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RESUMO

O crescimento populacional, associado ao consumo desenfreado, acarreta 0 aumento do uso de
plasticos de origem petrolifera e 0 seu descarte inadequado tém causado impactos negativos
significativos nos ecossistemas terrestres e aquéticos, além de repercussdes preocupantes para
a saude humana. O plastico representa uma grave ameaca a vida selvagem, animais
frequentemente confundem fragmentos de plastico com alimento, ingerindo materiais que
causam obstrucGes no trato digestivo, desnutricdo e morte. Além disso, redes de pesca
descartadas e outros residuos pléasticos podem aprisionar e ferir animais marinhos. Como forma
de minimizar os problemas ambientais oriundos da sua fragmentacdo e longevidade, cada vez
mais se busca produzir polimeros de facil biodegradacdo e de baixos custos de produgdo. O
objetivo dessa pesquisa foi obter um polimero de origem microbiana, a partir de uma fonte
renovavel. O polihidroxibutirato bacteriano (PHB-B) foi produzido por Cupriavidus necator,
utilizando melago de cana comercial (MCC) como fonte de carbono no substrato. Foi avaliada
a influéncia da temperatura de cultivo (30, 34 e 38 °C) e da concentracao inicial de CCM, como
fonte de carbono (5, 10, 15 g.L™* de aglcares redutores AR) na producdo de PHB-B em 72 h de
cultivo. Para isto, foi realizado um planejamento fatorial completo 22 com trés repetices no
ponto central. Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyers com capacidade de 300
mL, contendo 200 mL de meio de cultura composto por KH2PO4 (3 g.L 1), KoHPO4 (7 g.L7Y),
(NH4)2S04 (1 g.L %), MgS04.7H,0 (0,2 g.L ) e MCC nas concentracGes indicadas pelo
planejamento fatorial juntamente com o microrganismo. O melago de cana se mostrou eficaz
como fonte de carbono, com rendimento maximo de 35,70% de PHB-B ocorrendo a 30 °C com
15 g.L de aclcares redutores, sob agitagdo de 180 rpm. O PHB-B apresentou 0s mesmos
grupos funcionais do polihidroxibutirato comercial (PHB-C), como também a mesma estrutura
cristalina para ambos. O grau de cristalinidade do PHB-B e PHB-C foi de 51,71 e 62,01 %,
respectivamente. O PHB-B apresentou pico duplo de fuséo a 160,79 e 170,05 °C, enquanto o
PHB-C apresentou temperatura de cristalizacdo no segundo aquecimento de 39,93 °C e apenas
um pico de fusdo a 166,09 °C. As temperaturas iniciais e maximas de degradacao térmica foram
de 233 e 262 °C e de 258 e 279 °C para 0 PHB-B e PHB-C, respectivamente, e 0 processo de
degradacdo térmica se deu em uma Unica etapa. A energia de ativacdo revelou que o PHB-B ¢
mais resistente a degradacdo térmica do que o PHB-C. Os parametros termodinamicos indicam
que o perfil de degradacdo térmica é do tipo endotérmico e que os processos de degradacao
térmica ocorrem espontaneamente para ambos biopolimeros estudados. Nesse estudo se
comprova que o melaco de cana-de-acUcar comercial pode produzir PHB bacteriano
biodegradavel e resistente a degradacao térmica, propriedade de interesse para o processamento
e a estocagem desse biopolimero valorizando as suas aplicacGes.

Palavras-chave: PHB; bactéria; producdo de biopolimero; biodegradacdo; cinética de
degradacéo térmica; sustentabilidade.



ABSTRACT

Population growth, combined with unbridled consumption, has led to an increase in the use of
petroleum-based plastics, and their improper disposal has caused significant negative impacts
on terrestrial and aquatic ecosystems, in addition to worrying repercussions for human health.
Plastic poses a serious threat to wildlife; animals often mistake plastic fragments for food,
ingesting materials that cause obstructions in the digestive tract, malnutrition, and death. In
addition, discarded fishing nets and other plastic waste can trap and harm marine animals. In
order to minimize the environmental problems arising from their fragmentation and longevity,
there is an increasing search for polymers that are easily biodegradable and have low production
costs. The objective of this research was to obtain a polymer of microbial origin from a
renewable source. Bacterial polyhydroxybutyrate (PHB-B) was produced by Cupriavidus
necator, using commercial sugarcane molasses (MCC) as a carbon source in the substrate. The
influence of cultivation temperature (30, 34, and 38 °C) and initial concentration of CCM as a
carbon source (5, 10, 15 g.L™ of reducing sugars AR) on the production of PHB-B in 72 h of
cultivation was evaluated. For this purpose, a complete factorial design 22 with three replicates
at the central point was performed. The cultivations were carried out in Erlenmeyer flasks with
a capacity of 300 mL, containing 200 mL of culture medium composed of KH2PO4 (3 g.L ™),
KoHPOs (7 g.L ™), (NH4)2S04 (1 g.L ), MgSO4.7H.O (0.2 g.L?) and MCC at the
concentrations indicated by the factorial design together with the microorganism. Sugarcane
molasses proved to be effective as a carbon source, with a maximum yield of 35.70% of PHB-
B occurring at 30 °C with 15 g.L-1 of reducing sugars, obtained at 180 rpm. PHB-B presented
the same functional groups as commercial polyhydroxybutyrate (PHB-C), as well as the same
crystalline structure for both. The degree of crystallinity of PHB-B and PHB-C was 51.71 and
62.01%, respectively. PHB-B presented a double melting peak at 160.79 and 170.05 °C, while
PHB-C presented a crystallization temperature in the second heating of 39.93 °C and only one
melting peak at 166.09 °C. The initial and maximum temperatures of thermal manipulation
were 233 and 262 °C and 258 and 279 °C for PHB-B and PHB-C, respectively, and the thermal
purification process occurred in a single step. The activation energy revealed that PHB-B is
more resistant to thermal manipulation than PHB-C. The thermodynamic configurations
indicate that the thermal manipulation profile is endothermic and that the thermal manipulation
processes occur spontaneously for both trained biopolymers. This study proves that commercial
sugarcane molasses can produce biodegradable bacterial PHB that is resistant to thermal
manipulation, a property of interest for the processing and storage of this biopolymer,
enhancing its applications.

Keywords: PHB; bacteria; biopolymer production; biodegradation; thermal degradation
Kinetics; sustainability.
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1 INTRODUCAO

Materiais poliméricos apresentam menor custo, moldados facilmente quando
comparados a outros materiais, ainda sendo duradouros, por isso possuem uma infinidade de
usos. Estdo diretamente ligados a correria da vida moderna e sdo os materiais mais amplamente
utilizados em muitas aplica¢fes e em quase todas as areas da industria (Ramadas et al., 2009;
Lenfeld et al., 2020).

O consumo de plastico no mundo esta em torno de 450 milhdes de toneladas por ano,
equivalente a aproximadamente 57 quilos por pessoa. Anualmente, mais de 350 milhdes de
toneladas de plastico acabam como residuos, dos quais cerca de 80 milhdes de toneladas sdo
gerenciados de forma inadequada, resultando em poluigéo. (Purcel et al., 2023). As principais
fontes de residuos plasticos sdo: garrafas, embalagens, tampas, sacolas de supermercado ou
varejo e embalagens alimenticias (Pilapitiya & Ratnayake, 2024).

Os residuos plasticos podem se degradar em tamanhos micro a nanométrico, e essas
pequenas particulas sdo espalhaveis no ar, na dgua e no solo. Portanto tanto os animais
terrestres, quanto aquaticos estdo sujeitos a varios impactos negativos, como a ingestéao,
emaranhamento, formacao de Ulceras, reducéo de reprodutividade e estresse. Os microplasticos
também podem prejudicar a saide humana devido a doencas cardiovasculares, doenga renal
cronica, defeitos congénitos, cancer e infertilidade (Pilapitiya & Ratnayake, 2024).

O gerenciamento de residuos plasticos pode ser feito por meio da reciclagem, mas
existem barreiras que dificultam a execucdo. A reciclagem mecanica resulta em materiais de
qualidade inferior, enquanto a reciclagem quimica, embora mais eficaz, tem custos altos,
tornando-a menos competitiva frente as resinas virgens (Vogt et al., 2021). Além disso, a
reciclagem € prejudicada pela falta de coleta seletiva, tanto em areas urbanas quanto rurais, e
pela falta de conhecimento dos consumidores sobre a classificacdo e separacdo correta dos
materiais reciclaveis (Oliveira et al., 2019).

Como forma de tentar reduzir os problemas ambientais causados pelos plasticos
produzidos por derivados de petroleo e contornar os desafios para aumentar os indices de
reciclagem, surgem cada vez mais pesquisas que utilizam como matéria-prima fontes
renovaveis e que produzem polimeros biodegradaveis (Anjun et al., 2016; Mahato et al., 2023).
Os biopolimeros de interesse sdo os polilactideos, os polissacarideos, os poliésteres alifaticos e
os polihidroxialcanoatos (PHA) (Anjum et al., 2016). Esses a base de PHA sdo poliésteres de

hidroxialcanoatos sintetizados por inUmeras bactérias. A biossintese do PHA depende de varios
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fatores como, por exemplo, o tipo de fonte de carbono que é oferecida como substrato, das vias
metabdlicas disponiveis a esse organismo para converter essa fonte de carbono em monémeros
de PHA, e da especificidade das enzimas envolvidas na sintese do PHA (Lu et al., 2009).

O primeiro PHA a ser descoberto foi o polihidroxibutirato (PHB), em 1926 (Lemoigne,
1926), e é 0 mais pesquisado e 0 mais bem caracterizado. O biopolimero é sintetizado dentro
do citoplasma do microrganismo na forma de granulos e ali se acumulam como fonte de energia,
devido ao consumo de acUcar pela bactéria em meio de cultura. Acredita-se que seja uma
estratégia da bactéria para garantir-se por maior tempo sobrevivendo em um meio com fonte de
carbono abundante, mas com limitagdo de outros nutrientes, como nitrogénio e fosforo (Gouda
et al., 2001; Mostafa et al., 2020).

O custo de producéo de polimeros biodegradaveis baseados nos polihidroxialcanoatos
(PHAS) foi estimado ser de trés a quatro vezes mais alto do que o valor para os polimeros
baseados em petréleo como o polipropileno (Yadav et al., 2021). No caso do PHB, o0s custos
séo reduzidos em torno de 40-50% ao se usar subprodutos agroindustriais de baixo custo como
substratos (Choi J. & Lee S. Y., 1999; Kim B. S. & Chang H. N, 2000). Portanto, diversos
tipos de substratos baratos oriundos de subprodutos celulésicos tém sido utilizados a fim de
colaborar com o aumento da producdo do PHB (Kovalcic et al., 2020; Andler et al., 2021; Tu
etal., 2022). A producdo de PHB em escala industrial, em condi¢Ges econémicas vidveis requer
0 uso de substratos mais baratos (Liu et al., 2021).

A perspectiva de crescimento da producdo do PHB em 2022 foi de aproximadamente
2,44 milhdes de toneladas, indicando a necessidade de instalacfes para atender a demanda de
producdo futura e comercializacdo desse biopolimero (Abbas et al., 2024).

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar do mundo (Karp et al., 2022), com um
rendimento médio de 85.580,00 Kg/ha e producdo de 713,2 milhdes de toneladas na safra de
2023/2024. A maior parte desta cana-de-acucar é destinada a fabricacdo de etanol hidratado,
anidro e aclcar. Nesta mesma safra, a producdo de aglcar foi de 45,68 milhdes de toneladas.
(CONAB, 2024). Sendo o melago um subproduto da fabricacdo do aglcar, 0 seu uso como
substrato para a producdo do PHB se justifica pelo seu custo baixo, com oferta abundante em
varias partes do mundo que garante larga escala de fermentacdo para a producdo de polimeros
biodegradaveis baseados no PHA (Sunita et al., 2024). A alta concentracdo de carbono
fermentavel do melago inerente a cristalizagdo do acuUcar, o torna um substrato rico em carbono
para a producdo do PHB a partir de processos biotecnolégicos (Oliveira et al., 2009; Sahu O,
2018).
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Na literatura, vérios artigos foram publicados usando melago para produzir polimeros
biodegradaveis baseados em PHAS, mas nessas pesquisas foram realizados pré-tratamentos no
melaco baseados em hidrélises &cida, alcalina e enzimatica para aumentar a concentracao de
carbono fermentavel no meio (Sen et al., 2019; Dalsasso et al., 2019) e etapas de purificacdo
para retirada de impurezas. Os pré-tratamentos no melago produzem substéncias que inibem o
crescimento microbiano (como o hidroximetilfurfural e o furfural) (Bishop et al., 2024) e como
consequéncia podem afetar a producdo de PHB. A poluicdo ambiental relacionada a
subprodutos toxicos de tratamentos quimicos precisa ser levada em consideracdo na producgéo
de um biopolimero.

O melago de cana retirado diretamente da usina ndo é padronizado quanto ao seu teor
de acucares e € obtido com residuos e impurezas. Assim, a motivacao desta pesquisa foi utilizar
melaco de cana-de-agUcar comercial para evitar a etapa de pré-tratamento que geralmente é
realizada quando se faz uso. Na literatura, ndo se tem visto a publicacdo do PHB sendo obtido
a partir do melago de cana-de-agtcar comercial. Além disso, o presente trabalho valoriza esse
subproduto, dando mais uma aplicacao industrial, servindo como substrato para a producdo de
PHB.

Esse trabalho teve como objetivo analisar a producdo do PHB utilizando melago de
cana-de-acucar comercial e a bactéria Cupriavidus necator, para isso foram avaliadas as
influéncias da temperatura de cultivo e a concentracdo inicial de melago de cana-de-agUcar
como fonte de carbono no meio. Investigar as propriedades térmicas, a cinética de degradacéo
térmica, os parametros termodinamicos e caracterizar o polimero por meio de analises de
espectroscopia no infravermelho (FTIR), ressonancia magnética (RMN), difracdo de raios X
(DRX) e estudo de biodegradagéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir polihidroxibutirato (PHB) utilizando Cupriavidus necator e melago de cana-

de-acucar comercial como substrato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar as caracterizac@es fisico-quimicas do melaco de cana-de-agucar comercial;

e Estudar os parametros cinéticos da producéo de polihidroxibutirato;

e Verificar a influéncia das condi¢Ges operacionais, temperatura de cultivo e concentracao
inicial de substrato, sobre a producdo do biopolimero;

e Extrair o biopolimero dos cultivos e produzir os filmes;

e Realizar as caracterizacbes do PHB por meio das analises de FTIR, RMN e DRX;

e Investigar as propriedades térmicas, a cinética de degradacéo térmica e os parametros
termodinamicos;

e Estudar a biodegradacdo do PHB.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

A biodegradacao de polimeros é definida como a decomposi¢do quimica de substancias
por meio de microrganismos, via catalise enzimatica, ocasionando alteracdo na composi¢ao
quimica, nas propriedades mecanicas e estruturais. O resultado da biodegradacao € a liberacdo
de produtos metabdlicos como biomassa, agua, gas carbonio e metano (Samir et al., 2022). A

biodegradacao ocorre em duas etapas, como mostrado na Figura 1:

Figura 1 - Processo de biodegradacdo de polimeros.
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Fonte: Adaptado (Samir et al., 2022).

Na primeira etapa do processo os polimeros de cadeias longas sofrem despolimerizacéo,
por meio de enzimas extracelulares e fatores abidticos como, oxidacdo fotodegradacdo e
hidrolise, transformando-se em cadeias curtas ou oligdmeros. Na segunda etapa os oligdmeros
e polimeros de cadeias curtas sofrem degradacdo microbioldgica, no qual fungos e bactérias
produzem, na presenca de oxigénio, dioxido de carbono, agua, biomassa e residuos, e em meio
anaerdbio produzem diéxido de carbono, dgua, metano, biomassa e residuos (Samir et al.,
2022).

Os polimeros biodegradaveis podem ser classificados em diferentes tipos, segundo seu

processo de sintese e sua fonte de producgdo, como mostrado na Figura 2:
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Figura 2 - Classificacdo dos polimeros biodegradaveis.

Legenda:

PHA (polihidroxialcanoato),
PHB (polihidroxibutirato),
PLA (poliacido lactico),
PCL (policaprolactona),

PGA (acido poliglicélico),

PBSA (polibutileno succinato
co-adipato).

Fonte: Adaptado (Zhong et al., 2020; Doppalapudi et al., 2014).

3.1.1 Polimeros obtidos de proteinas

As proteinas sdo macromoléculas organicas compostas por cadeias lineares de
aminoacidos que se ligam através de ligacdes peptidicas e possuem funcdes especificas
(Ruffolo & Madani, 2024). Nos organismos, atuam como componentes estruturais, formando

fibras como o colageno e a queratina. Desempenham papel catalitico nas reacdes quimicas ao
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atuar como enzimas. S&o responsaveis pelo transporte de moléculas, como o oxigénio, através
da hemoglobina, e pela regulacdo de processos metabolicos, como ocorre com horménios como
a insulina. No sistema imunoldgico, sdo fundamentais para a defesa do organismo, atuando
como anticorpos. E apresentam funcdo de armazenamento de nutrientes, exemplificado pela
ferritina, que funciona como reservatorio de ferro.

Diversas proteinas estdo sendo utilizadas na producdo de polimeros como forma de
enfrentar os desafios ambientais associados aos plasticos convencionais, promovendo uma

transicdo para materiais mais sustentaveis.

e Proteina do soro de leite (whey protein):

O soro de leite € um subproduto das industrias produtoras de queijos e caseinas, possui
uma carga organica muita alta, o que o torna um poluente ambiental (YYadav et al., 2015). Pode
ser produzido a partir de qualquer tipo de leite, nos paises ocidentais 0 mais popular € o soro de
leite de vaca, enquanto em outras regides do mundo utiliza-se leite de cabras, ovelhas, bufalas
e camelas (Smithers, 2008).

As proteinas do soro de leite sdo ricas em peptideos bioativos e possuem propriedades
antioxidantes, anti-hipertensivas e antimicrobianas, seus principais constituintes sdo a-
lactoalbumina, B-lactoglobulina, albumina sérica bovina, imunoglobulinas, lactoferrina bovina
e uma pequena fracdo de glicomacropeptideo (Minj & Anand, 2020).

Segundo Kandasamy et al. (2021) a partir da proteina do soro de leite, pode-se produzir
um filme polimérico comestivel para producdo de embalagens de alimentos. Esses filmes séo
flexiveis, incolores, inodoros, com excelentes propriedades mecanicas e de barreira quando

comparados com polissacarideos e outros filmes poliméricos.

e Caseina:

A caseina é a proteina mais abundante no leite, representa 80% da fracdo proteica,
pertence a familia das fosfoproteinas (Sattar et al., 2019), € altamente biocompativel, de baixo
valor econdmico e de facil digestdo. Obtida do leite por meio da precipitacdo quando este esta
com pH 4,6. Também pode ser obtida por meio de filtragdo por membrana, processo
cromatografico, enzimatico e por eletroforese. Quanto a composicdo ela contém quatro
subfragdes, as1-, as2-, B- € k-caseina (Wusigale et al., 2020).

Por possuir a capacidade de se ligar a ions e pequenas moléculas facilmente e poder

interagir com outras moléculas bioldgicas, esta sendo estudada para aplicagdo na administracéo
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de medicamentos. Outra vantagem da caseina é ter boas propriedades emulsificantes e
gelificantes (Gandhi & Roy, 2021).

e Gluten:

O gluten é um composto de proteinas presentes nos cereais como o trigo, a cevada e o
centeio. Esse grupo de proteinas € composto por duas proteinas, a gliadina, que € solivel em
etanol e possui baixo peso molecular e a glutenina, insolivel em etanol e possui alto peso
molecular, Figura 3. O gluten pode ser utilizado para producéo de espumas poliméricas, elas
possuem varias aplicacGes e diferentes propriedades mecéanicas. A gliadina é responsavel pelo

comportamento viscoso da espuma e a glutenina pela elasticidade (Blomfeldt et al., 2011).

Figura 3 - Modelo das proteinas gliadina, glutenina e do glaten.
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Fonte: (Silva & Friscio, 2021).

e Colageno:

O colageno constitui cerca de 25% a 35% de toda a proteina do corpo humano, existem
28 tipos diferentes de colagenos, que sdo codificados por pelo menos 45 genes diferentes. Os
principais tipos de colagenos séo os tipos I, 11 e I11. O tipo | € o0 mais abundante no corpo e pode
ser encontrado nos 0ssos, peles, tenddes e 6rgédos. O tipo Il pode ser encontrado nas cartilagens
e o tipo Il nas fibras reticulares dos pulmdes, figado e bago, no sangue, na pele e na parede dos
vasos (Jafari et al., 2020).

Eles servem como proteinas-chaves em processos vitais, sdo responsaveis também pela
elasticidade, estrutura e firmeza da pele e dos tenddes. Tém sido amplamente utilizados em
aplicacdes biomédicas como implantes protéticos, enxertos vasculares e de cornea, curativos
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de feridas e queimaduras, regeneracdo de nervos, cirurgias plasticas e administracdo de
medicamentos e suplementos proteicos (Ryglové et al., 2017). O colageno pode ser isolado de
pele e 0sso de suinos e bovinos, pele, espinhas e escamas de peixes, por exemplo a carpa (Zhang
et al., 2009).

o Gelatina:

A gelatina é um polimero natural formado pela hidrolise parcial do coldgeno. Dois tipos
diferentes de gelatina podem ser produzidos com base no pré-tratamento do colageno, tipo A e
B. O primeiro tipo é uma gelatina obtida por via hidrélise acida, esta tem um ponto isoelétrico
em pH 6 a9, sendo esse processo mais usado para o colageno menos reticulado covalentemente,
normalmente encontrado na pele de porcos. O tipo B é uma gelatina obtida por via hidrélise
alcalina, que possui um ponto isoelétrico em pH 5 e pode ser obtida de coldgenos mais
complexos encontrados em peles bovinas (Alipal et al., 2021).

A gelatina também pode ser obtida de colagenos derivados de peles, de tecidos
conjuntivos e de ossos de outros animais, incluindo peixes e aves. A gelatina é utilizada na
indUstria de alimentos, cosmética, fotografica e farmacéutica como cépsula de matéria-prima e
medicamentos, também é utilizada na producdo de biofilmes e na engenharia de tecidos
(Zulkiflee & Fauzi, 2021).

e Albumina:

A albumina é uma proteina significativa do plasma sanguineo humano e desempenha
varias funcgBes essenciais no corpo como a manutencdo da pressao plasmatica, o equilibrio
nutricional e o transporte de varias substancias como horménios, ions e outros compostos
(Jahanban-esfahlan et al., 2020). Esta presente também no plasma sanguineo de mamiferos de
diversas espécies, como bovinos e roedores, e nos ovos representa a principal proteina da clara.
E extraida de diferentes fontes, como ovalbumina (OVA), albumina sérica bovina (BSA),
albumina sérica humana (HSA), Figura 4, e albumina sérica de rato (RSA). Na industria
farmacéutica, a albumina é utilizada como nanoparticula transportadora de medicamentos e
possui a capacidade de reduzir os efeitos colaterais e aumentar a estabilidade dos medicamentos
(Karami et al., 2020).
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Figura 4 - Representacdo da albumina sérica humana (HSA).

Fonte: Autoria propria.

3.1.2 Polimeros obtidos de polissacarideos

Polissacarideos sdo macromoléculas de carboidratos complexos compostas por mais de
dez monossacarideos ligados por ligacdes glicosidicas presentes em plantas, animais e
microrganismos. Sao categorizados em polissacarideos de armazenamento, como o amido
presente em plantas e o glicogénio em animais e polissacarideos estruturais como a celulose,
quitina e a pectina (Cui & Zhu, 2020). A versatilidade dos polissacarideos permite que eles
sejam transformados em materiais com diferentes propriedades fisicas, mecanicas e quimicas,

tornando-os ideais para substituir polimeros sintéticos em diversas aplicacdes industriais.

e Amido:

O amido é um carboidrato encontrado na maioria dos vegetais, ttm como fun¢édo o
armazenamento de energia e consiste em unidades de glicose repetidas que se unem por meio
de ligacBes glicosidicas. E composto por dois polissacarideos, a amilose e a amilopectina
(Doppalapudi et al., 2014), como pode ser observado na Figura 5. O amido é um 6timo material
para o desenvolvimento de produtos biodegradaveis, como os descartaveis, pois além de ter
baixo custo ele pode ser processado com 0S mMesmos equipamentos convencionais do
processamento de plasticos petroquimicos (Jiang et al., 2020), também pode ser utilizado na
administracdo de medicamentos, producdo de filmes e engenharia de tecidos.
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Figura 5- Estruturas quimicas da amilose e amilopectina.
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Fonte: Autoria propria.

e Celulose:

A celulose é o polimero organico natural mais abundante da Terra, pois pode ser

encontrada em arvores, plantas, frutas, vegetais, residuos agricolas (Zainal et al., 2021) e pode

ser produzida por algumas espécies de microrganismos. E um polissacarideo constituido por

uma cadeia de unidades repetidas de D-glicose unidas por ligac6es glicosidicas, sua formula

molecular é (CeH100s)n € sua estrutura molecular esta representada na Figura 6. Desempenha

funcdo estrutural nas plantas, algas e oomicetos (Dopalapudi et al., 2014). A celulose possui

regides cristalinas e amorfas, pode ser utilizada na producdo de curativos de hidrogel, na

engenharia

de tecidos,

administracdo de medicamentos,

emulsificantes e espessantes de alimentos (Eslahi et al, 2019).

Figura 6 - Estrutura molecular da celulose.

Fonte: Adaptado (Zainal et al., 2021).

e Carragenina:

OH

7[
)

HO

producdo de bioadesivos,

A carragenina, também conhecida como carragenana € um grupo de polissacarideos

sulfatados lineares, derivados das paredes celulares de algas marinhas vermelhas. Existem trés
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tipos de carrageninas mais relevantes industrialmente, a iota-carragenina, a kappa-carragenina

e a lambda-carrgenina (Aga et al., 2021), como pode ser visto na Figura 7.

Figura 7 - Principais tipos de carrageninas.
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Fonte: (Qureshi et al., 2019).

As carrageninas sao utilizadas nas industrias de alimentos e cosméticos como
estabilizantes e agente espessantes de produtos lacteos, carnes, shampoos, lo¢des e produtos de
higiene bucal. As carrageninas possuem atividades antitrombaticas, antivirais, anticancerigenas
e imunomoduladoras. Estudos estdo sendo realizados com a carragenina como transportador de

medicamentos e producdo de filmes ativos para a industria de alimentos (Qureshi et al., 2019).

e Acido hialurénico:

O é&cido hialurbnico pertence aos compostos glicosaminoglicanos, que sdo
polissacarideos. E uma macromolécula hidrofilica, possuindo alta solubilidade em &4gua e forma
solucBes viscosas. Pode ser encontrado na pele, nas cartilagens, no nucleo pulposo entre as
vértebras da coluna, no colo do Utero e no glicocalice das células endoteliais que sdo as células
que revestem 0s vasos sanguineos e linfaticos (Sionkowska et al., 2020). Pode ser obtido por
meio da extracdo de tecidos animais, normalmente cristas de galo, ou produzidos por cepas

bacterianas como a Streptococcus zooepidemicus ou por microrganismos geneticamente
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modificados como, Bacillus, Agrobacterium, Escherichia coli e Lactococcus. Sua estrutura
molecular pode ser vista na Figura 8.

Figura 8 - Estrutura molecular do acido hialurénico.
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Fonte: (Sionkowska et al., 2020).

O acido hialurénico tem sido muito utilizado na formulacdo de cosméticos, em
procedimentos estéticos para preenchimento facial, e em procedimentos medicos como o
tratamento de cistite intersticial, incontinéncia urinaria, refluxo vesicouretal e osteoartrite (Al-
khateeb & Olszewska-czyb, 2020). Também esta sendo estudado no tratamento de feridas e na

engenharia de tecidos.

e Quitosana:

A quitosana é um polissacarideo obtido a partir da desacetilacdo da quitina, um
biopolimero presente no exoesqueleto de crustaceos, nas cuticulas de insetos, nas algas e na
parede celular de alguns fungos. As estruturas moleculares da quitina e da quitosana podem ser
vistas na Figura 9. A quitosana apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias, fungos
filamentosos e leveduras, apresenta também atividade antioxidante, anti-inflamatoria, pode ser

utilizada na sintese de nanoparticulas de metais. (Aranaz et al., 2021).
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Figura 9 - Estruturas moleculares da quitina e quitosana.
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Fonte: (Kou et al., 2021).

As matérias-primas mais utilizadas para producdo de quitosana sdo exoesqueleto de
camardes, caranguejos, lagostas, lagostins e conchas de ostras (Kou et al., 2021). Materiais a
base de quitosana se mostram promissores para uso em tratamentos de agua, processamento de
alimentos, aplicacdo em area farmacéutica, industria téxtil e na agricultura (Wang & Zhuang,
2022).

e Sulfato de condroitina:

O sulfato de condroitina € um glicosaminoglicano, um heteropolissacarideo aniénico
encontrado nas cartilagens e tecidos animais. E biodegradavel, biocompativel e possui
atividades anti-inflamatoria, antioxidante, antitumoral, anticoagulante e antitrombogénica. Na
indUstria farmacéutica é utilizado como suplemento nutricional e como medicamento para o
tratamento de osteoartrites (Sharma et al., 2022). A estrutura molecular do sulfato de

condroitina esta representada na Figura 10.

Figura 10 - Estrutura molecular do sulfato de condroitina.
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Fonte: Adaptado (Abdallah et al., 2020).
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Pesquisas recentes demostram sua aplicagcdo no campo dos biomateriais, na engenharia
de tecidos e liberacdo de medicamentos (Yang et al., 2020). Para fins comerciais é extraido de
anéis cartilaginosos da traqueia de bovinos, orelhas e focinho de porco e cartilagem de tubardes
(Abdallah et al., 2020). O sulfato de condroitina tambeém pode ser produzido por via

fermentativa utilizando fungos e bactérias (Sharma et al., 2022).

e Acido alginico:

O é&cido alginico, também conhecido por algina, ¢ um polissacarideo natural, obtido
geralmente de algas marrons, como a Kelp, Gulfweed, Ascophyllum e Macroalgae, mas que
também pode ser produzido a partir de fermentacdo microbiana por meio do cultivo de bactérias
(Guo et al., 2020). Esse polimero é formado pelos mondmeros de manuronato e guluronato, €
biocompativel e biodegradavel (Sikkema et al., 2021), sua estrutura molecular esta representada
na Figura 11. Pesquisas no campo farmacéutico indicam que o &cido alginico tem atividades
imunomoduladoras, antioxidantes, efeitos antinflamatdrios, propriedades antianafilaticas,
hipocolesterolémico e anti-hipertensivo. O éacido alginico também tem sido pesquisado para
outras aplicacfes como: catalisador, tratamento de dgua, embalagens, industria de alimentos e

na imobilizacdo de células (Guo et al., 2020).

Figura 11 - Estrutura molecular do &cido alginico.
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Fonte: Adaptado (Doppalapudi et al., 2014).

Em condi¢bes fisiologicas o &cido alginico assume a forma de um sal de sodio
altamente solavel (Sikkema et al., 2021). O alginato de sodio possui as caracteristicas de
espessar, gelificar, formar filmes e fiar fibras, e por isso € muito utilizado nas industrias

alimenticia, de papel e cosméticas (Guo et al., 2020).

31



3.1.3 Polimeros obtidos de microrganismos

Microrganismos sdo organismos microscopicos, geralmente unicelulares, que s6 podem
ser visualizados com o auxilio de um microscopio. Eles estdo presentes em quase todos os
ambientes da Terra. Sao representados por bactérias, fungos (leveduras e fungos filamentosos),
protozodrios e algas microscopicas. Neste grupo também estdo os virus, entidades acelulares
(Tortora et al., 2012).

Os microrganismos desempenham um papel crucial na inddstria, sendo amplamente
utilizados em diversos setores devido a sua capacidade de realizar processos bioldgicos
eficientes, sustentaveis e econdémicos. Sua aplicacdo se estende desde a producdo de alimentos
e bebidas, vacinas, antibioticos, biofertilizantes, controle de pragas, tratamento de residuos,

producdo de biocombustiveis e até biopolimeros.

e Polihidroxialcanoatos (PHA) / Poli(3-hidroxibutirato) (PHB):

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo biopolimeros produzidos naturalmente por
diferentes microrganismos procariéticos como bactérias gram-positivas, gram-negativas e
archeas. O excesso de carbono e a deficiéncia de nutrientes induz a producdo de PHA na forma
de granulos, que sdo acumulados no interior das células microbianas, e quando extraidos
apresentam as mesmas propriedades dos polimeros de origem petroquimica mais vendidos,
como o polipropileno, com a vantagem de serem biodegradaveis no solo, na 4gua doce e em
ambientes marinhos, e compostaveis (Sharma et al., 2021).

Industrialmente sdo produzidos cinco tipos de PHAs, o poli(3-hidroxibutirato) mais
conhecido como PHB, poli(4-hidroxibutirato), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato),
poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) e poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato
(Koller & Mukherjee, 2022).

A producdo industrial do PHA contém varias etapas, incluindo fermentagdo, separacao
da biomassa do caldo, secagem da biomassa, extragdo do PHA, secagem do PHA e embalagem
(Chen, 2009), conforme Figura 12.
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Figura 12 - Fluxograma geral de producéo de polihidroxialcanoato.
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Fonte: Adaptado (Chen, 2009).

3.1.4 Polimeros obtidos por processo biotecnolégico

Processos biotecnolégicos sdo técnicas que utilizam organismos vivos, células,
componentes celulares ou biomoléculas para produzir bens e servicos. Esses processos
combinam bioquimica, biologia, microbiologia e engenharia quimica para aproveitar as
capacidades naturais de sistemas biologicos, otimizando-os para aplicacbes especificas em
diversos setores, como saude, agricultura, pecuéria, preservacdo do meio ambiente e indUstria
(Schmidell et al., 2001).

e Poliacido lactico (PLA)

O poliécido lactico é um polimero sintetizado a partir de uma base bioldgica. Ele é
obtido pela polimerizacédo do &cido latico, uma substancia produzida por meio da fermentacao
de matérias-primas renovaveis como cultivos agricolas de milho e de cana-de-acUcar
(Mckeown & Jones, 2020). A sua estrutura molecular esté representada na Figura 13.

O PLA é seguro para ser decomposto ap0s 0 seu uso sem poluir o meio ambiente e é
comparavel com plasticos convencionais como o polipropileno (PP) e polietileno tereftalato
(PET) quanto as propriedades adequadas para uso industrial, como mecanicas, fisicas,

biocompatibilidade e de processabilidade (Taib et al., 2022).
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Figura 13 - Estrutura molecular do poliacido lactico.

Fonte: Adaptado (Inkinen et al., 2011).

O PLA é utilizado na industria téxtil e de embalagens, mas vem se destacando da
bioengenharia com aplicagdes em usos ortopédicos, cardiacos, odontoldgicos e de engenharia
de tecidos. Por ser termopléstico, biodegradavel e biocompativel o PLA pode ser utilizado em
impressoras 3D para fabricar andaimes na engenharia de tecidos especificos para cada paciente
(Destefano et al., 2020).

3.1.5 Polimeros de fonte petroquimica

Os polimeros obtidos a partir de fontes petroguimicas sdo materiais derivados de
hidrocarbonetos presentes no petroleo e no gas natural. Eles desempenham um papel
fundamental na inddstria moderna devido as suas diversas propriedades fisicas, podendo ser
leves, flexiveis ou rigidos conforme a necessidade. Possuem facil processabilidade, baixo custo
e ampla gama de aplicacBes. A producdo desses polimeros envolve a polimerizacdo de

mondmeros, como o eteno, propeno e estireno.

e Policaprolactona (PCL)

A policaprolactona, conhecida como PCL, é um poliéster termoplastico obtido a partir
de petroleo bruto e ¢ sintetizado a partir das liga¢des entre os mondmeros de g-caprolactona
(CAP). E um polimero biodegradavel, possui baixo ponto de fus&o e baixa viscosidade (Zhong
et al., 2020). Tem boa resisténcia a 4gua, 0leo, solvente e cloro, é hidrofébico e semicristalino.
A PCL possui aplicagdes na area de embalagens, implantes médicos e sistema de administracdo
controlada de medicamentos. A sua comercializacdo tem sido limitada devido a complexidade
da producéo e do alto custo envolvido no processo, porém essas limitaces tém sido superadas
por pesquisadores pelo uso da PCL em compésitos (Mohamed & Yusoh, 2015). A estrutura

molecular da PCL pode ser vista na Figura 14:
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Figura 14 - Estrutura molecular da policaprolactona.
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Fonte: Adaptado (Doppalapudi et al., 2014).

e Poli(acido glicolico) (PGA)

O poli(acido glicélico), também conhecido como &cido poliglicolico, € um polimero
sintético, biodegradavel e biocompativel. E um poliéster com estrutura semelhante ao PLA,
mas sem o grupo lateral metil, o que faz com que suas cadeias poliméricas se agrupem mais
facilmente e o torne mais cristalino, com uma cristalinidade em torno de 45 a 55%. Possui alta
estabilidade térmica, resisténcia mecénica e rigidez, além de possuir propriedade de barreira de
gases (Samantaray et al., 2020). Sua estrutura molecular pode ser vista na Figura 15.

O PGA é bioabsorvivel e exibe comportamento de degradacdo rapida, além de baixa
toxicidade e alto médulo de elasticidade, essas caracteristicas fizeram com que ele fosse
utilizado no campo da medicina em diversas aplicacbes como suturas cirurgicas, andaimes na
engenharia de tecidos, fixacdo de fraturas, suporte e reparo de meniscos e tratamento de fraturas

de 0sso esponjoso (Low et al., 2020).

Figura 15 - Estrutura molecular do PGA.
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Fonte: Adaptado (Barbanti et al., 2005).

e Poli(butileno succinato co-adipato) (PBSA)

O poli(butileno succinato co-adipato), mais conhecido como PBSA, € um copolimero
da classe dos poliésteres alifaticos. Sua sintetizagdo é feita por meio da reagdo de
policondensacdo entre o 1,4-butanodiol e os &cidos succinico e adipico, sua estrutura molecular
pode ser visualizada na Figura 16. Como caracteristicas principais ele possui boa resisténcia

térmica e quimica, € altamente flexivel, possui excelente resisténcia ao impacto e
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processabilidade. Suas propriedades gerais como densidade, resisténcia a tracao e rigidez séo
comparaveis com o polipropileno (PP), o polietilenotereftalato (PET), e com os polietilenos de
alta densidade (PEAD) e baixa densidade (PEBD) (Palai et al., 2020).

Figura 16 - Estrutura molecular do poli(butileno succinato co-adipato)
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Fonte: (Harder et al., 2023)
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Estudos recentes mostram a aplicacdo do PBSA na producdo de biocomposito reforcado
com fibra natural de lupulo (Harder et al., 2023), producdo de filmes ativos biodegradaveis
PBSA-PLA aplicados a embalagens alimenticias e testado em fatias de salméo (Yang et al.,

2019) e em produtos de panificacdo (Suwanamornlert et al., 2020).

3.2 POLIHIDROXIALCANOATOS

Polihidroxialcanoatos (PHA) sdo polimeros termoplasticos biodegradaveis e
biocompativeis pertencentes a classe dos poliésteres. Sdo produzidos por mais de 300 espécies
de bactérias gram-negativas, gram-positivas € uma ampla gama de arqueas, quando seu
substrato de cultivo apresenta excesso de carbono, especialmente quando outro nutriente
essencial como oxigénio, nitrogénio ou fosforo € limitante, ou apds mudanca de pH do meio
(Laycoc et al., 2013). Os granulos de PHA sdo armazenados no citoplasma celular e utilizados
como reserva de carbono e energia. Possuem, normalmente, 0,2 a 0,5 micrometros de diametro
e podem ser visualizados por meio de um microscopio de luz de contraste de fase devido a sua
alta refratividade ou usando corantes como Sudan black B, corante azul do Nilo ou Nilo
vermelho (Anjum et al., 2016).

Quando bactérias contendo PHA sdo observadas em um microscopio eletrdnico de
transmisséo, as inclusées de PHA aparecem como corpos eletrodensos (Sudesh et al., 2000),

como na Figura 17:
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Figura 17 - Micrografia eletronica de transmissdo da bactéria Cupriavidus necator DSM 545
contendo PHA. Ampliacdo: 70.000x.
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Fonte: Adaptado (Koller et al., 2009).
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Estudos vém sendo realizados e comprovando a producao de PHA por microrganismos
além de bactérias, leveduras Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Pichia pastoris,
Pichia sp. TSLS24, Rhodotorula minuta RY411 e Kebeckera spp., alguns desses

microrganismos foram modificados geneticamente (Thu et al., 2023).

3.2.1 Estrutura quimica e classificacdo dos PHAS

Uma molécula de PHA consiste nas unidades monoméricas de hidroxialcanoatos
conectadas entre si por ligacdes éster, no qual um grupo hidroxila de um mondémero se liga a
um grupo carboxilico de outro monémero. Cada unidade monomérica possui um grupo R de
cadeia lateral (Sharma et al., 2021). Até agora, mais de 150 mondmeros diferentes foram
incorporados as cadeias de PHA sob diversas condicdes de fermentacdo, produzindo
biopolimeros com diferentes caracteristicas (Mitra et al., 2020), o que é vantajoso porque
aumenta o potencial de aplica¢cdes em diversas areas.

Os PHAs podem ser produzidos com apenas um tipo de mondmero na cadeia
polimérica, os homopolimeros como o poli(3-hidroxibutirato) (PHB), ou ser produzidos por
dois ou mais tipos de monémeros formando os co-polimeros, como o poli(3-hidroxibutirato-
co-3-hidroxivalerato) (PHBV). A estrutura molecular geral dos PHAS pode ser vista na Figura
18.
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Figura 18 - Estrutura molecular geral dos polihidroxialcanoatos e nomenclaturas.
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Fonte: Adaptado (Anjum et al., 2016).

Os PHAs podem ser classificados em trés grandes classes de acordo com o tamanho dos
mondmeros constituintes que ocupam a configuracdo R na cadeia lateral. Os PHAs contendo
até 5 carbonos sdo classificados como PHAS de cadeia curta (scl-PHA), entre 6 e 14 carbonos
sdo classificados como PHAs de comprimento de cadeia média (mcl-PHA) e comprimento de
cadeia longa acima de 14 carbonos (Icl-PHA) (Suriyamongkol et al., 2007).
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3.2.2 Carateristicas dos PHAs

Os PHAs sdo representados por uma grande variacdo de caracteristicas fisicas, desde
materiais cristalinos e frageis a materiais macios e pegajosos. Essas propriedades dependem do
comprimento da cadeia alifatica lateral. Entre as principais caracteristicas dos PHAs estao
incluidas: insolubilidade em ambientes aquéaticos junto com uma relativa resisténcia a
degradacdo por hidrdlise, boa resisténcia aos raios UV, mas fraca resisténcia a ambientes acidos
e béasicos (Briassoulis et al., 2021).

Segundo Sharma et al., (2021) além dessas caracteristicas mencionadas os PHAs tém
propriedades favoraveis, como tamanho de poro pequeno com alta propenséo para ser reciclado,
razdo volume/superficie alta, biodegradabilidade, biocompatibilidade e facil processamento.

Por serem polimeros semicristalinos, as propriedades térmicas dos PHAS sdo expressas
em termos de temperatura de transicéo vitrea (Tg) para a fase amorfa e temperatura de fusao
(Tm) para a fase cristalina. A temperatura de transicdo vitrea (Tg) diminui a medida que o
comprimento da cadeia lateral aumenta de 1 para 7 carbonos, e entdo estabiliza, enquanto a
temperatura de fusdo (Tm) aumenta de 45 °C para 69 °C a medida que o comprimento da cadeia
lateral muda de C4 para C7. Os mcl-PHAs apresentam valores correspondentes de Tg abaixo
da temperatura ambiente, variando de -25 °C a 65 °C e possuem baixa temperatura de fusao
entre 42 °C e %65 C. A combinagdo da temperatura de transicdo vitrea e o baixo grau de
cristalinidade confere a esses polimeros um comportamento elastomérico. Na verdade, os mcl-
PHAs agem como verdadeiros elastdmeros em uma faixa de temperatura muito estreita devido
a sua baixa temperatura de fusdo (Grigore et al., 2019), diferente dos scl-PHA que sao rigidos,
quebradicos e possuem um alto grau de cristalinidade na faixa de 60 - 80% (Anjum et al., 2016).

3.2.3 Biossintese dos PHAS

Existem trés vias biossintéticas para producéo de PHA conhecidas, conforme Figura 19:
a via | é utilizada pelo Cupriavidus necator para producdo do poli(3-hidroxibutirato) mais
conhecido como PHB. Nesta via, 0s monémeros 3HB sdo gerados pela condensacdo de duas
moléculas de acetil-CoA do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) para formar acetoacetil-CoA
pela enzima B-cetotiolase. A acetoacetil-CoA redutase atua no acetoacetil-CoA para formar 3-
hidroxibutiril-CoA. Finalmente, a enzima PHA sintase catalisa a polimerizacdo através da

esterificacdo de 3-hidroxibutiril-CoA em poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)). As vias envolvidas
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no metabolismo dos &cidos graxos geram diferentes monémeros de hidroxialcanoatos utilizados
na biossintese de PHA.

A B-oxidacdo de acidos graxos via Il gera substratos que podem ser polimerizados pelas
PHA sintases de Pseudomonas pertencentes ao grupo de homologia de RNA ribossémico |,
como Pseudomonas aeruginosa. Esses microrganismos podem sintetizar PHA de cadeia média
a partir de vérios alcanos, alcenos e alcanoatos. A composi¢do do monémero esta relacionada
a fonte de carbono utilizada. Em Aeromonas caviae, o intermediario da B-oxidagdo, trans2-
enoil-CoA é convertido em (R)-hidroxiacil-CoA por uma enoil-CoA hidratase (R)-especifica.

A via Ill é de interesse significativo porque ajuda a gerar mondmeros para sintese de
PHA a partir de fontes de carbono simples e baratas como glicose, sacarose e frutose. Os
intermediarios (R)-3-hidroxiacil do &cido graxo via biossintética sdo convertidos a partir de seu
acil, forma de proteina transportadora (ACP), para a forma CoA pela enzima acil-ACP-CoA
transacilase (codificada por faG). Esta enzima é o elo chave entre a sintese acidos graxos e
biossintese de PHA (Philip et al., 2007).
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Figura 19 - Vias metabolicas da sintese dos polihidroxialcanoatos.
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3.3 POLIHIDROXIBUTIRATO

3.3.1 Histdrico

O poli(3-hidroxibutirato), aqui descrito como PHB, foi descoberto em bactérias gram-
positivas da espécie Bacillus megaterium na década de 1920, mais precisamente no ano de
1926, pelo microbiologista francés Maurice Lemoigne, que realizou seu isolamento e
caracterizagdo. O PHB é o primeiro e mais comum biopolimero pertencente aos PHAS
(Keshavarz & Roy, 2010; Ke et al., 2017).

Em 1957 Stanier, Wilkinson e seus colaboradores foram responsaveis pela pesquisa

sobre 0s mecanismos de biossintese do PHA. Em seguida, no ano de 1959, a empresa norte
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americana, WR Grace and Company, patenteou um processo de producdo de PHB usando
bactérias e pela primeira vez houve a comercializagdo do biopolimero. Porém, a producéo foi
ineficiente devido a baixa estabilidade térmica e a limitacdo causada pela falta de tecnologias
para extracdo do polimero. No entanto, em 1970, a Imperial Chemical Industri (ICI) do Reino
Unido, comercializou o co-polimero P(3HB-co-3HV), sob 0 nome comercial de Biopol™,
produzido por uma cepa mutante de Alcaligenes eutrophus utilizando glicose e uma mistura de
glicose e &cido propidnico (Lee & Chang, 1995; Laycock et al., 2013). Em 1996, a tecnologia
da Biopol, que havia sido passada da ICI para a Zeneca, foi vendida para a Monsanto e
posteriormente para a Metabolix dos EUA. (Chanprateep, 2010).

Na década de 80, a tendéncia da pesquisa foi identificar e caracterizar todas as varias
unidades potenciais de hidroxialcanoatos (HA) que poderiam ser um constituinte do poliéster
bacteriano. Isso resultou na descoberta de varios constituintes de HA, incluindo 0 4HA e 0 5HA
no final da década de 1980. Nesse periodo também clonaram os genes que codificam enzimas
envolvidos na biossintese de PHA da Alcaligenes eutrophus e os genes demonstraram ser
funcionalmente ativos em Escherichia coli (Sudesh et al., 2000).

Em 1992, Poirier et al., estudaram a producéo de PHB em plantas transgénicas por meio
da introducdo dos genes da bactéria Alcaligenes eutrophus através do virus mosaico 35S da
couve-flor na planta Arabidopsis thaliana (Poirier et al., 1992).

Por volta do final da década de 80 a Procter & Gamble (P&G) desenvolveu um co-
polimero que consiste em 3-hidroxibutirato e uma quantidade comparativamente pequena de
mondémeros de comprimento de cadeia média com grupos laterais maiores ou iguais a trés
unidades de carbono. As unidades de cadeia média utilizadas incluem 3-hidroxihexanoato, 3-
hidroxioctanoato e 3-hidroxidecanoato, esse polimero recebeu o nome de Nodax e em 2007 a
P&G vendeu a Nodax para e Meridian (Noda et al., 2009; Anjum et al., 2016).

A Copersucar montou em 1995 uma planta piloto para producdo de PHB em uma de
suas usinas membros, a Usina da Pedra em Ribeirdo Preto no Brasil, a planta produzia 5
toneladas por més de PHB. O objetivo desta planta piloto era produzir PHB suficiente para
abastecer o mercado de testes e ensaios e ser um centro de treinamento para futuros operadores
(Nonato et al., 2001).

No ano 2000 a Pedra Agroindustrial fecha uma parceria com o grupo Balbo para a
ampliacdo e desenvolvimento do PHB. O projeto se torna a PHB Industrial e langa a marca

Biocycle (Pedra agroindustrial, 2023).
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3.3.2 Microrganismos produtores

Dentre as cepas bacterianas mais utilizadas para producédo industrial de PHASs estdo as

espécies: Ralstonia eutropha, hoje chamada de Cupriavidus necator, Azotobacter sp, Bacillus

sp, Pseudomonas sp, Burkholderia sp., Halomonas sp., Haloferax sp. Aeromonas sp.

Methylobacterium sp. Thermus thermophilus, Hydrogenophaga pseudoflava Saccharophagus

degradans Comamonas sp., Azohydromonas lata, Rhodobacter sphaeroides, Zobellella

denitrificans, lodo ativado, cianobactérias, Chromobacterium sp., Erwinia sp., e E. coli

recombinante (Anjum et al, 2016).

Na Tabela 01, abaixo, pode ser visualizado alguns microrganismos, os biopolimeros

produzidos por eles e a fonte de carbono utilizada nas pesquisas referenciadas.

Tabela 1 - Microrganismos produtores de polihidroxibutirato e co-polimeros.

Polimero Microrganismo Fonte de Referéncia
carbono
Oleo de
Cupriavidus Jatropha;
PHB necator H16 Residuo de oleo Batcha et al. (2014)
de colza
Glicerol
PHB Cupriavidus {?isrl]ﬂl;ag o Cavalheiro et al. (2009);
necator DSM 545 ¢ Dalsasso et al. (2019)
melaco de cana-
de-acUcar
Oleo de
. cozinha;
Cupriavidus - ’ Cruz et al. (2015)
PHB necator DSM 428 Coalféc? de borra de Cruz et al. (2014)
. Das & Grover, (2018)
glicerol
PHBV Cupriavidus Oleo de colza e Obruca et al. (2010)
necator H16 propanol
PHB Caldlmona_ts Glicerol Hsiao et al. (2018)
manganoxidans
Oleo de colza
Cupriavidus residual; melago Verlinden et al. (2011);
PHB de cana-de-
necator . Sen et al. (2018)
agucar
PHB Bacillus Bagaco de cana- ﬁ%ﬂﬁﬂ:&q (%2018)
safensis EBT1 de-agUcar ’
PHB Ralstonia eutropha  Substratos Saratale & OH, (2015)

ATCC 17699

lignocelul6sicos
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Residuos de

PHB Bacillus strain abacaxi e cana-  Suwannasing et al. (2015)
de-acucar
Pseudomonas
PHB oleovorans NRRL Glicerol bruto Ashby et al. (2011)
B-14682
PHBV Haloferax Biomassade oo ot al. (2019)
mediterranei macroalgas
PHB, 3- ‘
hidroxioctanoato, Pseudomonas Res!duos .
’ . liquidos de Chanasit et al. (2016)
3- mendocina PSU .
. ) biodiesel
hidroxidecanoato
PHB BaCI||US. Amldp de Krueger et al. (2012)
megaterium mandioca
PHB Wautersia eutropha :—rlilggollsado de Xu et al. (2010)
PHB Cultura mista Slgoar;lassa de Kumar et al. (2020)

Fonte: Adaptado de (Sirohi et al., 2020).

3.3.2.1 Cupriavidus necator

As bactérias sdo classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas com base na
composicdo de sua parede celular, essa distincdo é feita pelo teste de coloracdo de Gram, que
utiliza cristal violeta para diferenciar os dois grupos. As bactérias gram-positivas retém a
coloracéo violeta no teste de Gram, ficando roxas. Possuem uma parede celular mais rigida e
espessa, composta principalmente por multiplas camadas de peptidoglicanos e sdo geralmente
mais resistentes a variacdes ambientais, porém mais suscetiveis a antibioticos que atacam o
peptidoglicano, como a penicilina. Ja as bactérias gram-negativas nao retém a coloracéo violeta
no teste de gram e séo coradas com safranina, apresentando coloragéo vermelha. Possuem uma
parede celular fina com menos peptidoglicanos e apresentam uma membrana externa rica em
lipopolissacarideo, que dificulta a penetracdo de antibidticos (Zhang et al., 2022).

A Cupriavidus necator é uma bactéria gram-negativa pertencente a familia
Burkholderiaceae e a classe S-proteobacteria. Esta presente em ambientes de solo e agua doce
devido a sua versatilidade metabolica que permite a adaptagdo em diferentes condicdes
ambientais. Pode crescer de forma heterotréfica ou litoautotrofica, utilizando CO2, compostos
organicos € H> molecular como fontes de carbono e energia. Seu nome taxondmico passou por
varias mudancas, sendo anteriormente conhecida como Alcaligenes eutrophus, Ralstonia

eutropha e Wautersia eutropha. Finalmente, Cupriavidus necator foi confirmado como o nome
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valido, com base em estudos de similaridade taxonémica realizados por Vandamme e Coenye
(2004), conforme o Cadigo Internacional de Nomenclatura de Bactérias (Sohn et al., 2021).

Além de sua conhecida aplicacéo na producdo de PHASs pode ser utilizada em sistemas
de biorremediacéo porque possui alta tolerancia a metais pesados como cadmio, cobre e zinco,
devido & presenca de mecanismos de detoxicacdo e sequestro desses metais. Os metais sdo
armazenados nas suas estruturas celulares ou precipitados na forma de compostos insoluveis,
tornando-os menos téxicos e reduzindo sua mobilidade no meio ambiente (Vicentin et al.,
2018).

Pesquisadores demonstraram que também € capaz de produzir diversos
biocombustiveis, como metil cetonas, isoprenoides, terpenos, isobutanol, alcanos e alcenos,
além de uma ampla gama de produtos quimicos basicos a partir de CO: (Panich et al., 2021).

Dessa forma, a C. necator se destaca por possuir grande relevancia industrial e
ambiental, oferecendo solugdes sustentaveis para desafios globais, como poluicdo plastica,
emissdes de carbono e contaminacdo ambiental. Com avangos na biotecnologia, pode
desempenhar um papel ainda mais crucial na transicdo para uma economia circular e de baixo

impacto ambiental.

3.3.3 Estrutura quimica e carateristicas do PHB

O PHB produzido biologicamente possui uma macromolécula com uma estrutura
isotatica perfeita, com o carbono quiral de seus mondmeros sendo configuracio R absoluta. E
um polimero semicristalino estereoregular com alto nivel de degradabilidade. JA o PHB
produzido através de rotas sintéticas, por meio da polimerizagao por abertura de anel da f-
butirolactona, combina monémeros de configuracdo R e S, formando um polimero sindiotatico.
Consequentemente, o PHB isotético bacteriano apresenta maior cristalinidade em comparacao
com o PHB sindiotético sintetico (Briassoulis et al., 2021; Sudesh et al., 2000).
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Figura 20 - Estrutura molecular do polihidroxibutirato.

Fonte: Adaptado (Briassoulis et al., 2021).

Quanto ao peso molecular o PHB pode ser classificado em trés categorias: a primeira
categoria € o PHB de alta massa molar que consiste em 10.000 a 1.000.000 unidades
monomeéricas, a segunda é o PHB de baixa massa molar, que contém de 100 a 300 unidades
monoméricas (oligo-PHB), e a Gltima categoria é a de PHB conjugado de cadeia curta (cPHB)
que possui menos de 30 unidades monomeéricas ligadas covalentemente a proteinas (Dedkova
& Blatter, 2014).

O PHB ¢ cristalino devido a sua estrutura de cadeia linear, contendo fases amorfas e
cristalinas. Pode ser encontrado como polimero virgem ou como parte de copolimeros e blendas
poliméricas. O PHB também tem uma série de vantagens sobre os polimeros sintéticos para
aplicacdo em embalagens, incluindo: a permeabilidade da barreira do PHB é superior tanto ao
polietileno (PE) quanto ao polipropileno (PP), e ele também é considerado mais rigido e menos
flexivel que o PP. Além disso, o PHB apresenta boas propriedades de barreira em comparacao
ao polietileno tereftalato (PET) e ao cloreto de polivinila (PVC) (Mcadam et al., 2020).
Algumas propriedades mecanicas e térmicas do PHB e de outros polimeros podem ser

observada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Propriedades mecénicas e térmicas do polihidroxibutirato e polimeros de origem
petroquimica.

Propriedades

. o PHB PP PET PEBD PEAD
Mecanicas/Térmicas
Modulo de Elasticidade
3-35 1,95 9,35 0,26 -0,5 05-11
(GPa)
Resisténcia a tracao
20-40 31-45 62 30 30-40
(MPa)
Alongamento na
5-10 50 - 145 230 200 - 600 500 -700
ruptura (%)
Grau de Cristalinidade
50 - 60 42,6 - 58,1 7,97 25-50 60 - 80
(%)
Temperatura de fuséo
165-175 160-169,1 260 115 135
(°C)
Temperatura de

_ ) 5-9 (-20)-(-5) 67-81 (-130) - (-100) (-130) - (-100)
transigéo vitrea (°C)

Fonte: Adaptado (Mcadam et al., 2020).

Observa-se na Tabela 2 que as propriedades do PHB se assemelham as do polipropileno,
com excecdo do alongamento na ruptura que no PHB é dez vezes menor. Para melhorar as
propriedades mecanicas do polimero muitas vezes o PHB é copolimerizado com outros
mondmeros de PHA, como o PHBV (poli-3-(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato).

Quando a porcentagem de 3-hidroxivalerato (3HV) adicionado para produzir
copolimeros de PHA é aumentado de 0 a 25% em mol, a Tm e o grau de cristalinidade pode ser
diminuido sem impactar significativamente a Tg e a temperatura de degradacdo, ampliando a
janela do processamento. A incorporacdo de unidades adicionais de 3HV também melhoram a
resisténcia ao impacto, no entanto, isso tambem é acompanhado por uma reducéo na resisténcia

a tracdo e no maddulo de elasticidade (Mcadam et al., 2020).

3.3.4 Aplicagbes do PHB

Diversas sdo as areas de aplicacdo do PHB, por ser biocompativel e biodegradavel ele
pode ser usado no setor alimenticio na producdo de embalagens. Na medicina pode ser utilizado

na producéo de proteses, suturas, implantes, na engenharia de tecidos, na producéo de curativos,
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na liberacdo controlada de farmacos, entre outros. Na agricultura pode ser utilizado na liberac&o
de fertilizantes e pesticidas, entre outras tantas aplicagdes.

Manikandan et al. (2020) estudaram a preparacdo de nanocompositos de PHB
incorporando vérias concentracdes (0 — 1,3% em peso) de nanoplacas de grafeno com intuito
de avaliar sua aplicagdo em embalagens de alimentos. O melhor resultado foi obtido com 0,7%
em peso de nanoplacas. Os nanocompdsitos apresentaram ponto de fusdo mais elevado, maior
estabilidade térmica, maior resisténcia a tracéo e reducao na permeabilidade de oxigénio e vapor
de &gua. A transparéncia a luz UV e visivel foi significativamente reduzida, o efeito citotoxico
foi insignificante quando comparado ao PHB puro. Os nanocompositos aumentaram o prazo de
validade em 4 vezes dos alimentos estudados, e apresentaram alta biodegradabilidade pelos
microrganismos do solo.

Uma das aplicagdes do PHB na engenharia de tecidos ¢ a utilizagdo como revestimento
em andaimes ceramicos. Parvizifard e Karbasi (2020) estudaram o efeito do revestimento de
nanocompdsitos de PHB-quitosana-nanotubos de carbono de paredes multiplas depositados
sobre andaimes de nano-biovidro -titanio, fabricados pelo método de replicagdo de espuma.
Foram observadas a possibilidade de crescimento, aderéncia e proliferacdo nas células,
portanto, o nanocompdsito estudado pode ser aplicado na engenharia de tecido 6sseo.

Um outro estudo relevante na engenharia de tecidos, utiliza curcumina e Gymnema
sylvestre incorporadas em um compésito de 6xido de grafeno - polihidroxibutirato - alginato de
sodio como uma plataforma de matriz extracelular para melhorar a cicatrizacédo de feridas em
pacientes normais e diabéticos. Estudos in vitro com células de fibroblastos normais e diabéticas
confirmaram que o compdsito apresentou boas caracteristicas biocompativeis em termos de
aumento da migracao de células feridas. Assim, o composito pode acelerar significativamente
a cicatrizacdo de feridas normais e diabéticas (Daisy et al., 2020).

A aplicacdo do PHB na administracdo de medicamentos anticancer foi estudada por
Babos et al. (2020). Dois medicamentos, a doxorrubicina e o sorafenibe foram eficientemente
co-encapsulados por PHB usando um método de evaporacdo emulséo-solvente. Para melhorar
as caracteristicas de liberacdo dos medicamentos foi realizado uma conjugagao subsequente de
polietilenoglicol (PEG). A liberagdo da doxorrubicina foi benéfica, uma vez que foi liberada
mais rapidamente num ambiente acido especifico do tumor. A ligacdo do PEG desacelerou a
liberacdo tanto da doxorrubicina como do sorafenibe, no entanto, a liberagdo do sorafenibe
permaneceu ainda significativamente mais rapida com o aumento da explosdo inicial em

comparagdo com a doxorrubicina.
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O PHB possui potencial para ser usado na agricultura. Daitx et al. (2020) estudaram o
comportamento de sistemas de liberacdo controlada de fertilizantes NPK(nitrogénio, fosforo e
potassio) por meio do PHB. Foram produzidas duas formulacdes, uma delas empregando 5%
de fertilizante NPK puro e outra com 30% de nanoparticulas de bentonita previamente
modificadas com NPK. Os sistemas apresentaram bom controle de liberagdo, com 40% e 50%
de fertilizante sendo liberados em 30 dias A eficiéncia e aplicabilidade dos sistemas foram
confirmadas por testes de germinacgdo, que mostraram que ambos os sistemas contendo NPK

favoreceram o crescimento das plantas.

3.4 PRODUCAO DE ACUCAR

3.4.1 Producao de cana-de-acUcar

A cana-de-aclcar € um grupo de espécies de plantas pertencentes a familia das
gramineas (Poaceae) e do género Saccharum. Sdo plantas semiperenes originarias de regides
tropicais da Asia, especialmente da india. Contém cerca 57% de 4gua, junto com palha, bagago
e acucares. E a principal fonte de sacarose no mundo, conhecida por sua alta produtividade e
como matéria-prima de alta qualidade para producdo de agucar, principalmente sacarose,
glicose e frutose (Vandenberghe et al., 2022).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agtcar, sequido pela india, China,
Paquistdo e Tailandia (FAO, 2023).

A producdo nacional de cana-de agUcar na safra 2022/23 foi estimada em 610,1 milhdes
de toneladas, o que correspondeu a uma area de plantio de 8.288,9 mil hectares. O estado
responsavel pela maior producéo foi Sdo Paulo com 312,9 milhdes de toneladas, cerca de 50%
da producdo nacional. A Paraiba nesta safra produziu 7,3 milhdes de toneladas, 28,4% a mais
que a safra anterior 2021/2022. Nesta mesma safra 2022/23, a produgédo nacional de etanol
anidro foi de 11,65 bilhdes de litros, um aumento de 14% em relagcdo ao ano anterior, em
contrapartida a producédo de etanol hidratado foi de 15,72 bilhdes de litros, uma reducéo de
7,1%. A producdo nacional de actcar foi de 37 milhdes de toneladas, a producdo na safra
2022/23 cresceu 6% em relacdo ao ano anterior devido as razbes mercadologicas e tributarias
gue tornaram este produto mais rentavel na maioria das regides produtoras. Na Paraiba a
producdo foi de 169,2 mil toneladas (CONAB, 2023).
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3.4.2 Processo produtivo do aglcar

As etapas de producdo do aglcar podem ser divididas em dois processos: a primeira
etapa é a preparacdo do caldo e a segunda € o cozimento do caldo com cristalizagdo do agucar.

A Figura 21 representa o processo de preparacao do caldo.

Figura 21 - Fluxograma do processo de extracdo e tratamento do caldo de cana.
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Fonte: (Crema, 2012).

Ao chegar a usina, a cana-de-agucar ¢ pesada e uma amostra ¢ analisada em laboratdrio
a fim de se verificar o teor de agucares totais recuperaveis. Em seguida, a cana ¢ conduzida para
o processo de lavagem para a retirada de sujeiras provenientes da lavoura. Posteriormente, passa
pelas navalhas do picador, onde ¢ transformada em uma massa compacta de maior densidade,
seguindo para o desfibrador que complementa a preparagao e desintegragdo da cana facilitando
a extragdo de caldo. A cana desfibrada é enviada a moenda (primeira prensa) para extragao do
caldo primario. O bagago ¢ embebecido com agua para diluir os aguicares existentes no interior
das células e passa pelas moendas (segunda e terceira prensas) para extragdo do caldo
secundario. O bagago resultante do processo € utilizado na caldeira para producdo de vapor e o
caldo misto, que ¢ composto pelos caldos primdrio e secundario, segue pelas peneiras para a
retirada de bagacilhos e outras impurezas (Ribeiro, 2017).
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O caldo misto recebe tratamentos fisico-quimicos para retirada do restante das
impurezas. Ele passa por um trocador de calor para aquecimento, em seguida ¢ sulfitado com
dioxido de enxofre (SO»), posteriormente caleado com leite de cal para coagular parte do
material coloidal, precipitar as impurezas e regular o pH, recebe uma dosagem de agentes
coagulantes e floculantes, ¢ aquecido novamente e segue para o decantador. Apds a decantagdo
o sedimento, denominado lodo, retorna ao processo com o objetivo de recuperar o agucar ainda
presente ¢ o caldo vai para o tanque de caldo clarificado (Crema, 2012). O processo de

producdo do acgucar a partir do caldo clarificado esta representado na Figura 22.

Figura 22 - Fluxograma de processo de producdo de agucar cristal a partir do caldo
clarificado.
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Fonte: (Crema, 2012).

O caldo clarificado passa por aquecedores e evaporadores até reduzir o percentual de
agua tornando-se um xarope viscoso, neste estagio, o percentual de sélidos soltiveis (°Brix) do
caldo passa de aproximadamente de 15 para 65 °Brix. O xarope segue para a etapa de
cozimento, onde sera evaporado até 85 a 95 °Brix, obtendo consisténcia sélida, denominada de
massa cozida, que contém sacarose cristalizada ou cristalizavel juntamente com o licor-mae
(mel residual). A massa cozida passa por centrifugas, denominadas de turbinas, para a separacao
dos cristais puros de sacarose do mel. Os cristais sdo lavados com 4gua fria para reduzir o filme
de mel de modo a dar a polarizagdo desejada ao tipo de acticar a ser produzido. Os cristais de

acicar seguem para o secador para a redug¢do de sua umidade, e apds resfriamento sdo
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armazenados em silos, posteriormente sdo empacotados para distribuicdo (Crema, 2012). E o
subproduto da produ¢do do agucar ¢ obtido na saida das centrifugas, conhecido como mel final

ou melago.

3.4.3 Melago de cana-de-agucar

O melago é um liquido espesso, de cor marrom e consisténcia xaroposa, obtido a partir
da producéo de acucar. As matérias-primas utilizadas na producédo de acucar podem ser a cana-
de-acucar (Saccharum officinarum) ou a beterraba sacarina (Beta vulgaris). Na beterraba a
sacarose é extraido da raiz profunda enquanto, na cana-de-agucar é obtida dos tecidos medulares
do tronco (Mordenti et al., 2021).

Quando as usinas sdo de producdo mista elas produzem etanol e aclcar. Entdo o melaco
produzido na fabricacdo do agucar € utilizado nas destilarias junto ao caldo de cana como parte
do mosto que sera fermentado para produzir etanol.

Por ser rico nutricionalmente, conforme a Tabela 3, é utilizado como adjunto na ragao
animal do gado, de equinos e suinos, melhorando também a palatabilidade das forragens. Pode

ser utilizado também como adubo e fertilizante.
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Tabela 3 - Composicao quimica do melaco de cana-de-agucar.

Caracteristicas Unidade Resultado
Acidez total (Ac. Acético) g/kg 1,3
ART % 59,16
Amido mg/kg 1729
Brix refratometro 20 °C % 82,92
Calcio mg/kg 12156
Cinzas % m/v 9,8
Cobalto mg/kg 3,1
Cobre mg/kg 3.8
Dextrana mg/kg <10
Ferro mg/kg 64
Fosforo total mg/L 1,14
Frutose % m/m 7,66
Glicose % m/m 5,3
Magnésio mg/kg 4270
Manganés mg/kg 27,1
pH - 5,7
Potassio mg/kg 25470
Proteina % 0,44
Pureza % 48,19
Residuos Insoluveis Gravimétrico mg/kg 706
Sacarose % m/m 39,41
Selénio mg/kg <0,05
Sodio mg/kg 118
Sulfito mg/kg <10
Umidade % 18,4
Zinco mg/kg 6,3

Fonte: (Melagos Brasileiros, 2023).

Por apresentar alto teor de acUcares fermentesciveis, vitaminas e minerais, o melaco se
destaca como substrato alternativo no cultivo de varios microrganismos, sendo assim um

potencial substituto aos meios de cultivos sintéticos na producdo de PHB por via bacteriana.
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4 MATERIAL E METODOS

O melago de cana-de-agucar (Saccharum officinarum), utilizado como fonte de carbono
no cultivo da bactéria, foi adquirido em comércio local da cidade de Jodo Pessoa - PB. Neste
trabalho, foi denominado melaco de cana comercial (MCC). Sua composic¢do nutricional

fornecida no rétulo da embalagem pelo fabricante esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4 - Informacdo nutricional do melaco de cana-de-agUcar.

Quantidade por porg¢do de 5,0 g

Valor energético 19 Kcal
Carboidratos 500
Proteinas 0,0g
Gorduras totais 0,09

O PHB comercial poli(3-hidroxibutirato) rotulado neste trabalho como PHB-C e
utilizado para medida de comparagdo com o PHB produzido pela C. necator foi fornecido pela
PHB Industrial SA de S&o Paulo, Brasil.

As etapas desenvolvidas durante a pesquisa podem ser visualizadas na Figura 23, e 0s

experimentos estdo descritos na sequéncia.

Figura 23 - Fluxograma com a sequéncia de procedimentos experimentais.
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Fonte: Autoria propria.
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4.1 CARACTERIZACAO DO MELACO DE CANA

A caracterizacao fisico-quimica do melago de cana quanto ao pH, umidade, cinzas,
solidos soluveis (°Brix), acucares redutores - AR e acUcares redutores totais-ART, foi realizada

conforme procedimentos descritos a seguir.

4.1.1pH

O pH foi medido por meio de leitura direta em potenciometro digital de bancada,
previamente calibrado com as solucdes padrbes (4 e 7) a temperatura ambiente.
4.1.2 Umidade

Para analise de umidade pesou-se, aproximadamente, 2 g da amostra em cadinhos de
aluminio previamente secos e tarados. Os cadinhos foram colocados em estufa a 105 °C por 24
h e em seguida levados para resfriar em dessecador por 15 min. Os cadinhos foram entéo

pesados e utilizou-se a equacao abaixo para a medida do teor de umidade (Zenebon et al., 2008).

peso inicial—peso final da amostra

Umidade(%) = ( )xlOO 1)

peso final da amostra

4.1.3 Cinzas

Pesou-se, aproximadamente, 2 g de amostra em cadinhos de porcelana previamente
secos e tarados. Os cadinhos foram entdo levados ao forno mufla a 550 °C por 5 h. Em seguida,
os cadinhos contendo as cinzas foram colocados no dessecador para resfriar até a temperatura
ambiente. Ap6s o resfriamento os cadinhos foram pesados e o teor de cinzas foi calculado
utilizando-se a equacao abaixo (Zenebon et al., 2008).

Cinzas(%) _ ( peso final da amostra ) %100

)

peso inicial da amostra

4.1.4 Teor de sélidos soltveis (°Brix)

Pesou-se 1 g de melaco de cana, foram adicionados 9 mL de &gua destilada e a amostra

foi homogeneizada. Uma aliquota dessa solucéo foi colocada sobre o prisma do refratbmetro
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digital de ABBE. O resultado observado foi multiplicado por 10 a fim de corrigir o valor da
diluicdo. (Zenebon et al., 2008).

4.1.5 Teor de AcUcares Redutores (AR)

Os acucares redutores foram determinados utilizando-se o método do DNS,
originalmente proposto por Miller (1959). Este método consiste na reducéo do &cido 3,5-dinitro
salicilico (DNS) a 3-amino-5-nitrosalicilico, conjuntamente com a oxidacdo do grupamento
aldeido do acUcar ao grupo carboxilico. Ap6s aquecimento a solucdo torna-se avermelhada
sendo identificada no espectrofotobmetro UV-Vis em comprimento de onda de 540 nm.

Uma curva padrdo foi construida para que a leitura em absorbancia pudesse ser
convertida em miligramas de acUcar redutor por mililitro de solucdo. Na construcdo da curva
padrdo foram pesados 100 mg (0,1 g) de glicose e dissolvido em 100 mL de agua destilada em
baldo volumétrico. Ap6s homogeneizacdo, transferiu-se 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8 e 9 mL da solugéo-
mée para tubos de ensaio e o volume foi completado para 10 mL com agua destilada. Os tubos
foram homogeneizados em agitador de tubos tipo vortex e de cada tubo transferiu-se 0,5 mL da
solucgéo a adicionou-se 0,5 mL de DNS. Os tubos foram homogeneizados e aquecidos a 100°C
em banho-maria por 5 minutos e entdo resfriados em banho com agua fria por 3 minutos. A
cada tubo foram adicionados 4 mL de agua destilada, ap6s homogeneizado, a absorbancia foi
lida a 540 nm. Foi construida a curva de absorbancia versus concentracao.

Para analise do melaco 1 g da amostra foi dissolvida em 100 mL de agua destilada. Em
seguida, 1 mL dessa solucédo foi adicionado a 9 mL de agua destilada em um tubo de ensaio e
homogeneizado em agitador de tubos vortex. Transferiu-se 0,5 mL dessa solucédo diluida para
tubos de ensaio contendo 0,5 mL de solugdo DNS. Os tubos foram homogeneizados e levados
para banho de agua fervente por 5 minutos. Apés este intervalo, os tubos foram retirados do
banho de agua quente e colocados em banho de agua fria por trés minutos, até completo
resfriamento. Em cada tubo foi adicionado 4 mL de agua destilada e feita a leitura
imediatamente em espectrofotdmetro a 540 nm.

A curva padréo foi usada para transformar a leitura de absorbancia em miligramas de
acucares redutores por mililitro de solugdo. Efetuaram-se os célculos para expressar 0s
resultados em miligramas de agUcares redutores por grama de amostra inicial (mg AR/g

amostra).
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4.1.6 Teor de AcUcares Redutores Totais (ART)

A anadlise de agUcares redutores totais segue 0 mesmo método do DNS descrito
anteriormente, porém existe uma etapa de conversdo da sacarose em acucar redutor.

Para essa analise, 1 g de melaco foi dissolvido em 100 mL de agua destilada. Em
seguida, 1 mL dessa solu¢do foi adicionado a 9 mL de &gua destilada em um tubo de ensaio e
homogeneizado em agitador de tubos vortex. Transferiu-se 1 mL dessa solucdo diluida para
tubos de ensaio contendo 1 mL de HCI concentracdo 2 N. Os tubos foram homogeneizados e
levados para banho de agua fervente por 5 minutos. Apds este intervalo, os tubos foram
retirados do banho de agua quente e colocados em banho de agua fria por 3 minutos, até
completo resfriamento. Em cada tubo foi adicionado 2 mL de NaOH concentragéo 2 N. De cada
tubo retirou-se 0,5 mL dessa solucdo e adicionou-se 0,5 mL de DNS. Os tubos foram
homogeneizados e levados para banho de agua fervente por 5 minutos. Apos este intervalo, 0s
tubos foram retirados do banho de &gua quente e colocados em banho de agua fria por 3
minutos, até completo resfriamento. Em cada tubo foi adicionado 4 mL de 4gua destilada e feita
a leitura imediatamente em espectrofotémetro a 540 nm.

A curva padréo foi usada para transformar a leitura de absorbancia em miligramas de
acucares redutores por mililitro de solucdo. Efetuaram-se os célculos para expressar 0S
resultados em miligramas de acglcares redutores por grama de amostra inicial (mg AR/g

amostra).

4.2 MICRORGANISMO Cupriavidus necator

A bactéria utilizada na pesquisa foi a Cupriavidus necator, referéncia CCT 2489, obtida
na Colecdo de Culturas Tropicais (CCT) da Fundacdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia
André Tosello — FAT localizada em Campinas - SP. A bactéria foi enviada na forma reativada
em meio solido agar nutriente (NA) e conservada sob refrigeracéo.

Para manutencdo da linhagem realizaram-se repiques periodicos. O processo de repique
consistiu em espalhar, com o auxilio de uma al¢a de niquel-cromo, 0 microrganismo em uma
placa de petri contendo meio de cultura NA estéril. Essas placas contendo o microrganismo
foram incubadas a 30 °C até crescimento e posteriormente armazenadas sob refrigeragdo, como

pode ser visto na Figura 24. A composi¢do do meio de cultura NA esta descrita na Tabela 5.
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Figura 24 - Repique para manutengao de linhagem.

e @ refrigeragao
inhagem <:> agar nutriente (:) 30°C

reativada

’ I &T

- ‘ e : g I]
B
Fonte: Autoria propria.
Tabela 5 - Composicdo do meio agar nutriente.
Componente Concentracéo (g.L %)

Extrato de carne 1,0
Extrato de levedura 2,0
Peptona 50
Cloreto de sddio 5,0
Agar 15,0

4.3 PROCESSO PRODUTIVO

4.3.1 Estudo das condigdes de cultivo na sintese do PHB

Para verificar a influéncia das variaveis: temperatura de cultivo e concentragdo inicial
da fonte de carbono na producdo do polihidroxibutirato foi elaborado um planejamento
experimental fatorial completo 22, sendo entdo 2 fatores e 2 niveis para cada fator com 3
repeticdes no ponto central, totalizando 7 experimentos, como mostra a Tabela 7.

Como variavel de resposta, foi avaliado o percentual de producédo de PHB. Os valores
referentes as varidveis independentes estdo ilustrados na Tabela 6, onde os niveis codificados
estdo representados como (-1), (0) e (+1). A escolha das temperaturas de cultivo se deu a partir
da temperatura indicada pelo fornecedor da cultura, Fundacdo Tropical de Pesquisas e
Tecnologia André Tosello, para o repique da C. necator. E para a escolha das concentragdes
iniciais da fonte de carbono no substrato, foram realizados testes preliminares para descobrir as

concentragdes que ndo causariam inibigc&o de crescimento pelo substrato.
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Tabela 6 - Variaveis de entrada com os niveis reais e codificados utilizados no planejamento
experimental

Fatores Niveis
-1 0 +1
Temperatura (°C) 30 34 38
Concentragéo de AR (g.L ) 5 10 15

Os experimentos do planejamento foram realizados em uma incubadora rotacional
shaker (marca Logen — LS4900 — THZ ) com temperatura e rotagdo controladas. A Tabela 7
representa a matriz do planejamento experimental com as variaveis reais e codificadas.

Tabela 7 - Matriz do planejamento experimental fatorial completo 22 com trés repeticdes no
ponto central

Ensaio Temperatura Concentracao

(°C) QL™

1 (-1)30 (-1)5

2 (+1)38 (-1)5

3 (-1)30 (+1)15

4 (+1)38 (+1)15

5 (0)34 (0)10

6 (0)34 (0)10

7 (0)34 (0)10

O pré-in6culo foi preparado utilizando uma camara de fluxo laminar. Em condigdes
assépticas, transferiram-se células da bactéria Cupriavidus necator da placa de Petri, com o
auxilio de uma alca de niquel-cromo, para Erlenmeyers de 300 mL contendo 100 mL de meio
de cultura caldo nutriente esterilizado em autoclave vertical por 15 min a 121 °C, conforme
Figura 25. O meio esta descrito na Tabela 8. Em seguida esse indculo foi levado a incubadora
rotacional shaker (marca Logen — LS4900 — THZ ) a uma temperatura de 30 °C e 150 rpm de
velocidade por aproximadamente 48 h até atingir uma densidade otica de aproximadamente 1,0
de absorbancia. A densidade 6tica do pré-inoculo foi verificada, por meio de absorbancia, no
espectofotdmetro (modelo U2M da marca QUIMIS) no comprimento de onda de 600 nm. Uma
aliquota do pré-inoculo foi adicionada aos meios de cultivos de forma que os cultivos iniciassem

com uma densidade otica de 0,05 de absorbancia a 600 nm, o que equivale a uma concentracdo
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de aproximadamente 1x10* UFC/mL.

Figura 25 - Preparacdo do preé-indculo.

150 rpm

() 3oc
@ C. Necator @ Caldo nutriente

- — - =2 1

Fonte: Autoria propria.

Tabela 8 - Composicdo do meio caldo nutriente

Componente Concentracéo (g.L %)
Extrato de carne 1,0
Extrato de levedura 2,0
Peptona 5,0
Cloreto de sddio 50

Para o crescimento do microrganismo e produgéo do PHB foi utilizado o meio de cultura
proposto por Santa Anna et al. (2001) e variou-se a concentracdo da fonte de carbono, conforme
o0 planejamento experimental.

Em Erlenmeyers com capacidade de 300 mL foram adicionados 200 mL do meio e
levados para esterilizacdo em autoclave por 15 min a 121 °C. O meio de cultura utilizado esta

descrito na Tabela 9.

Tabela 9 - Composi¢do do meio de cultivo

Componente Concentracéo (g.L ?)
KH2PO4 3,0
K2HPO4 7,0
(NH4)2S04 1,0
MgS04.7H20 0,2
Melago de cana (AR) variavel
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A razédo carbono/nitrogénio para cada meio de cultivo foi variada de acordo com a
equacao abaixo:

C concentracao de ART no meio de cultivox6

£ 3)

concentracio de (NH4),S0,4x2

Os cultivos foram levados a incubadora rotacional shaker nas condi¢des de temperatura
de acordo com o planejamento da Tabela 7, a 180 rpm por 72 h, conforme Figura 26.

Figura 26 - Cultivo da Cupriavidus necator.

pré-inéculo meios de cultura
@ @ esterilizados @ 30, 34, 38°C
= — 180 rpm
‘ A 72h
je=SShas )
i
) § "

Fonte: Autoria propria.

Para avaliar o crescimento celular, foi utilizado o método da turbidimetria. Dessa forma,
foram retiradas amostras dos cultivos nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 e 72 h e analisadas
as respectivas densidades éticas, por meio da absorbancia, no espectrofotobmetro a 600 nm.
Uma curva de calibracdo de biomassa foi construida para correlacionar o crescimento medido
em absorbéancia a valores de peso seco. Para isso, foram retiradas 5 amostras, de 2 mL cada, do
cultivo ao final das 72 h e centrifugadas a 10000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado
e a biomassa foi seca em estufa a 100 °C por 24 h em microtubos, previamente secos e pesados.
Com isso, calculou-se a concentracdo da biomassa. Do mesmo cultivo, transferiu-se 1 mL para
frascos de 5; 10; 15; 20; 30; 40; 50; 100 mL e o volume foi completado com agua destilada. As
amostras foram homogeneizadas e analisadas por meio da absorbancia, no espectrofotdmetro a
600 nm. Relacionou-se a concentracdo das amostras diluidas com absorbancia.

O consumo de substrato foi avaliado pela analise de acUcares redutores — AR pelo
método do DNS, proposto por Miller (1959). Foram analisadas amostras nos tempos 0, 2, 4, 6,
8,10, 12, 24, 48 e 72h.

Para avaliar a produgdo de PHB utilizou-se 0 método de extracdo proposto por Law e

Slepecky (1961).
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Ao final do tempo de cultivo, foram retirados 50 mL de aliquotas da cultura microbiana
e centrifugadas a 5000 rpm por 10 min. Os sobrenadantes foram descartados e os pellets foram
ressuspendidos em 10 mL de hipoclorito de sodio (5% de cloro ativo). As amostras foram
homogeneizadas por um agitador de tubos e levadas ao banho-maria a 37 °C por 1 hora. Em
seguida, os tubos foram centrifugados e os pellets foram lavados com &gua destilada. Essa
mesma etapa foi repetida com os solventes, acetona P.A. e metanol P.A.

Por fim, os pellets foram solubilizados em 3 mL de cloroférmio P.A. e vertidos em
placas de Petri, previamente pesadas. As placas foram deixadas em repouso, por
aproximadamente 24h, até completa evaporacdo do solvente. Posteriormente as placas
contendo o polimero foram pesadas em balanca analitica. A concentragdo de PHB (g.L ™) é
calculada pela razdo entre a massa de PHB produzido pelo volume de cultura utilizado na
extracdo. Ja o percentual de PHB (%PHB) é calculado pela razdo entre a concentracao de PHB

(g.L) e a concentragéo de biomassa no final do cultivo (g.L™) multiplicado por 100.

Figura 27 - a) Cupriavidus necator, b) biomassa e ¢) polihidroxibutirato bacteriano produzido

4.3.2 Determinacdo dos parametros cinéticos e dos coeficientes de rendimento

A partir dos dados coletados durante o cultivo, foram construidas curvas de crescimento
da C. necator e de consumo de substrato em fungdo do tempo e, por meio delas, se
determinaram os parametros cinéticos dos cultivos.

A velocidade instantanea de producdo de células (rx) e a velocidade instantanea de
consumo de substrato (rs) foram obtidas a partir das EquacOes 4 e 5, por meio das inclinagoes
das curvas de crescimento e de consumo de substrato, respectivamente.

A velocidade especifica de crescimento maxima (max) € 0 tempo de geracao (tg) foram
calculados por meio das Equacdes 6 e 7, a partir da linearizagdo das curvas de crescimento da

C. necator.
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=2 (4)

ds
s =4 (5)
1dXx
Umax = X dt (6)
n2
tg - H:'Léx (7)

Onde:
X é a concentracdo de células
t € o tempo de cultivo

S € a concentracdo de substrato

Os coeficientes do rendimento sdo: a produtividade celular (Px), produtividade de
produto (Perg), a conversdo do substrato em células (Yxss), conversdo do substrato em PHB

(Yehess) e conversdo celulas em PHB (Ypheix). Foram calculados de acordo com as equacdes,

abaixo:
Xr-Xo)
Py = % (8)
(PHB¢_PHBg)
Ppup = % (9)
(Xf-Xo)
Yy = 10
(PHB§_PHB,)
Y, = 11
PHB/S So_57) (11)
Y _ (PHBf_PHB) (12)
PHB/X —(Xf_ Xo)
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Nos quais:

Xt = Concentragéo final da biomassa (g.L™)

Xo = Concentrac&o inicial da biomassa (g.L™?)

So = Concentragéo inicial de aglicares redutores no substrato (g.L™)
St= Concentracéo final de aglicares redutores no substrato (g.L™)
PHB¢ = Concentragéo final de PHB (g.L™)

PHB, = Concentragio inicial PHB (g.L™?)

t = Tempo (h)

4.4 CARACTERIZACAO DO PHB

A caracterizagdo do polimero foi realizada com filmes produzidos a partir da biomassa
do cultivo da bactéria, aqui denominados de PHB-B. As condic¢des de cultivo foram 30 °C de
temperatura, 180 rpm de velocidade e 15 g.L™* de AR no substrato. A extracdo do polimero foi
feita com adaptacdo do método proposto por Law & Slepecky (1961).

Para medida de comparacdo foram produzidos filmes com PHB comercial, aqui
denominados de PHB-C, gentilmente fornecido pela PHB Industrial SA de Sao Paulo (Brasil).
O polimero comercial foi peneirado com o auxilio de uma peneira de 60 mesh, em seguida,
para cada filme foi pesado 75 miligramas do polimero e levados aos tubos de ensaio. Adicionou-
se 3 mL de cloroférmio aquecido a 60 °C, em seguida, os tubos foram agitados com o auxilio
de um agitador de tubo vortex até completa solubilizacdo do polimero. As solucdes poliméricas
foram vertidas em placas de Petri e deixadas em repouso até evaporacao do solvente. Os filmes
foram entdo retirados com uma pinca e armazenados para posterior analise. As analises

utilizadas na caracterizagdo estéo descritas a seguir:

4.4.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier — FTIR

A espectroscopia no infravermelho foi realizada por transmissdo, com um
Espectrometro de Infravermelho por Transformada de Fourier modelo IRTracer-100, marca
Shimadzu, no intervalo de 4000 a 600 cm™, com 32 varreduras e 4 cm™ de resolugdo. O
equipamento pertencente ao Laboratorio de Sintese e Caracterizacdo de Filmes Finos
(LABFILM/ UFPB).
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4.4.2 Ressonancia magnética nuclear — RMN

A analise de ressonancia magnética nuclear foi realizada no Laboratério Multiusuario
de Caracterizacdo e Anéalise (LMCA/UFPB) por meio de um espectrometro de RMN modelo
Bruker Ascend 400. As amostras foram suspensas em cloroférmio deuterado de grau
espectroquimico (CDCls) e os espectros de RMN de H foram obtidos a 400 MHz e os espectros
de RMN de *3C foram obtidos a 100 MHz. Utilizou-se a escala de deslocamento quimico

utilizada em partes por milh&o (ppm).

4.4.3 Difragéo de raios X — DRX

A analise de DRX foi conduzida no Nucleo de Pesquisa e Extensdo de Combustiveis e
de Materiais (NPE-LACOM/UFPB), em um aparelho modelo Lab X/XRD-6000 da marca
SHIMADZU. Os difratogramas foram registrados utilizando-se radiagdo Ko do cobre como
fonte de radiacdo monocromatica, tensdo de 30kV, corrente de 30mA, varreduras no intervalo

20 entre 5 e 70° e velocidade de varredura de 1°/min.

4.4.4 Caracterizacgdes térmicas

A caracterizacdo térmica foi conduzida em um calorimetro da marca DSC25, TA
Instruments, no Laboratério de Sintese e Caracterizacdo de Polimeros (LSCP/UFPB). A massa
das amostras foi de 5,0 + 1,0 mg, sob uma atmosfera de nitrogénio a uma vazao de 50 mL.min"
! e uma taxa de aquecimento de 10 °C min. O primeiro aquecimento se deu na temperatura de
-10 até 200 °C, esta foi mantida por 3 min para eliminar o histérico térmico do material. O
resfriamento ocorreu em seguida até -10 °C com taxa de resfriamento de 10 °C. mint. O
segundo aquecimento ocorreu em seguida de -10 até 200 °C. No primeiro aquecimento a
entalpia de fusdo (AHm) foi obtida, no resfriamento a temperatura de cristalizacdo (Tc). A partir
do segundo aquecimento, a temperatura de fusdo (Tm) e a temperatura de cristalizacéo a frio
(Tcc) foram obtidas. O grau de cristalinidade (Xc) foi calculado a partir da equagéo 13:

Aftm-SHee 1100 (13)

Xc(%) = AHO,

65



Onde Xc ¢é o grau de cristalinidade (%); AHm € a entalpia de fusdo (J.g%); AHc é a
entalpia de cristalizagdo a frio (J.g%); AH’, € a entalpia tedrica de um PHB 100% cristalino
(J.g1), igual a 146 J.g™* (Barham et al., 1984).

A Andlise termogravimétrica (TG) foi realizada no Laboratério de Materiais e Quimica
Ambiental (LabMaQ/UFPB). Foi utilizado o calorimetro SDT 650, TA. As amostras foram
analisadas em atmosfera de gas nitrogénio, com uma vazdo de 100 mL.min. A taxa de
aquecimento utilizada foi 10 °C. min e 0 aquecimento se deu a partir da temperatura ambiente
25 °C até 450 °C, para cada analise foi utilizado 5 mg de amostra em cadinhos de alumina.

Para determinar os parametros termodinamicos e ordem de reagédo a partir dos dados
da analise termogravimétrica (TG), utilizou-se os métodos: Coats-Redfern (que utiliza uma
abordagem integral que considera a relacdo linear entre temperatura e taxa de decomposicao
para calcular a energia de ativacdo), Horowitz-Metzger (baseado em aproximacdes de reacéo
de primeira ordem, particularmente Gtil em condi¢des de decomposicdo em baixas taxas de
aquecimento) e Broido (estimativa de energia de ativacdo a partir de perda de massa,
frequentemente usada para analise de decomposicdo de materiais poliméricos) (Canakgci, 2020;
Gonzélez et al., 2000; Kulkarni et al., 2019).

Com base na analise termogravimétrica (TG) das amostras, onde a geometria da curva
fornece informac6es sobre a estabilidade térmica dos subprodutos e produtos finais do material
decomposto e permite a aquisi¢do simultanea de dados fisico-quimicos da composicdo em
decomposicdo (Canakgi, 2020).

Os parametros cinéticos séo calculados a partir das curvas de decomposi¢do térmica
(TG) utilizando um método de andlise cinética baseado na equacao de Arrhenius (equacéo 14).

d

a
- = K(Df (@) (14)
Onde o termo da /dt representa a taxa de reacao, k(T) é a constante de velocidade de
reacdo, f(a) representa uma funcdo que descreve a reacdo, a 0 grau de conversdo, T a
temperatura do processo.

Sendo o grau de converséo o definido como:

Wi-wt
a = —
Wi-Wf

(15)
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No qual (W) representa a massa inicial da amostra, (W f) é a massa final da amostra
e (Wt) a massa da amostra no decorrer do aquecimento.

A velocidade de reacdo K (T) é representada pela equacdo 16, onde (A) é o fator pré-
exponencial (min'?), estando relacionado com a frequéncia de colisdo entre as moléculas, e é
diretamente proporcional a energia de ativacdo, (Ea) (kJ/mol), (T) é a temperatura de pico

da reacdo (K) e (R) é a constante universal dos gases (0,008314 kJ/mol K).

K(T) = Aexp (‘R’;) (16)

Substituindo a equacdo (16) na equacdo de Arrhenius (14), obtém-se a equacao (17).
d —La
d—: = Aexp (%) f(a) (17)

Que para experimentos ndo isotérmicos conduzidos a taxa de aquecimento constante, onde
ar ~ . . ‘g .
([3 = E)’ a equacdo da taxa de decomposicdo pode ser simplificada e rearranjada para a parte

direita da equacéo 18.

= e (32) f(@) (18)

Para a determinacéo da (E,), baseada no método de Horowitz-Metzger (H-M), no qual

seus célculos ndo dependem da ordem de reacdo, a equacao reduz a equacao 19.

In (ln (ﬁ)) = RET,, 9 (19)

Onde, (9 =T —T,) € a diferenca entre as temperaturas no decorrer do aquecimento e a

temperatura de pico e (Tp) é a temperatura de pico da reacao (K).

Para o método de Coats-Redfern (C-R) a equagdo reduzida é dada pela equagéo 20.
1 —-Eq4
n(in(52)/73) = 57 @0)
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E para o método de Broido (B), pela equacéo 21.

In (ln (ﬁ)) = _ITE;“ (21)
Para o célculo do fator pré-exponencial (A) utiliza-se a equagéo 22.
A= RE—%ﬁexp (;TC;) (22)
Onde B ¢ a taxa de aquecimento.
Os parametros termodinamicos: entalpia (H), entropia (S) e energia livre de Gibbs

(G) para os métodos de (H-M), (C-R) e (B) sdo calculados a partir das equacdes (23), (24) e

(25), respectivamente.

AH = E, — RT, 23)
B )

AS =R * In ( ( k*TP)) (24)

AG = H —TpS (25)

Onde, R € a constante dos gases ideias, k é a constante de Boltzmann e h é a constante de Planck.

4.4.5 Estudo de biodegradacgéo

O teste de biodegradacdo utilizou uma cultura mista obtida de uma amostra de solo. Para
isso, 200 g de terra vegetal, adquirida em comércio local, foi adicionada a 1 L de agua destilada
autoclavada a 121 °C por 15 min. Apds decantacao a terra foi filtrada e em frascos Erlenmeyers
com capacidade de 500 mL cada, foram adicionados 100 mL do sobrenadante e 200 mL de

meio de cultura autoclavado. A composic¢éo do meio de cultura esta descrita na Tabela 11.
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Tabela 10 - Composicéo do meio de cultura.

Componente Concentracéo (g.L %)
Triptona 10
Extrato de levedura 5,0
Cloreto de sadio 5,0

Amostras de filmes do PHB-B e do PHB-C foram cortadas em forma de quadrado no
tamanho 2x2 cm, pesadas e adicionadas aos Erlenmeyers contendo o cultivo e sobrenadante do
solo filtrado. Os frascos foram incubados a temperatura ambiente (28 + 2°C) e deixados em
repouso por 60 dias. A cada 10 dias as amostras eram filtradas e pesadas. Os experimentos
foram realizados em triplicata. A degradacéo foi determinada pelo percentual da perda de massa
que é calculada conforme equacédo 26 (Ansari & Fatma, 2016).

%degradagao = %xmo (26)

0

No qual:
W, € a massa inicial do polimero

W; é a massa ao longo dos dias do teste
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO MELACO DE CANA COMERCIAL

A caracterizagdo do melago de cana comercial (MCC), utilizado como meio de cultura
na producdo de PHB por fermentacdo submersa, estd apresentadas na Tabela 12. Os dados estéo

em base Umida.

Tabela 11 - Caracterizagdo do melago de cana.

Anélise Resultado
pH 3,32 +0,02
Umidade 19,85+ 0,21 %
Cinzas 0,50 £ 0,01 %
Solidos soluveis 86,67 + 0,58 °Brix
Acucares redutores (AR) 654,01 + 8,11 mg/mL
Acucares redutores totais (ART) 921,64 + 8,79 mg/mL

A producdo de PHB-B por C. necator ¢ induzida pela presenca de acticares no meio de
cultura. Assim, a caracterizacdo do MCC visa quantificar esses acucares, que sdo importantes
na sintese desse biopolimero, juntamente com outros nutrientes. O parametro pH afeta o
processo de fermentagdo. No presente trabalho, o pH do MCC foi de 3,32 + 0,02, enquanto
Ribeiro et al. (2022) relataram um pH de 5,48 para o melago coletado diretamente da planta
(Mamanguape, Paraiba, Brasil).

Dependendo das condicdes da cultura, como chuvas, temperatura, e tipo de solo, a cana-
de-agUcar pode conter diferentes concentragdes, o que pode, em certa medida, influenciar no
pH (Ganzeveld et al., 1999; Khok et al., 2019). Para o preparo do meio de cultura, o melago é
diluido em agua destilada até uma concentracdo de agucares que possa ser assimilada pelo
microrganismo sem causar inibicdo pelo substrato. Com as concentragdes utilizadas nesta
pesquisa, o pH do melago, que era 3,32, passou a ser entre 6,57 e 6,88 nos cultivos, préximo ao
ideal para o cultivo da C. necator que segundo Vu et al., (2022) ¢ 7,0.

A umidade do MCC foi de 19,85 £ 0,21 %, considerada ideal para evitar contaminagéo
microbiana e preservar suas caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas por mais tempo.
Os valores de sélidos soluveis foram de 86,67 © Brix, consistentes com os valores de agUcares
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redutores (AR) (654,01 + 8,11 mg.mL™?) e aglcares redutores totais (ART) (921,64 + 8,79
mg.mL1) encontrados no MCC. Os AR sdo importantes no cultivo de C. necator porque servem
como fonte de carbono para o crescimento da bactéria e a producéo de metabolitos de interesse.

A C. necator é um microrganismo que ndo assimila a sacarose em Seus processos
metabdlicos (Arikawa et al., 2017), e como a diferenca entre 0s ART e 0s AR é a fracdo de
sacarose contida nos ART, nesta pesquisa foram utilizados os AR como medida de

concentracdo do substrato.

5.2 ESTUDO DA PRODUCAO DE BIOMASSA E DO CONSUMO DE SUBSTRATO

A Figura 28 apresenta as curvas de crescimento da C. necator e as curvas de consumo
de substrato ao longo das 72h de cultivo para os experimentos de acordo com planejamento
experimental. Os experimentos E1 e E2 foram realizados com 5 g.L™! de AR no meio de cultivo
e foram incubados a 30 °C e 38 °C, respectivamente. Os cultivos E3 e E4 possuiam 15 g.L™ de
AR inicialmente e foram e incubados a 30 °C e 38 °C, respectivamente. O cultivo E5 foi

preparado com 10 g.L! de AR e foi incubado a 34 °C.
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Figura 28 - Curvas de crescimento da C. necator e do consumo de substrato nos cultivos de
acordo com o planejamento fatorial. (C/Co) representa a razdo entre o valor final do
substrato e o valor inicial.
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Os parametros cinéticos dos cultivos, obtidos a partir das curvas da Figura 28, estdo

descritos na Tabela 12. As velocidades instantaneas foram calculadas no tempo de 72h.
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Tabela 12 - Parametros cinéticos dos cultivos.

Ensaio Temperatura Concentracéo Tx T Winix t,
(°C) (g/L) (g/L.h) (g/L.h) (b (h)
1 (-1)30 (-1)5 0,0295  0,0151 0,0596 11,6300
2 (+1)38 (-1)5 -0,0027  0,0043 0,3186  2,1752
3 (-1)30 (+1)15 0,0589  0,0079 0,0912  7,6003
4 (+1)38 (+1)15 -0,0050  0,0069 0,2372  2,9222
5 (0)34 (0)10 0,0414  0,0099 0,0496 13,9747

O microrganismo estudado apresentou um bom desenvolvimento nos cultivos
produzidos com melaco como fonte de carbono, obtendo uma maior concentracdo de biomassa,
em especial nos cultivos com a maior concentracdo de AR e a menor temperatura de incubacéo,
15 g.L* incubado a 30 °C (E3) e 10 g.L* incubado a 34 °C (E5), conforme pode ser observado
na Figura 28. A temperatura desempenha um papel significativo no crescimento e metabolismo
bacteriano, influenciando os niveis de oxigénio dissolvido e a eficiéncia de transferéncia de
massa (Wei et al., 2011).

Conforme mostrado na Figura 28, as culturas incubadas a 38 °C atingiram maiores
concentragdes de biomassa em 24 horas, sendo elas E2 (5 g.L™ AR) e E4 (15 g.L? AR) com
0,652 g.L e 1,703 g.L?, respectivamente. Apos esse periodo, ambas as amostras apresentaram
gueda de crescimento, o que pode ser verificado, na Tabela 12, a partir do sinal negativo da
velocidade instantanea de crescimento ry -0,0027 g/L.h para E2 e -0,0050 g/L.h para E4. Essas
culturas apresentaram maior velocidade especifica de crescimento maxima e menor tempo de
geracdo com  p,,s, 0,3186 h'le ty 2,1752 h para o cultivo E2 € s, 0,2372 hle ty 2,9222
para o cultivo E4. A maior concentracdo de AR no cultivo E4 levou ao dobro da producéo de
biomassa quando comparada a E2.

As culturas incubadas a 30 °C, E1(5 g.L* AR) e E3 (15 g.L! AR) apresentaram maior
concentracdo de biomassa em 72 horas com valores de 1,611 gL' e 2944 g.L?,
respectivamente. E1 e E3 ndo apresentaram fase estacionaria de crescimento, sugerindo
potencial para maior crescimento com maior periodo de cultivo, suas velocidades especificas

de crescimento maxima e tempos de geracéo foram p,,, 0,0596 hte ty 11,63 h para o cultivo
Ele s, 0,0912 hle ty 7,6003 h para o cultivo E3. Outros autores (Wei et al., 2011; Saeed

et al., 2024) também utilizaram 30 °C para a maior producgdo de PHB. Foi observado que, para
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uma mesma temperatura, as culturas com maior concentracdo de AR (E3 e E4) produziram
mais biomassa do que a com menor (E1 e E2).

O cultivo E5 (10 g.L* AR) incubado a 34 °C também nio apresentou fase estacionaria
de crescimento, produzindo 2,188 g.L! de biomassa, a segunda maior producdo quando
comparado com 0s outros cultivos. Sua velocidade especifica de crescimento maxima
apresentou o menor valor, i, 0,0496 h! | e consequentemente o tempo de geragéo foi o maior
dentre todos os cultivos, com t, 13,9747 h.

As culturas com maiores concentracfes de AR apresentaram maior consumo de
substrato ao longo das 72h de cultivo. Para o cultivo E4, foram consumidos 7,510 g.L™ de AR,
representando um total de 58,58%, enquanto a concentracdo de AR permaneceu praticamente
estavel entre 48 e 72 horas, sua velocidade instantdnea de consumo de substrato
1, f0i 0,0069 (g/L.h). No caso do E3, 5,582 g.L ' de AR foram consumidos lentamente, r, 0,0079
(g/L.h), representando um total de 43,68%. Esta cultura apresentou a maior producdo de
biomassa.

Os cultivos E1 e E2, com os menores valores iniciais de AR (5 g.L?), apresentaram
valores de consumo de substrato de 3,234 e 3,600 g.L™, correspondendo a 80,05% e 87,67%,
respectivamente. No cultivo E1, o substrato inicialmente foi consumido de forma lenta e
permaneceu praticamente estavel nas primeiras 24 horas, em seguida a velocidade de consumo
aumenta e em 72h E1 apresenta a maior r; com um consumo de 0,0151 (g/L.h). De forma
contraria, o E2 apresentou consumo acelerado inicialmente, com aproximadamente 60% do AR
consumido em 12 horas, no tempo 72h apresentou a menor r; com um consumo de 0,0043
(g/L.h). O cultivo E5 consumiu 4,687 g.L? de AR, reduzindo o substrato em 60,2% e
apresentou a segunda maior velocidade de consumo com 7, 0,0099 (g/L.h).

Comparando cultivos com as mesmas concentracdes de substrato, mas temperaturas
diferentes, pode-se observar que o aumento deste parametro térmico acelera o consumo do
substrato inicialmente e no tempo de 72h a velocidade instantdnea diminui. E entre todos os

cultivos avaliados, o substrato ndo foi completamente consumido no meio.

5.3 DETERMINACAO DOS COEFICIENTES DE RENDIMENTO

A Tabela 13 apresenta os coeficientes de rendimento dos cultivos investigados.
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Tabela 13 - Coeficientes de rendimento dos cultivos.

Ensaio Temperatura Concentracéo Px PpHB Yx/s YpHe/S  YpHB/X
(°C) (g/L) (g/L.h)  (g/L.h)

1 (-1)30 (-1)5 0,022 0,0024 0,491 0,0529  0,1077

2 (+1)38 (-1)5 0,007 0,0006 0,135 0,0111 0,0825

3 (-1)30 (+1)15 0,040 0,0134 0,519 0,1727  0,3330

4 (+1)38 (+1)15 0,020 0,0007 0,187 0,0068  0,0362

5 (0)34 (0)10 0,030 0,0061 0,610 0,250 0,2050

O cultivo E3, produzido com 15 g/L de AR como fonte de carbono e incubado a 30 °C,
apresentou os melhores resultados, com produtividade celular de 0,040 g/L.h, produtividade de
produto 0,0134 g/L.h, rendimento na conversdo de substrato em produto de 0,1727 gpHs-
B/Qsubstrato € Na conversdo de biomassa em produto de 0,3330 gpHB-B/gbiomassa. O cultivo E5,
produzido com 10 g/L de AR como fonte de carbono e incubado a 34 °C, obteve o melhor
rendimento na conversdo de substrato em biomassa com 0,610 Qbiomassa/Qsubstrato € quanto aos
outros fatores de conversdo ele apresentou os melhores resultados apo6s o cultivo E3. A
produtividade celular foi de 0,030 g/L.h, a produtividade de produto 0,0061, o rendimento na
conversdo de substrato em produto de 0,1250 gpHp-B/Jsubstrato € @ CONVErsdo de biomassa em
produto foi de 0,2050 gpHe-8/gbiomassa.

Cavalheiro et al. (2009) utilizaram glicerol comercial e glicerol residual como fontes de
carbono em uma cultura de C. necator DSM 545, e seus rendimentos na converséo de substrato
em biomassa foram de 0,37 Qbiomassa/Jsubstrato € 0,45 Qbiomassa/Jsubstrato, reSpectivamente. Quanto a
conversdo de substrato em PHB, seus resultados foram de 0,36 gpHa/Jsubstrato Para a cultura com
glicerol comercial e 0,34 gpHB/Qsubstrato Para a cultura com glicerol residual. No presente
trabalho, os agucares redutores no melaco de cana favoreceram o crescimento da biomassa,
enquanto Cavalheiro et al. (2009) obteve maior produgdo de PHB com glicerol, este resultado
pode ter sido ocasionado pelo uso de outra rota metabdlica pelo microrganismo na sintese do
PHB.

O cultivo E2, produzido com 5 g/L de AR como fonte de carbono e incubado a 38 °C,
apresentou, para as 72 horas de cultivo, as menores produtividades celular e de produto, com
0,007 g/L.h e 0,0006 g/L.h, respectivamente. Em seguida, o cultivo E4, produzido com 15 g/L
de AR como fonte de carbono e incubado também a 38 °C, produziu 0,020 g/L.h de biomassa
e 0,0007 g/L.h de PHB-B. O cultivo E1, produzido com 5 g/L de AR como fonte de carbono e
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incubado a 30 °C, apresentou as terceiras melhores produtividades celular e de produto com
0,022 g/L.h e 0,0024 g/L.h.

5.4 PRODUCAO DE PHB

A Tabela 14 mostra os niveis das variaveis reais e codificadas do planejamento fatorial,

bem como a resposta da producdo de PHB-B.

Tabela 14 - Percentual de polihidroxibutirato produzido nos meios de cultura.

Ensaio Temperatura Concentracéao PHB-B PHB-B
(°C) (g/L) (%) (gL

1 (-1)30 (-1)5 10,982 0,17

2 (+1)38 (-1)5 8,333 0,04

3 (-1)30 (+1)15 35,704 0,96

4 (+1)38 (+1)15 6,071 0,05

5 (0)34 (0)10 20,888 0,43

6 (0)34 (0)10 21,292 0,45

7 (0)34 (0)10 20,426 0,43

Utilizando os resultados do planejamento fatorial, obteve-se um modelo de regresséo
ndo linear com parametros estatisticamente significativos a 90% de confianca (p < 0,1). Para a
analise de variancia, aplicou-se o teste F, com razdo F calculado F tabelado de 1,94. O modelo

é apresentado juntamente com o coeficiente de determinagéo (R?).

PHB (%) = 17,66 — 8,05 (T) + 5,64 (AR)- 6,77 (AR X T)
R2=91%

No presente trabalho, 1 g.L* de sulfato de amonio foi usado como fonte de nitrogénio
(N) e baixos niveis de 5, 10 e 15 g.L* de agtcares redutores do MCC foram usados como fonte
de carbono (C). Nesta sequéncia de composicdes, os valores da razdo C/N foram 21,14; 42,28
e 63,41, resultando em produc6es de PHB-B de 10,98%, 20,87% e 35,70% a 30, 34 e 30 °C,

respectivamente, em um periodo de 72 horas.
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Figura 29 - Superficie de resposta do percentual de producédo de polihidroxibutirato bacteriano.

A Figura 29 mostra que a producdo de PHB-B foi favorecida pelo aumento da
concentracdo de AR do MCC e diminuicdo da temperatura de fermentacédo entre 30°C e 38°C.
A maior porcentagem de PHB-B produzido (35,70%) ocorreu na temperatura de 30 °C na maior
concentracéo de substrato de 15 g.L™ AR o que correspondeu a 3,25 vezes maior que a producéo
de PHB-B na mesma temperatura de cultivo com concentragio de 5 g.L™.

Na condi¢do C/N igual a 63,41 e producdo de PHB-B de 35,70%, os resultados séo
comparaveis aos de Tu et al. (2022) que também produziram PHA em escala laboratorial a
partir de C. necator, utilizando 200 g.L* de glicose como fonte de carbono (C) e 2 g.L ! de
amonia como fonte de nitrogénio (N). Eles variaram as relagdes C/N para 22, 44 e 73, com as
produces obtidas sendo 35,9, 22,87 e 32,85%, respectivamente a 30 °C em um periodo de 72h.
Notavelmente, a concentracdo de glicose utilizada por Tu et al. (2022) é 13,3 vezes maior que
0s acgucares redutores utilizados no presente estudo. Assim, a reducdo de custos no cultivo de
C. necator utilizando MCC é evidente em comparacdo ao uso de glicose.

Sen et al., (2019) também produziram PHB a partir de C. necator usando glicose,
melago de cana ndo tratado e melaco pré-tratado por hidrélise acida para quebrar moléculas de

sacarose, convertendo-as em glicose e frutose. Eles obtiveram uma porcentagem de PHB
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produzido no cultivo com melago pré-tratado de 27,30%, correspondendo a 1,68 vezes maior
do que com melago ndo tratado. Usando melaco de cana-de-agUcar hidrolisado por método
enzimatico e dissolvido em vinhaca de cana-de-agUcar, Dalsasso et al. (2019) obtiveram 56%
de acimulo de PHB na cultura de C. necator DSM 545 pela conversédo de sacarose em glicose
e frutose. Uma razdo para seus resultados mais favoraveis do que os obtidos no presente
trabalho foi porque eles usaram o método batelada alimentada, fornecendo dois pulsos a mais
de melaco para ndo limitar a concentracao da fonte de carbono no meio de cultura.

Outros autores trabalharam em condicGes de cultivo semelhantes as adotadas no
presente estudo, mas com maiores concentracdes de substrato e diferentes espécies bacterianas.
Chaijamrus e Udpuay (2008) utilizaram B. megaterium e melago fornecido pela inddstria da
cana-de-acgucar a 4% (v/v). ApGs pré-tratamento com carvao ativado, obtiveram acumulo de
PHB em torno de 33%. Suryawanshi et al., (2020) obtiveram producdo de PHB na faixa de
16,90 a 59,30%, utilizando teores de melaco de (10 - 40 g.L™Y) com o Bacillus cereus 2156. El-
Sheekh et al. (2015) utilizaram 30 g.L™ de melago e Bacillus flexus ME-77, obtendo 35,2% de
PHB que aumentou para 51% ao adicionar sais ao meio de cultura. Khok et al. (2019)
realizaram hidrélise &cida hidrotérmica de melaco (1%) em um forno e obtiveram um acumulo
de PHB de 27,30% do C. necator. Jo et al. (2021) obtiveram uma producdo de 29,1% de P(3HB-
co-LA) a partir de melago de cana-de-agucar pré-tratado com carvédo ativado e a Ralstonia
eutropha recombinada com o gene sacC de Mannheimia succiniciproducens que codifica a -
frutofuranosidase e também recombinada com o gene IdhA de Escherichia coli que codifica a
lactato desidrogenase. No presente estudo, 35,70% de PHB-B foi produzido usando 15 g.L* de
AR, sugerindo que 0 MCC é um substrato adequado para C. necator.

Em relacdo a outros tipos de substratos de baixo custo, Valdez-Calderén et al. (2022)
investigaram cinco substratos diferentes baseados em residuos de casca de frutas com a cepa
Klebsiella pneumoniae, resultando em acimulo de PHB na faixa de 26,40 a 32,90%. Pabitra et
al. (2015) obtiveram producdo de PHB de 33% a partir de Bacillus sp. CS-605 usando varios
substratos como fonte de carbono. Zanfonato et al. (2018) alcangaram 26% de producdo de
PHB usando vinhaca de cana-de-acucar e C. necator, atribuindo esse baixo valor ao teor
limitado de carbono na vinhaga, sugerindo que ela deve ser usada em combinagdo com outra
fonte de carbono para aumentar a biomassa. Martinez-Herrera et al. (2021) avaliaram a
producéo de PHB utilizando folhas de Agave durangensis (2% v/v) e Bacillus cereus 4N com
o melhor resultado de 39,99% obtido apds pré-tratamento ultrassénico por 30 min e 37,27%

apos pré-tratamento térmico. O tratamento prévio das folhas foi necessario para obtencdo deste
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biopolimero. C. necator foi menos efetivo na producdo de PHB utilizando residuos de casca de
mandioca pré-tratados pelo processo de hidrolise &cida (Vega-Castro et al., 2021) com
rendimentos ligeiramente inferiores aos obtidos para PHB-B.

No presente estudo, 0 PHB-B foi produzido de forma mais econdmica e menos poluente,
utilizando melago comercial sem a necessidade de tratamentos prévios, como carvdo ativado
(Jo et al., 2021) ou por hidrolise &cida (Khok et al., 2019).

5.6 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
- FTIR

A espectroscopia de infravermelho foi realizada para verificar os grupos funcionais
presentes no PHB-B e PHB-C, confirmando que o PHB-B produzido é um biopolimero baseado
em PHA. Os espectros de FTIR sdo mostrados na Figura 30. Pode-se observar que as bandas
dos dois biopolimeros compartilham os mesmos comprimentos de onda, indicando que PHB-B
e PHB-C sdo 0 mesmo material. As bandas posicionadas em 1227 e 1275 cm™ so sensiveis a
cristalinidade, enquanto a banda em 1184 cm™ caracteriza a fase amorfa (Lambeek et al., 1995).
Essas bandas séo visiveis na Figura 30, sugerindo que os biopolimeros consistem em estruturas
cristalinas e amorfas, correspondendo a vibragdo de alongamento C-O-C assimétrica (Vega-
Castro et al., 2021; Ansari e Fatma, 2016). A banda em 1452 cm™ corresponde & deformacao
assimétrica da ligagdo CH: (Vega-Castro et al., 2021; Oliveira et al., 2007), enquanto a banda
em 1376 cm™ corresponde a deformagdo assimétrica do grupo CHs (Valdez-Calderon et al.,
2022).
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Figura 30 - Espectros no infravermelho por transformada de Fourier de polihidroxibutirato
bacteriano e polihidroxibutirato comercial.
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A banda de absor¢do em 1723 cm™ é considerada a mais intensa e nitida observada no
espectro do PHB, correspondendo ao estiramento C=0 do grupo éster e associada as vibracdes
de estiramento dos grupos carbonila cristalinos (Chen et al., 2005). A vibracéo carbonila (C=0)
da fase amorfa do PHB ocorreu em 1740 cm™ sendo representada por um pico largo ligado a
banda cristalina em 1723 cm™ (Lambeek et al., 1995). A banda em 2933 cm™ corresponde as
vibracOes de estiramento C-H dos grupos metil (CHs) e metileno (CH2) (Susithra et al., 2021),
enquanto a banda em 2975 cm™ se refere ao metileno ligado ao oxigénio alifatico -CH
(Updegraff, 1971). Zhang et al. (2005) observaram que essas bandas aumentaram gradualmente
com o desenvolvimento da cristalinidade do PHB. A banda em 3443 cm™ indica estiramento -
OH (Susithra et al., 2021; Mohapatra et al., 2017). Geralmente, os biopolimeros apresentam
vibragdes de estiramento C-C entre 1000-800 cm™!, com algumas bandas nessa faixa associadas
a cristalinidade (Conti et al., 2006). Na regio de 1300-1000 cm™, as vibragdes estdo associadas
as ligagdes C-O-C e C-O do tipo grupo éster presente nos biopolimeros (Valdez-Calderon et
al., 2022; Susithra et al., 2021; Santos et al., 2024). A analise espectroscépica FTIR identifica,
portanto, a estrutura quimica do PHB-B como um homopolimero PHA, com um espectro
coincidente com o do PHB comercial.
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Um estudo mais detalhado dos espectros infravermelhos para avaliar os estados
cristalinos e amorfos do PHB-B e PHB-C € proposto no presente trabalho. Isso se deve a
presenca de interacdes intermoleculares e conformacdes especificas que podem existir em
apenas uma das fases, seja a fase cristalina ou amorfa (Conti et al., 2006). A Figura 31a mostra
0 espectro FTIR do PHB-B e PHB-C na regido (3050-2900 cm™1), mostrando as bandas 2933
e 2975 cm™l. Zhang et al. (2005) sugerem que essas bandas fornecem evidéncias do
desenvolvimento da estrutura cristalina do PHB; maiores intensidades das bandas 2933 e 2975

cm* indicam um material mais cristalino. Portanto, sugere-se que o PHB-C é mais cristalino
que o0 PHB-B.

Figura 31 — Espectros no infravermelho por transformada de Fourier de polihidroxibutirato
bacteriano e polihidroxibutirato comercial em regides selecionadas: a) 3050-2900 cm™, b)
1000-800 cm™?, ¢) 1500-1000 cm ™ e d) 1800-1600 cm ™.
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Parte da unidade repetitiva do PHB é semelhante a do polipropileno, como confirmado
pelas bandas que representam as formas helicoidais do polipropileno isostatico na regido de
vibracbes de estiramento C-C (1000-800 cm™). A similaridade molecular entre PHB e
polipropileno garante que suas caracteristicas mecanicas sejam compativeis em diversas
aplicacdes. Segundo alguns autores (Conti et al., 2006; Zhang et al., 2005), na regido (1000-
800 cm™), as bandas cristalinas caracteristicas do P(3HB) foram cinco (978, 938, 929, 896 e
825 cm™) correspondendo a formagcéo da estrutura de hélice 21. Neste estudo, essas bandas
também sdo observadas nos espectros de PHB-B e PHB-C nesta regido, conforme mostrado na
Figura 31b. As bandas para PHB-C s&o mais intensas do que aquelas para PHB-B, indicando
uma estrutura mais cristalina para o biopolimero comercial.

Outras bandas no espectro FTIR representam a conformacéo da cadeia do polimero e
estdo localizadas na regido de 1500-1000 cm™, o que é indicativo de alongamento C-O-C. De
acordo com a literatura (Padermshoke et al., 2005; Bloembergen et al., 1986), a estrutura
aleatoria é representada por bandas em 1302 e 1257 cm ™2, no entanto, estas ndo sio identificadas
nos espectros PHB-B e PHB-C, como visto na Figura 31c.

Além disso, quatro bandas indicativas sdo observadas em 1289, 1279, 1263 e 1228 cm ™%,
refletindo a estrutura da hélice, enquanto bandas menos proeminentes em 1134, 1102 e 1060
cm ! também demonstraram sensibilidade a cristalinidade. A Figura 31¢c mostra bandas em
1275, 1260, 1227, 1130, 1100 e 1056 cm™, indicando a estrutura cristalina do PHB-B e PHB-
C. Essas bandas sdo mais intensas para o PHB-C, sugerindo que ele tem um grau maior de
cristalinidade do que o PHB bacteriano.

O espectro apresentado na regido 1800-1600 cm™ mostra o estado cristalino bem
ordenado representado em 1719 cm™. A banda em 1686 cm™ indica uma estrutura com cristais
defeituosos devido as interacbes entre o grupo OH final e o grupo C=0 do biopolimero,
conforme descrito por Conti et al. (2006). A Figura 31d apresenta a banda em 1719 cm™,
ligeiramente mais intensa para PHB-C, sugerindo que é mais cristalino que PHB-B. Nos
espectros de PHB-B e PHB-C, ndo sdo observadas diferencas nas bandas de 1686 cm™.

5.7 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR-RMN

Na anéalise de RMN, ambos o0s espectros do PHB-B e do PHB-C coincidem entre si,
indicando que correspondem ao mesmo material. Pode-se observar os espectros de *H o PHB-

C e do PHB-B nas Figuras 32 e 33, respectivamente. Nesses espectros, foram detectados trés
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sinais: um dubleto no deslocamento quimicos de 6 = 1,28 ppm corresponde a um grupo metil
(CH3) acoplado a um préton, um multipleto em 6 = 2,50 ppm devido a um grupo metileno (CH>)
adjacente a um atomo de carbono assimétrico contendo um unico préton, outro multipleto em
8=15,26 ppm atribuido ao proton proximo ao oxigénio carboxilico (CH) (El-Sheekh et al., 2015;
Pagliano et al., 2020). Um outro sinal € observado no deslocamento em & =7,28 ppm atribuido
ao solvente cloroférmio (Shalin et al., 2014).

Figura 32 — Espectro de ressonancia magnética nuclear *H do polihidroxibutirato comercial.
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Figura 33 - Espectro de ressonancia magnética nuclear *H do polihidroxibutirato bacteriano.
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Os espectros de RMN de 3C do PHB-C e do PHB-B podem ser observados nas Figuras
34 e 35. Quatro sinais sdo detectados nesses espectros. No deslocamento de 6 = 19,7 ppm, 0
sinal foi atribuido a presenga do grupo metil (CHs). O grupo metileno (CH) foi observado em
6 =40,7 ppm, em & = 67,6 ppm o sinal indica a presenca de carbono metinico (CH) que esta
ligado diretamente ao 4&tomo de oxigénio do grupo éster e & cadeia principal. O pico no
deslocamento 6 =169,88 ppm indica a presenga do grupo carbonila (C=0) (Saravanan et al.,
2023; Pagliano et al., 2020; Susithra et al., 2021). Ja o solvente nesse espectro se apresenta

como um pico no deslocamento & =77 ppm.

Figura 34 - Espectro de ressonancia magnética nuclear 3C do polihidroxibutirato comercial.
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Figura 35 - Espectro de ressonancia magnética nuclear **C do polihidroxibutirato bacteriano.
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5.8 DIFRACAO DE RAIOS X - DRX

As estruturas cristalinas do PHB-B e PHB-C foram avaliadas por difracdo de raios X
em amplo angulo (WAXD). A Figura 36 mostra os picos de difracdo correspondentes aos
planos associados a estrutura cristalina desses materiais. Os padrfes de difracdo de ambos 0s
polimeros foram comparados com aqueles obtidos por Xie et al. (2008) e Chen et al. (2005)
com localizagdes 260 idénticas para PHB-B e PHB-C aproximadamente 13,5°, 16,9° 20,1°,
21,5°, 22,6°, 25,59, 27,2° e 30,5°. Os padrdes de difracdo do PHB-C se alinham mais de perto
com Xie et al. (2008) e Chen et al. (2005), que avaliaram um PHB comercial. Mohapatra et al.
(2017) investigaram PHB bacteriano com padrdes de difracdo semelhantes aos do PHB-B.

Figura 36 - Difratogramas de polihidroxibutirato bacteriano e polihidroxibutirato comercial
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A partir dos difratogramas, os picos de difragcdo do PHB-B parecem mais irregulares do
que os do PHB-C. Alem disso, o PHB-B ndo apresentou os padrdes de difracdo (021) e (101)
observados para 0 PHB-C, apresentando apenas um pico amplo em 22,2° correspondente a
difragdo em (111). A auséncia de picos de PHB bacteriano pode indicar diminui¢do em seu grau
de cristalinidade (Chen et al., 2005).

Para o PHB-B, observa-se uma diminuigdo nas intensidades dos picos em 20 igual a

13,5° e 16,9° correspondentes aos planos cristalinos (020) e (110), quando comparado ao PHB
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comercial. Segundo Wang et al. (2008), isso indica uma redugdo nos tamanhos dos cristais.
Bhagowati et al. (2015) revelaram que a intensidade do pico de difracdo esta relacionada ao
empacotamento da estrutura cristalina. Com base nesses estudos, a estrutura cristalina do PHB-
B ¢ afetada por apresentar coalescéncia, alargamento e uma diminui¢do na intensidade do pico

em comparagéo ao PHB-C.

5.9 ANALISE TERMICA POR CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL-DSC

Neste trabalho, o PHB-C foi armazenado em temperatura ambiente em torno de 5 anos,
enquanto o PHB-B foi produzido recentemente. As propriedades térmicas desses biopolimeros
sdo representadas nos termogramas de DSC mostrados na Figura 37. Para eliminar o histérico
térmico dos filmes, as temperaturas de transicdo foram determinadas no segundo aquecimento.

O efeito do processo de fusdo na cristalinidade das amostras foi avaliado com base nas
entalpias de fusdo determinadas no primeiro aquecimento. Para ambos os biopolimeros, as
temperaturas de transi¢do vitrea (Tg) ndo sdo observadas. O grau de cristalinidade (Xc) do PHB-
C foi de 62,01% e esta de acordo com (Gonzélez-Rojo et al., 2024), enquanto para o PHB-B
foi de 51,71%, em concordancia com Horng et al. (2011), Conti et al. (2006). Bhagowati et al.,
(2015) investigam PHB produzido por maltose e Bacillus cereus SE-1 com grau de
cristalinidade de 44,23% quando misturado com um amido termoplastico (TS). Hernandez-
Nufiez, et al., (2019) obtiveram 39,3% para 0 PHB bacteriano produzido.

A diferenca de cristalinidade entre PHB-C e PHB-B pode ser devido a diminuicao da
estabilidade térmica do PHB-C, resultando em cadeias de baixo peso molecular devido a
degradacdo do PHB-C em acordo com Yeo et al. (2010). As cadeias de peso molecular mais
baixo podem ter servido como nucleos para a cristalizacdo do PHB-C, que aumentou a sua
cristalinidade em relacdo ao PHB-B. Isto porque a cristalizacdo do PHB é sensivel a acdo de
ndcleos e ao crescimento de esferulitas (Di Lorenzo et al., 2006).

PHB-B mostra um pico de cristalizagdo apds o resfriamento (Tcc) em torno de 92,64 °C
em acordo com Hong et al. (2011), enquanto PHB-C tem um pico amplo em 61,53 °C (Figura
37b). Uma taxa de cristalizagcdo mais lenta pode ser sugerida para PHB-C, onde o tempo foi
insuficiente para a formacao de cristais durante o resfriamento. De fato, Vahabi et al. (2019)
sugeriram que se ndo houver cristalizacdo durante o segundo aquecimento (Tcc), entéo ela
ocorreu durante o resfriamento. Hong et al. (2008) encontraram um pico em torno de 40,05 °C

para 0 PHB armazenado a temperatura ambiente, o qual foi muito préximo ao valor de 39,93

86



°C encontrado para o PHB-C (Figura 37c). O PHB-B néo apresenta Tcc, 0 que indica que a

formagé&o de seus cristais ocorreu durante o processo de resfriamento.

Figura 37 - Termogramas de calorimetria de varredura diferencial do polihidroxibutirato

bacteriano e polihidroxibutirato comercial: a) primeira varredura de aquecimento; b)

resfriamento; ¢) segunda varredura de aguecimento.
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O PHB-B apresenta picos de fusdo duplos (Tm) em 160,79 e 170,05 °C (Figura 37c). O
pico em 160,79 °C corresponde a fusdo parcial de cristais menores e imperfeitos, ou seja, estes
apresentaram espessura lamelar mais fina e menor grau de ordem. Esses cristais também podem
atuar como nucleos para o processo de recristalizacdo, o que proporciona moléculas mais
rearranjadas, formando cristais maiores e mais estaveis. O pico de 170,05 °C esta relacionado
a cristais perfeitos desenvolvidos a partir do processo de recristalizacdo (Suttiwijitpukdee et al.,
2011; Pearce & Marchessault, 1994).

Além disso, o PHB-C apresentou apenas um valor de Tm a 166,09 °C, sugerindo que a
cristalizacdo a frio favoreceu a homogeneidade de seus cristais. Essa consideracdo € baseada
em estudos de (Santos et al., 2019) que observaram para 0 PHB Biocycle® um pico de fuséo
duplo a 160 e 172 °C e nenhum pico de cristalizagéo a frio. Os valores de Tm do PHB-B e do
PHB-C sao semelhantes aos exibidos por Mai et al. (2023), Soni et al. (2023) e Gonzalez-Rojo
et al. (2024). A temperatura de fusdo é um parametro térmico que assinala a dificuldade do
processo de biodegradacdo de um plastico, quanto maior o valor de Tm mais dificil para ela
acontecer (Tokiwa et al., 2009). Portanto, duas respostas térmicas diferentes sdo identificadas
para 0 PHB-B e PHB-C. Os valores dos parametros da analise térmica podem ser observados
na Tabela 15.
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Tabela 15 - Parametros da andlise térmica por calorimetria de varredura diferencial.

Amostra Tc (°C) Tcc (°C) Tmi1(°C) Tm2(°C) AHm(J/g) Xc(%0)

PHB-B 92,64 160,79 170,05 75,45 51,71
PHB-C 61,53 39,93 166,09 90,54 62,01

Tc é a temperatura de cristalizacdo, Tcc temperatura de cristalizacdo a frio, Tm; temperatura de fuséo do primeiro
pico, Tmztemperatura de fusdo do segundo pico, AHm entalpia de fusdo e Xc é o grau de cristalinidade.

5.10 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA - TG

Pode ser observado na Figura 38 as curvas de perda de massa (TG) e da taxa de perda
de massa (DTG) plotadas como uma funcéo de temperatura para o PHB-B e PHB-C sob
atmosfera de nitrogénio. A decomposi¢do térmica foi avaliada a partir da temperatura de inicio
(Tonset), temperatura a 20% de perda de massa (T20), temperatura de taxa maxima de

decomposicdo (Tmax) mostrados na Tabela 16.

Figura 38 - Analise termogravimétrica do polihidroxibutirato bacteriano e polihidroxibutirato

comercial: a) analise termogravimétrica e b) analise termogravimétrica diferencial.
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Apenas uma perda de peso principal foi observada, que para o PHB-B foi 262-283 °C e
para o PHB-C no intervalo de 233-266 °C. Conforme estabelecido na literatura, a decomposicao
térmica do PHB se da em uma etapa por cisdo das ligacdes ésteres em cadeia aleatéria, a partir
da clivagem térmica das ligacbes C=0 e C-O (Herrera-Kao et al., 2018; Hablot et al., 2008). A
partir de 301 e 276 °C o PHB-B e 0 PHB-C foram completamente degradados, respectivamente.
Nessa fase, as cadeias do PHB sdo eliminadas facilitando a formacdo do acido crotonico,
volateis diméricos, triméricos e tetramétricos, CO>, acetaldeido, cetena (Kervran et al., 2022;
Xiang et al., 2016; Yeo et al., 2010; Aoyagi et al., 2002; Li et al., 2003; Nguyen et al., 2002;
Gonzalez et al., 2005). A curva DTG (Figura 38b) mostra apenas uma unica taxa de perda de
massa a 279,92 °C para o PHB-B e 258,66 °C para o PHB-C. Hong et al. (2008) avaliaram 0s
efeitos de impurezas e produtos quimicos enxertados em PHB em seus comportamentos de
cristalizacdo e degradacdo térmica, indicando a melhoria da estabilidade térmica do
biopolimero a partir dos aumentos na temperatura e no pico de DTG. Portanto, como pode ser
visto na Figura 38b, o PHB-B é mais estavel termicamente do que o PHB-C.

Nossos resultados estdo em concordancia com os obtidos por Silva et al. (2021) que
trabalharam com PHB com a resisténcia a degradacdo termica melhorada pela adicdo de
pequenas quantidades de zirconio. O PHB-B apresentou valor de Tmax em concordancia com
outros autores que trabalharam com amostras comerciais de PHB (Horng et al., 2011; Hong et
al., 2008). Como também estad em linha com os valores obtidos para varias amostras de PHB
produzidas a partir da bactéria Bacillus cereus 4N e com o subtrato folhas de agave submetidas

a diversos tratamentos (Martinez-Herrera et al., 2021). Os valores da Tonset € Tmax do PHB-B
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sdo exatamente iguais aos valores obtidos por (Abdelwahab et al., 2012) para o PHB Biocycle®
(produzido pela Industrial, SA, Serrana, SP- Brasil).

O PHB-C avaliado no presente trabalho foi produzido pela mesma Empresa do PHB
Biocycle®, porém a amostra do PHB-C ficou armazenado em temperatura ambiente. Sua
estabilidade térmica deteriorada colabora com os valores encontrados por autores anteriores
(Briassoulis et al., 2021). Com relacdo ao PHB-B, vale ressaltar que o processo de cultivo
adotado a partir da C. necator e o melago de cana-de-acucar conduziu a producdo de um
biopolimero com resisténcia térmica superior a de outros PHB bacterianos obtidos por outras
vias de processo, usando a mesma bactérias e substratos diferentes (Gonzalez-Rojo et al., 2024)

ou com bactéria e substratos diferentes (Hong et al., 2011).

Tabela 16 - Parametros da andlise termogravimétrica.

Amostra  Tonset (°C)  T20(°C)  Tmax (°C)  Trinal (°C)
PHB-B 262,0 269,26 279,92 283,67
PHB-C 233,0 246,12 258,66 266,41

5.11 ANALISE CINETICA DA DEGRADACAO TERMICA

A partir das curvas de TG E DTG do PHB-B e PHB-C mostradas na Figura 38 foram
plotados os gréficos na Figura 39, utilizando o método de (H-M), (C-R) e (B), como também

os seus coeficientes angulares e correlacdo foram determinados, respectivamente:
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Figura 39 - Gréaficos dos modelos cinéticos: a) polihidroxibutirato comercial e b)
polihidroxibutirato bacteriano.
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Utilizando os valores dos coeficientes angulares obtidos das curvas plotadas na Figura

39, nas equacdes (19), (20) e (21) foram calculados os valores da (Ea) e (A) das amostras,

dados apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17 - Valores calculados a partir dos métodos Horowitz-Metzger, Coats-Redfern e Broido

Modelos
o Parametros PHB-C PHB-B
cineticos
H-M 324,06 429,27
k
B Ea (m_ﬁl) 310,53 411,72
C-R 292,32 393,55
H-M 3,96.10% 2.23.10%
B A(s™Y) 1,79.10% 4,74.1038
C-R 2,75.10% 8,79.10%¢
Y 0,997 0,991
B r2 0,998 0,989
C-R 0,998 0,987

Os resultados da andlise cinética ndo isotérmica das amostras usando os métodos (H-
M), (C-R) e (B) sdo apresentados na Tabela 17. Tem-se que a (Ea) para o PHB-C variou entre
324,06-292,32 kJ/mol, e a do PHB-B variou entre 429,27-393,55 kJ/mol, conforme o modelo
de cinética adotado. Estudos anteriores exploraram diferentes abordagens para determinar
a (Ea), na pesquisa de Iglesias-Montes et al., (2023), com PHB comercial com massa molar de
492000 g/mol e polidisperséo de 6,3 utilizado, foi determinada a (Ea) usando os métodos
Kissinger-Akahira-Sunose e Vyazovkin, indicando valores de 95,2 e 86,9 kJ/mol,
respectivamente. Chen et al., (2002), avaliaram a cinética da decomposi¢édo térmica do PHB
comercial com massa molar de 731000 g/mol pelo método de Kissinger-Akahira-Sunose e
Flynn-wall-Ozawa e as energias de ativacdo foram de 79,73 e 86,14 kJ/mol, respectivamente.
Esses autores mesmo utilizando uma série de aquecimentos em diferentes taxas, obtiveram 0s
valores de (Ea) inferiores aos do PHB-B e PHB-C obtidos por cinética ndo isotérmica. Os
métodos ndo isotérmicos (isoconvercionais), como o Kissinger-Akahira-Sunose (KAS),
Vyazovkin, Flynn-Wall-Ozawa (FWO) tendem a fornecer valores de energia de ativagdo
menores em comparagdo com metodos nao isotérmicos (modelo de ajuste), como o (H-M), (C-
R) e (B), devido as condigdes especificas em que cada método opera.

Nos métodos isotérmicos, a temperatura € mantida constante ao longo do tempo,
permitindo que o sistema alcance um equilibrio térmico. Isso significa que a (Ea) calculada

reflete mais diretamente a energia necessaria para iniciar a decomposi¢cdo em uma condicéo
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estavel. J& nos métodos ndo isotérmicos, a temperatura varia continuamente durante a analise.
Essa variacdo pode resultar em uma superestimagdo da (Ea), pois o sistema ndo tem tempo
suficiente para se ajustar as mudancas de temperatura, capturando assim uma resposta a uma
gama mais ampla de condicdes térmicas. Por isso, os métodos nao isotérmicos de KAS e FWO
frequentemente apresentam valores mais altos de (Ea), por incluirem efeitos adicionais, como
a influéncia da taxa de aquecimento, que ndo estdo presentes nos métodos isotérmicos (Ghaderi
et al., 2017; Simon, 2004).

Hablot et al. (2008) obtiveram por modelos de Coats e Redfern ndo isotérmicos valores
de Ea para o PHB Biocycle® com residuos de fermentacéo de 327 kJ/mol, para o purificado
de 395 kJ/mol, enquanto que quando o PHB foi aditivado com sal quaternario de amonio, 6leo
vegetal e, cloreto de benzildimetilaménio foram de 200, 166, 131kJ/mol, respectivamente. O
PHB-B mostra valor de (Ea) bem superior, enquanto o valor do PHB-C (324,06 kJ/mol) se
aproximam do valor PHB Biocycle® com residuos de fermentacdo. Li et al. (2003) avaliaram
PHB comercial usando Coats—Redfern e obtiveram valor de 307 kJ/mol, concordando com o
do PHB-C, porém foi bem inferior ao observado para o PHB-B. Comparando os resultados de
(Ea) do presente trabalho com os obtidos por Yeo et al. (2010) para o PHB Biocyle® puro
136,8 kJ/mol e o valor foi ainda mais baixo quando nitrato de prata (AgNO3) foi adicionado.
Portanto, os valores de (Ea) do PHB-B e do PHB-C (sem purifica¢fes) foram superiores aos
obtidos por Yeo et al. (2010). Outros autores (Xiang et al., 2014) avaliaram copolimeros a base
de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) biodegradavel (PHBV), usando a cinética de
Horowitz-Metzger. Eles observaram que a (Ea) do PHBV puro com massa molar de 116000
g/mol foi de 428,24 kJ/mol, valor semelhante ao observado para o PHB-B. Pachekoski et al.
(2013), avaliaram a degradacdo térmica do PHB (massa molar, 534000 g/mol e polidispersédo
de 2,2), verificando uma (Ea) de 235 kJ/mol, resultado obtido pela cromatografia de exclusao
de tamanho (SEC). Pode se ver que ao se comparar os resultados por metodologia distintas
(métodos isotérmicos, ndo isotérmicos ou por outras técnicas) se observa valores diferentes.
Porém, vale ressaltar que os métodos ndo isotérmicos (H-M, C-R e B) mesmo apresentando
uma superestimacédo do valor da (Ea), nos fornece informacGes relevantes para compreensao
da estabilidade térmica do PHB.

Avaliando a importancia de (Ea) se tem que seu valor elevado pode estar associada
a alguns fatores tais quais: estabilidade térmica aumentada (maior estabilidade térmica, ou seja,
¢ menos propenso a sofrer degradacdo ou reacOes indesejadas como oxidagéo,

despolimerizacdo ou decomposi¢cdo) quando exposto a temperaturas elevadas; reatividade
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quimica reduzida (sd@o menos reativos sob condi¢bes normais); durabilidade e vida util
prolongadas (tendem a ter uma vida Util mais longa, especialmente quando utilizados em
ambientes onde estdo expostos a calor ou luz ultravioleta, que sdo fontes comuns de
degradacéo); processamento requer temperaturas mais altas (para induzir as reacdes desejadas
como fusdo, sinterizagdo, ou cura); e retardamento da degradacdo (s&0 menos propensos a
iniciar a combustéo, retardando a degradacéo ou combustédo do material).

O PHB pode ser sintetizado por diferentes métodos, como sintese microbioldgica ou
sintese quimica, cada uma influenciando as propriedades finais do polimero, incluindo a
estabilidade térmica, ou seja, a (Ea). De um modo geral, a degradacéo do PHB é causada quase
exclusivamente por uma cisdo aleatoria na ligacdo éster em altas temperaturas (acima de 200
°C), por um mecanismo de cis-eliminacdo ndo radical e cisalhamento da cadeia polimérica,
levando a reducdo da massa molar do polimero e a formacéao de acido crotonico (Pachekoski et
al., 2013). Dessa forma, os resultados obtidos pelos métodos de (H-M), (C-R) e (B) comprovam
gue o PHB bacteriano apresenta melhor estabilidade térmica que os PHB comercial, sugerindo
sofrer menor degradacédo térmica no processamento a partir do fundido.

Na Tabela 17, também se verifica os valores do fator pré-exponencial (A) para o PHB-
B e o PHB-C, os quais sé&o elevados. O PHB bacteriano possui maior valor de (4) igual a
2,23x10%, indicando que ha uma alta frequéncia de colisdes entre as moléculas reagentes.
Como resultado, em ambos eventos podem ocorrer um aumento na taxa de reacdo e ou
interacdes moleculares que aumentam a estabilidade, corroborando com o maior valor da Ea.

O fator de colisdo (A) elevado pode estar associado a alguns fatores tais quais: alta
frequéncia de colisdes (que as moléculas no sistema reagem frequentemente); alta taxa de
reacdo (a taxa de reacdo pode ser alterada independente da (Ea); influéncia da estrutura
polimérica (facilita interacdes entre as cadeias poliméricas ou entre o polimero e reagentes
externos, promovendo mais colisdes eficazes); estabilidade térmica (sob temperaturas elevadas,
a mobilidade das cadeias poliméricas aumenta, permitindo mais colisfes entre os segmentos do
polimero ou com reagentes); e interagdes moleculares especificas (interagdes especificas que
facilitam as colisGes eficazes).

Comparando os resultados obtidos a partir dos métodos utilizados no presente trabalho
(H-M), (C-R) e (B), Tabela 17, se observa uma reducao de todos os valores de (Ea) e (A) na
seguinte ordem (H-M)>(B)>(C-R). No entanto, conforme os valores (r?), as regressoes

apresentaram um ajuste satisfatorio dos resultados.
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Podem ser observados na Tabela 18 os valores dos parametros termodindmicos: (AH),
(AS) e (AG) do PHB-C e PHB-B.

Tabela 18 - Pardmetros termodinamicos do polihidroxibutirato comercial e do
polihidroxibutirato bacteriano.

Modelos
o Parametros PHB-C PHB-B
cinéticos
H-M 130,49 135,09
Kj
B A <_) 130,67
G —— 135,28
C-R 130,94 135,49
H-M 319,63 424.66
KJ
B AH (_) 306,11
mol 407,11
C-R 287,89 388,94
H-M 0,355 0,522
KJ
B A ( ) 0,329
S K.mol 0,490
C-R 0,295 0,457

Os valores de (AH) que ocorrem durante as degradacgdes térmicas do PHB-C e PHB-
B sdo positivos, indicando que o perfil de degradacéo térmica é endotérmico. Ha correlacao dos
resultados de (AH) com os obtidos para (Ea), apresentando a mesma tendencia para o PHB -C
e PHB-B. O maior valor da entalpia de degradacdo observado na Tabela 18 para o PHB-B
indica que apresentou a melhor estabilidade térmica. Esse resultado é colaborado pelo de Shekh
et al. (2018) que realizaram estudo cinético ndo isotérmico em copolimeros de metacrilato e
seus compositos com nano-CdS e observaram que o valor da entalpia (AH) foi positivo,
indicando a natureza endotérmica da degradacédo térmica desses polimeros.

A (AS) é uma medida de energia termodinamica que indica a desordem de um sistema,
que depende apenas do primeiro e do ultimo estado de um sistema, independe do caminho
tomado pela reacdo. Dessa forma, quanto maior a entropia, maior sera a desordem e a
aleatoriedade, que promove inerentemente a mistura em sistemas (Canakgi, 2020; Hou et al.,
2021). Os resultados de (AS) observados na Tabela 18 indicam que PHB-B e PHB-C

apresentam (AS) positivo, sugerindo que seus processos de degradacdo sdo esponténeos. O
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valor de (AS) maior para o PHB-B, indica sua maior desordem, proveniente do maior fator de
colisdo entre as moléculas observado no fator pré-exponencial. Segundo Shekh et al. (2018) o
equilibrio do sistema poderia se definir a partir do valor da mudanca de entropia (AS),
indicando duas situagdes: valores menores indicam que a reacao € lenta, ou vice-versa e valor
negativo para um processo de decomposicao indica que as etapas ndo sao espontaneas. Didovets
et al. (2022) realizaram um estudo do processo de degradacdo térmica do nylon 6 e do PHB,
por meio do método da teoria do funcional da densidade (DFT) e observaram para o PHB uma
mudanca de entropia relativa, definido com uma raz&o para a possivel espontaneidade da Gltima
etapa da degradacdo térmica do PHB.

A (AG) do PHB-B e PHB-C foram positivas, com valores variando entre 130 e 136
kJ/mol, indicando que eles sdo termodinamicamente dependentes do calor introduzido e suas
decomposicdes definida como reacbes de decomposicdo ndo espontaneas. Os resultados de
(AG) do PHB-B e PHB-C séo corroborados pelos de Didovets et al. (2022) que verificaram na
temperatura de 673 K (~400 °C) um valor da (AG) para o PHB em torno 30,83 Kcal/mol
(128,99 KJ/mol).

5.12 ANALISE DE BIODEGRADACAO

Na Figura 40, podem ser visualizadas fotografias das amostras de filmes do PHB-B e
do PHB-C que foram submersas em uma cultura microbiana mista de solo. A andlise visual
mostra claramente a fragilizagdo, fragmentacdo, mudanca de cor e desintegracdo dos filmes.
Segundo a literatura, a degradacdo do PHB ocorre na superficie por erosdo ocasionada pela
secrecdo de enzimas extracelulares pelos microrganismos do meio. A enzima despolimerase
converte o polimero PHB em oligbmeros e unidades monoméricas de hidroxibutirato que sdo
utilizadas como fonte de carbono pelos préprios microrganismos (Sudesh et al., 2000;
Manikandan et al., 2020).
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Figura 40 — Fotografias dos filmes de polihidroxibutirato bacteriano e comercial durante o teste
de biodegradacéo.
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Na Figura 41 podem ser visualizadas as curvas de biodegradacéo do PHB-B e do PHB-
C na presenga de uma cultura microbiana mista de solo ao longo de 60 dias de analises.

Figura 41 - Curvas de biodegradacdo do polihidroxibutirato bacteriano e comercial.
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O PHB-B degradou 5,58% de sua massa nos primeiros 10 dias, atingindo 15,61% em
30 dias e 46,10% em 60 dias. Ja 0 PHB-C apresentou uma degradagdo mais rapida com 18,59%
em 10 dias e chegando a 97,44% em 30 dias, em seguida a amostra foi totalmente degradada.

O PHB-C ja estava armazenado a temperatura ambiente, sob abrigo de luz, por mais de 5 anos,
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podendo estar j& em fase de degradacdo, visto que segundo Weng et al. (2011) a degradacédo
inicia pela fase amorfa o que faz com que a cristalinidade aumente, o que pode ser comprovado
pela diferenca de cristalinidade entre o PHB-C e PHB-B que apresentaram 62,01 e 51,71% de
cristalinidades, respectivamente.

Ansari e Fatma. (2016) realizaram mesmo experimento com PHB produzido por uma
cultura de cianobactéria da espécie Nostoc muscorum NCCU- 442 e compararam com
polipropileno, um polimero petroquimico. Em seu estudo o PHB obteve uma perda de massa,
em 60 dias de contato com a cultura mista de solo, de 24,58% enquanto o polipropileno
praticamente n&o sofreu alteragdo com uma perda de massa de 1,68%.

Os resultados obtidos confirmam a biodegradabilidade do PHB-B e do PHB-C, ficando
evidente a vantagem ambiental do PHB como uma alternativa promissora para a substituicao
de polimeros convencionais, contribuindo para a reducdo do impacto ambiental causado por

residuos plasticos persistentes.
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6 CONCLUSOES

A producdo de PHB bacteriano utilizando melago de cana-de-aglcar e C. necator foi
bem-sucedida. O delineamento experimental indicou que o0 aumento da concentracdo de AR e
a diminuicdo da temperatura de cultivo favoreceram a producdo de PHB. As condi¢des 6timas
de cultivo: melago de cana-de-aclicar comercial como fonte de carbono 15 g.L ™! de AR,
temperatura 30°C, periodo de incubagdo 72 h, velocidade de agitacdo 180 rpm e fonte de
nitrogénio 1 g.L ! de (NH4)2SOa produziram um rendimento méaximo de PHB de 35,70%. Isso
foi obtido sob as condicGes descritas pela analise de superficie de resposta.

Ao comparar 0 PHB-B com o PHB-C produzido comercialmente, as analises de FTIR,
'H e 13C de RMN e DRX revelaram que os polimeros eram semelhantes, pertencentes a mesma
classe PHA. O PHB-C apresentou um estado cristalino mais ordenado, com bandas mais
intensas, enquanto o PHB-B apresentou cristais mais defeituosos, sugerindo maior
flexibilidade, o que pode ser vantajoso para aplicacGes de filmes flexiveis a custos menores e
com beneficios ambientais

O PHB-B apresentou propriedades térmicas e termodinamicas promissoras, com grau
de cristalinidade de 51,71%, em comparacdo com 62,01% do PHB-C. A ATG mostrou que 0
PHB-B tem maior resisténcia a degradacdo, com temperaturas de degradacdo inicial e maxima
29 °C e 21 °C mais altas, respectivamente. Além disso, seu pico de DTG foi mais intenso,
sugerindo maior estabilidade térmica. Ambos os biopolimeros se degradaram em uma Unica
etapa endotérmica e espontanea, com a energia de ativacdo da degradacdo do PHB-B cerca de
25% superior a do PHB-C. Essa € uma contribuicdo relevante do presente trabalho porque
amplia o tempo de prateleira dos produtos. Como também, a partir de expectativa da producao
em escala industrial, o PHB-B pode ser manufaturado por técnicas de fabricacdo a partir do
fundido.

No teste biodegradabilidade o PHB-B e o PHB-C apresentaram uma perda de massa de
46,10% e 100% em 60 dias de contato com uma cultura microbiana mista de solo,
respectivamente. Esse estudo destaca o potencial do PHB como uma alternativa viavel aos
polimeros convencionais, auxiliando na mitigacdo do impacto ambiental gerado pelo acimulo
de residuos plasticos de dificil degradacéo. E devido a sua estrutura cristalina mais defeituosa,
0 PHB-B pode ser mais flexivel do que o PHB-C. Isso pode ser vantajoso para aplicagdes que
envolvam filmes flexiveis que liberam produtos farmacéuticos e até fertilizantes para

agricultura de forma ambientalmente segura e economicamente benéfica.
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