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RESUMO

O poli(3-hidroxibutirato) - P(3HB), é um poliéster natural e
biodegradavel, produzido por cultura bacteriana, sendo considerado um
atrativo substituto para os polimeros petroquimicos. O glicerol, por sua
vez, que teve sua disponibilidade no mercado ampliada em decorréncia
da politica nacional de estimulo a adi¢do de biodiesel nos combustiveis
fosseis, pode ser utilizado para diversas finalidades. Dentre elas,
destaca-se seu uso como fonte de carbono no cultivo de micro-
organismos. Diante da disponibilidade de glicerol, objetivou-se neste
trabalho utiliza-lo como fonte de carbono adicional na producdo de
P(3HB). Foram realizados ensaios preliminares nos quais foi avaliada a
possibilidade do uso do glicerol proveniente da producéo do biodiesel
na biossintese do P(3HB). Em seguida, foram realizados ensaios
planejados por meio de um delineamento composto central rotacional
(DCCR) 2% com 3 pontos centrais no qual foram avaliadas a influéncia
da temperatura e das concentragGes de agUcar invertido e glicerol no
crescimento de Cupriavidus necator, bem como na producéo e acimulo
do polimero pela célula, ensaio este que foi em seguida validado em
triplicata avaliando sua cinética. A melhor condicdo validada teve sua
escala ampliada para biorreator de 2 L, também com avaliacéo cinética e
extracdo dos filmes para a sua caracterizagdo fisico-quimica, térmica e
mecanica. E, finalmente, foram realizados os ensaios de biodegradagéo
em solo e exposicdo em camara de envelhecimento acelerado, com
avaliacdo do material degradado. Nos ensaios preliminares constatou-se
que o glicerol bruto poderia ser utilizado como fonte de carbono
adicional ao meio de cultivo de C. necator. Os resultados do DCCR
revelaram que o aumento da temperatura levou a um incremento na
producdo e no acimulo de P(3HB) e que, quando foram utilizados
15 g L™ de glicerol, chegou-se a resultados de actimulo 15 % superiores,
porém nao considerados como estatisticamente significativos. O modelo
obtido no DCCR foi validado para todas as condicfes para o acumulo
percentual de P(3HB) e para a producdo de polimero diferiu em 3 % do
valor experimental obtido para a condicéo a 38 °C, 15 g L™ de aclicar
invertido e 15 g L™ de glicerol, para as demais condicdes testadas o
modelo foi validado. Em biorreator, foram realizados cinco ensaios,
sendo que para 0s ensaios com adicao de glicerol bruto como substrado
ou cosubstrato ndo houve crescimento ou produgdo de P(3HB) viavel
para extracdo. Na caracterizacdo dos polimeros sintetizados em
biorreator com e sem adicdo de glicerol puro, verificou-se que 0 uso do
glicerol ndo modificou as propriedades dos filmes, mas foi possivel






afirmar que os polimeros obtidos e extraidos nesse trabalho eram
mesmo o P(3HB). Em solo, as amostra degradaram em 35 dias,
enquanto na exposicdo dos filmes a camara de envelhecimento
acelerado notou-se maior estabilidade das amostras o que permitiria a
aplicacdo do polimero no ambiente, sem que ele se degradasse.

Palavras-chave: Poli(3-hidroxibutirato), Cupriavidus necator, glicerol.






ABSTRACT

Poly(3-hydroxybutyrate) - P(3HB) is a natural, biodegradable polyester,
produced by bacterial fermentation, and considered an attractive
replacement for petrochemical polymers. Glycerol had expanded its
availability in the market due to the national policy of encouraging the
addition of biodiesel in fossil fuels, the glycerol can be used for several
purposes. Among them, its use as a carbon source for the cultivation of
microorganisms has been highlighted. Through the availability of
glycerol, this study aimed to use it as an additional carbon source on the
production of P(3HB). First of all, preliminary tests were conducted to
evaluate the possibility of the use of glycerol from the biodiesel
production in the biosynthesis of P(3HB). Then, tests were conducted
planned by a central composite rotatable design (CCRD) 2% with three
central points in order to evaluate the influence of the temperature and
the concentrations of inverted sugar and glycerol on Cupriavidus
necator growth, as well as the production and accumulation of the
polymer into the cell. The experiments were made in triplicate and the
Kinetics were evaluated. The best condition of the process had their
range expanded to 2 L bioreactor. The kinetic were evaluated and the
films obtained had its physical-chemical, thermal and mechanical
properties evaluated. Finally, biodegradation in soil assays were
performed and exposure chamber accelerated aging was performed, with
evaluation of the degraded material. In preliminary tests it was found
that crude glycerol could be used as an additional carbon source to the
culture medium of C. necator. The results of the CCRD revealed that
the increase of the temperature led to an increase in the production and
accumulation of P(3HB) and when 15 g L™ of glycerol were added to
the medium, an accumulation of 15% was reached, but not considered as
statistically significant. The model obtained in CCRD was validated for
all conditions for the accumulation percentage of P (3HB) and the
polymer production differed in 3% of the value obtained for the
experimental condition at 38 °C, 15 g L™ of inverted sugar and 15 g L
of glycerol, for the other conditions tested the model was validated. Five
tests were performed in bioreactor, and no growth or production of P
(3HB) viable for extraction was identified for assays with crude glycerol
as substrate or co-substrate. In the characterization of the polymers
synthesized in bioreactor with and without addition of pure glycerol, it
was found that the use of glycerol did not modify the film properties,
but it was possible to say that the polymers extracted were P(3HB). In
soil, the samples degraded in 35 days, while the films that was exposed



at the accelerated aging chamber presented greater stability of the
samples which would allow the application of the polymer in the
environment without degradation.

Keywords: Poly(3-hydroxybutyrate), Cupriavidus necator, glycerol.
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INTRODUCAO

Os materiais plasticos tém se tornado parte integrante da vida
contemporédnea e tém sido usados intensivamente devido as suas
caracteristicas, tais como, durabilidade, facilidade de processamento e
resisténcia a biodegradacdo. Esta Gltima propriedade, aliada ao fato da
maioria dos plasticos convencionais serem produzidos a partir de
derivados do petréleo sdo motivos preocupantes. Os plasticos
petroquimicos levam vérias décadas para serem degradados. Além
disso, os plasticos reciclados geralmente apresentam propriedades
inferiores, séo utilizados para aplicagfes menos nobres e sua incineragdo
pode liberar componentes téxicos, como o caso do poli(cloreto de
vinila) (PVC), por exemplo, que libera &cido cloridrico.

Em resposta a estes problemas e do efeito prejudicial da
disposicdo destes plasticos no meio ambiente, vem aumentando
consideravelmente o interesse pelo desenvolvimento dos materiais
plasticos biodegradaveis, como os polihidroxialcanoatos (PHAS),
polilactideos, poliésteres alifaticos, polissacarideos e blendas destes. Os
PHAs sdo substitutos atrativos para os plasticos petroquimicos
convencionais, uma vez que eles apresentam propriedades fisicas
similares a varios termoplasticos e elastbmeros. Adicionalmente, os
PHAs podem ser completamente biodegradados por uma variedade de
micro-organismos num periodo méximo de 1 ano. Os PHAs sdo
naturalmente sintetizados por indmeros organismos (desde bactérias a
plantas) utilizando recursos renovaveis. Em bactérias, os PHAs sédo
frequentemente  produzidos sob  condigdes de  crescimento
desbalanceadas, sendo acumulados na forma de granulos no citoplasma,
como carbono intracelular e compostos de armazenamento de energia.
Até 0 momento, aproximadamente 150 constituintes da classe dos PHAS
ja foram identificados. Essa diversidade de monémeros fornece um
amplo espectro de polimeros com propriedades fisicas e mecanicas
diversificadas, desde polimeros cristalinos rigidos até borrachas
elastoméricas, dependendo da unidade monomérica incorporada. O tipo
da fonte de carbono utilizada como substrato ndo somente afeta o
polimero produzido em termos das propriedades fisico-quimicas e
mecanicas, como também seu rendimento e composi¢cdo monomérica.

O alto custo de producdo dos PHAS, entretanto, tem limitado seu
uso para a grande maioria das aplicacGes. Como cerca de 45 % do custo
total de producédo pode ser atribuido & matéria prima, na qual a fonte de
carbono é a mais consumida, torna-se interessante o desenvolvimento de
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processos de producdo baseados em fontes de carbono residuais. Por
outro lado, o crescimento da produgdo de biodiesel, na qual o principal
coproduto é o glicerol, tem gerado um excedente deste composto
levando, consequentemente, a um decréscimo no seu preco de venda. Os
produtores de biodiesel de grande porte refinam o seu glicerol bruto para
eliminar as impurezas (metanol, sais e acido graxos) e o destinam as
indUstrias de alimentos, farmacéutica e cosméticos. Por outro lado, 0s
pequenos e médios produtores de biodiesel que ndo podem arcar com 0s
custos de purificagdo do glicerol gerado, necessitam destina-lo a uma
aplicacdo de maior valor agregado a fim de reduzir os custos de
manufatura desse biocombustivel. Assim, uma alternativa interessante
para utilizacdo do glicerol é a sua bioconversdo em produtos de alto
valor agregado por meio de processos microbioldgicos.

Neste trabalho foi realizado um estudo da biossintese de P(3HB)
por Cupriavidus necator utilizando glicerol bruto e purificado como
substrato e cosusbtrato. Seu carater inovador esta no fato de que foram
avaliadas, além das caracteristicas térmicas, as propriedades mecanicas
desse polimero, bem como a biodegradacdo em solo, verificando a
influéncia da presenca do glicerol no meio de cultivo sobre as
propriedades supra citadas. Além disso, avaliou-se a influéncia da
temperatura de cultivo (chegando até 38 °C) sobre a producdo do
polimero, bem como as concentracdes de acUcar invertido e glicerol e
também as interacdes dessas varidveis nesse trabalho, uma vez que
temperaturas mais elevadas ndo haviam sido testadas.



1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do uso do glicerol como substrato na
producdo de P(3HB) por Cupriavidus necator sobre as propriedades e a
biodegradabilidade em solo do polimero.

1.2 Objetivos Especificos

e Realizar ensaios preliminares da viabilidade de biosintese de P(3HB)
a partir de glicerol obtido da sintese de biodiesel como substrato ou
cosubstrato;

e Avaliar o uso do glicerol purificado e do glicerol bruto (subproduto
da manufatura de biodiesel) na producédo de P(3HB);

e Avaliar o efeito da temperatura de cultivo e das concentracfes de
glicerol e de agUcar invertido no meio na sintese de P(3HB) por
Cupriavidus necator, em frascos agitados, por meio de um
planejamento experimental;

e Validar o modelo proposto pelo planejamento experimental com
defini¢do dos parametros cinéticos;

e Avaliar a cinética de crescimento e producdo de P(3HB) por
Cupriavidus necator em biorreator utilizando as melhores condigdes
obtidas pelo planejamento experimental;

e Caracterizar o polimero obtido em relacdo as suas propriedades
fisico-quimicas, térmicas e mecénicas;

e Estudar a biodegradabilidade em solo dos filmes poliméricos de
P(3HB);

e Auvaliar a estabilidade dos filmes em camara de envelhecimento
acelerado.






2 REVISAO DE LITERATURA

Os polimeros convencionais ou petroquimicos apresentam uma
taxa de biodegradacdo extremamente baixa e em decorréncia disso vem
causando sérios problemas ambientais devido ao seu acumulo como
residuo sélido. Uma alternativa seria a substituicdo destes por polimeros
biodegradaveis. Um biopolimero muito estudado é o P(3HB), um
polimero produzido por sintese microbiana.

Por outro lado, a producdo de biodiesel vem aumentando
significativamente nos Ultimos anos e drgdos de fomento a pesquisa
lancaram editais direcionados ao uso de coprodutos do biodiesel a fim
de minimizar os custos do biodiesel por meio da venda dos coprodutos
gerados. O glicerol, seu principal coproduto, é uma fonte de carbono
atrativa para o desenvolvimento de diversos micro-organismos.

Neste capitulo, estdo apresentados estudos realizados por outros
pesquisadores e grupos de pesquisa a fim de fundamentar o tema da
tese.

2.1 Polihidroxialcanoatos - PHAS

Os PHAs sdo poliésteres alifaticos formados por carbono,
oxigénio e hidrogénio, cuja formula estrutural estd representada na
Figura 1 (GOMES e BUENO NETTO, 1997; OJUMO et al., 2003). A
composicdo da cadeia lateral (R) e o valor de n determinam a identidade
da unidade monomérica. Cerca de 150 diferentes unidades monoméricas
ja foram identificadas como constituintes dos PHASs em varias bactérias
(LEE, 19964a).
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T (If
{ O—CH— (CH,)— c~}
100-30000

n=1 R= hidrogénio poli(3-hidroxipropionato)
metil poli(3-hidroxibutirato)
etil poli(3-hidroxivalerato)

propil  poli(3-hidroxihexanoato)

pentil  poli(3-hidroxioctanoato)

nonil  poli(3-hidroxidodecanoato)
n=2 R=hidrogénio poli(4-hidroxibutirato)
n=3 R=hidrogénio poli(5-didroxivalerato)

Figura 1. Férmula quimica estrutural dos polihidroxialcanoatos (PHAS)
produzidos por bactérias (GOMES e BUENO NETTO, 1997; OJUMO
et al. 2003).

Diversas bactérias podem ser usadas para produgdo de PHAS,
sendo divididas em dois grupos baseados nas condi¢bes de cultivo:
aquelas que necessitam da limitagdo de algum nutriente essencial, como
nitrogénio, fosforo, magnésio, potassio, oxigénio ou enxofre e outras
gue ndo requerem a limitacdo de nutrientes e acumulam o polimero
durante a fase de crescimento. As linhagens que utilizam glicerol como
fonte de carbono para produzir PHB sdo as que necessitam de restri¢do
de algum nutriente para o acimulo do polimero. Pertencem a esse
grupo: Cupriavidus necator, Alcaligens eutrophus, Bacillus megaterium,
Pseudomonas extorquen e Pseudomonas oleovorans (POSADA et al.,
2010).

A forma mais comum de producdo de PHAs é a fermentacdo
submersa conduzida em batelada, batelada alimentada ou de forma
continua. Contudo, Castilho et al. (2009) prop6s o uso de fermentacdo
em estado semi-sélido para a producdo de P(3HB).

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

O poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB), é um poliéster natural e
biodegradavel da familia dos PHAs, sintetizado e acumulado no interior
de diversos micro-organismos (ANDERSON e DAWES, 1990), como
ilustra a Figura 2.



39

O P(3HB) é um homopolimero altamente cristalino, rigido e
guebradico, o que reduz sua aplicacdo, porém, a adicdo de agentes
nucleantes, plastificantes ou outros aditivos tem sido utilizados para
conferir novas aplicagbes ao P(3HB) (NONATO et al., 2001). De
acordo com Gumel et al. (2012) o tipo da fonte de carbono utilizado
como substrato ndo somente afeta o polimero produzido em termos das
propriedades fisico-quimicas e mecanicas, como também seu
rendimento e composicdo monomérica. Em seu trabalho com Delftia
tsuruhatensis Bet002, os autores avaliaram diversos acidos graxos como
fontes de carbono com 8 a 18 carbonos observando que com os acidos
miristico, palmitico e estedrico obtiveram somente P(3HB) com
propriedades térmicas levemente diferentes. JA4 com o acido oleico
obtiveram um polimero composto de 87,7 % de P(3HB), 2,03 % de
P(3HV) (poli(3-hidroxivalerato)), 0,96% de P(3HH) (poli(3-
hidroxihexanoato)), 8,35 % de P(3HO) (poli(3-hidroxioctanoato)) e
0,96 % de P(3HD) (poli(3-hidroxidecanoato)).

Figura 2. Granulos do polimero biodegradavel P(3HB) no interior das
bactérias (BRAUNEGG et al., 1998).

Por ser produto um de sintese microbiana, o P(3HB) é um
polimero biodegradavel, que lancado no ambiente sofre acdo de outros
micro-organismos e se degrada em CO, e H,O (JUSTI, 1991).

Muitos estudos sobre as propriedades térmicas e fisicas dos
polimeros bacterianos tém sido realizados, principalmente com o
P(3HB) e seu copolimero P(3HB-co-3HV). O P(3HB) apresenta todos
0s seus atomos de carbono ligados assimetricamente, possuindo
cristalinidade variando entre 55 a 80 % e como consequéncia €
quebradico ao menor toque (LEE, 1996b).

Os mondmeros (HB) séo polimerizados em polimeros com alta
massa molecular ponderal média (M,,) sendo quea do P(3HB) varia
entre 1x10* a 3x10° Da, dependendo do micro-organismo e das
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condicdes de crescimento, apresentando indice de polidispersividade
(My/M,) de aproximadamente 2,0 (SUDESH et al., 2000). O P(3HB),
como todos os PHAs, é insollivel em &gua, ou seja, hidrofébico,
podendo ser degradado por uma variedade de micro-organismos
(JENDROSSEK et al., 1996). Apresenta caracteristicas similares ao
polipropileno (PP) (MARANGONI et al., 2000). Ambos os polimeros
fundem a temperaturas muito proximas: 180 °C para o P(3HB) e 174 °C
para o PP. A temperatura de transicéo vitrea (Tg) € a temperatura na qual
os polimeros passam do estado vitreo para o estado borrachoso,
adquirindo um certo grau de flexibilidade devido a maior movimentagéo
entre as cadeias macromoleculares. Esta temperatura € caracteristica
para cada polimero. Os valores das Tg’s dos dois polimeros indicam que
0 PP, por possuir Ty = -17 °C, mostra-se mais flexivel que o P(3HB) (T,
= 5°C). A maior flexibilidade do PP em relagdo ao P(3HB) é
confirmada através do médulo de elasticidade (ou médulo de Young) do
PP (1700 MPa), que é bem inferior ao do P(3HB) (3500 MPa). O
moédulo de elasticidade de um polimero estd diretamente relacionado
com a sua rigidez ou flexibilidade de forma que, quanto mais alto o
maédulo, maior a rigidez do polimero. No entanto, ambos os polimeros
apresentam alto grau de cristalinidade. De acordo com a caracterizacdo
de Cavalheiro et al. (2009) uma baixa massa molecular é obtida quando
P(3HB) ¢ sintetisado por C. necator quando glicerol é usado como
substrato (M,, na ordem de 10° Da) equanto que, segundo os autores,
algo em torno de 10° Da é obtido quando glicose, frutose ou sacarose
sdo usados como fonte de carbono no cultivo.

As aplicacbes do P(3HB) sdo diversas, estando presentes nas
embalagens biodegradaveis, em embalagens de produtos agricolas no
transporte de pequenas mudas (VOLGELSANGER et al., 2002), na
engenharia tecidual, em funcdo de sua biocompatibilidade, para
fabricacdo de proteses e outros componentes médicos devido ao fato de
ndo gerar em sua degradacdo substincias toxicas (BYROM, 1987;
WILLIAMS et al., 1999), em escovas de dente (MEDEIROS et al.,
2005), na formulacdo de capsulas para liberacdo controlada de farmacos
e pesticidas (SUAVE et al., 2010).

2.2 Cupriavidus necator

Sao conhecidos mais de 300 micro-organismos capazes de
sintetizar P(3HB), mas somente poucas bactérias sdo efetivamente
empregadas na sua producdo. Estas incluem Alcaligenes eutrophus,
Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, varios isolados de
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metilotrofos, Pseudomonas oleovorans e, recentemente, as
recombinantes Cupriavidus necator, Escherichia coli e Klebsiella
aerogenes. Estas bactérias foram selecionadas principalmente porque
podem ser eficientemente cultivadas com alta densidade celular
acumulando alta concentracdo de P(3HB) em um periodo relativamente
curto de tempo, resultando em alta produtividade (definida como grama
de P(3HB) produzido por litro de meio fermentado por hora). A alta
produtividade é um fator muito importante para que se consiga diminuir
0s custos de producdo dos polimeros biodegradaveis (LEE, 1996a).
Contudo, as bactérias que apresentam as caracteristicas mais favoraveis
para a producgdo industrial sdo Azotobacter sp., Methylobaterium sp. e
Cupriavidus necator (BYROM,1992), essencialmente em razdo da
variedade de substratos que elas podem utilizar.

Cupriavidus necator, inicialmente classificada como Alcaligenes
eutrophus e como Ralstonia eutropha, € uma bactéria procariotica,
Gram-negativo, quimiolitotréfica facultativa, com incidéncia natural no
solo e na agua. Apresenta-se na forma de bastonete com diametro de 0,5
um e comprimento de 1,8 a 2,6 um e possui de 1 a 4 flagelos
peritriquios, portanto sendo mével. Na fase de acimulo do polimero as
células geralmente se tornam esféricas (MARANGONI, 2000).

O acumulo de PHAs por C. necator ocorre em condi¢6es onde ha
falta de algum nutriente essencial para o crescimento celular, conciliado
com o excesso de carbono (GOMEZ e BUENO NETTO, 1997). Os
PHAs sintetizados por Cupriavidus necator, em seus respectivos meios
e condigdes de cultivo, compreendem o 3-hidroxivalerato (3HV), 3-
hidroxibutirato (3HB), 4-hidroxibutirato (4HB) e 5-hidroxivalerato
(5HV) (REE et al.,, 1992). A incorporacdo de diferentes unidades
monoméricas depende essencialmente das condi¢cbes e do meio de
cultura (VIGNESWARI et al., 2009). Alguns polimeros e copolimeros
comerciamente produzidos sdo: P(3HB), poli-3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxi-valerato (P(3HB-c0-3HV)), poli-3-hidroxibutirato-co-4-
hidroxibutirato (P(3HB-c0-4HB)), poli-3-hidroxibutirato-co-
hidroxihexanoato (P(3HB-co-HHx) e alguns PHAs de cadeia média
(CHEN, 2009).

Cavalheiro et al. (2012) sintetizou copolimeros de P(3HB)
utilizando como fonte de carbono glicerol bruto de biodiesel para o
crescimento de C. necator e producdo do 3HB e para a incorporacgao do
mondmero 4HB acrescentou y-butirolactona ao meio.

Cupriavidus necator pode acumular até 80 % de sua massa
celular na forma de P(3HB), com alta massa molar e sob diferentes tipos
de substratos (BYROM, 1987). Bormann e Roth (1999) cultivaram
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Cupriavidus necator na presenga de glicerol e caseina hidrolizada,
obtendo um rendimento médio de 47 % de P(3HB) em 67 h de cultivo.
J& Mothes et al. (2007), avaliaram o uso de glicerina bruta (10 g L™
adicionada de sais para producdo de P(3HB) e os resultados se
mostraram promissores. Cavalheiro et al. (2009), também avaliaram o
uso de glicerina bruta e comercial purificada (com pureza de 86-88 %)
na producdo de P(3HB) por C. necator e chegaram ao acimulo de 50 e
63 % do polimero, respectivamente, para glicerina bruta e purificada.

2.3 Sintese de biodiesel

O biodiesel é uma alternativa aos combustiveis derivados do
petroleo, podendo ser utilizado em carros e qualquer outro veiculo com
motor a diesel. O biodiesel é fabricado a partir de fontes renovaveis
(girassol, soja, mamona), sendo um combustivel que emite menos
poluentes que o diesel. A molécula de 6leo vegetal é um triglicerideo,
formado por trés moléculas de &cidos graxos ligados a uma molécula de
glicerina. O Brasil apresenta grandes vantagens para producdo de
bicombustiveis, pois possui geografia favoravel, situa-se em uma regido
tropical, com altas taxas de luminosidade e temperaturas médias anuais.
Associada a disponibilidade hidrica e regularidade de chuvas, torna-se o
pais com maior potencial para produgdo de energia renovavel
(BIODIESELBR, 2011, web). Varios paises vém adotando a adicdo de
um percentual de biodiesel ao diesel derivado do petréleo. No Brasil,
desde janeiro de 2008, tornou-se obrigatério a adicdo de 2% de
biodiesel em diesel e em 2013 esse percentual deve chegar a 5 %.
Percentual esse que foi atingido muito antes da meta, e desde 2011 os
produtores demandam para que a mistura passe a ter um percentual de
7 % e que em 2012 chegue até 10 % de biodiesel (OLIVEIRA, 2011).
Segundo Silva et al. (2009) o Brasil se tornard o maior produtor e
consumidor de biodiesel por duas razdes: a primeira devido a tradi¢do
do uso do alcool como combustivel automotor e a segunda devido as
condicbes extremamente favoraveis, territoriais e climaticas, para a
producéo de plantas oleaginosas.

O biodiesel € obtido pela transesterificacdo (reacdo organica na
gual um éster é transformado em outro por meio da troca dos grupos
alcoxidos) dos triglicerideos de 6leos e gorduras de origem vegetal ou
animal com um monoéalcool de cadeia curta, tipicamente metanol ou
etanol, na presenca de um catalisador, produzindo uma mistura de
ésteres alquilicos de é&cidos graxos e glicerol, como ilustrado na
Figura 3.
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Figura 3. Esquema da transesterificacdo de um triglicerideo genérico
com metanol. (Fonte: RINALDI et al., 2007).

A principio, a transesterificacdo € uma reacdo reversivel.
Entretanto, o glicerol formado é praticamente imiscivel no biodiesel,
reduzindo fortemente a extensdo da reacdo reversa. A imiscibilidade do
glicerol no biodiesel é um fator que favorece o rendimento da reacéo,
entretanto, a possibilidade de formacdo de emulsdes estaveis, em certos
casos, pode exigir um longo periodo de repouso para separacdo das
fases de biodiesel e glicerol (KNOTHE et al., 2005 apud RINALDI et
al., 2007). Em geral, a transesterificacdo pode ser catalisada tanto por
acidos como por bases, sendo que, a reacdo catalisada por bases
(utilizando hidréxido ou alcéxido de sédio ou potassio) apresenta a
vantagem de poder ser realizada a temperatura ambiente e, mesmo
assim, ser mais rapida que a transesterificacdo catalisada por &cidos, a
qual necessita ser realizada em temperaturas elevadas (cerca de 170 °C)
(FERRARI et al., 2005).

A produgdo de biodiesel em todo o mundo cresceu
exponencialmente ao longo dos Ultimos anos. O principal subproduto
desta producdo é o glicerol, também conhecido como glicerina. Ela
ocorre em 6leos vegetais em um nivel de cerca de 10 % em massa. Para
cada litro de biodiesel produzido, cerca de 80 g séo de glicerol bruto. O
glicerol bruto possui um valor muito baixo no mercado por causa das
impurezas. Como a demanda e produc¢do de biodiesel vem crescendo, a
quantidade de glicerol bruto gerado é consideravel e a utilizacdo deste
coproduto é um tema urgente. A composicdo do glicerol bruto varia de
acordo com a matéria prima e com o processo de producdo do biodiesel
utilizado. Antes de utilizar o glicerol bruto deve-se caracterizé-lo quanto
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aos seus aspectos fisicos, quimicos e nutricionais (THOMPSON e HE,
2006).

2.4 Glicerol

Glicerol é o nome comum do 1,2,3-propanotriol, descoberto por
Carl W. Scheele em 1779 durante a separa¢do de uma mistura aquecida
de 6xido de chumbo preparada com 6leo de oliva. Os seus sindnimos
sdo glicerina, trihidroxipropano, glicil alcool e 1,2,3-trihidroxipropano
(RIVALDI et al., 2008).

Na natureza, o glicerol existe em vegetais (soja, mamona, babacu,
girassol, palma, algoddo, coco, dendé, pinhdo manso) e animais em
formas combinadas de glicerina com &cidos graxos. E um composto
com grande importancia dentro do sistema metabolico de micro-
organismos, atuando como precursor de numMerosos compostos e como
regulador de varios mecanismos bioquimicos intracelulares (LAGES et
al., 1999).

Em micro-organismos eucaridticos, o glicerol constitui o
principal composto formado para regular as variagdes de atividade de
agua em ambientes altamente osmofilicos (WANG et al., 2001).

Em humanos, participa na termoregulagdo do corpo, na
resisténcia a altas temperaturas, na resisténcia dos muisculos em
atividades fisicas e na resposta neural da variacdo da glicemia (YANG
et al., 1999). Na sua forma pura apresenta-se como um liquido viscoso,
inodoro, incolor, higroscépico, com sabor doce, solivel em &agua e
alcool, insoltvel em éter e em cloroférmio.

O excesso de glicerol proveniente da producdo de biodiesel
associado a baixa demanda mundial (0,5 bilhGes t/ano) e baixo custo,
projetam um desequilibrio econdmico nas induUstrias oleoquimicas e de
refino de glicerol, que podem colocar em risco a sustentabilidade
econdmica de usinas de biodiesel no mundo (HGCA, 2006). No Brasil,
a maioria das plantas industriais de biodiesel ndo valoriza efetivamente
o glicerol. A projecdo do volume de glicerol no pais para o ano de 2013
é de 488 milhGes de toneladas e as perspectivas, nesse sentido, ndo séo
auspiciosas, devido a poucas indUstrias apresentarem planos futuros para
sua conversdo em produtos de maior valor agregado. Atualmente o
preco Free on Board (FOB) do glicerol bruto varia de 200 a 400 R$/t,
sendo que o valor do glicerol parcialmente tratado (para remocdo de
impurezas) varia de 600 a 800 R$/t. Estima-se que na proxima década,
mantendo-se a tendéncia favoravel para o biodiesel, o preco do glicerol
coproduzido podera diminuir ainda mais (RIVALDI et al., 2008).
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Com o aumento crescente de producdo do biodiesel, o custo da
glicerina originada do processo de producdo vem sofrendo forte pressdo
de queda em funcdo da elevacdo da oferta, especialmente nos mercados
europeu e americano, 0 que, muitas vezes, torna o seu processo de refino
economicamente inviadvel, particularmente quando essas unidades séo de
pequena escala e estdo localizadas distantes dos centros de refino e do
mercado consumidor.

Em um artigo de revisdo, Silva et al. (2009) ja apontavam o
glicerol bruto proveniente da producdo de biodiesel como sendo uma
promessa de fonte de carbono abundante para a microbiologia industrial.
Os autores destacaram a bioconversdo do glicerol em produtos de alto
valor agregado através de fermentagdo microbiana, tais como a
producdo do 1,3-propanadiol, &cido succinico, acido propibnico, etanol,
acido citrico, pigmentos, polihidroxialcanoatos e biosurfactantes.

A caracteristica mais surpreendente do glicerol, segundo Arruda
et al. (2006), € o nimero e a variedade de processos ndo s6 industriais,
mas também metabolicos no qual ele esta envolvido. Uma vez que ele é
intermediario de varios processos metabolicos em numerosos
organismos, sua importancia é fundamental, sugerindo uma origem
comum e antiga do mesmo. Além disso, essa conservacdo evidencia que
a sintese de glicerol e seu metabolismo exercem uma importante fungdo
fisiol6gica, como fonte de carbono e energia, como agente crioprotetor e
osmoregulador para 0os micro-organismos. Ja em seres humanos vem
sendo utilizado como pardmetro em diagnosticos de doengas e
aplicacdes terapéuticas. Também se observa um grande numero de
processos industriais no qual o glicerol vem sendo utilizado como na
industria alimenticia, farmacéutica, quimica e téxtil. Os autores
sumarizam as aplica¢des do glicerol no diagrama da Figura 4.
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Figura 4. Aplicages do glicerol (Fonte: ARRUDA et al., 2006).

De acordo com Ayub (2011), a aplicagdo biotecnoldgica do
glicerol bruto é relativamente nova, apresentando ao mesmo tempo um
desafio cientifico e uma oportunidade de desenvolvimento tecnoldgico.
No Brasil, o avanco tecnoldgico no aproveitamento do glicerol e na
busca de solugdes biotecnoldgicas pode ser evidenciado pelo grande
nimero de trabalhos apresentados no XVIII Simpdsio Nacional de
Bioprocessos - SINAFERM, 2011. Por exemplo, Rossi et al. (2011)
estudaram a producdo de etanol utilizando glicerol residual como fonte
de carbono; Amon et al. (2004), Santos et al. (2006) e Amorin et al.
(2011) investigaram a purificagdo da glicerina bruta oriunda do
biodiesel e seu uso na producéo de biogas e geracdo de energia (digestdo
anaerébica em biodigestores, quando associada a residuos organicos
com alto teor de nitrogénio); Silva et al. (2011a) avaliaram o efeito da
interacdo da milhocina, glicerina e uréia na produgdo de quitosana;
Santos et al. (2011a) avaliaram o uso de glicerol como substrato para
biomassa de levedura; Meinickeet al. (2011) determinaram 0s
parametros cinéticos da influéncia da fonte de nitrogénio na producéao de
pigmentos vermelhos por Monascus ruber, utilizando glicerol como
substrato; Ferreira et al. (2011) avaliaram a capacidade produtora de
1,3-propanodiol a partir de glicerina bruta por Citrobacter freundii e
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Lactobacillus brevis; Santos et al. (2011b), Branco et al. (2011) e
Nascimento et al. (2011) estudaram a producédo de carotendides a partir
do cultivo de leveduras utilizando glicerol proveniente da producéo de
biodiesel como fonte de carbono; Piccoli et al. (2011) investigaram, a
partir de glicerol residual de biodiesel, a producdo de PHB por sete
diferentes linhagens de bactérias isoladas no IPT em cultivo com alta
densidade celular. Dessas sete bactérias, foram selecionadas quatro
linhagens produtoras de PHB a partir de residuo de biodiesel com
velocidade especifica de crescimento, segundo os autores, condizente
com a literatura; Silva et al. (2011b) utilizaram glicerol residual de
biodiesel e soro de leite como substratos alternativos para a producéo de
acido gama-poliglutdmico; Tabuchi et al. (2011) avaliaram a fonte de
nitrogénio na producdo de bioinseticida Bacillus thuringiensis
israelensis a partir de glicerol; Sousa et al. (2011) estudaram o uso do
glicerol em processo de producdo de celulases por Tricoderma INPA
1218; Rivaldi et al. (2011) determinaram a cinética de crescimento de
espécies de Lactobacillus em meio contendo glicerol; Silva et al.
(2011c) investigaram a producdo de etanol por Klebsiela pneumoniae
utilizando glicerol como substrato; Santos et al. (2011c) avaliaram a
producdo de PHAS a partir de glicerol. E segundo Mothes et al. (2007),
o glicerol bruto proveniente da producdo de biodiesel pode ser um
substrato para a produgdo via biotecnolégica de PHA, utilizando
Cupriavidus necator ou Paracoccus denitrificans tendo o polimero
isolado caracteristicas similares as dos polimeros produzidos com
glicose.

2.5 Estado da arte
Na Tabela 1 estd apresentada uma sintese dos principais

resultados obtidos por diversos autores que utilizaram glicerol como
substrato para a produgéo de P(3HB).
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Dobrouth et al. (2011) utilizando um consércio microbiano,
produziu P(3HB) utilizando glicerol bruto proveniente de duas
manufaturas de biodiesel nos EUA como fonte de carbono e solucéo de
cloreto de aménia 150 g L™ como fonte de nitrogénio para o cultivo,
operando em biorreatores de escala laboratorial em bateladas
alimentadas. Os maiores rendimentos em PHB foram obtidos nos
reatores em que foram utilizados os maiores tempos de residéncia dos
solidos e quando existia uma maior concentracdo de metanol no meio e
as condicBes eram mais aerdbias. Os melhores resultados para o
acumulo de PHB utilizando glicerol bruto ficaram entre 45 e 62 %. Um
decréscimo acentuado nesses valores foi observado quando glicerol puro
foi utilizado, resultando em um acimulo de PHB entre 5 a 8 %.

Quatro linhagens produtoras de P(3HB) foram selecionadas por
Piccoli et al. (2011) e ensaios em biorreator de 5 L com altas densidades
celulares (>20gL™) foram conduzidos utilizando glicerol bruto
(proveniente de uma planta piloto de producdo de biodiesel a partir de
6leo de soja e metanol, via catalise basica) numa concentracéo inicial de
10g L™ e tendo como fonte de nitrogénio inicial (NH4),SO,. Na fase
onde ndo havia limitacdo do nitrogénio, o pH foi controlado pela adicéo
de NH4OH e na fase de producéo do polimero, essa solucdo foi trocada
por uma solucdo de NaOH, para ndo fornecer nitrogénio ao micro-
organismo. Os ensaios foram conduzidos a 30 °C em pH 7,0 e oxigénio
dissolvido acima de 20 %. Durante a fase de crescimento foram
efetuados 3 pulsos de 200 mL de solucdo de glicerol (416,7 gL™)
juntamente com os sais. Apds essa fase, novos pulsos foram efetuados,
porém trocando-se a solucdo de controle de pH, por uma solucdo de
NaOH, para favorecer o acimulo de PHB. A concetracdo de glicerol
nesses pulsos foi de 83,3 %. Os teores de P(3HB) variaram entre 35 e
45 %, valores inferiores aos obtidos pelos autores durante a fase de
selecdo das linhagens feita em cultivo com baixa concentracdo celular.
Os autores atribuem essa diminuicdo ao possivel efeito inibitorio
causado pelo acumulo de sais provenientes do residuo de biodiesel
utilizado como fonte de carbono.

Santos et al. (2011c) cultivaram Bacillus sp. em erlenmeyer de
500 mL contendo 200 mL de meio mineral, utilizando como fonte de
carbono glicerol grau analitico numa concentracdo de 20 g L™, a uma
temperatura de 30°C e agitacgdo de 170 min™. Nessas condicdes
atingiram no cultivo uma concentracdo celular de 2gL™ as quais
acumularam 30 % de sua massa em P(3HB). O Bacillus sp. produz
P(3HB) de forma associada ao crescimento, ndo sendo necessario o
processo de fermentacdo em duas etapas. Testando ainda diferentes
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concentracdes de glicerol no meio (10 a 100gL™) os autores
observaram que em altas concentracdes de glicerol o crescimento de
Bacillus sp. ¢ inibido.

Ibrahim e Steinblichel (2010) isolaram bactérias produtoras de
P(3HB) de ambientes alemaes e egipicios utilizando no meio mineral
uma concentragdo de 20 g L™ de glicerol como fonte de carbono. A
bactéria isolada e identificada como produtora de P(3HB) foi a linhagem
Zobellella denitrificans MW1 (isolada de amostras de sedimentos de
agua residuéria do Egito). Para producdo de P(3HB) foram utilizados
frascos Erlenmeyer de 1000 mL contendo 300 mL de MSM (meio
mineral com sais) com 20 g L™ de glicerol como fonte de carbono. Os
frascos foram incubados a 37 °C e 200 min™. A concentragdo méxima
de células foi obtida em 100 h de cultivo (3,7 g L™), contendo 73,5 % de
P(3HB) acumulado, restando no meio 10 g L™ de glicerol. Em seguida,
0s autores avaliaram a influéncia da temperatura na producdo do
polimero (variando de 30 a 45°C), desta vez utilizando frascos
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de MSM e glicerol a 20 g L™
O percentual maximo de actmulo de P(3HB) foi de 81,2 %, obtido a
41 °C, chegando a uma concentracéo celular de 3,6 g L™. Além disso, os
autores avaliaram o efeito de diversas fontes de carbono no actimulo de
P(3HB), chegando ao melhor resultado (84,8 % de acumulo de P(3HB),
com concentracdo celular de 5,04 g L™) utilizando MSM contendo
20 g L™ de NaCl e glicerol numa concentragdo de 15g L™ como fonte
de carbono (restando no meio apés o cultivo 2,8 gL™), incubado a 41 °C
e 200 min™.

Em cultivo de batelada alimentada com alta concentracdo celular
Cavalheiro et al. (2009) cultivaram Cupriavidus necator DSM 545 para
a producdo de P(3HB) utilizando glicerol bruto e também glicerol
comercial (com 86 a 88 % de pureza) como Unica fonte de carbono do
cultivo, em fermentador de 2 L contendo 1,5 L de meio a 34 °C e pH
controlado em 6,8. A concentracdo celular chegou a 825gL™,
acumulando 62 % de polimero utilizando glicerol comercial. Utilizando
glicerol bruto, a concentra¢do celular foi de 68,8 g L, acumulando
38 % de P(3HB). Os autores, assim como Mothes et al. (2007), também
constataram uma inibi¢do na producéo de P(3HB) devido ao acimulo de
Na" no meio proveniente do processo de transesterificacio dos 6leos
vegetais para a produgdo do biodiesel. Os autores reduziram a
concentragao celular para cerca 50 g L™ e, nesse caso, o fator inibitdrio
foi reduzido obtendo-se um actimulo de 50 % de P(3HB).

Nickel et al. (2008) sintetizaram P(3HB) a partir de E. coli
recombinante utilizando glicerol como substrato. Para definir as
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variaveis que afetavam o cultivo, esses autores realizaram um
planejamento experimental do tipo Placket & Burmann e, através dele,
determinou-se que as variaveis siginificativas para a producdo de
P(3HB) eram a concetragdo de glicerol, a concentracdo de caseina e a
concentracdo de indculo. Seguindo com o trabalho, fez-se um
delineamento composto central rotacional (DCCR) utilizando essas
variaveis e obteve-se como resposta de melhores condigdes para o
processo: 22,02 g L™ de glicerol, 1,78 g L™ de caseina e 1,83 g L™ de
indculo. Em experimento em frasco Erlenmeyer, nestas mesmas
condi¢des, e com cultivo microaerado obteve-se produgdo maxima de
célula de 8,26 + 0,97 g L™ acumulando 41 + 8 % de P(3HB) no seu
interior. Na ampliacdo da escala para batelada em reator de 5,6 L,
contendo 4 L de meio, foram obtidos 8,37 g L™ de células secas e 3,52 g
L™ de P(3HB) perfazendo um accimulo de 42 %. No ensaio em batelada
alimentada, os autores iniciaram com 3 L de meio no reator e atingiram
concentracdes de 21,17g L e 10,81 g L™ respectivamente para
biomassa e P(3HB), sendo o acimulo neste caso de 51 %.

Para avaliar o efeito dos contaminantes do glicerol bruto
proveniente de manufaturas de biodiesel, Mothes et al. (2007)
cultivaram Paracoccus denitrificans e Cupriavidus necator JMP 134,
em frascos agitados avaliando primeiramente o acimulo de P(3HB)
utilizando glicerol puro e duas amostras tipicamente encontradas nas
manufaturas, uma contaminada com NaCl e outra com K,SO,. Durante
a fermentacéo a baixa concentracéo celular (3 g L™), resultados muito
similares foram obtidos com as duas linhagens tanto para o glicerol de
grau analitico quanto para as amostras de glicerol bruto, chegando a um
acimulo de 70 e 65 % de P(3HB), respectivamente. Para verificar o
efeito do acimulo dos contaminantes no crescimento e na sintese de
P(3HB), os autores cultivaram C. necator JMP 134 com altas
densidades celulares. A concentracdo celular no final da fase de
crescimento foi incrementada em passos para 7g L, 14gL e 25 g L™
aumentando a concentracdo dos componentes do meio em 18 vezes e a
concentracdo de fosfato em 2 vezes. A limitagdo em amo6nia foi iniciada
mudando-se de NH,OH para KOH a solucéo de corregdo de pH. Ao
atingir a concentracéo de 14 g L™ de células, o efeito do acimulo de sais
contaminantes na sintese de P(3HB) foi observada. E esse efeito foi
mais pronunciado com o incremento da concentracdo de células para
25 g L™ Usando glicerol bruto contaminados com K,SO, a sintese de
P(3HB) parou entre 58 a 60 % de massa seca. Esse efeito inibitdrio foi
mais pronunciado quando glicerol contaminado por NaCl foi utilizado.
O acimulo de P(3HB) cessou em 48 %, quando a concentracdo de NaCl
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atingiu 10 g L™. Contudo o uso de glicerol contendo até 5 a 6 % de
NaCl néo foi inibitorio.

Mahishi et al. (2003) avaliaram o efeito de diversas fontes de
carbono e nitrogénio sobre o crescimento de Escherichia coli JM109
recombinante, contendo fragmento do gene 4826 bp Sau3A | do DNA
gendmico de Streptomyces aureifaciens NRRL 2209 para o acimulo de
P(3HB). As fontes de carbono testadas foram glicerol, glicose, 6leo de
palma, etanol, sacarose e melaco, todas na concentracdo de 1 %, e as de
nitrogénio foram: extrato de levedura e peptona (ambas a 0,5 %), extrato
de levedura (1 %), peptona (1 %), ou agua de maceracdo de milho
(1 %). Os experimentos foram realizados em Erlenmeyer de 250 mL
com 50 mL de meio, agitados a 200 min™* e incubados a 37 °C por 48 h.
Os melhores resultados foram obtidos quando glicerol foi utilizado
como fonte de carbono, alcancando um crescimento celular de 8,01 +
0,05 g L™, em 30 h de cultivo. Mesmo apés cessado o crescimento, a
bactéria seguiu acumulando P(3HB) até 50 h de cultivo, chegando a
cerca de 60 % de P(3HB). Utilizando extrato de levedura ou peptona
como fonte de nitrogénio e glicerol como fonte de carbono, o acimulo
de P(3HB) nas células de E. coli recombinante foi de 30 % da sua massa
seca, porém quando essas fontes foram adicionadas conjuntamente um
efeito cumulativo foi observado e o acimulo de P(3HB) passou para
cerca de 60 % da massa seca.

2.6 Biodegradacao de polimeros

Os impactos ambientais negativos causados pelo descarte de
polimeros convencionais direcionaram 0s estudos para O
desenvolvimento de polimeros biodegradaveis. A principal vantagem
em usar o P(3HB) como um material termoplastico é a sua
biodegradabilidade. 1sso ocorre, pois muitos micro-organismos secretam
enzimas que podem rapidamente despolimerizar a cadeia de P(3HB). A
biodegradacdo ou degradacdo bioldgica compreende as alteragdes de
sistemas poliméricos pelo ataque destrutivo de micro-organismos, tais
como fungos e bactérias (REICH e STIVA, 1971). Na natureza, os
polimeros sdo degradados preferencialmente por reagdes hidroliticas. A
presenga de éster, éter ou ligacfes amida facilita a degradacéo bioldgica.
Pelo menos duas categorias de enzimas estdo ativamente envolvidas na
degradacdo bioldgica do polimero: as depolimerases extracelulares e
intracelulares. PHB depolimerases extracelulares sdo secretadas a partir
de varios micro-organismos e desempenham um papel importante no
metabolismo de P(3HB) no ambiente. Diversas PHB depolimerases tém
sido isoladas e purificadas a partir de varios micro-organismos das



55

espécies Alcaligenes, Comamonas e Pseudomonas. Isto mostra que PHB
depolimerases extracelulares sdo onipresentes no ambiente (SHAH et al.
2008).

Os PHAs podem ser degradados tanto intracelularmente, por
meio de depolimerases intracelulares, como extracelularmente. No
entanto, a taxa de degradacéo intracelular de P(3HB) é cerca de 10 vezes
menor do que sua taxa de sintese (SUDESH et al., 2000).
Depolimerases extracelulares sdo secretadas por muitas bactérias para
utilizacdo de PHA liberado no ambiente depois da lise das bactérias
produtoras. Depolimerases extracelulares ndo sdo capazes de hidrolisar
granulos intracelulares e depolimerases intracelulares ndo sdo capazes
de hidrolisar P(3HB) extracelular. Isso aparentemente acontece em
decorréncia das diferencas nas estruturas fisicas dos granulos
intracelulares e extracelulares. Estes ultimos sdo polimeros altamente
cristalinos, enquanto os granulos intracelulares sdo estruturas amorfas,
cuja superficie é recoberta por uma camada composta de proteinas e
fosfolipidios. Essa camada protetora é perdida ou danificada quando do
isolamento dos granulos por tratamentos com solventes quimicos ou
qualquer outro estresse fisico (JENDROSSEK et al., 1996).

Kunioka et al. (1989) estudaram a biodegradacao de copoliésteres
em solo e lodo ativado e observaram que a temperatura e a entalpia de
fusdo dos copolimeros diminuiram com o aumento da fracdo de 4HB,
indicando que unidades de 4HB atuam como agentes que danificam a
estrutura reticulada do cristal de P(3HB). Embora ndo tenha havido
diferenca no grau de cristalinidade dos copolimeros, a taxa de
degradacéo do P(3HB-co0-9 % 4HB) foi maior do que a do P(3HB) e do
P(3HB-c0-50 % 3HV), ou seja, o fator determinante para biodegradagéo
foi a composicdo do polimero. Doi et al. (1990) relataram resultados
semelhantes para copolimeros contendo unidades monomeéricas de 4HB.
Os autores observaram que em lodo aerado ativado, a 30 °C, os filmes
de 3HB-c0-9 % 4HB foram completamente decompostos em 14 dias,
enquanto o P(3HB) levou mais de 10 semanas para se decompor.
Diferentes depolimerases parecem ser secretadas por um complexo de
populagdes microbianas que ocorrem no solo, resultando em diferentes
taxas de degradagdo.

Mergaert et al. (1993) argumentam que diferengas nas taxas de
degradacdo dos polimeros sdo devidas as diferencas na cristalinidade,
considerando que os copolimeros possuem maiores regifes amorfas.
Essa conclusdo foi ratificada pelos experimentos de Doi et al. (1990),
gue mostraram que a perda de massa foi inversamente proporcional ao
grau de cristalinidade. Por outro lado, Doi et al. (1990) demonstraram
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gue a taxa de degradacdo hidrolitica, diferentemente da degradacéo
enzimatica, ndo é dependente da cristalinidade do polimero e sim da sua
composicdo quimica. Conclui-se, portanto, que a taxa de degradagéo dos
polimeros varia dependendo do ambiente em que se encontra a amostra
(umidade, disponibilidade de nutrientes, pH), aumentando em funcéo da
temperatura (Mergaert et al., 1993), do grau de cristalinidade, da massa
molar do polimero e da incorporagdo de unidades monoméricas na
cadeia polimérica (SUDESH et al., 2000).

A decomposic¢do de P(3HB) é da ordem de poucos meses, quando
submetidos a digestdo anaerobia (SCHNEIDER et al., 2010).

O grupo de Materiais Poliméricos da Univille vem estudando a
adicdo de 6leos vegetais com base no contetdo em &cido oléico para
incrementar a sintese do polimero. Resultados promissores foram
obtidos quando acido oléico e &cido linoléico foram utilizados como
suplemento nutricional para producdo de copolimero poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)  por  Cupriavidus  necator
(denominada anteriormente Ralstonia eutropha) e quando acido oléico
foi adicionado no inicio da fase de crescimento e no inicio da fase de
producdo de P(3HB) pelo mesmo organismo. O aumento da
concentracdo de acido oléico levou a uma diminuicdo da entalpia de
fusdo e consequentemente do grau de cristalinidade. A T, praticamente
ndo variou para as concentracdes entre 0 e 1,5 g L™ de 4cido oleico. No
entanto, com 3,0g L™ a T,, diminuiu 11 °C em relacdo & amostra
controle (sem acido oléico), bem como apresentou um inicio de fusédo
dos cristalitos & temperatura de 148,8 °C. Ndo houve diferenca na
degradacdo com relacdo a variacdo de acido oleico (GRIGULL et al.,
2008). Outro resultado obtido pelo grupo foi o aumento de
produtividade de P(3HB) utilizando biodiesel como suplemento
nutricional (MAZUR et al., 2009).

2.7 Processo de biodegradacéo de materiais poliméricos

O processo da biodegradacdo de materiais poliméricos
demonstrado na Figura 5 inclui varios estagios e o processo de
degradagdo pode terminar em qualquer um desses estagios (LUCAS et
al., 2008):

e O primeiro estagio compreende a biodeterioracdo, no qual a acdo
combinada de  comunidades  microbianas,  organismos
decompositores e outros fatores abidticos fragmentam os materiais
biodegradaveis em pequenas fragGes.
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O segundo estagio é a despolimerizacdo, no qual os micro-
organismos secretam agentes cataliticos, como por exemplo, as
enzimas e os radicais livres, que sdo capazes de clivar moléculas
poliméricas reduzindo progressivamente a sua massa molecular. Este
processo gera oligdbmeros, dimeros e monémeros.

e Algumas moléculas sdo reconhecidas por receptores de células
microbianas e podem atravessar a membrana plasmatica. As outras
moléculas permanecem no ambiente extracelular e podem ser objeto
de diferentes modificacdes.

e O terceiro estadgio é a assimilacdo. No citoplasma, as moléculas
transportadas passam a integrar o metabolismo microbiano para
produzir energia, nova biomassa, vesiculas de armazenamento e
numerosos metabolitos primarios e secundarios.

e O quarto estdgio é a mineralizacdo. Ao mesmo tempo, alguns
metabdlitos simples e complexos podem ser excretados e atingir o
ambiente extracelular (por exemplo, &cidos organicos, aldeidos,
terpenos, antibidticos, etc.) moléculas simples como CO,, Ny, CHy,
H,O e diferentes sais dos metabdlitos intracelulares, que sao
completamente oxidados e liberados no ambiente.

O termo biodegradacdo indica a predominancia da atividade
biolégica neste processo. Contudo, na natureza, fatores bidticos e
abiodticos agem sinergicamente para decompor a matéria organica.
Vérios estudos sobre a biodegradacdo de alguns polimeros mostram que
a degradacdo abidtica precede a assimilagio  microbiana.
Consequentemente, a degradacéo abidtica ndo deve ser negligenciada.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo estdo descritas todas as condi¢des experimentais
bem como as técnicas analiticas utilizadas no desenvolvimento deste
trabalho. A metodologia utilizada nos calculos, bem como as anélises
estatisticas também estdo apresentadas para o entendimento dos valores
calculados.

3.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a bactéria
Cupriavidus necator — DSM 545, mutante da linhagem DSM 529 H1
para consumo de glicose (anteriormente denominada Ralstonia
eutropha), conforme definicdo proposta pela Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Colecdo de Micro-
organismos e Cultura de Células da Alemanha) (www.dsmz.de). Para
sua manutencdo, foi empregado o cultivo em tubos de ensaio contendo
meio solido inclinado (agar nutriente), com repiques mensais. Essa
cultura foi incubada a 30 °C durante 48 h e a seguir armazenada em
refrigerador a 4 °C. A composicdo do meio agar nutriente utilizado foi
de 5,0 g L™ de peptona de carne, 3,0 g L™ de extrato de carne e 15g L™
de agar.

3.1.1 Meios de cultivo

A ativacdo das células foi realizada em caldo nutriente (NB)
constituido de 5,0 g L™ de peptona de carne e 3,0 g L™ de extrato de
carne, sendo este considerado pré-inéculo para as culturas e utilizado em
uma fracdo de 10 % em relacdo ao volume de trabalho utilizado.

O meio de cultivo utilizado para as culturas foi formulado
segundo Aragdo (1996) e denominado meio mineral (MM). A sua
composicado estd demonstrada nas Tabelas 2 e 3. Nos estudos realizados
com glicerol, a fonte de carbono foi substituida total ou parcialmente
por diferentes concentracdes de glicerol, conforme o experimento
delineado.
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Tabela 2. Composicdo do meio mineral (MM).

A B C
Componente Concentra  Volume Concentracéo
¢do da (mL)? inicial no meio

solugdo utilizado  de cultivo (g L™)
estoque  no meio de

(gL cultivo
SOLUCAO 1 4cido nitriloacético 19,1 10 0,19
(NTA)
citrato férrico de 10 6 0,06
amonia
MgSO, . 7H,0 50 10 0,5
CaCl, . 2H,0 5 2 0,01
(NH,),S0, 200 25 5,0
solugdo de 1
oligoelementos °
agua destilada ©
SOLUQAO 2! Na,HPO, . 12H,0 223,8 40 8,95
KH,PO, 37,5 40 15
SOLUCAO 3 fonte de carbono ° 30

#Volume retirado da solugdo-estoque para preparar 1 L do meio de cultura.

® A composico da solugdo de oligoelementos é demonstrada na Tabela 3

¢0O volume de agua ¢ calculado em fungéo dos volumes das solugdes da coluna B e
serd a quantidade suficiente para 1L.

¢ A solucdo aquosa com a fonte de carbono (aglicar invertido) foi adicionada
diretamente ao meio, apos ser esterilizada separadamente.

Tabela 3. Composicédo da solucdo de oligoelementos.

Elemento Concentragéo Elemento Concentragao
@Lh @L?
H;BO; 0,3 Na,Mo0Q, . 2H,0 0,03
CoCl, . 6H,0 0,2 NiCl, . 6H,0 0,02
ZnS0O, . 7H,0 0,1 CuSO, . 5H,0 0,01
MnCl, . 4H,0 0,03

Fonte: Aragdo (1996)

Cada uma das substancias da Tabela 2 foi pesada separadamente,
preparando-se frascos contendo solugfes-estoque (coluna A). Em
seguida, cada constituinte das solugbes 1 e 2 foi autoclavado
separadamente, a 121 °C por 20 min, sendo depois acondicionado em
refrigerador a 4 °C. Para a preparacdo do meio de cultivo, utilizaram-se
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0s volumes de solugdo estoque descritos na coluna B, formaram-se
entdo trés solucbes que novamente foram autoclavadas durante 20 min a
121 °C. O pH da solugdo 1 foi ajustado a 7,0 com uma solugdo de
NaOH 7,5 M ou HCI 11 M. Apés resfriamento, as trés solucdes foram
misturadas assepticamente para inoculagdo do micro-organismo.

3.2 Fontes do glicerol

Quatro diferentes fontes de glicerol empregado como substrato
foram utilizados neste trabalho.
(1) Residuo da producdo de biodiesel em laboratério préprio
empregando a rota metilica proposta por Albuguerque (2006). Misturou-
se 20 g de alcool metilico com 1 g de KOH em agitacdo constante até
homogeneizacdo completa formando o metdxido de potéssio.
Acrescentou-se 100 g de 6leo de soja usado sob constante agitagdo por
50 minutos em temperatura ambiente para ocorrer a transesterificacao.
Em seguida, transferiu-se a mistura para um funil de decantacdo até a
separacdo das fases. A fase mais densa foi o glicerol bruto (GB)
utilizado nos experimentos preliminares e no Gltimo ensaio realizado em
biorreator.
(2) e (3) Duas fontes de glicerol bruto utilizadas nos ensaios em
biorreator obtidas a partir de duas rotas de sintese distintas e gentilmente
cedidas pelo grupo de Materiais de Tecnologias Limpas da PUCRS.
Rota metilica, semelhante a anteriormente descrita e outra de rota
etilica, a qual foi utilizada a relacdo de 1:6 (6leo de soja:etanol) e como
catalisador 1 % de KOH. Logo ao final da reacdo de esterificacdo, em
ambos os casos, a mistura foi levada para o rotavapor para retirada do
excesso de alcool e separacdo do biodiesel bruto e do glicerol bruto.
(4) Nos ensaios em que foi utilizado glicerol de alta pureza, utilizou-se
glicerol PA da Fluka.

3.3 Condigdes de cultivo
3.3.1 Culturas iniciais

As células foram ativadas em frascos de Erlenmeyer aletados de
500 mL contendo 100 mL de meio NB, sendo incubadas em shaker a
30 °C com movimento rotatério de 150 min™ durante 12 h (pré-inéculo).
Apos esse periodo, a cultura foi transferida para 0 meio MM, em uma
fracdo de in6culo de 10 % (V/V). O cultivo para preparo do indculo foi
conduzido em frascos de Erlenmeyer aletados de 1.000 mL, contendo
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300 mL de meio MM sem limitacdo de nitrogénio e incubados por 24 h,
150 min™ e 30 °C.

3.3.2 Ensaios realizados em frascos agitados

3.3.2.1 Ensaios de verificacdo da viabilidade de uso do glicerol como
substrato ou cosubstrato para C. necator

Para avaliar o glicerol (bruto e purificado) como substrato ou
cosubstrato no crescimento de Cupriavidus necator e sobre a producéo
de P(3HB) foram realizados experimentos em frascos Erlenmeyer
aletados de 1.000 mL, contendo 300 mL de meio MM, sendo o pH
mantido em 7,0 pela adicdo de NaOH 30 % ou HCI 40 %, em duplicata.
A agitagdo e temperatura foram mantidas constantes a 150 min™ e 30
°C. Como controle foi utilizado meio contendo aglcar invertido na
concentracdo de 30 g L™. Esse mesmo meio foi utilizado nos ensaios em
que o glicerol foi utilizado como cosubstrato (3 g L™ de glicerol bruto
ou purificado). Com o objetivo de avaliar o uso do glicerol como Unica
fonte de carbono, os ensaios foram realizados com 0 mesmo meio supra
citado porém sem o agucar invertido.

3.3.2.2 Ensaios de otimizacdo das condi¢6es de cultivo de C. necator
para producédo de P(3HB)

As células de Cupriavidus necator foram cultivadas em frascos
de Erlenmeyer aletados de 1.000 mL, contendo 300 mL de meio MM,
tendo como fonte de carbono aglcar invertido (glicose e frutose) e/ou
glicerol PA Fluka, em concentra¢fes conforme delineamento composto
central rotacional (DCCR) 2° com 3 pontos centrais, totalizando 17
ensaios, conforme apresentado na Tabela 4. As culturas foram mantidas
sob agitacdo de 150 min™, nas temperaturas variando entre 28 e 38 °C
(conforme experimento), durante 24 h.

O pH do meio de cultivo foi corrigido durante o cultivo para 7,0,
guando necessario, mediante a adi¢do de acido ou base, em assepsia.
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Tabela 4 Condigdes experimentais, com varidveis codificadas e reais:
temperatura de cultivo, concentracdes de glicerol e aglcar invertido
utilizadas no DCCR.

Variaveis codificadas Variaveis reais
enaio | SO yertdo  TeTP- | Clcerol e, Temp
(gL (gLh
1 -1 -1 -1 6,1 6,1 30
2 +1 -1 -1 23,9 6,1 30
3 -1 +1 -1 6,1 23,9 30
4 +1 +1 -1 239 239 30
5 -1 -1 +1 6,1 6,1 36
6 +1 -1 +1 239 6,1 36
7 -1 +1 +1 6,1 239 36
8 +1 +1 +1 239 239 36
9 0 0 -1,68 15 15 28
10 0 0 +1,68 15 15 38
11 0 -1,68 0 15 0 33
12 0 +1,68 0 15 30 33
13 -1,68 0 0 0 15 33
14 +1,68 0 0 30 15 33
15 0 0 0 15 15 33
16 0 0 0 15 15 33
17 0 0 0 15 15 33

3.3.2.3 Validacdo do delineamento composto central rotacional (DCCR)

Para validar o delineamento composto central rotacional foram
realizados ensaios, em Erlenmeyer aletado de 1.000 mL, contendo
300 mL de meio, em triplicata, na condicdo apontada pelo modelo
predito pelo DCCR como a maior produtora de P(3HB).



3.3.3 Ensaios realizados em biorreator

Para facilitar o entendimento dos ensaios, por serem com as
mesmas concentracbes de substrato, foram adotadas as seguintes
abreviagdes: Al/SG para o cultivo realizado em meio contendo 30 g L™
de acUcar invertido sem adicdo de glicerol, AI/GP para o cultivo
realizado em meio com 30 g L™ de aclcar invertido e 15 gL de
glicerol puro, Al/GB para meio contento glicerol bruto obtido de reacdo
de esterificacdo para obtencdo de biodiesel por rota metilica produzido
na UNIVILLE, AlI/GBm para meio contendo glicerol bruto produzido
na PUCRS por rota metilica e AI/GBe para meio contendo glicerol bruto
obtido por rota etilica também na PUCRS.

Os ensaios foram conduzidos em biorreator (Figura 6) sendo o
meio de cultura definido conforme a melhor condicdo validada em
experimento em shaker.

O biorreator utilizado (B-Braun) com cuba 2 L (volume atil igual
a 1,5L) foi autoclavado por 20 min a 121 °C, contendo a solucdo 1
(Tabela 2). Ap6s o processo de esterilizacdo, foram adicionadas as
solucdes 2 (fontes de nitrogénio) e 3 (fontes de carbono), previamente
esterilizadas, de forma a atender as concentragbes previstas no
experimento de validacdo do DCCR, exceto para a substancia sulfato de
aménio, cuja concentracdo foi de 2,3 g L™ para condicdes com limitacéo
em nitrogénio.

O indculo foi adicionado na quantidade equivalente a 10 % (V/V)
do volume final de meio no biorreator. Os pardmetros para conducdo do
processo foram: pH 7,0 (controlado com NaOH 7,5 M, ou HCI 11 M);
agitacéo e aeracéo de 400 a 780 min™ e 0,12 a 1 vvm, respectivamente,
de forma que a pressdo parcial de oxigénio dissolvido (pO,) ndo ficasse
abaixo de 20 %. Como antiespumante, foi utilizado polipropilenoglicol
2000 da Fluka.

A limitacdo do nitrogénio ocorre naturalmente nas culturas em
decorréncia do crescimento celular. A determinacdo da fase de
crescimento foi feita com base na dosagem do nitrogénio (item 3.4.5).
Considerou-se o final da fase de crescimento e, portanto, inicio da fase
de producdo do polimero, 0 momento em que ocorria a exaustdo de
nitrogénio.
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3.4 Técnicas analiticas para acompanhamento do cultivo
3.4.1 Processamento das amostras
3.4.1.1 Ensaios em frascos agitados

Foram retiradas aliquotas de 5 mL a cada 4 h para determinacéo
da concentracdo de biomassa (gravimetria), do pH (corrigido para 7,0,

se necessario), da sintese de P(3HB) e do consumo de substrato,
conforme Figura 7.
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Figura 7. Fluxograma do processamento das amostras para 0s ensaios
conduzidos em frascos de Erlenmeyer.
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3.4.1.2 Ensaios em biorreator

Aliquotas de 20 mL foram retiradas em intervalos de 3 h para
determinacdo das concentracbes de biomassa (turbidimetria e
gravimetria), P(3HB), nitrogénio, proteina total e consumo de substrato
(Figura 8).
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20 mL de
amostra
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Figura 8. Fluxograma do processamento das amostras para 0S ensaios
conduzidos em biorreator.

3.4.2 Biomassa

A biomassa foi medida por turbidimetria e por gravimetria.
Leituras de absorbancia das suspensdes de células provenientes dos
cultivos em biorreator foram realizadas em um espectrofotdmetro (LKB
Biochron — Novaspec 1), a 600 nm, para um acompanhamento das fases
de crescimento.

Tubos de microcentrifugagdo de 2 mL (Eppendorf) foram
previamente secos em estufa da marca WTC BINDER a 60 °C por 24 h
e pesados em balanca analitica da marca Mettler AT250. Dois mL da
amostra foram colocados nesse tubo e centrifugados a 9000 min™ por 10
min. Em seguida, o meio foi retirado e as células foram lavadas duas
vezes com 4agua destilada. A agua foi descartada apds nova
centrifugacdo e as células foram secas em estufa a 60 °C até massa
constante. Essa massa foi entdo convertida em concentracdo celular
expressaemg L™,
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3.4.3 Determinacdo da concentracdo de P(3HB) (metandlise)

Um volume de 2mL de meio foi centrifugado e as células
lavadas duas vezes com &gua destilada, sendo depois congeladas e
posteriormente submetidas a metandlise, conforme o método baseado
em Braunegg et al. (1988), com as modificacdes propostas por Brandl et
al. (1988). Em seguida, o P(3HB) foi dosado por cromatografia gasosa
(CG).

Para elaboragdo da curva padréo, o polimero puro (Aldrich) foi
pesado de forma a se obter massas entre 0,001 e 0,05g. Os padrdes
foram submetidos a etapa de metandlise, bem como as amostras.

3.4.3.1 Metandlise

Foram acrescentados 2 mL de metanol acidificado e 2 mL de
cloroférmio sobre as células; os tubos foram muito bem fechados
(utilizou-se fita veda-rosca) e as células foram resuspensas em agitador
vértex. Em seguida, os tubos foram aquecidos a 100 °C por 1 h em
banho termostatico com tampa.

Decorrido esse tempo, os tubos foram retirados um a um e
agitados em vortex, retornando para o banho por mais 1 h e 20 min,
sendo apos este tempo resfriados em banho de gelo.

Ap06s 0 abaixamento da temperatura até temperatura ambiente,
acrescentou-se 1 mL de agua destilada agitando-se novamente no vortex
por 30 s para apo6s a decantacdo haver a formagdo de duas fases. Com
uma pipeta Pasteur, retirou-se a fase inferior (cloroférmio mais
polimero) passando-a aos frascos de amostra para a analise por CG.

3.4.3.2 Cromatografia gasosa

A coluna utilizada para a dosagem de P(3HB) foi a de silica
fundida (0,53 mm/30 m) modelo Supercowax 10. O cromatdgrafo foi o
CG-System 6890 marca Agilent equipado com um detector de
ionizacdo de chama (FID — hidrogénio e oxigénio). O gas de arraste
utilizado foi hélio com fluxo constante de 3,5 mL min™, as temperaturas
de injecdo e deteccdo foram de 250 °C com temperatura da coluna
aumentando em rampa, de 80 a 200 °C (20 °C min™).
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3.4.4 Determinacdo da concentragdo de substrato

As concentracBes de acUcar invertido e glicerol foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(Merck Hitachi modelo D-7000IF) com detector de indice de refragdo
modelo RI-71 Merck, com a coluna de marca Transgenomic, modelo
ICSep ICE-ION Column (trocadora de prétons). A fase mével utilizada
foi H,SO, 8,5mmol L™ tendo fluxo de eluente de 0,4 mL min™ e
temperatura do forno de 70 °C com volume de injecdo de 10 L.

3.4.5 Determinacdo do teor de nitrogénio

Para verificacdo do consumo de nitrogénio foi utilizado o kit
Uréia ES, baseado no método enzimatico-colorimétrico Berthlot,
utilizado para determinar a uréia no soro, no plasma e na urina.

Nesse método, a uréia € transformada em carbonato de aménia na
presenca de urease. O ion amonio, na presenca de salicilato, hipoclorito
e nitroprussiato (NP), forma azul de indofenol, conforme esquema a
seguir, produto cuja intensidade da cor formada é diretamente
proporcional a concentragdo de uréia na amostra.

urease
Uréia — (N H4)2C03

NP
NH," + salicilato + hipoclorito —— azul de indofenol

Reativos do kit

* Reativo 1:100 mL de solucdo-tampdo fosfato 0,1 M, salicilato
0,3 M, nitroprussiato de sédio 17 mM e EDTA 7 mM

 Reativo 2: 17 mL de hipoclorito de s6dio 0,32 M em NaOH 4,0 M

» Reativo 3: 20 mL de solucdo de urease em tampao fosfato

* Reativo 4: solugdo padrdo: 5 mL de solugdo aquosa de uréia
60 mg dL™

* Reativo 1 A: mistura de 5 partes do reativo 1 com 0,2 parte de
reativo 3

O preparo das amostras (devidamente diluidas), assim como das
solucdes padrdo e branco, foi realizado de acordo com a Tabela 5.
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Tabela 5. Volumes de &gua, amostra e reagentes a serem utilizados na
dosagem de nitrogénio.

Branco Padréo Amostra
Padrédo 10 uL
Amostra 10 pL
Reativo 1A 1mL 1mL 1mL
Misturar. Incubar exatamente 5 min a 37 °C. Adicionar:
Reativo n° 2 1mL 1mL 1mL

Misturar. Incubar exatamente 5 min a 37 °C.

A leitura da absorbancia foi realizada a 600nm em
espectrofotdmetro LKB Biochron — Novaspec |1, zerando-se o aparelho
com o branco. A reagdo é estavel por até 2h e a concentragdo de
nitrogénio foi calculada de acordo com a Equacéo 1:

Abs amostra

NHI (mg dL_l) = W x 60 (Equagéo 1)
Onde:
NH," é a concentracdo de nitrogénio na forma de aménia determinada
na reagao;

Abs amostra é a absorbancia obtida da leitura da amostra em
espectrofotdmetro a 600 nm;
Abs padrdo é a absorbancia obtida da leitura do padrdo em
espectrofotdbmetro a 600 nm.

3.5 Metodologia utilizada para determinacéo dos parametros
cinéticos

Considerando-se que o actimulo de P(3HB) é intracelular, é
importante a definicdo dos termos a seguir, para melhor entendimento
da metodologia adotada para os célculos:

Xt (biomassa total) = biomassa celular contendo P(3HB) intracelular
Xr (biomassa residual) = Xt — P(3HB) intracelular

3.5.1 Fatores de conversao

O fator de conversdo de substrato em célula Yxus (g g™) foi
determinado por meio do coeficiente angular da linearizacdo dos pontos
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experimentais correspondentes a fase de crescimento de C. necator no
grafico de dispersdo da concentracdo celular versus a concentracdo de
substrato.

O fator de converséo de substrato em produto Ypgngys (9 g'l) foi
determinado através do coeficiente angular da linearizacdo dos pontos
experimentais correspondentes a fase de produgdo do polimero no
grafico de dispersdo da concentracdo de P(3HB) versus a concentragéo
de substrato.

3.5.2 Produtividade global

A produtividade global em células Px, (gL*h™) e a
produtividade  global em  polimero  Pgp@pgy (9 L h™)  foram
determinadas por meio do coeficiente angular da linearizagdo dos pontos
experimentais correspondentes as curvas de crescimento de C. necator e
de producdo de P(3HB) no grafico de dispersdo das concentracfes
celular e de polimero, respectivamente, versus o tempo de cultivo.

3.5.3 Produtividade da fase de producédo de P(3HB)

A produtividade em polimero na fase de produgédo Ppgpg)
(L™ h™) foi determinada por meio do coeficiente angular da
linearizacdo dos pontos experimentais correspondentes a fase de
producdo na curva de producdo de P(3HB) por C. necator no gréafico de
dispersdo da concentracéo do polimero versus o tempo de cultivo.

3.5.4 Velocidades especificas de crescimento celular, formacéo de
produto e consumo de substrato

A partir dos perfis de concentracdo celular, formagéo de produto
e consumo de substrato com o tempo, foi possivel determinar, em cada
instante, as velocidades instantaneas de crescimento microbiano (dX/dt),
de formagdo de produto (dP(3HB)/dt) e de consumo de substrato
(ds/dt).

Dividindo-se as velocidades instantdneas pela concentracdo
celular residual no ponto, obtém-se as velocidades especificas de
crescimento celular (Jx,), formacdo de produto (up) e de consumo de

substrato (Us), conforme Equacdes 2, 3 e 4, respectivamente.
1dX ~
Hxr = > — (Equacdo 2)

1dpP ~
Hp = - Equacéo 3)
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1ds

T Equacéo 4)

Us =

A velocidade especifica de crescimento da fase de crescimento
celular constante, considerada neste trabalho como a velocidade
especifica maxima de crescimento, foi calculada por meio do coeficiente
angular da reta obtida, relacionando-se o logaritmo neperiano da massa
celular (X) com o tempo, de acordo com a Equacdo 5.

In(X) = In(Xy) + tmsxt (Equacéo 5)
onde:

X é a concentracéo celular;

X € a concentracgdo celular inicial;

Mmax € a velocidade especifica maxima de crescimento;

t é o tempo de cultivo.

3.6 Recuperacéo do P(3HB) produzido
3.6.1 Extracdo de P(3HB)

Ao término de cada ensaio, o meio foi congelado em frascos
apropriados até a extracdo de P(3HB) a qual foi realizada seguindo-se o
método adaptado por Formolo et al. (2005).

Para a extragdo, apds o descongelamento da amostra em banho
térmico, o meio foi homogeneizado e entdo, retiradas aliquotas de 2 mL,
gue foram transferidas para microtubos de centrifuga e centrifugadas a
8.000 min™ por 15 min. O sobrenadante foi descartado e as células
foram lavadas duas vezes com agua destilada e centrifugadas conforme
anteriormente mencionado. Em seguida, foram adicionados 1 mL de
cloroférmio e 1,25 g de pérolas de vidro com 0,75 mm de didmetro para
rompimento das células microbianas. Os microtubos foram fechados,
vedados com auxilio de fita crepe e levados ao moinho (Retsch) por 20
min em rotacdo maxima. Os microtubos foram novamente centrifugados
a 8.000 min* por 15 min. Houve a formacdo de trés fases: a inferior,
composta pelas pérolas de vidro; a intermediaria, contendo cloroférmio
e polimero dissolvido e a superior, formada pelos rejeitos (debris)
celulares. Com auxilio de uma pipeta automatica, retirou-se a fase
intermediaria, que foi vertida em placas de Petri e foram deixadas para
secagem a temperatura ambiente. Formando assim um filme polimérico.



73
3.6.2 Purificacéo dos filmes de P(3HB)

Como o filme formado apds a extragdo do polimero ainda contém
muitas impurezas, foi necessario um processo de purificacdo em n-
hexano.

O polimero foi dissolvido em cloroférmio na razdo de 1:100
(m:V) em recipiente fechado, sendo aquecido (maximo de 80 °C) sob
agitacdo magnética. Apods a total dissolugdo, verteu-se essa solugdo em
n-hexano na proporcdo de 1:2 (V:V), sem aquecimento, mas sob
constante agitacdo. Imediatamente houve a separagdo de fase pela
adicdo de ndo solvente do polimero, recuperados por filtracdo a vacuo.
O produto seco retido na membrana foi pesado novamente e dissolvido
em cloroférmio na concentracéo de 0,1 g L™, vertido sobre uma placa de
Petri e deixado evaporar para formagdo do filme em uma cuba de vidro
onde o solvente foi eliminado em atmosfera saturada de cloroférmio
para evitar a separacdo de fases (Figura 9) que ocorre por acdo da
umidade.

Figura 9. Cuba de vidro para formacdo do filme por evaporagdo lenta
de solvente.

3.7 Caracterizacéo do P(3HB) sintetizado por Cupriavidus necator

O polimero obtido a partir dos cultivos de Cupriavidus necator
foi caracterizado pelas técnicas de espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e difratometria de
raios-X (DRX), andlise termogravimétrica (TGA), calorimetria
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diferencial exploratéria (DSC), ensaios mecanicos sob tensdo e
microscopia eletrdnica de varredura (MEV).

3.7.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A caracterizacdo dos grupamentos funcionais dos polimeros foi
feita por espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), em
equipamento da Perkin Elmer Spectrum One (Laboratério de
Caracterizacdo de Materiais/fUDESC), no intervalo de 4.000 a 450 cm™,
resolucdo de 4 cm™ e acessério de refletancia total atenuada (ATR).

3.7.2. Difratometria de raios-X (DRX)

A cristalinidade dos filmes de P(3HB) sintetizados foi
determinada pela técnica de difracdo de raios-X. Os difratogramas de
raios-X das amostras foram obtidos em um difratdmetro de raios-X da
marca PHILIPS, modelo X Pert, com fonte de radiagdo Cu-K (A = 0,154
nm). As analises foram realizadas com tenséo de 30 kV e corrente de 30
mA. O angulo 26 de incidéncia variou de 3 a 118 ° com velocidade de
2°min™ e resolucdo de 0,02°. As analises foram realizadas no
Laboratério de Caracterizacdo Microestrutural da Universidade Federal
de Santa Catarina (LCM/UFSC). O percentual de cristalinidade foi
calculado medindo-se a(s) area(s) do(s) pico(s) e a area total do
difratograma.

3.7.3 Analise termogravimétrica (TGA)

As analises de TGA dos polimeros sintetizados foram realizadas
visando determinar a degradacdo térmica e a perda de massa (amostras
degradadas) e a estabilidade térmica dos polimeros, temperatura de
degradacdo (Tonset) € temperatura maxima de degradacdo (Tmax). AS
curvas de TGA foram obtidas em uma termobalanca TGA-Q50/TA
Instruments (Laborat6rio de Materiais/lUNIVILLE), sob atmosfera de
N,. As amostras foram aquecidas de 25 a 600 °C a uma taxa de
aquecimento de 10 °C min™, sob atmosfera de nitrogénio.

3.7.4 Calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

As andlises de DSC foram conduzidas com o objetivo de
identificar a temperatura de transi¢do vitrea (T), temperatura de fuséo
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(Tm) e grau de cristalinidade (o) dos polimeros sintetizados. As curvas
de DSC foram obtidas em um DSC-Q20/TA Instruments (Laboratorio
de Materiais/fUNIVILLE). Para se realizar o teste, as amostras foram
colocadas no equipamento juntamente com um material de referéncia, a
cépsula vazia. As amostra foram aquecidas a 10 °C min™ de 25 a 200
°C, mantendo-as nessa temperatura por 2 min e, em seguida, resfriadas
até — 50 °C, sendo novamente aquecidas a 200 °C. As analises foram
realizadas sob fluxo de nitrogénio (50 °C min™), sendo que o primeiro
aquecimento foi realizado para apagar a historia térmica do material em
teste. O grau de cristalinidade (oc) foi determinado de acordo com a
equacdo 10, utilizando o valor de AH,,’ padrdo considerando o P(3HB)
100 % cristalino de 146 J g (VOGELSANGER et al., 2002). O grau de
cristalinidade por esta técnica foi calculado por meio da Equacéo 6.

X, = Sm 100 % (Equacéo 6)

AHY,

Onde: AHy, = entalpia de fus&o da amostra (J g™)
AH, = entalpia de fusdo considerando polimero 100 % (J g

3.7.5 Propriedades mecanicas sob tracéo

Estes ensaios foram realizados para avaliar as propriedades
mecanicas dos diferentes materiais obtidos. Corpos de prova de 50 mm
de comprimento, 10 mm de largura e aproximadamente 0,10 mm de
espessura foram pré-condicionados de acordo com a norma ASTM D-
618, a 23+ 2 °C e 50 % de umidade relativa (x5 %) por no minimo
48 h e submetidos a ensaios sob tensdo em uma maquina Universal de
ensaios EMIC modelo DL 10000/700 com uma célula de carga de 500
N e velocidade de 10 mm min™ (Laboratério Ensaios Mecanicos -
UNIVILLE) utilizando a norma ASTM D882-09. Foram registrados os
dados de tensdo maxima e alongamento na ruptura. O modulo de Young
foi calculado usando a curva Tensdo versus Deformacédo, pelo método
da tangente apresentado por Canevarolo (2003).

Para a realizaco do ensaio mecénico sob tenséo foram analisados
dez corpos de prova de cada amostra. A fim de rejeitar os valores
desviantes antes de calcular a média e o desvio padrdo das replicatas do
ensaio mecanico sob tensdo foi utilizado o Teste Q de Dixon com grau
de confianca de 90 %, seguindo o modelo exposto pelo Departamento
de Quimica da Universidade de Atenas (DIXON'S Q-TEST, 2012, web),
mantendo sempre no minimo seis replicatas para cada amostra.
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3.7.6. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Fragmentos da superficie superior dos filmes foram fixados em
um suporte metdlico e recobertos com ouro, utilizando-se um
metalizador de amostras e os fragmentos foram observados aoc MEV
marca PHILIPS modelo XL 30 no Laboratério de Caracterizacdo de
Materiais (LCM/UFSC).

3.8 Ensaios de biodegradacgédo

O preparo do solo e os ensaios de biodegradacdo realizados neste
trabalho seguiram a metodologia do teste soil burial e foram executados
com base na norma ASTM G160 — 98.

3.8.1 Preparacdo do solo

O solo foi preparado com partes iguais de solo fértil (com baixo
teor de argila), esterco de cavalo e areia de praia (42 mesh). A massa
total da terra seca foi de 15 kg. Apds a mistura, a terra foi peneirada com
uma peneira de 4 mesh. A terra foi envelhecida por trés meses e
reexaminada duas vezes por més, monitorando-se o pH (6,5a 7,5) e a
umidade (20 a 30 %). O pH do solo foi monitorado nesse periodo e
mantido entre 6,5 e 7,5 mediante adicdo de calcério ou enxofre,
respectivamente, para aumentar ou abaixar o pH.

Posteriormente, foi realizado teste para determinacéo da atividade
microbiana do solo. A quantificacdo de células viaveis foi realizada
utilizando técnica de espalhamento, tendo como meio de cultura Plate
Count Agar (PCA). Uma aliquota de 10 g de solo foi acondicionada em
frasco contendo 100 mL solugo salina 0,9 % (diluicdo 10™). Foram
transferidos 10 mL da solucdo anterior para o frasco seguinte, contendo
90 mL de solucéo salina, constituindo a diluicdo 102 Este procedimento
se repetiu até a diluicdo 10°. Em seguida, foi transferido 0,1 mL de cada
diluicdo, em duplicata, para placas de Petri contendo meio PCA. O
espalhamento foi realizado com o auxilio de alca de Drigalski.
Posteriormente, as placas foram incubadas a temperatura de 30 °C por
48 h para contagem de unidades formadoras de colénia (UFC mL™).
Apo6s obtencdo de resultado positivo nesse teste, a terra foi
acondicionada em copos de Becker de 1 L com cerca de 17 cm de altura,
que foram utilizados nos testes de biodegradacéo.
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3.8.2 Ensaios de biodegradagéo

Os filmes obtidos a partir dos cultivos de Cupriavidus necator
foram submetidos aos ensaios de biodegradacdo em solo com base na
norma ASTM G160-03. Para tanto, foram utilizados copos de Becker de
17 cm de altura (Figura 10) nos quais foram adicionados o solo
preparado e a amostra do polimero cortada no tamanho de 25 cm?® a
aproximadamente 2 cm do fundo do frasco, sendo colocada uma
amostra para cada copo de Becker. As amostras foram acondicionadas
em sacos de nylon para ndo serem perdidas no solo e possibilitar a
analise gravimétrica durante a degradagéo.

Figura 10. Ensaio de biodegradacéo em solo.

Os copos de Becker foram condicionados em um ambiente onde a
temperatura foi controlada em 30 £ 2°C e a umidade entre 85 a 95%.

As amostras foram removidas ap6s 7, 14, 21, 28 e 35 dias,
cuidadosamente lavadas em agua destilada e secas em estufa a vacuo a
40 °C por 24 h. Foram avaliadas as mudangas morfoldgicas (avaliagdo
visual e MEV), gravimetria, propriedades térmicas (TGA e DSC) e
variagdo do grau de cristalinidade (DRX) e cisdo de cadeias ou
modificacdo na estrutura quimica (FTIR).

A anélise gravimétrica dos filmes foi realizada em escala
analitica apds a biodegradacdo. A degradacdo microbiana pode ser
expressa como porcentagem de reducdo de massa (Equacao 7).
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Reducio de massa (%) = (%) x 100 % (Equagéo 7)
0

Onde:
m, é a massa inicial da amostra submetida a degradac&o;
mk € a massa da amostra no tempo de degradacdo k.

3.9 Degradacdo em cdmara de envelhecimento acelerado

Amostras dos filmes obtidos nos ensaios AI/GP e Al/SG, com
tamanhos de 50 x 1 mm foram expostos em uma camara de
envelhecimento acelerado, mantidas a temperatura média de 45 °C, umi-
dade do ar em 65 %, sob incidéncia direta dos raios de [dmpadas UV.

O equipamento UV, ilustrado na Figura 11, é adaptado de acordo
com a norma ASTM G154-06 e possui oito lampadas de mercirio
fluorescentes (Cleo Desempenho 80 W - PHILIPS), UVA = 22 W e
UVA /UVB = 0,8 %. A fonte de radiacdo foi de lampadas fluorescentes
Philips de 80 W, com irradiacdo de 310 nm e 400 nm, com uma média
de radiacdo de cerca de 340 nm, com boa equivaléncia com a radia¢do
solar. Sob as condices utilizadas a dose diaria de radiacéo ultravioleta é
de cerca de 0,77 Wh/m?

As amostras foram retiradas aos 7, 14, 28, 49, 63, 77 e 91 dias de
exposicdo e pesadas a fim de verificar a reducdo de massa durante a
degradacéo pela irradiagcdo UV.

LY
“

Camoro de
envehecmento
axcelerado

Figura 11. Foto das amostras expostas na camara de envelhecimento
acelerado.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo apresentados os resultados para a avaliacdo
da influéncia da temperatura de cultivo de Cupriavidus necator e do uso
do glicerol como Unica fonte de carbono ou como cosubstrato na
producdo de poli(3-hidroxibutirato).

Para um melhor entendimento dessa sessdo optou-se por separar
esse capitulo da seguinte maneira: primeiro sdo apresentados 0s ensaios
preliminares nos quais foi avaliada a possibilidade do uso do glicerol
proveniente da producdo do biodiesel na biossintese do P(3HB). Em
seguida, sdo apresentados 0s ensaios planejados por meio de um
delineamento composto central rotacional 2° no qual foram avaliadas a
influéncia da temperatura e das concentragcGes de aglcar invertido e
glicerol no crescimento de C. necator, bem como na producdo e
acimulo do polimero pela célula, ensaio este que foi em seguida
validado em triplicata avaliando sua cinética. Dando continuidade ao
trabalho, seguiu-se com a melhor condicéo da validacdo para uma escala
em biorreator, também com avaliagdo cinética e extragdo dos filmes
para a sua caracterizacdo fisico-quimica, térmica e mecanica. E,
finalmente, foram realizados os ensaios de degradagdo por UV e
biodegradacdo em solo com avaliagdo do material degradado.

4.1 Sintese do biodiesel e extracdo do glicerol

O glicerol bruto extraido do biodiesel sintetizado no laboratério
da UNIVILLE foi analisado em HPLC e em sua composi¢do foi
encontrado 40,4 % de impurezas, sendo este um valor relativamente
elevado quando comparado ao obtido por Ooi et al. (2004) que
constatou 30 % de impurezas. Como pode ser observado na Figura 12, a
coloracdo é castanha (fase mais densa), diferentemente do glicerol
purificado que é incolor.



Figura 12. Separacéo das fases na extracdo do glicerol de biodiesel.
Esse glicerol foi utilizado nos experimentos preliminares como
glicerol bruto. O glicerol purificado utilizado foi da Fluka.
4.2 Ensaios em frascos agitados
4.2.1 Ensaios preliminares
Na Tabela 6 estdo apresentados os valores de concentracdo
celular (X;), concentracdo de polimero (P(3HB)) e o acimulo percentual

de polimero no interior da célula de C. necator para 0s experimentos
preliminares, realizados em duplicata.
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Tabela 6. Resultados preliminares do cultivo de C. necator em glicerol
bruto e purificado. Concentragdo celular (Xt), concentracdo de P(3HB) e
acumulo percentual de P(3HB).

Acumulo
Ensaio Condigao Xt_l P(SH_?) P(3HB)
@LY)  @LY g
controle 30 g L™ de aglicar invertido 7,3 3,0 40,7
glicerol bruto 3 g L™ de glicerol bruto 2,3 0,4 16,2
como substrato
glicerol purificado 34 L de glicerol purificado 1,7 0,4 219
como substrato
glicerol bruto 30 g L™ de aglicar invertido e
como cosubstrato 3 g L™ de glicerol bruto 8,0 34 426
- o _1 ., - -
glicerol purificado 30 g L™ de agucar invertido e 8.3 43 514

como cosubstrato 3 g L™ de glicerol purificado

A concentracéo celular foi igual a 2,3gL" e 1,7gL™ quando
glicerol bruto e purificado foram utilizados, respectivamente, como
Unica fonte de carbono. Quando o glicerol bruto e purificado foram
utilizados como cosubstratos, a concentracdo celular chegou a 8,0 e
8,3 g L™, respectivamente. Isto j& era de se esperar, pois o fornecimento
total de energia foi maior na condicdo em que o subproduto do biodiesel
foi adicionado de agucar invertido. Porém, o objetivo foi verificar se o
glicerol ndo seria um inibidor do cultivo, principalmente na forma bruta
por conter diversos residuos de outros compostos utilizados na producédo
de biodiesel. Mesmo tendo utilizado uma concentracéo baixa de glicerol
como substrato no meio de cultivo (3gL™), verificou-se que o
crescimento celular ndo foi inibido e que as células foram capazes de
acumular P(3HB) no interior das células. Mothes et al. (2007) levantou
a questdo da inibicdo do crescimento de C. necator devido ao acimudo
de sais no meio provenientes da transesterificacdo dos dleos para
producdo do biodiesel. Porém, quando o glicerol foi utilizado como
cosubstrato no cultivo, pode-se verificar que as células foram capazes de
acumular em média 42,6 e 51,4 % de P(3HB) quando foi adicionado ao
meio glicerol bruto e purificado, respectivamente. Quando comparou-se
esses dados com o experimento controle (utilizando agucar invertido
como fonte de carbono) onde foram obtidas concentrages celulares
média de 7,2 g L™ e acimulo de 40,7 % de P(3HB), pode-se considerar
gue o uso do glicerol bruto é vidvel pois proporciona resultados
semelhantes ao controle. O uso do glicerol purificado como cosubstrato
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do cultivo proporciona aumento percentual de produgdo de P(3HB) na
ordem de 20 % em relacdo ao glicerol bruto.

4.2.2 Ensaios delineados

Para avaliacdo da influéncia da temperatura no cultivo de
Cupriavidus necator DSM 545, e a influéncia das concentraces de
acucar invertido e glicerol purificado um delineamento composto central
rotacional foi utilizado.

Na Tabela 7 estdo apresentados 0s 17 ensaios realizados com as
condicbes experimentais utilizadas e as respostas obtidas nos
experimentos.

Tabela 7. Condicdes experimentais dos ensaios delineados e as
respostas em Xt (g L"), Xr (g L™) e P(3HB) (g LY.

e Gl T e o

gL™Y C) gL (gL™) (%)
1 6,1 6,1 30 55 0,74 13,40
2 239 6,1 30 53 0,84 15,93
3 6,1 239 30 78 2,72 34,90
4 239 239 30 6,9 2,07 28,25
5 6,1 6,1 36 5,9 1,31 22,16
6 23,9 6,1 36 6,1 1,51 24,76
7 6,1 239 36 9,3 3,99 42,86
8 239 239 36 9,2 3,89 42,33
9 15 15 28 6,6 2,15 32,52
10 15 15 38 9,6 6,89 71,74
11 15 0 33 1,2 0,32 26,43
12 15 30 33 10,9 5,26 48,26
13 0 15 33 7,0 2,13 30,38
14 30 15 33 8,8 3,26 37,06
15 15 15 33 8,6 3,07 35,73
16 15 15 33 8,5 331 38,96
17 15 15 33 8,7 3,68 42,31
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Na Tabela 8 esta apresentada a analise de variancia (ANOVA)
para a producgdo de P(3HB). Estdo demonstradas a soma quadratica, 0s
graus de liberdade, a média quadréatica, o F calculado e a probabilidade
dos valores serem significativos (p<0,05) para cada varidvel e suas
interacdes. Por meio da estimativa do p-valor fornecido pela ANOVA,
verificou-se que das varidveis testadas, quando analisadas
individualmente, apenas a concentracdo de acgucar invertido e a
temperatura de incubacdo exercem influéncia significativa na producéo
de P(3HB). A concentracdo de glicerol e as interagdes ndo foram
estatisticamente significativas.

Tabela 8. Analise de variancia (ANOVA) dos valores obtidos para a
producdo de P(3HB).

Soma Graus de Média

Fatores Quadrética liberdade quadratica P
Glicerol (LY (L) 0,15972 1 015972  0,13279 0,726317
Glicerol (LY (Q)  2,82548 1 282548  2,34899 0,169229
Aclcar invertido ) 1536, 1 20,15362  16,75492 0,004612
(gL L) ]

Acucar invertido

¢ 245919 1 245919  2,04448 0,195837
@LH @
T (°C) (L) 11,05952 1 11,05952  9,19444 0,019054
T (°C) (Q) 0,23435 1 023435  0,19483 0,672239
Interagao glicerol x ) 1 3567 1 0,13787  0,11462 0,744875
agucar invertido
?tera@a‘) glicerol X 5377 1 005327  0,04429 0,839318
Interagdo agticar 0,42664 1 042664  0,35469 0,570215
invertido x T
Erro 8,41994 7 1,20285
Soma dos quadrados 4622441 16
total

Valores em negrito = estatisticamente significativos (p < 0,05).

Os coeficientes e suas interacbes fazem parte do modelo para
compor a superficie de resposta, e estdo apresentados na Equacéo 8.
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P(3HB) = 3,435 + 0,108*[G] - 0,501*[G]* + 1,215*[Ai ] - 0,468*[Ai]* +
0,900*T + 0,144*T* - 0,131*[G]*[Ai] + 0,082*[G]*T +
0,231*[AI]*T (Equagéo 8)

onde: P(3HB): concentracdo de poli(3-hidroxibutirato); [G]:
concentracdo de glicerol (g L™); [Ai]: concentragdo de aglicar invertido
(gL"Y); T: temperatura de incubacdo (°C). Os valores em negrito
representam os valores estatisticamente significativos. Como o modelo é
preditivo na regido experimental, estdo apresentadas na Figura 13 as
superficies de resposta para a produgdo de P(3HB) em relacdo a
concentracdo de acglcar invertido e a temperatura de incubacdo, dentro
do intervalo testado, mantendo a concentracdo de glicerol em 0 g L™
(13a) e 15g L™ (13b).
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Figura 13. Superficies de resposta para produgédo de P(3HB) em relacdo
a concentracdo de aglcar invertido (g L™) e & temperatura de incubacio
(°C). (a) sem glicerol e (b) concentracéo de glicerol igual a 15 g L™

Como pode ser observado nas Figuras 13a e 13b, a temperatura
de incubacdo exerce influéncia significativa na producdo do polimero.
Schneider (2006) ja havia observado em seu trabalho, utilizando o
mesmo meio de cultura, porém adicionado de 6leos vegetais ao invés de
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glicerol, que um incremento na temperatura de 30 para 37 °C elevava a
producdo de P(3HB). Pode-se verificar que, quando o glicerol esta
presente numa concentracdo de 15g L™ (Figura 13b) chega-se a uma
producdo de 6,9gL™ contra 53g L™, na melhor condicdo, sem o
acréscimo de glicerol, mesmo nédo sendo estatisticamente significativa a
concentragcdo de glicerol. Com relacdo ao acumulo percentual de
P(3HB), resultados semelhantes foram obtidos. Na Tabela 9, esta
apresentada a analise de variancia para o acumulo percentual de
P(3HB).

Tabela 9. Anélise de variancia (ANOVA) demonstrando a variacdo
significativa do acimulo percentual de P(3HB) no interior das células de
C. necator.

Fatores Soma Graus de Meédia =
Quadratica liberdade quadratica P
Glicerol (9 L) (L) 6,154 1 61538  0,056641 0,818703
; -1

?Q")CG“" @L?) 258,735 1 2587353 2381433 0,166693
Aglcar invertido g7 96 1 867,0961 7,980864 0,025587
(gL L) ]
Acucar invertido

¢ 138,757 1 138,7566 1,277134 0,295664
@LH @
T(°C) (L) 815,916 1 8159157 7,509793 0,028901
T(C) Q) 33,419 1 33,4188  0,307591 0,596429
Interagao glicerol g o) 1 18,9537  0,174453 0,688698
X aguicar invertido
:(”;era‘?ao glicerol 4,808 1 48079  0,044253 0,839376
Interagdo agticar 2,477 1 24774 0,022802 0,884233
invertido x T
Erro 760,528 7 108,6469
Soma dos 2958,539 16

quadrados total

Valores em negrito = estatisticamente significativos (p < 0,05)

Foram significativos para o percentual de acimulo de P(3HB) os
mesmos fatores que foram significativos para a produgdo do polimero,
ou seja, a concentracdo de aclcar invertido e a temperatura de
incubacdo. Os coeficientes e suas interagdes fazem parte do modelo para
compor a superficie de resposta, e estdo apresentados na Equacéo 9.
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Actimulo = 39,874 + 0,672*[G] - 0,487*2[6]2 + 7,972%[Ai] -
3513*[AI]? + 7,733*T + 1,724*T? ~ 1,539*[G]*[Ai] +
0,775*[G]*T + 0,556*[Ai]*T (Equacio 9)

Pelo modelo preditivo, pode-se construir as superficies de
resposta para o acUmulo percentual de P(3HB) em relacdo a
concentracdo de aclcar invertido e a temperatura de incubagdo,
mantendo a concentragdo de glicerol em 0 g L™ (Figura 14a) e 15g L™
(Figura 14b).
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Figura 14. Superficies de resposta para o acimulo de P(3HB) (%) em
relacdo & concentragdo de aglicar invertido (g L™) e a temperatura de

incuba(:;Léo (°C). (a) sem glicerol e (b) concentracdo de glicerol igual a
15gL".

Ao adicionar-se 15 g L™ de glicerol, o percentual de actimulo de
P(3HB) passa de 50 para 65 %, acumulo semelhante ao encontrado por
Cavalheiro et al. (2009) que obteve 62 % de acumulo utilizando o
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mesmo micro-organismo em processo de batelada alimentada tendo
glicerol como Unica fonte de carbono.

4.3 Validagdo do Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR)

Por meio da andlise do delineamento, chega-se como condicdo
6tima a ser validada, em triplicata, a temperatura no nivel axial superior
(38 °C) e a concentracdo de acUcar invertido também no nivel axial
superior (30 g L) e glicerol no nivel axial inferior (sem glicerol), uma
vez que a andlise de variancia mostra que a concentragéo de glicerol ndo
exerce influéncia significativa nem na producdo de P(3HB) nem no
acumulo percentual do polimero nas células. Mesmo ndo tendo indicado
a adicdo de glicerol como uma variavel significativa, ndo se pode negar
gue um incremento de 15% na producdo do polimero ndo seja
interessante do ponto de vista operacional na fase de extracdo desse
polimero. Soma-se a isto, ndo se saber até esse momento qual é a real
contribuico da adicdo do glicerol em termos de propriedades que o
polimero pode adquirir, uma vez que o volume de meio nos frascos de
Erlenmeyer ndo é suficiente para a extracdo dos filmes para realizacdo
das analises de caracterizagdo térmica e mecanica dos mesmos. Desta
forma, optou-se por realizar os ensaios de validacdo do modelo, em
triplicata, ndo somente com a condicdo predita como a melhor, mas
também as condicBes que, mesmo nao tendo indicado a concentracdo de
glicerol como uma variavel significativa, apresentaram predicdo para a
producdo de P(3HB) interessantes, que foram essas: 38 °C, 15g L™ de
aclcar invertido e 15g L™ de glicerol e 38°C, 30g L™ de aclcar
invertido e 15 g L™ de glicerol.

Em todos os experimentos de cinética de crescimento microbiano
e producdo de P(3HB) realizados em frascos agitados, os valores de
concentracdo inicial de aglcar invertido foram um pouco inferiores aos
valores dos quais tinha-se a intengéo de iniciar o processo. Isso ocorreu
porque foi adquirido um grande lote de glicose que foi reposto nos potes
de glicose anteriormente utilizados e ndo se sabia, no momento da
realizacdo dos experimentos, que a glicose que estava sendo utilizada
tinha apenas 90 % de pureza.

Nas Figuras 15, 16 e 17 estdo apresentadas as cinéticas de
crescimento de Cupriavidus necator DSM 545 e producdo de P(3HB)
para as condigdes supramencionadas.
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Figura 15. Cinética, em frascos agitados, do crescimento de
Cupriavidus necator DSM 545 e producdo de P(3HB) a 38 °C,
utilizando 30 g L™ de actcar invertido como substrato. (@)biomassa

total (Xt), (A) producéo de P(3HB), (---) biomassa residual (Xr), (I )
concentracdo de acUcar invertido(Acucar).

No cultivo de C. necator sem a presenga de glicerol no meio de
cultivo, a fase exponencial de crescimento foi até 12 h de cultivo, com
velocidade especifica de crescimento de 0,22 h™* (Figura Ade - Anexos).
Chegou-se a limitagdo em nitrogénio em 12 h de cultivo (representado
pela linha tracejada vertical, na figura 15) quando é possivel observar
gue as células cessam o seu crescimento e passam somente a utilizar o
substrato para sua manutencdo e acimulo do polimero no seu interior, 0
gue pode ser claramente observado pela curva da biomassa residual (Xr
= Xt — P(3HB)). Esse comportamento € tipico dessa bactéria frente a
limitacdo de nitrogénio e ja foi observado por diversos autores
(MARANGONI et al., 2000; SQUIO, 2003; SCHNEIDER, 2006;
GARCIA, 2006). Concentracdes abaixo de 0,2 g L™ de nitrogénio ja
permitem o aclmulo de P(3HB) durante a fase de crescimento ndo
limitado. Neste trabalho, foi possivel observar producdo de P(3HB) a
partir de cerca de 10 h de cultivo. A producéo de P(3HB) chegou a 4,6 +
1,09 L™ o que representa um actmulo total de 48,9 % de P(3HB) no
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interior das células ap6s 24 h. Schneider (2006), analisando os
resultados obtidos em seus ensaios, observou duas fases
caracteristicas: a fase de crescimento celular, sem limitacdo de
nitrogénio onde o aumento da massa celular resulta quase que
totalmente do aumento da biomassa residual. A duracdo da fase de
crescimento foi varidvel de acordo com a estratégia utilizada pela
autora. Ainda, segunda ela, a producdo de P(3HB), nessa fase, foi
negligenciavel. E a segunda fase é a fase de producdo do polimero.
Nesta fase o aumento da biomassa total é resultado do aumento da
concentracdo de polimero no interior da célula, pois ndo evidencia-
se aumento da biomassa residual.

O substrato foi consumido durante todo o cultivo, restando
no meio cerca de 9 g L™ de aglcar invertido, o que leva a um fator
de conversdo igual a 0,69 g P(3HB) por g de acgucar invertido. A
produtividade global em P(3HB) foi de 0,20 g L h™. Se levarmos
em conta somente a fase de producédo do polimero, a produtividade
em polimero chega a 0,36 g L™h™, produtividade semelhante aquela
encontrada por Garcia (2006) em seu trabalho que foi de 0,39 g L
'h'tde P(3HB), em cultivo a 30 °C, com a mesma concentracdo
inicial de aglcar invertido, porém com pulso de aglcar quando o
cultivo chegava a limitacdo de nitrogénio.

12 4 . )g - 28

R r
B & P(3HB) 1%
24

10 o Aglcar 8
1 Glicerol 422

Xt, Xr e P(3HB) (g L")
Aglcar e Glicerol (g L™

U-|'|'--‘T‘”:-|'|'|'|'|'|'|'|'|'|

0 2 4 6 &8 10 12 14 16 18 20 22 24
tempo (h)
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Figura 16. Cinética de crescimento de Cupriavidus necator DSM 545 e
producdo de P(3HB) a 38 °C, utilizando 15 g L-1 de acUcar invertido e
15 g L-1 de glicerol como substrato. (@) biomassa total (Xt), (A)
producdo de P(3HB), (---) biomassa residual (Xr), (LJ) concentragdo de
acucar invertido (Acucar), (l) concentracdo de glicerol.

Comportamentos bem semelhantes podem ser observados nas
curvas de crescimento e producdo de P(3HB) quando 15 g L™ de aglicar
invertido e 15 g L™ de glicerol foram usados como substrato (Figura 16).
Nesta situacdo, a fase de crescimento exponencial também durou até
12 h de cultivo (Figura ASe - Anexos) e a limitacdo em nitrogénio
também ocorreu nesse mesmo tempo de cultivo. A velocidade especifica
de crescimento foi de 0,21 h™%, valor um pouco inferior ao encontrado
por Mothes et al. (2007) que, utilizando 3 g L™ de glicerol puro como
substrato em frascos Erlenmeyer, chegou a uma velocidade especifica
de crescimento de 0,25 h™. Na segunda fase de cultivo, que ocorreu ap6s
a exaustdo de nitrogénio, a producdo de P(3HB) foi acentuada,
alcancando 4,3 + 0,8 g L™ o que representa um actmulo total de 51,1 %
de P(3HB) no interior das células ap6s 24 h de processo, enquanto o
aumento da biomassa residual tornou-se quase inexistente. O consumo
de acUcar iniciou um pouco antes do consumo de glicerol. Em seguida,
0s dois substratos foram consumidos durante 0 mesmo periodo. Como o
substrato residual que ficou no meio foi em torno de 4 g L™ de agtcar
invertido e 8g L™ de glicerol, o fator de conversdo foi de 0,59 g de
P(3HB) por g de substrato (agUcar invertido + glicerol), valor bem
superior aos encontrados por Nickel et al. (2008) que obtiveram 0,21 g
de P(3HB) por g de glicerol, para o cultivo de E. coli mutante. Ibrahim e
Steinbiichel (2010) que obtiveram 0,29 £ 0,3 g de P(3HB) por g de
glicerol cultivando Zobellella denitrificans e Mothes et al. (2007) que
obtiveram fator de conversdo de glicerol em P(3HB) de 0,14 gg* no
cultivo de Cupriavidus necator. Quando o glicerol € utilizado como
cosubstrato observa-se que o fator de conversdo de substrato em produto
¢ superior aos obtidos quando o glicerol é utilizado como fonte de
carbono principal, independente da forma bruta ou purificada,
comparando os resultados deste trabalho aos resultados de outros
autores que utilizaram glicerol como Unica fonte de carbono.
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Figura 17. Cinética de crescimento de Cupriavidus necator DSM 545 e
producdo de P(3HB) em frascos agitados a 38 °C, utilizando agUcar
invertido 30 g L™ e 15 g L™ de glicerol como substrato. (@) biomassa
total (Xt), (A) producdo de P(3HB), (---) biomassa residual (Xr), (L)
concentracdo de acucar invertido (Acucar), (M) concentracdo de
glicerol.

Quando se iniciou o cultivo com 30 g L™ de aclcar invertido e
15g L" de glicerol como substrato (Figura 17), o micro-organismo
cresceu a uma velocidade especifica menor (0,18 h™) do que nas outras
duas condicGes avaliadas. A fase de crescimento exponencial durou o
mesmo tempo que os outros dois experimentos (12 h). A limitacdo em
nitrogénio também ocorreu em 12h de cultivo. Nesse cultivo a
biomassa residual foi de 3,4 +1,2 ¢ L, valor inferior ao encontrado nas
outras duas condigBes avaliadas. A concentracdo de P(3HB) méaxima
alcancada foi de 7,3 + 1,49 L™, o que representou um actimulo de
68,0 % de P(3HB) no interior das células, valor superior ao das outras
duas condicdes e também superior ao de outros autores Cavalheiro et al.
(2009) chegou a 62 % de acumulo utilizando 0 mesmo micro-organismo
e glicerol comercial como substrato, Mothes et al. (2007) conseguiram
chegar a um actmulo de 58 a 60 % também com C. necator e glicerol
como substrato. Os dois substratos foram consumidos desde o inicio do
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cultivo diferentemente do que ocorreu com o cultivo contendo 15 g L™
de cada um dos substratos. Logo apdés 5h de cultivo o glicerol
praticamente ndo foi mais consumido e somente o agucar invertido
continuou a ser consumido. Como substrato residual ficou no meio em
torno de 10 g L™ de cada um dos substratos inicialmente colocados no
meio (aclcar invertido e glicerol), o fator de conversao foi de 0,58 g de
P(3HB) por g de substrato (aglUcar invertido + glicerol), valor bem
superior ao encontrado por Mothes et al. (2007), que obteve 0,14 g de
P(3HB) por g de glicerol utilizando 0 mesmo micro-organismo.

Na Tabela 10 estdo apresentados alguns parametros cinéticos para
0s trés ensaios feitos na validacdo do delineamento composto central
rotacional. Na Figura 18, estd um comparativo entre os valores preditos
pelo modelo e os obtidos experimentalmente para a produgdo e o
acumulo de P(3HB).

Tabela 10. Valores de biomassa, concentracdo de P(3HB), acumulo
percentual de P(3HB), produtividade em células, produtividade em
P(3HB), fatores de conversdo de substrato em células e substrato em
P(3HB) obtidos no cultivo de C. necator em frascos agitados utilizando
diferentes concentragdes da fonte de carbono no meio. Os valores
representam as médias + erro padrdo

Ensaio
15gL" de 30gLtde
Parémetro cinético 30gL™de acucar invertido  acgucar invertido
agucar invertido el5gL"de el15g L de
glicerol glicerol
Xt(g LY 9,4%0,2 8,420,1 10,740,4
Xr(gL?) 4,8+1,1 4,107 3,4+1,2
P(3HB) (g L) 4,6+1,0 4,3+0,8 7,3+1,4
Acumulo
P(3HB)(%) 48,9+10,1 51,1481 68,0£5,7
PXr(gL'h?) 0,22 0,18 0,15
PP(3HB) (g L™*h™) 0,20 0,19 0,32
Pp@arey (@ Lh™) 0,36 0,34 0,58
Hmax (W) 0,21 0,21 0,18
Yx/s (g™ 0,17 0,18 0,07

YP(3HB)/s (3 g™) 0,69 0,59 0,58
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Figura 18. Comparativo entre os valores preditos pelo modelo para a
producdo de P(3HB) e acimulo percentual do polimero comparado aos
valores obtidos experimentalmente no cultivo de C. necator a 38 °C
variando as concentracGes de agUcar invertido e glicerol.

Como podem ser observados na Figura 18 os valores preditos
para o acumulo de P(3HB) sdo confirmados experimentalmente, quando
se leva em conta o erro experimental. Ja para os valores de producéo de
P(3HB), o modelo foi confirmado experimentalmente para as duas
condicdes em que a concentracéo inicial de agtcar foi de 30 g L™, come
sem glicerol. Somente para o cultivo em que havia 15 g L™ de cada um
dos substratos, os valores preditos e observados experimentalmente
diferiram em 3 %, contando com a margem de erro experimental.

O experimento com 15 g L™ de cada um dos substratos foi o que
levou & menor produgdo de P(3HB) e também ao menor acumulo de
polimero no interior da célula. Essa condicdo favoreceu o crescimento
celular, mas ndo o acumulo de polimero, mesmo em limitacdo de
nitrogénio. Os valores de produtividade em célula que para essa
condicdo foi de 0,189 L™h™ enquanto que para as outras duas
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condicdes avaliadas onde havia 30 g L™ de aclicar invertido foi de
0,22 g L*h™ sem glicerol no meio e 0,159 L h*com 15¢g L" de
glicerol no meio. Ja a produtividade global em P(3HB) foi de 0,20 g L™
h* para a condicdo em que havia 15 g L™ de cada um dos substratos,
019 g L h? e 0,32 g L*h™ para 30g L™ de aclcar invertido sem
glicerol e com 15 g L™ de glicerol, respectivamente, no meio de cultura
inicial.

Devido ao fato dos valores de produtividade em polimero,
producdo e acumulo de P(3HB) serem maiores para a condi¢cdes que
iniciou com 30 g L™ de aglcar invertido e 15g L™ de glicerol, os
ensaios em ampliacdo de escala foram realizados nessa condicdo. Para
saber se a adicdo de glicerol causava alguma influéncia no polimero
obtido, os ensaios de ampliacdo da escala em biorreator de 2L,
contendo 1,5 L de meio foram conduzidos na condi¢do supra citada e
ainda na mesma condicdo, porém excetuando-se o glicerol do meio. As
condi¢des dos ensaios realizados em biorreator foram: 38 °C, com
agitacdo de 400 a 1000 min™, néo deixando a pO, baixar de 20 %, com e
sem glicerol, e ainda utilizando glicerol bruto proveniente da
transesterificacdo de biodiesel proveniente de sintese por rota etilica e
metilica (da PUCRS e da UNIVILLE).

4.3 Ensaios em biorreator

Os cultivos de Cupriavidus necator DSM 545 foram realizados
em biorreator de 2 L contendo 1,5 L de meio. Todos os cultivos foram
conduzidos a 38 °C em meio mineral. Na Figura 19, esta ilustrada a
cinética do cultivo realizado em meio contendo 30g L™ de aclicar
invertido e 15 g L™ de glicerol purificado (Al/GP). Na Figura 20, esta
apresentada a cinética do cultivo realizado em meio com 30g L™ de
acucar invertido (Al/SG) e na Tabela 11 estdo relacionados os dados
cinéticos dos ensaios em biorreator.
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Figura 19. Cinética de crescimento de Cupriavidus necator em
biorreator e produc&o de P(3HB) a 38 °C, utilizando 30 g L™ de acucar
invertido e 159 L™ de glicerol como substrato (Al/GP). (@)biomassa
total (Xt), (A) producdo de P(3HB), (---) biomassa residual (Xr), (H)
concentracdo de aclcar invertido (Acucar), (LJ) concentracdo de
glicerol.



98

= = = =
S N IS )
T I I

Xt, Xr e P(3HB) (g L™
o]
1

Aclcar e proteina (g L™)

tempo (h)

Figura 20. Cinética de crescimento de Cupriavidus necator em
biorreator e producéo de P(3HB) a 38 °C, utilizando 30 g L™ de aclicar
invertido como substrato (Al/SG). (@) biomassa total (Xt), (A)
producdo de P(3HB), (---) biomassa residual (Xr), (H) concentracdo de
acucar invertido (Acucar), (LJ) concentracdo de glicerol.
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Tabela 11. Valores de biomassa, concentracdo de P(3HB), acumulo
percentual de P(3HB), produtividade em células, produtividade em
P(3HB), velocidades especificas de crescimento, produgdo de P(3HB) e
consumo de substrato, fatores de conversdo de substrato em células e
substrato em P(3HB) nos cultivos em biorreator na presenca ou auséncia
de glicerol.

Ensaios
Parametro cinético
Al/GP Al/SG

Xt (gL? 13,1 15,9
Xr(gL? 6,1 6,5
P(3HB) (g LY 9,1 9,4
Actimulo P(3HB)(%) 56,1 59,0
PXr(gL*h?) 0,29 0,22
P,P(3HB) (gL™h™) 0,44 0,69
PP(3HB) (g L'h?) 0,55 0,61
Hx (h™) 0,19 0,20
Hpne) (W) 0,30 0,29
ks (W) 0,10 0,12
YXris (g g™ 0,50 0,27
YP(3HB)/s (g g™t 0,43 0,51

E possivel observar nas curvas de biomassa residual (Xr = Xt —
P(3HB)) dos ensaios Al/SG e Al/GP, que logo ap6s a limitagdo em
nitrogénio, que ocorreu de forma esponténea, as células praticamente
pararam de crescer e passaram apenas a acumular P(3HB) em seu
interior, comportamento tipico da C. necator ja observado por diversos
autores como Garcia (2006), Schneider (2006) e Cavalheiro et al.
(2009). A curva de consumo de aclcar invertido para o ensaio Al/GP é
inicialmente pouco acentuada e a velocidade de consumo é muito lenta
durante a fase de crescimento (a esquerda da linha tracejada). A
velocidade de consumo na fase de producdo do polimero (a direita da
linha tracejada) aumenta, ja o consumo do glicerol é quase inexistente
na fase de crescimento, sendo que, dos 15 g L™ adicionados, somente
3 gL foi consumido. A quantidade inicial total de substrato nos dois
cultivos foi bem distinta e o percentual de substrato residual foi 44,8 e
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5,6 % para Al/GP e AI/SG, respectivamente. 1sso se deve basicamente
ao glicerol, que foi pouco consumido ao longo do cultivo.

A producdo e 0 acimulo de P(3HB) no interior da célula também
foi muito similar 9,1 g L™ e 56,1 % para AI/GP e 9,4 g L™ e 59,0 % para
Al/SG, com valores de producéo 22 e 50 % superiores aos obtidos em
shaker para as mesmas condi¢fes. Os fatores de conversdo para o
cultivo AI/GP foram de 0,54 g de célula por g de substrato e 0,47 g de
P(3HB) por g de substrato, nas respectivas fases de crescimento e
producdo; enquanto que para o cultivo com AI/SG foi 0,27 g de por
grama de substrato para a fase de crescimento e 0,51 g de P(3HB) por g
de substrato na fase de producdo. Schneider (2006) obteve a 37 °C, sem
adicdo de 6leo, um fator de conversdo de substrato em P(3HB) de 0,27 g
g™. A produtividade global em P(3HB) foi de 0,44 g L™ h™* para Al/GP e
0,69 g L™ h? para AI/SG, valores bem superiores aos encontrados por
Schneider (2006) que obteve produtividade em polimero da ordem de
0,27 g L' h?, utilizando o mesmo meio de cultivo (MM com aglicar
invertido como fonte de carbono) com uma temperatura muito préxima
da utilizada nesse estudo. Cavalheiro et al. (2009) cultivando C. necator
em batelada alimentada, chegou a uma produtividade de 1,65 g L™*h™;
utilizando E. coli recombinante em batelada alimentada e condigdes
otimizadas. Nikel et al. (2008) atingiram produtividade em P(3HB) de
0,18 g L h™. A velocidade especifica de crecimento e de producio de
P(3HB), respectivamente, foi de 0,19 h™ e 0,30 h™ para AI/GP e 0,20 h™
e 0,29 h para Al/SG. Dalcanton (2006), modelando o crescimento
microbiano a diferentes temperaturas e utilizando o mesmo micro-
organismo e meio de cultivo sem glicerol, obteve em seus experimentos
a 37,5 °C velocidade especifica de crescimento de 0,23 h™ e a 40 °C
velocidade especifica de crescimento de 0,35h™. Porém a 40 °C as
células chegam a somente a pouco mais da metade da populacédo a qual
a autora chegou cultivando a 37,5 °C.

Quando glicerol bruto proveniente da manufatura de biodiesel foi
utilizado como cosubstrato, a producdo de P(3HB) foi medida somente
no ponto final do cultivo e foram obtidas concentracbes de apenas
0,39 L™ no ensaio Al/GB e 0,4 g L™ para os ensaios Al/Gbm e Al/Gbe.
Durante todo o cultivo houve muita dificuldade na amostragem pois,
mesmo em forcas de centrifugacdo de 10.000 g, as células néo
decantavam, ficando na parte superior do Eppendorf. As baixas
concentrages de biomassa e acimulo de P(3HB) podem ser atribuidas
ao fato do glicerol ndo ter passado por nenhuma etapa de purificagdo e
conter etanol e metanol, além de sais residuais provenientes da reacdo
da transesterificagdo, como pode ser observado nos cromatogramas nas
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Figuras Al, A2 e A3 no Anexo 1. Mothes et al.(2007) utilizaram
glicerol de diversas manufaturas de biodiesel da Alemanha na producéo
de P(3HB) por duas espécies de bactérias (C. necator e Paracoccus
denitrificans), constataram que a presenca de ions de sodio,
provenientes da producgdo do biodiesel, foram identificados como tendo
efeito negativo, tanto no crescimento celular, quanto no acimulo do
polimero. N&o foi observado o consumo dos substratos em nenhum dos
ensaios com glicerol bruto (AlI/GB, AlI/GBm e Al/GBe) e por esse
motivo ndo foram calculados os pardmetros cinéticos para essas
bateladas.

Posada et al. (2012) realizaram um amplo estudo de casos para 0
uso do glicerol, subproduto da producéo do biodiesel, avaliando o custo
final dos produtos manufaturados a partir do glicerol. Um dos casos
avaliados pelos autores em seu artigo foi o uso do glicerol na producéo
de P(3HB) por C. necator JPM 134 em dois estdgios de fermentagdo e
avaliaram o processo de downstrem por trés diferentes métodos de
extracdo. Em todos os processos de downstream, foram obtidos P(3HB)
com 99,9 % em massa obtido por spray drying. Dois substratos foram
testados: glicerol bruto a 88 % de pureza e purificado com 98 % de
pureza. Em todos os casos o custo da matéria prima foi representado
pelos custos de purificagdo do glicerol. O custo de purificagdo do
glicerol ficou entre 4,8 e 5,6 % do total dos custos de producéo do PHB
quando o glicerol com 88 % de pureza foi utilizado. Esse percentual
aumenta para 6,3 a 7,7 % quando glicerol a 98 % de pureza foi utilizado.
De maneira geral, menores custos de produgdo foram obtidos quando
glicerol com 98 % de pureza foi utizado no processo fermentativo,
devido aos maiores rendimentos em P(3HB) no estagio de fermentacdo
e as menores exigéncias energéticas no processo de spray drying. O
custo total de producdo de P(3HB) ficou entre 2,11 e 2,44 US$ kg™
quando foi utilizado glicerol a 88 % de pureza e entre 1,94 e 2,38
US$ kg™ para o glicerol a 98 % de pureza. Sendo assim, é mais viavel
produzir P(3HB) a partir de glicerol purificado ao invés de glicerol
bruto.

4.4 Caracterizacao dos filmes de P(3HB) sintetizados em biorreator

Dentre os fatores que interferem na formagdo do biopolimero, a
fonte de carbono, utilizada no cultivo, exerce uma grande influéncia
tanto na composicao do polimero quanto nas suas caracteristicas. Assim,
neste capitulo, buscou-se avaliar as propriedades de filmes de P(3HB),
obtidos do cultivo em biorreator com glicerol puro (Al/GP) e sem a
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presenca de glicerol (Al/SG), sendo que nos cultivos com glicerol bruto
de rota metilica (Al/GBm) e de rota etilica (Al/GBe) ndo foi produzido
polimero suficiente para extracdo e formacdo dos filmes. Os filmes
poliméricos foram caracterizados pelas técnicas de espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difratometria de
raios-X (DRX), analise termogravimétrica (TGA), calorimetria
exploratdria diferencial (DSC), ensaios mecanicos sob tensdo e
microscopia eletrdnica de varredura (MEV).

4.4.1. Espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR para os polimeros sintetizados com e sem a
presenga de glicerol puro podem ser visualizados nas Figuras 21a e 21b,
respectivamente. Observa-se que 0s espectros sdo muito semelhantes
guando sobrepostos. Em ambas as amostras foram detectados os picos
caracteristicos do P(3HB), que estdo relacionados na Tabela 12.

Foram observados os picos referentes as deformacbes axiais
simétrica e assimétrica da ligagdo C-H em 2933 e 2977 cm™; a
deformagdo axial da carbonila (C=0) em 1719 cm™, atribuida & vibracéo
da carbonila do grupo éster no estado cristalino (XU et al., 2002); a
deformacéo angular simétrica no plano dos grupos CHs em 1379 cm™ e
0s picos em 1275 e 1054 cm™, atribuidos aos estiramentos simétrico e
assimétrico, respectivamente, do grupo C-O-C. Estes picos também
foram observados por Garcia, 2006 e Xu et al., 2002.
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Tabela 12. Relacdo de picos caracteristicas no espectro de
Infravermelho para os polimeros obtidos com glicerol puro (Al/GP) e
sem glicerol (Al/SG), comparados com a literatura.

1/ (cm™) 1 (cm™)

-1
Atribuicdes P(3HB) P(3HB) I )
(Al/GP) (Al/SG)
Deformacéo simétrica e 2930 e 2988
assimétrica da ligagdo C-H 29332977 29322917 (GARCIA, 2006)
Deformac&o axial da 1721 (GARCIA, 2006)
carbonila (C=0) 1719 1718 1724 (XU et al., 2002)
Deformacéo angular
S 1382 (GARCIA, 2006)
simétrica no plano dos 1379 1379 1380 (XU et al.. 2002)
grupos CHs

Estiramentos simétrico e
assimétrico do grupo C-O- 1275e1054 1275e 1054
C

1275 e 1051
(GARCIA, 2006)

Observou-se também, em ambos 0s espectros, um pequeno pico
em 3436 cm™, atribuido ao estiramento OH, indicando a presenca de
umidade no material. De acordo com Hazimah et al. (2003), a presenca
de glicerol pode ser evidenciada por um pico largo na regido de 3500-
3000 cm™ e 1630 cm™, constatando a auséncia de glicerol residual na
amostra obtida a partir de glicerol puro.
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Figura 21. Espectros de FTIR para os filmes de P(3HB): a) Al/GP;
b) Al/SG.
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4.4.2. Difratometria de raios-X (DRX)

Os difratogramas de raios-X para os polimeros sintetizados com
glicerol puro (Al/GP) e sem glicerol (Al/SG) estdo apresentados na
Figura 22 e os percentuais de cristalinidade determinados a partir dos
difratogramas estdo mostrados na Tabela 13. Observou-se para ambas as
amostras o mesmo perfil de difracdo, com picos de difracdo em 20 igual
a 13,5° (reflexdo 020); 17° (reflexdo 110); 20° (reflexdo 021); 21,5°
(reflexdo 101); 22,5° (reflexdo 111); 25,5° (reflexdo 121); 27° (reflexédo
040) e 31° (reflexdo 002), caracteristicos do polimero P(3HB)
semicristalino, concordando com a literatura (OLIVEIRA et al., 2006).
O grau de cristalinidade determinado para as amostras foi muito
semelhante, 60,7 e 61,6 % para o AI/GP e AI/SG, respectivamente
(Tabela 13).
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Figura 22. Difratogramas de raios-x dos P(3HB) sintetizados: a) com
glicerol puro (Al/GP); b) sem glicerol (Al/SG).
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Tabela 13. Dados de grau de cristalinidade para os polimeros
sintetizados com glicerol puro (Al/GP) e sem glicerol (Al/SG),
determinados por difracdo de raios-X.

Amostra Grau de cristalinidade (%)
Al/GP 60,7
Al/SG 61,6

4.4.3. Analise termogravimétrica (TGA)

Na Figura 23 sdo apresentadas as curvas de TGA dos polimeros
sintetizados com glicerol puro (Al/GP) e sem glicerol (Al/SG) e na
Tabela 14 estdo relacionados os dados determinados a partir destas
curvas.
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Figura 23. Curvas de TGA do P(3HB) sintetizados com glicerol puro
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Tabela 14. Dados Tonset e Tmax obtidos das curvas de TG e DTG para
os polimeros sintetizados com glicerol puro (AI/GP) e sem glicerol
(Al/SG).

% perda de
Amostra Tonset (OC) ° rrl)wassa Tmax
P(3HB) — Al/GP 242,7 98,5 254,2
P(3HB) — Al/SG 2428 99,4 256,3

As amostras apresentaram perfil de degradacdo idénticos, com
apenas 1 estadgio de perda de massa, atribuido a decomposicdo do
P(3HB). As amostras apresentaram a mesma estabilidade térmica, com
temperatura de degradagdo (Tonser) igual a 243 °C e temperatura onde a
degradacdo é maxima (Tms) em cerca de 255 °C. Estes valores foram
bem inferiores aos encontrados por Duarte (2004) para o P(3HB) com
massa molar igual a 300.000 g mol?, apresentando Tt = 270 °C e
Tmax=288°C e ao P(3HB), onde foram relatados valores de
Tonset = 283 °C e Tpax = 307 °C, ambos obtidos da P(3HB) Industrial.

O P(3HB) é propenso a degradagdo térmica e decompde-se por
um mecanismo de trés etapas, como se observa na Figura 24. Entre 170
a 200 °C sdo formadas espécies volateis por um mecanismo de cisédo de
cadeia aleatoria. Entre 200 a 300 °C os oligbmeros de P(3HB) séao
guebrados em unidades monomeéricas livres de &cido crotbnico. Em
temperaturas superiores a 500 °C, apenas as espécies didxido de carbono
e propano sdo observadas (MOUSAVIOUN et al., 2012).

C|"HJ /Pj H\ cis-elimination ?Ha //O
—C—0—CH-CH,—¢ ~ ( CH-C—0— ———= —C—0—CH-CH,—C + HC=CH-C—0— a
I S I i [
0 O—CH @ 0 CH CHy O
CHy
HO
/é\ (|:H3 KOH unzipping ﬁ H\ :C—O b
07 TO—CH-CHC —— .C_ t c=c
K L)
W OH / \
0 HyC H

Figura 24. Mecanismo de degradacgdo térmica do P(3HB): a) ciséo de
cadeia aleatéria entre 170 a 200 °C; b) quebra dos oligbmeros de
P(3HB) entre 200 a 300 °C. Fonte: MOUSAVIOUN et al., 2012.
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Além da estabilidade térmica, o TGA também é uma ferramenta
importante para avaliar o grau de impurezas decorrentes do processo de
sintese e extragdo do polimero. As impurezas sdo responsaveis por
muitas das propriedades finais dos produtos acabados, como o grau de
transparéncia, odor e brilho, além de contribuirem para cisfes de cadeias
poliméricas, acarretando em queda das propriedades termomecanicas
(NASCIMENTO, 2001). O grau de pureza do polimero sem glicerol
(99,4 %), representado pela perda de massa, foi similar ao encontrado
por Nascimento (2001) (99,1 %), enquanto o P(3HB) com glicerol
apresentou grau de pureza de 98,5 %.

4.4.4. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As propriedades térmicas de  materiais  poliméricos
semicristalinos sdo geralmente avaliadas pelos seguintes parametros:
temperatura de transicéo vitrea (Tg), temperatura de fusdo cristalina
(Tm), entalpia de fusdo (AHy) e grau de cristalinidade ([c), os quais
afetam fortemente as aplica¢Ges potenciais dos polimeros.

Na Figura 25 podem ser observadas as curvas de DSC dos filmes
de P(3HB) sintetizados com glicerol puro (Al/GP) e sem glicerol
(Al/SG), sendo que os dados de T, entalpia de fusdo (AH,,) e ['c foram
determinados a partir do primeiro aquecimento dessas curvas e a T foi
determinada a partir do segundo aquecimento (Tabela 15).

Ambos o0s polimeros sintetizados mostraram 0 mesmo
comportamento apresentando 2 picos endotérmicos, um pico principal e
outro pico menor denominado de temperatura de fusdo secundaria a uma
temperatura mais baixa. Os valores de T,, encontrados foram 176,4 e
161,2 °C para o P(3HB) sintetizado com glicerol e 177,0 e 162,6 °C
para o P(3HB) sintetizado sem glicerol, concordando com a literatura.
Lima (2004) relata que a T, do P(3HB) geralmente oscila entre 170 e
180 °C. O aparecimento de fusbes multiplas esta relacionado a
heterogeneidade no tamanho dos cristais, sendo que os cristais menores
fundem a temperaturas menores e 0s cristais maiores fundem a
temperaturas maiores.

As entalpias de fusdo para os dois polimeros também foram
muito similares. Consequentemente, o0 grau de cristalinidade
determinado foi de 60,8 % para o P(3HB) com glicerol e 61,6 % para o
polimero sem glicerol, concordando com a literatura. Segundo Doi e
Sudesh (2000 apud LIMA, 2004), o P(3HB) apresenta alta
cristalinidade, variando entre 55 e 80 %.
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Os valores de Ty encontrados para os polimeros sintetizados com
e sem glicerol foram de -3,3 e 5,7 °C, respectivamente, indicando que 0
polimero com glicerol apresentou-se mais flexivel. De acordo com
Anderson e Dawes (1990), a Tgdo P(3HB) geralmente varia entre -5 a
5°C. A Ty esta pouco visivel nos graficos apresentados na Figura 25
devido a alta cristalinidade dos polimeros sintetizados.

a)

Fluxo de calor (u.a.) exo -—=

b)

Fluxo de calor (u.a.) exo -->

segundo aquecimento |

T T T T T T T
-30 0 30 60 90 120 150 1en

Temperatura (°C)
Figura 25. Curvas de DSC para os filmes de P(3HB) sintetizados com
glicerol puro (Al/GP) e sem glicerol (Al/SG): a) primeiro aquecimento;
b) segundo aquecimento.
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Tabela 15. Dados de temperatura de transicéo vitrea (Tg), temperatura
de fusdo (T,,), entalpia de fusdo (AH,,) e grau de cristalinidade ([¢)
obtidos das curvas de DSC para os polimeros sintetizados com glicerol
puro (Al/GP) e sem glicerol (Al/SG).

Amostra T,(°C) Tm (°C) AH, (3 gh)  ac (%)
Al/GP -3,3 161,2e176,4 88,7 60,8
Al/ISG 57 162,6e177,0 90,0 61,6

4.4.5. Ensaio mecanico sob tracdo

Na Figura 26 estdo apresentados os resultados obtidos para o
moédulo de Young, alongamento na ruptura e tensdo maxima para 0s
filmes de P(3HB) sintetizados com glicerol puro (Al/GP) e sem glicerol
(Al/SG). Ambas as amostras apresentaram curvas de tensdo versus
deformacdes tipicas de material fragil, ou seja, os corpos de prova
romperam logo ap6s o limite de proporcionalidade, sem qualquer
escoamento que pudesse ser atribuido a tenacidade.
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Figura 26. Resultados mecénicos dos filmes de P(3HB) sintetizados
com glicerol puro (Al/GP) e sem glicerol (Al/SG): a) moédulo de Young;

b) alongamento na ruptura; ¢) tensdo maxima.
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O mddulo de elasticidade (ou médulo de Young) de um polimero
esta diretamente relacionado com a sua rigidez ou flexibilidade de forma
gue, quanto mais baixo, maior a flexibilidade do polimero. O mddulo de
Young encontrado neste trabalho foi de 2,46 + 0,98 GPa para o P(3HB)
com glicerol e 2,09 £ 0,39 GPa para o P(3HB) sem glicerol, valores
esses que devido ao desvio padrdo sdo considerados estatisticamente
iguais (Figura 26a). Estes valores se aproximam dos encontrados por
Nascimento (2001), que obteve 2,48 + 0,24 GPa e Dobroth et al. (2011),
gue obteve 1,8 GPa. Valores semelhantes também foram observados em
outros trabalhos, mas somente com adicdo de plastificante, que auxilia
na diminuicdo do médulo, tornando o polimero mais flexivel, como no
trabalho de Duarte (2004), que ao processar P(3HB) com adicdo de
30 % de PCL, encontrou médulo de elasticidade igual a 2,2 + 0,3 GPa,
enquanto Wessler (2007), ao processar P(3HB) com a adi¢éo de 10 % de
PCL-T 900 obteve 2,0 £ 0,09 GPa como o menor valor. Entretanto, 0s
valores obtidos neste trabalho sdo bem inferiores aos encontrados na
literatura, sendo que 0 modulo de Young para o P(3HB) encontrado por
Conti (2006) foi de 4,6 = 1,1 GPa, o encontrado por Wessler (2007) foi
de 4,1 £ 0,5 GPa, o encontrado por Duarte (2004) foi de 3,8 £ 0,1 GPa.
Cabe salientar que a massa molar é diretamente proporcional ao médulo,
ou seja, um polimero com baixa massa molar geralmente apresenta
maodulo mais baixo.

O alongamento na ruptura encontrado foi estatisticamente
semelhante nos dois polimeros, 1,19 + 0,09 % para o P(3HB) sintetizado
com glicerol e 1,17 £ 0,26 % para o P(3HB) sem glicerol, mostrando
gue o polimero deforma muito pouco antes de romper (Figura 26b). De
acordo com Dobroth et al. (2001) o baixo valor de alongamento pode
ser atribuido a baixa massa molar do polimero. Os valores obtidos para
0s polimeros sintetizados sdo bem inferiores aos comumente
encontrados na literatura. Conti (2006) encontrou alongamento igual a
8,2+ 1,1 %. Parra et al., (2006) obtiveram 9 = 3 % e Duarte (2004), por
outro lado, obteve alongamento de 17,7 + 1,9 %. Nascimento (2001),
por outro lado, obteve alongamento de 2,5 + 2,0 %, mas com um desvio
padrdo muito alto. Dobroth et al. (2011) obtiveram 1,3 % e Wessler
(2007) obteve alongamento de 0,9 +0,2 %, valor muito inferior ao
geralmente encontrado.

Os valores de tensdo maxima obtidos neste trabalho foram
24,05 + 8,10 MPa e 19,12 + 5,84 MPa para os polimeros com glicerol e
sem glicerol, respectivamente, que sdo considerados estatisticamente
equivalentes (Figura 26c). Estes valores sdo superiores ao encontrado
por Dobroth (2011), que obteve 14 MPa para o P(3HB) obtido a partir
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de glicerol com 308.000 g mol™ e similares ao encontrado por Duarte
(2004), que obteve 24,5 + 0,8 MPa para o P(3HB) da P(3HB) Industrial
com 300.000 g mol™. Conti (2006) encontrou para o P(3HB) com massa
molar de 492.000 g mol’ uma tensio maéxima de 26+ 2,6 Mpa,
enquanto Parra et al. (2006) encontraram tensdo maxima de 28 + 3 MPa.

4.5 Biodegradacao em solo

A biodegradabilidade dos PHAs em ambientes naturais pode ser
observada em diversos ambientes tais como solo, dgua do mar e de
lagos. Segundo Sudesh et al. (2000) a biodegradabilidade desses
materiais pode ser elucidada por meio do monitoramento da amostra e
foi verificado que a taxa de biodegradacdo depende de varios fatores,
principalmente aqueles relacionados ao ambiente (temperatura,
umidade, pH e suprimento de nutrientes) e aqueles relacionados ao
material em si (composicdo, cristalinidade, aditivos area superficial). A
biodegradacdo ocorre na superficie pela hidrélise enzimatica (erosdo da
superficie) e a massa molecular da amostra permanece quase inalterada
durante a biodegradagéo.

Antes das amostras serem submetidas ao teste de biodegradacéo,
foram avaliadas as caracteristicas do solo utilizado nesse trabalho. A
atividade microbiana determinada pela técnica de espalhamento
apresentou 1,36x10° UFC mL™. O pH estava em 7,0, dentro da faixa
estabelecida em norma para realizagdo do teste, portanto, ndo foi
necessario fazer ajuste do mesmo. A umidade do solo foi mantida entre
20 e 30 % (com relacdo a massa seca). Devido a evaporacdo, a agua
perdida duramente o experimento foi recolocada sem deformar o solo.

4.5.1 Anélise visual

Na Figura 27 estdo apresentadas as fotos dos filmes de P(3HB)
extraidos das sinteses AlI/GP e AI/SG ap6s 0, 7, 14, 21 e 28 dias de
degradacéo em solo. Como pode ser observado, a introducdo da amostra
no saquinho de nylon atrasa em cerca de 7 dias a degradacéo, pois nao é
visivel a deterioragcdo da amostra nesse tempo, enquanto que Schneider
(2006) ja observava degradacdo semelhante, em 7 dias, ao encontrado
para o tempo de 14 dias neste trabalho.

A avaliacdo das alteragcdes visuais nos polimeros pode ser
realizada em quase todos os testes. Os indicios utilizados para descrever
os efeitos da degradacdo incluem a rugosidade da superficie, formacéo
de buracos ou fissuras, de fragmentacao, alteraces na cor ou formagédo
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de biofilmes na superficie. Estas alteracbes ndo demonstram a presenca
de um processo de biodegradacdo em condicdes de metabolismo, mas o
parametro de alteragfes visuais ja pode ser usado como um primeiro
sinal de qualquer ataque microbiano. Para a obtencdo de informagdes
sobre 0 mecanismo da degradacdo, é necessaria a realizacdo de
observagfes mais sofisticadas como o0 MEV e a microscopia de forca
atémica (MFA) (IKADA, 1999). E possivel visualizar que a amostras,
tanto de AI/GP quanto AIl/SG, sdo degradadas a uma velocidade
elevada, com 35 dias de degradacdo praticamente ndo existe mais
amostra no saquinho, como podera ser melhor evidenciado nas analises
subsequentes. Quando as amostras foram desenterradas era possivel
observar colonizagdo por fungos e bactérias. Com o decorrer do tempo
de degradacdo, foi possivel notar um aumento nas trincas, rachaduras e
nos orificios encontrados nas amostras, até que no tempo de 28 dias, as
amostras ja estavam muito fragmentadas, o que impossibilitou a
realizacdo da analise de DRX.
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Figura 27. Fotos das amostras AI/GP e AI/SG apés 0, 7, 14, 21 e 28
dias de biodegradacdo em solo.




118
4.5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia dos filmes obtidos nos bioprocessos AI/GP e
AIl/SG, observadas por MEV com aumento de 100 e 1000 vezes, estdo
ilustradas nas Figuras 28 e 29, respectivamente. Como pode ser
observado nas figuras, entre 0 e 7 dias de degradacdo, as micrografias
para as duas amostras sdo praticamente iguais, ndo sendo possivel
evidenciar sinais de inicio da degradacdo até o 7 ° dia. A partir de 14
dias ja é possivel observar sinais claros de que as amostras comegaram a
ser degradadas. Para a amostra Al/GP com 14 dias de degradagéo séo
observadas erosdes na superficie do filme, que ndo chegaram a romper
como no caso da amostra do filme AI/SG que nesse tempo ja
apresentava alguns pequenos orificios. Wang et al. (2004) sugerem que
a biodegradagdo do P(3HB) se processa por um mecanismo de erosao da
superficie do polimero. A partir de 21 dias, as amostras ja estdo
claramente deterioradas, sendo possivel observar trincas e diversos
orificios e fragmentacdo das amostras.
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Figura 28. Micrografias de MEV (100x) das amostras Al/GP e Al/GP
apos 0, 7, 14, 21 e 28 dias de biodegradacao em solo.
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Figura 29. Micrografias de MEV (1000x) das amostras A
apos 0, 7, 14, 21 e 28 dias de biodegradacao em solo.
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4.5.3 Andlise gravimétrica

A reducdo de massa das amostras € um parametro quantitativo
largamente aplicado nos testes de degradacdo. Entretanto, uma série de
problemas pode ocorrer, tais como a limpeza incorreta das amostras ou
desintegragdo excessiva do material (SHAH et al., 2008).

Para facilitar o acompanhamento da biodegradacdo em solo e
promover a analise gravimétrica de forma mais correta, sem que se
perdessem partes da amostra no interior do Becker, as amostras foram
enterradas em uma embalagem de nylon. Ao serem desenterradas, as
amostras apresentaram aparéncia conforme demonstrado na Figura 30.

Figura 30. Foto da amostra de filme de P(3HB) utilizado prar o teste de
biodegradacdo em solo apos ser desenterrada.

A insercdo dessa embalagem de nylon retardou o inicio da
degradagdo, porém, apds o tempo em que 0s micro-organismos do solo
necessitaram para ultrapassar a barreira fisica causada pela embalagem
de nylon, ocorreu a biodegradacdo, como pode ser observado pelas
andlises subsequentes.

A determinacdo da redugdo de massa foi realizada por meio da
mensuragdo da massa inicial das amostras e também apls a
biodegradacdo. Na Figura 31 esta apresentada a cinética da reducéo de
massa dos filmes Al/GP e Al/SG em valor percentual. Nos primeiros 7
dias de ensaio ndo houve degradacdo da amostra, como pode ser
confirmando pelas analises visuais e de MEV. Apo6s esse periodo, ambas
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as amostras passam a perder drasticamente suas massas de forma muito
semelhante, com curvas praticamente sobrepostas.
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Figura 31. Gréafico da reducdo de massa em funcdo do tempo de
biodegradacdo em solo para as amostras AI/GP e Al/SG.

4.5.4 . Andlise termogravimétrica (TGA)

As curvas de TGA (curvas TG e curvas DTG) para os polimeros
Al/GP e AI/SG em funcdo do tempo de biodegradacdo podem ser
visualizadas na Figura 32 e os dados de temperatura de degradacéo
(Tonset), temperatura maxima de degradacéo (Tmax) € percentual de perda
de massa, determinados a partir destas curvas estdo relacionados na
Tabela 16.

Observou-se que ambos 0s polimeros apresentaram 0 mesmo
perfil de degradacdo térmica em funcdo do tempo de biodegradacdo em
solo, com apenas um estagio de perda de massa, verificado pelas curvas
DTG que apresentaram apenas um pico. Os filmes de P(3HB) apds a
degradacdo microbiana tornaram-se mais resistentes a degradacédo
térmica, pois 0s T,uers das amostras degradadas foram superiores que 0
Tonset da amostra sem degradacdo. O aumento na estabilidade térmica ¢é
um resultado interessante, pois indica que as cisGes das cadeias
poliméricas provocadas pelo ataque microbiano ndo afetaram a
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temperatura de degradacédo térmica dos polimeros. Oliveira et al. (2006)
também observaram um aumento da T do P(3HB) apds irradiacao por
radiacdo y a 300 kGy. Por outro lado, este comportamento é diferente da
tendéncia observada para outros polimeros. Para ambas as amostras o
aumento de Tonset OCOrreu até 21 dias de biodegradacao em solo, seguido
de uma mudanca repentina da tendéncia deste parametro no 28° dia de
ensaio.

mogravimétrica (%"C)

Derivada primeira d:

aaaaa

Mas(%,

Derivada primeira da curva termogravimétrica (%/°C)

200 B BN abo P h 0 160 150 200 250 3bo 350 a0
Temperatura (C) Temperatura (°C)

Figura 32. Curvas de TGA para os polimeros Al/GP e Al/SG em
fungdo do tempo de biodegradacéo: a) Al/GP termogravimetria (TG); b)
AI/GP derivada primeira da curva termogravimétrica (DTG); ¢) Al/SG
termogravimetria (TG); d) AI/SG derivada primeira da curva
termogravimétrica (DTG).
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Tabela 16. Temperatura de degradacdo (Tonset), temperatura maxima
de degradacdo (Tmax) € percentual de perda de massa determinados por
TGA para as amostras AI/GP e AI/SG em func¢do do tempo de
biodegradacéo.

% perda de

Amostra (dias) Tonset (°C) massa Tmax
Al/GP

0 2427 98,5 254,2

7 247,6 98,3 260,3

14 253,4 94,9 263,5

21 262,2 88,5 273,5

28 2445 97,4 258,4
Al/ISG

0 242,8 99,4 256,3

7 270,0 98,9 2819

14 267,4 95,6 279,0

21 2744 91,5 286,0

28 261,0 98,2 274,2

4.5.5 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas de DSC (primeiro e segundo aquecimento) para 0s
polimeros Al/GP e Al/SG em funcéo do tempo de biodegradacdo estdo
apresentadas na Figura 33, e os dados de temperatura de transi¢ao vitrea
(Tg), temperatura de fusdo cristalina (Tp,), entalpia de fusdo (AH,) €
grau de cristalinidade (oc) determinados a partir dessas curvas estdo
relacionados na Tabela 17.

Observou-se para ambas as amostras um comportamento muito
similar. Ambas as amostras apresentaram T, constante e diminui¢do do
grau de cristalinidade em funcéo do tempo de biodegradacdo em solo. A
amostra Al/GP apresentou um aumento da T4 em funcdo do tempo de
biodegradacdo, enquanto que para a amostra Al/SG, este parametro
permaneceu constante.
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Estes resultados discordam dos resultados relatados na literatura.
Correa et al. (2008) observaram que para o ensaio de biodegradacao de
amostras injetadas de P(3HB) em solo simulado resultou em um
aumento do grau de cristalinidade de 58 para 62,5 % apds 3 meses de
biodegradacdo. De acordo com Bonartseva et al. (2002) a degradacédo
ocorre preferencialmente na fase amorfa, causando o aumento da
cristalinidade.

a

Fluxo de calor (u.a) exo >

AAAAA

Fluxo de calor (u.a.)
Fluxo de calor (u.a) exo >

o % 1o 150 50 70 150 o 1o 1l % s 7o s | 1o 130 150 10 | 1%

Temperatura (“C) e Temperatura (C) U

Figura 33. Curvas de DSC para os polimeros Al/GP e AI/SG em funcdo
do tempo de biodegradacdo: a) Al/GP primeiro aquecimento; b) Al/GP
segundo aquecimento; c) AI/SG primeiro aquecimento; d) Al/SG
segundo aquecimento.
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Tabela 17. Dados de temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura
de fusdo cristalina (Ty,), entalpia de fusdo (AHx,) e grau de cristalinidade
(ac) determinados por DSC para as amostras AI/GP e AI/SG em fungdo
do tempo de biodegradacéo.

Amostra

(dias) T, (°C) Tm (°C) AH, (39"  ac (%)
Al/GP
0 -33 161,2 e 176,4 88,7 60,8
7 2,3 161,9 ¢ 175,9 84,7 58,0
14 3,7 162,1€176,8 81,3 55,7
21 5,0 161,7e176,1 63,0 432
28 5,7 162,0 € 176,3 40,4 27,7
Al/SG
0 5,7 162,6 € 177,0 90,0 61,6
7 5,8 163,9 € 177,6 82,4 56,4
14 5,8 163,7 € 177,9 66,7 457
21 6,4 165,0 e 178,5 50,1 34,3
28 5,2 163,3e177,3 48,1 32,9

4.5.6 Difratometria de raios-X (DRX)

Na Figura 34 sdo apresentados os difratogramas de DRX dos
polimeros Al/GP e AI/SG em funcdo do tempo de biodegradacdo em
solo e os dados de grau de cristalinidade determinados a partir dos
difratogramas de DRX encontram-se na Tabela 18.

Comparando estes difratogramas, observou-se que o perfil de
degradacdo foi diferente para as duas amostras. Considerando que
ambas as amostras tinham o mesmo grau de cristalinidade (cerca de 61
%) esperava-se que o comportamento fosse similar. Para a amostra
AIl/GP ndo foi observado nenhuma formacdo de novos picos com 0
tempo de biodegradacéo, indicando que o ataque microbiano ndo causou
0 aparecimento de novas simetrias cristalinas, enquanto que para a
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amostra Al/SG 2 novos picos de difracdo em 20 iguais a 14 e 18,8,
foram encontrados.

Para a amostra AI/GP foi observada uma diminuicdo da
intensidade de todos os picos, o que levou a uma diminuicdo do grau de
cristalinidade com o tempo de biodegradacdo apés 21 dias em solo,
passando de 60,7 para 44,6 %, concordando com os resultados obtidos
por DSC. Por outro lado, para a amostra Al/SG, ocorreu uma
diminuicdo do grau de cristalinidade ap6s 14 dias, seguido de um
aumento consideravel desse parametro ap6s 21 dias, resultado que nédo
acompanha os resultados obtidos por DSC.
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Figura 34. Difratogramas de DRX para os polimeros sintetizados em
funcédo do tempo de biodegradacdo: a) Al/GP b) Al/SG.
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Tabela 18. Dados de grau de cristalinidade para os polimeros
sintetizados com glicerol puro (Al/GP) e sem glicerol (Al/SG),
determinados por difracdo de raios-X em funcdo do tempo de
biodegradacéo.

Amostra (dias) ac (%)
Al/GP
0 60,7
14 60,9
21 44,3
Al/SG
0 61,6
14 45,9
21 62,7

4.5.7 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Na Figura 35 sdo apresentados os espectros de infravermelho
com transformada de Fourier para os filmes obtidos nos ensaios Al/GP e
AIl/SG. Nos espectros de FTIR podem ser observadas vérias alteracfes
nos picos, como aparecimento de novos picos e diminuicdo de picos
originalmente encontrados na amostra antes de ser submetida a
biodegradacéo.
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No espectro do Al/SG (Figura 35b) observa-se que apds 35 dias
de biodegradacdo em solo houve uma diminuicdo acentuada na
intensidade da banda de 1720 cm™ (C=0), indicando que o ataque
microbiano promoveu a clivagem das ligages do grupo éster. Ocorreu a
diminuicdo da banda 979 cm™, indicando a cisdo das ligagdes C-H do
polimero. Observa-se também a diminuicio da banda 1050 cm™,
referente a ligagdo C-O. As redugdes dessas mesmas bandas foram
observadas por Rossa (2012) para degradacdo em solo simulado do
PHBV. Embora ndo tenha sido feita uma avaliagdo quantitativa do
indice de carbonila esses resultados sugerem que a degradacdo do
P(3HB) foi devido a hidrolise das ligacGes ésteres.

Para as duas amostras degradadas foram observados o
aparecimento de picos em 1655 e 1540 cm™. A banda que aparece em
1655 cm™ pode ser atribuida & formacdo da ligagdo C=C. Esta
modificacdo também foi observada por Shah et al. (2010) e Rossa
(2012) em seus estudos de degradacdo do PHBV em solo. Segundo os
autores, a formacdo da ligacdo C=C indica que houve a clivagem do
PHBYV pela depolimerase, comprovando a biodegradacéo da amostra.

4.6 Degradacdo em cAmara de envelhecimento acelerado

A biodegradacdo e a degradacdo térmica de P(3HB) sdo
amplamente estudadas, porém, segundo Sadi et al. (2010), a
fotodegradacdo ndo é objeto de muitos estudos. Os estudos existentes na
literatura sdo, na sua maioria, estudos de fotodegradacdo de
copolimeros.

Na Figura 36, estdo apresentadas as curvas de reducdo de massa
em camara de envelhecimento acelerado dos polimeros Al/GP e Al/SG,
por um periodo de 91 dias.

Como pode ser observado, durante esse periodo houve perda na
massa dos polimeros totalizando 2,4 e 3,7 % no final do ensaio. Essa
perda foi bem inferior quando comparada com a perda de massa
observada no ensaio de biodegradacdo em solo. Isso significa que esse
polimero pode ser utilizado para diferentes aplicagbes sem que seja
degradado antes de sua disposicdo em aterros sanitarios ou industriais.
Sendo assim, ndo foram realizadas as outras analises de caracterizacdo
para essas amostras. O efeito da radiacdo artificial UV-A nas
propriedades do P(3HB) também foi estudado por Sadi et al., 2010.
Estes autores relataram diversas mudancas no polimero ap6s 12 semanas
de ensaio, tais como reacOes de cisdo e de crosslinking, formacdo de
grupo carbonila, aumento superficial da cristalinidade, aparecimento de
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trincas e esbranquicamento da superficie da amostra. A
biodegradabilidade das amostras expostas a longos periodos de
exposicdo a radiacdo UV levou a um atraso no inicio da degradacdo,
explicado pela alta cristalinidade superficial da amostra.

100 == — . .

80 —e—Al/GP

40 -

Massa original (%)

20 -

0 10 20 30 40 50 660 70 80 S0 100
Tempo (dias)

Figura 36. Gréfico da redugdo de massa em funcdo do tempo de
envelhecimento acelerado para as amostras AI/GP e Al/SG.

A sensibilidade de polimeros a fotodegradacédo esta relacionada
com a capacidade de absorver a parte prejudicial da radiacdo solar
troposférica. Isto inclui a radiacdo UV-B terrestre (~ 295-315 nm) e UV-
A (~315-400 nm) responsavel pela fotodegradacdo direta (fotolise,
fotooxidacdo iniciada). A parte visivel da luz solar (400-760 nm) acelera
a degradacdo polimérica por aquecimento, enquanto a radiacdo
infravermelha (760-2500 nm), acelera a oxidacdo térmica (SHAH et al.,
2008).



CONCLUSOES

Pode-se considerar que o uso do glicerol bruto como cosubstrato
é viavel pois proporcionou resultados semelhantes ao controle. Nos
ensaios preliminares em frascos agitados foi possivel verificar que o
glicerol, nas concentragdes testadas, ndo foi um inibidor do cultivo tanto
na forma purificada quanto forma bruta.

A avaliacdo dos ensaios delineados mostrou que a temperatura de
cultivo e a concentracdo de aclUcar invertido foram as varaveis que
exerceram influéncia significativa para a producdo e o acumulo
percentual do P(3HB). Os melhores resultados foram obtidos a 38 °C e
com 30gL™" de aglcar invertido. Porém, mesmo ndo sendo
estatisticamente significativo para a concentragdo de glicerol, nédo
haviam sido realizadas até esta etapa, andlises de caracterizacdo do
polimero para saber se este componente como cosubstrato traria alguma
contribuicdo na melhoria de suas propriedades. A adicéo de 15 g L™ de
glicerol aumentou o percentual de acimulo de P(3HB) em 15 %.

Apo6s comparacdo entre os valores preditos pelo modelo e 0s
obtidos experimentalmente, foi possivel validar o modelo para o
acumulo percentual de P(3HB) para todas as condicdes avaliadas e para
a produgdo de P(3HB) nas duas condi¢cBes em que havia 30 g L™ de
acucar invertido com e sem glicerol. O experimento que levou & maior
produtividade global em polimero (0,32 gL™h™) foi o realizado com
30 g L™ de acticar invertido e 15 g L™ de glicerol.

Em biorreator, os parametros cinéticos de produtividade e de
rendimento em célula e polimero foram todos muito semelhantes para o
cultivo com ou sem adicdo de glicerol purificado. Ndo foi possivel
determinar esses parametros para 0s ensaios com glicerdis brutos, pois o
crescimento celular e a produgdo de P(3HB) foram muito baixos
(P(3HB) < 0,59 L™). Sendo assim, o uso do glicerol sem purificacio
para remocdo das impurezas ndo é recomendado para a producdo de
P(3HB).

A caracterizacdo mostrou que os polimeros sintetizados em
biorreator apresentam propriedades muito similares aos P(3HB) obtidos
por outros autores e também que a presenca de glicerol puro no meio
ndo modificou as propriedades. Nas condi¢es avaliadas neste trabalho
o0 glicerol ndo mostrou ter contribuido significativamente na producéo
ou nas propriedades térmicas ou mecénicas do P(3HB).

As amostras dos filmes de P(3HB) dos ensaios Al/GP e Al/SG
degradaram em solo num periodo de 35 dias, podendo afirmar que os
polimeros sintetizados séo biodegradaveis.
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Esses polimeros mantiveram-se estaveis quando expostos a
camara de envelhecimento acelerado durante 91 dias o que permite que
0 P(3HB) sintetizado seja utilizado em diversas aplica¢Ges, pois ndo se
degradara antes de ser descartado.
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Anexo 1 — Cromatogramas dos glicerdis provenientes dos biodieseis

D-7000 HSM: Validation Series: 5161 Report: modified System: UNIVILLE
D-7000 HPLC System Manager Report
Analyzed: 07/11/12 17:01 Reported: 05/12/12 18:38

Processed: 05/12/12 18:38
Data Path: C:\Win32App\HSM\validate\DATA\5161\
Processing Method: Acido latico ion300

System(acquisition): UNIVILLE Series:5161
Application: Validatiocn Vial Number: 1
Sample Name: Amostra Glicerol Vial Type: UNK
Injection from this wvial: 1 of 1 Volume: 20,0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 2

SAMP 400 SAMP BOO

500 -

400 =

300 =

Intensi ty (mV)

200 -

100 - 5 g =

0 r . —_ 7
T T T A T T A T T T T T T T T T
o} 5 10 15 20 25 30 35 40

Retention Time (min)

Acquisition Method: Acido latico ion300

Column Type: RP18 Developed by: Theodoro
Pump A Type: L-7100
Solvent A: H2S504 8, 5mM Solvent B: H20
Solvent C: Metanol Solvent D: ACN

Method Description: Método para determinagdo de &cido latico. Usando coluna
Transgenomic ice-ion 300. Curvas de calibragdo série 4663 do
glicerol, também na série 4731 e 5003 (Lactose PA).

Chrom Type: HPLC Channel : 2

Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-S5TD

No. RT Name Area Conc 1 BC
g/L

1 8,19 425977 0, 000000 BB

2 15,21 15697684 0, 000000 BB

3 21,89 Glicerol 16195204 7,66033 BB

4 29,83 Metanol 297902 0, 000000 BB

5 33,87 Etanol 76812 0,0679561 BB
32693579 7,72829

Peak rejection level: 5000

Figura 37. Cromatograma do glicerol proveniente da extragéo de
biodiesel de rota metilica, sintetizado na UNIVILLE.
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D-T000 HSM: Validation Series: 3147 Report: modified System: UNIVILLE
D-7000 HRLC System Manager Report
Analyzed: 30/05/12 14:45 Reparted: 30/05/12 16:51

Pracessed: 30/05/12 l6:51
Data Path: C:\Win3ZApp\HSM\validate\DATAAS14TY
Processing Method: Acide latice Lien300

System(scguisition): UNIVILLE Series:5147
Applicatién: Validatien Vial Nusber: 6
Sample Mame: 2 Vial Type: UNK
Injection frem this vial: 1 of 1 Vealume: 20,0 wl

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 2

0 ] & 400 NG B0
ars 13
#
]
40 = 3
]
T, :
5 ]
£ E
w
b e Zé
b E E]
= 2 H
H
10 4 £ i
o 3 A
Lt bl At i et ek i D A R M At I b ek ]
o 13 1 18 e 25 k] - 40
Retention Time (mn)
Aogquisition Methed: Acido latico ion300
Column Type: RELE Developed by: Theodoro
Pump A Type: L-7100
Salvent A: Hhc 1% Solvent B: H2304 B, 5mM
Selvent C: Metanal Splwvent D: ACHN

Method Deseription: Méteds para determinagio de Aecido latieco. Usande coluna
Transgenomic Lce-ien 300. Curvas de calibragde série 4663 do
gliceral, também na série 4731 & 5003 (Lactose PA).

Chrom Type: HFLC Channel : 2

Peak Quantitatien: AREA
Caleulation Methad: EXT-STD

Ho . RT Hame Area Conec 1 BC
g/L
1 11,73 1eDE8E3T7 0, 000000 EB
2 21,84 Glicerol 241738 0, 4453442 EB
3 29,79 Metanol 90285 0, 0ooo00 EB
4 33,93 Etansl 23080 0, 0204012 EB
17143%20 0, 465843

Peak rejection level: 5000

Figura 38. Cromatograma do glicerol proveniente da extracdo de
biodiesel de rota metilica, sintetizado na PUCRS.



D-T00 HSM: Validation Series: 5147 Report: modified

System: UNIVILLE

D-7000 HPLC System Manager Report

hnalyred: 30/05/12 15:27 Reparted:

Processed:
Data Path: C:\Win3ZApp\HSM\walidate\DATR\SL4TY
Processing Method: Acide latice ifon300

30/05/12 16:53
30/05/12 16:52

System(acquisition): UNIVILLE Series:5147
Applicatien: Validatien Vial Husber: 7
Sample Mame: 1 Vial Type: UNK
Injection free this vial: 1 of 1 Valume: 20,0 ul

Sample Description:

Chrem Type: HPLC Channel : 2

220 SAHP 40D e
50 Eh1
ﬂu 14
405 3
g ; :
3 ] 3
z E 3
7 A 3
b e §
.E 1 -l
10 =
3 ] A
‘ Ve g
LA A A i et ek A
0 5 0 15 20 L1 0 5
Retentian Time (mn)
Acquisition Methed: Acide latice ien30D0
Colusn Type: RPLE Davelaped by: Thesdare
Pump A Type: L-7100
Solvent A: Hhe 1% Salvent B: H2S04 B, SmM

Solwent C: Metanol Solvent D: ACH
Method Description: Métods para determinaglo de acide latics. Usands caluna

Transgenomic fce-ien 300. Curvas de calibragdo série JE63 do
gliceral, também na série 4731 & 5003 (Lactase PA).

Chrem Type: HPLC Channel : 2

Peak Quantitation: ARER
Caleulation Methad: EXT-STD

B RT Hame Area Cone 1 BC
g/L
1 11,90 15353688 0, 000000 BB
2 21,84 Glicarol TZ1408 0,341228 BE
3 33,81 Etannl 306482 0, 271145 BB
163B1378 0, 6812371

Peak rejection lewvel: 5000

Figura 39. Cromatograma do glicerol proveniente da extracdo

biodiesel de rota etilica, sintetizado na PUCRS.
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Anexo 2 — Gréficos utilizados para célculos cinéticos
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Figura 40. Graficos utilizados para calculos cinéticos do ensaio em
frascos agitados a 150 min™e 38 °C com 30 g L™ de actcar invertido.

(a) célculo do fator de conversdo de substrato em célula, (b) calculo do

fator de conversdo de substrato em produto, (c) calculo da produtividade

em célula, (d) calculos da produtividade global em polimero e da
produtividade em polimero na fase de producdo e (e) célculos da

velocidade especifica de crescimento.
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Figura 41. Graficos utilizados para calculos cinéticos do ensaio em
frascos agitados a 150 min™e 38 °C com 15 g L™ de aclicar invertido e
15 g L™ de glicerol. (a) calculo do fator de conversio de substrato em
célula, (b) calculo do fator de conversdo de substrato em produto, (c)
célculo da produtividade em célula, (d) calculos da produtividade global
em polimero e da produtividade em polimero na fase de producéo e (e)
calculos da velocidade especifica de crescimento.
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Figura 42. Gréficos utilizados para célculos cinéticos do ensaio em
frascos agitados a 150 min™ e 38 °C com 30 g L™ de acUcar invertido e
15 g L™ de glicerol. (a) calculo do fator de conversio de substrato em
célula, (b) calculo do fator de conversdao de substrato em produto, (c)
calculo da produtividade em célula , (d) calculos da produtividade
global em polimero e da produtividade em polimero na fase de producéo
e (e) calculos da velocidade especifica de crescimento.
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Figura 43. Graficos utilizados para calculos cinéticos do ensaio em
biorreator a 38 °C com 30 g L™ de acticar invertido e 15 g L™ de glicerol
(Al/GP). (a) fator de conversdo de substrato em célula, (b) fator de
conversdo de substrato em produto, (¢ produtividade em célula, (d)
produtividade global em polimero e da produtividade em polimero na
fase de producdo, (e) velocidade especifica de crescimento Hmax, ()
velocidade especifica de producdo de P(3HB) e (g) velocidade
especifica de consumo do substrato.
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Figura 44. Graficos utilizados Para calculos cinéticos do ensaio em
biorreator a 38 °C com 30 gL~ de acglcar invertido e sem glicerol
(Al/SG). (a) céalculo do fator de conversdo de substrato em célula, (b)
célculo do fator de conversdo de substrato em produto, (c) célculo da
produtividade em célula, (d) calculos da produtividade global em
polimero e da produtividade em polimero na fase de producdo, (e)
célculo da velocidade especifica de crescimento Hmax, () velocidade
especifica de producdo de P(3HB) e (g) velocidade especifica de
consumo do substrato.




 
 
    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 33 to page 154; only odd numbered pages
     Font: Times-Roman 9.5 point
     Origin: top right
     Offset: horizontal 42.52 points, vertical 42.52 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     
     TR
     
     33
     TR
     1
     0
     549
     207
     0
     9.5000
            
                
         Odd
         122
         33
         SubDoc
              

       CurrentAVDoc
          

     42.5197
     42.5197
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     32
     154
     152
     61
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 34 to page 154; only even numbered pages
     Font: Times-Roman 9.5 point
     Origin: top left
     Offset: horizontal 42.52 points, vertical 42.52 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     
     TL
     
     34
     TR
     1
     0
     549
     207
     0
     9.5000
            
                
         Even
         121
         34
         SubDoc
              

       CurrentAVDoc
          

     42.5197
     42.5197
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     33
     154
     153
     61
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     314
            
                
         1
         CurrentPage
         107
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     32
     154
     32
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     314
            
                
         1
         CurrentPage
         107
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     35
     154
     35
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     314
            
                
         1
         CurrentPage
         107
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     36
     154
     36
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     314
            
                
         1
         CurrentPage
         107
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     34
     154
     34
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     314
            
                
         1
         CurrentPage
         107
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     58
     154
     58
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     314
            
                
         1
         CurrentPage
         107
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     78
     154
     78
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     314
            
                
         1
         CurrentPage
         107
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     132
     154
     132
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     314
    
            
                
         1
         CurrentPage
         107
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     134
     154
     134
     1
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base



