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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF POLYHYDROXYALKANOATES OBTAINED BY FERMENTATION OF
CRUDE GLYCERIN FROM BIODIESEL. The aim of this study was to evaluate the production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) by
fermentation of Crude Glycerin, a byproduct of the biodiesel industry, by Cupriavidus necator IPT 026, 027 and 028. The influence of
fermentation time and temperature in shake flasks were evaluated. The highest PHA production (2.82 g L) occurred at 35 °C for 72
h of fermentation. The melting and initial thermal degradation temperatures of this PHA were 177.9 °C and 306.33 °C, respectively,

with 55% crystallinity. FTIR spectrum was similar to those reported in literature. The polymer obtained presented three different

methyl esters of hydroxyalkanoates in its composition, with molecular weight of 630 kDa. Bacteria can use Crude Glycerin as an

inexpensive substrate to produce value-added biodegradable products, such as PHA.
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INTRODUCAO

A atual preocupacgido com os problemas ambientais causados
pelo acimulo de materiais de origem petroquimica contribuiu para
o desenvolvimento de alternativas para a reducdo do consumo de
plasticos convencionais, como a substituicdo destes por pldsticos
biodegradaveis ou bioplasticos, dentre os quais se destacam os
Polihidroxialcanoatos (PHAS).

Os PHAs sdo acumulados intracelularmente por bactérias como
reserva de carbono e/ou energia sob a limita¢do de um nutriente
essencial ao seu crescimento, como nitrogénio, fésforo, enxofre ou
oxigénio. Estes biopolimeros sdo considerados uma alternativa aos
plésticos convencionais, como o polipropileno'? e sdo completamente
degradados por micro-organismos a dgua e diéxido de carbono sob
condigdes aerdbicas e a metano, sob condi¢des anaerdbicas.?

Muitos sdo os micro-organismos produtores de PHA, sendo a
espécie Cupriavidus necator uma das que apresentam condi¢des mais
favoraveis a producdo industrial. Esta bactéria pode acumular cerca
de 80% de sua massa seca em polimero além de utilizar diferentes
tipos de substratos, como glicose, frutose, entre outros.!

PHAs sdo poliésteres alifdticos formados por unidades mono-
méricas que podem apresentar diferentes nimeros de dtomos de
carbono. A Figura 1 apresenta a estrutura geral dos PHAs, cuja
unidade monomeérica depende da composicao da cadeia lateral R e
do valor de m.? O Poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)] € constituido por
unidades repetitivas de 4 dtomos de carbono e representa o polimero
mais estudado e comercializado mundialmente dentre a familia dos
alcanoatos.*
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Figura 1. Estrutura geral das unidades monoméricas constituintes dos PHAs

*e-mail: tamirisvilasboas@gmail.com

Os PHAs possuem caracteristicas fisico-quimicas e de biocompa-
tibilidade que possibilitam diversas aplicacdes na drea médica, como
a produgdo de fios de sutura, moldes para engenharia de tecidos e
matrizes para a liberag@o controlada de farmacos.’ Porém, apesar da
grande possibilidade de aplicacdes, estes biopldsticos ainda possuem
participacdo minima no mercado em virtude de seu alto custo de
obtencdo em relagdo aos plasticos petroquimicos. Isto ocorre de-
vido ao uso de fontes de carbono de elevado valor para a producio
de biomassa, como glicose e sacarose, o que limita a produgdo e
comercializagdo dos biopolimeros.®

No Brasil, a empresa PHB Industrial S.A. produz [P(3HB)]
em larga escala a partir da cana-de-agucar e utiliza uma produ¢do
integrada em usina sucroalcooleira. Apesar da utilizagdo de sacarose
como fonte de carbono, os custos de producio da empresa sdo os
menores do mundo. Assim, enquanto o polimero € produzido a US$
10-20/kg na Europa, esses custos sdo de US$ 2,5 — 5/ kg no Brasil,
embora este valor ainda represente cerca de 4 a 5 vezes o custo dos
polimeros convencionais.®

Uma alternativa para problemas de viabilidade € a utilizacdo
de substratos de menor custo comparados com glicose e sacarose,
que pode representar 40% de economia no processo de producdo.’
Além disso, o estudo de pardmetros do processo fermentativo que
permitam explorar a0 mdximo o potencial dos micro-organismos
produtores pode contribuir para o aumento da produ¢@o do polimero
e, consequentemente, para a reducdo de custo.®

No Brasil, a crescente producdo de biodiesel representa uma
alternativa sustentdvel de obtencdo de biocombustiveis por meio
de fontes agricolas renovdveis. Porém, a geracdo de glicerina como
co-produto da reacdo de sintese de biodiesel em uma taxa de, apro-
ximadamente, 1 kg por 12,6 L de biodiesel, e o alto custo associado
aos processos de purificacdo e refino da glicerina bruta representam
problemas relacionados ao reaproveitamento deste residuo.’

A Glicerina Bruta Residual do Biodiesel (GBRB) € constituida
principalmente por etanol ou metanol residual, glicerol e dcidos gra-
xos, apresentando condicdes favordveis para sua possivel aplicacio
como substrato fermentescivel a ser utilizado por micro-organismos
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produtores de PHA.!" Assim, a reutilizagdo da GBRB surge como
uma possibilidade de reducdo dos custos de producdo de PHA e uma
alternativa de reaproveitar e agregar valor a este residuo industrial,
visto que este € um coproduto da cadeia de producdo do biodiesel
que oferece riscos ambientais devido a grande quantidade na qual
¢é gerado, além da escassez de alternativas para reaproveitamento
ou descarte. O objetivo deste estudo foi, entdo, realizar a producio
de PHA por fermenta¢do da GBRB como substrato fermentescivel
alternativo, verificar a influéncia de diferentes micro-organismos, do
tempo e da temperatura na produgio do polimero, além de caracterizar
as propriedades do PHA obtido através das melhores condi¢des de
fermentag@o.

PARTE EXPERIMENTAL

Composicao centesimal da Glicerina Bruta Residual do
Biodiesel (GBRB)

A glicerina utilizada como substrato na produc¢do de PHA foi
cedida pela Empresa Comanche Biocombustiveis, situada em Simdes
Filho — BA, e gerada durante a producdo de biodiesel a partir de
6leo de soja e metanol. A GBRB foi avaliada em termos de lipidios
totais,!' umidade, cinzas e proteina bruta.'”> O teor de carboidratos
foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma dos percentuais de
umidade, proteina, lipidios totais e cinzas. As andlises foram reali-
zadas em triplicata.

Micro-organismos e manutencao

Os micro-organismos utilizados na produgdo de PHA foram trés
linhagens de bactérias Cupriavidus necator, cepas IPT 026, IPT 027
e IPT 028. As bactérias foram mantidas sob refrigeracdo em meio
dgar nutriente (NA), composto por 5,0 g L' de peptona de carne,
3,0 g L' de extrato de carne e 1,5% de agar, com repique periddico
realizado a cada 15 dias.

Producao de biomassa e PHA a partir da fermentacao de
GBRB

Fermentagdo de GBRB por diferentes linhagens de Cupriavidus
necator

As producdes de PHAs a partir da GBRB foram realizadas em tri-
plicata utilizando-se duas pré-culturas e cultura final. Como primeira
pré-cultura, foi inoculada 1 algada (1 x 10" UFC mL"") do micro-or-
ganismo em 50 mL de meio caldo nutriente (5,0 g L' de peptona de
carne e 3,0 g L' de extrato de carne) e incubado em agitador orbital
(TE 424, Tecnal) a 30 °C e 150 rpm por 24 h. Os polimeros foram
produzidos pelos micro-organismos C. necator cepas IPT 026, IPT
027 e IPT 028. Para as demais culturas foi utilizada uma fracdo de
10% (v/v) em relacdo ao volume de trabalho utilizado.

O meio mineral'? (4cido nitrilotriacético, 19,1 g L''; citrato ferroso
de amdnia, 10 g L'; MgSO,.7H,0, 50 g L'; CaCl,.2H,0, 5 g L'!;
(NH,),SO,, 200 g L''; Na,HPO,.12H,0,223,8 gL "'; e GBRB 30 g L")
foi utilizado como segunda pré-cultura, incubado em agitador orbital
a 30 °C e 150 rpm por 24 h. Como cultura final utilizou-se o meio
mineral com limitacdo de nitrogénio, incubado em agitador orbital
a 30 °Ce 180 rpm por 72 h. A concentragio de (NH,),SO, (fonte de
nitrogénio) na cultura final foi de 50 g L.

De maneira a avaliar o potencial de aplicagdo de GBRB como
substrato alternativo na producdo de PHA, os mesmos experimentos
foram realizados conforme descrito acima, utilizando-se 30 g L' de
glicose como fonte de carbono convencional constituinte do meio
fermentativo.
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Variagao do tempo e da temperatura no processo fermentativo

Ap6s a selecdo do micro-organismo que proporcionou a maior
producdo de PHA, foi avaliada a influéncia do tempo e da temperatura
de fermentagao na produgdo do polimero conforme o procedimento
descrito anteriormente. O processo de fermentagao foi realizado em
agitador orbital a 150 rpm, com variagdo da temperatura entre 30,
32,5 e 35 °C e do tempo de fermentacio entre 24, 48 e 72 h, de modo
a verificar a condi¢éio mais favordvel a producio de PHA.

Precipitacido em centrifuga

Ao final das fermentagdes, a determinagdo da biomassa total foi
realizada por medidas gravimétricas (massa seca). O meio liquido
resultante foi centrifugado a 18000 rpm durante 30 mina 5 °C e a
biomassa precipitada pela centrifugacéo foi seca em estufa a 80 °C
até atingir peso constante.

Extracio do polimero

A extragdo dos PHAs do interior das células dos micro-orga-
nismos foi realizada utilizando-se cloroférmio e de hipoclorito de
sédio combinados (2 : 1 v/v) e posterior evaporacido do solvente
em estufa a 40 °C por 24 h. A producdo de PHAs foi calculada por
método gravimétrico para o biopolimero obtido apds extragdo. A
producdo foi expressa como g L!. A porcentagem de acumulo foi
determinada pela relacdo entre a quantidade de PHAs produzidos e
a quantidade de biomassa.

Caracterizacdo do PHA produzido por C. necator IPT 026 a
partir de GBRB

O polimero produzido a partir da GBRB por C. necator IPT 026
na condic¢do de fermentagao que proporcionou maior producdo (tem-
peratura de 35 °C por 72 h de fermentagdo em agitador orbital) foi ca-
racterizado por meio das técnicas de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR), Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC),
Difra¢do de Raios X (DRX), Andlise Termogravimétrica (TGA),
determinagdo da massa molar por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — Indice de Refracio (CLAE-IR) e da composicio quimica
por Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massas (CG-EM).

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagio dos grupamentos funcionais do PHA produzido
foi determinada por espectroscopia na regido do infravermelho, no
intervalo de 4.000 a 450 cm™, pela técnica de ATR.

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A determinagdo da Temperatura de Fusdo (T,) foi realizada a
partir da andlise de DSC. O PHA obtido com GBRB foi aquecido
sob atmosfera inerte (nitrogénio) de -30 °C a 200 °C a 10 °C min'.

Difragdo de Raios X (DRX)

A andlise de DRX foi realizada para determinar a cristalinidade
do PHA produzido a partir de GBRB. Foi utilizado um difratdmetro
SHIMADZU (XRD-6000, USA), operando a 40 kV e 30 mA com
radiacdo CuKa (A = 1,5433 A). Os dados foram adquiridos em escala
20 com variacdo de 5 a 80°.

Andlise Termogravimétrica (TGA)

O PHA foi avaliado por andlise termogravimétrica, com moni-
toramento da temperatura de inicio de degradacdo (T,) e temperatura
méxima de degradag@o (T,,), obtida a partir da primeira derivada
(DTG) da curva de TGA, de forma a avaliar a degradagdo térmica e
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a perda de massa do polimero. A andlise foi realizada utilizando um
equipamento Pyris-1 Perkin Elmer. A amostra foi aquecida de 25 °C
a 700 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min™', sob atmosfera
de nitrogénio.

Determinagdo da massa molar por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — Indice de Refracdo (CLAE-IR)

A massa molar (MM) do polimero foi obtida por CLAE-IR
utilizando um equipamento Perkin Elmer 200 equipado com injetor
automético, detector de Indice de Refracdo (Perkin Elmer), coluna
Shodex KD 807 (30 cm x 78 mm x 5 um) e forno na temperatura de
30 °C. A amostra de PHA foi dissolvida em cloroférmio na concen-
tragdo final de 0,7 mg mL"! e a solu¢do do polimero resultante foi
filtrada (membrana de PTFE, 0,22) antes da andlise. A fase mdvel
utilizada foi cloroférmio no fluxo de 1 mL min"'. Uma curva padrido
foi criada usando padrdes de poliestireno, no intervalo de 682 a
1.670.000 g mol! (Poliestireno de Alta Massa Molar, Normas Kit,
Polymer Standards Service, EUA). A MM do polimero produzido foi
calculada em relagdo a curva padrdo logMM = -0.504 x Tr + 16,45,
com R2=0,985.

Composigdo quimica por Cromatografia Gasosa — Espectrometria
de Massas (CG-EM)

A composi¢do quimica do PHA produzido com GBRB foi
determinada por CG-EM utilizando um cromatdgrafo a gas Clarus
500 PerkinElmer equipado com detector de Espectrometria de
Massas, com software TurboMass versdo 4.5.0 e Biblioteca NIST
98. Aproximadamente 0,04 g do PHA foi submetido a um processo
de preparo da amostra por metandlise.'*!> O volume de 1 puL da fase
organica obtida contendo o polimero foi submetido a injecao no modo
sem divisao de fluxo (splitless), utilizando uma camara de vaporizacao
com 2 mm de didmetro interno e separagdo em coluna capilar DB-1
(30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) a 80 °C por 1 min, aumentando a 20 °C
min até 200 °C. Hélio foi utilizado como gas de arraste no fluxo de
1,0 mL min™. As temperaturas do injetor e do detector foram 250 °C e
240 °C, respectivamente. O espectrometro de massas foi programado
para varredura na faixa de 50 a 550 m/z e os mondmeros constituintes
dos bioplasticos foram identificados por comparacdo do tempo de
retencdo e dos espectros de massa obtidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicao centesimal da Glicerina Bruta Residual do
Biodiesel (GBRB)

A literatura afirma que o glicerol pode ser utilizado por diversos
micro-organismos como fonte de carbono para o crescimento. No
entanto, ainda sdo poucos os trabalhos que empregam o glicerol como
substrato para produgio bioldgica de produtos de valor agregado com
potenciais usos industriais.!?

Os resultados da composi¢do da GBRB expostos na Tabela
1 mostram que este substrato contém minerais, nitrogénio orga-
nico e lipidios oriundos do processamento do biodiesel. Como a
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glicerina residual foi utilizada na concentragio de 30 g L'! no meio
fermentativo, a quantidade da fragdo de carbono contida neste meio
corresponde a 12,12 g L', referente a soma dos teores de carboi-
dratos (33,69% = 10,11 g L") e de lipidios totais (6,07% = 2,01 g
L"). Associado a este valor, a fra¢do de nitrogénio contida no meio
mineral (aproximadamente 261 g L"), os demais componentes da
GBRB e os micronutrientes usados como suplementos do meio de
cultivo’® (Tabela 1) contribuem para as necessidades nutricionais
dos micro-organismos, de forma a induzir a reprodug¢ao celular e o
acimulo intracelular de polimero.

Isto demonstra o potencial de aplica¢cdo da GBRB como substrato
fermentescivel na producio de PHA, agregando valor a este co-pro-
duto da industria do biodiesel e possibilitando a reducdo dos custos
de producio do polimero.

Tabela 1. Composi¢do centesimal da GBRB e da sua composicao no meio
fermentativo (meio mineral) utilizado para obtengdo de PHA

Parametros Composicio (%) Composi¢io no meio
fermentativo (g L')*

Umidade (volateis a 105 °C) 53,50 + 0,01 -

Cinzas 3,40 0,01 1,02

Proteina bruta 2,71 £0,03 0,81

Lipidios totais 6,70 £ 0,02 2,01

Carboidratos (Glicerol) 33,69 + 0,02 10,11

*Meio fermentativo composto por 30 g L' de GBRB, além da suplementagio'?
com 4cido nitrilotriacético (19,1 g L), citrato ferroso de amdnia (10 g L),
(NH,),SO, (200 g L"), (NH,),SO, (50 g L), MgSO4.7H,0 (50 g L"),
CaCl,.2H,0 (5 g L"), Na,HPO,.12H,0 (223,8 g L).

Producao de biomassa e PHA a partir da fermentacao de
GBRB

Fermentacdo de GBRB por diferentes linhagens de Cupriavidus
necator

As produgdes de PHA (g L) por meio dos experimentos reali-
zados utilizando as trés linhagens de C. necator estdo presentes na
Tabela 2. A sele¢do do micro-organismo, assim como do substrato
fermentativo, tem grande influéncia no custo de producdo do PHA.'®

Os maiores valores de biomassa celular e de PHA foram obtidos
por fermentacdo de GBRB utilizando a bactéria C. necator IPT 026.
A Tabela 2 também apresenta os resultados referentes a produgio
de PHA por fermentagido das trés linhagens de C. necator utilizando
glicose como fonte de carbono nas mesmas condi¢des empregadas
para a GBRB. Os resultados mostram que, apesar da maior produgao
ter sido obtida com o uso de glicose, a GBRB possui potencial de
aplicacdo como substrato alternativo na producio do biopolimero.

Além disso, ambos os substratos apresentaram maior producao de
PHA por fermentagdo de C. necator IPT 026. Isto pode ser explicado
pelas melhores condicdes de adaptacdo encontradas por este micro-
-organismo no meio de cultivo constituido por GBRB, possibilitando
maior multiplicagdo celular e aciimulo de polimero.

Tabela 2. Producio de biomassa e de PHA a partir da fermentagdo de GBRB como substrato alternativo e de glicose como fonte de carbono convencional por

diferentes micro-organismos em agitador orbital (150 rpm, 30 °C, 24 h)

GBRB (30 g L")

Glicose (30 g L")

Cepas

Biomassa (g L) PHA (gL") Biomassa (g L") PHA (gL")
IPT 026 — C. necator 1,91 £0,02 0,22 0,01 4,39 0,01 0,49 0,01
IPT 027 — C. necator 1,83 £ 0,01 0,16 £ 0,01 3,48 £ 0,02 0,32 £0,02
IPT 028 — C. necator 0,67 ++0,02 0,05 £ 0,02 2,13 +0,03 0,11 +0,01
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Tabela 3. Producdo de biomassa e de PHA ao longo da fermentagido de GBRB por C. necator IPT 026 em agitador orbital com variacdo do tempo (h) e da

temperatura (°C)

Temperatura (°C) Tempo de fermentagdo (h) 48 72
30,0 Biomassa (g L) 10,14 + 0,03 11,41 £ 0,01 10,63 + 0,01
PHA (gL") 1,64 £ 0,02 2,06 +0,01 2,28 +0,02
Rendimento (%) 18,1 21,45
32,5 Biomassa (g L") 9,94 + 0,02 10,11 = 0,04 10,88 = 0,01
PHA (gL") 1,79 £ 0,01 2,10 0,01 2,53 +£0,03
Rendimento (%) 20,7 23,36
35,0 Biomassa (g L") 10,12 = 0,03 13,2 +0,02 11,68 = 0,01
PHA (gL") 1,62 £ 0,02 2,16 £ 0,02 2,82 +0,01
Rendimento (%) 16,36 22,22

O emprego de diferentes micro-organismos, incluindo C. necator
IPT 026, € relatado na literatura para fermentacao de dleo de soja e
os melhores resultados de produgio também foram obtidos por esta
cepa, resultando em 80 g L' de PHA em sistema de batelada ali-
mentada.'” Isto pode indicar uma importante contribui¢io dos 6,70%
correspondentes a fracdo lipidica total da GBRB (Tabela 1) para a
biossintese de PHA, uma vez que ao se utilizar 30 g L' deste substrato
no meio fermentativo, 2,01 g L' sdo mono-, di- ou tri-glicerideos ou
acidos graxos livres oriundos do processo de produgao de biodiesel,
além de glicerol disponivel para reproducio e manutencdo celular e
actimulo do polimero.

Variagdo do tempo e da temperatura no processo fermentativo

As produgdes de biomassa e de PHA por fermenta¢ao da GBRB
por C. necator IPT 026 obtidas em agitador orbital com variacdo
de tempo (24 h, 48 h e 72 h) e temperatura (30 °C, 32,5 °C e 35 °C)
constam na Tabela 3.

A literatura apresenta a temperatura de 30 °C como adequada
para o cultivo de C. necator na producdo de P(3HB).? Entretanto, a
influéncia da temperatura de fermentag¢do na producio de PHA por
C. Necator foi avaliada anteriormente utilizando meio hidrolisado de
amido de arroz suplementado com 6leo de soja e a maior producio de
polimero foi atingida na temperatura de 35 °C."® Além disso, o estudo
do tempo de fermentag¢do também € um parametro indispensdvel a
otimizagdo do processo de produciio de PHA, pois condi¢cdes bem
definidas deste pardmetro podem contribuir para um maior acimulo
de polimero nas células dos micro-organismos.

A Tabela 3 mostra que o aumento da temperatura favorece a
produgdo de biomassa e PHA em todos os tempos de fermentagdo
testados. Um estudo relata que utilizando glicose como substrato
fermentescivel, os maiores resultados de producdo de PHA foram
obtidos na temperatura de 35 °C.” Da mesma forma, ao utilizar GBRB
como substrato, o aumento do tempo de fermentagdo de 24 h para
72 h a temperatura de 35 °C resultou em um aumento de 72% na
produgdo de PHA por C. necator IPT 026 (Tabela 3).

Entretanto, apesar do aumento da produgdo observado apds as
sele¢des do micro-organismo e dos pardmetros de tempo e temperatura
de fermentac¢@o em agitador orbital, este ndo foi proporcional ao au-
mento dos valores de producao de biomassa (Tabela 3). Isto demonstra
que, provavelmente, a extraciio de PHA realizada ndo foi eficaz para
a obtencdo do polimero por lise celular. Estudos abordam o uso de
diferentes métodos de extracdo de PHA, sendo o método de liofilizagao
combinado com a utilizacdo de cloroférmio o mais utilizado.!*1*2

Caracterizacio do PHA produzido por C. necator IPT 026 a
partir de GBRB

As propriedades do PHA obtido por fermentagdo da GBRB

com a cepa C. necator IPT 026 em agitador orbital na condi¢io que
proporcionou maior producdo (35 °C, 72 h) foram determinadas a
partir das técnicas de caracterizag@o a seguir.

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectrometria no infravermelho constitui uma valiosa técnica
para estudar os polimeros, estimando as interagdes e mudancas na
morfologia dos componentes, pois combina as interacdes quimicas
e a estrutura conformacional das moléculas.?! A Figura 2 apresenta
o espectro de FTIR do PHA obtido com GBRB por fermentag¢do em
agitador orbital a 35 °C por 72 h.
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Figura 2. Espectro de FTIR do PHA obtido por 72 h de fermentagdo de GBRB
por C. necator IPT 026 em agitador orbital a 35 °C

As bandas caracteristicas de PHA, tais como as deformagdes
axiais da carbonila (C=0) em 1.737 cm’!, pico atribuido a vibragdo
da carbonila do grupo éster,”! e de C-C em 978 cm'! sdo observadas.
A banda de deformagao angular simétrica no plano dos grupamentos
CH, em 1.380 cm' e a banda tipica da conformagao helicoidal das
cadeias a 1.227 cm!, estdo de acordo com os picos descritos na lite-
ratura.”? As bandas 1.134 cm™ e 1.187 cm! sdo atribuidas, respectiva-
mente, aos estiramentos simétricos e assimétricos do grupo C-O-C.%
Além disso, foi relatado que na faixa entre 1.228 cm™ e 1.279 cm’!
as bandas sdo caracteristicas da ligagdo C-O-C.>

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

O PHA obtido a partir da GBRB foi caracterizado em termos
de propriedades térmicas com avaliacdo da temperatura de fusdo
(T,) (Figura 3), parametro interligado ao potencial de aplicagdes
do polimero.**

A temperatura de fusdo (T,,) apresentada pelo PHA obtido a partir
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Figura 3. Andlise de DSC do PHA obtido por 72 h de fermenta¢do de GBRB
por C. necator IPT 026 em agitador orbital a 35 °C

da GBRB foi de 177,9 °C, valor condizente com outros encontrados
na literatura para PHAs produzidos a partir de glicose (entre 174 °C
e 183 °C).15% Este pardmetro é importante devido as limitacoes de
aplicac@o de polimeros que apresentam temperatura de degradacao
térmica préxima a temperatura de fusdo em processos de moldagem
e que exigem manipulaciio dos PHAs em altas temperaturas.

Difragdo de Raios X (DRX)

Verificou-se pelo resultado da DRX (Figura 4) que o PHA obti-
do por fermentacio de GBRB apresentou grau de cristalinidade de
55%. Em comparagdo com outros valores citados na literatura (65%
e 58%),>2¢ o PHA produzido apresentou melhor resultado, uma vez
que menores valores de cristalinidade aumentam as possibilidades
de aplicacdes industriais devido as melhores caracteristicas de pro-
cessamento dos polimeros.
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Figura 4. Andlise de DRX do PHA obtido por 72 h de fermenta¢do de GBRB
por C. necator IPT 026 em agitador orbital a 35 °C

Andlise Termogravimétrica (TGA)

A andlise de TGA permitiu determinar a temperatura de inicio de
degradacdo térmica, a temperatura maxima de degradacio e a por-
centagem de perda de massa do PHA produzido a partir da GBRB.
A determinacdo da temperatura maxima de degradagdo foi feita com
base na 1* derivada (DTG). A Figura 5 apresenta as curvas 7GA e
DTG do PHA analisado.

Produgio e caracterizag@o de polihidroxialcanoatos obtidos por fermentacdo da glicerina bruta residual do biodiesel
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Figura 5. Curvas TGA e DTG do PHA obtido por 72 h de fermentagdo de
GBRB por C. necator IPT 026 em agitador orbital a 35 °C

A Figura 5 mostra que a degradag¢@o térmica do polimero ocorre
em um unico evento de perda de massa envolvendo apenas um passo
de degradacdo. A Tabela 4 apresenta os valores das temperaturas de
inicio de degradagdo (T)), temperaturas méximas de degradacao (T .,)
e percentual de perda de massa, obtidos a partir das curvas da Figura 5.

Tabela 4. Temperatura de inicio de degradagdo (T,), temperatura maxima de
degradacdo (T ;) e percentagem de perda de massa obtidas pelas curvas 7TGA
e DTG determinadas para o PHA produzido com GBRB

Parametros PHA
T, (°C) 306,33

T}, °C) 327,07
Perda de massa (%) 97,05

A temperatura inicial de degradag¢do determinada para o PHA
obtido por fermentag¢do da GBRB foi de 306,33 °C. O polimero pro-
duzido apresentou maior estabilidade térmica quando comparado ao
PHA produzido por fermentac@o de glicerol por Burkholderia cepacia
ATCC 17759, que apresentou temperatura incial de degradacio de
268,6 °C,”” e ao PHA obtido por fermentac@o de sacarose de beterraba,
cuja temperatura inicial de degradacdo foi de 255,14 °C.*

E interessante ressaltar que a alta temperatura de decomposicio
encontrada para o PHA obtido com GBRB ¢ um fator atrativo co-
mercialmente, uma vez que esta caracteristica favorece sua aplicacio
em processos de moldagem por extrusio e sob altas temperaturas,
possibilitando a producéo de filmes biodegradaveis, por exemplo, o
que representa uma alternativa a utilizacéio de pldsticos de origem
petroquimica.

Determinagdo da massa molar por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — Indice de Refracdo (CLAE-IR)

A Figura 6 mostra o cromatograma obtido por CLAE-IR para o
PHA produzido a partir da GBRB. A massa molar determinada para
o polimero foi de 630 kDa.

O valor de MM encontrado é compativel com outros citados na
literatura®-*° para PHAs produzidos a partir de glicerina por C. necator
e todos possuem a mesma ordem de grandeza (620 - 750 kDa) em
comparacio com polimeros obtidos através do uso de acticares como
fontes de carbono na fermentacdo.?!

As diferentes massas molares dos polimeros podem influen-
ciar as propriedades fisicas, mecanicas, térmicas, reoldgicas e de
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Figura 6. Cromatograma CLAE-IR do PHA obtido por 72 h de fermentagdo
de GBRB por C. necator IPT 026 em agitador orbital a 35 °C

processamento. Além disso, esta caracteristica pode ser determinada
de acordo com as diferentes condigdes de producdo. Assim, devido a
grande competicdo industrial, ressalta-se a importancia da capacidade
de controlar a massa molar dos polimeros durante a producdo e de
compreender como as influéncias deste pardmetro interferem nas
propriedades finais do polimero.

Composigdo quimica por Cromatografia Gasosa — Espectrometria
de Massas (CG-EM)

A Figura 7 contém o cromatograma obtido por CG-EM do PHA
produzido por fermentacio da GBRB com C. necator IPT 026 em
agitador orbital a 35 °C por 72 h. Os picos referentes aos tempos de
retencdo (Tr) sdo caracteristicos dos metil-ésteres de hidroxialcano-
atos formados por clivagem do grupo funcional hidroxila por meio
da reac@o de metandlise realizada previamente.’> A Tabela 5 mostra
a composicdo quimica do polimero analisado.

1004 7.38

Figura 7. Cromatograma CG-EM dos ésteres metilicos do PHA obtido por 72
h de fermentagdo de GBRB por C. necator IPT 026 em agitador orbital a 35 °C

Tabela 5. Identificaco e percentual de drea dos metil ésteres de hidroxialcano-
atos correspondentes aos mondmeros constituintes do PHA produzido por C.
necator IPT 026 em agitador orbital por 72 h fermentagdo de GBRB a 35 °C

Tempo de retencao (min) Mondmeros (%)
5,79 3-hidroxibutirato 34,68
6,27 3-hidroxipentanoato 16,35
7,38 8-hidroxinonanoato 36,57
- N.L 18,88

N.I. = Nio Identificados.

A Tabela 5 e a Figura 7 mostram que o PHA produzido a partir
de GBRB apresentou 36,57% do constituinte identificado como 8-hi-
droxinonanoato (Tr = 7,38 min); 34,68% referentes ao constituinte
3-hidroxibutirato (3HB) (Tr = 5,87 min); e 16,35% correspondentes

Quim. Nova

ao 3-hidroxipentanoato (Tr = 6,27 min), além de outros picos ndo
identificados (N.L).

Um estudo realizado por CG-EM mostra que o Polihidroxibutirato
(PHB) produzido por fermentagdo de sacarose de beterraba por
Alcaligenes latus apresentou 80,15% de constitui¢do por mondme-
ros hidroxibutirato (HB) referentes aos ésteres propilicos de acido
hidroxibutirico presentes no cromatograma.”® Em contrapartida, o
PHA produzido com GBRB apresentou composicdo diversificada
por mondmeros de cadeias carbonicas maiores (3-hidroxipentanoato
e 8-hidroxinonanoato), além de uma menor porcentagem de 3-hidro-
xibutirato (Tabela 5).

Esta diferenca na composi¢do quimica pode influenciar as
propriedades térmicas e mecanicas dos polimeros, uma vez que a
constituicdo monomérica dos PHAs depende do substrato e dos nu-
trientes que compdem o meio fermentativo, além do micro-organismo
produtor. A produgdo de PHA a partir de dcido oleico pela bactéria
Pseudomonas aeruginosa, por exemplo, resultou na produg¢do de PHA
constituido, majoritariamente, pelos mondmeros 3-hidroxioctanoato
e 3-hidroxidecanoato, além de mondmeros de cadeia insaturada.’
Assim, a variaciio na composicdo e no comprimento das cadeias de
carbono dos polimeros pode determinar as diversas aplicacdes dos
PHAs, de acordo com as diferentes propriedades apresentadas.

Desta forma, nota-se que as sele¢des do micro-organismo pro-
dutor e das condi¢des de fermentagdo, como tempo e temperatura,
resultaram no aumento da biomassa celular e da produgdo de PHA por
fermentacdo de GBRB por C. necator IPT 026. Estas condicdes deter-
minadas em agitador orbital podem, entdo, ser adaptadas a producio
do polimero em escala de reator (capacidade > 4 L), possibilitando
obter maiores quantidades de polimero. Entretanto, o aumento do
rendimento de producdo de PHA pode, ainda, estar relacionado a
escolha de um método de extrag@o mais eficaz para a recuperagdo do
polimero das células bacterianas, sendo uma alternativa descrita na
literatura o método que emprega liofiliza¢do das células seguida do
uso de cloroférmio. Assim, o emprego deste método de recuperagio
de PHASs pode contribuir para a obtengao de resultados mais precisos
e condizentes com o potencial de aplicagdo de GBRB como substrato
fermentescivel na produgao destes biopolimeros.

CONCLUSAO

A utilizagdo de GBRB como substrato alternativo fermentes-
civel possibilitou a producido de PHA por linhagens bacterianas de
Cupriavidus necator, com maior produgdo obtida por C. necator IPT
026 por meio de fermentagdo realizada em agitador orbital nas con-
dicdes de tempo e temperatura de 72 h e 35 °C. O PHA obtido nestas
condigdes apresentou temperatura inicial de degradacdo e de fusdo
de 306,33 °C e 177,9 °C, respectivamente, e 55% de cristalinidade.
Além disso, este polimero apresentou trés diferentes metil-ésteres
de hidroxialcanoatos em sua composicdo quimica e um valor de
massa molar de 630 kDa. Estes resultados mostram a possibilidade
de aplicacdo de GBRB na produ¢do de PHA, o que representa uma
forma de agregar valor a este co-produto da industria do biodiesel,
além de possibilitar a reducao dos custos de producio do polimero.
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