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RESUMO - O poli(3-hidroxibutirato) - P(3HB), poliéster natural e biodegradavel, é
considerado um atrativo substituto para os polimeros petroquimicos. O glicerol, que teve
sua disponibilidade no mercado ampliada em decorréncia da politica nacional de estimulo
a adicdo de biodiesel nos combustiveis fdsseis, pode ser utilizado para diversas
finalidades, dentre elas, como fonte de carbono no cultivo de micro-organismos. Assim,
objetivou-se neste trabalho utilizar glicerol como fonte de carbono adicional na produgéo
de P(3HB). Foram realizados ensaios em biorreator com avalia¢do cinética do cultivo e
extracdo dos filmes para a sua caracterizacdo fisico-quimica, térmica e mecanica. E,
finalmente, foram realizados os ensaios de biodegradacdo em solo e exposi¢cdo em camara
de envelhecimento acelerado, com avaliacdo do material do material degradado.
verificou-se que o uso do glicerol ndo modificou as propriedades dos filmes. Em solo, as
amostra degradaram em 35 dias.
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1. INTRODUCAO

Os materiais plasticos sdo parte integral da vida contemporanea e tém sido usados
intensivamente devido as suas caracteristicas, tais como, durabilidade, facilidade de processamento e
resisténcia a biodegradacdo. No entanto, 0s plasticos convencionais, tais como o polipropileno (PP),
poliestireno (PS), polietileno (PE) e poli (cloreto de vinila) (PVC) apresentam taxas extremamente
baixas de degradacdo, o que pode levar a sérios problemas relativos ao desequilibrio ambiental, como,
por exemplo, as quantidades crescentes de residuos plasticos que se acumulam na natureza
(CHIELLINI e SOLARO, 1996). Em resposta a estes problemas e do efeito prejudicial da disposi¢édo
destes plasticos no meio ambiente, vem aumentando consideravelmente o interesse pelo
desenvolvimento dos materiais plasticos biodegradaveis, como os polihidroxialcanoatos (PHAS).

O poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB), € um poliéster natural e biodegradavel da familia dos
PHAs, sintetizado e acumulado no interior de diversos micro-organismos (ANDERSON e DAWES,
1990). Entretanto, o alto custo de producdo dos PHAs tem limitado seu uso para a grande maioria das
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aplicacdes. Como cerca de 45 % do custo total de producdo pode ser atribuido a matéria prima, na
qual a fonte de carbono é a mais consumida (CHOI e LEE, 1997), torna-se interessante o
desenvolvimento de processos de producéo baseados em fontes de carbono residuais. Por outro lado,
o0 crescimento da producdo de biodiesel, na qual o principal coproduto é o glicerol, tem gerado um
excedente deste composto, sendo necessario buscar alternativas para sua destinacdo. Assim, uma
alternativa interessante para utilizacdo do glicerol é a sua bioconversdo em produtos de alto valor
agregado por meio de processos microbiologicos (SILVA et al., 2009).

De acordo com Gumel et al. (2012) o tipo da fonte de carbono utilizada como substrato néo
somente afeta o polimero produzido em termos das propriedades fisico-quimicas e mecanicas, como
também seu rendimento e composicdo monomérica. Diante do exposto foi realizado um estudo da
biossintese de P(3HB) por Cupriavidus necator utilizando glicerol como substrato adicional ao meio
de cultivo avaliando suas propriedades fisico-quimicas, mecénicas, biodegradacdo em solo e
fotodegradacéo.

2. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho cultivou-se a bactéria Cupriavidus necator DSM 545 em meio mineral formulado
por Aragdo et al. (1996). Os ensaios foram conduzidos em biorreator com cuba de 2 L (volume
atil de 1,5 L) em duas condicBes: com e sem glicerol, utilizando glicerol purificado. As
concentracdes de aclcar invertido (30 g.L ™) e glicerol (15 g.L ™) e a temperatura de cultivo
(38°C) foram definidos por meio de um delineamento composto central rotacional (DCCR) 23
completo com 3 pontos centrais (dados ndo apresentados). Os filmes obtidos a partir dos cultivos
foram preparados pela técnica de evaporacao lenta em solvente (cloroférmio) e submetidos aos
ensaios de biodegradagdo em solo. Para tanto, o polimero foi dissolvido em cloroférmio na razéo
de 1 % (m/V) em recipiente fechado, sendo aquecido (maximo de 80 °C) sob agitacdo magnética.
Apos a total dissolugdo, verteu-se essa solucdo em n-hexano na proporcdo de 1:2 (V:V), sem
aquecimento, mas sob constante agitacdo. Imediatamente foram formados cristais poliméricos,
recuperados por filtracdo a vacuo. O produto seco retido na membrana foi pesado novamente e
dissolvido em cloroférmio na concentragdo de 0,1 g L™, vertido sobre uma placa de Petri e
deixado evaporar para formagéo do filme em uma cuba de vidro onde o solvente foi eliminado
em atmosfera saturada de cloroférmio. Para os ensaios de biodegradacdo foram utilizados copos
de Becker de 17 cm contendo a amostra cortada no tamanho 5 cm? As amostras foram
acondicionadas em sacos de nylon para ndo serem perdidas no solo e possibilitar a analise da
perda de massa durante a degradacdo. As amostras foram removidas apés 7, 14, 21, 28 e 35 dias,
lavadas em &gua destilada e secas em estufa a vacuo a 40 °C por 24 h. Foram avaliadas mudancas
por meio das mudancas morfologicas (avaliagdo visual e MEV), perda de massa, das
propriedades térmicas (TGA e DSC) e variagdo do grau de cristalinidade (DRX). As amostras
foram também submetidas a fotodegradacdo em camara de envelhecimento acelerado e foram
avaliadas periodicamente por mais de 90 dias. Os filmes obtidos com tamanhos de 50 x 1 mm
foram expostos em uma camara de envelhecimento acelerado, de acordo com a norma ASTM
G154-06, mantidas a temperatura média de 45°C, umidade do ar em 65 %, sob incidéncia direta
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dos raios de lampadas UV. O equipamento possui oito ldmpadas de mercurio fluorescentes (Cleo
Desempenho 80 W - PHILIPS), UVA =22 W e UVA / UVB = 0,8 %. A fonte de radiacéo foi de
lampadas fluorescentes Philips de 80 W, com irradiacdo de 310 nm e 400 nm, com uma média de
radiacdo de cerca de 340 nm, com boa equivaléncia com a radiacdo solar. Sob as condi¢Oes
utilizadas a dose diaria de radiacao ultravioleta é de cerca de 0,77 W / m / nm Wh/m2.

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na biossintese a producéo e o acimulo de P(3HB) no interior da célula foram muito similares
9,19/L e 56,1 % na presenca de glicerol puro no meio e 9,4 g/L e 59,0 % quando ndo havia glicerol.
Na Figura 1, esta ilustrada a cinética do cultivo realizado em meio contendo 30 g L™ de aglcar
invertido e 15 g L™ de glicerol purificado (Al/GP). Na Figura 2, esta apresentada a cinética do cultivo
realizado em meio com 30 g L™ de actcar invertido (Al/SG). Quando glicerol bruto proveniente da
manufatura de biodiesel foi utilizado como cosubstrato, a producdo de P(3HB) foi extremamente
baixa 0,4 g/L para glicerol obtido tanto pela rota etilica quanto pela rota metilica.
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Figura 1. Cinética de crescimento de Cupriavidus necator em biorreator e producdo de P(3HB) a 38 °C,
utilizando 30 g L™ de actcar invertido e 15 g L™ de glicerol como substrato (Al/GP). (@)biomassa total (Xt),
(A) produgdo de P(3HB), (---) biomassa residual (Xr), () concentracdo de agUcar invertido (AguUcar), ([J)
concentracdo de glicerol.
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Figura 2. Cinética de crescimento de Cupriavidus necator em biorreator e producdo de P(3HB) a 38 °C,
utilizando 30 g L™ de acucar invertido como substrato (Al/SG). (@) biomassa total (Xt), (A) producéo de
P(3HB), (---) biomassa residual (Xr), (H) concentracdo de agUcar invertido (Agucar), ([J) concentragdo de
glicerol.

Os filmes poliméricos foram caracterizados pelas técnicas de espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), difratometria de raios-X (DRX), analise termogravimétrica
(TGA), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), ensaios mecanicos sob tensdo e microscopia
eletronica de varredura (MEV). Na Tabela 1 estdo apresentados um resumo das propriedade do filmes
obtidos com e sem glicerol no meio de cultivo.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas e térmicas dos filmes de P(3HB) sintetizados com e sem
glicerol no meio.

Tonset % mass ac - DRX o o ac -DSC
Amostra o) loss Trmax (%) T,(°C)  Tm(°C)  AHn (J/9) (%)
P@HB)-com o7 985 2542 60.7 33  1bl2e 88,7 60,8
glicerol 176,4
P@HB)—sem .18 994 2563 61,6 5.7 1626e 90,0 61,6
glicerol 177,0

Quanto as propriedades mecanicos os dois filmes apresentaram caracteristicas bem semelhantes
entre si. O mddulo de Young foi de 2,46 + 0,98 GPa para o P(3HB) com glicerol e 2,09 £+ 0,39 GPa
para o P(3HB) sem glicerol. O alongamento na ruptura encontrado foi 1,19 + 0,09 % para o P(3HB)
sintetizado com glicerol e 1,17 + 0,26 % para o P(3HB) sem glicerol, mostrando que o polimero
deforma muito pouco antes de romper. Os valores de tensdo maxima obtidos foram 24,05 + 8,10 MPa
e 19,12 £ 5,84 MPa para os polimeros com glicerol e sem glicerol, respectivamente.
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A morfologia dos filmes obtidos nos bioprocessos com e sem glicerol foram observadas por
MEV (Figura 3). A partir de 14 dias j4 é possivel observar sinais claros de que as amostras
comecaram a ser degradadas. A partir de 21 dias as amostras ja estdo claramente deterioradas sendo
possivel observar trincas e diversos orificios e fragmentacdo das amostras, e apds 35 dias ndo foi mais
encontrada amostra, sendo que neste tempo ja estava totalmente biodegradada. Na exposi¢do dos
filmes em cdmara de envelhecimento acelerado houve perda na massa dos polimeros totalizando 2,4 e
3,7 %, sintetizados com e sem glicerol no meio, respectivamente, no decorrer de mais de 90 dias de
ensaio, podendo considerar que esses polimeros sdo estaveis para usos diversos, sendo degradados
somente apos seu descarte.

Figura 3. Micrografias de MEV (100x e 1000x) das amostras Al/SG e Al/GP apo6s 0, 7, 14, 21 e 28 dias de
biodegradacdo em solo.

4. CONCLUSAO

Na caracterizacdo dos polimeros sintetizados em biorreator com e sem adi¢do de glicerol puro,
verificou-se que o uso do glicerol ndo modificou as propriedades dos filmes. Em solo, as amostra
degradaram em 35 dias, enquanto na exposi¢cdo dos filmes a camara de envelhecimento acelerado
notou-se maior estabilidade das amostras o que permitiria a aplicacdo do polimero no ambiente, sem
que ele se degradasse.
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