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Resumo

DE MATOS, Bruno Moisés. ANALISE DE DEGRADACAO EM SOLO DE POLI(3-
HIDROXIBUTIRATO) DE Ralstonia solanacearum. 2015. 66 FOLHAS. Trabalho de
Conclusdo de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade
Federal de Pelotas.

Atualmente, esforgos em prol do meio ambiente tem se tornado um foco importante
de investimentos e pesquisas, destacando-se a substituicdo de plasticos derivados
do petroleo por opcgbes biodegradaveis e biocompativeis que perdurem menos
tempo na natureza e, assim, gerem menos impacto ambiental. Os
polidroxialcanoatos (PHAS) sdo polimeros produzidos por bactérias em situacdes de
excesso energético, servindo como reserva em situacdes desfavoraveis ao
crescimento. O poli(3-hidroxibutirato), P(3HB), é o mais estudado dentre os PHAs, e
possui propriedades que possibilitam sua aplicacdo como substituto direto do
polipropileno (PP). O objetivo deste trabalho foi analisar de degradag¢éo do P(3HB)
sintetizado por Ralstonia solanacearum em condigbes varidveis de solo. O
rendimento da producdo de P(3HB) foi determinado, bem como o consumo de
glicose pela bactéria durante a fase de producdo. A extracdo do polimero foi
realizada com solvente organico cloroférmio, e os filmes poliméricos produzidos
geraram 64 amostras que foram aplicadas em quatro condicBes de solo diferentes,
as quais sao: controle; solo comum; solo inoculado com R. solanacearum e solo
inoculado com Bacillus megaterium. Outras 64 amostras de P(3HB) comercial foram
produzidas e submetidas a degradacdo como comparativo. As amostras foram
retiradas do solo, em triplicata, apés um periodo de 30 dias, tendo sua perda de
massa total e espessura mensuradas. Os demais periodos de 60, 90, 120 e 150 dias
terdo suas andlises realizadas futuramente. Os resultados demonstraram que ndo
houve variacdo estatistica ha massa das amostras de P(3HB) nos 30 primeiros dias
de experimento, pressupondo-se que o processo degradativo comecara no decorrer
do experimento.

Palavras-chave: Biopolimeros; Poli(3-hidroxibutirato); Fermentacdo; Ralstonia
solanacearum; Biodegradabilidade; Degradacéo.



Abstract

DE MATOS, Bruno Moisés. ANALYSIS OF DEGRADATION IN SOIL OF POLY(3-
HYDROXYBUTYRATE) FROM Ralstonia solanacearum. 2015. 66 PAGES. Trabalho
de Conclusdo de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade
Federal de Pelotas.

Currently efforts for the environment has become a major focus of investment and
research, especially replacing of petroleum plastics by biodegradable and
biocompatible options, that last less time in nature and thus generate less
environmental impact. The polyhydroxyalkanoates (PHAS) are polymers produced by
bacteria when in energy excess, serving as a reserve in opposite situations. The
polyhydroxybutyrate [P(3HB)] is the most studied among PHAs, and has properties
that enable it's application as a direct replacement for polypropylene (PP). The
objective of this work was the degradation analysis of P(3HB) of Ralstonia
solanacearum in variable soil conditions. The yield of production of P(3HB) was
determined, so as the consumption of glucose by bacteria during the production
phase (fermentation). The extraction of the polymer was carried with organic solvent,
chloroform, and the produced polymer films generated 64 samples, that were applied
to 4 different soil conditions: control; common soil; soil inoculated with R.
solanacearum; Soil inoculated with Bacillus megaterium. Other 64 samples od
commercial P(3HB) were produced and subjected to degradation as a baseline. The
soil samples were taken in triplicate, after a period of 30 days, having a total mass
loss and thickness measured. The remaining periods of 60, 90, 120 and 150 days will
be analyzed hereafter. The results showed no statistical change in mass of the
samples of P(3HB) in the first 30 days of the experiment, assuming that the
degradation process will begin during the experiment.

Keywords:  Biopolymers;  Poly(3-hydroxybutyrate);  Fermentation;  Ralstonia
solanacearum; Biodegradability; Degradation.
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1. INTRODUCAO

A realidade atual da humanidade € de mais de 7 bilhdes de pessoas
(POPULATION REFERENCE BOREAU, 2015), as quais diariamente e
cotidianamente consumem produtos em grande quantidade, muitas vezes,
associados a plasticos. O advento moderno trouxe o uso de plasticos derivados do
petréleo para diversas aplicagfes, por sua durabilidade e dinamicidade de aplicacgéo,
estando os plasticos hoje presentes em praticamente quaisquer de nosSsoS
aparelhos, utensilios, objetos e embalagens descartaveis. O volume de consumo
desses materiais gera automaticamente um enorme volume de descarte, o qual polui
diretamente o ambiente e demora centenas de anos para decompor-se (LUENGO et
al., 2003).

Buscando solucbes ecologicamente corretas para o problema, pesquisas tem
se voltado para os bioplasticos, plasticos biodegradaveis e biopolimeros
microbianos, os quais possuem varias caracteristicas quimicas e fisicas similares a
alguns derivados fosseis utilizados na industria (BRITO et al., 2011). Dentre tais
candidatos, os polihidroxialcanoatos (PHAs) destacam-se por propriedades
biolégicas importantes, como a rapida biodegradabilidade e biocompatibilidade, ou
seja, € um composto atoxico para seres vivos em geral (CHEN, 2010). Tais

caracteristicas permitem que esses polimeros integrem-se aos ciclos biologicos



15

naturais de elementos como o carbono e o nitrogénio, apds sofrerem processo de
degradacéao (LEE, 1996).

O poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)] € um biopolimero da familia dos PHAS, com
propriedades muito proximas as do polipropileno (PP) e conhecido por ser produzido
por diversas espécies bacterianas, originalmente como reserva carbonica (GOUDA
et al., 2001).

Sabendo-se que biopolimeros possuem alta degradabilidade quando
comparados a plasticos petroliferos, faz-se necesséario que produtos produzidos
sejam padronizados e avaliados quanto a essa propriedade, em diferentes
condicbes (ROSA et al., 2002). A presenca de microrganismos que possuam
enzimas hidroliticas, ou mesmo depolimerases especificas, facilita o processo de
degradacdo, gerando assim moléculas que integram-se aos ciclos biolégicos
(JENDROSSEK & HANDRICK, 2002).

A partir da necessidade de determinacéo do tempo de degradacéo do P(3HB)
produzido pela bactéria Ralstonia solanacearum, foi realizado um experimento no
qual, amostras do biopolimero em estudo e de um polimero comercial foram
submetidas a degradacdo em solo e comparadas quanto a seu potencial de
degradacéo, objetivando-se determinar a porcentagem de perda de massa do

polimero produzido.
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Este Trabalho de Conclusdo de Curso foi realizado durante o periodo de
estagio curricular supervisionado, no periodo de 5 de agosto a 10 de dezembro de
2015, no Laboratério de Biopolimeros, Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico
(CDTec), Campus Capao do Ledo da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL),

sendo este o periodo correspondente a realizacdo dos experimentos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BIOPOLIMEROS

Dentre as substancias mais utilizadas pelo ser humano, pode-se destacar a
presenca do petréleo e de seus derivados poliméricos, dentre eles os plasticos,
largamente utilizados na industria, comércio e cotidiano, sendo exemplos, o
polipropileno (PP), o polietileno (PE), o poli(tereftalato de etileno) (PET) e o
poli(cloreto de vinila) (PVC). Com a populacdo mundial em 7,3 bilhdes de pessoas
(POPULATION REFERENCE BOREAU, 2015), o consumo desses materiais tem
atingido niveis alarmantes, gerando mais de 150 milhdes de toneladas de residuos
nao biodegradaveis ao ano.

Plasticos de origem fossil sdo recalcitrantes para a microbiota do solo em que
se encontram, levando mais de 100 anos para se degradar, e mesmo polimeros
biodegradaveis disponiveis atualmente ainda demandam maiores avancos na
producédo e na relagdo custo beneficio (REDDY et al., 2003).

O aumento do preco do petréleo aliado a um avanc¢o da cultura ambiental tem
proporcionado olhares de grande interesse a uma classe que pode futuramente
substituir os plasticos, os biopolimeros (LUENGO et al., 2003).

Os biopolimeros sao materiais formados por mondmeros obtidos a partir de
um organismo vivo, podendo apresentar diversas propriedades e aplicacdes, como a

alta resisténcia e biocompatibilidade dos bioplasticos (TORINO, 2015).
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Dentre os bioplasticos, mais de 160 tipos de materiais ja foram catalogados e

analisados (LUENGO et al., 2003), dentre esses os PHAs (SUDESH, 2000), além de

outros compostos como amido e blendas poliméricas. Biopolimeros bacterianos séo

obtidos de forma geral através do metabolismo de diversas bactérias, capazes de

converter fontes de carbono em biopolimeros de alta biodegradabilidade e

biocompatibilidade e, portanto, possibilidades de larga aplicacdo na industria

alimenticia e na area da saude (MOSCOVICI et al., 2015).

Estudos demonstram que é possivel elevar a producdo de biopolimeros por

microrganismos em laboratorio a rendimentos de até 90% da massa celular seca

(SUDESH, 2000), o que configura grandes possibilidades futuras de producao

industrial, em especial bioplasticos, mediante o conhecimento de suas propriedades

funcionais como a cristalinidade e resisténcia, e estabelecimento de producéo

economicamente rentavel.

2.1.1. POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAS)

Os polihidroxialcanoatos sédo poliésteres sintetizados e acumulados por

microrganismos, na forma de granulos intracelulares de reserva energética e

carbbnica, que apresentam biocompatibilidade e biodegradabilidade, gerando

grandes interesses em sua aplicacao (Figura 1) (DOI, 1990).
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Figura 1 - Microscopia Eletrénica de Transmissdo demonstrando o acumulo de PHAs em granulos

citoplasmaticos de Cupriavidus necator (Fonte: SUDESH et al., 2000).

Comumente sdo formados por cadeias curtas, de 3 a 5 carbonos,

denominadas short-chain length PHA (cadeias curtas; scl-PHA), ou cadeias médias,

com 6 a 14 carbonos, denominadas medium chain length (cadeias médias; mcl-

PHA) (JENDROSSEK et al., 2009), compondo a parcela mais estudada dentre os

biopolimeros.

A descoberta de como as bactérias sdo capazes de acumular polimeros se

deu em 1923, a partir das pesquisas lideradas por Leimogne, que identificou a

presenca de acido 3-hidroxibutirico em culturas de Bacillus megaterium lisadas,

assim concluindo que a origem do &cido estava no acumulo de poli(3-hidroxibutirato)

no interior das bactérias. Mais tarde, foi descoberto que a inducédo desse processo
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se dava pela alta concentracdo de carboidratos, juntamente com a auséncia ou
limitacdo de um nutriente, como Fésforo, Enxofre ou Nitrogénio, visto que o polimero
serve como reserva energética para a bactéria (LEIMOGNE, 1926).

Por apresentarem propriedades suficientemente similares aos plasticos
convencionais, ou seja, termoplasticidade, resisténcia, impermeabilidade e
cristalidade, os PHAs apresentam-se como alternativa vidvel aos mesmos
(MADISON & HUISMAN, 1999; CROCHEMORE et al., 2012).

Dentre os PHAs, o mais estudado € o poli(3-hidroxibutirato) e suas formas
combinadas com outros mondmeros, como o0 poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) [P(3HB-co-3HV)] e o poli(4-hidroxibutirato) [P(4HB)]. Também outras
variantes do P(3HB) foram desenvolvidas a partir da variacdo do numero de
carbonos presentes nos mondmeros (hidroxipentanoatos, hidroxihexanoatos,
hidroxiheptanoatos, etc), a fim de alcancar as propriedades desejaveis para a
aplicacédo do biopolimero (REDDY et al., 2003).

Atualmente oito vias metabdlicas diferentes sdo conhecidas na producéo

bacteriana de PHAs (Figura 2).
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Figura 2 - llustracéo das oito vias metabdlicas conhecidas atualmente ligadas a producao de PHAs

por bactérias. Adaptado de CHEN et al., 2010.

Tais vias tem como pontos em comum o Acetil-CoA, coenzima responséavel

por suprir as necessidades de 3-hidroxialcanoil-CoA as varias vias que o utilizam

para formacao de PHAs, e as enzimas responsaveis pela sintese dos PHAs, as PHA

sintases, em conjunto a outras enzimas componentes dos ciclos metabdlicos

relacionados. Além das PHA sintases, 0os microrganismos capazes de produzir PHAs

possuem uma depolimerase, que age para a rapida degradacdo desses polimeros

em caso de necessidade energética (CHEN, 2010).
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As propriedades dos PHAs variam muito de acordo com a composi¢ao dos
mondmeros constituintes, havendo maior resisténcia e rigidez em homopolimeros. A
cristalinidade varia da mesma forma, dentre 55 e 80% (DOI, 1990; LEE, 1996).
Apesar da total biocompatibilidade e biodegradabilidade, alguns PHAs, com excecéo
do P(3HB), apresentam como problematica de producéo o fato de seus pontos de
degradacdo e fusdo térmica serem proximos, o que dificulta a modelagem do
polimero sem que haja perdas no processo (LEE, 1996).

Dentre o0s principais obstaculos para a perpetuacdo dos PHAs como
polimeros de aplicagdo industrial e para o cotidiano, destaca-se o custo produtivo,
dependente do rendimento, fonte carbbnica e condicdes operacionais de
fermentacao, e também os custos relacionados ao processo de extracdo e obtencdo
do biopolimero, geralmente dependentes do uso de um solvente organico (SUDESH

et al., 2011).

2.1.2. POLI(3-HIDROXIBUTIRATO)

O P(3HB) e seus copolimeros sdo os poliésteres mais estudados dentre os
PHAs, compostos inicialmente de 4 atomos de carbono. Atualmente sua producao é
conhecida em cerca de 75 espécies de diversos géneros como forma de reserva

energética e carbonica, a exemplo dos géneros Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus,
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Ralstonia, Rhizobium, Rhodospirillum e Pseudomonas, dentre outros (BHAGOWATI
et al., 2015).

Algumas propriedades do P(3HB) sdo semelhantes as do polipropileno (PP),
como insolubilidade em agua, alta cristalinidade e alto grau de polimerizacéo, além
da proximidade das temperaturas de fusdo de ambos (ANDERSON & DAWES,
1990; REDDY et al. 2003). Além disso, os pontos de fusdo e degradacao do P(3HB)
(180 °C e 220 °C, respectivamente) apresentam uma distancia térmica suficiente
para o0 manuseio do material sem maiores preocupacdes com a degradacao
(DUARTE et al., 2004).

A via metabdlica de sintese do P(3HB) mais utilizada € composta de trés
reagOes catalisadas por trés enzimas diferentes, codificadas pelo operon PhbCAB

(Figura 3).
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Figura 3 - llustracdo do operon PhbCAB e respectivas enzimas envolvidas na rota comum de

produc&o de P(3HB) (MADISON & HUISMAN, 1999).
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A primeira reagdo consiste na condensacdo de dois Acetil-CoA em
Acetoacetil-CoA, catalizada pela enzima B-cetotiolase (gene PhbA). A segunda
reacdo € uma reducgédo, na qual é formado o (R)-3-hidroxibutiril-CoA através da acéo
da acetoacetil-CoA redutase (gene PhbB) e por fim, a enzima PHB sintetase (gene
PhbC) utiliza os mondémeros de (R)-3-hidroxibutiril na polimerizacdo do P(3HB). O
operon PhbCAB comumente € precedido de promotores sensiveis a variagdo de
concentracdo de nutrientes e minerais como fosforo, magnésio, potassio e
nitrogénio, motivo pelo qual a restricdo de algum desses componentes é comum em
protocolos de produc¢ao de P(3HB) (MADISON & HUISMAN, 1999).

Além das aplicacdes relacionadas a substituicdo de plasticos fosseis na
producdo de embalagens e recipientes, o P(3HB) também apresenta aplicabilidade
nas areas médica e farmacéutica. Na area médica é aplicado como material
biocompativel para moldes e filmes utilizados em processos de tratamento ou
cirurgia dentaria e 6ssea. J4 na area farmacéutica, tem sido estudado como matéria-
prima de sistemas de entrega de farmaco (drug delivery) controlado através de
microcapsulas, microesferas e filmes de aplicacdo topica (BORNATSEV et al.,

2007).
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A grande maioria dos géneros bacterianos, cuja producdo de P(3HB) é

conhecida, esta ilustrada na Tabela 1.

Tabela 1. Lista de alguns dos géneros acumuladores de P(3HB). Fonte: HA, 2001.

Acinetobacter
Actinomycetes
Alcaligenes
Aphanothece
Aquaspirillum
Azospirillum
Azotobacter
Bacillus
Beggiatoa
Beijerinckia

Caulobacter

Gamphosphaeria
Haemophilus
Halobacterium
Hypomicrobium
Lamprocystis
Lampropedia
Leptothrix
Methylobacterium
Methylocystis
Methylosinus

Micrococcus

Photobacterium
Pseudomonas
Rhizobium
Rhodobacter
Rhodospirillum
Sphaerotillus
Spirillum
Spirulina
Streptomycetos
Syntrophomonas

Thiobacillus

Chlorofrexeus Microcoleus Thiocapsa
Chlorogloea Microcystis Thiocystis
Chromatium Moraxella Thiodictyon
Chromobacterium Mycopana Thiopedia
Clostridium Nitrobacter Thiospa

Derxia Nitrococcus Vibrio

Ectothiorhodospera Nocardia Xanthobacter
Escherichia Oceanospirillum Zoogloea
Ferrobacillus Paracoccus

Ademais, atualmente novas alternativas de produgdo Vvém sendo

desvendadas, como a utilizacdo de engenharia genética para manipulacédo produtiva

do P(3HB) em bactérias e a utilizacdo de biobalistica para implantacdo de genes de

producdo em plantas (BHATIA et al., 2015; PARVEEZ et al., 2015).

Em termos gerais, os microrganismos produtores sdo agrupados de acordo

com o tamanho das cadeias poliméricas que produzem, ou ainda, em dois grupos

distintos, sendo o primeiro formado pelos microrganismos que, para producdo do
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biopolimero, dependem da ativacdo de um promotor ligado a um nutriente que

normalmente € limitado durante o processo produtivo, como 0s géneros Ralstonia e

Bacillus, e 0 segundo grupo correspondente as bactérias que ndo dependem desse

fator e produzem o biopolimero durante o crescimento, a exemplo de cepas

recombinantes ou engenheiradas de Escherichia coli e algumas espécies de

Pseudomonas (REDDY et al., 2003; BHATIA et al,. 2015).

Para a selecdo de bactérias produtoras de P(3HB), deve-se levar em

consideracdo fatores relacionados ao rendimento de polimero, como a taxa de

crescimento bacteriano, a taxa de consumo de uma fonte de carbono,

(preferencialmente de baixo custo), a taxa de sintese polimérica da estirpe em

questdo e maximo acumulo de polimero possivel, visando um rendimento que

viabilize a producdo do biopolimero (LEE, 1996). Atualmente, a tecnologia da

Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) possibilita

também a andlise do padrdo genético das estirpes produtoras, e assim a

determinacdo de qual cepa possui a genética adequada aos melhores padrbes

produtivos (KHAN et al., 2013).

Os processos produtivos mais viaveis sdo realizados com bactérias

dependentes de promotores, através de cultivos em uma fase estacionaria de

crescimento em meio comum com nutrientes em equilibrio, seguida de uma fase em
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meio saturado em fonte de carbono e limitado quanto a um nutriente essencial

(Fosforo, Enxofre ou Nitrogénio) (BYROM, 1987; KHANNA & SRIVASTAVA, 2005).

2.2.1. Ralstonia solanacearum

A primeira descricdo de Ralstonia solanacearum se deu em 1896, sendo a
bactéria incluida primeiramente no género Pseudomonas e posteriormente
Burkhoderia. Somente em 1995, YABUUCHI e colaboradores identificaram
corretamente a bactéria e a incluiram no género Ralstonia, de acordo com suas
similaridades genémicas quanto a regido 16S do RNA ribossdmico.

Inicialmente, alguns isolados dessa bactéria foram identificados como
fitopatégenos recorrentes. Hoje, sabe-se que mais de 200 espécies de plantas sao
suscetiveis a infeccéo, incluindo espécies de alto valor comercial como bananeiras,
tomateiros e batateiros (POUEYMIRO, 2009).

A Ralstonia solanacearum é uma bactéria bacilar Gram-negativa presente
ubiquamente na agua e solo, cresce em temperaturas de 25 e 35 °C de acordo com
a estirpe. Suas dimensfes sdo proximas de 0,5x1,5 pum e possui diferencas
morfologicas dentre isolados virulentos e saprofitas, sendo os ultimos dotados de 1 a
4 flagelos, enquanto cepas virulentas ndo apresentam maquinario de motilidade

(MEHAN et al., 1994).
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Recentemente, SZNAJDER e colaboradores (2015), concluiram através de
analises gendémicas e de microscopia que os granulos de P(3HB) produzidos por
Ralstonia spp. ndo sdo somente uma reserva energeética celular como também
constituem na verdade uma organela celular especializada, dotada de proteinas
cataliticas e enzimas ancoradas a sua membrana superficial, a espera da
necessidade metabdlica de sua acdo (SZNAJDER et al., 2015). O genoma dessas
bactérias € bipartido, formado por um cromossomo e um megaplasmideo, dotado de
genes correspondentes a diversas proteinas catabdlicas e enzimas hidroliticas como
proteases, pectinases e glucanases (GENIN, 2004).

A producdo de P(3HB) por Ralstonia spp. apresenta-se como alternativa
vidvel devido a possibilidade de rendimentos acima dos 80% através de processos
fermentativos e com diversas fontes carbbnicas, havendo alta producédo e alto
rendimento de biopolimero extraido a partir da adequacdo das condi¢cdes de
producdo a cepa utilizada (BYROM, 1987; KHANNA & SRIVASTAVA, 2005). A via
de producao utilizada por essa bactéria é a via | (Figura 2), correspondente ao

operon CAB (CHEN, 2010).

2.3. EXTRACAO DE P(3HB)
A maioria dos processos de recuperacdo de P(3HB) € baseado na

compactacao celular através de centrifugagéo, seguida de trituracdo e solubilizagédo
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do pellet formado com um solvente organico, a exemplo de organoclorados, misturas
azeotropicas e carbonatos ciclicos (RAMSAY, 1994). O cloroférmio é o solvente de
uso mais comum, sendo aplicado em processos de decantagcdo juntamente com
agua para a purificacdo do biopolimero, e apresentando como vantagem a nao
degradacédo do biopolimero a ser extraido pela temperatura aplicada ao processo,
problematica encontrada no uso de outros solventes (HENDERSON, 1997).

Outros métodos de extracdo e purificacdo de P(3HB) em sido estudados no
intuito de diminuir os custos de obtencdo do biopolimero, a exemplo do uso de
enzimas e outros solventes organicos. Digestbes enzimaticas intercaladas por
lavagens com agua apresentam resultados proximos a 50% de rendimento de
polimero, tendo como problematica a manutencdo da temperatura ideal de reagéo
de cada enzima durante o processo. Ja 0 uso de solventes inorganicos gera reducéo
de rendimento durante a extracao, visto que degradam restos celulares presentes no
contetdo com sucesso, mas também acabam degradando o biopolimero a taxas de

até 50% (LEE, 1996).

2.4. DEGRADACAO E BIODEGRADACAO DE POLIMEROS
Degradacdo € o processo de perda de propriedades fisicas de um material,
dependente diretamente das caracteristicas do mesmo. Esse processo €

dependente também de diversos fatores como temperatura, umidade, pH e
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microbiota presente no local. O processo ocorre muito lentamente em plasticos

sintéticos, aumentando o interesse em blendas poliméricas e polimeros naturais

(ROSA & FILHO, 2003).

O processo de degradacédo pode ocorrer de varias formas de acordo com o

agente atuante no mesmo. Seres macroscopicos podem agir no processo atraves da

macrodegradacdo, diminuindo o tamanho das particulas e assim aumentando a

velocidade de seu decaimento (SCOTT & GILEAD, 1995). A radiacdo incidente

sobre o material também tem papel importante nesse processo através da

fotodegradacao, em especial pela radiacdo ultravioleta (UV). A degradacdo quimica

de materiais ocorre quando espécies reativas entram em contato com tal material,

gerando radicais livres e diminuindo a estabilidade do composto (RHAGAVAN,

1995). Um exemplo é ilustrado na Figura 4, em que um polimero biodegradavel é

exposto a um sistema de lodo ativado. Neste caso, o polimero foi totalmente

degradado apés o periodo de 8 semanas, ap0s exposto ao sistema de lodo ativado

(JENDROSSEK, 2002).
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Figura 4 - Biodegradacgdo de garrafas de Biopol® em sistema de lodo ativado, incubados por

0, 2, 4, 6 e 8 semanas. Fonte: JENDROSSEK, 2002.

A degradacéo abidtica corresponde aos processos de hidrolise e oxidacdo
dos materiais. Na hidrélise, a quebra de ligacdes entre os carbonos e seus radicais,
especialmente quando h& presenca de acidos e bases provenientes da microbiota
local, aceleram o processo degradativo, processo esse também ligado a oxidacéao,
na qual ocorrem reacfes de inclusdo de oxigénio a molécula em diversos pontos.
Por fim essas reacfes resultam em aumento da instabilidade da molécula e
aceleracéo de seu decaimento (PACHEKOSKI, 2001).

A degradacdo microbiologica, também conhecida como biodegradacéo,
corresponde & acdo de organismos presentes no local, como bactérias e fungos. E
independente da presenca de oxigénio, mas dependente da presenca de micro-
organismos e de condi¢cdes minimas de temperatura e umidade que permitam o

metabolismo microbiolégico (HARRIGAN, 2011). Através desse processo, 0S
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materiais sdo convertidos em compostos mais simples, que por sua vez Sao
reintegrados ao ambiente nos ciclos do carbono, nitrogénio e enxofre. Desses
processos também derivam CO,, CH, e alguns componentes microbianos (SCOTT &
GILEAD, 1995).

A acdo de fungos ocorre através de enzimas, como lipases, invertases,
lactases, proteinases e amilases, que hidrolisam compostos. E dependente da
presenca de oxigénio e libera CO, durante o processo, havendo necessidade de
compensacao na emissao de gas carbbnico pela fonte do polimero em questao para
que haja viabilidade (RAVEN, et al., 1978). Bactérias, da mesma forma, agem sobre
0S materiais através de suas enzimas liticas, estando presentes em ambientes
aerobios ou anaerbbios e muitas vezes sendo o0 Unico ser a sobreviver em certos
locais. Quando ha limitagcdo de minerais como nitrogénio, algumas bactérias tendem
a acumular carbono em vesiculas de reserva de energia (JUNQUEIRA &

CARNEIRO, 1991).

2.4.1. BIODEGRADACAO DE P(3HB)

Para evitar o uso de degradantes quimicos que poderiam gerar alto impacto
ambiental, varias espécies de microrganismos ja foram catalogadas por sua
capacidade de degradar P(3HB) através de suas enzimas hidroliticas. Experimentos

para medicdo de hidrdlise em P(3HB) foram realizados em 1993, revelando que
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temperaturas acima dos 28 °C aumentam exponencialmente a perda de massa do

polimero, como ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Efeito da temperatura sobre a perda de massa molecular do P(3HB) e do P(3HB-co-3HV)

através de hidroélise. Fonte: MERGAERT, 1993.

Temperaturas altas favorecem também a proliferacdo bacteriana, sendo a
temperatura, portanto, um fator crucial para a aceleracdo do processo (MERGAERT,
1993). Todas as bactérias que sintetizam e utilizam o P(3HB) como fonte energética
sdo também dotadas de mecanismos de despolimerizacdo na superficie dos
vacuolos poliméricos, que auxiliam na degradacéo.

O tempo médio de degradacdo de um biopolimero varia de algumas semanas
a 2 anos, sendo a degradacgédo do P(3HB) relatada ap6s um periodo de 60 a 90 dias
em condicdes comuns de solo. A massa molar do polimero tende a aumentar
exponencialmente durante os primeiros 60 dias de exposicdo ao solo e aos

microrganismos nele presentes, tanto pela absor¢cdo de &gua quanto pelo
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crescimento de colonias bacterianas em contato direto com o material (BRITO, 2011,
SCHROPFER, 2015). A variagdo de massa do P(3HB) em fungdo do tempo em solo

esta representada na Figura 6.

Variagdo de Massa (%)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo decorrente (dias)

Figura 6 - Variacdo da Massa do P(3HB) em funcdo do tempo decorrido em solo comum. Adaptado

de SCHROPFER, 2015.

Os géneros Pseudomonas, llyobacter, Bacillus, Comamonase Alcaligenes
estdo dentre as bactérias ubiquas que, em contato com o P(3HB) podem degrada-lo
(JENDROSSEK, 1993). Ha interesse especial em bactérias que possuam
especificamente enzimas depolimerases, pela possibilidade de obtencdo dessas
enzimas em forma purificada, e nesse sentido, estudos foram realizados para
producdo dessas enzimas em cepas engenheiradas (UEFUJI, 1997). Fungos

também possuem capacidade de degradacao e utilizacdo de compostos carbonicos,
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como o P(3HB), em seu metabolismo, em especial espécies do género Aspergillus
(MERUGU, 2012).

Em 1997, Charles e colaboradores identificaram a via do megaplasmideo de
Rhizobium, a qual é responsavel tanto pela sintese quanto pela degradacdo de
P(3HB) em bactérias do género. Sob essa perspectiva, o uso do P(3HB) como
substituto de plasticos de origem féssil também passa a ter valor ambiental, visto
gue as bactérias do género Rhizobium sdo essenciais na manutencédo do ciclo do
nitrogénio através da simbiose com plantas (CHARLES et al., 1997), além do ciclo
do carbono. A Figura 7 ilustra um ciclo fechado de produg¢do do biopolimero e o
processamento do carbono durante tal ciclo, desde a formacdo da fonte carbb6nica
por seres autétrofos até o retorno dos compostos degradados a atmosfera como

CO; e agua.
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Figura 7 — llustracdo de um ciclo fechado ideal de producao de P(3HB). Fonte: GARCIA, 2006.
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Devido a sua alta temperatura de degradacao, acima dos 200 °C, o P(3HB)
nao apresenta taxas de degradacdo consideraveis em temperatura normal, sendo
portanto esse aspecto desconsiderado na degradacdo do polimero (LI, 2002).
Ademais, devido ao alto percentual de cristalinidade, a degradacdo associada a
fatores fisicos e abidticos ndo gera impactos significativos no decaimento do P(3HB)
isoladamente, sendo, portanto a aplicagdo de degradacdo em solo
microbiologicamente ativo a melhor opcao para o processo (MERGAERT, 1993).

A presenca de aditivos, ou seja, grupamentos funcionais que aumentam a
degradacdo do polimero na presenca de radiacdo ou calor, também representam um
fator interessante para diminuicdo do periodo de degradacdo do polimero (BRITO,

2011).

2.4.2. ANALISES DE DEGRADACAO

O primeiro aspecto a ser levado em consideracdo para a andlise de
degradacdo de um material é a perda de sua massa total. A perda de massa € o
resultado conclusivo, que determina a taxa de degradacao final frente as condicdes
experimentais aplicadas. Juntamente a perda de massa, a medida de espessura
também representa a alteragdo da amostra no decorrer do tempo, estando atrelada

a perda de massa e a presenca de umidade e microbiota. Da mesma forma, ensaios
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para avaliagdo de umidade, pH e producéo de nitrogénio e CO, no polimero também
podem indicar processos degradativos na amostra (ROSA & FILHO, 2003).

Algumas andlises sdo usualmente utilizadas para a avaliagdo de degradacéo
de um material polimérico. A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é uma
técnica que submete a amostra em estudo e uma amostra referencial as mesmas
variagoes de temperatura, adicionando ou retirando energia do sistema para manté-
las as amostras sempre na mesma temperatura. Dessa forma, é gerado um grafico
de variacdo de entalpia de acordo com essa manutencao de temperatura na analise,
cujos dados estdo diretamente relacionados as caracteristicas do material como
temperatura de transi¢éo vitrea (Tg) e grau de cristalinidade (LUCAS, 2001).

A Termogravimetria € uma analise térmica que submete o material a uma
curva crescente de temperatura, monitorando sua perda de massa durante o
processo. A perda de massa frente a temperatura estd associada ao grau de
resisténcia, estabilidade e degradacdo de um material (SCHROPFER, 2015).

A Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) ou Cromatografia de Excluséo
por Tamanho permite a avaliacdo da perda de massa molar pela amostra, visto que
€ baseada no tamanho das moléculas e sua passagem através dos poros presentes
na matriz cromatogréafica, gerando graficos cujos picos indicam a presenga da

amostra e sua massa molar.
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Uma das analises mais importantes para determinacdo das caracteristicas
quimicas de um material € a Espectroscopia Infravermelho. Através da aplicacao de
radiacdo eletromagnética sobre a amostra, é possivel determinar um padrdo de
absorcdo de radiacdo e associa-lo a configuracdo quimica da mesma, visto que
determinados grupos funcionais geram padrdes conhecidos de absorcdo de
radiacdo (RAGHAVAN, 1995; HARWOOD, 1997).

Por fim, uma maneira pratica de visualizacdo das modificacdes na superficie e
na estrutura polimérica de amostras em degradacdo, € através de Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV), como ilustrado na Figura 8, que demonstra a
degradacdo da superficie do material no decorrer do tempo até que ao fim de um

periodo de 150 dias praticamente ndo houvesse mais polimero reconhecivel na

amostra.

Figura 8 — Microscopia Eletrdnica de Varredura mostrando a superficie do P(3HB) apds 0 (A), 30 (B),

60 (C), 90 (D) e 150 (E) dias sob degradac&o em solo. Fonte: SCHROPFER et al., 2015.



3. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi determinar a taxa de degradacgao de

amostras de P(3HB) de Ralstonia solanacearum e amostras de P(3HB) comercial,

submetidas a 4 diferentes condicfes de degradacdo em solo microbiologicamente

ativo.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. MICRORGANISMOS

A linhagem de Ralstonia solanacearum cepa RS utilizada faz parte da colegao
de culturas de microrganismos do Laboratorio de Bacteriologia — FAEM, da
Universidade Federal de Pelotas, onde os experimentos foram realizados, sendo tal
linhagem mantida sob constantes repiqgues em meio &gar nutritivo (AN) no

Laboratério de Biopolimeros da mesma universidade.

4.2. PRODUCAO DO P(3HB)

Para a producdo do biopolimero, duas etapas distintas foram realizadas. A
fase 1, de crescimento celular escalonado, realizou-se em meio YM (yeast mold)
para a multiplicacdo bacteriana, sendo tal meio esterilizado através de autoclavagem
de 15 min a 121 °C. Repiques multiplicativos em meio AN foram previamente
inoculados. Erlenmeyers de 500 ml foram utilizados para o in6culo, contendo 80ml
de meio YM e 20ml de suspenséao bacteriana. Apds as primeiras 22 horas de cultivo,
adicionou-se 100 ml de YM aos cultivos, no intuito de aumentar a multiplicacao
bacteriana. O periodo total de cultivo dessa fase foi de 44 horas, em agitador orbital
a 150 rpm e 32 °C.

A fase seguinte da producéo é a de acumulo de biopolimero em meio mineral

de producgéo F4. Para tal, um fermentador da marca Bioflo 310 e cuba de 14 litros foi
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utilizado, contendo 5,6 litros de meio F4 esterilizado por 45 min a 121 °C. Assim,
20% de inoculo foram adicionados ao fermentador, totalizando um volume de
fermentacao de 7 litros. A fermentag&o foi mantida por 72 h a 250 rpm, 32 °C, 1 vvm,
sob pH controlado 7,0.

Durante a segunda fase do processo fermentativo, ja em fermentador,
amostras foram coletadas em tempos de fermentacdo previamente determinados,
com intervalos proximos a 3h dentre as amostras, para posterior analise de consumo
de glicose e rendimento de polimero.

Assim, apos a fermentacdo do polimero analisou-se: a producdo em funcao
do tempo, através de analise de massa celular seca e posterior extracdo de P(3HB),
gerando dados graficos de rendimento em funcdo do tempo; O crescimento
bacteriano, verificado por medicdo de Densidade Optica (DO) em espectrofotdmetro
a 600 nm, e o consumo de glicose pela bactéria, determinado através de aplicacéo
de kit comercial (LabTest). O teste de consumo de glicose é baseado na oxidacao
da glicose em acido glucénico, reacao que produz peréxido de hidrogénio, que reage

com o kit e gera valor de absorbancia proporcional a quantidade de glicose presente.

4.3. EXTRACAO DO P(3HB)
Para extracdo do P(3HB), inicialmente o caldo fermentado foi centrifugado a

11.000 rpm durante 30min a 4 °C. Os pellets celulares gerados foram ressuspensos
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em solucéo salina (NaCl 0,89%) e centrifugados novamente, e, a partir disso, foram
submetidos a secagem até atingirem peso constante a temperatura de 70 °C para
posterior trituragdo manual em recipiente ceramico.

Para o processo de extracdo com solvente organico cloroférmio, por¢cdes de 1
g de pellet triturado foram adicionadas a 40 ml do solvente e submetidas a agitacéo
magnética durante 30min em temperatura de 58 °C. Apds esse periodo, a solucao
extrativa contendo os residuos celulares foi adicionada a um funil de decantacédo e a
este, um mesmo volume de 4gua destilada foi adicionado para separacdo das fases
organica e aquosa. Placas de Petri de vidro foram utilizadas como recipiente para a
evaporacao da fase organica e formacao do filme (MACAGNAN, 2014).

Apbs obtidos os filmes, os mesmos foram fotografados e divididos cada um
em 8 amostras a serem submetidas ao experimento de degradacdo. Tais amostras
tiveram seu peso, espessura, largura e comprimento medidos previamente a

instalacdo do experimento.

4.4, DETERMINACAO DE RENDIMENTO DE BIOPOLIMERO
Amostras de 30 ml de cultivo foram retiradas da fase de producao/acimulo de
polimero nos tempos de 0, 2, 4, 7, 20, 23, 26, 29, 31, 44, 47, 50, 53 e 72 horas de

fermentacdo. Foi realizada a extracdo do P(3HB) a partir da massa celular seca de
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tais amostras, como mencionado anteriormente, e assim, determinacdo do
rendimento de polimero em gramas em funcéo do tempo de fermentacéao.

4.5, OBTEN(;AO DE FILMES COMERCIAIS

Poli(3-hidroxibutirato) comercial foi adquirido para utilizacdo como controle
positivo de degradacao (PHB Industrial SA, Biocycle). Por¢cdes de 1g do composto
em po foram adicionadas a 40ml de cloroférmio, de forma semelhante a da extracao.
Também foram mantidos por periodo de 30min para solubilizacdo a temperatura de
58 °C, para a posterior evaporagdo do solvente e formacao do filme. Da mesma
forma, os filmes foram cortados e geraram as amostras a serem aplicadas no

experimento, cujas dimensdes foram previamente aferidas.

4.6. EXPERIMENTO DE DEGRADACAO

As amostras de P(3HB) em estudo e comercial foram aplicadas em triplicata
em 4 vasos contendo solo em diferentes condi¢des de microbiota, mantidos sob
temperatura ambiente. O solo utilizado no experimento foi obtido comercialmente
(solo comum contendo humus). Os seguintes tratamentos foram utilizados: vaso 1
corresponde ao controle, contendo solo esterilizado (V1); vaso 2 corresponde ao
solo comum, adquirido de forma comercial e ndo estéril (V2); vaso namero 3
recebeu solo esterilizado e in6culo de 200 ml de cultivo de Ralstonia solanacearum

(V3), e vaso 4, contendo solo também esterilizado e in6culo de 200 ml de cultivo de
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Bacillus megaterium (V4). Os in6culos utilizados foram obtidos com a adi¢do de 20ml
de suspenséao bacteriana a 80ml de meio YM, e adicdo de mais 100ml de meio YM
apos 24h de cultivo, prosseguindo-se o cultivo por mais 24h, de forma semelhante a
realizada para as fermentacoes.

Em cada um dos vasos foram submetidas amostras correspondentes a cada
tempo de degradacéo escolhido para a analise, ou seja, apos 30, 60, 90, 120 e 150
dias no solo. Sendo assim, 15 amostras de P(3HB) de R. solanacearum e outras 15
de P(3HB) comercial foram aplicadas a cada tratamento. As condicdes em que 0S
solos experimentais permaneceram ndo foram controladas, visto que o intuito do
experimento € a simulacdo de degradacdo em solo comum como o de aterros
sanitarios, contendo grande carga microbiana.

Até o presente momento, apenas as amostras correspondentes a 30 dias de
experimento foram removidas de seus tratamentos em seus respectivos tempos,
sendo posteriormente limpas e submetidas a secagem. A variacdo de massa em
gramas e de espessura em milimetros de todas as amostras foi avaliada
estatisticamente através do software Statistix 9.0 através de Teste de Tukey

(p<0,005).
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4.7. ANALISES DE DEGRADACAO

4.7.1. PERDA DE MASSA

A andlise de perda de massa foi realizada retirando-se amostras em triplicata
apos 30 dias dos 4 tratamentos, e submetendo-as a limpeza e secagem (70 °C). As
amostras entdo foram submetidas a dessecador até atingirem peso constante. Apos,
0 peso de cada amostra foi aferido e comparado ao peso inicial da mesma, para
avaliacdo de perda de massa e calculo em porcentagem (1).

Perda de massa = Peso Final da Amostra «100

(%) Peso Inicial da Amostra

(1)

4.7.2. ANALISE DE ESPESSURA

De forma semelhante a perda de massa, a andlise de espessura buscou
determinar através da medicdo das amostras a degradacdo de polimero em funcao
do tempo. Todas as amostras tiveram sua espessura aferida em micrometro digital
antes de serem submetidas ao experimento e ap0s seu periodo de exposi¢cdo, em 7

pontos distintos distribuidos na amostra.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PRODUCAO DO INOCULO E PROCESSO FERMENTATIVO

Durante o cultivo da bactéria na fase de multiplicagéo celular, o uso de adi¢ao
de meio ao inéculo em intervalo de 24h demonstrou-se satisfatorio, gerando uma DO
de 12,0. Esse valor é compativel com o utilizado em protocolos de fermentacao
bacteriana, apresentando como vantagem o aumento do numero de células viaveis
pelo escalonamento de meio disponivel (YILMAZ, 2005; DALCATON, 2010).

Durante a fermentacgédo, pode-se observar que a DO, apos a adi¢cao do in6culo
no meio de producdo, ndo se alterou no decorrer do processo (16,0-18,0). Isso
indica que, de forma adequada, a bactéria acumuladora permaneceu em ritmo
metabdlico e de multiplicacdo estavel, direcionando seu metabolismo ao acimulo de
reserva energética (ANDERSON & DAWES, 1990).

Durante o processo de fermentacdo, as taxas de glicose sofreram declinio
desde o inicio das medicdes, indicando a metabolizacdo e conversdao da fonte

carbbnica em polimero de reserva (Figura 9).
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Figura 9 — Andlise do consumo de glicose no tempo decorrente da fase de producdo de P(3HB).

5.2. RENDIMENTO DE BIOPOLIMERO

Durante o processo fermentativo, em congruéncia com a queda da
concentragéo de glicose presente no meio, houve o aumento crescente da taxa de
rendimento de polimero final em funcdo do tempo decorrido. O rendimento em

gramas de P(3HB) em relacdo ao tempo de fermentacéo esta ilustrada na Figura 10.
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Figura 10 — Rendimento de producédo do P(3HB) em funcdo do tempo decorrido de fermentacao.
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O grafico demonstra que houveram declinios durante o aumento do acumulo
de polimero, os quais estdo de acordo também com picos de aumento de glicose
durante o processo. A concentracdo de glicose disponivel e o rendimento de P(3HB)
estdo interligados, sendo inversamente proporcionais (ANDERSON & DAWES,
1990), evidenciando-se através dos graficos que houve a conversdo da fonte de

carbono utilizada em polimero.

5.3. FILMES E AMOSTRAS OBTIDOS
Os filmes produzidos a partir da extracdo estéao ilustrados na Figura 10. O
rendimento de polimero em peso foi de aproximadamente 90% em 72 h, gerando

filmes poliméricos com espessura entre 120-150 mm.

Figura 11 — Filmes poliméricos de P(3HB) de R. solanacearum (A) e filme de P(3HB) comercial

(Biocycle) (B), obtidos por secagem do solvente.
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A partir dos filmes produzidos, as amostras foram recortadas e catalogadas.
Exemplos de amostras estao ilustrados na Figura 11. Experimentos de degradacao
de P(3HB) consideram a espessura e peso do polimero como fatores principais para
avaliacdo do declinio, ndo havendo necessidade de padronizacdo das amostras

entre si, mas sim avaliacdo individual das mesmas (MERGAERT, 1993;

SCHROPFER, 2015).

Figura 12 — Exemplos de amostras de P(3HB) de R. solanacearum (A) e P(3HB) comercial (Biocycle)

(B) utilizadas no experimento de degradacéo.

5.4. DEGRADACAO DE P(3HB)

Os resultados demonstraram que houve baixa variacdo no peso das amostras
de P(3HB) de Ralstonia solanacearum retiradas apés 30 dias de exposicdo aos
tratamentos. Apesar de consideraveis em termos percentuais, os valores foram
baixos e néo representam diferencas estatisticas, de acordo com a literatura atual
gue prescreve que a degradacao do P(3HB) inicie-se ap6s os 60 a 90 dias em solo

(JENDROSSEK, 2002; SCHROPFER, 2015).
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Os dados referentes as massas das amostras retiradas apos 30 dias de

experimento estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Variagdo em gramas da massa da triplicata e média das amostras expostas a 30 dias de

degradacédo, onde 1, 2 e 3 representam a triplicata colhida de cada tratamento (V1, V2, V3 e V4)

(p<0,005).
Amostras Variag&o Média Amostras Variagcdo da | Média de
P(3HB) em | massa do P(3HB) | Variagéo P(3HB) massa do | Variagdo da
estudo - massa do P(3HB) | comercial (P3HB) massa do
solanacearum comercial P(3HB)
(9) solanacearum (g) (9) comercial (g)
Vi-1 -0,0024 Vi-1 -0,0049
V1-2 0 -0,0013 (A) V1l-2 -0,0029 -0,0043 (A)
V1-3 -0,0016 V1-3 -0,0051
V2-1 +0,003 V2-1 -0,0021
V2 -2 -0,0005 0,0009 (A) V2 -2 -0,0055 - 0,0035 (A)
V2-3 +0,0004 V2-3 -0,0031
V3-1 +0,0037 V3-1 -0,0024
V3-2 -0,0037 - 0,0012 (A) V3-2 -0,0024 - 0,0024 (A)
V3-3 -0,0037 V3-3 -0,0026
V4 -1 +0,0034 V4 -1 -0,0016
V4 -2 -0,0003 0,0007 (A) V4 -2 -0,0022 - 0,0019 (A)
V4 -3 -0,001 V4 -3 -0,0020

Os valores percentuais de variacdo de peso das amostras em triplicata dos

solos experimentais estdo descritos na Figura 13.
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Figura 13 - Variacdo da massa da triplicata de amostras de P(3HB) de Ralstonia solanacearum em
cada um dos solos experimentais utilizados.

A avaliacdo estatistica através do Teste de Tukey demonstrou que ndo houve
diferencas estatisticas dentre as médias de variacdo de peso das amostras.

N&o houve relacdo aparente dentre os resultados de degradacéo de P(3HB)
das amostras produzidas internamente. Apesar disso, no inicio do processo
degradativo, as amostras de P(3HB) costumam ter variacbes em seu peso de
acordo com as condi¢cdes em que estao distribuidos no solo, variando-se tal valor de
acordo com a umidade presente e a formacdo de colénias de microrganismos na
superficie polimérica, fatores variaveis de forma geral (MERGAERT, 1993;
BONARTSEV, 2007).

As amostras de P(3HB) comercial sofreram perda de peso total de forma
padronizada, havendo similaridade dentre as porcentagens de variagdo de massa

encontradas dentre as triplicatas, com excec¢do do solo 3. Ao contrario das amostras
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de R. solanacearum, houve apenas resultados de perda de massa. A variacdo da
massa das amostras em relacdo aos solos experimentais esta descrita na Figura 14.

Solos expermentais
V1 V2 V3 v4

| ™ s

-10

~

IS

Amostra 1

. Amostra 2
. Amostra 3

-12

-14

Variagdo de Massa P(3HB) comercial
(%)
o

-16

-18

-20

Figura 14 - Variacdo da massa da triplicata de amostras de P(3HB) comercial em cada um solos
experimentais.

Observa-se que as amostras do solo V3, inoculado com R. solanacearum,
foram as que apresentaram maiores variacdes gerais de massa tanto nas amostras
de producdo propria quanto nas amostras comerciais. Além disso, as amostras de
P(3HB) comercial do solo V3 apresentaram um padrdo incomum de perda de
massa.

Em relagdo a espessura, o aumento de massa da amostra refletiu diretamente
no aumento da espessura da mesma. Todas as amostras de P(3HB) comercial
sofreram diminuicdo de espessura, bem como a grande maioria das amostras de
P(3HB) de R. solanacearum. A variacao da espessura media de cada solo-teste esta

ilustrada na Tabela 3.
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Tabela 3. Variagdo em milimetros e variagdo estatistica da espessura das amostras expostas a 30

dias de degradacdo, em que 1, 2 e 3 representam a triplicata de amostras retiradas de cada

tratamento (V1, V2, V3 e V4) (p<0,005).

Amostras Variagéo em  Média de | Amostras | Variagao Média de
P(BHB) - R. | mm - R. | Variacéo em | P(3HB) em mm - | Variagdo em
solanacearum solanacearum mm - R. | comercial P(3HB) mm -
solanacearum comercial P(3HB)
comercial

Vi-1 - 0,017 Vi-1 - 0,049

Vi-2 - 0,005 - 0,016 (B) V1i-2 - 0,061 - 0,059 (B)
V1i-3 - 0,026 V1i-3 - 0,068

V2-1 - 0,002 V2-1 - 0,056

V2-2 - 0,006 0,0006 (AB) V2-2 - 0,033 - 0,031 (AB)
V2-3 + 0,010 V2-3 - 0,006

V3-1 0 V3-1 - 0,052

V3-2 0 -0,0007 (AB) | V3-2 - 0,065 - 0,061 (B)
V3-3 - 0,021 V3-3 - 0,068

V4 -1 + 0,027 V4 -1 + 0,005

V4 -2 +0,033 0,017 (A) V4 -2 +0,048 0,013 (A)
V4 -3 - 0,008 V4 -3 - 0,012

A maior variacdo estatistica de espessura foi tida no solo V4, contendo

in6culo de Bacillus megaterium, para ambas as amostras de P(3HB) de Ralstonia

solanacearum e as amostras de P(3HB) comercial. Em relagdo aos demais

tratamentos ndo houve diferencas estatisticas.

A biodegradacdo de P(3HB) € um processo conhecido por, ao contrario de

processos de degradacdo de plasticos comuns, minimizar a degradacéo do material
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a um prazo maximo de 200 dias (JENDROSSEK, 2002), indicando que resultados

mais conclusivos em relacdo a degradacdo de P(3HB) serdo encontrados no

decorrer do experimento.

De forma geral, observou-se pouca variagdo na massa das amostras,

conforme resultados ja esperados. Porém o processo serd acompanhado até o

tempo de 150 dias de exposicdo aos solos experimentais e espera-se observar

resultados conclusivos que gerem o padrédo de degradacéo do P(3HB) produzido por

Ralstonia solanacearum.



6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Durante o processo fermentativo, a bactéria Ralstonia solanacearum
demonstrou-se um forte candidato a produtor de P(3HB) industrialmente, com
rendimentos altos e crescentes (90%) durante a fermentacdo, atrelados a correta
conversao da fonte carbdnica em polimero acumulado.

Quanto aos resultados relacionados a biodegradacdo do P(3HB) produzido
por Ralstonia solanacearum, n&do foram observados resultados conclusivos aos 30
dias de exposicdo das amostras aos diferentes tratamentos. Apesar do tratamento
V3 mostrar resultados preliminares promissores de contribuicdo no processo
degradativo, somente aos 150 dias de exposi¢cdo das amostras aos solos sera
possivel determinar-se o padrdo de degradacdo das mesmas.

Ao fim da coleta de resultados, as amostras colhidas serdo submetidas a
Microscopia Eletrdnica de Varredura para andlise visual de degradacao da superficie

polimérica.
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