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2. Introdução  

 

PHAs (Polihidroxialcanoatos) são polímeros naturais sintetizados e acumulados na 

forma de inclusões celulares por uma grande quantidade de bactérias, podendo representar 

cerca de 80% da massa seca da célula. Esses biopolímeros armazenam energia, e ainda 

são fontes de carbono para o anabolismo microbiano. (Figueiredo et al., 2014; Rodrigues, 

2005; Kessler & Withoult, 2001). Os PHAs são produzidos na presença de fonte de carbono 

abundante e carência de nutrientes essenciais para o crescimento celular como: nitrogênio, 

oxigênio, enxofre, fósforo, magnésio entre outros.  
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O Poli 3- hidroxibutirato (PHB) e o Poli 3- hidroxivalerato (PHV) (Bucci, 2003) são 

os PHAs mais comumente encontrado na natureza. Apresentam características 

termoplásticas próprias, todavia o biopolímero que tem sido mais intensamente estudado é 

o co-polímero poli 3-hidroxibutirato-3-hidroxivalerato (PHBV), porque é o que o melhor 

atende as exigências das indústrias, pois se cristaliza, é flexível e funde-se a uma 

temperatura mais baixa (Lavorato, 2008). 

Estes biopolímeros tem despertado interesse biotecnológico, pois apresentam 

características físicas, químicas e termoplásticas muito idênticas aos polímeros de natureza 

petroquímica (ex: polipropileno) (Bucci, 2003) que são largamente utilizados em todos 

setores das indústrias em geral e que acumulam-se densamente nos lixos urbanos pois 

apresentam um longo tempo de decomposição. Em contraste, os PHAs são completamente 

biodegradáveis na presença de micro-organismos, em condições aeróbicas e anaeróbicas 

(Lavorato, 2008), pois são substratos que as bactérias metabolizam em busca de carbono 

e energia. 

O grande problema para a produção dos PHAs é o alto custo dos substratos 

necessários para os micro-organismos sintetizá-los. Frente aos custos dos polímeros 

convencionais de petróleo, a produção de PHAs fica para segundo plano (Lavorato, 2008). 

Neste contexto busca-se na presente proposta encontrar substratos de baixo custo para 

produção de PHAs, sendo uma solução o uso de resíduos orgânicos provenientes das 

indústrias de alimentos, contribuindo assim tanto para diminuir os impactos ambientais 

produzidos pelos resíduos, quanto por fornecer um produto plástico biodegradável o que 

também reduzirá os impactos causados pelo acúmulo de plástico petroquímico no 

ambiente. 

 

3. Justificativa 

O mercado dos biopolímeros, polímeros biodegradáveis e polímeros verdes é ainda 

incipiente no Brasil, contudo, uma produção em larga escala é esperada no país (Brito, et 

al., 2011) porque, apesar de recente, o mercado de bioplástico vem merecendo especial 

atenção de centros de pesquisa, tanto do governo quanto particulares. Certamente esse 

interesse é motivado pela crescente busca e aceitação da população mundial por 

“tecnologias verdes”, seja na produção de energia limpa, processos produtivos 

ecologicamente corretos, extração sustentável dos recursos naturais, entre outros. A 
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produção de plásticos biodegradáveis e ecologicamente corretos vem atraindo bastante 

atenção porque o consumo de produtos plásticos derivados do petróleo, ou polímeros não 

biodegradáveis, vem, ao longo dos anos, produzindo grande número de resíduos desse 

material os quais se acumulam nos aterros, gerando grandes impactos ambientais (Brito, et 

al., 2011). Os problemas ambientais causados pelos plásticos aliados ao seu alto consumo, 

principalmente no mercado de embalagens, vêm motivando pesquisadores e empresários 

do mundo todo a descobrir novos polímeros e processos para atender essa demanda com 

qualidade.  

Há cinco anos, o Helmut Kaiser Consultancy estimava que o mercado mundial de 

bioplásticos passaria de 181.000 toneladas para 4.535.000 toneladas em 2015. Na América 

do Norte, Europa e Ásia, a SRI Consulting projetava uma taxa de crescimento anual de 13% 

de 2009 a 2014. A expansão é uma questão de tempo: os biopolímeros passarão a ter uma 

representatividade no mercado a partir de 2030. O mercado de bioplásticos global deverá 

alcançar um faturamento de mais de 2,8 bilhões de dólares em 2018, de acordo com a 

Ceresana Research, com taxas de crescimento anuais médias de 17,8%. A Europa foi 

responsável por 48% do mercado em 2010, seguido por América do Norte e Ásia. 

Entretanto, um forte aumento é previsto para a América do Sul, liderado por grandes adições 

de capacidade no Brasil (Rodrigues, 2011).  

Como a grande problemática de inserir os bioplásticos nas indústrias está no alto custo 

da matéria-prima, pretendemos encontrar substratos de baixo custo que sejam fonte de 

carbono para síntese de PHA pelos micro-organismos, em especial a utilização dos 

resíduos orgânicos ricos em carbono derivados das indústrias de alimentos, o que poderá 

contribuir para uma melhor relação custo/benefício, favorecendo o crescimento desse 

mercado, e ainda, beneficiando a política de uso sustentável dos recursos naturais. 

 

4. Objetivos 

4.1 Objetivo geral: 

Avaliar a produção de polihidroxialcanoatos a partir de substratos de baixo custo obtidos 

de resíduos ricos em carbono. 

4.2 Objetivos específicos: 

4.2.1 Formular composições com resíduos orgânicos compatíveis com cultura líquida de 

bactérias produtoras de PHA. 
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4.2.2 Testar as formulações, triando aquelas em potencial para ser um bom substrato de 

baixo custo para a produção de PHA. 

4.3.3 Propor um meio de cultura que atenda a demanda custo/benefício para a produção 

de biopolímeros. 

 

5. Metodologia 

5.1 Bactérias para Testes de Cultivo. 

O presente projeto é parte integrante de outros projetos desenvolvidos no 

laboratório. Assim, as bactérias utilizadas no presente trabalho fazem parte da coleção do 

laboratório, já coletadas e isoladas de diferentes microambientes do Rio Negro. Estas 

bactérias foram todas testadas quanto a capacidade de acumular PHA através do teste em 

placa com Vermelho do Nilo (Spiekerman, 1999) e os positivos para o acúmulo foram 

inseridos no presente trabalho. 

Foram utilizados 5 bactérias: MM1.2.10-8, 2SAT1bLB, 7RP1T3LB, MagLB e 1423. 

MM1.2.10-8 e 2SAT1bLB são cepas isoladas do Rio Negro que foram positivas para o 

acúmulo de PHA de acordo com o teste em placa com Vermelho do Nilo. 7RP1T3LB e 

MagLB são bactérias também isoladas do Rio Negro, mas foram usadas como controle 

negativo para os testes, pois não acumularam PHA no ensaio com Vermelho do Nilo. E 

1423 é uma cepa padrão de Ralstonia eutropha obtida do Laboratório de Microbiologia da 

USP que é capaz de acumular PHA em até 80% da sua massa seca (Rodrigues, 2005). 

Todas elas foram caracterizadas quanto à sua micromorfologia (Coloração de Gram). 

 

 5.2 Meio Definido para a Produção de PHA - TGP 

 

 O meio padrão utilizado nos testes chama-se TGP (Tris, Glicose, Fosfato). 

Consiste de um meio mínimo que possui minerais essenciais para crescimento microbiano 

em concentrações baixas: 4,67g/L de NaCl; 1,49g/L de KCl; 1,32g/L de NH4Cl; 14,53g/L de 

Tris; 0,54g/L de KH2PO4; 17g/L de Ágar; 0,199g/L de MgCl2; 0,28g/L de Na2SO4; 0,022g/L 

de CaCl2; 20 g/L de Dextrose, 0,6 mL de FeCl2 1M; 1 mL de Zn2SO4 1M; 1 mL de Elemento 

Traço [0.22 g/L CoCl2·6H2O, 9.70 g/L FeCl3, 7.80 g/L CaCl2, 0.12 g/L NiCl2·6H2O,0.11 g/L 

CrCl3·6H2O, e 0.16 g/L CuSO4·5H2O (Numata & Doi, 2012)]. Em nossos ensaios 

suplementamos o TGP com 0,5 μg/L do corante Vermelho do Nilo; ele será o indicador para 
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o acúmulo de PHA quando a solução líquida ou sólida apresentar brilho rosa/lilás na 

presença de luz UV. A eficiência do acúmulo de PHA se dá pela intensidade do brilho; 

quanto maior for o brilho, por convenção maior foi a capacidade do microrganismo em 

produzir o biopolímero (Spiekerman, 1999). 

 

 5.3 Meio com Resíduo Bruto 

Trabalhou-se com 5 resíduos (Abacaxi, Guaraná, Maracujá, Andiroba e Sacha) 

provenientes de empresas locais de Manaus-AM. Inicialmente formulou-se um meio de 

cultura sólido com três concentrações de resíduo (10, 7,5 e 5%), contendo água destilada, 

17g/L de ágar e 0,5 μg/L de Vermelho do Nilo. Após o preparo, o meio foi ajustado a um pH 

próximo de 7, e esterilizado a 121º C por 15 min em autoclave. As bactérias foram semeadas 

e as placas foram incubadas em estufa a 30º C durante 72h. O teste foi realizado em 

triplicata e avaliado o acúmulo de PHA com auxílio de transluminador UV(λ 354 nM). As 

bactérias teste foram inoculadas também no Meio Padrão TGP como controle positivo. 

 

5.4 Meio com Extrato do Resíduo 

 

Apenas os resíduos com resultados positivos para acúmulo de PHA através do 

ensaio anterior (item 5.3) foram utilizados nesse teste. Objetivou-se extrair os açúcares dos 

resíduos realizando uma liquidificação com 250 ml de água destilada com 25g, 15g e 10g 

dos resíduos com posterior filtração com toucas do tipo turbante. O tempo de extração foi 

de 20s e foi calculado o rendimento dos extratos. Após obtidos os extratos, foi adicionado 

17g/L de ágar, 0,5 μg/L de Vermelho do Nilo e em seguida ajustado cada meio a um pH 

próximo de 7. As etapas de inóculo e detecção são idênticas às descritas no item 5.3. 

 

5.5 Análise centesimal dos resíduos 

 

Os resíduos com melhores desempenhos no teste anterior foram selecionados para 

este ensaio. Foi realizada a determinação de umidade, cinza, proteínas, lipídeos e 

carboidratos totais.   
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6. Resultados 

6.1 Bactérias teste 

As bactérias selecionadas para este trabalho foram caracterizadas quanto a sua 

micromorfologia. As cepas MM1.2.10-8 e 2SA1T1bLB isoladas de microambientes do Rio 

Negro são positivas para o acúmulo de PHA e são respectivamente Coco Gram-positivos e 

Diplococo Gram-positivos (Figura 1). 

 
 

 

 

As cepas 7RP1T3LB e Mag LB foram as bactérias utilizadas como controle negativo 

para os ensaios, pois não acumularam PHA no teste do vermelho do Nilo. Elas são 

respectivamente Bacilo Gram-Negativo e Bacilo Gram-Positivo (Figura 2). 

 
 
 
 

Figura1: Microscopia ótica das bactérias usadas nos ensaios (Objetiva de 100x). A: 
Bactéria MM1.2.10-8. Coco Gram-positivo isolada do rio negro. Cada pontinho violeta é uma 

unidade celular do micro-organismo. B:  Bactéria 2SAT1bLB. Diplococo Gram-positivo. 

A B 

Figura2: Microscopia ótica das bactérias usadas nos ensaios (Objetiva de 100x). A: Bactéria 

7RP1T3LB. Bacilo Gram-Negativo. B: Bactéria Mag LB. Bacilo Gram-Positiva.  

A B 
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A cepa 1423 (Figura 5) é a bactéria padrão positiva para o acúmulo de PHA 

Ralstonia eutropha. A mesma é um Bacilo anaeróbio facultativo quimiolitotrófico Gram-

Negativo (Madingan et. al.  2010).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

6.2 Meios de cultura com resíduo 

 

Trabalhou-se com 5 resíduos diferentes (Abacaxi, Maracujá, Sacha, Guaraná e 

Andiroba). O resultado do teste em placa com vermelho do Nilo encontra-se no Quadro 1. 

 
 
 
 

 Abacaxi Maracujá Sacha Guaraná Andiroba TGP 
10% 7,5% 5% 10% 7,5% 5% 10% 7,5% 5% 10% 7,5% 5% 10% 7,5% 5%  

MM1.2.10-8 ++ ++ +++ + + + - - - AC AC AC X X X ++ 
2SA1T1b LB ++ ++ +++ + + + - - - AC AC AC X X X ++ 
Mag LB - - - - - - - - - AC AC AC X X X - 
7RP1T3LB - - - - - - - - - AC AC AC X X X - 
1423 ++ ++ ++ + + + - - - AC AC AC X X X ++ 

 
 
 
 

Os resultados mostraram que Abacaxi (Ananas comosus ) e Maracujá (Passiflora 

edulis) foram os resíduos que se associaram com sucesso ao metabolismo das bactérias 

para produção de PHA. No tratamento de 5% no resíduo de abacaxi o brilho foi mais intenso 

Figura3: Bactéria 1423, Ralstonia eutropha. Bacilo Gram-
negativo. Objetiva 100x 

Brilho intenso (+++), Brilho moderado (++), Brilho discreto (+), Não houve brilho (-), Apenas crescimento (AC), 

Ausência de crescimento microbiano (X). 

Quadro 1: Teste de acúmulo de PHA com 5 resíduos orgânicos através do ensaio em placa com 
Vermelho do Nilo. 
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que nas concentrações maiores. Não é objetivo desse projeto analisar fatores inibidores, 

mas considerando o emprego de resíduos brutos é possível supor a existências de fatores 

inibidores que quando em concentrações maiores são capazes de inibir parte da via, muito 

provavelmente por nutrir as bactérias de tal forma a tornar inócua a condição necessária 

para a produção e acúmulo do biopolímero: escassez de determinado nutriente. Esses 

resultados incentivaram a extração dos açúcares com posterior filtração.  

Em Abacaxi observou-se que a cepa padrão Ralstonia eutropha não foi tão eficiente 

na produção em relação as bactérias selvagens do Rio Negro. Além disso o meio de cultura 

de Abacaxi foi mais eficiente que o Meio de cultura padrão TGP. Esse resultado pode ser 

explicado pelas origens diferentes de cada cepa. R. eutropha foi isolada inicialmente do 

ambiente marinho, se adapta bem ao meio rico em sais. Entretanto, essa não é a condição 

encontrada no meio proposto, que se aproxima mais das condições do Rio Negro, rio que 

acumula em suas águas produtos da decomposição vegetal.  

Para sacha (Plukenetia volubilis), uma possível explicação seria a grande 

quantidade de óleo encontrada em seu resíduo. O óleo é um fator que dificulta a composição 

do meio, não se mistura de forma adequada com os outros componentes e cria uma película 

hidrofóbica na superfície das placas, dificultando a oxigenação. Ainda, óleo é uma forma de 

carbono mais complexa que os açúcares. Produção de PHA a partir de óleo não é 

comumente relatada pela literatura. 

Cirqueira (2010) verificou que o extrato de guaraná inibiu o crescimento de Bacillus 

sp. e Aspergillus niger. É possível que o resíduo de guaraná (Paullinia cupana) possua 

compostos antimicrobianos em sua composição que não favoreça o crescimento 

bacteriano, como verificado no ensaio.  

Pizzuti, et al. (2012) e Brito, et al. (2013) observaram o potencial antimicrobiano do 

óleo de andiroba. Silva e Almeida (2014) testaram o extrato bruto etanólico de andiroba 

frente a Klebsiella pneumoniae, e ela mostrou sensibilidade ao extrato na concentração de 

100mg/ml. O meio de cultura com resíduo de andiroba (Carapa guianensis) não apresentou 

crescimento microbiano na placa devido a moléculas do metabolismo secundário do vegetal 

serem responsáveis por atividades antibacterianas. 
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 6.3 Meio com extrato dos resíduos 

 

Como citado anteriormente os resíduos com melhor desempenho foram 

selecionados para os próximos ensaios. Os resultados dos rendimentos dos extratos para 

abacaxi e maracujá são apresentados no Quadro 2.  A quantidade de massa utilizado para 

o maracujá foi reduzido devido a solução originalmente com massas de 25g, 15g, e 10g ter 

ficado muito viscosa e densa, pois o resíduo de maracujá é altamente higroscópico.  

 
Quadro 2: Rendimento dos extratos de Abacaxi e Maracujá 

 
Abacaxi Maracujá 

25g 15g 5g 7,5g 5g 2,5g 

250 mL 72,7%* 77,2% 95,1% 73,4% 82,7% 89,5% 

 
 
 

Os ensaios com os meios de cultura obtidos a partir dos extratos são mostrados 
na Quadro 3. 
 

Quadro 3: Resultado do teste em placa com Vermelho do Nilo com os extratos de 
resíduos 

 
 

Novamente os resultados mostraram a eficiência do acúmulo de PHA usando o 

resíduo de abacaxi como fonte de carbono. Quando a massa usada do resíduo foi a menor 

para este ensaio, o brilho em transiluminador foi mais intenso que as outras massas. 

Segundo Rodrigues (2005) a partir de estudos cinéticos para o crescimento de Ralstonia 

eutropha e acúmulo de PHA verificou-se que para a produção de PHA ser eficiente a 

concentração de carbono deve ser mantida em uma quantidade ótima. Os tratamentos de 

25 e 15g talvez não ofereçam condições para o acúmulo mais eficiente do biopolímero. A 

figura 6 apresenta uma placa com meio sólido de extrato de abacaxi com massa de 10g. 

 Abacaxi Maracujá TGP 

25g 15g 5g 7,5g 5g 2,5g  

MM1.2.10-8 
+ ++ +++ - - + ++ 

2SA1T1b LB + + +++ - - + ++ 

Mag LB - - - - - - - 

7RP1T3LB - - - - - - - 

1423 + + +++ + + + ++ 

Brilho intenso (+++), Brilho moderado (++), Brilho discreto (+), Não houve brilho (-). 

*% representa o quanto da massa original foi recuperada depois da filtração 
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Tal concentração ótima ainda precisa ser estabelecida, pois é preciso levar em 

consideração que o processo de resulta na concentração de determinados nutrientes, 

voltando ao ponto da possibilidade de inibição da via por abundância de nutrientes.  

Suwannasing, et. al. (2015) realizou o teste com o resíduo de abacaxi para 

produção de PHA com Bacillus sp. formulando meio de cultura com 1,5 g de (NH4)2SO4, 

1,8 g de Na2HPO4, 0,2 g MgSO4. 7H2O e 1 mL de elemento traço e uma concentração de 

30 g/L do suco de resíduo do abacaxi. Ele constatou bom crescimento da bactéria no meio 

e produção de PHA (PHB: poli-3-hidroxibutirato). 

 

6.4 Determinação da Análise Centesimal 

  

O Quadro 4 resume os resultados dos macronutrientes determinados na análise 

centesimal do resíduo de abacaxi. 

 
Quadro 4: Análise centesimal do Resíduo de Abacaxi. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Apesar de existir composições não determinadas, por diferença e aproximação na 

literatura (Lima et. al., 2006; Bortollato & Lora, 2009) pode-se inferir um valor de carboidratos 

de aproximadamente 80%. Possivelmente o resíduo de abacaxi mostrou mais eficácia na 

produção de PHA devido ao seu alto teor de carbono presente na composição de 

carboidratos, principalmente de Sacarose, Glicose e Frutose (Araújo, 2014). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Parâmetros Composição (%) CV (%) 

Umidade 9,08 ± 0,49 5,44% 

Proteínas 8,67 ±0,28 8,67% 

Cinzas * * 

Carboidratos ~80  

Lipídios * * 

(*) Não determinado 
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7. Conclusão 

Os testes revelaram que o resíduo de abacaxi e maracujá foram resíduos 

agroindustriais potenciais na substituição de fonte de carbono para produção de PHA, 

sobretudo o resíduo de abacaxi. Para que esse produto ainda sem valor agregado possa 

ser de fato utilizado pelas indústrias de bioplástico é necessário realizar mais estudos sobre 

a cinética de produção, a caracterização do polímero produzido e verificar condições de 

suplementação que ofereçam melhores condições de acúmulo de polihidroxialcanoatos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1423 (1) 

Figura 6: Placa de 10 g de resíduo de abacaxi em 250 ml de meio. As 
bactérias 1423(1) e 1423(2) são cepas diferentes da mesma espécie. 
Mag LB e 7RP1T3LB são as bactérias de controle negativo. 
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Nº Descrição Ago 

2015 

Set Out Nov Dez Jan 

2016 

Fev Mar Abr Mai Jun Jul 

 Revisão de Literatura X X X X X X X X X X X X 
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micromorfológica das bactérias 

X X X X X        

 Composição básica dos meios 
de cultura com resíduo 

X X           

 Teste com cultura de bactérias  X X          

 Composição do meio de cultura 
com resíduo de abacaxi e 
maracujá 

   X X X X X X    

 Teste com cultura bacteriana     X X X X X X X  

 Análise centesimal do resíduo 
de Abacaxi 

        X X X  

 - Elaboração do Resumo e 
Relatório Final (atividade 
obrigatória) 

           X 

 - Preparação da Apresentação 
Final para o Congresso 
(atividade obrigatória) 

           X 

 


