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RESUMO. O alginato é um polissacarideo normalmente extraido de paredes celulares de
algas marrons e utilizado nas inddstrias de alimentos, farmacéuticas e biotecnolégicas. A
produgio é concentrada no cultivo de algas marinhas marrons, mas virias bactérias do
género Pseudomonas e Azotobacter produzem alginato. A estrutura quimica dos alginatos
produzidos por algas é similar a dos sintetizados pela A. vinelandii. Esta bactéria também
produz polimeros intracelulares como o poli-hidroxibutirato (PHB), conhecido como
biopléstico. Neste trabalho, estudou-se a produgio simultinea do alginato e PHB pela A.
vinelandii, utilizando-se sacarose ¢ diferentes parimetros de fermentagio em agitador orbital
rotatério. Os valores 6timos para produgio destes compostos foram determinados pela
MSR. O 1° experimento foi um planejamento fatorial fracionado 2°2. O 2° foi baseado nas
varidveis significativas do 1° experimento, resultando em um planejamento fatorial
completo 3**. Verificou-se, do primeiro para o segundo, aumento na produtividade do PHB
de 12 para 45 mg g de célula h' e do alginato de 100 para 1.600 mg g™ de célula h''. A
produtividade de ambos os compostos foi mixima na temperatura de incubagio de 62°C, no
menor tempo de incubagio (18h) e na concentragio de sacarose de 11 g L™\, Em ambos os
experimentos, o PHB extraido apresentou pureza de 94%.

Palavras-chave: alginato, poli-hidroxibutirato (PHB), produgio, Azotobacter vinelandii.

ABSTRACT. The response surface methodology as a tool for assessing the
production of alginate and polyhydroxybutirate by Azotobacter vinelandii. Alginate is
a polysaccharide extracted from cell walls of brown algae and used in the food,
pharmaceuticals and biotech industries. Production is concentrated on the cultivation of
brown seaweed, but several bacteria of the genus Pseudomonas and Azotobacter produce
alginate. The chemical structure of alginates produced by algae is similar to those
synthesized by A. vinelandii. The bacteria also produce intracellular polymers such as
polyhydroxybutyrate (PHB), known as bioplastic. This work studied the simultaneous
alginate and PHB production by A. vinelandii using sucrose and different parameters of
fermentation in an orbital shaker. The optimal values for the production of these
compounds were determined by the MSR. The first experiment was a 2°2 factorial design.
The second was based on significant variables of the first, resulting in a full 3*° factorial
design. From the first to the second, an increase was observed in the PHB productivity
from 12 to 45 mg g cell h"' and alginate from 100 to 1,600 mg g of cell h''. The
productivity of both compounds was in the maximum incubation temperature of 62°C, in
the shortest time of incubation (18h) and the sucrose concentration, 11 g L'\ In both
experiments the PHB extracted presented purity of 94%.

Key words: alginate, polyhydroxybutyrate (PHB), production, Azotobacter vinelandii.

Introdugao

O alginato é um polissacarideo normalmente
extraido das paredes celulares de algas marrons
(Phaeophyta), sendo  utilizado como  agente
estabilizante, espessante ¢ gelificante, na inddstria de
alimentos ¢ também como imobilizador de células
nas industrias farmacéutica e biotecnolégica.

O alginato, nas algas marinhas, encontra-se como

componente estrutural da parede celular e nos
espagos intracelulares, promovendo rigidez e, ao
mesmo tempo, flexibilidade 4 parede celular e
compreende cerca de 40% da matéria seca destes
organismos. Anualmente, a indistria produz cerca
de 30 mil toneladas de alginatos, cujas algas sio
cultivadas em fazendas marinhas.

A estrutura do 4cido alginico consiste de cadeias
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lineares de residuos de 4dcido B-D-manurdnico (M)
unidos por ligacdes tipo (1—>4) e residuos de seu
epimero, o dcido a-L-gulurénico (G), em virias
propor¢oes. Estes residuos estio arranjados na forma
de blocos de 4cidos manurénico (M) ou gulurénico
(G), ligados de forma que a sequéncia destes
residuos na molécula seja alternada (BRAYNER
et al, 2007). A molécula deste polimero ¢é
constituida por blocos homopoliméricos, M- e G-, e
por blocos heteropoliméricos MG- (Figura 1). Na
molécula, a disposi¢io espacial dos mondmeros se di
segundo a posi¢io energética mais favordvel. Para
blocos G—G, esta é uma posigio em forma de cadeira,
'C,, sendo os
glicosidica a(1—4). Para M—M, trata-se da posicio
‘C,, sendo a ligagio glicosidica do tipo B(1—4). O

mondmeros unidos por ligacio

2

grupo carboxilico é responsivel por uma ligacio
glicosidica equatorial/equatorial em M—M, uma
ligagio glicosidica axial/axial em G—G e uma ligagio
glicosidica equatorial/axial para M—G.
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Figura 1. Estrutura dos blocos homopoliméricos M- ¢ G- ¢ dos
blocos heteropoliméricos MG- que constituem a molécula de
alginato. Na parte superior da Figura (A), tem-se uma sequéncia M-
M; no centro, (B) uma sequéncia G-G e, na parte inferior da Figura
(C), uma sequéncia M-G-M. Adaptado de Iwamoto et al. (2005).

As propriedades fisico-quimicas dos alginatos
dependem da massa molecular, da propor¢io dos
mondmeros M:G ao longo da cadeia e também do
grau de acetilagio. Os alginatos sio produzidos por
bactérias e por algas marinhas marrons, e os residuos
de manuronato dos alginatos bacterianos, mas nio os
de algas, sio acetilados nas posi¢oes O-2 e/ou O-3
(XIAO et al., 2006).

Silva e Garcia-Cruz

Atualmente, a
principalmente,

produgio ¢  concentrada,
no cultivo de algas marinhas
marrons, entretanto, varias bactérias pertencentes ao
género Pseudomonas e Azotobacter produzem alginato
(ROZEBOOM et al., 2008) e a estrutura dos blocos
de residuos dos monémeros ¢ similar nos alginatos
produzidos por algas marinhas e nos sintetizados por
A. vinelandii (PENA et al., 2006). Em contraste,
todos os alginatos de Pseuddmonas, embora possuam
mondémeros G, nio possuem sequéncias destes
mondmeros, ou scja, nio possuem blocos G
(GARCIA-CRUZ et al., 2008).

Pela propriedade de o 4cido alginico ser insoltivel
em 4gua 2 temperatura ambiente, os sais de sédio,
cilcio e potissio do 4cido alginico, soltveis em 4gua,
sio preferidos para o emprego na inddstria de
alimentos. O composto mais amplamente usado é o
alginato de sédio. Em muitas aplicagdes, o alginato
de sédio solavel torna-se insolavel por meio da
adicio de citions divalentes, geralmente cilcio,
resultando em géis ou filmes. A forca do gel depende
da natureza do cition divalente.

Com a diversidade de aplicagdes deste polimero nos
setores alimenticio e farmacéutico e a constante polui¢io
dos mares, uma vez que as algas necessitam de dgua
limpida para seu crescimento, a comunidade cientifica
engajou-se em uma pesquisa continuada, visando
entender melhor as vias bioquimicas, a fung¢io fisiolégica
e a biologia das bactérias produtoras deste polimero,
visando 2 regulagio da sua formagio e composi¢io, e
ainda 2 otimizacio do processo de produgio. A bactéria
Azotobacter vinelandii se mostrou mais promissora para a
produgio de alginato por nio ser patogénica ¢ produzir
elevadas quantidades deste polimero.

A Azotobacter vinelandii, além de produzir o alginato,
apresenta outra caracteristica importante: sob limitacio
de nutrientes como fésforo, oxigénio ¢ na presenca de
excesso de uma fonte de carbono esta bactéria produz
poli-hidroxialcanoatos (PHAs), polimeros intracelulares
pertencentes 3 familia dos poliésteres. Os PHAs podem
ser sintetizados por muitas bactérias em biorreatores a
partir de aglicares em condi¢des de estresse. Estes
polimeros podem representar até 80% da massa seca
total da célula. Sio polimeros 100% biodegradiveis e
biocompativeis.

Os PHAs também sio conhecidos como
bioplasticos, pois possuem propriedades termoplasticas e
caracteristicas de desempenho semelhantes as dos
plasticos convencionais, entretanto, os bioplisticos s3o
facilmente degradados pela agio de microrganismos no
meio ambiente. Sio exemplos de PHAs: poli-
hidroxibutirato (PHB), poli-B-hidroxivalerato (PHV) e
o poli-hidroxibutirato-co-valerato (PHB-V).
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Figura 2. Estrutura quimica dos poli-hidroxialcanoatos (PHAs): a)
poli-hidroxibutirato; b) poli-hidroxivalerato e, c¢) poli-hidroxibutirato-
covalerato Adaptado de Franchetti e Marconato (2006).

Muitos microrganismos s3o produtores de PHAs e,
destes, a espécie Azotobacter vinelandii é uma bactéria que
pode acumular grandes quantidades de PHB com a
vantagem de utilizar, durante seu crescimento, ampla
variedade de agticares nio necessariamente refinados,
como os encontrados em melago de cana-de-acicar,
beterraba e xarope de milho.

Tendo em wvista a importincia mundial do
alginato e do poli-hidroxibutirato, este trabalho
ilustra o estudo da produgio de ambos os compostos
Azotobacter utilizando
fermentacio submersa com diferentes parimetros
(pH, temperatura de incubagio, tempo de
incubagio, concentragcdes de sais e

pela  bactéria vinelandii,

diferentes
também diferentes concentracdes de sacarose como
fonte de carbono) e a Metodologia de Superficie de
Resposta como
avaliagio da produgio.

instrumento estatistico para a

Material e métodos

Material
a) Microrganismo

O microrganismo utilizado foi o Azotobacter
vinelandii CCT 2841 = DSM 85, obtido da
Fundagio Tropical de Pesquisas e Tecnologia
‘André Tosello’ — Campinas, Estado de Sio Paulo.

b) Meio de Manuteng@o

A linhagem do microrganismo Azotobacter
vinelandii foi mantida em 4gar YM cuja férmula é
composta por (em gramas por litro): extrato de
levedura 3,0; extrato de malte 3,0; peptona 5,0;
dextrose 10,0; dgar 20,0 e dgua destilada 1,0 L.
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¢) Meio de pré-fermentagdo e fermentagao

Para a pré-fermentacio foram utilizados
Erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de caldo
nutriente. Na etapa de fermentagio para a produgio
de PHB e alginato, foi utilizado o meio minimo ou
basal composto por (em gramas por litro): KH,PO,
0,16; K,HPO, 0,64; MgSO,.7H,O 0,4; NaCl 0,2;
CaSO,2H,0 0,05, FeSO,7H,O 0,0025 e
Na,Mo00,.2H,0 0,001. O pH foi ajustado de acordo
com o delineamento experimental. As soluc¢des de
sacarose em diferentes concentracbes foram
misturadas no meio minimo no momento da
fermentacio. O meio minimo foi esterilizado
separadamente da solucio de sacarose, ambos em
autoclave a 121°C por 20 min.

Métodos
a) Preparo do pré-indculo

A partir da cultura estoque do Azotobacter
vinelandii CCT 2841 = DSM 85, foram repicados,
por estrias em esgotamento, tubos inclinados de
PCA e incubados em estufa a 30°C por 24h.

b) Producdo do PHB e do Alginato

A produgio foi dividida em duas etapas: pré-
fermentacio e fermentagio. Na primeira, foi
realizada a suspensio das células bacterianas (obtidas
no item Métodos a.) pela adi¢io de 5,0 mL do caldo
nutriente em cada tubo de ensaio. A seguir, foram
transferidas para frascos Erlenmeyer, contendo 45
mL deste mesmo meio e estes foram incubados em
agitador orbital rotatério a 30°C, 225 rpm por 24h
(PAGE et al., 2001). Na segunda etapa, foi realizada
a padronizagio do inéculo. Para isto, foi utilizado
um espectrofotdbmetro Cintra 5 UV-VIS Double
Beam até se atingir uma densidade 6tica de 0,72 0,9 a
620 nm (BELLENGER et al., 2008). Logo apés, os
frascos Erlenmeyer foram incubados em agitador
orbital rotatério a 120 rpm na temperatura ¢ no
tempo de incubagio pré-determinados pelo
planejamento experimental (item Métodos c.).

¢) Otimizagdo dos parametros de fermentagdo

Para a otimizac¢io da produgio do PHB (Y, =
poli-hidroxibutirato) e do alginato (Y, = alginato),
foram realizados dois planejamentos experimentais,
utilizando-se o software Statistica 6.0, de maneira a
se determinar a melhor 4rea de produ¢io de ambos
os compostos. Desse modo, no primeiro
delineamento experimental, foi realizado um
planejamento estatistico fatorial fracionado 2% e as
varidveis independentes estudadas foram: X, = fonte
de carbono em g L' (sacarose); X, = pH; X; =
temperatura de incubacio em °C; X, = acetato de
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amoénio em mmol L'; X; = citrato de amdnio e
ferro (III) em pmol L' e X, = tempo de incubagio
em horas; resultando em 16 experimentos acrescidos

de  duas  repeticbes no  ponto
(MONTGOMERY, 2001) (Tabela 1).

central

Tabela 1. Varidveis independentes estudadas no primeiro
planejamento experimental 262,

Variaveis Niveis

-1 0 +1
X, — fonte de carbono (g L) 10,0 30,0 50,0
X,-pH 6 7 8
X, - temperatura de incubagio (°C) 25,0 32,5 40,0
X, —acetato de amédnio (mmol L) 15,0 37,5 60,0
X, — citrato férrico (pmol L) 30,0 60,0 90,0
X, — tempo de incubacio (h) 48 72 96

Com a perspectiva de se aproximar da regiio étima
de produgio, realizou-se um segundo planejamento
experimental, utilizando-se apenas as
significativas (X; = sacarose em g L' e X; =
temperatura de incubagio em °C) acrescidas da varidvel
X, = tempo de incubagio em hora, resultando em um
planejamento estatistico fatorial completo 3 em
triplicata (81 experimentos) como descrito na Tabela 2.
Durante o segundo experimento, manteve-se o pH
inicial em 7 e as solucdes de acetato de amdnio e citrato
de aménio e ferro (III) em 37,5 mmol L e 57 wmol
L™, respectivamente.

variaveis

Tabela 2. Varidveis independentes estudadas no segundo
planejamento experimental 3°.

Varidveis Niveis
-1.0 +1
X1 - Fonte de Carbono (g L) 2 6 10
X2 - Temperatura de incubagio (°C) 40 50 60
X3 - Tempo de incubacio (h) 18 33 48

Métodos analiticos

a) Determinagdo do Crescimento Celular (Biomassa)

A massa celular foi determinada, medindo-se, no
espectrofotdbmetro a 620 nm, uma suspensio de
células em dgua destilada, apds separagio das
mesmas por centrifugagio a 8.000 rpm, 15 min. a
4°C. Previamente, foi obtida a curva de correlagio
de absorbincia versus peso seco. Todas as anilises
foram realizadas em triplicata.

b) Obtengdo do alginato e PHB

As células foram separadas do meio fermentado
por centrifugagio a 8.000 rpm durante 15 min. a
4°C. Em seguida, foram tratadas com acetona
absoluta para se obter melhor pureza do produto
final. Apds esse procedimento, fez-se a retirada do
PHB intracelular com cloroférmio. Para isto,
utilizou-se a propor¢io de 100 mL de cloroférmio
para cada 1-2 g de células e a mistura permaneceu

Silva e Garcia-Cruz

em refluxo por 15 min. na temperatura de 61°C. A
seguir, separou-se o PHB do material celular por
meio da filtragio seguida de precipita¢io com etanol
absoluto e o precipitado foi seco em estufa a vicuo a
45°C até peso constante.

O sobrenadante obtido na centrifugagio foi
utilizado para a obtencio do alginato. Desse modo,
adicionaram-se 3V de etanol absoluto para a
precipitagio do alginato, o qual foi seco em estufa a
vacuo a 45° C até peso constante.

¢) Purificagao do alginato e PHB

A purificagio foi realizada, dissolvendo-se o PHB
em hidréxido de sédio 1 N, precipitando-o novamente
com etanol absoluto (LIN; SADOFF, 1968). O
alginato seco foi dissolvido em dgua destilada e
precipitado novamente com etanol absoluto. Ambos os
procedimentos foram repetidos trés vezes.

Resultados e discussao
Primeiro planejamento experimental

Anilise de Variincia
(ANOVA)  pelo  software  STATISTICA,
observou-se, no  primeiro  planejamento
experimental (plancjamento estatistico fatorial
fracionado 2%?), que, embora tenham sido
analisados diferentes parimetros (concentragio da
fonte de carbono (sacarose), pH, temperatura de
incubagio, concentragio de acetato de amédnio,
concentracio de citrato de amoénio e ferro (II) e
tempo de incubagio), nenhum parimetro foi
significante estatisticamente para o favorecimento
da biomassa. Entretanto, por meio da Metodologia
de Superficie de Resposta (MSR), pode-se
observar que o aumento da biomassa (2,29 mg
mL™") foi acompanhado pelo acréscimo da
concentragio de sacarose (55 g L") na temperatura
entre 38-42°C e tempo entre 40-50h (Figura 3). O
comportamento da biomassa em relagio 3 fonte de
carbono apresentou valores semelhantes aos
obtidos por Cho et al. (2001) e foi observado que,
quanto maior a concentragio da fonte de carbono,
maior € o crescimento bacteriano.

O estudo do
Azotobacter vinelandii, com relagio 2 variagio de
temperatura, nio havia sido registrado anteriormente
nos artigos de referéncia, que apenas citavam a faixa
de 25-30°C. Entretanto, a melhor temperatura para
o desenvolvimento celular foi entre 38-42°C. O
tempo importante para se
determinar a fase do crescimento bacteriano; sendo

Com o estudo da

crescimento  bacteriano da

também ¢é fator

assim, o valor encontrado neste primeiro
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experimento foi entre 40-50h como o maior valor de
biomassa da A. vinelandii e, acima deste tempo,
ocorreu uma diminuigdo da biomassa. Alguns
autores (VARGAS-GARCIA et al., 2002; LIN;
SADOFF, 1968) também encontraram maiores
valores  de 40-50h. O
comportamento resultados

biomassa
grifico

entre

dos

estd

representado pelas equagdes: Figura 3(a): Biomassa
(mg mL™") = 1,169 + 0,0061 * x 4+ 0,0189 * y, em
que: x = sacarose (g L") e y = temperatura (°C) e
Figura 3(b): Biomassa (mg mL™") = 1,8635 — 0,0071
*x + 0,0189 * y, em que: x = tempo (h) ey =
temperatura (°C).

( qu Bui) esseword

P
[ Frs
B 2,10
] 200
1190
= 140
[ RES

Figura 3. Superficies de resposta para: (a) concentracio de
biomassa (mg mL™) ao redor dos valores 6timos de concentragio
de sacarose (g L') e temperatura de incubagio (°C); (b)
concentragio de biomassa (mg mL™") ao redor dos valores 6timos
de tempo (h) e temperatura de incubagio (°C).

Em nosso experimento, a produgio de PHB teve

como  pardmetros  significativos, apenas  a
concentragio de sacarose e a temperatura de
incubagio. Com a Metodologia de Superficie de

Resposta (MSR), pode-se observar que a produgio
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mixima (12-14 mg g” de célula h') foi obtida em
menores concentragdes de sacarose entre 5a20 g L™
e nas maiores temperaturas entre 39 e 42° C (Figura
4). A vantagem em se utilizar a sacarose como fonte
de carbono é que este agticar é mais abundante e
barato que a glicose ¢ o Brasil é um dos maiores
produtores deste agtcar, motivos pelos quais foi
escolhida esta fonte de carbono. A equacio que
representa o comportamento da produgio do PHB
(mg ¢! de célula h'') ¢ = -4,62-0,081*x+0,46*y
(em que: x = concentragio de sacarose (g L") ey =
temperatura (°C)).

Figura 4. Superficies de resposta para a concentragio de PHB
(mg g de célula h™") ao redor dos valores 6timos da concentragio
de sacarose e temperatura de incubagio (°C).

O estudo da Anilise de Varidncia (ANOVA),
na produgio concomitante de alginato e poli-
hidroxibutirato pela bactéria A. vinelandii, pode
revelar que nenhuma das varidveis independentes
apresentou significincia estatistica na producio do
alginato. Entretanto, a metodologia de superficie
de resposta (MSR) indicou que a producio de
alginato foi maxima (89-100 mg g de célula h')
entre 40-55h de fermentagio, temperatura de
24-28°C e sacarose na concentragio de 40-55 g L™
(Figura 5). A que demonstra o
comportamento da produgio de alginato em
func¢io da temperatura (x) e do tempo (y) é:
Alginato (mg g de célula h') = 256,55 — 4,31 *x
- 0,8966 * y. A Figura 5 (b) demonstra o
comportamento da produg¢io de alginato em
fun¢io da concentragio de sacarose (x) e do

equagao

2

tempo (y), cuja equagio é: Alginato (mg g' de
célula h™) = 106,31 40,3338 * x — 0,8966 * y.
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Figura 5. (a) Superficies de resposta para a concentragio de
alginato (mg g de célula h™') ao redor dos valores 6timos de
temperatura (°C) e tempo de incubagio (h); (b) Superficies de
resposta para a concentragio de alginato (mg g de célula h™') ao

redor dos valores 6timos de concentragio de sacarose (g L) e
tempo de incubacio (h).

Comparando-se a quantidade de alginato
produzida com os valores descritos na literatura,
(1983)
obtiveram cerca de 180 mg g' de célula h”,
utilizando 20 g L' de sacarose como fonte de
carbono. Sutherland  (1989)
utilizaram glicose como fonte de carbono e
obtiveram entre 6 - 7,5 g L' de alginato a 280
rpm ¢ observaram que, diminuindo a agitagio
para 120 rpm, a produgio foi de apenas 1,4 g L'
de alginato. Os

pode-se observar que Horan et al

Brivonese e

Silva e Garcia-Cruz

de 29,8 g L' em 48h de incubagio e 120 rpm.

Embora nio  apresentasse  significincia
estatistica, o menor valor de pH (pH = 6) foi
favordvel para a produtividade do PHB e do
alginato.  Observou-se,

produtividade de

também, que a

compostos  foi
favorecida com a adicio de 15,0 mmol L'

(concentragio mais baixa) de acetato de amdnio e

90,0 wmol L' de citrato de amoénio e ferro (III), a
maior concentracio testada.

ambos os

Segundo planejamento experimental

No segundo planejamento experimental (3°),
utilizando-se como varidveis independentes a
fonte de carbono, a temperatura ¢ o tempo de
incubacio, foi possivel comprovar que o aumento
da biomassa foi pelas  elevadas

concentracdes de sacarose na temperatura de 38°C
(Figura 6).

favorecido
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Figura 6. Superficies de resposta para a biomassa (mg mL™") ao
redor dos valores 6timos da concentragio de sacarose (g L) e
temperatura de incubagio (°C).

Verificou-se também aumento na

produtividade do PHB de 12 para 45 mg g™’ de
célula h™' e do alginato de 100 para 1.600 mg g
de célula h™!. Portanto, a produtividade de ambos
os compostos foi mixima na temperatura de
incubac¢io de 62°C, tempo de
incubagio (18h) e com sacarose na concentragio

de 11 g L' (Figura 7). A pureza do PHB extraido

no menor

resultados deste trabalho foi de 94% para ambos os planejamentos
mostraram que a produgio méxima de alginato foi experimentais.
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Figura 7. Superficies de resposta para: (a) concentragio de PHB (mg g de célula h™') ao redor dos valores 6timos de temperatura (°C) e tempo de
incubagio (h); (b) concentragio de PHB (mg g de célula h™') ao redor dos valores 6timos de concentragio de sacarose (g L™') e temperatura de
incubagio (°C); (c) concentragio de alginato (mg g de célula h™") a0 redor dos valores 6timos de concentracio de sacarose (g L) e temperatura de
incubagio (°C); (d) concentragio de alginato (mg g de célula h™') ao redor dos valores 6timos de concentragio de temperatura (°C) e tempo de

incubacio (°C).
Conclusao

A produgio concomitante de alginato e PHB pela
bactéria Azotobacter vinelandii ¢ mixima para ambos os
compostos quando a fermentagio ¢é realizada em
menor tempo de incubagio, 15-18h, e, portanto,
quando a biomassa bacteriana ainda se encontra baixa
(0,50 mg mL™"). A temperatura de incubagio ideal foi
de 62°C e a concentragio de sacarose de 11 g L. A
andlise de varidncia (ANOVA) indicou que apenas a
concentragio de sacarose, a temperatura ¢ o tempo de
incubagio apresentaram significincia estatistica em
grande parte das anélises; as demais varidveis nio foram
estatisticamente significativas para a produ¢io méxima
de ambos os produtos. Desse modo, foi possivel
produzir elevadas concentragées de alginato ¢ PHB
apenas controlando a concentragio de sacarose inicial, a
temperatura e o tempo de incubacio.
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