Os maiores acumulos
ocorreram nas misturas do solo com P(3HP) e P(3HBcoHP). As mudas de mostarda
crespa desenvolveram raizes menores do que o controle e acumulo de biomassa
maior nos cultivos da mistura de solo com P(3HP) e PLA+P(3HP) em torno de 18%.
Os resultados médios das triplicatas para o cultivo de dicotiledéneas, ervilha torta e
mostarda, sdo mostrados na Figura 60.

Com estes resultados podemos concluir que a presenca dos PHAs nas
misturas com solo desenvolveram todos os cultivos de maneira satisfatoria. N&o
foram observados efeitos fitotbxicos nas plantas e todas as mudas resistiram varios

dias ap6s o término do experimento.
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Figura 59 Desenvolvimento dos espécimes de monocotileddnea cultivados indicando
medicdes da planta e raiz (cm) e de biomassa (mg): (a) Trigo (b) Rabanete
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Figura 60 Desenvolvimento dos espécimes de dicotileddnea cultivados indicando
medicdes da planta e raiz (cm) e de biomassa (mg): (a) Ervilha torta (b) Mostarda
crespa
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6 POTENCIAL APLICACAO BIOECONOMICA

Com os resultados apresentados durante esta investigacdo, buscamos avaliar
a viabilidade do processo desenvolvido e sua possivel inser¢cdo no mercado do
agronegocio e potencial aplicacdo bioeconémica. O agronegocio brasileiro é
responsavel por grande parte da economia do pais, representando cerca de 21% do
Produto Interno Bruto (PIB) e por metade das exportacbes, de acordo com o

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento 2.

A insercdo estratégica e competitiva da Bioeconomia brasileira no contexto
mundial € um dos eixos de impacto do VI Plano Diretor da Embrapa (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) e € tema de importancia central em um mundo
cada vez mais pautado pela busca do desenvolvimento sustentavel. Baseada no uso
intensivo de novos conhecimentos cientificos e tecnoldgicos, gerados a partir de
areas de ponta como a biotecnologia industrial, quimica de renovaveis,
nanotecnologia, entre outras, o potencial da bioeconomia ndo se restringe a
producdo de bioenergia e envolve também a producéo de plasticos biodegradaveis,
biopolimeros, biopesticidas, pigmentos, alimentos funcionais, medicamentos,

fragrancias e cosméticos %,

O Brasil mostra que possui vantagens comparativas e competitivas para
avancar nas pesquisas relacionadas a bioeconomia. O pais possui culturas agricolas
de grande extensdo, intensa radiacdo solar, 4gua em abundancia, ampla
biodiversidade e diversidade de clima. Estes fatores auxiliam no desenvolvimento do
Brasil nestas areas, e também atrai a atencdo de investidores estrangeiros para a
implementacéo de projetos inovadores, baseados em novas tecnologias, e visando o
desenvolvimento de novos produtos. Um fator que gera bastante debate (em relacéo
ao desenvolvimento sustentavel) é a grande geracdo de residuos do setor agricola
gue apresentam dificuldade de transporte, acumulando matéria-prima sem valor que
pode ocasionar problemas ambientais, como gases que contribuem para o
aquecimento global **°.

Desta forma, acreditamos na importancia econémica, social e ambiental que
poderia ser desenvolvida a partir deste estudo e, com 0 apoio do setor de gestéo
estratégica do INCT-Midas (Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnhologia Midas,

UFMG) foi desenvolvido um modelo de nego6cios para uma Startup que opere
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diretamente nas unidades geradoras dos residuos agroindustriais, sem a
necessidade de transporte da matéria-prima.

O produto que podera ser comercializado na forma de pellets ou em po
apresenta todas as vantagens competitivas em relacdo aos maiores concorrentes no
mercado atual, e durante a validagdo do modelo de negécios destacamos o custo de
producdo 60% menor que o lider de mercado e o fato de ndo necessitar

compostagem apds seu ciclo de utilizacao.

O mercado de bioplasticos cresceu 15% ao ano nos ultimos trés anos e a
projecdo até 2021 é que sejam produzidos 9,2 milhdes de toneladas de plasticos
biodegradaveis. Nosso produto esta inserido em 18% da producédo disponivel hoje
no mercado o0 que o torna interessante para investidores, com um faturamento que

pode gerar U$ 64 milhdes ao ano*.

A Startup Innove Blend apresentou um modelo de negécios repetivel e
escalavel e apresentou uma proposta de negdcio inovadora e com um grande
potencial de crescimento. O Modelo desenvolvido no Laboratdrio de Negocios Midas
prevé o0 projeto e construcdo de instalagBes industriais, apoio técnico e
desenvolvimento de atividades direcionadas para a producédo de PHA fortalecendo
parcerias com universidades, centros de pesquisa e parceiros industriais.

O projeto de escalonamento para uma planta piloto foi pensado para unidades
com capacidade de produzir cinco toneladas ao ano de biopolimero biodegradavel.
O segmento de clientes de interesse nos primeiros cinco anos foi direcionado ao
mercado de embalagens e descartaveis e em 10 anos podera ser ampliado para o

mercado de nédo tecidos, téxteis, area médica e insumos para a agricultura.

*Market Analysis Report - Plastics, Polymers & Resins - Bioplastics Market Size, Share, Growth
Report, 2020-2027. Disponivel em: https://www.grandviewresearch.com/

*Bioplastics Market Size, Share & Trends Analysis Report By Product (Biodegradable, Non-

biodegradable), by Application (Packaging, Automotive & Transportation, Textile), by Region, and
Segment Forecasts, 2020 — 2027.
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7 CONCLUSOES

No presente estudo, experimentos foram conduzidos para produzir PHA de

diferentes residuos agroindustriais utilizando linhagens de Bacillus sp.

As estruturas do PHA obtidas inicialmente em escala de bancada foram de
oligbmeros de P3HB e P3HP (especificamente no cultivo a partir de pele de
amendoim), demonstrando uma relacdo direta do tipo de estrutura do PHA obtido

para cada matéria prima e microrganismo cultivado.

Com ajustes no bioprocesso foram obtidos copolimeros P(3HBcoHP) (poli-3-
hidroxibutirato-co-propionato) e P(3HBcoHV) (poli-3-hidroxibutirato-co-valerato) nos
cultivos mistos em biorreator de 2L utilizando (farelo de trigo/pele de amendoim) e
(farelo de trigo/bagaco de cana), respectivamente. Do cultivo realizado com Bacillus
licheniformis em (pele de amendoim/bagaco de canalfarelo de trigo) foi obtido um
PHA aromatico caracterizado como P(3HFB) (poli-3-hidroxifenil-butirato).

O cultivo em batelada com reforco alternado em lotes foi capaz de produzir
biopolimeros com diferentes estruturas e foi escalonado da etapa de bancada até o
volume em escala piloto de 35 L com os residuos de pele de amendoim e farelo de
trigo reproduzindo a producdo de P(3HB) e P(3HBcoHP). Os resultados
demonstraram a eficiéncia da estratégia utilizada para a producdo de PHA com bons
rendimentos reacionais, a partir de um bioprocesso Unico e de baixo custo, que pode
ser adaptado para residuos agroindustriais gerados em diferentes periodos
sazonais. O melhor processo de extracdo do PHA foi obtido com uso de solvente
nao clorado (carbonato de polipropileno) que pode ser reutilizado por varias

extracbes sem necessidade de purificacao.

Os PHAs obtidos apresentaram boas propriedades fisicas e mecénicas em
comparacao ao produto lider de mercado, poliacido lactico (PLA), ndo apresentaram
toxicidade nos ensaios com células e germinagdo de sementes e o0s resultados de
biodegradacdo atenderam aos requisitos para possiveis aplicacdes biomédicas e

para compor filmes para alimentos.

Em suma, essa tese alega que a producao de PHA pode ser realizada a partir

de diferentes residuos agroindustriais através de processo fermentativo simplificado
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de alto rendimento utilizando microrganismos do tipo Bacillus sp. As estratégias
utilizadas demonstraram eficiéncia com a reducdo de etapas e o0 modelo
desenvolvido torna-se uma vantagem competitiva sustentavel, tanto para as

empresas geradoras como para toda cadeia de suprimentos a qual pertencem.

Neste sentido, este estudo estabelece uma alternativa sustentavel para o
gerenciamento e valoracdo de residuos agroindustriais evidenciando um caminho
para melhor aproveitamento de residuos solidos agroindustriais em um cenério de

crescente consumo e alta demanda por produtos de ciclo curto.
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Figura A1l — Termogramas obtidos das biomassas agroindustriais: (a) Casca de Acdcia, (b) Pele de
amendoim, (c) Casca de arroz, (d) Casca de banana, (e) Bagaco de cana, (f) Fibra de coco, (g) Talo de

Fumo e (h) Farelo de Trigo.
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Figura A4 — Isotermas obtidas por Adsor¢ao de nitrogénio (BET) das biomassas agroindustriais, no
detalhe distribuicao de poros: (a) Casca de Acdcia, (b) Pele de amendoim, (c) Casca de arroz, (d)
Casca de banana, (e) Bagaco de cana, (f) Fibra de coco, (g) Talo de Fumo e (h) Farelo de Trigo.
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Figura A5 — Anadlises por espalhamento de Raios-X a baixos angulos (SAXS) das biomassas

agroindustriais: (a) Casca de Acacia, (b) Pele de amendoim, (c) Casca de arroz, (d) Casca de banana,
(e) Bagaco de cana, (f) Fibra de coco, (g) Talo de Fumo e (h) Farelo de Trigo.
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APENDICE B1
CULTIVOS DOS MICRORGANISMOS

(a)
g ™
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I
\_ amyloliguefaciens licheniformig .
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HB_Acicia HE_Arroz

A

Figura B1 — Imagens das placas de Petri com cultivos em meio sélido das diferentes
biomassas: (a) Cultivo em meio sélido Muller Hinton Il (controle), (b) Cultivo em Meio
solido dos hidrolisados acidos e (c) Cultivo em meio sélido dos hidrolisados alcalinos.
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APENDICE B2
CULTIVOS DOS MICRORGANISMOS

Casca de Acacia Pele Amendoim Casca de Arroz
s 9 ﬁ A

_r_..r

Fibra de Coc Talo de Fumo Farelo de Trigo

(b)

(c)

(d)

Figura B2 Etapas de cultivo em meio liquido (250 mL): (a) Biomassas selecionadas para hidrdlise,
(b) Hidrolise acida das biomassas, (c) Cultivo em camara de fluxo laminar e imagem de Agitador
orbital durante os ensaios e (d) Etapas de extragdo com NaClO e acetona e biopolimero extraido
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APENDICE B3
CULTIVOS DOS MICRORGANISMOS

Figura B3 Cultivos em meio liquido: (a) Biorreator de 2 L, (b) Detalhe de acimulo de
biomassa durante o cultivo, (c) Biorreator de 46,5 L, (d) Detalhe do meio durante o cultivo
em biorreator e (e) Etapas de extragdo do PHA com carbonato de polipropileno.
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Figura C1 Curvas de crescimento de Bacillus subtilis em meios hidrolisados acidos:
(a) Casca de acacia, (b) Pele de amendoim, (c) Casca de arroz, (d) casca de banana, (e)
Bagaco de cana, (f) Fibra de coco, (g) Talo de fumo e (h) Farelo de trigo.
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Figura C2 Curvas de crescimento de Bacillus cereus em meios hidrolisados acidos:
(a) Casca de acacia, (b) Pele de amendoim, (c) Casca de arroz, (d) casca de banana, (e)
Bagaco de cana, (f) Fibra de coco, (g) Talo de fumo e (h) Farelo de trigo.
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Figura C3 Curvas de crescimento de Bacillus licheniformis em meios hidrolisados
acidos: (a) Casca de acacia, (b) Pele de amendoim, (c) Casca de arroz, (d) casca de
banana, (e) Bagaco de cana, (f) Fibra de coco, (g) Talo de fumo e (h) Farelo de trigo.
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Figura C4 Curvas de crescimento de Bacillus amyloliquefaciens em meios

hidrolisados acidos: (a) Casca de acacia, (b) Pele de amendoim, (c) Casca de arroz, (d)
casca de banana, (e) Bagaco de cana, (f) Fibra de coco, (g) Talo de fumo e (h) Farelo
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Figura D1 — Deconvolugio das curvas obtidas por FTIR entre 1800 e 1500 cm™, inicio (BR) e ap6s
180 dias (a) BR_PLA, (b) PLA_180d, (c) BR_P3HB, (d) P3HB_180d, () BR_P3HP, (f) P3HP_180d, (g)
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163



APENDICE D2

INDICE DE CARBONILA

BR_PIHBcoHYV
i —_y)
Az
- s
~ 7\
1 £
= /o
3 1
roh / \
k] / \
5 f ——
w \ - -H""'\-\_\
2 4 / A .
T IC= 0,30
1900 IE'CO 1 TIIJO 13IDO 15‘1]0
MNumero de onda (em’)
(k)
- BR_P3HFE
J )
A 2
- 4 e A
o g \
2 f
'R /
2 / \
g \
: / N
IC= 0,84
1900 1800 1700 1600 1500
NOmero de onda (em’')
(m)
- - BR_PLA*P3IHB
-
] £\ AZ
;o \ A3
‘5:\- ] /
2
o
] -
&
g / N
g - ~
IC =092
1300 1800 1700 1600 1500
Numero de onda (em’')
(o)
—— BR_PLA+P3HP
] N )
A~ "
/ \ A3
- | |
© Ik \
= 5 \
3 F \
- f \
g fit '\
£ /I %
4 TR,
IC = 0,406
1900 1800 1700 1600 1500

Numero de anda (em’)

(i

P3HBeoHV_180d
d AN R
£ \ A3
- = ;'r i \
3 /
!
- / \
3 /
g 4 / N
2 ."l el H“'\\
4 / ~
N IC= 0,49
1900 1800 1700 1600 1500
Nomero de onda (em’)
(1
P3IHFB_180d
E e AT
~
3 / \
= f
&= !
g | / \
= ] / o
J —
1C=0.89
1900 1800 1700 1600 1500
Numero de anda (em’')
(n)
PLA+P3IHE_180d
i Al
Az
A3
b s ™,
— s AN
o o Ay
ER / A
@ / A
3
e \ —
; / )
S f; \
N %
b 1C =045
1900 1800 1700 1600 1500

(p)

Absorbancia (u.a.)

Nimere de onda (em’”)

PLA+PIHF_180d

—
e
/ \‘. A3
| \
Ir 1
I| III
/
III Ill.'
E \
- E L
/ \
IC=0,411
1800 1800 1700 1660 1500

Numero de onda (em’)

Figura D2 — Deconvolugdo das curvas obtidas por FTIR entre 1800 e 1500 cm™, inicio (BR) e ap6s
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ANEXO |

EXEMPLOS DE MONOMEROS DE PHA SINTETIZADOS POR BACTERIAS

(1) 3 -hidroxialcanoatos
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H

Acido 3-hidroxidodecandico

oA
H

Acido 3-hidroxibutirico

O)OK/]O\H/\/
H

Acido 3-hidroxiheptanéico

fe) H
H H

Acido 3-hidroxidecandico

Acido 3-hidroxitetradecandico

OJ\L
H

Acido 3-hidroxivalérico
1 )C'\H/\_/\
Ho/u\

Acido 3-hidroxioctandice

Acido 3-hidroxiundecandico

)?\/ﬁ/\/\/\/\/\ M
HO H

Acido 3-hidroxihexadecandico

() 3-hidroxialcenoatos

o]
HO ~% “OH
Acido 3-hidroxi-2-butendico

?\/E‘I/\
|
HO XN

Acido 3-hidroxi-5-hexandico

o] H
HO x

Acido 3-hidroxi-7-octandico

o H
H OU\/E/\W

Acido 3-hidroxi-10-undecendico

O OH
Hoﬁ\/k/w\f‘\/
/4

Acido 3-hidroxi-5,8
tetradecadiendico

m/
HO =

Acido 3-hidroxi-4-pentendico

o H
HO ==

Acido 3-hidroxi-6-heptanéico

0 H
]
HOI‘\/&W

Acido 3-hidroxi-8-nonendico

0 H
HO =
4

Acido 3-hidroxi-6-dodecendico

Acido 3-hidroxi-5,8,11 tetradecatriendico

[o] H
HO =

Acido 3-hidroxi-4-hexanédico
0O H
Hok/ﬁ/\;-\
Acido 3-hidroxi-6-octandico
u!/‘\/\/\
HO
-

Acido 3-hidroxi-9-decandico

Acido 3-hidroxi-5-tetradecenéico

{]) H
HO =
0

Acido 3-hidroxi-4-hexadecendico

7
Acido 3-hidroxi-4,7 hexadecadiendico
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(111} 3-hidroxialcanoatos ramificados com grupos metila

o OH
HO

Acido 3-hidroxi-2-metil butirico

o OH
HOK./J\/\

|

Acido 3-hidroxi-4-metil hexandico
o] H |
HO
Acido 3-hidroxi-5-metil octandico
(o] H
HO

Acido 3-hidroxi-6-metilnonandico

o OH

Hou\/J\/\J\/\

Acido 3-hidroxi-7-metildecandico

0 H
HO%

Acido 3-hidroxi-2-metilvalérico

|
HO
Acido 3-hidroxi-5-metil hexanéico
o PH
HOLI\/\/\/\
|
Acido 3-hidroxi-6-metiloctandico

oA~

Acido 3-hidroxi-7-metilnonandico

o PH

AL

Acido 3-hidroxi-9-metildecandico

HO

o
T
4

Acido 3-hidroxi-2,6 metil-5-
heptandico

o PH
HO

i

Acido 3-hidroxi-4-metiloctanéico

O o
;ji

H

Acido 3-hidroxi-7-metiloctanéico

HO

{

Acido 3-hidroxi-8-metilnonanséico

I
_0{0
I

** Acido lactico

(IV) 4,5 hidroxialcanoatos

o\

Acido 4-hidroxi-butirico

O OH
HO ™

Acido 4-hidroxi-heptandico

0

Hou\ﬁfl\OH

Acido 4-hidroxi-valérico

O H
HO

Acido 4-hidroxi-octandico

0
"'Ou\HikOH

Acido 5-hidroxi-hexandico

O H
HO

Acido 4-hidréxi-hexanéico

0
HOWH

Acido 5-hidroxi-valérico
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(V) 3-hidroxialcanoatos com diferentes grupos funcionais

O gH
HO HO o

o

L

o
;( I
n

Acido 3-hidroxi- : . . . ..
) g 7-FI ;
ciclohexilbutirico Acido 3-hidroxi-5-Fenilvalérico e
f\ﬂ/\/\-/\;
' H H
HO j\i/\/ O)(Li/\/\/cl
|
HO ¢ H
Acido 3-hidroxi-9- Acido 3-hidroxi-6-Clorohexandico Acido 3-hidroxi-8-Clorooctandico

Fluornonandico

O)IO\/ﬁ/\/B 2 ) i ?H
r |
r
H i H HO/K/\N\/\/\Bf
Acido 3-hidroxi-6-
Bromohexanéico

i . M P
Z H
H . H HO)J\/\/\N\NO
Acido 3-hidroxi-7-
Cianoheptandico

HO A HO' A H
4 5

Acido 3-hidroxi-succinico-metil  Acido 3-hidroxi-adipico-metil éster

Acido 3-hidroxi-8-Bromooctandico Acido 3-hidroxi-11-Bromoundecandico

Acido 3-hidroxi-9-Cianononandico Acido 3-hidroxi-12-hidroxidodecandico

éster Acido 3-hidroxi-subérico-metil éster

H SIS
S Y SO
HO o |

Acido 3-hidréxi-subérico-eti Acido 3-hidroxi-pimélico-propil ]
Acido 3 hldr,m" subérico-etil cee ! ro‘m pimelico-prapt Acido 3-hidroxi-sebacico-benzil éster
éster éster
O OH
HOM\/OH
I
O

Acido mélico

Fonte: Estruturas de monoémeros de PHA compilados das referéncias:

Lu, J., Tappel, R. C., & Nomura, C. T. (2009). Mini-Review: Biosynthesis of Poly(hydroxyalkanoates).
Polymer Reviews, 49(3), 226-248. doi:10.1080/15583720903048243.

Schmidell, Willibaldo; Lima, Urgel de Almeida; Aquarone, Eugénio; Borzani, W. Biotecnologia
Industrial, volume 3, Edgard Bliicher Ltda., 2019.
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ANEXO Il
PRINCIPAIS ROTAS METABOLICAS PARA PRODUGAO DE PHA POR BACTERIAS

R

R-C-OH
Fatty acid
CoASH
Fadd ATP
? AMP + PR
CHs-C-S-CoA
Acetyl-CoA 0
CoASH t:?.,"' F‘t“*?'m e
n-g-cw-i-aw @ “-G"-‘:"'E'W
3-keloacyl-CoA Enoyl-CoA
] Fac8 QM e
NADH + H N Poun |
(S)-3-hydroxyacy+-CoA r— HO
| |
®),
I Phad PaaG
NADPH + H* FabG MaoC PaaF
mup.q RhIG YdbU
™% i
R-CH-CH>-C-S-CoA R-CH-CHa-C-S-CoA
(R)-3-hydroxyacyl-CoA (R)-3-hydroxyacyl-CoA
PhaC

O,

PHA

Rota 1 - B-oxidagdo e produgdo de PHA: (A) Via de oxidagdo B bacteriana. Os acidos graxos sdo
convertidos em substratos de acil-CoA graxos pela acil-CoA sintetase (FadD) de maneira dependente
de ATP. O acil-CoA graxo é oxidado pela acil-CoA desidrogenase (FadE, YafH). A seguir, o 2-enoil-CoA
é hidratado pela enoil-CoA hidratase (FadB) para produzir S - 3-hidroxiacil-CoA, que é
subsequentemente oxidado a 3-cetoacil-CoA. FadA atua como uma 3-cetoacil-CoA tiolase e libera
acetil-CoA resultando em um acil-CoA graxo que é 2 C mais curto. (B) Em cepas deficientes em FadB,
YfcX, PaaG, PaaF e YdbH podem produzir monémeros para a produgao de PHA. Além disso, enoil
hidratases especificas de R, como Phal e MaoC, podem interceptar intermediarios enoil-CoA da
oxidacdo de acidos graxos para produzir mondmeros de PHA. (C) 3-cetoacil redutases como FabG e
RhIG podem interceptar intermediarios 3-cetoacil-CoA para produzir mondmeros R -3-hidroxiacil-
CoA para producgdo de PHA (D).
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LDH AsanyiCh ®
W ®
AcetyCal
o e g O
er| © S
°"‘J'""'°‘"°”'= i livA l\.m w wmmm;
3 -~ | i WP O
PheA e == cox Ho S 9
Pyruvate L= MADH = H's GOy ? c. AcetybCo.
g oy SRR nm-i-&-m " 7 pver 0
T § oscaom Roetate
CH-CHFC-5-Cok Cre-C-5-Cok. Aoriyb Cod.
ProgoCas | FabH : BktB
BktB Acstyaloh CHe-C-S-ACP
CoAsH [istvvr
o FhokovaiepCoA
g 2 ' u-b&:cj-am MDA
CH-C-CHaC-5-Co utfwaclbi-wu Avoloacetys-Co "‘w:] PhaB
| —— NADPH o | — NADPH + H ]
PhaB ..,____"’w 1PI1|B FabG S E oM z
z: i o 0“! ! P gl OOl g pyrenytalyryl
(-3 ryrnyCustyry G “‘m"“s"‘a”‘im”“ g P ydroytutymA-CoA
| PhaC PhaC
| P PhaC I PheC P@EHV)  P(4HB)
P(LA-co-3HB) P(3HB) P(3HB-co-3HV) P(3HB)

Rota 2 - Vias de produgdo de SCL-PHA a partir da glicose como fonte de carbono. PhaC representa
PHA sintase em todas as vias e catalisa a polimerizacdo de mon6meros em polimeros PHA. (A) Ciclo
do acido tricarboxilico. (B) Via sintética para a producdo de mondmeros lactil-CoA. LDH, lactato
desidrogenase; PCT, propionil-CoA transferase. (C) Via (s) derivada (s) de Ralstonia eutropha para a
producdo de 3-hidroxibutiril-CoA (3HB-CoA). PhaA, cetotiolase; PhaB, cetoredutase. (D) Via para a
producdo de 3-hidroxivaleril-CoA (3HV-CoA). llvA; treonina desaminase, BktB; cetotiolase. (E) Via
para a producdo de 3HB-CoA a partir da biossintese de acidos graxos. AccA, acetil-CoA carboxilase;
FabD, malonil-CoA: ACP transacilase; FabH, 3-cetoacil-ACP sintase Ill; FabG, 3-cetoacil-ACP redutase.
(F) Via sintética alternativa de 3HV. Sbm, mutase da bela adormecida; YgfG, metilmalonil-CoA
descarboxilase; BktB, cetotiolase. (G) Caminho para a produgdo de 4-hidroxibutiril-CoA. SucD,
succinato desidrogenase; 4HbD, 4-hidroxibutirato desidrogenase; Cat2, Catl, 4-hidroxibutirato

transferase.
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Glycolysis 7 aca § %
Glucose ——— o CH+CS-COA ____, “O-C-CH>-C-S-CoA
Acetyl-CoA Malonyl-CoA crsH

FabD

7
R-C-S-ACP ?
Fabl Acyl-ACP  FabB CHs-C-S-CoA
FabF FabH Acetyl-CoA
? o o ®)
R-CH=CH-C-S-ACP @ i
Enoyl-ACP R-C-C ACP
H:0 -S-ACP

FabA  OH |
FabZ g.CH.CH.-C-S-ACP FabG ADPH + H*

(R)-3-hydroxyacyl-ACP
© TesA

O NADP* (o]
cn.-c":-séooza @ C“’é‘b.""?"‘
PhaG ¥ ~ FabH - :“o A
® 1o ™~ odonce
CHs-C-S-ACP

OH w. ACP WACP

v I v ?1
R-CH-CHz-C-OH
B-oxidation (g)-3-nyaroxyalkanoic acid F!-C-CH:—ES—CXJA cruJ;cHismA
Acetoacetyl-CoA

COASH 3-ketoacyl-CoA
NADPH + H* NADPH + H*
AIKK l Wq FabG F

OH o ? OH

|
R-CH-CHz-C-S-CoA H-éH-CHz—C—S-CoA R—CH—CH:—C-S—CoA CM'-CH—CHz-C-S-CoA
(R)-3-hydroxyacyl-CoA  (R)-3-hydroxyacyl-CoA (R)-3-hydroxyacyl-CoA (R)-3-hydroxybutyryl-CoA

PhaC PhaC PhaC

v ¥

P(3HA) P(3HA) P(3HB-co-3HA), SCL-MCL PHA

Rota - 3 Vias de producdo de MCL-PHA a partir da glicose como fonte de carbono. (A) Biossintese
de acidos graxos dissociados. (B) Reacdo de condensacdo de FabH de tipo selvagem. (C) Via
dependente de tioesterasas (Tes) para a produgdo de 3-hidroxiacil-CoA. (D) Via de fornecimento de
monomero mcl-PHA especifico de 3-hidroxiacil-ACP tioesterase (PhaG) e acil-CoA sintetase. (E) FabH
projetado, via de fornecimento de mondémero PHA de scl-mcl mediada por FabG.

Fonte: Nomura, C.T.; Taguchi, S. PHA synthase engineering toward superbiocatalysts for custom-
made biopolymers. Appl Microbiol Biotechnol (2007) 73:969-979, DOI: 10.1007/s00253-006-0566-4
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ANEXO Il
COMPARAGCAO DE DIFERENTES METODOS DE EXTRAGAO DE PHA

Método de Extragao Vantagens

Desvantagens Referéncia

Remove endoxinas,
alta pureza, geralmente mantém
a massa molecular intacta

Solvente
halogenado

A Boa recuperacao, alta pureza
Solventes organicos peracdo, P '
alta massa molecular
Ambientalmente saudavel, ndo
téxico, reciclavel e reusavel

Solventes néo
halogenados

Polimero extraido mantém a
massa molecular e morfologia
original

Alta pureza do PHA

Digestdo com
surfactantes

Digestdo com NaOCI

NaOCl e cloroférmio Baixa degradac¢éo do polimero,

alta pureza
NaOCl e Degradacéo limitada, baixo custo
surfactantes operacional

Digestdo Acida
(H2S04)

Define propriedades mecéanicas
do PHA

Nenhum guimico é usado,

Digestao mecanica : .
ambientalmente favoravel

Boa recuperacéao,

Digestao enziméatica : .
ambientalmente favoravel

Nenhum guimico é usado,

Digestéo biologica baixo custo operacional,

economia de energia

Liberagéo
espontanea

Nao necessita nenhum quimico
para extragdo

Flotac&o de ar

i i Nenhum quimico é
dissolvido enhum quimico € usado

Seguro para biomateriais
sensiveis, ambientalmente
saudavel, facil escalonamento

Extracdo aquosa em
duas fases

Lise controlada Baixo custo de recuperacéo, alta

pureza

Secrecéo de

granulos de PHA Baixo custo de processamento

Extracdo “ponto de Reusabilidade dos componentes
nuvem” formados, alta recuperagao

solventes halogenados, alto
custo, quebra a estrutura

Baixa pureza e necessita
tratamento de agua residual

Pode manter a presenca de

preservacdo da massa molecular,

Requer algumas etapas de

Secrecdo parcial do PHA

Riscos relacionados a
Jiang et. al, 2006
Yang, 2011
dos granulos de PHA
N&o reciclavel, toxico Aramvash, 2015,2016,2018
Baixo rendimento de

recuperacdo em larga
escala

Fei et. al, 2016
Jiang et. al, 2018
Gahlawat and Soni, 2019

Kim et. al, 2003
Mannina et. al, 2019

Degradacéo do polimero Villano et. al, 2004

Necesséria grande

guantidade de solvente Ryu et. al, 2000

Grande volume de agua

residual Dong e Sun, 2000

Problemas de toxicidade Lopez-Abelairas et. al, 2015

Demorado Arikawa et. al, 2017

Lakshman e Shamala, 2006
Kachrimanidou et. al, 2016

Alto custo das enzimas,
processo complexo

Martinez et. al, 2013;
Murugan et. al, 2016
Ong et al, 2018

debris celulares e
endotoxinas

Baixa recuperacéo (cerca

de 80% das células
secretam o PHB
espontaneamente)

Jung et. al, 2005

~ P Van Hee et. al, 2006
flotagdo em sequéncia

Yeh e Lan, 2014

NR Leong et. al, 2018

Martinez et. al, 2011

Baixa recuperagao Israni et. al, 2018

Rahmann et. al, 2013

Qualidade do produto Leong et. al, 2017

afetada

Fonte: Polyhydroxyalkanoates Biopolymers - Production Strategies, Geeta Gahlawat, em:
SpringerBriefs in Molecular Science - Biobased Polymers, Capitulo 4, pdg. 54 e 55, disponivel em:

https://doi.org/10.1007/978-3-030-33897-8
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ANEXO IV
Dados INMET: Temperatura, Umidade, Chuva acumulada e Radiagao

Temperaturas Didrias (Midma, Méda, Minima)  Umidades Diarias (Média, Minima)  Chuva Acumulada em 24h  Chuva Acumulada Mensal

Instituto Macional de Meteorologra = INMET

Minna, Miédia, M

= Temp, Misima
+ Temp, Midu Comp.
& Temp. Winim

(a)

Temperaturas Disrias (Maxma, Média, Mirema)  Umidades Dideias (Média, Minima)  Chuva Acumulada em 24h  Chuva Acumilada Mensal

Institute Nacional de Meteorologia - INMET

Usnidade MEdi
= Umisdade Minima

i

(b)

Temparaturas Didrias (Mixima, Média, Minima)  Umidades Didrias (Média, Minima) ~ Chuva Acumulada em 24h  Chuva Acumulada Maensal

Instituto Nacional de Metedrologia = INMET

Chuva em {mm}
Temperatura  Usnidade Pressho Ponio de Orvalhe ~ Radiacho  Precipitagho Velocidade do Venio
Estada: PORTO ALEGRE (ABOT) =
" 8 [ 2

(d)

Dados metereoldgicos referentes ao més de Novembro/2018: (a) Temperaturas diarias (maxima,
média, minima), (b) Umidades diarias (média e minima), (c) Chuva acumulada (mm) e (d) Radiagao

solar diaria
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Temparaturas Didrins (Mdxima, Média, Minima)  Umidades Didrias (Média, Minima)  Chuva Acumulsda em 24h  Chuva Acumulada Mensal

Institute Nacional de Meteorologia - INMET

i M »

= Temp, Mixing
+ Temp, Média Comp.
& Temp. Misma

(a)

Temperaturas Didrias (Maxima, Média, Minima) ~ Umidades Didrias (Média, Minima)  Chuva Acumulada em 24h  Chuva Acumulada Mensal

Instituto Nacional de Meteorologia - INMET

an

* Urrndade Méde
e Urrcace Minema

(b)

Temparaturas Didrias (Maxima, Madia, Minima)  Umidades Didrias (Média, Minima) ~ Chuva Acumulada em 24h  Chuwva Acumulada Mensal

Instituro Nacional de Meteorologia - INMET

RE (A

B Chirva e (M)

(c)

Temperatura  Uridats Pressia  Ponbo de Orvalfio Radiagho  Precipitagho  Velockdada do Vero

Estacio PORTO ALEGRE (A8D1)

il

m Im Im bm De Derd, 2018 Fawa Jan1, 2019

(d)

Dados metereoldgicos referentes ao més de Dezembro/2018: (a) Temperaturas diarias (maxima,
média, minima), (b) Umidades diarias (média e minima), (c) Chuva acumulada (mm) e (d) Radiacdo
solar diaria
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Temporaturas Dideias (Maxima, Média. Minima)  Umidades Diarias (Média, Minima)  Chuva Acumulada om 24h  Chuva Acumulada Mensal

Instituro Nacional de Meteorologia - INMET

o (Ml

(a)
Tempoeraturas Didgrias (Micima, Média, Minima) |~ Umidades Difrias (Média, Minima)  Chuva Acumulada om 240 Chuva Acumulada Mensal

Instioto Nacional de Meteorologa - INMET

act (e, B

# Umedade i
= Umatads Hinima

(b)

Temperaturas Didrias (Mixdma, Média, Minima)  Umidades Didrias (Média, Minima) ~ Chuva Acumulada em 24h  Chuva Acumuiada Mansal

Institute Nacwnal de Meteorologia - INMET

Ah 1] Estagh QTO ALEGRE (A8

B Churva e |

(c)
Termiparatiina Urnidtae Pressdo  Ponto de Orvalhe | Radisglo  Precipitagdo  Velocidada do Vanto

Estagdo. PORTO ALEGRE (ASD1) =

Zoom T Im Gm o 1A e | Jan5.2019 | Para | Fevs, 2019

(d)
Dados metereoldgicos referentes ao més de Janeiro/2019: (a) Temperaturas diarias (maxima,

média, minima), (b) Umidades diarias (média e minima), (c) Chuva acumulada (mm) e (d) Radia¢do
solar diaria
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Temperaturas Didras (Maxima, Média, Minima) = Umidades Diarias (Média, Minima)  Chuva Acumulsda em 24h  Chuva Acumulada Mensal

Instituto Nacional de Meteorologia - INMET

= Temp. Miima
= Temp. Média Comp.
& Temp. Mirema

()

Temperaturas Didrias (Maxima, Média, Minima) = Umidades Didrias (Média, Minima)  Chuva Acumulada em 24h  Chuva Acumalada Mensal

1]

Instituto Nacional de Meteorologia = INMET

w w

Urmsdade Medi
=+ Umasdade Winima

i
Températuras Disrias (Maxima, Madia, Minima)  Umidades Disrias (Média, Minima) — Chuva Acumulada em 24 Chuva Acumilada Mensal

Instituto Nacional de Meteorologia - INMET

Churea e {mes

Temperatura  Umidade  Pressho  Ponlo de Orvalho iagh Precipilag ! do Vente

Estagdo. PORTO ALEGRE (ASO1)

Poem I 3m &m 1A De  Fewd 2019 P Mar 5, 2019

(d)

Dados metereoldgicos referentes ao més de Fevereiro/2019: (a) Temperaturas diarias (maxima,
média, minima), (b) Umidades diarias (média e minima), (c) Chuva acumulada (mm) e (d) Radiagao
solar diaria
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Temporaturas Dideias (Maxima, Média, Minima)  Umidades Didrias (Média, Minima)  Chuva Acumulada em 24h  Chuva Acumulada Mensal

Institute Nacional de Meteorologia - INMET

v v st o RE (A%

# Trmp. Mixima
- Temp. Média Comp.
# Temp, Misema

(@)

Tamporaturas Didras (Méxima, Média, Minima) = Umidades Didrias (Média, Minima)  Chuva Acumulada em 24h  Chuva Acumulnda Mansal

Instinute Nackonal de Metearalogia - INMET

5 (b, M

- Umiddade Midis
3 ~+ Ukmielacle Minima

(b)

Temparaturas Didrias (Maxima, Média, Minima)  Umidades Didrias (Média, Minima) ~ Chuva Acumulada am 24h  Chuva Acumulada Mensal

Insninute Nacienal de Meteorologia - INMET

RE [AB

[ arrpenp—

Chirsa em (mm)
™
(c)
Temperatura  Umidade  Pressdo  Pontode Orvalhe  Radiago  Precipitagéo  Vielocidaede do Vento
Estagao; PORTO ALEGRE (ABD1) =
Im Jm Gm 1A e Mard, 2O Para | Abe 5, 2019

(d)

Dados metereoldgicos referentes ao més de Margo/2019: (a) Temperaturas diarias (maxima,
média, minima), (b) Umidades diarias (média e minima), (c) Chuva acumulada (mm) e (d) Radia¢ao
solar diaria
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Temporatures Didrias (Mixima, Média, Minima)  Umidades Didsias (Média, Minima]  Chuva Acumulada em24h  Chuva Acumulada Monsal

Institute Macional de Meteorologu - INMET

o= Temp. Mivioa
+ Temp. Médu Comp.
& Trmp. Misima

(a)

Temperaturas Didrias (Mixima, Média, Minima) = Umidades Drins (Média, Minima)  Chuva Acumulada em 24h  Chuva Acumulada Mensal

Institute Macional de Meteorologia - INMET

RE A

Uimiclacie Medis
o Lsmadade Misema

(b)

Temperaturas Didrias (Mirima, Média, Minima)  Umidades Didrias (Média, Minima) =~ Chuva Acumulada em 24h  Chuva Acumulada Mensal

Instiure Nacional de Meteorelogia - INMET

m

e o—
H
2

™

(c)
Temperatura  Umidade  Presséc  Ponlode Orvalho  RadiagBo  Precipitagho  Velocidade do Vento

Estagio; PORTO ALECRE {(ABD1) =
z Im Em &m 1A e Abrd, JOIE Paa M, 2018
| |
" " » » » » » u u " "

(d)

Dados metereolégicos referentes ao més de Abril/2019 até 05/05/2019: (a) Temperaturas diarias
(maxima, média, minima), (b) Umidades diarias (média e minima), (c) Chuva acumulada (mm) e (d)
Radiagdo solar diaria
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