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RESUMO

OLIVEIRA, Claudio Fernando. Producao de Polihidroxibutirato: Bioprospeccao
de Beijerinckia sp., da colecao de bactérias do Laboratério de Biopolimeros do
CDTec - UFPel. 2010. 94f. Dissertacao (Mestrado) — Programa de Po6s-Graduacao
em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Fatores como a crescente preocupacao com o impacto ambiental causado pelo
descarte dos residuos plasticos petroquimicos no meio ambiente devido sua baixa
degradabilidade e o constante aumento do preco do petréleo levaram a uma busca
mundial por inovagdes como a producao dos bioplasticos. Os  bioplasticos  sao
polimeros produzidos por microrganismos a partir de matérias-primas renovaveis
com propriedades semelhantes aos plasticos derivados do petrdleo, como
polipropileno e polietileno. Os bioplasticos mais promissores sao 0s
polihidroxialcanoatos, que compreendem uma grande familia de poliésteres
acumulados na forma de granulos intracelulares por microrganismos como as
bactérias. O tipo mais comum é o poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB); este polimero
desperta grande interesse por ser biocompativel, biodegradavel e termoplastico. O
objetivo deste trabalho foi realizar uma bioprospeccao entre cepas de Beijerinckia sp.
da colecao de cultura de microrganismos do CDTec — UFPel para sele¢do de cepas
possivelmente produtoras de P(3HB). Inicialmente, foram cultivadas 7 cepas em
meio sélido, YM e YDC, e as células coradas com Negro de Sudao B para
visualizagdo por Microscopia Optica, sendo selecionadas 3 cepas para posterior
andlise por Microscopia Eletrénica de Transmissédo; os dados revelaram um forte
indicio da producdo de granulos de P(3HB) pela cepa C31 ja na fase de
multiplicacao celular. Foi avaliada a produgéao de biopolimero em 3 meios; o melhor
resultado foi obtido com o meio F4, sendo uma concentracdo de 0,93gL™" de
polimero e conteudo de 34 %. O polimero foi identificado, e dosado, por
Cromatografia Gasosa como P(3HB). A identidade do polimero foi confirmada por
espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). Os
espectros revelaram bandas caracteristicas de P(3HB), confirmando a producéo
deste polimero pela cepa C31, que foi considerada com potencialidade para
producdo industrial.

Palavras-chave: PHB, Bejjeirinckia sp., Bioprospeccéo, Microscopia, Infravermelho



ABSTRACT

OLIVEIRA, Claudio Fernando. Production of Polyhydroxybutyrate: Bioprospecting for
Beijerinckia sp. Collection of bacteria from the Laboratory of Biopolymers CDTec -
UFPel. 2010. 94f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacdo em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Factors like the frequent worry with the environmental impact cause by the
discard of petrochemical plastic waste in the environment due to its low degradability
and the constant increase of petrol price took to a world search for innovations with
the production of bioplastics. They are the polymers produced by microorganisms
from the renewable raw material with properties similar plastic derived from petrol,
such as polypropylene and polyethylene. The more promising bioplastics are the
polyhydorxyalkanoates, which comprehend a great polyester family accumulated in
the form of intracellular granules by microorganisms like bacteria. The most common
type is the poli(3 hydroxybutyrate) P(3HB); this polymer brings great interest for being
biocompatible, biodegradable and thermoplastic. The objective of this study was to
realize a bioprospecting between Beijerinckia sp. strains from the collection of
microorganism culture from CDTec — UFPel for the selection of possible producer
strains of P (3HB). Initially, 7 strains were cultivated in solid mean, YM and YDC, and
colored cell with Sudan Black for Optic Microscopy visualization, when 3 strain were
selected for further analysis through Transmission Electronic Transmission; the data
revealed a strong evidence of granules P(3HB) production by strain C31 in the
cellular multiplication phase. The biopolymer production was evaluated in 3 means,
the best result was obtained with F4 mean, being a concentration of 0,93 gl of
polymer and content of 34%. The polymer was identified, and measured, by Gas
Chromatography as P(3HB). The polymer identity was confirmed for Fourier
transform infrared spectroscopy (FT-IR). The spectra revealed characteristic bands of
P(3HB), confirming the production of this polymer by C31 strain, which was
considered with great power for the industrial production.

Keywords: PHB, Beijeirinckia sp. Bioprospecting, Microscopy, Infrared
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1 INTRODUGCAO

Os plasticos, materiais poliméricos derivados do petréleo, podem ser
considerados uma das mais importantes invencdes proporcionadas pela tecnologia
nos ultimos tempos, em relagdo ao conforto e economia que proporcionam aos
usuarios. Esses polimeros estao fortemente presentes em nossa vida cotidiana, com
destaque para a grande quantidade de artefatos produzidos para diferentes
aplicacées como embalagens para alimentos e bebidas, materiais de higiene, pecas
para automoveis, componentes eletrbnicos, tapetes. Desde a sua descoberta em
1935, tém sido largamente utilizados de maneira original e inovadora em
substituicdo a outros materiais como metais e madeira; devido a caracteristicas
como versatilidade, resisténcia e durabilidade eles se tornaram um material
imprescindivel, popular e muito presente em nosso cotidiano (KHANNA;
SRIVASTAVA, 2005).

O acumulo destes materiais plasticos no meio ambiente, devido ao seu
consumo irrestrito e sua baixa degradabilidade, vem causando graves problemas
ambientais em todo mundo (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). Alguns plasticos
petroquimicos exigem mais de 100 anos para sua degradacao total (ROSA, 2004).
Considerando que a populagdo humana tem crescido, mas sem diminuir ou
minimizar o uso dos plasticos, isto tem gerado grande quantidade de acumulo de
residuos ndo degradaveis no meio ambiente, os quais estdo afetando a
sobrevivéncia de varias espécies (LUENGO, 2003). Milhares de toneladas de
residuos plasticos sdo depositados no meio ambiente marinho todos os anos e se
acumulam em algumas regides dos oceanos (REDDY, 2003). Animais marinhos
estdo sendo encontrados mortos com grande quantidade de plasticos em seu
interior devido ao crescente volume dessa utilizacdo e as implicacdes inerentes ao
seu descarte nao racional pds-consumo.

O excesso do lixo plastico tem causado inumeros transtornos com grandes
prejuizos também nas cidades, sendo o principal causador de obstrugdo parcial da
rede de esgoto. E esse fator tem propiciado o aumento dos danos provocados por



13

enchentes, indo desde a destruicao de residéncias até mesmo morte de pessoas e
animais. Também o meio ambiente rural ndo tem sido poupado dessa poluicao,
causada pelo descarte indevido de embalagens dos insumos utilizados nas praticas
agricolas, de grandes extensdes, as quais tém contribuido para provocar graves
danos ambientais (SERAFIM, 2002).

O consumo mundial de plastico em 2008 foi na ordem de 200 milhées de
toneladas (SIRACUSA et al., 2008). J& em 2009 foi cerca de 230 milhdes de
toneladas. Segundo a Associagao Brasileira da Industria de Plastico (ABIPLAST), o
consumo de material plastico por pessoa € cerca de 27 Kg (ABIPLAST, 2008). No
Brasil, neste mesmo ano, foram processadas 5,41 milhdes de toneladas de resinas
termoplasticas, com um consumo de plasticos de 5,29 milhdes de toneladas
(ABIPLAST, 2009). Como as embalagens plasticas utilizadas pela industria
alimenticia sdo frequentemente contaminadas por substancias biolégicas e matéria
organica, isso torna a reciclagem economicamente inviavel; com isso essas
embalagens plasticas sdo depositadas no meio ambiente causando graves
desequilibrios ambientais (KIRWAN, STRAWBRIGE, 2003). O aprimoramento de
plasticos que permitem estender a vida de prateleira do produto e aumentar sua
durabilidade, por meio da selabilidade e cozimento a vapor, trouxe uma ampliacdo
para este mercado com uma previsao de crescimento até 2012, e de acordo com
estimativas da empresa de pesquisas de mercado Euromonitor, em 2009, o nimero
de embalagens de poli (tereftalato de etileno) (PET) produzidas vai aumentar ainda
em até 350 bilhées/ano (HAYASAKI, 2009).

No inicio da década de 90, a Organizacao Internacional para Padronizacéao -
ISO apontou a necessidade de se desenvolverem normas sobre a questdo
ambiental e que tivessem como objetivo a padronizacado dos processos de empresas
que utilizassem recursos tirados da natureza e/ou causassem algum dano ambiental
decorrente de suas atividades. Também, em resposta a demanda mundial por uma
gestdo ambiental mais confiavel, foram estruturadas e implementadas as normas
ISO Tipo 1 (14024) Selos Verdes/ Certificacao por Terceiros e ISO Tipo 2 (14021)
Auto Declaracdo, as quais atualmente sdo adotadas por empresas que buscam a
eco-eficiéncia (ISO 2009). Embora esse movimento de sustentabilidade do planeta,
ja exista ha duas décadas, com a preocupacao da nao poluicdo, ndo contaminagao
e racionalizacdo de uso de produtos descartaveis, bem como a busca do

fortalecimento da ecoeficiéncia, mesmo assim o uso de embalagens plasticas
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continua crescendo. Com isso a capacidade das areas de depédsitos de lixo e dos
aterros sanitarios esta sendo comprometida devido ao grande acumulo de lixo
plastico (GOMEZ; BUENO NETTO, 1997).

A conscientizacdo dos usuarios dos plasticos com relacdo aos beneficios
versus poluicdo ambiental e também a producao de produtos similares que nao
poluam, a um custo competitivo, sdo os fatores que poderdo modificar a situacao
atual da poluicdo. Possivelmente os plasticos sintéticos poderao ser substituidos por
biodegradaveis na fabricacdo de embalagens, podendo ser uma alternativa para
reduzir o grande volume de residuos plasticos no meio ambiente (FIORESE, 2008).

Varias alternativas de producdo de plasticos biodegradaveis tém sido
estudadas com o objetivo de substituir parcialmente os plasticos sintéticos derivados
do petréleo e, assim, minimizar os problemas ambientais causados por esses
polimeros. Dentre eles estdo os polihidroxialcanoatos (PHASs), polimeros bacterianos
totalmente biodegradaveis e que sao produzidos a partir de matérias-primas
completamente renovaveis (SILVA et al, 2007). Outra possibilidade € o
desenvolvimento de materiais mistos a base de polimeros sintéticos com outros
polimeros que apresentem suscetibilidade natural a acdo de degradacdo por
microorganismos no ambiente (FIORESE, 2008). Os plasticos derivados
petroquimicos apresentam indices de decomposicao variaveis e quase despreziveis
pelos elementos ambientais como luz, umidade, calor e microrganismos. Na escolha
das embalagens, visando a reducao do impacto ambiental e a sustentabilidade do
planeta, consumidores conscientes deverdo avaliar as vantagens de optar por
produtos e servicos que causem o menor dano ambiental possivel durante o seu
ciclo de vida. E esta tem sido a proposta dos mentores do desenvolvimento dos
plasticos biodegradaveis, produzidos a partir de PHAs e polihidroxibutirato (PHB).

Os PHAs sao biopolimeros que possuem propriedades como
biodegradabilidade, biocompatibilidade, além de serem termoplasticos e poderem
ser produzidos através do uso de fontes renovaveis de matéria-prima, o que lhes
confere grande potencial de aplicagdo (JENDROSSEK, 2007). As utilizagdes mais
conhecidas sao na confecgcdo de embalagens biodegradaveis de uso geral e de
alimentos; em fios de suturas e proteses na area médica. Na agricultura sdo usados
como veiculo para inoculante e matriz para liberacdo controlada de agrotdxicos
(MADSON; HUISMAN, 1999; CHEN; WU, 2005; SAVENKOVA et al.,, 2001). Os
organismos mais estudados para producao de PHA sao Ralstonia sp., Azotobacter
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sp., Bacillus sp. e Pseudomonas sp. Culturas puras usadas industrialmente para
produzir PHAs incluem a Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus, AZzotobacter
vinelandii e diversas espécies de Pseudomonas (SERAFIM; LEMOS; REIS, 2003). O
polihidroxibutirato P(3HB) é o biopolimero pertencente a essa grande familia mais
estudado por possuir algumas propriedades fisicas, como ponto de fuséo, grau de
cristalinidade e temperatura de transicdo vitrea comparaveis ao polipropileno (PP)
(HOLMES, 1985).

No final da década de 90 foi criada no Brasil a Estratégia Nacional de
Diversidade Biolégica ou Biodiversidade que trata da utilizacdo sustentavel de
componentes da diversidade biolégica e incentivos, os quais mais tarde deram
sustentacdo a estruturacdo da bioprospeccdo. (VIANA; VERISSIMO; PINHEIRO,
1998). A bioprospeccao tem como principal objetivo a busca de recursos genéticos e
bioquimicos para fins comerciais (ARTUSO, 2002). A bioprospeccao no Brasil foi
definida pela Medida Proviséria n® 2.186-16/01, como sendo a “atividade exploratéria
que visa identificar componente do patrimbénio genético e informacao sobre
conhecimento tradicional associado, com potencial uso comercial” (art.7¢, inc. VII).
Mundialmente, no entanto, existem muitos conceitos para definir bioprospecc¢éao;
todos, no entanto convergem para o uso ou aproveitamento de forma tecnolégica de
componentes da biodiversidade para fins comerciais. A biotecnologia, através do
seu desenvolvimento, tem mostrado que quanto mais diversidade de vida um pais
possui, maior sera a possibilidade de desenvolvimento e industrializacdo de novos
produtos (MMA, 1998 apud Viana et al. 1998; SANTOS, 2002). A bioprospeccéo da
biodiversidade baseia-se em principios e acbes para o uso sustentavel e tornou-se
ferramenta importante em pesquisas envolvendo microrganismos, como por
exemplo, a biorremediacdo de areas degradadas, a produgcdo de probidticos, o
tratamento de efluentes e a producéo de biopolimeros (AZEVEDO, 2003).

Este trabalho partiu da hipotese de que espécies de Beijerinckia sp.,
preservadas na Colecdo de Culturas de Microrganismos do Laboratério de
Biopolimeros do CDTec/UFPel, que apresentam formacao de corpos lipofilicos, sdo
capazes de produzir e acumular biopolimeros do tipo P(3HB). Com o objetivo de
bioprospectar esta colecao quanto a capacidade destas espécies de Beijerinckia
produzirem P(3HB), foi avaliado o potencial de producédo por meio da detecgao dos
granulos, extracao e caracterizacao do polimero produzido.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Polihidroxialcanoatos
2.1.1 Descricao dos Polihidroxialcanoatos (PHAs)

PHAs sdo poliésteres com varias unidades de hidroxiacidos (HAs)' que

podem ser acumulados por diversas bactérias, em grande quantidade, sem afetar a
pressdo osmoética das células. Depois de sintetizados os acumulos formam os
granulos intracelulares (PREUSTING, 1992). A funcdo mais frequentemente
atribuida a estes granulos é a de reserva de carbono, energia e equivalentes
redutores. Porém, quando ha limitacdo de carbono ou energia, mas nao de outros
nutrientes, estes PHAs podem ser reutilizados para suprir essa necessidade. Para
muitos microrganismos com capacidade de sintetizar PHAs, essa sintese ocorre
somente sob a condicao de limitacdo de um nutriente essencial como P, Fe, Mg, N,
e com excesso da fonte de carbono. Esse processo é realizado em duas fases,
sendo a fase inicial de crescimento ndo limitado, visando o crescimento celular,
seguida de uma da fase limitada em um dos nutrientes essenciais, para produgao e
acumulo de polimero (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). Ralstonia eutropha é um
exemplo de microrganismo que sintetiza P(3HB) em duas etapas (BYROM, 1987).
Para outros microrganismos, como Alcaligenes latus e para uma linhagem mutante
de Azotobacter vinelandii, e também Escherichia coli recombinante, nao é
necessario a limitacdo de qualquer dos nutrientes essenciais para que ocorra a
producdo de PHAs. Para estes, o acumulo pode ocorrer nas primeiras horas da
producao (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005).

' Hidroxiacido é um &cido carboxilico em que existe um grupo hidroxila em um carbono préximo da
carboxila. Conforme o carbono com a hidroxila se afasta do carbono da carboxila, temos os alfa-
hidroxiacidos (acido lactico, acido citrico), beta-hidroxiacidos (acido beta-hidroxibutirico, carnitina),
gama-hidroxiacidos (acido gama-hidroxibutirico).
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Os PHAs sao similares aos termoplasticos sintéticos a exemplo do
polipropileno, por terem essa similaridade podem substitui-lo. A biodegradacdo do

bioplastico € total, chegando a H,O e CO, em condi¢des adequadas do ambiente e

aerobiose e a metano em anaerobiose (KULPREECHA et al., 2009).

2.1.2 Caracteristicas e propriedades

A principal caracteristica destes polimeros € ser biodegradavel, mas sao
também biocompativeis, com alta regularidade de cadeia polimérica e alta massa
molar, o que permite as inimeras aplicagdes industriais deste material. A estrutura
geral dos PHAs é mostrada na Figura 1. A natureza do valor do radical R e o valor
de n vai determinar a identidade das unidades monoméricas, que constituem os
polimeros e co-polimeros, e vao influenciar nas suas propriedades fisicas (LEE,
1996; MADISON; HUISMAN, 1999). As principais propriedades fisicas sdo massa
molar elevada, elevada temperatura de fusao, cristalinidade, resisténcia a tracao
semelhantes ao PP; além disto, este material é termoplastico ndo téxico e

biocompativel.

Ja foram identificados mais de 150 diferentes monémeros de HAs, como
constituintes dos PHAs produzidos por varias bactérias utilizando diferentes fontes
de carbono. No entanto poucos sédo produzidos em quantidades suficientes para
caracterizacdo e desenvolvimento de aplicacdo comercial (STEINBUCHEL;
VALENTIN, 1995).

O_’ 100-30000

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

R = metil Poli(3-hidroxibutirato)

R = etil Poli(3-hidroxivalerato)

R = propil Poli(3-hidroxihexanoato)

R = pentil Poli(3-hidroxioctanoato)

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

R = metil Poli(4- hidroxivalerato)
n=3 R= hidrogénio Poli(5- hidroxibutirato)

R = metil Poli(5- hidroxivalerato)

Figura 1 - Estrutura geral dos PHAs
Fonte: LEE, 1996, adaptado.
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Na estrutura quimica dos PHAs (Fig.1) o radical R pode variar de um atomo
de hidrogénio a quatorze atomos de carbono; esse grupo pode possuir insaturagoes,
ligagcdes com grupos aromaticos ou até ligacdes com halogenados. Nos PHAs que
possuem cadeias lineares o processo de polimerizacdo ocorre devido a ligacdes
entre o grupamento carboxila de um monémero com o grupamento hidroxila de outro
mondémero (MADISON; HUISMAN, 1999; LUENGO et al., 2003).

A massa molar destes polimeros depende do tipo de microrganismo que o
produz juntamente com as condigdes de cultivo e, geralmente, varia de 1.105 a 4.

106 Da (Daltons) (AGUS et al., 2006). Também Chen e Page (1994) reportaram a
producdo de P(3HB) por A. vinelandii com massa molar da ordem de 4 .10° Da.
Entretanto, j& foi encontrado P(3HB) com massa molar de 20.10° Da produzido por
E. coli recombinante (KUSAKA et al., 1997). O tamanho e composi¢cdo das cadeias
dos PHAs sao dependentes das condigdes operacionais de produgcdo e das vias
metabdlicas dos microrganismos. Sao elas que vao determinar suas propriedades,
logo é fundamental o dominio sobre o processo de sintese, o que permite a
producdo de PHA sob medida para as aplicacdes que se desejar (STEINBUCHEL;
EVERSLOH, 2003; SRIVASTAVA; KHANNA, 2005; SHAH et al., 2008).

De acordo com o comprimento das cadeias carbbnicas e de suas unidades
monoméricas, os PHAs sao classificados em 3 grupos:1) PHAs de cadeia curta
(PHASCL- Short chain length) contendo unidades monoméricas de 3 a 5 atomos de
carbono; 2) PHAs de cadeia media (PHAMCL- Medium chain length), constituidos de
6 a 14 4&tomos de carbono na cadeia; 3) PHAs de cadeia longa (PHALCL- long chain
length), apresentando mais de 15 atomos de carbono (LUENGO et al., 2003). As
caracteristicas dos PHAMCL sao semelhantes aos termoplasticos elastoméricos
enquanto os PHASCL sao proximos aos termofixos (MADISON; HUISMAN, 1999;
LEE et al., 2000). As caracteristicas destes poliésteres bacterianos, dependendo de
sua aplicacdo e propriedades desejadas, podem ser modificadas; também podem
fazer parte de blendas com outros polimeros (CHEN; WU, 2005).

As propriedades fisicas e mecénicas dos bioplasticos podem ser moldadas,
durante o processo de biossintese. Dessa forma pode-se obter biopolimeros com
propriedades similares aos polimeros sintéticos usados na indistria. E grande o
namero de publicagbes que tem relatado as propriedades, caracteristicas e
aplicacoes dos PHAs e seus copolimeros; poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
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[P(BHB-co-3HV)], poli (3-hidroxibutirato-co-4-hidroxivalerato) [P(3HB-co-4HV)] e
poli(3-hidroxioctanoato) [P(3HO)].

2.1.3 Poli (3-hidroxibutirato)

O PHA mais extensivamente estudado e caracterizado é o P(3HB), que é um
homopolimero composto de unidades monoméricas de 4 atomos de carbono (R =
CH3 e n = 1) e seu copolimero poli(3-hidrobutirato-co-valerato) [P(3HB-co-3HV)]
(SRIVASTAVA; KHANNA, 2005). Os P(3HB) foram descobertos por Maurice
Lemoigne, pesquisador do Instituto Pasteur, quando observou a presenca de PHB
em bactérias do género Bacillus megaterium. Porém esta primeira observacgao ficou
esquecida até 1962 (LUENGO et al.,, 2003). O P(3HB) pode ser comparado ao
polipropileno (PP) por suas caracteristicas semelhantes de massa molar,
temperatura de fusao, cristalinidade e resisténcia a tracdo. Entretanto, apresenta
algumas vantagens em relacao ao PP, pois ndo é téxico, apresenta resisténcia a luz
ultravioleta, melhor barreira a gas, a gordura e ao odor (HANKERMEYER, 1999;
HOLMES, 1988; SERAFIM, 2004). As propriedades do P(3HB) em relacdo ao PP
podem ser vistas na tab. 1.

Tabela 1 - Principais caracteristicas do P(3HB) e do PP

Caracteristicas P(3HB) (PP)
Temperatura de fusao (Tm) 180 °C 174 °C
Temperatura de transigao vitrea (Tg) 5°C -17 °C
Maodulo de elasticidade (médulo de Young) 3.500 MPa 1.700MPa
Densidade 1.18-1.25 g.cm® 0,91 g.cm®

Permeabilidade ao oxigénio

45 cm®m2atm™'d”

1.700 cm®*m2atm™'d”

Resisténcia a ruptura 5% 400 %

Massa molar média 1-8.10°Da 2,2-7.10°Da
Grau de cristalinidade 70 % 70 %
Resisténcia ao UV Boa Pouca
Resisténcia a solventes Pouca Boa
Biodegradabilidade Boa

Fonte: Gomez; Bueno Netto, 1997 e Bucci, 2003, adaptado.
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Como pode ser visto na tab. 1 o P(3HB), apesar de sua similaridade ao
polipropileno, possui resisténcia a ruptura muito inferior a este, € mais rigido e
quebradico além de apresentar ponto de fusdo muito préximo a temperatura de
decomposicao, indicando baixa estabilidade e dificil processabilidade, o que limita
seu uso em diversos setores da industria (SUDESH; ABE; DOI, 2000; ZHANG et al.,
2000). No entanto, as propriedades do P(3HB) podem ser modificadas com a
introducdao de unidades de acido 3-hidroxivalerico (3HV) e 4-hidroxibutirico (4HB),
tornando o copolimero mais flexivel e de maior processabilidade do que o P(3HB)
(MADISON; HUISMAN,1999).

Apesar das suas excelentes propriedades, seu custo de producdo ainda é
muito elevado em comparacao com os plasticos petroguimicos (SERAFIM, 2004).
Com o avanco da biotecnologia tém-se desenvolvido solugdes no sentido de reduzir
0os custos como: a utilizacdo de substratos mais baratos, geralmente residuos
agroindustrial; estratégias fermentativas com culturas com alta densidade celular;
selecdo de linhagens altamente eficientes na conversdo do substrato ao produto;
modulacdo da massa molar e otimizacdo de processos de extracao (SILVA et al,
2007; LEE, 1999).

Na Fig. 2 é mostrado o biociclo fechado da producdo de P(3HB) até a
biodegradacao a partir do cultivo de cana-de-agucar ou outras culturas, que utilizam
a luz solar para a fotossintese, em que o CO., e H>O sado convertidos em
carboidratos como a glicose. Estes acucares fornecem o carbono necessario para a
producdo de PHA por meio de um processo fermentativo. Na etapa seguinte o
polimero é extraido e podem ser utilizados na producéo de plasticos biodegradaveis.
Os PHAs apresentam boa estabilidade durante o uso normal, mas quando
depositados no ambiente, sdo metabolizados por microrganismos degradando-se
totalmente até CO, e H,O (GARCIA, 2006).
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Figura 2- Ciclo da obtencao e biodegradacao dos polihidroxialcanoatos.
Fonte: GARCIA, 2006.

No Brasil o P(3HB) produzido por via fermentativa € conhecido como
Biocycle®, que utiliza produtos derivados de cana de acucar, passando pelas etapas
de sintese, extracdo e purificacdo do polimero com solventes naturais. E sendo a
produgdo em consorcio com uma industria agucareira, seu sistema de manufatura

integrado é ecologicamente correto.
2.2 Biodegradabilidade

A biodegradacao pode ser definida como a decomposicdo de matérias por
acao dos microrganismos, com modificagdes fisicas e ou quimicas, sob certas
condicOes de temperatura, luz, oxigénio, nutrientes organicos e minerais (LUCAS et
al., 2008). Este tem sido o grande atrativo dos PHAs (KULPREECHA et al., 2009). E
esta pode ocorrer em varios ambientes como no solo ou na agua do mar. A
biodegradacdo aerdbica ocorre pela acdo de microrganismos resultando em
biomassa, CO2 e HoO enquanto que biodegradacao anaerdbica resulta em CHygy,
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biomassa, CO> e H>O (REDDY et al.,, 2003 ). Segundo Luzier (1992), o tempo
necessario para biodegradacao de um filme de 1 mm de P(3HB-co-3HV) é diferente
em diferentes ambientes, sendo de 6 semanas em ambiente anaerdbio, 60 em
ambientes aerdbios e de 350 semanas em agua do mar.

Os PHAs, ao passo que sao acumulados intracelularmente na forma de
granulos como reserva de carbono, também podem ser degradados
intracelularmente por PHA depolimerases quando sob condicées de limitacdo de
nutrientes e utilizados pelos microrganismos (GU et al., 2003).

Estudos mostram claramente a distincdo entre degradacdo intracelular e
extracelular dos PHAs; a intracelular € uma atividade de degradacao das reservas
energéticas acumuladas pela propria bactéria sintetizadora quando, no meio, néo se
proporciona nutrientes para manter seu metabolismo. A degradacéo extracelular é a
utilizagdo do polimero apds a morte celular, por diferentes microrganismos os quais
nao necessariamente acumulam este tipo de material, mas que secretam PHA
depolimerases (UCHINO, 2007). Tém-se desenvolvido maiores estudos em relacédo
a depolimerases extracelulares do que intracelulares; assim, se tem pouco
entendimento sobre o mecanismo pelo qual o granulo nativo de PHA pode ser
reutilizado pelo microrganismo (REHM et al., 2009).

Pesquisas desenvolvidas com Legionella pneumophila demonstraram que
este microrganismo com PHB acumulado poderia sobreviver mais de 600 dias
(JAMES et al., 1999); sendo que a taxa de degradacéo intracelular de P(3HB) é
aproximadamente dez vezes menor do que sua sintese (SUDESH; ABE; DOI, 2000).

2.3 Granulos de PHA

Os PHAs séo sintetizados e armazenados intracelularmente em granulos
esféricos insolluveis, sendo altamente refrateis, podendo ser observados em
Microscopia Optica (MO) por coloragdo com Negro de Suddo B, e em Microscopia
Eletrénica de Transmissao (MET), onde aparece como corpusculos elétron-densos e
opacos (LUENGO et al., 2003; GRAGE et al., 2009). Griebel, Smith e Merrick (1968)
foram os primeiros a observar os granulos de P(3HB), em B. megaterium; e
descreveram sua composicao como 97,7 % de P(3HB), 1,87 % de proteinas e 0,46
% de lipideos. Mais tarde, outros pesquisadores como Steinbuchen et al. (1995) e
Stubbe et al. (2005) confirmaram que os granulos sdo envolvidos por uma tipica
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membrana fosfolipidica, de 3 a 20 nm de espessura, dependendo da espécie, com
varias proteinas catabdlicas e nao catabdlicas associadas a membrana.

O tamanho e a quantidade dos granulos dependem da espécie dos
microrganismos; o didmetro varia, normalmente, de 0,2 a 0,5 um e de 5 a 20
granulos por célula, acumulando até 90% de seu peso seco (ANDERSON; DAWES,
1990). Em estudos com Acaligenes eutrophus foram encontrados de 8 a 12 granulos
de diferentes tamanhos (HOLMES et al., 1987. Pseudomonas oleovorans
geralmente possui 1 a 2 grandes granulos (KLINKE, et al., 1999). Em Pseudomonas
degradadoras de agrotéxico foram encontrados de 3 a 6 granulos, sendo a variacao
dos didmetros de 0,4 a 0,66 um (CROCHEMORE, 2010). No estudo com Rastonia
eutropha, que é um microrganismo capaz de acumular grande quantidade de PHAs,
foi verificado que o numero de granulos varia de 1 a 4 e o tamanho de seus granulos
sao na faixa de 0,2 a 0,5 um (JENDROSSEK et al., 2007).

E bem conhecido na literatura que Delftia acidovorans é uma bactéria capaz de
acumular eficientemente o PHA. Em estudo recente com MET, foi mostrado que
células de D. acidovorans contendo granulos de P(3HB) sdao menores que aquelas
contendo seu copolimero P(3HB-co-3HV) e também que os préprios granulos de
P(3HB-co-3HV) sdo maiores que P(3HB). Foram encontrados mais de 7 granulos de
P(3HB) e mais de 3 P(3HB-co-3HV) por células. Interessantemente, os granulos de
P(3HB-co-3HV) ocupavam quase o volume total da célula. No entanto, isto nao
correspondeu a mais alta quantia de polimero por célula, sendo que os granulos de
P(3HB-co-3HV) foram menos densos do que P(3HB) e P(4HB), respectivamente
(SUDESH; LOO, 2007).

Varios fatores envolvidos, tanto na sintese dos granulos de P(3HB) quanto na
sua mobilizacdo, depolimerizacdo e integridade morfolégica dos granulos estédo
associados a sua membrana (GRIEBEL;SMITH;MERRICK ,1968). Na Fig. 3 é
apresentado um esquema do granulo de P(3HB), mostrando o nucleo constituido de
PHA recoberto por uma camada de lipidios com proteinas integradas, sendo a
camada hidrofébica voltada para o centro do granulo. Vé-se também as 4 classes de
proteinas diferentes ja encontradas na superficie dos granulos, sendo elas: PHA
polimerases, PHA depolimerases e Fasinas (Phap), que possuem a funcdo de
estabilizacdo dos granulos e proteinas com funcbes ainda desconhecidas,
possivelmente como proteinas regulatérias, estruturais e enzimas que catalisam a

formacao dos granulos (ZINN et al., 2001).
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PHA

Fasinas

PHA Polimerase

PHA Depolimerase

Figura 3 - Esquema do granulo de PHB
Fonte: ZINN et al., 2001, adaptado.
As Phap séo proteinas nao catabdlicas, de baixa massa molar. Presume-se

que estejam envolvidas na estabilizacdo dos granulos de PHA amorfos e
hidrofébicos, dentro de um citoplasma celular hidrofilico. Também estao envolvidas
na formacao intracelular dos granulos, tamanho e quantidade. Ha evidéncia que as
Phap previnem que os granulos de PHA individuais se juntem (SUDESH; ABE; DO,
2000).

Para Jendrossek (2009), os granulos de PHA, sdo uma complexa e organizada
estrutura muito mais do que uma simples inclusdo de polimeros, nessa estrutura
estdo presentes uma estrutura biosintética, catabdlica, regulatéria e também varios
tipos de diferentes proteinas que estao relacionadas na superficie da membrana que
0s envolve.

Os granulos de PHA estao envolvidos por uma membrana fosfolipidica. Sabe-
se que ela pode estar envolvida na protecdo como barreira que previne que 0s
materiais dos granulos entrem em contato com o citoplasma, evitando que o
poliéster amorfo, em contato com a agua, passe para uma forma mais cristalina
(LUENGO et al., 2003). Em A. eutrophus H16, foi isolado uma proteina denominada
de GA 24, que revelou ser a maior constituinte dos granulos de PHA e esta
localizada na superficie da membrana que cerca os granulos. Estudos relatam que
estas proteinas afetam o tamanho e o numero de granulos nas células de A.
eutrophus (WIECZOREK et al.,1995).

A grande maioria dos microrganismos acumuladores de PHAs estudados por
microscopia tem células com diametro entre 0,4 a 1 um, o que tem dificultado muito
a determinacgéo conclusiva da localizagdo subcelular dos granulos de PHA no inicio
do estagio de formacao (JENDROSSEK; SELCHOW; HOPPERT, 2007). Novos
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estudos de acumulacdo e localizacdo de P(3HB) em espécies com dimensdes
maiores, com intuito de facilitar a distincdo da localizacao inicial da formagédo dos
granulos no periplasma ou no citoplasma celular, foram realizados com sucesso de
verificacdo e localizacdo. Na bactéria Gram positiva Caryophanon latum, que possui
células de diametro de 2 a 4 um foi constatado que o inicio do estagio de formacéao
dos granulos de P(3HB) é, frenquentemente, no periplasma celular (JENDROSSEK;
SELCHOW; HOPPERT, 2007).

Biofisicamente os granulos de PHB existem em duas diferentes formas,
intracelular, in vivo, e extracelular, apdés morte ou rompimento celular. O intracelular,
também chamado de granulo nativo (nPHA), apresenta poliésteres em seu estagio
amorfo e suas moléculas sdao moéveis, cercadas por uma densa membrana. Esta
membrana € sensivel a estresse fisico e quimico. Os granulos de PHA
extracelulares, isolados com solventes quimicos ou outros métodos que removem a
membrana que os envolve, sdo parcialmente cristalinos, com grau de cristalinizagéo
de 50 % - 60 % (JENDROSSEK; HANDRICK, 2002; JENDROSSEK, 2007; UCHINO
et al., 2007).

A andlise por microscopia de fluorescéncia no inicio do estagio de acumulacao
dos granulos de PHA de R. rubrum, R. eutropha e E. coli recombinante revelaram
células com 1 ou 2 granulos de PHB proximos dos pdlos celulares. Outros
microrganismos estudados, como Xanthobacter autrophicus e Caryophanon latum,
também apresentavam granulos proximos dos poélos; ja em Pseudomonas
oleovorans e Bacillus sp., nao foi encontrado este padrdo. Aparentemente, a
iniciacdo da formacdo dos granulos de PHA pode ser diferente para cada
microrganismo em diferentes classes de PHA sintases (JENDROSSEK, 2005). Em
estudos com Beijerinckia indica foi confirmado a presenga de 2 granulos de PHB, um
em cada polo celular, embora algumas células apresentassem um terceiro granulo,
no centro da célula bacteriana (BECKING,1992).

Investigagdes com MET em W. eutropha H 16 mostraram células no inicio do
estagio de formacao de PHB, revelando elementos mediadores préximos ao centro
celular rodeados por pequenos granulos de PHB. Estes elementos mediadores
parecem funcionar como sitio de iniciacdo da formacao dos granulos de PHB
(STUBBE et al., 2005).

Alguns estudos com o uso de MET tentaram elucidar a estrutura da superficie
dos granulos de PHA, porém, os resultados sdo pouco conclusivos, possivelmente
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devido a maneira pelo qual as amostras foram preparadas para caracterizagdo, o
que pode ter afetado sua estrutura (SUDESH et al., 2002).

No entanto, a MET continua sendo utilizada para verificagcdo de acumulo de
PHAs, sendo eficiente para verificagdo do numero e tamanho dos granulos
formados. A seguir pode-se observar a caracteristicas visuais dos granulos

acumulados por diferentes bactérias, encontrados na literatura.

Figura 4 - Imagens de MET dos granulos de PHA em diferentes bactérias:
(a) Ralstonia eutropha H16- Fonte: POTTER et al., 2002 (b) Halomonas boliviensis
LC1-Fonte: QUILLAGUAMAN et al., 2006 (c) Bacillus megaterium - Fonte: GOUDA,;
SWELLAM;OMAR, 2001(d) Pseudomonas oleovorans Fonte: Berlanga et al., 2006

A microscopia de forga atbmica (AFM) tem sido usada para estudar a estrutura
da superficie dos granulos de PHA (SUDESH et al., 2002). AFM, em um primeiro
estudo, confirmou proteinas associadas aos granulos de PHA bem como simples
cristais de P(3HB). Esta visualizacdo direta pode prover maiores entendimentos do
mecanismo molecular de formagao, mobilizacdo e de regulagdo dos granulos de

PHA (SUDESH et al.,2004).
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2.4 Aplicacoes

Os PHAs, por serem termoplasticos naturais biodegradaveis, podem ter
inimeras aplicagdes, em varios segmentos da industria. Para a area médica, de
forma geral, sdo produzidos fios de sutura, seringas, pinos cirurgicos. Estes
polimeros devem ser biodegradaveis, compativeis e possuir elevado grau de
qualidade. Na area farmacéutica, sdo usados em microencapsulamento de
medicamentos e dispositivos para liberacdo controlada de medicamentos e devem
possuir as mesmas caracteristicas dos utilizados na area médica. Na industria de
alimentos, o maior uso é para confec¢cdo de embalagens descartaveis como copos,
talheres plasticos. Para estas finalidades a caracteristica mais importante é a
biodegradabilidade. Também na producao de cosméticos tem se intensificado o uso
de embalagens rigidas e ha ainda muitas outras aplicagdes industriais, como
matrizes biodegradaveis para liberacdo de inseticidas e herbicidas (HOLMES, 1985;
GOMES; BUENO NETTO, 1997; BRANDL et al, 1988; SAVENKOVA et al.,
2001;0RTEGA FILHO, 2003; SQUIO; ARAGAOQ, 2004; REDDY et al., 2003; JOSE et
al., 2006; BUCCI;TAVARES;SELL, 2007; MARTINS et al., 2008; VANZIN, 2008).

Recentemente, além das aplicacbes ja conhecidas na area médica, outros
produtos importantes de materiais biodegradaveis, tém sido desenvolvidos como
implantes 6sseos, vasos sanguineos, valvulas para o coracdo e suportes para
tecidos (SHRIVASTAV et al.,, 2010). Observou-se o desenvolvimento de novos
sistemas de liberacdo controlada de farmacos (CARMIGNAN et al., 2008). O
principal requerimento para fabricacdo de sistemas de liberacdo de drogas de acao
prolongada é a viabilidade dos materiais apropriados. Estes materiais devem ser
absolutamente inofensivos ao organismo e possuirem propriedades biomédicas
compativeis como tolerancia pelos tecidos, sem qualquer ocorréncia de inflamacéo,
formagéo de abscesso ou necrose e ainda devem incluir degradabilidade em meios
biologicos (WILLIAMS; MARTIN, 2002; SHISHATSKAYA et al., 2008). Os PHAs séao
biocompativeis, ndo sendo téxicos ao corpo humano; sua degradacao produz o
acido 3-hidroxibutirico, o qual € um constituinte normal do sangue humano (ASRAR,;
HILL, 2000). Estudos demonstraram que eles podem ser administrados oralmente
ou como suplementos alimentares na forma de oligdmeros ou seus derivados 3-

hidroxiacidos como 3-hidroxibutirato. Podem ser utilizados no controle de ataque
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epiléptico, tratamento de diabetes, redugdo do catabolismo das proteinas, e
desordens neurodegenerativas, aumento da eficiéncia cardiaca e doencas
metabolicas (CHEM; WU, 2005).

Somente bem recentemente tem sido reconhecido que os granulos de PHA
podem ser considerados como bionanoparticulas naturais. Tem se realizado estudos
para explorar a estrutura dos granulos de PHA. Uma grande variedade de moléculas
e outras proteinas diferentes foram encontradas associadas a superficie da
membrana que envolve os granulos de PHA. Essas bionanoparticulas podem ser
descritas como uma estrutura de nucleo com poliésteres hidrofobicos rodeados por
uma membrana constituida de fosfolipidios e proteinas especificas. Numerosas
ferramentas metabdlicas sao disponiveis para o controle da composi¢cdo dos
poliésteres e desse modo as propriedades do material dos granulos de
bionanoparticulas (REHM, 2005). Com isto um novo interesse surgiu sobre as
nanoparticulas associadas aos granulos de PHA, com grande potencial a serem
desenvolvidos para aplicacbes em biotecnologia e biomedicina, de purificacdo de
proteinas para liberacéo de drogas, biomateriais e biosensores (GRAGE et al.,2009).

Os PHAs tém sido considerados uma alternativa aos plasticos petroquimicos,
nao somente pelo seu principal atrativo, a biodegradabilidade, mas também por ser
termoplastico e biocompativel (CHEM; WU, 2005). Com a crescente preocupacao
com a poluicdo ambiental, uma atencao especial esta sendo dada aos polimeros
produzidos através de fontes renovaveis e que podem ser compostados, reciclados
ou ainda biodegradados (SIRACUSA et al., 2008).

Modificacées quimicas introduzidas nas estruturas dos PHAs parecem ser
um caminho para se obter materiais com propriedades e caracteristicas especificas,
com potencial aplicacédo em diversas areas (Colin, 2008).

2.5 Microrganismos produtores

A diversidade de microrganismos € de grande importancia para o
desenvolvimento de biotecnologias, que abrange diversas aplicagcdes, como: a
producdo de compostos quimicos (etanol, &acido acético, biogas, plasticos
biodegradaveis, bioconversdes na industria de alimentos e farmacéutica, etc);
produtos para agricultura (bioinseticidas, inoculantes agricolas, etc), enzimas para

diversos setores industriais, com destaque para a industria de detergentes e
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alimenticia; compostos de interesse médico e veterinario (antibiéticos, antitumorais,
hipocolesterolémicos, imunossupressores, inibidores enzimaticos, antiparasitarios,
etc), citando alguns exemplos (BARNUM, 1998). Mesmo quando se trata
exclusivamente da area especifica de bioplastico, sendo a producao e qualidade dos
PHAs dependentes do microrganismo, a diversidade dentre estes € fundamental
para obtencao de polimeros com caracteristicas distintas. O microrganismo, sé apés
ser adequadamente identificado e avaliado quanto a presenca de atributos
desejaveis, como capacidade de sintese e acimulo de PHAs, pode entao ser usado
para chegar ao desenvolvimento de um processo ou produto comercial (BULL et al.,
2000). Por esta razdo € fundamental formar e manter preservadas colecbes de
bactéria, s6 desta forma, pode-se bioprospetar grande parte da biodiversidade
existente e assim garantir um fornecimento de subsidios para o desenvolvimento de
biotecnologias como os bioplasticos. O Brasil vem sendo considerado um dos doze
paises com megadiversidade, os quais juntos concentram 70% da diversidade
biolégica do planeta (ComCiéncia, 2001), o que podera garantir para o pais uma
posicdo segura em relagdo ao desenvolvimento dessas tecnologias dependendo,
portanto, de investimentos nessa area.

Na literatura sao reportados mais de 300 microrganismos capazes de
sintetizar PHAs, mas somente uma pequena parte € empregada para a produgao e
desenvolvimento de processos, incluindo Azotobacter vinelandii, Alcaligenes latus,
Cupriavidus necator, varios isolados metilotrofos e as versdes recombinantes de
Cupriavidus necator, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes (LEE, 1996). Outros
microrganismos foram recentemente estudados tais como, Bacillus spp,
Pseudémonas spp, Aeromonas hydrophila, Rhodopseudomonas palustris, E.coli,
Burkholderia sacchari, Halomomas boliviensis (VERLINDEN et al., 2007). Com o
avanco recente da biotecnologia, engenharia genética e técnicas moleculares tém
sido desenvolvidos microrganismos recombinantes e mutantes, capazes de utilizar
varias fontes de carbono e acumular grande quantidade de polimero melhorando
assim a producao de PHA (LI, R.;Zhang,H.; Qi,Q ,2007). Ja foram identificados mais
de 75 géneros diferentes de bactérias Gram positivas e negativas, capazes de
acumular intracelularmente PHAs, algumas destas, podendo atingir niveis de até
90% de seu peso celular seco (MADISON; HUISMAN, 1999). No entanto a maioria
das bactérias acumulam uma pequena percentagem de PHA de 1% a 15% mas em
condicbes especiais de crescimento e estratégias de fermentacao, podem alcancar
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valores préoximos a 90% de sua massa celular seca (KHANNA; SRIVASTAVA,
2005). Por esta razao a selecao do microrganismo para producgéo industrial de PHA
€ baseada em varios fatores como, alta velocidade de crescimento, alta capacidade
de sintese do polimero, utilizacdo de varios substratos diferentes e de baixo custo,
capacidade de acumular grande quantidade de polimero (LEE, 1996).

As bactérias que acumulam PHAs podem ser divididas em dois grupos,
quanto as condicdes de cultivo requeridas para a sintese. No primeiro grupo nao ha
necessidade de limitacdo de nutrientes essenciais ao seu crescimento e com
excesso da fonte de carbono sdo produzidos os PHAs, como representantes deste
grupo podem ser citados: Alcaligenes latus, uma linhagem mutante de Azotobacter
vinelandii e E. coli recombinante, os quais podem acumular o polimero durante a
fase de crescimento. O outro grupo, que necessita da limitacdo de um nutriente
essencial para seu crescimento, € do excesso da fonte de carbono, esse grupo é
representado por: A eutrophus, Protomonas extorquens, Pseudémonas oleovorans
(KHANNA; SRIVASTAVA, 2005).

Na Fig. 6 é apresentado um esquema do acumulo de PHA por Cupriavidus
necator onde a sintese ocorre em duas etapas. Na primeira fase de multiplicagao
celular sendo entao desejavel que se obtenha uma fase inicial com grande geracao
de biomassa bacteriana, com minimo acumulo de polimero. J&4 na segunda fase, ha
de acumulo de polimero, ocorrendo a limitacdo de um nutriente e um excesso da
fonte de carbono, favorecendo a producao de PHA (FORMOLO et al.,2003).

AL

Ralstonia eutropha

Crescimento populacional das células

PHA

Figura 5- Esquema de limitagdo nutricional para a produg¢édo de PHA.
Fonte: FORMOLO et al.,2003.
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2.5.1 Beijerinckia sp.

As bactérias do género Beijerinckia séo fixadoras de nitrogénio, apresentam
bastonetes Gram negativos, crescem a uma faixa de temperatura de 10 a 37°C,
possuem bom crescimento com glicose. Representantes deste género sao,
quimioheterotréficos, podendo crescer em solos &cidos (pH 3,0 e 4,0)
(DOBEREINER, 1958,1959 e 1997; BECKING, 1961 e 1992).

As Bactérias do género Beijerinckia ja foram identificadas em solo de diversas
partes do mundo, Indonésia por Derx (1950), Australia por Tchan (1953), Canada
por Anderson (1966), Brasil por Dobereiner; Ruschell (1958).

Varios estudos tém reportado bactérias do género Beijerinckia e sua habilidade
de acumularem P(3HB); Tchan (1953) isolou e classificou uma nova espécie de
bactéria, a Beijerinckia derxii que produzia uma grande quantidade de P(3HB).
Segundo Becking (1992) bactérias do género Beijerinckia sao conhecidas por
acumularem P(3HB). Podendo serem constituidas de até 35% de granulos de
P(3HB) (BECKING.,1961). Haywood et al. (1989) observou que bactérias do género
Beijerinckia acumulavam 20% (p/p) de P(3HB) utilizando glicose como fonte de
carbono; Stockdale, Ribbons e Dawes (1968) também relataram a presenca de
P(3HB) em algumas linhagens de Beijerinckia; e recentemente Jendrossek, Selchow
e Hoppert (2007) reportaram a formacao de granulos de P(3HB) em Beijerinckia
indica. No entanto, ndo se conhece ainda producao industrial de P(3HB) utilizando
Beijerinckia.

Segundo o manual de Bergey’'s (1984), as bactérias do género Beijerinckia
também produzem polissacarideos extracelulares com diferentes composicoes

dependendo da espécie.
2.6 Bioprospeccao

Com o desenvolvimento da biotecnologia, e crescente interesse industrial na
busca de novos produtos, principalmente os farmacolégicos, tem surgido no mundo
uma nova maneira de exploracdo dos recursos naturais e biologicos, a
bioprospec¢do que de um modo amplo consiste na identificacdo, avaliagdo e
exploracdo sistematica e legalmente de material biol6gico encontrado na natureza

para a obtencdo de novos produtos ou processos. A bioprospeccdo tem como
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principal objetivo a busca de recursos genéticos e bioquimicos para fins comerciais
(ARTUSO, 2002), sendo uma atividade ancorada em um conjunto de conhecimentos
e praticas que emergem com o desenvolvimento econémico e do conhecimento
técnico e cientifico (TRIGUEIRO 2006).

Existem varios conceitos de bioprospeccao na literatura, sua grande maioria
discursa sobre o potencial econdmico da biodiversidade, portanto a pratica da
bioprospecc¢ao tendo implicagdes comerciais.

Segundo Torres (2009) nos paises em desenvolvimento a bioprospeccao tem
se transformado em aumento no desenvolvimento de pessoal e tecnoldgico, paises
como a Colébmbia atualmente apresenta uma grande porcentagem de suas
pesquisas concentrada na area académica cujo principal objetivo € a geracao e
fortalecimento de centros de pesquisas do pais. Embora estas pesquisas que
aplicam o conceito bioprospectivo tém como principal foco o desenvolvimento
académicos, isto ndo significa que em médio ou longo prazo os resultados nao
possam ser comercializados (LIMA, 2007).

No Brasil a bioprospeccao é definida, pela Medida Proviséria n® 2.186-16/01,
como sendo a “atividade exploratoria que visa identificar componente do patrimonio
genético e informacado sobre conhecimento tradicional associado, com potencial uso
comercial” (art.7¢, inc. VII).

A Medida Proviséria n® 2.186-16/01, define, Conhecimento Tradicional
Associado, como sendo, “informacgao ou pratica individual ou coletiva de comunidade
indigena ou de comunidade local, com valor real ou potencial, associada ao
patriménio genético”. (art. 7°, Il). E o0 acesso ao conhecimento tradicional é definido
como sendo a “obtencao de informacao sobre o conhecimento ou pratica, individual
ou coletiva, associada ao patrimbnio genético, de comunidade indigena ou de
comunidade local, para fins de pesquisa cientifica, desenvolvimento tecnolégico ou
bioprospecc¢ao, visando sua aplicacao industrial ou de outra natureza” (art.7°. inc. V).
Enquanto que acesso ao patrimbnio genético € a “obtencdo de amostra de
componente do patrimbnio genético para fins de pesquisa cientifica,
desenvolvimento tecnoldgico ou bioprospeccao, visando a sua aplicagdo industrial
ou de outra natureza” (art. 79, inc.lV).
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2.7 Producao de Polihidroxialcanoatos (PHAs)

No Brasil a produgéo biotecnol6gica de PHAs teve inicio na década de 90. Um
projeto conjunto entre o Instituto de Ciéncia Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo (ICB/USP), o Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas de Sao Paulo (IPT), e o
Centro de Tecnologia da Copersucar contando com apoio do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia deu inicio as pesquisas de produgcao de P(3HB) a partir de cana de
acucar e seus derivados. O grupo do (IPT) foi liderado inicialmente por Celso Lellis
Bueno Netto, e mais tarde por Geraldo Pradella, inclui José Gregoério Gomez,
Marilda Keico Taciro, Luiziana Ferreira da Silva e o engenheiro Carlos Rossell da
Copersurcar, e este grupo foi o apoiador cientifico dos projetos de implantagdo da
planta piloto no interior de Sao Paulo. Em 1995 foi instalada a primeira planta piloto,
na Usina da Pedra, em Serrana, Estado de Sao Paulo para produgédo de P(3HB) e
seu copolimero P(3HB-co-3HV). Na primeira fase foram realizados testes para
mudanca de escala da laboratorial para industrial. A capacidade de producédo era de
1,5 a 2,0ton/més. No ano 2000 a planta piloto foi remodelada e os processos
adequados entao foi criada a empresa PHB Industrial S/A, operando com uma maior
capacidade de 50-60ton/PHB/a, e recebeu o nome comercial de Biocycle®
(FORMOLO et al., 2003b; PACHIONE, 2004). Segundo pesquisadores do IPT, para
cada 3 quilos de agucar utilizado para alimentar as bactérias é possivel obter 1 quilo
de plastico.

No Brasil o PHB era produzido a cerca de U$ 5,00 Kg'' em uma instalagdo de
50ton/a, custo esse bem menor que seus concorrentes internacionais, em parte pela
fonte de carbono utilizada para sua producao, cana-de-acucar. Em 2009 o custo foi
reduzido para U$ 4,5 Kg"' (PHB INDUSTRIAL S.A). No mercado internacional a
producdo PHB pela Metabolix (USA) 50.000 ton/a com nome comercial de Mirel®,
produziu a um custo de €10 a 12 por Kg em 2004 e a U$ 4,4 em 2008 (CASTILHO et
al., 2009). O equivalente na Inglaterra custa US$ 14. Na Alemanha em uma pequena
escala comercial é produzido PHB para aplicacées especiais, produtos médicos,
com nome de Biomer®, normalmente pelas especificacdoes exigidas para essa area,
o custo é bem superior aos utilizados para embalagens plasticas para alimentos. No
Japao a producao comercial tem a denominacao de Biogreen® (MGC, 2010).

O potencial dos biopolimeros ainda é grandemente dependente de seu

preco e de possiveis desenvolvimentos de processos tecnolégicos mais econémicos
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para seu processamento. O maior desafio dos PHAs é a reducdo dos custos de
producdo, que comparado com os plasticos petroquimicos ainda € elevado
(CASTILHO et al ., 2009). Sua producao e comercializacao sao dificultadas pelo alto
custo de producao quando comparados aos plasticos petroquimicos. O quilo do PP
custa no Brasil em torno de U$ 1,7 (ICl,2008) e o do P(3HB) é U$ 4,5 (PHB
INDUSTRIAL S.A, 2009).

2.7.1 Fatores que afetam os custos de producao de PHAs

A reducédo dos custos de producdo dos PHAs depende da obtencdo de
linhagens altamente eficientes na conversao dos substratos no produto desejado, de
utilizacdo de substrato de baixo custo, do desenvolvimento de processos que
permitam explorar ao maximo o potencial dessas linhagens e o desenvolvimento de
processos de extracdo e purificacdo. Nos ultimos anos uma nova linha de pesquisa
tem buscado a reducdo de custos através da modificacdo genética de
microrganismos (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005).

2.7.1.1 Utilizacao de substratos de baixo custo

O custo do substrato € um fator que contribui grandemente para o elevado
custo de producédo dos PHAs, representa cerca de 40% do custo total (KIM, 2000).
Alguns substratos brutos podem ser utilizados para producdo de PHA entre elas
estdo; cana de agucar, beterraba, soro de leite, amido hidrolisado e 6leos vegetais.
Mas, geralmente, o conteudo de polimeros e produtividade sao inferiores dos
obtidos com substratos de carbono purificados (LEE, 1996). Em relacao as matérias
primas disponiveis, no Brasil destaca-se a cana-de-agucar que apresenta um grande
potencial e competitividade, que juntamente com outras estratégias de producao
podem levar a uma significante reducao dos custos (DIAS, 2008).

A tab. 2 apresenta exemplos de substratos de baixo custo, alguns sao
subprodutos industriais que sao utilizados como fonte de carbono por diferentes
microrganismos para producao de P(3HB).
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Conc. Conc. Cont.
Microrganismo Fonte de Ce|U_!ar P(SHP) P((:?’/F;B) Pr'?d&
crorga carbono (oL ) (oL ) ° (gL h)
A. chroococcum Amido 54 25 46 0,35
A. chroococcum H23 | Amido 5,19 3,85 74,2 0,0535
H. mediterranei Amido 10 6 60 -
Tapioca

R. eutropha hidrolisada 106 61 58 1,03
E. coli recombinante | Soro de leite | 31 25 80 0,48
E. coli recombinante | Soro de leite | 55 32 57 0,90
Methylobacterium | o ge leite | 9,9 5.9 9,6 0,123
sp. ZP24
B. cepacia Lactose 3,57 2 56 0,0167
B. cepacia Xilose - - 48,8 -
B. cepacia Xilose 2,59 1,55 60 0,0259
P. pseudoflava Xilose - - 22 -
A. vinelandii UWD Melaco 33 22 66 0,61

Fonte: Kim, 2000, adaptado.

2.7.1.2 Produtividade e conteudo de PHA nas células

As avaliacbes econémicas mostraram que o aumento da produtividade, que é
definida como a quantidade de polimero, PHA produzido por unidade de volume em
uma unidade de tempo é o parametro fundamental para realizacdo de transposicao
de escala com viabilidade econémica. A correlagdo é que para produzir uma mesma
quantidade de PHA por ano, um processo com menor produtividade necessita de
equipamentos maiores, aumentando o0s custos relacionados com equipamentos
(CHOI; LEE, 1999). Quando comparados dois experimentos realizados com E. coli
recombinante para producdo de P(3HB) com produtividades diferentes, para uma
planta de producdo estimada em 1.000.000 ton a', foi relatado o efeito da

produtividade, quando a produtividade aumentou de 1,98gL " .h" para 3,2gL h" a

avaliagdo dos custos de producdo decresceu de U$ 5,37 para U$ 4,91th1 de
P(3HB) (CHOI; LEE, 1999). Cultivos com altas densidades celulares e elevados
rendimentos de conversao de substrato ao produto de interesse levam a uma alta
produtividade (LEE et al., 2000). Varios autores tém desenvolvido pesquisas com
cultivos a altas densidades celulares com alta produtividade com objetivo de reducéao
dos custos de producédo. Segundo Lee et al. (1997) o processo de producdo de PHA

para ser economicamente viavel necessita de um cultivo com alta densidade celular
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acima de 80gL”, com um conteldo de biopolimero acima de 60% e alta
produtividade de polimero,acima de 1gL'h™. Os cultivos com altas densidades
celulares sao geralmente necessarios para se atingir uma alta produtividade por isso
se utiliza cultivos em batelada alimentada (KOYAMA; DOI, 1995). Alguns autores
tém reportado a producdo de P(3HB) utilizando batelada alimentada com alta
concentracao celular, alto conteudo de polimero e altas produtividades. Choi et al.
(1998) obtiveram 194,1gL™" de biomassa celular, 141,6gL" de P(3HB) a 73% de
contedo de polimero a uma produtividade de 4,63gL'h”". Ryu et al (1997)
obtiveram; 281gL" biomassa e 232gL" de P(3HB) com uma produtividade de
3,14gL'h™. Kim et al (1994) obtiveram um cultivo com 164gL™" de concentragdo
celular, 121gL™" de P(3HB) correspondente a 76% do peso seco celular, com uma
produtividade de 2,42gL'h™.

Segundo Byrom (1987) o processo de producdo industrial de P(3HB) pela
METABOLIX e producao de P(3HB-co-3HV) pela Imperial Chemical Industries (ICl),
vem utilizando cultivo em batelada alimentada conduzida em duas etapas, em todo
processo segue com adicdo de fonte de carbono, até que se atinja uma quantidade
desejavel de polimero.

2.7.1.3 Processos de Extracao e Recuperacao de PHA

A biomassa bacteriana contendo o biopolimero apdés o cultivo geralmente é
separada do meio de cultivo por centrifugacao, filtracdo ou floculacdo. Em seguida
na recuperagao dos PHAs as células necessitam ser rompidas, podem ser utilizados
varios métodos como; extracdo do polimero por solventes organicos, digestdo com
hipoclorito de sédio ou digestdo enzimatica (ZIN et al., 2001;PUNRATTANASIN ,
2001). O método mais empregado para extracao dos PHAs é através de solventes
organicos como, cloroférmio, carbonato de propileno, diclorometano e dicloroetano,
onde o biopolimero é solubilizado e posterior recuperacdo por precipitacdo em
metanol ou etanol (LEE, 1996; ZIN et al.,2001). E como sdo necessarios grandes
quantidades de solventes cerca de 20 partes para 1 de polimero isso leva a um
aumento significativo do custo (LEE ,1996a). No entanto, a recuperacao do polimero
utilizando solvente pode ser necessaria quando se deseja uma alta pureza, pois este
processo pode eliminar algumas endotoxinas presentes em algumas bactérias Gram
negativas (JAQUEL et al., 2008).
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Segundo Lee (1996) para que o processo de extracdo do polimero seja
economicamente vidvel € necessario que o microrganismo seja capaz de acumular
cerca de 60% de sua massa celular seca em biopolimero. A quantidade de
biopolimero acumulado intracelularmente interfere na eficiéncia do processo de
extracdo, no rendimento e na pureza. Dependendo do conteudo de PHA, seréo
utilizadas maiores ou menores quantidades de solventes. Células com baixo teor de
polimero necessitam de uma quantidade maior de produtos de digestdo, o custo de
recuperacdo do PHAs em relacao ao custo total do processo pode chegar até 50%
do valor do produto (LEE, 1996; LEE et al.,1988).

Dependendo do processo de extracdo empregado para recuperacao dos
PHAs podera ocorrer modificagdes nas suas propriedades por degradacdo de sua
massa molar (LING et al.,1997). O método baseado na digestdo com hipoclorito de
sédio relatado por Berger et al. (1998), pode causar degradacdo do biopolimero,
podendo resultar em 50% de reducdo da massa molar e conseqientemente perda
de suas propriedades, o uso de surfactantes no entanto pode reduzir
significativamente esta degradacdo (LEE, 1996a). Neste tipo de extragdo temos
ainda o problema da dificuldade de eliminacdo completa de tragos de hipoclorito do
polimero, o que restringe seu uso (HEJAZI et al., 2003).

Outros métodos envolvem o uso de enzimas que, embora eficientes,
resultam na elevacao do custo final de producao. Diferentes processos de extracao
de PHAs sao utilizados, porém o desenvolvimento de métodos eficientes tem que
ser pesquisado para cada microrganismo empregado, pois € importante para a
diminuicao do custo total da produgcédo de PHAs (CHOI; LEE, 1999).

O desenvolvimento de novas tecnologias e de processos fermentativos mais
eficientes tem melhorado a competitividade do PHA, entretanto grande parte do
custo ainda esta associada ao processo de extracao - separagao dos biopolimeros
(NASCIMENTO, 2001).

2.8 Técnicas empregadas na visualizacao e deteccao dos granulos de PHA

Os granulos de PHB sao acumulados por muitas espécies de bactérias. Este
acumulo pode ser detectado por varios métodos. A coloragdo com Negro de Sudao
B é bastante empregada. As granulacgdes lipidicas sao lipossoluveis e insoluveis na

agua assim sao utilizados corantes que tenha afinidade para os lipidios como é o
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caso do Negro de Suddo B dando uma coloracdo azul muito escuro a preto
(LELLIOT; STEAD, 1987). A deteccédo dos granulos de PHAs pode ser realizada
utilizando um microscépio éptico comum (ANDERSON; DAWES, 1990).

Varios autores tém utilizado a coloragdo com Negro de Sudao B para
deteccdo de possiveis bactérias produtoras de P(3HB); Kessler e Palleroni (2001);
Khanafari, Sepahei e Mogharab (2006); Das, Chowdhury, Anwar (2005) realizaram
uma selecdo entre 15 bactérias com o intuito de isolamento, purificagcdo e
caracterizacao de polimeros biodegradaveis produzidos por bactérias do género
Pseudomonas. Cortés et al. (2008) realizaram uma triagem de bactérias produtoras
de P(3HB) em um ambiente marinho poluido (PIJUAN; CASAS; BAEZA, 2009).

A Microscopia Optica (MO) permite a andlise de grandes areas em curto
espaco de tempo, além de ser de facil utilizacao, rapida e pouco dispendiosa, 0s
melhores microscopios épticos tém um poder de resolugdo de 0,2 micrébmetros, ou
aproximadamente 200 nan6metros e aumentam a resolucdo do olho nu em 500
vezes (RAVEN et al.,1996).

O microscopio eletrébnico permite o estudo minucioso e pormenorizado da
estrutura da célula, devido ao seu enorme poder de resolucdo, bastante superior ao
microscopio optico. O MO proporciona um aumento de 500 vezes e o MET cerca de
500.000 vezes, aumento este necessario para observacdo de morfologia interna de
células. Atualmente o uso de MET esta sendo bastante empregado no estudo de
compostos poliméricos, tais como P(3HB) e seus copolimeros (CANEVAROLO,
2007).

Apés a coloracdo com Negro de Sudao B os granulos de P(3HB) e PHA néao
podem ser diferenciados por meio de simples observacdo, ou por MET. Estes
métodos sdo utilizados para identificar a presenca de PHAs, andlises quimicas sao
frequentemente necessérias para identificar e determinar a composicao monomérica
dos PHAs. A Cromatografia Gasosa (GC) é largamente empregada com o propésito
de andlise quantitativa e composicao percentual dos biopolimeros (LAGEVEEN et
al.,1988; TIMM; STEINBUICHEL , 1990; SUDESH; AB; DOI, 2000; QUIANG et al.,
2001).
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2.9 Identificacao e Caracterizacao de P(3HB)

O processo de formagao dos poliésteres por microrganismos tem despertado
grande interesse, especialmente pelo potencial de suas aplicagées. Estes PHAs
pertencem a uma grande familia de diferentes poliésteres, com mais de 91 unidades
monoméricas ja identificadas e suas propriedades dependem de sua composicao
monomérica; assim, tém-se uma diversidade de polimeros que possibilitam diversas
aplicacbes devido suas caracteristicas especificas (STEINBUCHEL; VALENTIN,
1995). E evidente a importancia de se determinar a composicdo monomérica,
identificando e caracterizando estes PHAs. Algumas etapas do processo de
producdo dos PHAs podem influenciar nas propriedades finais do polimero
(NASCIMENTO, 2001).

Varias técnicas de identificacdo e caracterizacdao de polimeros tém sido
utilizada; as técnicas espectroscopicas incluem Espectrometria de Massas,
Espectrometria de Ressonancia Magnética, Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR) e Raios-X. Outras técnicas como microscopia
Optica, microscopia eletrénica de varredura, aplicadas para estudar a morfologia do
material, microscopia eletrénica de transmissao e microscopia de forga atbmica. Por
serem compostos organicos, suas caracteristicas fisicas e quimicas sao fortemente
influenciadas pela temperatura, entdo analises térmicas podem ser empregadas
como: Termogravimetria (TG/DTG), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
(SILVERTEIN et al.,2007; CANEVAROLO et al., 2007).

O método mais comum e disponivel até o presente momento para analise de
PHAs em células bacterianas é Cromatografia Gasosa (CG). Este método envolve
metandlise ou propandlise dos PHB presentes nas células, na presenca de acido
sulfarico e cloroférmio diretamente sem extracdo prévia do PHB e subsequente
conversdao em metil ésteres os quais podem ser analisados por CG. Esta técnica se
caracteriza pela alta precisdéo e excelente reprodutibilidade permitindo

determinacdes abaixo de 1059L'1 (BRAUNEGG et al.,1978;RIIS;MAI, 1988).
2.9.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

O espectro de absorcdo no infravermelho é hoje um dos métodos mais
rapidos para caracterizar os grupamentos funcionais de um composto quimico

(COSTA NETO, 2005). Embora moléculas simples possam produzir espectros
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extremamente complexos, a comparagdo de um espectro de um composto
desconhecido com o de uma amostra conhecida, correlacionando as bandas
constitui boa prova de identidade, visto ser muito pouco provavel que dois
compostos diferentes tenham o mesmo espectro de infravermelho, exceto se as
substancias forem enantibmeros (SILVERSTEIN, et al 2007). Apesar do espectro de
infravermelho ser caracteristico de toda molécula, certos grupos de atomos dao
origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia, independente
da estrutura da molécula. E justamente a presenca destas bandas caracteristicas de
certos grupos funcionais que permite, através de simples conferéncia do espectro e
consulta a tabelas de informacbes de estruturas, a identificacdo de estruturas
(SILVERSTEIN et al., 2007).

As caracteristicas mais importantes de um espectro no infravermelho séo os
valores das frequéncias de absorcdo da molécula (bandas), parametro fundamental
para sua identificacdo ou para a interpretacao do espectro, visando a caracterizacao

de grupamentos funcionais nele presentes (COSTA NETO, 2005).
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Resumo: Com a inovacdo da introdugdo dos bioplasticos, o propdsito deste estudo foi
selecionar, dentre 7 cepas de Beijerinckia sp., da Colecdo de Microrganismos do Laboratério
de Biopolimeros do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico (CDTec) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), microrganismos potencialmente produtores de poli(3-
hidroxibutirato). Foi realizada uma triagem utilizando teste colorimétrico de Negro de Sudao
B para visualizacdo de corpos lipofilicos através de microscopia Optica, tendo sido
selecionadas 3 cepas; apds, as cepas foram analisadas por microscopia eletronica de
transmissdo (MET) para confirmacdo da presenga de corpos lipofilicos; a cepa C31 foi
selecionada em fun¢do do tamanho e ndmero de granulos apresentados. Foram entdo
conduzidos cultivos em incubador agitador orbital, em 3 meios diferentes para producdo do

biopolimero, selecionando-se o meio F4. O polimero foi extraido utilizando Soxhlet e
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posteriormente formado o filme polimérico por evaporacdo lenta. A identificacdo e
caracterizacdo do biopolimero foram feitas através de Cromatografia Gasosa e Espectroscopia
no Infravermelho com Transformada de Fourier. Os resultados obtidos para Beijerinckia sp.
cepa C31 demonstram que esta possui potencial para producdo industrial de poli(3-
hidroxibutirato).

Palavras-chave: PHB, Beijerinckia sp., Microscopia, Biopolimero, FT-IR

Abstract: With the innovation of development of bioplastic, the purpose of this study was to
select, among 7strains of Beijerinckia sp., from the Microorganism Collection of the
Biopolymer Lab from the Technological Development Center (CDTec) of the Federal
University of Pelotas (UFPel), powerful microorganism that produce poly (3-
hydroxybutyrate). It was performed a trial using Sudan Black colorimetric test to see the
lipophilic bodies through optic microscopy , being 3 strains selected; afterwards, the strains
were analyzed through transmission electronic microscopy (MET) to confirm the presence of
the bodies, the C31 strain was selected due to its size and number of granules presented.
Culture was performed in shaker, in three different means to the production of biopolymers,
being selected mean F4. The polymer was extracted using Soxhlet and, afterwards, forming a
polymeric film by slow evaporation. The polymer identification and characterization were
realized through Gas Chromatography and Infrared Spectroscopy Fourier Transform. The
results obtained for Beijerinckia sp., strain C31 showed that it has great potential for the

industrial production of poly (3-hydroxybutyrate)

Keywords: PHB, Beijerinckia sp., Microscopy, Biopolymer, FT-IR.
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Introducao

Os materiais plasticos vém se acumulando no meio ambiente, devido sua baixa
degradabilidade e descarte indevido causando graves problemas ambientais em todo mundo
(KHANNA; SRIVASTVA, 2005). Em busca de microrganismos produtores de matéria-prima
para plasticos 100% biodegradaveis, conhecidos como bioplasticos, foi realizada uma
bioprospeccao em cepas de Beijerinckia sp. da Colecdo de Microrganismo do Laboratério de
Biopolimeros, do Centro de Desenvolvimento Tecnolégico (CDTec) da Universidade Federal
de Pelotas (UFPel).

Os biopléasticos sao polimeros que quando descartados no meio ambiente se degradam ao
ataque microbiano em curto espaco de tempo, sob condicdes apropriadas do ambiente. Devem
possuir propriedades fisicas e quimicas semelhantes aos pldsticos convencionais, serem
produzidos a partir de fontes renovaveis de carbono e ainda serem biodegradados o mais
rapido possivel quando descartados no meio ambientelll. Dentre os biopolimeros em
desenvolvimento, estdo os polihidroxialcanoatos (PHAs)[21.

Os PHAs sdo termopldasticos, possuem propriedades fisicas semelhantes ao polietileno e
polipropilenoB34l. Possuem imensa variedade de aplicagdes, como em filmes de embalagens,
material descartdvel, implantes 6sseos, valvulas cardiacas, substituicdo de vasos sanguineos!>!
. Eles compreendem uma grande classe de biopolimeros, sendo o mais conhecido o poli (3-
hidroxibutirato) P(3HB), que € sintetizado no citoplasma bacteriano como granulos de reserva
de carbono e energia, em muitas eubactérias e, também, em algumas arquea halofilicas,
podendo acumular até aproximadamente 90 % (w/w) de sua massa celular secal®l.

Virios estudos tém reportado bactérias do género Beijerinckia e sua habilidade de
acumularem P(3HB); Tchan!”! isolou e classificou uma nova espécie de bactéria, a
Beijerinckia derxii que produzia uma grande quantidade de P(3HB). Segundo Becking(8!

bactérias do género Beijerinckia sdo conhecidas por acumularem P(3HB). Podendo serem
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constituidas de até 35% de granulos de P(3HB) [°l. Haywood et al.l'0l observou que bactérias
do género Beijerinckia acuamulavam 20% (p/p) de P(3HB) utilizando glicose como fonte de
carbono; Stockdale, Ribbons e Dawes!!l] também relataram a presengca de P(3HB) em
algumas linhagens de Beijerinckia; e recentemente Jendrossek, Selchow e Hoppert!(!2]
reportaram a formagdo de granulos de P(3HB) em Beijerinckia indica. No entanto, ndo se
conhece ainda produc¢ao industrial de P(3HB) utilizando Beijerinckia.

Neste contexto este trabalho teve como objetivo bioprospectar cepas de Beijerinckia sp.
possivelmente produtoras de poli (3-hidroxibutirato) ,utilizando de técnicas de coloragdo com
Negro de Suddo B, microscopia eletronica de transmissdo para posterior produgao,
identificacdo e caracteriza¢do do biopolimero produzido através de Cromatografia Gasosa e

Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier .

Experimental

Material e métodos

Microrganismos
Foram escolhidas para este estudo as cepas de Beijerinckia sp C31, T125, 7070, B52,
B52A, AA9 e AA15A, da colecdo de bactérias do laboratério de Biopolimeros, do Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico (CDTec) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Estas

bactérias foram liofilizadas e mantidas a -4 °C, como material de estoque.

Meios e condicoes de cultivo

Para o desenvolvimento do trabalho, inicialmente as 7 cepas foram reativadas por
reidratacdo em meio YM (Yeast Malt) liquido!!3] durante 20 minutos e depois repicadas para
meio YM soélido; apds incubagdo a 28 °C por 24 h em incubador bacteriolégico foram

mantidas a 4 °C, sendo preservadas por repiques mensais em YM sdlido, com a seguinte
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composi¢do, em g.L'I: peptona 5 g, glicose 10 g, extrato de levedura 3 g, extrato de malte 3 g
e Agar 25 g; para o meio liquido ndo foi utilizado Agar. Os meios foram ajustados para pH

6,6 e esterilizados por 20 min a 121 °C.

O cultivo das cepas para a detec¢cdo de corpos lipofilicos, por coloragdo com Negro Sudao
B, seguida de Microscopia Optica (MO), foi realizado nos meios YM sélido, com a
composicdo descrita anteriormente, e YDCI'4 | com a seguinte composi¢do em g.L': extrato
de levedura 10 g, glicose 20 g, carbonato de cdlcio 20 g e Agar 20 g. O pH do meio foi
ajustado para 8,9; as condi¢des de incubacio foram 28 °C durante 24 e 48 h, para ambos os

meios.

Para a avaliacdo da presenca de granulos lipofilicos por Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET) entre as cepas selecionadas pelo teste de MO, a produgdo foi feita em
duas etapas, sendo a primeira para multiplicacio celular (fase 1) e a segunda para actimulo de
granulos lipofilicos (fase 2). Para a fase 1 foi utilizado o meio YM modificado por

JEANES!"], e novamente modificado por Oliveiral!3], que neste trabalho foi denominado F1,

com a seguinte composi¢cdo em g.L_l: glicose 9 g, extrato de levedura 2,7 g, extrato de malte
2,7 g, peptona 4,5 g. Ap6s ajuste do pH em 6,6, 160 mL do meio foram colocados em frascos
erlenmeyers de 500 mL e esterilizados por 20 min a 121 °C. Os frascos foram inoculados com
40 mL de suspensdo bacteriana, proveniente de cultivo em meio YM sélido durante 24 h. As
condig¢des de cultivo foram 30° C e 150 rpm por 24 h em incubador agitador orbital. Para a
fase 2, 10 mL do cultivo obtido na fase 1, contendo 1-3.10” Unidades Formadoras de Coldnias

por mL (UFC.mL"), foram transferidos assepticamente para erlenmeyers de 250 mL

contendo 40 mL de meio F2 estéril, pH 6,6, com a seguinte composi¢ao em g.L_lr glicose 40

g, uréia 3 g, KH,PO, 0,90 Na,HPO, 0,74, e I mL da solugdo de oligoelementos contendo, em

o L": MgSO, 7TH,0 0,2 g, CaCl, 0,01 g NaMoOj 0,005 g, ZnSO,7TH,0 0,01 g, FeCls 6H,0
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0,05 g. A fonte de carbono foi autoclavada separadamente, neste e nos demais meios
utilizados para a fase 2. Os cultivos foram realizados em incubador agitador orbital, durante
24,48 e 72 h a 30 °C e 180 rpm. Realizaram-se também avaliacdes por MET em células da
cepa C31 cultivadas por diferentes tempos no meio F1, durante a fase 1, e nos meios F3 e F4,
descritos posteriormente, durante a fase 2.

Para determinacdo da curva de crescimento celular da cepa C31 na fase 1, utilizou-se 160
mL de meio F1, inoculados com 40 mL de suspensdo bacteriana (4,2.108 UFC. mL'l) e as
condic¢des de cultivo foram 30° C e 150 rpm. Retirou-se amostras nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10,
12, 18, 20, 22, 24, 36, 40, 44, 48, 54, 60, 72 h; para as quais realizou-se dilui¢des seriadas
com o plaqueamento feito por meio da técnica do espalhamento com al¢a de Drigalski. Para
constru¢do da curva, utilizaram-se as dilui¢des 10'5, 10 e 10'7, inoculadas em meio YM
solido e incubadas a 28 °C por 24 h; apds procedeu-se a contagem. Os dados obtidos do
nimero de UFC.mL" em cada tempo foram plotados em grafico para a obtencdo da curva de
crescimento.

O cultivo (fase 1 e fase 2) objetivando o acimulo do polimero pela cepa C31 para
posterior determinacdo do consumo de substrato (glicose), da producdo de massa celular seca
e de poli(3-hidroxibutirato) foi realizada utilizando-se o meio F1 para a fase 1; 200 mL do
meio F1 com pH 6,6, previamente esterilizados, contidos em frascos erlenmeyers de 500 mL,
contendo 2,1 UFC.mL™" nas condi¢des de 30 °C, 150 rpm por 24 h. Para a fase 2 foram
utilizados trés diferentes meios: F2, descrito anteriormente; o meio V, descrito por
Vendruscolol!®l, aqui denominado F3, com a seguinte composi¢cdo em g.L. glicose 40 g,

extrato de levedura 0,2 g, triptose 2 g MgSO,4 7H,0 2,7 g, KHpPOy4 2 g, KoHPO4 13,62 g; o
-1
meio F4 com a seguinte composi¢do em g.L - glicose 40 g, uréia 3 g, dcido citrico 0,2 g

citrato de sédio 4 g, e ImL da solucdo de oligoelementos contendo: MgSO4 7H,O 0,2 g,

CaCl, 0,01 g, NaMoOQOy, 0,005 g, ZnSO4 7H,0 0,1 g, FeCl; 6H,0 0,05 g. Os cultivos foram
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realizados em frascos erlenmeyers de 2 L, contendo 80 mL do caldo obtido na fase 1, com
3.108 UFC.mL'l, e 320 mL de meio F2, F3 ou F4; estes foram incubados em incubador
agitador orbital a 30 °C e 180 rpm, até 72 h.

Para extracao do poliéster e posterior formacao de filme e identificagdao por FT-IR, foram
utilizadas células cultivadas nas condicdes ja descritas para a fase 1; na fase 2 utilizou-se o
meio F2, durante 48 h nas condi¢des ja descritas acima para este meio. O pH do meio foi
ajustado 6.6 antes de ser esterilizados a 121 °C por 20 min. A fonte de carbono, nitrogénio e

tampao foram autoclavados separadamente.

Avaliacao da presenca de corpos lipofilicos
Microscopia éptica (MO)

A investigacdo prévia da presenca de corpos lipofilicos nas 7 cepas estudas foi feita por
meio de coloracdo com Negro Suddo B, segundo Leliot, Stead [17]. Foi preparada uma solucao
hidroalcéolica [dgua: dlcool 30:70 (v/v)] adicionada de Negro Suddao B (0,3% m/v).
Esfregacos em laminas de vidro, realizados a partir dos cultivos obtidos em placa de petri em
24 e 48 h e fixados em bico de Bunsen, foram imersos na solucao hidroalcéolica por 10 min e,
apos, lavados com xilol, secos com papel absorvente, lavados com dgua e secos novamente.
Em seguida, os esfregacos foram cobertos com safranina 0,5 % por 30 s e lavados com dgua
corrente; as laminas foram secas e examinadas em microscopio 6ptico, utilizando objetiva de
imersdo. Os granulos lipofilicos apareceram como inclusdes intracelulares negro-azuladas. Os
resultados positivos para o Negro Suddo B foram avaliados por microscopia eletronica de

transmissao.
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Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A utilizacdo da MET objetivou a caracterizagdo da quantidade e tamanho das inclusdes
lipidicas para os acessos previamente selecionados na microscopia optica. Para esta andlise
foram utilizadas células com 24, 48 e 72 h de crescimento em trés diferentes meios, lavadas
duas vezes em solucdo salina 0,85 %(m/v) e recuperadas por centrifugacdo a 335 g por 10
min. Apds, o material permaneceu uma hora em fixador (glutaraldeido 2 % e paraformaldeido
2 %) , diluido com tampao cacodilato de sédio 0,05M, pH 7,2. Posteriormente a fixacao, o
material foi centrifugado, retirando-se o sobrenadante e ressuspendendo-se por duas vezes em
solucdo de cacodilato de s6dio 0,05 % (m/v), pH 7,2, seguida de centrifugacdo 335 g de 15
min. As amostras foram pds-fixadas durante 1 h em solugdo de tetré6xido de 6smio 1 % (m/v)
e novamente centrifugadas a 335 g por 10 min; ap6s, foram ressuspensas com H,O bidestilada
e centrifugadas novamente por 10 min. A seguir foram realizadas desidrata¢des com dlcool 30
% (vIv), 50 % (vIv), 70 % (vIv), 90 % (v/v), 95 % (v/v), sendo dois banhos de 5 min para cada
concentracdo; para dlcool P.A. e acetona P.A utilizaram-se 3 banhos de 10 min cada,
respectivamente. Por fim as amostras foram incluidas em resina Epon® AB-DinP30 diluida
em acetona (1:1 v/v), por 1 h sob agitacdo; apds, o processo foi repetido utilizando-se resina
pura; a seguir centrifugaram-se as amostras por 15 min a 335 g para remog¢ao do sobrenadante
e as amostras foram incluidas nos blocos, coberto por resina até a metade, durante 24 h; apos,
completou-se o volume, sendo o tempo de polimerizacdo de cinco dias a 60 °C. Os cortes
semifinos e ultrafinos foram observados em microscopio eletronico de transmissdo (Zeiss®

EMO900).
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Métodos analiticos
Determinacao da concentracio de biomassa

A determinagdo da concentragdo celular das amostras ou Massa Celular Seca (MCS) foi
realizada por gravimetria, onde 10 mL de cada caldo fermentado analisado foi centrifugado
em tubos de 50 mL, previamente identificados e pesados, a 11.950 g por 20 min. O
sobrenadante foi separado e o precipitado ressuspenso com 10 mL de solugdo salina 0,89 % e
novamente centrifugado. O sobrenadante foi desprezado e o tubo contendo as células foi seco
em estufa a 57 °C por 48 h. Apds esse tempo, as amostras foram resfriadas em dessecador e

pesadas.

Dosagem de glicose

A determinagcdo da curva de concentragdo do substrato glicose (que inclui a glicose
proveniente da hidrélise de exopolissacarideo) foi realizada através do método do acido 3-5-
dinitrosalicilico (DNS)[!8], que determina a concentracdo de agucares redutores. Apds o
preparo do reagente, um volume de 400 pL de sobrenadante, previamente diluido, foi
adicionado a 400 pL de reativo DNS e depois colocado em banho-maria a 100 °C por 5 min.
Apos esse periodo, fez-se o resfriamento em banho de gelo e adicionou-se 4 mL de dgua
destilada. Ap6s 15 min em repouso para estabilizacdo da temperatura, foi realizada a leitura
espectrofotométrica a 540 nm contra um branco de dgua destilada que passou pela mesma
reacdo. Foi realizada uma curva de calibragdo onde se expressa a concentragdo de glicose

(g.L") versus absorbancia em uma escala compreendida entre 0 e 3 g.L'1 de glicose.

Identificagdo e determina¢@o da concentracdo de Poli (3-hidroxibutirato)
A concentracdo de P(3HB) no caldo fermentado foi determinada por Cromatografia

Gasosa (CG) através do método de metandlise proposto por Braunegg et al.['9l, com as
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modificagdes propostas por Brandl et al.[20l, Um volume de 40 mL de caldo fermentado dos
tempos 24,48 e 72h foram centrifugados a 11.950 g e as células foram lavadas duas vezes
com soluc¢do salina 0,89 %, sendo o precipitado congelado para posteriormente ser submetido
a metandlise. Apos descongelamento as células foram transferidas para tubos de ensaio com
tampa de rosca, aos quais acrescentou-se 2 mL de metanol acidificado e 2 mL de cloroférmio.
Para compor o metanol acidificado adicionou-se 15 % de acido sulftrico e 0,04 % de 4cido
benzdico, este ultimo utilizado como padrao interno.

Os tubos de ensaio foram levados ao banho termostatico a 100 °C, durante 1 h; decorrido
este tempo, os tubos de ensaio foram retirados e agitados em agitador de tubos, voltando ao
banho por mais 1 h e 20 min, quando foram retirados e a reag¢ao interrompida por banho de
gelo. Ap6s, acrescentou-se 1 mL de dgua ultrapura, agitando-se novamente no agitador de
tubos durante 30 s para a formacdo de duas fases. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur,
retira-se a fase organica, inferior, passando-a aos vials para a andlise em Cromatografia
Gasosa. A andlise foi realizada em cromatdgrafo gasoso Perkin Elmer® modelo Clarus 500
equipado com coluna capilar Carbovax (30 m x 0,25 mm) e detector de ionizacdo em chama
(FID). O gés de arraste usado foi nitrogénio (1 mL/min). A rampa de temperatura utilizada foi
60 °C por 2 min com aumento de 10 °C/min até atingir a temperatura de 200 °C, que foi
mantida por 4 min. O volume injetado foi de 2 pl.. O PHB de pureza analitica (Sigma
Aldrich®) também, submetido a derivatizagdo, foi utilizado como padrao. Para elaboracio da
curva de correlacdo, o padrdo foi pesado de forma a se obter massas entre 0,001 e 0,04 g e
submetido a metandlise.

Extracao do P(3HB) e preparacgdo do filme polimérico

A extracao do biopolimero foi realizada utilizando o principio de extracdo continua tipo
Soxhlet, empregando como solvente o cloroférmio. O periodo de extracdo foi de 7 h, onde

10 g de células liofilizadas da cepa C 31 foram utilizadas com 150 mL de solvente.
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Apés o processo de extragdo, os polimeros foram preparados na forma de filmes finos
através do processo de evaporacdo lenta do solvente. Uma solucdo a 1 % (m/v) do polimero
em cloroférmio foi mantida sob agitacido constante durante 2 h. Apds esse processo, a solucao
foi vertida em placas de petri e colocada dentro de uma cuba de vidro saturada com
cloroférmio. Decorridas 48 h as placas contendo os filmes foram removidas e colocadas em

estufa para secagem, conforme Schneider!21]

Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para identificacdo do biopolimero produzido pela cepa C 31, foram preparadas pastilhas
de KBr com o filme polimérico triturado, respectivamente. Para confeccao das pastilhas, 2 mg
de amostra foram misturadas com 200 mg de KBr. Para obten¢ao do espectro foi utilizado o
espectrometro IR com transformada de fourier Shimadzu® modelo IR Prestige 21. Foram

adquiridas 64 imagens dentro de uma faixa de 4500-500 cm™ com uma resolucdo de 4 cm™.

Resultados e Discussao
Avaliacao preliminar da presenca de corpos lipofilicos
Microscopia 6ptica (MO) com Negro Sudao B

Para a avaliacdo preliminar da presenca de corpos lipofilicos nas células foi realizada uma
triagem com todas as cepas de Beijerinckia sp., através do teste Negro Suddo B. Este teste
colorimétrico € especifico para detectar corpos lipofilicos e pode mostrar a presenca de
granulagdes lipidicas no interior das células. O corante Negro Sudio B € ligeiramente soluvel
em solvente organico como o dlcool e insolivel em dgua. Durante o processo de coloracdo

atua por difusdo simples, ligando-se as estruturas celulares hidrofébicas, como os granulos de

PHAs, onde € mais solivel que no meio alcodlico onde se encontrava solubilizado,
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conferindo aos granulos uma coloracdo negra, indicando resultado positivo, que possibilita
que os mesmos possam ser visualizados em microscépio Opticoll7-221,

O meio YM € frequentemente utilizado em microbiologiall’l; o meio YDC é
tradicionalmente utilizado para identificagdo de bactérias produtoras de corpos lipofilicos!?2] .
Para fins comparativos, foram utilizadas células com 24 e 48 h de incubacdo, para os dois
meios.

Os resultados do teste de coloracdo com Negro Suddo B das células das 7 cepas e

posterior visualizagdo em microscopia 6ptica sdo apresentados nas Figuras le 2.
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Figura 1. Microscopia 6ptica de células das cepas C31, T125 e 7070 cultivadas em meio YM

durante 24 e 48 h, coradas com Negro de Sudao B. Objetiva de imersdo aumento 1000x.
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Figura 2. Microscopia 6ptica de células das cepas C31, T125 e 7070 cultivadas em meio YDC
durante 24 h e 48 h, coradas com Negro de Sudio B. Objetiva de imersdao aumento 1000x.
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A Tabela 1 sumariza os resultados obtidos com o teste de coloracdo por Negro Sudao B.

Tabela 1. Resultados do teste Negro Suddo B para as sete cepas em YM e YDC sélido

Tempo de Cepas
Incubagdo\
meio C31 T125 7070 B52 AA9 B52A AAI15A
24h/YM + +
48h/YM + +
24h/YDC + +
48h/YDC + +

Resultados positivos: pontos negros visiveis (+), pontos negros pouco visiveis (+).
Resultado negativo: pontos negros invisiveis (-).

Para a cepa C31 obteve-se resultados positivos para presenca de granulos lipofilicos nas
células cultivadas em todas as condicOes testadas. Para a cepa T125, apesar ter-se obtido
resultados positivos em todos os meios e tempos analisados, os granulos foram mais bem
visualizados nas células com 48 h de cultivo. Com a cepa 7070, embora tenham sido obtidos
resultados positivos para todas as condi¢des testadas, a melhor visualizagdo dos granulos
lipofilicos foi obtida em células com 48 h de cultivo no meio YM. J4 as cepas B52, B52A,
AA9 e AA15A, nos dois meios testados, ndo apresentaram a coloragdo especifica com o
corante Negro Suddo B nos tempos analisados, indicando que estas bactérias ndo acumulam
granulos de reserva lipofilicos no seu interior nas condic¢des testadas.

Comparando-se os resultados fica evidente que a cepa C31 € a mais promissora quanto a
acumulagcdo de granulos lipofilicos. Nas cepas T125 e 7070, verificou-se dificuldade na
identificacdo, através desta técnica, dos corpos lipofilicos intracelulares devido ao menor
tamanho destes microrganismos, comparativamente a cepa C31. Como jia mencionado, os
granulos de PHA variam de 0,2 a 0,5 um de tamanho, que € somente um pouco menor que o
diametro da maioria das espécies bacterianas, que fica em torno de 0,4 a 1 um!2l . Nas demais
cepas nao foram observadas granulagdes positivas para o corante utilizado. Assim, foram

selecionadas para a sequéncia da pesquisa as cepas C31, 7070 e T125.
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Segundo Bergeys’s23] e Stockdale et al.llll bactérias do género Beijerinckia sio
consideradas potencialmente capazes de produzir PHAs, que podem ser preliminarmente
detectados pelo teste colorimétrico de Negro Sudido B. Pijuan, Casas e Baezal?4l utilizaram a
técnica de coloracdo de Negro Suddo B para identificar microrganismos com possivel
potencial para produ¢do de PHA. Cortés et al 23] realizaram uma selecdo de cepas produtoras
de P(3HB) em sedimentos marinhos oriundos de descarte de residuos de industria de conserva
de frutos do mar, utilizando a técnica de Negro Suddo B, obtendo micrografias indicando a
presenca de inclusdes lipofilicas. A identidade das inclusdes, P(3HB), foi confirmada por
testes analiticos.

Observando-se as micrografias da cepa C31 (Figuras 1 e 2), vé-se que a grande maioria
das células apresenta dois pontos negros, localizados um em cada pélo celular e, quando esta
presente um terceiro, localiza-se proximo ao centro da célula. Estes resultados estao de acordo
com estudos realizados com Beijerinckia indica que, no inicio do estdgio de acumulagao de
polimero, mostrou 98% de células contendo dois granulos de P(3HB) e algumas com trés
granulos, sendo um em cada pdlo e outro no centro da célulal!2l. Observacao similar também
foi realizada por Jendrossek!?¢l, que relatou que algumas bactérias, como Xanthobacter
autotrophicus, Caryophanon lattum, Rhodospirillum rubrum, Ralstonia eutropha e
Escherichia coli recombinante, também apresentaram o mesmo padrdo de formacdo dos
granulos de PHA no inicio do estdgio de formacdo; o autor sugeriu que um novo granulo pode
ser formado préximo ao local de formacgdo do septo de divisdo celular. Peters ¢ Rehm!27]
corroboraram esta afirmativa. Também Jendrossek, Selchow e Hoppert[!2! afirmaram que
célula com um terceiro granulo no estagio inicial de formagdao de PHA poderia estar préxima
da divisao celular. Aparentemente, o inicio da sintese de formacao dos granulos de PHA pode
ser diferente em diferentes bactérias, dependendo das classes de PHA sintases que este

microrganismo possuil26l,
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Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As cepas C31, 7070 e T125, que tiveram resultados positivos no teste de coloracao
com Negro Sudao B, para detec¢do de corpos lipofilicos, foram cultivadas, durante a fase 2 de
producdo, em meio F2, durante 48 h. Os resultados sdo mostrados na Figura 3. O meio F2,
além de possuir vdrios oligoelementos, possui uma maior correlagdo carbono/nitrogénio (em

relacdo a F1).

Cepa 7070 CepaTi125 Cepa C31(A)

Cepa C31(B) Cepa C31(C) Cepa C31(D)

Figura 3- Fotomicrografia por MET utilizando meio F2 na fase de acimulo de granulos, apds
48 h de cultivo.

Na Figura 3, observam-se resultados positivos para as trés cepas. Entretanto, nas
fotomicrografias das cepas 7070 e T125 podem ser vistos granulos pequenos e difusos,
principalmente na cepa T125, enquanto nas células da cepa C31 observam-se granulos
maiores € mais bem definidos (C31 A), corroborando os indicios observados pela coloragao
com Negro Suddo B em microscopia 6ptica. Tian et al.[28] também relataram em seu estudo da

cinética da formagdo dos granulos de PHB em Wautersia eutropha H16 (atualmente
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conhecida como Cupriavidus necator), utilizando MET, a presenca de pequenas inclusdes
semelhantes as verificadas nas cepas 7070 e T125, nas condi¢des testadas.

Nas diferentes fotomicrografias da cepa C31, Figura 3, observa-se a presenca nitida de
granulos, que sao reservas lipofilicas intracelulares, e que aparecem em MET como
corpusculos opacos elétron-densos (claros), o que € um forte indicio de serem de P(3HB)[23].
A quantidade de granulos observados por célula, na Figura 3, variou de 1 a cerca de 12 (C31
C), podendo ser vistas células com um utnico granulo grande ou varios granulos de tamanhos
variados, alguns chegando a medir 2,2 um em células com 3,3 um (C31 D); outros ocupam
quase todo o espago intracelular, mostrando que esta bactéria é capaz de acumular grande
quantidade de corpos lipofilicos. Esta diversidade também foi relatada por Anderson e
Dawesl®l, Tian et al.[28] e Berlanga et al.[2] ,

Alguns tipos de PHA, como o P(3HB), apresentam, segundo alguns autores, granulos
tipicosi3. No presente estudo, pdde-se observar grande semelhanga entre os granulos
presentes na cepa C31 e os granulos de P(3HB) observados por Lugg et al.[3!l; Jendrossek,
Selchow e Hoppert!!2! e Tian et al.[28] . Alguns autores defendem a idéia de que granulos PHA
com diferentes composi¢des quimicas apresentam diferentes morfologias e perfis numérico.
Segundo Loo e Sudeshl30l, existem diferencas entre células de Delftia acidovorans com
granulos de P(3HB) que sdo mais numerosos (mais que 7) e menores, € aquelas células com
P(BHB-co-3HV), cujos granulos sdo maiores € menos numerosos por célula, segundo os
autores ocupando quase o volume total da célula, no entanto isto ndo correspondeu a mais alta
quantia de polimero por célula; os granulos de P(3HB-co-3HV) foram menos denso do que
P(3HB) e P(4HB), respectivamente. Em nosso estudo, no entanto, podemos observar uma
heterogeneidade morfolégica e numérica para as células da cepa C31 crescida em uma mesma
condi¢do. Nas fotomicrografias da cepa C31 pode ser observado que células que acumulam

vérios granulos, 12, por exemplo, (C31 B e C31 C), apresentam geralmente 6 granulos
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maiores e 6 granulos com tamanho aproximadamente dez vezes menor. Holmes et al.[32]
relataram que Acaligenes eutrophus possui de 08 a 12 granulos de diferentes tamanhos,
enquanto Klinke et al.[3] mostraram que em Pseudomonas oleovorans geralmente possui 01
a 02 grandes granulos; Chrochemore34 mostraram que em Pseudomonas degradadoras de
agrotoxicos o ndmero variou de 1 a 13 granulos, porém sem grande variacdo de tamanho
dentro da mesma célula. Segundo Luengo et al.[351 e Rehm et al.[30], geralmente os granulos de
PHAs possuem de 0,2 a 0,5 um de didmetro e variam em nimero de 1 a 13. Outros autores,
como Anderson e Dawesl®, dizem que a quantidade pode ter uma varia¢do ainda maior, de 5 a
20 granulos por célula e que o didmetro pode variar entre 0,1-0,5 pm.

Outra observacao importante registrada na Figura 3, na fotomicrografia da cepa C31(A), é
o inicio da unido ou coalescéncia entre dois granulos adjacentes; na fotomicrografia cepa
C31(D) observa-se uma célula com estado mais avangado de coalescéncia de granulos. Tian
et al.[2*] também reportaram a unido de granulos adjacentes em Wautersia eutropha H16,
observados por MET. O tema coalescéncia de granulos de PHA € controverso e tem sido
discutido na literatura pertinente. Steinbuchel et al37l sugeriram que a presencga de fasinas na
membrana dos granulos de PHA preveniria a jun¢do dos granulos. Segundo Wieczorek et
al.38] que isolaram uma fasina GA24 em Alcaligenes eutrophus H16 localizada na membrana
que envolve os granulos, esta proteina afetaria o tamanho e o nimero de granulos de PHA na
célula de A. eutrophus. Para Poter et al.[3%], as fasinas ndo sdo esséncias para a acumulacio de
PHA, mas linhagens incapazes de produzir qualquer tipo de fasina acumulam um grande e
unico granulo de PHA, ocupando todo espaco disponivel na célula; a super expressdao de
PhaP levaria a formacgdo de varios pequenos granulos. Em nosso estudo, contrariamente,
observou-se simultaneamente os dois padrdes descritos, unico e volumoso granulo e varios

pequenos granulos, em células da cepa C31 cultivadas sob mesma condigao.
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Na micrografia cepa C31(B), da Figura 3, pode ser observado uma célula bacteriana
dividindo-se com o inicio da formacdo do septo. Como a célula filha possui, geralmente,
cerca de metade do tamanho da célula mae, apdés a divisd@o celular passamos a ter,
proporcionalmente, duas células com grande quantidade de material lipofilico acumulado.
Segundo Peters e Rehm[23], os granulos de PHA aumentam de tamanho, enquanto a atividade
da PHA sintase continua ligada aos granulos, mas ainda ndo foi determinado se os granulos
maiores sdo resultados da fusdo entre granulos adjacentes ou da continuidade da atividade
polimerizante da PHA sintase.

Na micrografia da Cepa C31(D), Figura 3, observa-se que as bactérias, quando acumulam
um unico e grande granulo, possuem tendéncia a forma ovdide; desta forma, proporcionam
maior espaco para aciumulo de grandes quantidades de PHA. Jendrossek, Selchow e
Hoppert[!12l observaram que células de Beijerinckia indica mais velhas, em repouso, tendem a
se tornarem ovoide quando abrigam, principalmente, um tnico granulo de PHA.

Os resultados de MET para células crescidas no meio F2 (fase 2), durante 48h, permitem
inferir que, dentre as cepas analisadas e nas condi¢des testadas, a cepa C31, para a qual foram
obtidos os melhores resultados, € boa acumuladora de granulos lipofilicos, sendo selecionada

para a continuidade dos estudos.

Determinacio da curva de crescimento celular da cepa C31

A determinac¢do da curva de crescimento ou multiplicagdo celular da cepa C31 na fase 1,
selecionada como mais promissora acumuladora de granulos lipofilicos pela MET, foi
realizada em meio F1. Este foi também o meio utilizado na fase 1 para as andlises de MET.

Na Figura 4 podem ser vistos os resultados.



62

_
o
|

©
|

»

Log UFC.mL"
S

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80

Tempo (h)

Figura 4. Curva de crescimento celular da cepa C31 no meio F1.

A curva obtida mostra que de zero a 2 h, as células passaram por uma curta fase de
adaptacdo as condi¢des do cultivo. Apds este periodo, iniciou-se a fase de crescimento
logaritmico, que ocorreu mais intensamente até a décima hora do cultivo; das 10 h até 24 h o
crescimento foi menos intenso. A partir de 24 h houve um longo periodo, que se estendeu até
48 h, sem aumento da populacdo bacteriana, caracterizando a fase estaciondria, na qual a cepa
atinge uma concentragdo celular constante em seu valor mdximo. Isto demonstra que a fonte
de carbono foi utilizada preferencialmente para manutencdo da viabilidade celular e,
possivelmente, para o acimulo de metabdlitos. Em 48 h de crescimento € encerrada a fase
estaciondria inicial, sendo verificada uma fase de declinio preliminar entre 48 h e 54 h,
quando parece ter inicio uma segunda fase estaciondria, que perdura até o ultimo tempo
monitorado, 72 h.

Segundo a literatura, a producao dos PHAs ocorre intracelularmente. Assim, em qualquer
produgdo, procura-se partir para a fase de acimulo com um cultivo com a mais elevada
concentracao possivel de células relativamente jovens. Em geral, recomenda-se que as células
estejam no final da fase de crescimento logaritmicol49, Assim sendo, o estudo da curva
permitiu selecionar o tempo de 24 h de cultivo, nas condicdes testadas, para finalizacdo da

fase 1 (multiplicacao celular) da producao.
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Acompanhamento por MET do acimulo de granulos da cepa C31

Apbs ter sido confirmada a capacidade de producdo e acimulo de granulos lipofilicos pela
cepa C31 (Figura 3) e determinada sua curva de crescimento (Figura 4), foi realizado um
acompanhamento, por MET, do actimulo de granulos ocorrido desde o final da fase 1 (tempo
zero da fase 2), até 72 h de incubagdo. O meio utilizado na fase 2, meio F3, foi escolhido por
tratar-se de meio tradicional para cultivo de Beijerinckia sp.[*ll. Na Figura 5 podem ser

observados os resultados obtidos.

Figura 5- MET da cepa C31 para acompanhamento do acimulo de granulos lipofilicos em
células cultivas nos meios F1, durante 24 h (fase 1), e F3 (fase 2) em diferentes tempos.
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Na Figura 5 pode ser observado um aumento progressivo na formagao dos granulos com o
passar do tempo. E possivel observar-se também que ja no final da fase de multiplicagio
celular (fase 1), que corresponde ao inicio da fase de acimulo de polimero (fase 2, 0 h),
ocorreu formagao dos granulos. Ja é conhecido que algumas bactérias necessitam de uma fase
de multiplicacdo celular sem limitacao de nutrientes, com objetivo de formac¢ao de um cultivo
com alta densidade celular, seguida de outra fase de acimulo do polimero, com limitacao de
um nutriente essencial ao seu crescimento e com excesso da fonte de carbono; este acimulo
ocorre geralmente no final da fase de crescimento (log) ou no inicio da fase estaciondria de
crescimento bacteriano. Entretanto, um segundo tipo de bactéria ndo necessita de limita¢ao de
nutriente essencial para o acumulo de PHA, e a producdo de polimero ocorre ja na fase de
crescimento exponencial(424041, Conforme observagdes acima, podemos sugerir que este
microrganismo nao ¢é estritamente dependente da limitacdo de um nutriente essencial para
iniciar o acimulo de granulos.

Em 0 h, as células possuiam, em sua maioria, formato ovéide e acumularam um menor
nimero de granulos. Com o passar do tempo, ocorreu um aumento no nimero de granulos por
célula, bem como uma tendéncia de modificacdo do formato celular de ovoéide para cilindrico.
A alteracdo do formato ovéide para cilindrico contraria o sugerido por Jendrossek, Selchow e
Hoppert!'2l; segundo observaram estes autores, as células jovens de B. indica é que teriam
formato cilindrico ou de bastonete, enquanto que as células maduras passariam ao formato
oval. Tian, Sinskey e Stubbel?8] também relataram a tendéncia de células bastonetes
tornarem-se ovodides principalmente quando da presenca de um tnico grande granulo.
Podemos inferir que, para a cepa C31, o formato celular parece estar mais relacionado ao
tamanho e nimero de granulos presentes nas células do que a fase de desenvolvimento ou

idade.
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Como se verificou o acimulo de granulos ja no final da fase 1, optou-se por testar também
tempos de incubagdo menores para a fase 1, a saber: 15 h, 20 h e, novamente, 24 h. Como em
geral o tamanho dos granulos foi menor do que o verificado nas células cultivadas no meio F2
(Figura 3), optou-se também pela reutilizacdo do meio F2 e teste de um novo meio, F4. Os
resultados para MET da cepa C31, cultivada nos meios F2 e F4, em 48 h, sdo mostrados na

Figura 6.

A) Fase 1 15h; Meio F4

B) Fase 1 20h; Meio F4 C) Fase 1 24h; Meio F4

b

E) Fase 1 20h: Meio F4  F)Fase 124h: Meio F4
" ’ '

I} Fase 1; 24h Meio F2

J)Fase 1 15h; Meio F2 K) Fase 1 20h: Meio F2 L) Fase 1 24h: Meio F2

Figura 6 - MET da cepa C31 para acompanhamento do acimulo de granulos lipofilicos em
células cultivas nos meios F1 durante diferentes tempos (fase 1) e por 48 h nos meio F2 e F4,
respectivamente.
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A Figura 6 mostra ndo haver diferencas quanto ao nimero e tamanho dos granulos
provocadas pelos tempos de incubagdo de 15, 20 ou 24 h na fase 1, para os dois meios
testados, F2 e F4. Levando-se em conta a curva de crescimento desta cepa (Figura 4),
podemos sugerir que nao houve diferencas na formagdo dos granulos de PHA provocadas
pela utilizacdo de cultivos da fase 1 de producdo com células ainda na fase de crescimento
exponencial ou no inicio da fase estaciondria de crescimento celular.

Ja o meio utilizado na fase 2 influenciou o acimulo de granulos. O meio F4 propiciou a
formacdo de granulos maiores, com até 3um (fotomicrografia D). Considerando o nimero de
granulos por célula, observa-se que o ndmero varia de 1 (fotomicrografia B) a 7 granulos
(fotomicrografia C), enquanto que no meio F2 a variacdo foi de 1 (fotomicrografia I) a 13
granulos (fotomicrografia G). Os resultados de acimulo de granulos verificados no meio F4
sdao iguais a alguns dos melhores encontrados na literatura, estando de acordo com os
verificados por XU et al.[43], Tian, Sinskey e Stubbel28] ¢ Berlanga et al.[29]

As fotomicrografias A, B, C, D e F da Figura 6 mostram diversas células lisadas com seus
granulos livres no meio. A fotomicrografia E mostra o inicio do rompimento da membrana de
uma célula. Xu et al.[*3] relataram imagens de MET de cultivos para obtencdo de PHB com
70 e 82 h. Segundo eles, neste periodo toda fonte de carbono, a glicose, ja teria sido
consumida; no entanto, prosseguiram a fermentacdo afim de avaliar a autdlise celular e
liberagdo dos granulos de P(3HB) no meio de cultivo. No presente trabalho, como serd
demonstrado no item subsequente, os cultivos celulares da cepa C31, mesmo em 72 h de
incubacdo nos meios F2, F3 ou F4, ainda apresentavam conteido minimo de 15 g.L'lde
glicose. Entretanto, nos cultivos com o meio F4, onde verificou-se sensivelmente o fendmeno
de lise celular, foi detectado o maior consumo de glicose (Figura 7 D).

Com o processo de acumulo do polimero as células tendem a mudar sua forma para

acomodar melhor estes granulos de reserva e aumentam de tamanho. Existem também
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diferencas na parede celular de espécies diferentes de microrganismos; com as centrifugacdes
as células podem ser rompidas.

Segundo Jendrossek#4! os granulos de PHA possuem estruturas biossintéticas, catabdlicas,
proteinas reguladoras e vdrias atividades enzimadticas. S3o envolvidos por uma
membranal43-46471, Indicando que estas estruturas nao sdo simples inclusdes celulares de
material de reserva de energia e sim organelas celulares e propds uma denominacdo de
“Carbonossomas”. Isto estd em acordo com a definicdo de organelas celulares proposta por
Pelczar et al.[*8], em que as organelas sdo estruturas envolvidas por membrana que realizam
funcdes especificas, e também por Tortora, Funke e Casel*], segundo os quais as organelas
celulares sdo estruturas com formato especifico e funcdes especializada, sendo caracteristicas

de células eucaridticas.

Producio celular e acimulo de P(3HB) para determinacdes analiticas

Analisou-se, comparativamente, a evolu¢do da massa celular seca, da concentracdo de
substrato no caldo fermentado, o conteudo de P(3HB) e a concentragdo deste polimero pela
cepa C31 em trés diferentes meios, F2, F3 e F4. Os resultados estdo na Figura 7.

Em todos os meios testados foi utilizada a glicose, 40 g.L"' como fonte principal de
carbono. O meio F2 foi utilizado anteriormente na obtengdo de células para analise por MET,
tendo sido confirmado por esta andlise a capacidade da cepa C31 em acumular granulos
lipofilicos (Figura 3) quando cultivada nesse meio. O meio F3 é um meio tradicional,
recomendado em cultivos de Beijerinckia sp!*ll- Possui como caracteristicas principais a
presenca de nitrogénio organico oriundo da triptose e extrato de levedura, que sdo fonte de
aminodcidos e vitaminas do complexo B, e os macroelementos fosfato, potdssio e magnésio.

No meio 4, a semelhanca do meio 2, foi utilizada a uréia como fonte de nitrogénio orgéanico;
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possui como caracteristicas distintivas a presenca de citrato e oligoelementos e auséncia dos
macroelementos potdssio e fosfato.

Através do acompanhamento da multiplicacdo celular, realizado por determinagao
gravimétrica da massa celular seca (MCS) (Figura 7 A), verificou-se um perfil de crescimento
similar nos meios F2 e F4; ja o meio F3 resultou num perfil um pouco diferenciado. Em todos
0s meios observou-se um crescimento da massa celular mais acentuado nas primeiras 24 h;
entre 24 e 48 h, ocorreu uma redugdo no nivel de crescimento, em relacdo ao periodo anterior,
de modo mais acentuado no meio F4; de 48 a 72 h, nos cultivos com os meios F2 ¢ F4, a
reducdo foi ainda maior que no periodo anterior, enquanto que o cultivo no meio F3 manteve
o crescimento. Entretanto, ndo foi detectado o inicio da fase de declinio celular em nenhum
cultivo até o tempo final analisado, 72 h. Todos os cultivos tiveram uma baixa densidade
celular, traduzida em massa celular seca, que variou de 0,45 g.L. a 2,75 g.L ao final do cultivo,
sendo obtido o melhor resultado com o meio F4. A literatura reporta valores 3,19 g.LI50]; 3,81
gLl e 12,80 g.Lb21 .

O consumo de substrato num cultivo celular para manutencdo das células e sintese de
produto € normal e esperadol*8l. No presente estudo, o substrato e fonte de carbono principal
em todos os meios foi o acucar redutor glicose. Observou-se que o consumo, verificado
através da concentracdo no meio, ocorreu diferentemente nos 3 meios (Figura 7 B). Nos

cultivos com os meios 3 e 4 ocorreu a maior reducdo, para cerca de 26 g, nas primeiras 24 h.
No meio F4, foi registrado a maior reducdo nas 48 h, de 26,3 para 15,9 g.L-1, sendo que nas
24 h seguintes a concentracdo de glicose foi maior, passando de 15,9 g.L-l,em 48 h, para

valores de 22,9 g.L-1, em 72 h, final do cultivo. Isto se deve ao fato desta bactéria produzir
um Exopolissacarideo, que também sofre hidrdlise liberando actcares redutores!16-53]
interferindo na medicao. Todos os caldos fermentados tiveram concentragdo final similar, ao

redor de 25 (g.L'l).
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Figura 7 - Evolu¢do da concentragao da biomassa (A), evolucao da concentracdo de actucares
no meio de cultivo(B), porcentagem de acimulo de P(3HB) (C),evolu¢do da concentragcdo de
P(3HB) g.L"' (D) para os meio F3,V e F2, utilizando a cepa de Beijerinckia sp. C31.

Os resultados de percentual P(3HB) em relacdo a massa celular imida de concentragdo de
P(BHB) em relacdo ao volume de caldo fermentado podem ser vistos na Figura 7 C e D,
respectivamente. A maior concentragdo de P(3HB) ocorreu em 72 h de cultivo utilizando-se o
meio F4, sendo 0,93 g.L'l, com um conteido de 34%, seguido do meio F2 com 0,64 g.L'1 e
com um contetdo de 24.8% e meio F3 com 0,48 g.L'1 e com um contetido de P(3HB) de 20%
(Figura 7 D e C). Embora a massa celular seca seja bem similar entre os meios F2, F3 e F4 em
72 h, a concentracdo de P(3HB) foi diferente. Isto reflete diferentes niveis ou percentuais de
acumulagdo, conforme pode ser verificado na Figura 7 C. Os resultados mais elevados obtidos
com a utilizacdo do meio F4 podem ser devido a utilizacdo do citrato neste meiol>4l, visto ser
este um importante intermedidrio do Ciclo do 4cido citrico na acumulacao de P(3HB)>51. A

elevada concentracdo de nitrogénio, presenca de oligoelementos e auséncia dos
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macroelementos potdssio e fésforo também parece ter influenciado. Aparentemente, o
processo de sintese de P(3HB) ocorreu associado também a multiplicacdo celular, segundo o
modelo proposto por Leel40].

A producao de PHB € parcialmente dependente da quantidade de células, pois a produgao
e acimulo de polimero sdo intracelulares, mas como pode ser observados, cultivos com
resultados semelhantes de MCS (Figura 7 A) tiveram resultados diferenciados para percentual
(Figura 7 C) e concentragao de P(3HB) (Figura 7 D), em func¢do do meio. No estudo de
producdo de P(3HB) pdde-se verificar que o meio de producdo F4, rico em nitrogénio, citrato,
oligoelementos e livre dos macroelementos potdssio e fosfato, contribuiu para um maior

acumulo de P(3HB) em percentual e também para produzir granulos maiores (Figura 6 D).

Identificacdo por Cromatografia Gasosa do polimero produzido

A Cromatografia Gasosa é comumente usada para detec¢ao e dosagem de PHB 561, pois é
um método que apresenta rapidez e reprodutibilidade nos resultados utilizando quantidades
pequenas de amostras na ordem de 10” g. L1191,

Para verificar a identidade do material armazenado intracelularmente pela cepa C31,
foram comparados os tempos de retencdo dos picos obtidos nos cromatogramas das amostras
dos polimeros produzidos pela cepa C31 nos meios F2, F3 e F4 em 72 h com o cromatograma
do padrao (Figura 8). Analisando os cromatogramas, observamos que os picos encontrados
nas amostras conferem com pico referente ao éster proveniente do P(3HB) de grau analitico
derivatizado utilizado como padrdo. Os picos com tempo de retencio em 8 e 9,4 min
correspondem, respectivamente, ao éster derivado do P(3HB) e ao 4cido benzdico, utilizado
como padrdo interno. O pico com tempo de retencdo de 8,9 min pode ser referente a um

produto de degradagdo do éster.
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Figura 8- Cromatogramas do material lipofilico acumulado pela cepa C31 nos meios F2, F3 e
F4 em 72 h e do padrdo derivatizados. (1) padrdo interno e (2) HB.

Formacao do Filme de P(3HB)
Com material lipofilico extraido de células da cepa C31 cultivadas durante 72 h no meio

F2 foi preparado um filme polimérico. O resultado pode ser observado na Figura 9.

Figura 9- Fotografia do filme de P(3HB) extraido de células da cepa C31 e obtido por
evaporacao lenta.
Fonte: o autor

O modo e tempo de evaporacdo do solvente influenciaram na textura do filme polimérico;

foi observado que quando a evaporacdo do solvente era rapida, em placa de petri aberta, o

filme polimérico ficava com uma textura rugosa; optou-se entdo pela evaporagdo lenta do
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solvente dentro de uma placa de petri fechada, segundo metodologia de (DALCANTON,

2006)1521.

O filme formado foi utilizado na analise de Infravermelho.

Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A identidade quimica do filme formado a partir do polimero extraido foi confirmada por
Espectrometria no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR). As principais bandas
obtidas foram analisadas e o espectro FT-IR € mostrado na Figura 10.

O espectro apresenta as bandas caracteristicas do P(3HB): intensa banda a 1721 cm’
devido a deformacdo axial da Ligagdo C=0 no grupo éster; deformagdo axial assimétrica e
simétrica da ligagdo C-H no grupo metil em 2975 e 2874 cm™'; deformacio assimétrica da
ligagdo C-H no grupo metileno em 2933 cm™ ; deformacdo angular assimétrica e simétrica da
Ligacdo C-H no grupo metil em 1453 e1379 cm™ ; deformacio axial da ligacdo C-O no grupo
éster em 1221 cm™. As bandas caracteristicas identificadas no biopolimero obtido neste
estudo estdo de acordo com os reportados na literatura por, Thakor, Trivedi e Patel 571 e Xu et

al.[581 para P(3HB).
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Figura 10- Espectro FT-IR para o polimero produzido pela cepa C31 no meio F2.
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Conclusao

A bioprospeccao realizada com 7 cepas de Beijerinckia sp. permitiu selecionar a cepa
C31, produtora de P(3HB).

A microscopia Optica é uma ferramenta inicial eficaz na selecdo de microrganismos
acumuladores de granulos lipofilicos.

Observa-se otima correlacdo entre os dados obtidos pela microscopia eletronica e os
resultados de contetido e concentragdo de P(3HB).

A cepa C31 acumula granulos em quantidade e tamanhos variados.

As células com acimulo de varios granulos mostram a tendéncia de mudar a morfologia
ovéide para a de bacilo, ja células com um unico e grande granulo tendem a se tornarem
ovoides.

A cepa C31 € habil em acumular P(3HB) a partir da utilizacdo de glicose como substrato.
No meio F4 acumulou uma concentracio de P(3HB) de 0,93 g.L"!, correspondendo a 34 % do
material celular seco;

A espectrometria na Regido do Infravermelho com transformada em Fourier (FT-IR)
mostrou bandas caracteristicas do P(3HB), confirmando que o biopolimero sintetizado pela
cepa C31 e quantificado por Cromatografia Gasosa € realmente P(3HB).

A cepa C31 apresenta um elevado potencial para producdo de P(3HB) em escala

industrial.
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4 CONCLUSOES

A bioprospeccado de microrganismos produtores de P(3HB) entre cepas de
Beijerinckia sp. mostrou-se eficiente, sendo que a presenca de granulos, o numero e
tamanho destes permitem concluir que a cepa C31 apresenta um elevado potencial
para producado de P(3HB) em escala industrial. Trabalhos futuros complementardo a
otimizacao das estratégias de cultivo para produgéo do biopolimero

As andlises de CG e FT-IR comprovaram que os granulos observados em
MET sintetizados no meio testado constituem-se de P(3HB).
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5 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS

- Realizacao de experimentos em uma escala superior para producdo de PHAs, em
bioreator de bancada para producéo de P(3HB) ;

- Realizar a modificacdo geneticamente dos isolados selecionados com insercéo de
genes para sintese de PHA, a fim de ampliar a producao do polimero;

- Caracterizar o polimero e analisar sua distribuicdo de massa molar;

- Realizar experimentos visando a obtencdo de copolimeros para melhorar as
propriedades do P(3HB).
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