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iii
RESUMO

Poli(3-hidroxibutirato), P(3HB), € um polimero de reserva de carbono e energia
acumulado intracelularmente por diversos microrganismos, sob condigdes
desbalanceadas de crescimento. Além da vantagem de ser biodegradavel e
biocompativel, possui propriedades termoplasticas compativeis aos plasticos
convencionais. Embora apresente estas vantagens, apresenta um elevado custo
de producgao frente aos polimeros petroquimicos, o que dificulta o seu uso. Neste
trabalho estudou-se a producdo de P(3HB) em residuos de industrias de
alimentos, objetivando reduzir os custos de produgéo. Primeiramente, verificou-se
a capacidade de crescimento da bactéria Ralstonia eutropha nos residuos das
industrias amilaceas e industrias processadoras de maca. Testou-se trés modelos
primarios de crescimento, e o modelo Logistico, foi o que melhor descreveu o
crescimento da bactéria nas diferentes fontes de carbono testadas. Apds verificar
a capacidade de crescimento da bactéria, foi realizada a producéo de P(3HB), nos
residuos das industrias de alimentos, e também a suplementagdo do meio de
cultura com acido oléico e 6leo de soja, visando aumentar a produgdo de
polimero. O residuo da industria amilacea mostrou-se uma boa fonte de carbono
para a producgédo de P(3HB), onde os conteudos de polimero acumulado foram de
46, 50 e 56% com produtividades de 0,22; 0,37 e 0,49 g.L'1.h'1 para as culturas
sem suplementacdo, suplementacdo com acido oléico e suplementagdo com 6leo
de soja. Quando se realizou o crescimento no residuo da industria processadora
de macé os conteudos de P(3HB) acumulados foram de 14, 34 e 22% do total da
massa celular seca, para as culturas sem suplementagdo, suplementagcao com
acido oléico e suplementagcdo com oOleo de soja. Apesar do baixo conteudo de
polimero acumulado, a utilizagdo do bagago de maga como fonte de carbono para
a producgao de polihidroxialcanoatos € uma boa alternativa, pois € uma matéria-
prima barata que pode contribuir na redugdo dos custos de produgcdo deste
biopolimero. A adicao dos suplementos nutricionais ao meio de cultura favoreceu
a produgdo de P(3HB) aumentando o conteudo de polimero acumulado e a
produtividade.

Palavras-chave: Polihidroxialcanoatos; residuos das industrias de alimentos;
Ralstonia eutropha; P(3HB)



ABSTRACT

Poly(3-hydroxybutyrate), P(3HB), is a polymer accumulated intracellularly as
carbon and energy storage material by several microorganisms, under unbalanced
growth conditions. Besides the advantage of being biodegradable and
biocompatible, possess thermoplastics properties similar to the conventional
plastics. However, its high cost of production related to petrochemical-based
plastics limits its use. In this work was studied the production of P(3HB) in food
industries wastes, aiming to reducing the production costs. Firstly, it was verified if
the bacteria Ralstonia eutropha presents capacity of growth in the wastes from
starchy industry and apple processing industry. Three primary models of growth
were tested, and the Logistic model, it was what best described the growth of the
bacteria in the different used carbon sources. After verifying the capacity of growth
of the bacteria, the production of P(3HB) was accomplished, in the food industries
wastes, and also the supplementation of the culture medium with oleic acid and
soybean oil, aiming to increase the polymer production. The starchy industry waste
was shown a good carbon source for the P(3HB) production, where the polymer
contents accumulated were of 46, 50 and 56% with productivities of 0,22; 0,37 and
0,49 g.L'1.h'1 for the cultures without supplementation, supplemented with oleic
acid and supplemented with soybean oil. When realized the growth in the apple
processing industry the P(3HB) contents accumulated were of 14, 34 and 22% of
the total of the cell mass weight, for the cultures without supplementation,
supplemented with oleic acid and supplemented with soybean oil. In spite of the
low polymer content, the use of the apple pomace as carbon source for the
polyhydroxyalkanoates production is a good alternative, because it is a cheap raw
material that can contribute in the reduction of the production costs of this
biopolymer. The addition of the nutritional supplements to the culture media
favored the P(3HB) production increasing the polymer content and the productivity.

Keywords: Polyhydroxyalkanoates; food industries wastes; Ralstonia eutropha;
P(3HB)



CAPITULO | - INTRODUGAO

Os plasticos tém papel fundamental na sociedade moderna, onde séao
utilizados de multiplas formas. Além disso, tém-se desenvolvido inumeras
aplicagdes para as quais anteriormente eram utilizados outros materiais, como
metais, vidro, madeira, papel, etc., ou seja, os plasticos possuem nao apenas um
grande mercado, como também representam um mercado em crescimento.
Devido ao fato de algumas aplicagdes dos plasticos, como por exemplo, 0 seu uso
em embalagens, serem de descartabilidade muito rapida, associado a grande
dificuldade de degradacdo destes materiais no ambiente, os plasticos tém
despertado grande preocupacéo (Gomez e Bueno Netto, 2001).

Como resposta aos problemas ambientais causados pela produgdo e
acumulo de materiais plasticos de origem petroquimica, assim como o
esgotamento das fontes de combustiveis fosseis, muitos paises estao realizando
estudos de gerenciamento do volume de lixo sélido, incluindo a diminuigdo do
residuo plastico através do desenvolvimento de materiais plasticos biodegradaveis
(Lee, 1996Db).

Os bioplasticos possuem propriedades termoplasticas e caracteristicas de
desempenho semelhantes as dos plasticos convencionais, mas sio facilmente
degradados pela agado de microrganismos no meio ambiente. Diversos materiais
que reunem essas caracteristicas (termoplasticidade e biodegradabilidade) tém
sido estudados e produzidos comercialmente; dentre eles pode-se citar:
poliglicolato, poli-e-caprolactona  (PCL), alcool polivinilico  (PVOH),
polihidroxialcanoatos (PHAs) (Gomez e Bueno Netto, 2001).

Os polihidroxialcanoatos sdo uma classe geral de polimeros produzidos e
acumulados como reserva de carbono e energia por inumeras bactérias. Sao
acumulados na forma de grénulos localizados no interior das células, os quais
podem representar até 80% da massa seca total da célula. Sdo polimeros 100%

biodegradaveis e biocompativeis.



Dentre os PHAs, pelo menos o poli-3-hidroxibutirato, P(3HB), e seu
copolimero  poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato, = P(3HB-co-3HV), tém
despertado interesse cientifico, tecnoldgico e industrial em diversos paises, pois
além de serem termoplasticos biodegradaveis, podem ser sintetizados por cultivo
submerso a partir de matérias-primas renovaveis.

Muitos sdo os microrganismos produtores de PHAs e a espécie Ralstonia
eutropha é uma das que apresenta as condicbes mais favoraveis a producao
industrial. Este microrganismo destaca-se pela possibilidade de acumular grandes
quantidades de sua massa seca em polimero, com alto peso molecular e
utilizando diferentes tipos de substrato como glicose, frutose, acidos organicos,
entre outros.

O processo de produgdo de P(3HB) por R. eutropha € normalmente
conduzido em duas fases: uma fase de crescimento nao limitado para acumulo de
biomassa em um meio de cultura balanceado e, na sequiéncia, uma fase de
limitacdo ou exaustdo de um ou mais elementos nutritivos associado ao
fornecimento de excesso de fonte de carbono, para favorecer o acumulo
intracelular do polimero.

A producdo dos polihidroxialcanoatos esbarra em seu elevado custo de
producdo quando comparado ao dos polimeros derivados do petréleo. Porém,
estudos tém sido realizados para tentar minimizar os custos de produgao através
da utilizacdo de fontes de carbono de baixo custo, desenvolvimento de novas
linhagens e técnicas mais eficientes para extragéo e recuperagao do polimero (Du
et al., 2001b; Marangoni et al., 2001).



Este trabalho teve como objetivo geral estudar condigbes de cultura para a
producdo de polihidroxialcanoatos, utilizando substratos de baixo custo, como
residuos das industrias de alimentos.

E como objetivos especificos:

- Avaliar a capacidade de crescimento de Ralstonia eutropha em residuos
das industrias processadoras de macéa e amilacea como fonte de carbono;

- Estudar um modelo matematico primario que descreva o crescimento da
bactéria nestes substratos;

- Estudar a produgéo de polihidroxibutirato, P(3HB), nos dois residuos de
industria de alimentos;

- Estudar adigdo de suplementos nutricionais (acido oléico, éleo de soja) a

fim de aumentar a producao de polimero.

O presente trabalho sera apresentado em diferentes partes. O Capitulo Il
traz uma revisao bibliografica sobre os polihidroxialcanoatos. No Capitulo Ill, sdo
apresentados o material e os métodos empregados para este estudo. Os
resultados estdo no Capitulo IV, e serdo apresentados na forma de artigos. As
conclusdes e sugestdes estdo no Capitulo V. No Capitulo VI, estdo as referéncias

bibliograficas utilizadas.



CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DESCRIQAO DOS POLIHIDROXIALCANOATOS
2.1.1 Historico dos PHAs

Em 1923, Lemoigne relatou que culturas da bactéria Bacillus subtilis,
quando sofriam autdlise em agua destilada, reduziam o pH devido a liberagdo de
um acido desconhecido. Posteriormente, Lemoigne identificou que o acido
liberado pela autdlise de Bacillus megaterium era o acido 3-hidroxibutirico, que era
acumulado no interior das células desta bactéria na forma de polimero, poli-3-
hidroxibutirato (P(3HB)) (Gomez e Bueno Netto, 2001). Em 1958, a via funcional
de P(3HB) foi proposta por Macrae e Wilkinson, que observaram que B.
megaterium estocava o homopolimero especialmente quando a razédo das fontes
de glicose/nitrogénio no meio estava alta, e que a subsequente degradacéo
ocorria rapidamente na auséncia da fonte de carbono e energia. Concluiram,
entdo, que P(3HB) era um material de reserva de carbono e energia (Braunegg et
al., 1998).

A descoberta de outros mondmeros diferentes do acido 3-hidroxibutirico foi
feita por Wallen e Rohwedder em 1974, ao isolarem estes poliésteres do lodo
ativado. Os polihidroxialcanoatos sdo compostos principalmente de 3-
hidroxiacidos, mas unidades monoméricas compostas de 4, 5 e 6-
hidroxialcanoatos ja foram observadas (Doi et al., 1988; Steinbuchel e Valentin,
1995). Em 1976, a empresa inglesa Imperial Chemical Industries (ICI) retomou a
avaliagdo do P(3HB), por fermentagdo bacteriana, objetivando sua producgéo e
comercializagdo como uma alternativas aos plasticos gerados a partir de matérias-
primas derivadas do petréleo. No inicio dos anos 80, langou patentes para a
produgdo, extragdo e mistura de P(3HB) com outros polimeros organicos. A
companhia também desenvolveu um processo de producdo, por fermentagao, do
copolimero de 3-hidroxibutirato (3HB) e 3 hidroxivalerato (3HV), a partir de
substratos como glicose e acido propibnico, que foi comercializado com o nome de

Biopol®. Em 1990, foi langado na Alemanha o primeiro produto obtido a partir de



PHAs, uma embalagem de xampu para a industria de cosméticos Wella (Braunegg
et al., 1998; Sudesh et al., 2000).

No Brasil, a produ¢do de PHAs comecgou a partir dos anos 90. Um projeto
envolvendo o Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sdo Paulo (IPT),
o Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP), e a
empresa Copersucar, iniciou as pesquisas de produgao de P(3HB) a partir cana-
de-acucar. Em 1995, foi implantada uma planta piloto, na Usina da Pedra em
Serrana - SP, para a produgédo de PHAs, com o objetivo de produzir P(3HB) para
suprir o mercado para testes e provas. Essa é a unica producdo industrial de
P(3HB) e P(3HB-co-3HV) a partir de cana-de-agucar, constituindo em uma
producgao integrada na usina sucroalcooleira. A resina comercialmente conhecida
como BioCycle®, estd sendo produzida em escala-piloto e destinada a
universidades, empresas e centros de pesquisa e desenvolvimento (Nonato et al.,
2001; Pachione, 2004).

2.1.2 Caracteristicas e Propriedades

Polihidroxialcanoatos sao poliésteres de hidroxialcanoatos sintetizados por
varias bactérias e armazenados na formas de inclusdes citoplasmaticas como
reserva energética e poder redutor. Estes polimeros tém atraido recentemente
muita atengdo devido a seu uso potencial como termoplasticos biodegradaveis e
elastébmeros, além de serem produzidos a partir de substratos renovaveis (Byrom,
1987; Anderson e Dawes, 1990; Doi, 1990; Lee e Chang, 1995).

A férmula estrutural geral da unidade monomérica destes polimeros esta
apresentada na Figura 1. A maioria destes sao poliésteres alifaticos de carbono,
oxigénio e hidrogénio. A composi¢ao da cadeia lateral ou do radical R e o valor de
n determinam a identidade da unidade monomérica (Lee, 1996b). O radical R
pode variar de um unico atomo de H, até tridecil (C43), podendo conter
insaturagdes, grupos aromaticos ou ainda ligagdes a elementos como fluor, cloro e
cromo. Os 3-hidroxialcanoatos sdo monémeros mais encontrados, porém, 4, 5 e 6-
hidroxialcanoatos ja foram identificados como constituintes de PHAs sintetizados

por bactérias (Steinbuchel e Valentin, 1995; Madison e Huisman, 1999).



O - CH = (CH,),-C
I |l
R O | 100-30000
n=1 R = hidrogénio Poli (3-hidroxipropionato)
R = metil Poli (3-hidroxibutirato)
R = etil Poli (3-hidroxivalerato)
R = propill Poli (3-hidroxihexanoato)
R = pentil Poli (3-hidroxioctanoato)
R = nonil Poli (3-hidroxidodecanoato)
n=2 R = hidrogénio Poli (4-hidroxibutirato)
R = metil Poli (4-hidroxivalerato)
n=3 R = hidrogénio Poli (5-hidroxivalerato)
R = metil Poli (5-hidroxihexanoato)
n=4 R = hexil Poli (6-hidroxidodecanoato)

Fonte: Lee, 1996b

Figura 1: Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos e alguns membros representativos.

Os PHAs podem ser divididos em dois grupos dependendo do numero de
atomos de carbono nas unidades monoméricas: polimeros de comprimento de
cadeia curta (SCL), que consistem-se de moléculas compostas de unidades
monoméricas com 3-5 atomos de carbono; e polimeros de comprimento de cadeia
média (MCL) que consistem-se de polihidroxialcanoatos formados por unidades
monomeéricas com 6-14 atomos de carbono (Lee, 1996a). Estes ultimos tém um
menor nivel de cristalinidade do que os polimeros formados de 3-
hidroxialcanoatos, P(3HB) e P(3HB-co-3HV), e sdo mais elasticos (Reddy et al.,
2003).



O peso molecular dos polimeros esta na faixa de 2 x 10° a 3 x 10° Daltons,
dependendo do microrganismo e das condicbes de crescimento (Lee, 1996a).
Estudos com varios organismos tém mostrado que os granulos tipicos de P(3HB)
tém didmetro de 0,2 a 0,7 um e sado circundados por uma membrana composta por
cerca de 2% de proteinas e 0,5% de lipidios, cuja espessura é de 2nm (Braunegg
et al., 1998). As cadeias de polimeros geralmente formam hélices e cada granulo
contém, provavelmente, um minimo de 1000 moléculas (Anderson e Dawes,
1990).

As caracteristicas mais importantes dos PHAs sdo a sua rapida
biodegradabilidade e suas propriedades termoplasticas (Doi, 1990). Estes
polimeros podem ser extraidos das células sob a forma de um pd inodoro,
podendo sofrer as mesmas transformagdes que o polipropileno e apresentando
propriedades proximas daquelas do polimero de origem petroquimica. As
propriedades termoplasticas do P(3HB) s&o interessantes, contudo, o copolimero
P(3HB-co-3HV) apresenta propriedades mais interessantes do ponto de vista
comercial (Byrom, 1987). Tais propriedades sao fungdo da composicdo em 3HV
nas moléculas (Holmes, 1985; Doi, 1990).

As propriedades desejaveis as diferentes aplicagdes de um material
plastico sdo: ponto de fusao elevado, baixa rigidez, alta resisténcia a presséo,
resisténcia ao alongamento antes da ruptura e forte resisténcia ao impacto. O
ponto de fusdo do P(3HB) & préximo da temperatura na qual inicia-se sua
degradacédo em acido crotonico (aproximadamente 185°C), tornando dificil os
processos de moldagem por injecdo ou por sopro (Poirier et al., 1995). O P(3HB)
possui resisténcia aos raios UV superior a do polipropileno e excelente
impermeabilidade ao  oxigénio (Holmes, 1985). E completamente
estereoespecifico, com todos os atomos de carbono assimétricos na configuragao
D(-), o que o torna altamente cristalino (55-80%), e relativamente fragil. Sua
temperatura de transicao vitrea a aproximadamente 5°C e a temperatura de fuséo,

conforme Tabela 1, & de aproximadamente 179°C (Lee, 1996a).



Tabela 1: Comparacgao das propriedades de polimeros

Temperatura . Tensao de PP
. ~ Modulo de . Resisténcia a
Polimero de fusao Young (GPA) cisalhamento ruptura (%)
(°C) g (MPa) prura {*
P(3HB) 179 3,5 40 5
P(3HB-co-3HV)
3 mol% 3HV 170 2,9 38 -
9 mol% 3HV 162 1,9 37 -
14 mol% 3HV 150 1,5 35 -
20 mol% 3HV 145 1,2 32 -
25 mol% 3HV 137 0,7 30 -
P(3HB-co-4HB) '
3 mol% 4HB 166 - 28 45
10 mol% 4HB 159 - 24 242
16 mol% 4HB - - 26 444
64 mol% 4HB 50 30 17 591
90 mol% 4HB 50 100 65 1080
P(4HB) 53 149 104 1000
P(3HHx-co-3HO) ? 61 - 10 300
Polipropileno 170 1,7 34,5 400
Polietileno-
tereftaleno 262 2,2 56 7300
Poliestireno 110 3.1 50 -

" Poli(3-hidroxibutirato-co-4hidroxibutirato)
2 Poli(3-hidroxihexanoato-co-3-hidroxioctanoato)
Fonte: Lee, 1996a.

As propriedades mecéanicas do P(3HB), incluindo Médulo de Young, e
tensdo de cisalhamento, sdo similares as do polipropileno (PP). Porém, sua
resisténcia a ruptura (5%) € muito menor que a do PP (400%). O P(3HB-co-3HV)
tem melhores propriedades mecanicas. O copolimero é mais flexivel e tem maior
resisténcia a ruptura conforme aumenta a fracdo de 3HV. Além disso, o
decréscimo da temperatura de fusdo com o aumento da fracdo de 3HV, sem afetar
a temperatura de degradacdo, permite melhor processamento térmico do
copolimero. Assim, as propriedades do P(3HB-co-3HV) podem ser controladas

pelo ajuste da fragdo de 3HV durante a cultura em biorreator (Lee, 1996a).



2.2 MICRORGANISMOS PRODUTORES

Os microrganismos capazes de acumular PHAs sao geralmente as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Byrom, 1987), que podem ser
encontradas na natureza, isto €, no solo, agua do mar, efluentes, etc. A selegdo do
microrganismo e do substrato tem grande influéncia no custo de fabricacdo do
polimero (Anderson e Dawes, 1990). Alguns fatores como habilidade para utilizar
fontes de carbonos baratas, velocidades de crescimento e sintese de polimero, e
0 maximo conteudo de polimero acumulado, devem ser levados em conta na
escolha do microrganismo (Lee e Chang, 1995).

Os microrganismos produtores de polihidroxialcanoatos sao divididos em
dois grupos. O primeiro grupo requer a limitagcdo de um dos nutrientes essenciais
ao crescimento para a produgcdo do polimero, ao qual se tem como
representantes, entre outros, Ralstonia eutropha e Pseudomonas oleovorans. O
segundo grupo acumula PHAs ja durante a fase de crescimento, sendo que a este
grupo sao pertencentes Escherichia coli recombinante e Alcaligenes latus (Lee,
1996b).

2.2.1 Ralstonia eutropha

Ralstonia eutropha tem sido o microrganismo mais utilizado na produgao
industrial de polimero, por possuir elevados rendimento e velocidade de producao.
Pode acumular mais de 80% de sua massa seca celular em polimero com um alto
peso molecular, utilizando diferentes tipos de substratos como frutose, glicose e
sacarose (espécies mutantes), soro de leite, etc (Byrom, 1987; Ramsay et al.,
1990a; Lee e Chang, 1995). Por ser o microrganismo mais estudado, e também

utilizado neste trabalho, sera dado maior destaque a esta bactéria posteriormente.
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2.2.2 Bactérias do Género Azotobacter

Azotobacter sp. foi a primeira bactéria escolhida para a sintese industrial da
P(3HB) por ser capaz de utilizar sacarose e glicose como substrato. Entretanto,
ela foi rejeitada por produzir, paralelamente ao P(3HB), um polissacarideo,
tornando o processo de dificil controle (Byrom, 1987). Para tentar melhores
condi¢cbes de produgdo, Page e Knosp, 1989) estudaram uma cepa mutante de
Azotobacter vinelandii capaz de acumular grandes quantidades de P(3HB)
superiores a 75% de sua massa seca, com um fator de converséo de glicose em

polimero de 0,33 g.g™".

2.2.3 Microrganismos metilotréficos

Sao microrganismos que consomem metanol como fonte de carbono. O
baixo custo deste substrato tornou interessante o estudo com metilotroficos, no
inicio dos estudos de PHAs. Entretanto, o processo de producdo é lento, gera
baixa quantidade de polimero, ou seja, baixa produtividade, além de apresentar
baixo peso molecular. Alguns microrganismos pesquisados s&o Methylobacterium
extorquens e Methylobacterium organophilum. O conteudo de PHA tipicamente
obtido por metilotréficos € de aproximadamente 50 — 60% do peso seco da célula,
0 que precisa ser melhorado para que se tenha uma extracdo mais eficiente do
polimero (Byrom, 1987; Lee, 1996Db).

2.2.4 Bactérias do Género Alcaligenes

Alcaligenes latus pode utilizar sacarose como fonte de carbono, tem uma
velocidade especifica de crescimento elevada e acumula PHA durante a fase de
crescimento (Lee, 1996a), embora, sob condi¢cbes de limitagdo, possa acumular
quantidade bem maior de polimero (Wang e Lee, 1997; Choi e Lee, 1999b). Tem
como desvantagem, a sua sensibilidade aos precursores utilizados para produgéo

de copolimero (Ramsay et al., 1990a).
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2.2.5 Bactérias do Género Pseudomonas

As bactérias do género Pseudomonas podem produzir tanto
polihidroxialcanoatos com comprimento de cadeia médio (PHAwmcL), quanto com
comprimento de cadeia longa (PHA c.) (De Smet et al., 1983; Brandl et al., 1988;
Preusting et al., 1991). Esta producao é obtida a partir de substratos de cadeia de
carbono alifatica longa como os alcanos e os acidos alcandicos. Como
Pseudomonas oleovorans € uma cepa estavel, de dificil contaminac&o, o cultivo
continuo pode ser boa estratégia para a producdo de PHAnc. com alta
produtividade (Lee, 1996a).

2.2.6 Escherichia coli recombinante

Apesar dos produtores naturais de PHAs serem acostumados a produzi-lo
durante sua evolugao, eles possuem longo tempo de geragao, relativamente baixa
temperatura 6tima de crescimento, resisténcia a lise, além de conter vias
intracelulares de degradacdo do polimero. Bactérias com a E. coli ndao tém
capacidade de sintetizar ou degradar PHAs, entretanto, crescem rapidamente, a
uma temperatura um pouco mais alta e sofrem facil lise. O crescimento rapido
diminui o tempo de processo de producdo e a facilidade da lise das células
economiza no processo de purificagcdo dos granulos do biopolimero (Madison e
Huisman, 1999).

O uso de E. coli recombinante, contendo genes de biossintese de PHAs de
Ralstonia eutropha, tem sido extensivamente estudado para a producao destes
polimeros. O acumulo de P(3HB) nesse microrganismo pode chegar a 80-90% do
peso seco da célula, com alta produtividade. Sua sintese nao requer limitagao de
um nutriente especifico, sendo dependente da quantidade de acetil-CoA
disponivel (Lee e Chang, 1995; Lee, 1996a).
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Além disso, E. coli pode utilizar varias fontes de carbono incluindo
sacarose, lactose e xilose, o que permite a produgcdo de P(3HB) a partir de
matéria-prima barata tais como melago, soro de leite e hemicelulose hidrolisada
(Lee e Chang, 1993; Zhang et al., 1994; Lee, 1997). Outra vantagem é que E. coli
nao possui despolimerases intracelulares que degradam o polimero acumulado
(Choi e Lee, 1999a). Entretanto, uma desvantagem da produgao de P(3HB) € a
formacao de filamentos, durante a sintese do polimero. A filamentagao faz com
que as células figuem alongadas, causa reducao da velocidade de crescimento
celular e menor atividade metabdlica causando, consequentemente, menor

acumulo de polimero (Lee et al., 1994).

2.2.7 Plantas Transgénicas

A clonagem e expressdo dos genes de biossintese de PHAs de
microrganismos em plantas superiores podem se constituir em uma importante
forma de reducdo dos custos de producdo de PHA’s, uma vez que eliminaria a
necessidade de substratos como carboidratos e &acidos organicos, os quais
representam importante parcela dos custos de producdo do polimero em
processos fermentativos. A planta necessitaria apenas do CO, atmosférico, da
energia solar e de alguns nutrientes obtidos através do solo para fazer a sintese
do polimero (Gomez e Bueno Netto, 1997).

O primeiro estudo com plantas transgénicas ocorreu com a expressado dos
genes de biossintese de PHA de R. eutropha, no citoplasma de Arabidopsis
thaliana, resultando em baixo conteudo de P(3HB) e crescimento retardado da
planta (Poirier et al., 1992). Quando os genes foram expressos nos cloroplastos da
planta, esta exibiu crescimento normal e acumulou 14% de seu peso seco em
P(3HB) (Steinbuchel e Fuchtenbusch, 1998).
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Algumas dificuldades que estdo sendo transpostas no estudo com plantas
transgénicas séo: a sintese do polimero deve ocorrer em grande quantidade em
orgao especifico da planta, facilitando sua extragao-purificagao posterior; a sintese
de PHA néo deve ocorrer em detrimento do desenvolvimento global da planta e
ainda ha o interesse na obtencdo de outros PHAs além do P(3HB) (Gomez e
Bueno Netto, 1997).

2.3 DESCRICAO GERAL DA Ralstonia eutropha

Ralstonia eutropha, anteriormente Hidrogenomonas eutropha e depois
Alcaligenes eutrophus, e recentemente proposto para Wautersia eutropha
(Vaneechoutte et al., 2004), € um microrganismo procariético, gram-negativo,
quimiolitotréfico facultativo, encontrado naturalmente no solo e na agua. Possui
células na forma de bastonete com dimensdes de 0,5 por 1,8 a 2,6 um. E movel,
possuindo de 1 a 4 flagelos peritriquios. Na fase de acumulo de polimero, as
células podem se tornar esféricas (Marangoni, 2000). A figura 2 ilustra a forma

desta bactéria na fase de crescimento e fase de producgéo do polimero.

Fone: Amp, 1 995. - - Fonte: Sudesh et al., 2000.
Figura 2: R. eutropha em (a) fase de crescimento e (b) fase de producao.
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Esta bactéria pode utilizar varios compostos organicos como unica fonte de
carbono, entre os quais estdo incluidos a glicose (espécie mutante), frutose,
formato, acetato, propionato, lactato, gluconato, succinato, fenol, benzoato, entre
outros. N&o pode utilizar para este fim, o etanol, glicerol e dissacarideos. A sua
temperatura 6tima de crescimento é 30°C. Pode crescer autotroficamente em
atmosfera de gases contendo H;, O, e CO; (Tanaka et al., 1995). O pH na cultura
de R. eutropha, geralmente decresce devido a produg¢do de subprodutos no ciclo
de Krebs. Um pH o6timo para o crescimento e produgdo de P(3HB) é
(Beaulieu et al., 1995).

Este microrganismo tem também como caracteristica importante, do ponto
de vista biotecnolégico, a producdo de PHA’s relacionada a fonte de carbono
utilizada para seu crescimento. Isto porque a via de degradagao dos carboidratos
(via Entner-Doudoroff), utilizada em R. eutropha, leva a formagao de piruvato, o
qual é oxidativamente descarboxilado a acetil coenzima A (acetil-CoA). Assim, o
mondémero predominante encontrado em R. eutropha € o poli-3-hidroxibutirato
(P(3HB), uma vez que é sintetizado a partir de acetil-CoA. Quando se utilizam
acidos propidnico ou valérico como co-substratos da glicose e/ou frutose no meio
de cultura, ha a formagdo do copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato), P(3HB-co-3HV), cujas unidades (3HV) sao formadas a partir de
propionil-CoA, produto da degradacao dos acidos utilizados (Anderson e Dawes,
1990).
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2.4 BIOSSINTESE E DEGRADAGAO DE PHAs EM Ralstonia

eutropha
2.4.1 Metabolismo Durante Crescimento Balanceado

Em condi¢cbes de crescimento balanceado, Ralstonia eutropha catabolisa
carboidratos, pela via Entner-Doudoroff, a piruvato, que pode entdo ser convertido,
através de descarboxilacdo, a acetil-CoA. Durante o crescimento reprodutivo,
acetil-CoA entra no ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) com a liberagao da
coenzima A (CoASH), sendo terminalmente oxidado a CO, gerando energia, na
forma de ATP, equivalentes redutores (NADH, NADPH e FADH,) e precursores
biossintéticos (2-oxoglutarato, oxaloacetato) (Braunegg et al., 1998).

A aminacao ou transaminacdo direta do oxaloacetato leva a sintese de
aminoacidos, que sao incorporados nas cadeias polipeptidicas das proteinas em
formacdo. A taxa de admissdo do aceti-CoA no TCA ¢é dependente da
disponibilidade das fontes de nitrogénio, fosforo e outros elementos, além do

potencial oxidativo do ambiente (Braunegg et al., 1998).

2.4.2 Biossintese de P(3HB)

O P(3HB) ¢ sintetizado pela R. eutropha a partir de acetil-CoA que segue
ora pelo ciclo dos acidos tricarboxilicos em crescimento ndo limitado, como visto
anteriormente, ora pela via de sintese de P(3HB) em condigbes de excesso de
fonte de carbono e limitagdo de algum nutriente essencial como o oxigénio,
nitrogénio, fésforo, enxofre, magnésio ou potassio (Dawes e Senior, 1973; Oeding
e Schlegel, 1973; Byrom, 1987; Anderson e Dawes, 1990).

A sintese do P(3HB) por R. eutropha ocorre por uma sequéncia de trés
reagdes catalisadas pelas B-cetotiolase, acetoacetil-CoA redutase e PHA sintase.
A enzima B-cetotiolase condensa, reversivelmente, 2 moléculas de acetil-CoA em
acetoacetil-CoA. A enzima acetoacetil-CoA redutase, por sua vez, reduz esse
substrato a R-3-hidroxibutiril-CoA, que é incorporado a cadeia de polimero pela
acao da PHA sintase (Oeding e Schlegel, 1973).
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2.4.2.1 B-cetotiolase

A B-cetotiolase catalisa o primeiro passo na formacdo dos PHAs. Seu
mecanismo de agao envolve duas reacdes parciais que resultam na condensacao
de duas moléculas de acetil-CoA, formando acetoacetil-CoA. Dois residuos de
cisteina fazem parte do sitio ativo da enzima e sao responsaveis pela ligagao da
primeira molécula de acetil-CoA a enzima e pela ativagdo de uma segunda
molécula de acetil-CoA, ocorrendo entdo, a condensacdo e formacdo de
acetoacetil-CoA (Madison e Huisman, 1999). A enzima catalisa a reagao
reversivel:

2 acetil-CoA —— acetoacetil-CoA + CoASH

A enzima B-cetotiolase, compete por acetil-CoA com varias outras vias
metabdlicas incluindo formacdo de acetato, formagcdo de citrato e sintese de
acidos graxos. Essa enzima ¢ inibida por moléculas de CoASH livres (Lee et al.,
1995a).

2.4.2.2 Acetoacetil-CoA redutase

Esta enzima catalisa a segunda reacdo na biossintese de PHAs,
convertendo o acetoacetil-CoA em 3-hidroxibutiril-CoA (Madison e Huisman,
1999):

Acetoacetil-CoA +NADPH + H* =— 3-hidroxibutiril-CoA + NADP*

Dois tipos de acetoacetil-CoA redutases, possuindo diferentes
especificidades a substratos e coenzimas, foram encontradas em R. eutropha. A
enzima NADH dependente é ativa em substratos D(-) e L(+), enquanto a NADPH
dependente é estereospecifica, ativa s6 com substratos de cadeia C4 a Cg de
D(-)3-hidroxiacil-CoA. Durante a sintese de P(3HB), apenas a enzima NADPH
dependente esta envolvida, produzindo D(-)3-hidroxiacil-CoA, para a enzima PHA
sintase (Steinbuchel, 1991).



17

2.4.2.3 PHA sintase

A PHA sintase € a enzima chave na biossintese dos PHAs. Ela catalisa a
formacdo de ligagbes ésteres entre as unidades D(-)3-hidroxiacil-CoAs,
produzindo o polimero. A variedade dos monémeros constituintes dos PHAs é
devido a grande especificidade de substratos das PHA sintase (Park et al., 2005).
Em R. eutropha, esta enzima é capaz de polimerizar 3-hidroxi, 4-hidroxi e 5-
hidroxialcanoatos a partir de D isbmeros de 4 e 5 carbonos de hidroxiacil-CoA, que
sdo substratos naturais para esta enzima (Anderson e Dawes, 1990; Steinbuchel e
Lutke-Eversloh, 2003).

Esta enzima é isolada sob duas formas, uma forma soluvel, predominante
durante o crescimento n&o limitado, e outra associada ao granulo de polimeros
quando as condig¢des de cultura favorecem o acumulo de P(3HB). (Haywood et al.,
1989). A quantidade de PHA sintase, em um organismo hospedeiro, representa
uma funcdo importante no controle do peso molecular do polimero (Sim et al.,
1997). E possivel que a PHA sintase seja inibida por concentracdes elevadas de
CoASH, ainda que estas concentragdes sejam superiores aquelas participantes da

regulacao da B-cetotiolase (Braunegg et al., 1998).

2.4.3 Biossintese de P(3HB-co-3HV)

A biossintese do copolimero em R. eutropha somente ocorre quando
houver substratos, chamados precursores de unidades 3HV, que possam ser
convertidos em propionil-CoA, 3-cetovaleril-CoA ou 3-hidroxivaleril-CoA, como o
acido propidnico, valérico ou pentandico. As reagdes de sintese de P(3HB-co-
3HV) sao catalisadas pelas mesmas enzimas da sintese de P(3HB). p-cetotiolases
e acetoacetil-CoA redutases ndo especificas, permitem a sintese de 3-
hidroxivaleril-CoA, que € o substrato para muitas PHA sintases (Steinbuchel e
Fuchtenbusch, 1998).
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O copolimero apresenta uma distribuicao aleatéria de unidades de 3HB e 3
HV. A via de sintese de P(3HB-co-3HV), mostra que a partir de propionato, as
unidades de 3HB e 3HV sao produzidas e uma parte de propionato € convertida
em acetil-CoA e P(3HB). O restante é convertido a propionil-CoA chegando a 3HV
(Doi et al., 1987).

2.4.4 Degradacgao Intracelular de P(3HB)

A degradacao intracelular de P(3HB) é efetuada através de uma sequéncia
de reagdes envolvendo, nesta ordem, as enzimas PHA despolimerase, 3-
hidroxibutirato desidrogenase e acetoacetil-CoA sintetase para formar acido 3-
hidroxibutirico e acetil-CoA. O acetoacetil-CoA é um intermediario comum para as
vias de sintese e degradagao de P(3HB) (Doi, 1990). Em R. eutropha, o uUnico
produto da hidrélise de P(3HB) é o acido 3-hidroxibutirico, mas uma mistura de
dimeros e mondmeros do acido pode ser obtida em outros organismos (Braunegg
et al., 1998).

Doi et al., 1992) estudaram a cinética de acumulo e degradacao de P(3HB)
em R. eutropha e descobriram que a degradagao do polimero € dez vezes mais
lenta que sua sintese. A degradacgéo do polimero € controlada pela inibigdo da 3-

hidroxibutirato desidrogenase pelo acetoacetato e o NADPH (Byrom, 1987).

2.5 PRODUGAO DE POLIHIDROXIALCANOATOS

A producdo de PHAs por Ralstonia eutropha, ocorre em duas fases: uma
primeira fase de crescimento celular em um meio balanceado, e uma segunda
fase onde se tem a limitagcdo de um nutriente essencial (N, P, O, S) com excesso
de carbono. Na primeira fase, ha acumulo de biomassa, na segunda produgao do
polimero (Anderson e Dawes, 1990; Doi, 1990; Lee e Chang, 1995; Lee, 1996a;
Braunegg et al., 1998; Steinbuchel e Fuchtenbusch, 1998; Sudesh et al., 2000).
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Estudos s&o concentrados em reduzir o preco dos PHAs através do
desenvolvimento de novas cepas, condicdes de cultura mais eficientes, utilizagcao
de substratos de baixo custo e processos de recuperagdo do polimero mais
econdmicos (Choi e Lee, 1999b; Marangoni et al., 2001).

A producdo de PHAs em regime descontinuo é um processo simples de
producéo, porém, devido a limitagao pelo substrato, ndo se consegue obter nestas
culturas uma densidade celular elevada o suficiente para a produgao comercial do
biopolimero. O método mais empregado para a obtencdo de altas densidades
celulares, as quais sao freqlientemente necessarias para alta produtividade de
polimero, tem sido culturas em batelada alimentada (fed-batch). Sistemas de
cultura continua podem oferecer alta produtividade tanto quanto batelada
alimentada, mas somente quando a cultura pode ser mantida estavel e sem
contaminagado (Koyama e Doi, 1995). Porém, a cultura continua supera a cultura
descontinua com alimentacdo como uma ferramenta de pesquisa para
determinacdo do efeito da velocidade de crescimento e niveis de nutriente na
produgdo de um composto (Gostomiski e Bungay, 1996). Biorreatores com
membranas também tém sido empregados para obter altas densidades celulares,
mas necessitam de melhorias para serem empregados industrialmente (Lee e
Chang, 1995).

2.5.1 Culturas em Regime de Batelada Alimentada

Basicamente, o processo descontinuo alimentado € definido como uma
técnica em processos microbianos, onde um ou mais nutrientes sdo adicionados
ao biorreator durante o cultivo e em que os produtos ai permanecem até o final do

processo fermentativo (Carvalho e Sato, 2001).
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A partir de estudos cinéticos para o crescimento de Ralstonia eutropha e
acumulo de PHAs, foi encontrado que a concentracdo de carbono deve ser
mantida em um valor 6timo para a producéo eficiente de polimero. Entretanto, o
desenvolvimento de um método para monitorar e controlar precisamente a
concentragao da fonte de carbono é essencial. Os dois métodos mais empregados
para monitorar a concentracdo de substrato sdo a estimativa por taxa de dioxido
de carbono e um sistema on-line. Culturas em fed-batch de R. eutropha para a
produgdo de P(3HB-co-3HV) sdo também conduzidas utilizando estratégias de
alimentacéao similares (Lee e Chang, 1995).

O processo industrial de producdo de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) em
batelada alimentada tem sido realizado pela Imperial Chemical Industries (ICl)
(Byrom, 1987). Neste processo, a bactéria R. eutropha cresce em um meio
contendo glicose e sais minerais sendo o fosforo o elemento limitante durante a
fase de producédo de P(3HB). O tempo total de cultura € de 110-120 horas e o

conteudo de polimero acumulado € superior a 75% da biomassa total seca.

2.5.2 Influéncia de Alimentacdo ou Caréncia do Elemento Limitante na
Producao dos PHAs

A sintese de PHAs pode ser resultado de limitagcbes provocadas pela
auséncia ou deficiéncia de oxigénio, nitrogénio, fosfato, sulfato, magnésio ou
potassio no crescimento. Magnésio € essencial para o crescimento da célula e tem
trés fungdes: manter a integridade dos ribossomos, participar do mecanismo de
permeabilidade das membranas da célula e como um co-fator em muitas reagdes
enzimaticas. O fésforo € um componente vital para muitas estruturas celulares
como acidos nucléicos, fosfolipideos e proteinas (Marangoni, 2000). Nitrogénio é
desejavel para a manutengdo da atividade anabdlica de acumulo do polimero
(Suzuki et al., 1986).
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Bitar e Underhill, 1990), estudaram a cinética de acumulo de P(3HB) por R.
eutropha durante o crescimento sob caréncia e alimentagédo de nitrogénio, na fase
de produgdo. Quando a ambnia foi fornecida ao meio, a uma taxa de
0,00065 g.h”", a produtividade de P(3HB) aumentou de 0,1 g.L".h" para
0,99 g.L™".h™". Suzuki et al., 1986), pesquisaram sobre a limitagdo da fonte de
nitrogénio, concluindo que a completa deficiéncia leva a perda consideravel da
atividade microbiana. Entretanto, a alimentagdo excessiva de nitrogénio causa
degradacado do polimero acumulado e a redugdo da capacidade microbiana de
sintetizar o polimero.

Estudos sob caréncia em fésforo apresentam resultados ainda melhores do
que sob caréncia ou alimentagdo controlada de nitrogénio. Ryu et al., 1997)
trabalhando com cultura em batelada alimentada de R. eutropha, sob limitagdo em
fésforo em um biorreator de 60L, conseguiram os melhores resultados relatados
até agora para a producao de P(3HB). A partir de uma concentragéo inicial de
fosfato de 5,5 g.h™", a cultura resultou em uma concentragao final de massa celular
seca de 281 g.L™', concentragdo de P(3HB) de 232 g.L™" e uma produtividade de
3,14 g.L™.h". A maior produtividade obtida sob caréncia em fésforo se deve ao
fato de que este elemento nao faz parte da composi¢ao de proteinas e com isso
ha um crescimento residual de biomassa com acumulo de P(3HB) (Aragao, 1996).

Squio et al., 2003) estudaram estratégias de alimentagao de fosfato durante
a fase de produgado de polimero. Quando uma baixa taxa de crescimento celular
foi mantida (rx de 0,02 g.L™".h™") a producéo de polimero aumentou, resultando em
uma massa celular final, massa de P(3HB-co-3HV), e conteudo de P(3HB-co-3HV)
de 98,2 g, 62,0 g e 63,1%, respectivamente. A maxima produtividade de polimero

obtida durante a fase de produgao foi 1,36 g.L™".h™".
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2.5.3 Influéncia da Utilizagao de Suplementos

Estratégias para a produgdo de PHA's com alta produtividade séo
necessarias para diminuir o custo total destes plasticos. Uma alternativa
interessante é a utilizacdo de suplementos ou indutores da producdo de PHAs.
Estes agentes podem interferir na via metabdlica proporcionando maior produgéo
de células e resultando em maior produtividade, mas também podem agir
diretamente na sintese dos biopolimeros.

Lee e Choi, 1999) citaram a utilizagdo de acido oléico e a adigdo de acido
acético na producédo de copolimero em culturas descontinuas alimentadas de
Escherichia coli recombinante. Estes autores sugeriram a adicdo de pequenas
quantidades de acido acético no meio, para estimular a via de utilizagdo de acido
propidnico, ja que o mecanismo de assimilagdo destes dois acidos parece ser
similar. Também sugeriram a suplementagdo da cultura com acido oléico, e em
ambos o0s casos o0s resultados obtidos foram melhores do que os obtidos sem
suplementacéo.

Utilizando culturas de R. eutropha em agucar invertido e acido propidnico,
Marangoni et al., 2000) estudaram a influéncia do acido oléico como suplemento
nutricional na produgéo de P(3HB-co-3HV). Os autores concluiram que o uso do
acido oléico como um suplemento para as culturas, aumentou a maxima
produtividade de polimero de 0,14 g.L™".h™" para 0,28 g.L".h™". Culturas com acido
oléico, também aumentaram o conteudo de polimero acumulado de 18,3% das
culturas sem suplementagao para 28,3% com suplementagdo. Concluiram ainda
que o acido oléico atua como indutor para a producédo de polimero e 3HB, sem

alterar o fator de conversao de acido propiénico em 3HV.
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O uso de suplementos nutricionais para a producdo de P(3HB-co-3HV)
também foi estudado por Squio, 2003). Foram testadas a utilizagdo dos acidos
graxos oléico, linoleico, e uma mistura de acidos linoleico/oléico (2:1 v/v),
adicionados no inicio da fase de producédo, em culturas de Ralstonia eutropha,
tendo glicose/frutose como fonte de carbono. O uso dos acidos graxos oléico e
linoleico, como suplementos nutricionais nas culturas, aumentou a producao de
P(3HB-co-3HV) em cerca de 11%. A adigdo da mistura de &cidos linoleico/oléico
mostrou-se um bom suplemento, tanto quanto o acido oléico, obtendo-se
resultados bastante préximos para as duas culturas.

Squio, 2003), estudou também a utilizagdo de O6leos vegetais como
suplementos. Os acidos oléico e linoleico fazem parte da composi¢cao de muitos
Oleos vegetais que sado substratos de mais baixo custo que os acidos graxos
puros. As conclusdes obtidas foram que o uso de Oleos vegetais como
suplementos nutricionais na producdo de PHA’s por R. eutropha leva a um
aumento da produgao de polimero. As melhores alternativas de substituicado do

acido oléico foram os 6leos de canola e oliva.

2.5.4 Utilizagao de Substratos de Baixo Custo

Um dos problemas que impede as aplicagdes comerciais de PHAs, é o seu
alto custo de producédo. Do ponto de vista econdmico, o custo com substrato
(principalmente com fonte de carbono) contribui significantemente para o custo
total do processo. Para reduzir estes gastos com substrato, cepas recombinantes
utilizando fontes de carbono de baixo custo e correspondentes estratégias de
cultivo tém sido desenvolvidos (Lee et al., 1999).

Pelo seu baixo custo, alguns substratos brutos como melagos de cana e
beterraba, soro de leite, Oleos vegetais, hidrolisados de amido podem ser
excelentes substratos para a produgao de PHAs, porém, geralmente resultam em
conteudo de polimero e produtividade menores que em substratos de carbono
purificados (Lee, 1996b). Na Tabela 2, pode-se observar diversos substratos de
baixo custo utilizados para a produgcédo de P(3HB), com os seus respectivos

microrganismos e dados das culturas.
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Tabela 2: Resumo da producédo de P(3HB) a partir de substratos de baixo custo
por varios microrganismos

Organismo Fonte de Conc.” Conc.de Cont’de  Prod.’
carbono Celular P(3HB)  P(3HB) (%) (g.L".h")
(g.L7) (g.L7)
Azobacter chroococcum Amido 54 25 46 0,35
Azobacter chroococcum Amido 1,17 0,864 73,9 0,0149
Azobacter chroococcum H23 Amido 5,19 3,85 74,2 0,0535
Haloferax mediterranei Amido 10 6 60
Ralstonia eutropha Tapioca 106 61 58 1,03
hidrolisada
E. coli recombinante Soro de leite 31 25 80 0,48
E. coli recombinante Soro de leite 55 32 57 0,90
Methylobacterium sp. ZP24 Soro de leite 9,9 59 59,6 0,123
Burkholderia cepacia Lactose 3,57 2 56 0,0167
Burkholderia cepacia Xilose 48,8
Burkholderia cepacia Xilose 2,59 1,55 60 0,0259
Pseudomonas pseudoflava Xilose 22
Azotobacter vinelandii UWD Melago 33 22 66 0,61

T Concentragao; ° Contetido; ° Produtividade.
Fonte: adaptado de Kim, 2000.

2.5.4.1 Amido Hidrolisado

Kim, 2000) estudou o uso de amido como fonte de carbono para culturas de
Azobacter chroococcum, conseguindo, em batelada alimentada com limitagdo em
oxigénio, um acumulo de 46% de P(3HB). O autor concluiu que a utilizagdo do
oxigénio como elemento limitante, aumentou a produ¢do e a produtividade de

polimero.
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O residuo de batata na forma de amido, é descartado todo dia das plantas
processadoras de batata, principalmente resultante das linhas de corte e lavagem.
As perdas totais durante as operagdes de corte e lavagem, estdo na faixa de 0,05
a 1% por peso de matéria-prima. Entretanto, em termos de amido, é estimado que
16% do conteudo de amido da batata é perdido. Em um trabalho utilizando
residuo da industria processadora de batatas, Rusendi e Sheppard, 1995)
realizaram a hidrélise enzimatica do amido para a produgdo de P(3HB) por
Ralstonia eutropha. Em experimentos realizados em biorreator, os pesquisadores
obtiveram 6,5 g.L”" de biomassa, apés 54 h de cultivo, com um contetdo de

polimero acumulado de 76,9% da biomassa total seca.

2.5.4.2 Soro de Leite

O soro de leite &€ o principal subproduto da industria de laticinios,
representando em torno de 80-90% do volume de leite transformado. A lactose é o
principal componente do soro de leite, e muitos microrganismos tem a capacidade
de utiliza-la para o seu crescimento (Lee et al., 1999). O soro de leite pode ser
utilizado como fornecido, ou concentrado por ultrafiltragcdo. Devido a alta
concentragao de matéria organica presente neste residuo, seu uso como substrato
€ economicamente interessante (Anh et al., 2000).

Wong e Lee, 1998) pesquisaram o uso de soro de leite como substrato para
a cultura de E. coli recombinante para a produgao de P(3HB). Quando alimentado
com uma solucao de soro de leite concentrada por evaporagao com 210 g.L'1 de
lactose, conseguiu-se uma concentracdo de biomassa seca de 87 g.L”' e uma
concentragdo de P(3HB) de 69 g.L™' em regime de batelada alimentada durante 49
horas. O conteudo de P(3HB) acumulado foi de 80%, com uma produtividade em

polimero de 1,4 g.L™".h™",
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Marangoni et al., 2002) realizaram o estudo de producéo de P(3HB-co-3HV)
por Ralstonia eutropha utilizando lactose hidrolisada e agucar invertido como fonte
de carbono. A hidrdlise da lactose € necessaria pois a bactéria R. eutropha nao
possui a capacidade de assimilar dissacarideos em seu metabolismo. O soro de
leite (lactose hidrolisada) foi utilizado como fonte de carbono principal, e pulsos de
acucar invertido foram feitos quando a concentragdo de agucar no meio estava
abaixo de 12 g.L™.

Nestes estudos, concluiu-se que é possivel aproveitar o soro de leite como
fonte de carbono para a producao de polimeros, e dessa forma deixando de ser
um residuo causador de danos ao meio ambiente, tornando-se um subproduto

com alto valor agregado.

2.5.4.3 Melago

Outro subproduto da industria que vem sendo estudado como fonte
alternativa de carbono na produg¢ao de PHAs é o melago. Além de ser mais barato
que a glicose, o melago contém elementos tragos e vitaminas tais como a tiamina,
riboflavina, piridoxina e niacinamida, que podem ser usados como
potencializadores do crescimento microbiolégico em alguns microrganismos
(Beaulieu et al., 1995).

O melacgo de beterraba € um excelente substrato para a producédo de PHAs.
Contendo em torno de 50-52% de sacarose entre outros nutrientes, seu uso vem
sendo investigado por alguns autores. O custo com substrato para a produgéo de
PHAs com melaco de beterraba em culturas em batelada alimentada pode atingir
um tergo do que usando glicose (Page, 1992; Liu et al., 1998).

Residuo em grande abundancia no Brasil, o melaco de cana também é
utilizado para a produgao de biopolimeros. Um projeto com iniciativa do Instituto
de Pesquisas tecnoldgicas (IPT), a Universidade de Sao Paulo (USP), e a
empresa Copersucar, mantém desde 1995, em escala piloto, uma planta para a
produgdo de PHAs a partir de agucares extraidos da cana de agucar (Nonato et
al., 2001).
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2.5.4.4 Acidos Organicos

Acidos organicos estdo presentes em grande quantidade em efluentes
agroindustriais e podem ser uma alternativa como substitutos as fontes de
carbono convencionais para a produgdo de PHAs. Acidos graxos volateis (AGVs)
podem ser obtidos de sistemas anaerdbicos em que componentes biodegradaveis
em residuos sao digeridos sob condi¢gdes anaerobicas por bactérias acidogénicas.
AGVs como acido acético, acido propibnico, acido butirico e outros componentes
organicos soluveis podem ser retirados de efluentes (Ruan et al., 2003).

Diversos microrganismos podem utilizar estes acidos orgénicos como
substrato para a producdo de PHAs, entre eles pode-se citar Ralstonia eutropha,
Azotobacter chroococcum, Rhodobacter sphaeroides. Residuos organicos de
frutas e vegetais, efluentes de industrias de 6leo de palma e azeite de oliva,
efluentes amilaceos, séo as principais fontes para obtengédo dos acidos organicos
para a produgdo dos PHAs (Hassan et al., 1997; Ganzeveld et al., 1999; Yu, 2001;
Pozo et al., 2002; Ruan et al., 2003).

2.5.4.5 Diéxido de Carbono (CO,)

Dioxido de carbono (CO;) na atmosfera € um bom substrato para a
producdo de PHAs. Cianobactérias e algumas bactérias fotossintéticas podem
assimilar imediatamente CO, da atmosfera usando energia luminosa. Alguns tipos
selvagens de cianobactérias sdo capazes de acumular pequenas quantidades de
P(3HB) (aproximadamente 6% em peso) nas células a partir de CO, (Tsuge,
2002). Alteragbes genéticas podem aumentar este conteudo de polimero
acumulado para 27 e 55% (Miyake et al., 1996).
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Algumas  bactérias oxidantes de hidrogénio, chamadas de
quimiolitoautotroficas, isto €, bactérias que podem crescer usando misturas dos
gases Hy, O, e CO, como substrato, também podem acumular P(3HB) no interior
das células. A composicado desta mistura de gases que atende as necessidades
de crescimento das bactérias, usualmente € composto de 7:1:1 (H2:02:CO,).
Entretanto, esta composicédo de gases esta completamente dentro da faixa de
explosao dos gases e, portanto, pode causar acidentes facilmente (Ishizaki et al.,
2001).

A bactéria Ralstonia eutropha pode assimilar diéxido de carbono e produzir
P(3HB), na auséncia de energia luminosa, com oxidacdo de hidrogénio.
Atualmente, o hidrogénio tem atraido atencéo industrial como uma fonte limpa de
energia e uma alternativa ao petréleo. Se um processo para prover uma grande
quantidade de hidrogénio a baixos precos é desenvolvido, a produgao de PHAs a
partir de CO; por R. eutropha pode ganhar espaco, devido as altas produtividades
e conteudo de polimero acumulado por esta bactéria (Tanaka et al., 1995; Tsuge,
2002).

2.6 BIODEGRADABILIDADE

Biodegradabilidade é a capacidade de decomposicdo de materiais,
especialmente em produtos inécuos, pela acdo de seres vivos como 0s
microrganismos. Bactérias e fungos séo os principais participantes do processo de
biodegradacdo na natureza. A decomposicao dos materiais fornece aos
microrganismos 0s precursores para os componentes celulares e energia. Dessa
forma, a biodegradabilidade é nada mais que um processo catabdlico (Braunegg
et al., 1998).
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A caracteristica mais atrativa dos PHAs é a sua biodegradabilidade. Um
grande numero de microrganismos aerdbios e anaerdbios, com capacidade de
degradar PHAs, tem sido isolados de diversos ambientes, como solo, lodo ativado,
agua do mar, agua de lagos e lodo anaerébio. Estes microrganismos excretam
extracelularmente PHA-despolimerases para degradar o polimero em monémeros
e oligbmeros soluveis na agua e usa-los como fonte de carbono (Lee, 1996a).

A microscopia eletrénica de amostras, parcialmente degradadas, mostrou
que a hidrdlise inicia-se na superficie do polimero, causando lesbes fisicas
(erosbes) e prosseguindo entdo para a parte interior (Molitoris et al., 1996). A
degradacéao enzimatica do polimero é uma reagao heterogénea envolvendo duas
etapas, adsorcao e hidrolise. A primeira etapa consiste na adsor¢do da enzima a
superficie do polimero e a segunda na hidrélise das cadeias poliméricas pelo sitio
ativo das enzimas. A velocidade de biodegradagdo de PHA’s depende de muitos
fatores, alguns relacionados ao ambiente, como temperatura, umidade, pH e
suprimento de nutrientes e outros relacionados ao proprio PHA, como
composicgao, cristalinidade, aditivos e area superficial (Sudesh et al., 2000).

P(3HB) e outros PHAs podem ser completamente degradados a dioxido de
carbono e agua em condigdes aerdobias e também a metano em condigdes
anaerobias (Grothe et al., 1999). A degradacdo enzimatica de P(3HB) & afetada
por sua estereocomposi¢cao e tacticidade. Os polimeros com conformagao (R)
sofrem degradagdo, enquanto que aqueles com unidades repetidas da
conformacéo (S) ndo sdo degradaveis (Grodzinzki, 1999). O tempo de degradagao
do produto formado por P(3HB) € na ordem de poucos meses (digestao

anaerdbia) e anos (agua do mar) (Madison e Huisman, 1999).
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2.7 APLICAGOES DOS PHAs

Os PHA’s sao considerados de grande interesse industrial, como plasticos
biodegradaveis e/ou biocompativeis, para diversas areas de aplicagdo (Lee,
1996a). O plastico biodegradavel deve complementar o plastico petroquimico,
conquistando espacgos especificos onde suas caracteristicas de pureza e
biodegradabilidade sejam necessarias.

Devido as caracteristicas que possuem os P(3HB) e P(3HB-co-3HV), estes
polimeros foram inicialmente usados na manufatura de garrafas, filmes e fibras
para embalagens biodegradaveis, bem como, sacos de protegdo para plantas.
Além disso, filmes de PHAs podem ser aplicados em papel ou papeldo para
formar uma pelicula impermeavel e produzir um material composto completamente
biodegradavel, o que € uma alternativa aos materiais compostos néao
biodegradaveis preparados a partir de, por exemplo, papeldo mais polietileno ou
aluminio (Steinbuchel e Fuchtenbusch, 1998).

Os PHA’'s também tém aplicacdo na area médica, como materiais
osteossintéticos e suturas cirurgicas. Estes biopolimeros podem ser aplicados
como matriz de materiais para liberagéo lenta de drogas, horménios, inseticidas e
fragrancias para as industrias farmacéutica e de alimentos (Steinbuchel e
Fuchtenbusch, 1998). De acordo com Sudesh et al., 2000), na area médica, os
PHA’s contendo mondmeros 4-hidroxibutirato (4HB), sdao os mais promissores
como polimeros com valor terapéutico potencial. Na tabela 3, pode-se observar

algumas possiveis aplicagdes dos PHAs.

Tabela 3: Possiveis aplicagdes dos PHAs

o Embalagens como filmes, bolsas e recipientes;

¢ Condutor biodegradavel para dosagem de drogas, remédios, inseticidas, herbicidas ou
fertilizantes;

e Utensilios descartaveis como, aparelhos de barbear, fraldas, ou produtos de higiene feminina;

e Pinos e suturas cirurgicas;

e Curativos;

o Placas e reposi¢des de 0ssos;

e Reposicéo de vasos sanguineos.

Fonte: Adaptado de Lee, 1996a.
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2.8 FATORES QUE INFLUENCIAM O CUSTO DE PRODUGAO DOS
PHAs

Como foi observado ao longo desta revisao, os PHAs sao substitutos ideais
dos plasticos de origem petroquimica por terem propriedades similares a varios
termoplasticos e elastdbmeros, além de serem completamente biodegradaveis.
Porém, o seu uso em uma faixa maior de aplicagées é limitado principalmente pelo
alto custo de producédo destes biopolimeros, quando comparado aos plasticos
convencionais derivados do petroleo (Byrom, 1987).

Com o objetivo de comercializar os PHAs, muitas alternativas tem sido
estudadas para reduzir os custos de producao através do desenvolvimento de
melhores linhagens de microrganismos, e processos mais eficientes de produgao
e recuperacgao dos polimeros (Lee, 1996b; Lee, 1996a). Entretanto, a otimizagao
de cada etapa separadamente ira desperdicar muitos esforgos e resultara em uma
sub-otimizagdo do processo em geral. Minimizagdo dos custos de producéo dos
PHAs pode ser alcangada considerando o planejamento e uma analise completa
de todo o processo (Choi e Lee, 1999b). Os principais fatores que afetam os
custos de producao dos polihidroxialcanoatos, como produtividade, conteudo de
polimero acumulado, fonte de carbono e seu rendimento em polimero, e

processos de extragdo/recuperagao serao discutidos a seguir.

2.8.1 Produtividade de PHASs

A produtividade é definida como a quantidade de PHA produzida por
unidade de volume em uma unidade de tempo. Para a produ¢cdo de uma mesma
quantidade de PHA por ano, um processo com menor produtividade requer
equipamentos maiores. Entdo, os custos relacionados a equipamentos aumentam

com o decréscimo da produtividade (Choi e Lee, 1999b).
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Quando comparados dois processos de producdo de P(3HB) por E. coli
recombinante com duas produtividades diferentes percebe-se claramente o efeito
da produtividade nos custos de producao dos PHAs. Segundo Choi e Lee, 1999b),
quando a produtividade aumenta de 1,98 g.L".h™ para 3,2 g.L.h™", os custos de
produgdo decrescem de US$ 5,37 para US$ 4,91 kg™ P(3HB). Um baixo custo de
producdo, de US$ 2,6 kg' P(3HB), foi obtido devido a alta produtividade do
processo com Alcaligenes latus. Sendo que o alto conteudo de P(3HB) acumulado
(88,3%) também contribuiu para a redugdo do pre¢co do polimero (Lee e Choi,
1998).

2.8.2 Conteudo de PHAs na Célula

O conteudo de PHA’s acumulado afeta a eficiéncia do processo de
recuperacao e o fator de conversao de carbono em polimero. O rendimento e
pureza do processo de recuperagao sao fortemente dependentes do conteudo de
PHA’s. Menor quantidade de produto de digestdo pode ser utilizada para separar
os granulos de PHA's de células com maior conteudo de polimero. Por outro lado,
baixo conteudo de PHA'’s leva a grande quantidade de substrato desperdicado em
outros materiais celulares e/ou metabdlitos (Choi e Lee, 1999b).

Duas culturas em batelada alimentada de Alcaligenes latus, com diferentes
conteudos de polimero acumulados mostram a influéncia deste item no custo de
producdo dos PHAs. Uma primeira cultura com um conteudo de polimero
acumulado de 50% e rendimento de 0,17 gp(3Hg)-Jsacarose > Fesulta em um custo de
recuperacio do polimero de US$ 4,8 kg”' P(3HB), enquanto que em uma cultura
com 80% de polimero acumulado com um rendimento de 0,42 gp(aHe)-Gsacarose O
custo com extragcdo é de US$ 0,92 kg' P(3HB). Comparando esses dois
processos, observa-se que menores conteudos de polimero acumulado resultam
em um alto custo de recuperagdo devido, principalmente, ao uso de grandes
quantidades de agentes de separagdo e assim aumentando o custo com

tratamento de residuos (Choi e Lee, 1999b).
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2.8.3 Custo com Substrato e Fator de Conversao de Substrato em PHAs

O custo da fonte de carbono contribui significativamente para o custo global
da producao de PHAs, podendo atingir até 40% do custo total (Kim, 2000). Como
ja foi apresentado anteriormente (vide 2.5.4), diversos substratos de baixo custo
podem ser utilizados na produgao dos PHAs, com o objetivo de diminuir os gastos
com matéria-prima e assim contribuindo na reducédo do custo total. Na Tabela 4,
esta apresentado o efeito do substrato e do fator de conversdo em P(3HB) no

custo total de produgao deste polimero.

Tabela 4: Efeito do custo com substrato e rendimento em polimero no custo de
produgao de P(3HB)

Substrato Preco Aproximado Yp(3HB)[S1 Custo do substrato
(US$ kg) (9 PaHB)-9 substrato ') (US$ kg P(3HB))

Glicose 0,493 0,38 1,30
Sacarose 0,290 0,40 0,72
Metanol 0,180 0,43 0,42
Acetato 0,595 0,38 1,56

Etanol 0,502 0,50 1,00
Melacgo de cana 0,220 0,42 0,52

Soro de leite 0,071 0,33 0,22
Hemicelulose 0,069 0,20 0,34
hidrolisada

" Fator de conversao de substrato em P(3HB)
Fonte: Lee, 1996b.

Pelo seu baixo custo, alguns substratos brutos como melagos de cana e
beterraba, soro de leite, Oleos vegetais, hidrolisados de amido, celulose e
hemicelulose, podem ser excelentes substratos para a producdo de PHA’s para
bactérias. Diversas bactérias podem produzir PHAs a partir destas fontes de
carbono mas, em geral, o conteudo de polimero acumulado e a produtividade sao
menores do que os obtidos com fontes de carbonos purificados (Choi e Lee,
1999b).
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2.8.4 Método de Recuperacgao

Varios processos de recuperagao de PHA’s podem ser utilizados. Porém, o
desenvolvimento de métodos eficientes, que podem ser diferentes para cada
microrganismo empregado, € importante para o custo total da produgéo de PHA’s
(Choi e Lee, 1999Db).

Extracdo usando solventes organicos como cloroférmio, diclorometano,
carbonato de propileno, dicloroetileno, podem resultar em PHAs muito puros
(Ramsay et al., 1994). Entretanto, a solu¢cdo de polimero extraida € muito viscosa
e a remogao do material celular é dificil, além destes métodos de extragéo
necessitarem de grande quantidades de solventes toxicos e volateis, que nao
aumentam o custo total de producdo, mas tém consequéncias ambientais
adversas (Choi e Lee, 1997).

Digestédo usando hipoclorito tem sido proposto como alternativa. Entretanto,
durante a digestdo dos materiais celulares ndo poliméricos (NPCM), degradacao
do PHA é observada. Pré-tratamento com surfactante e digestdo com hipoclorito
sob condi¢des otimizadas resulta em um PHA muito puro com menos degradagéao
(Ramsay et al., 1990b). Um método de digestdo enzimatica desenvolvido pela
empresa Zeneca tem sido usado na produgéo do Biopol, P(3HB-co-3HV), mas o
uso de reagentes caros e processos complexos nao parece ser econdmico (Choi e
Lee, 1999b). Recuperacao de PHAs utilizando uma dispersdo de cloroférmio e
uma solugdo de hipoclorito de sédio tem a vantagem de menor degradagédo do
polimero, mas este processo de dispersao também requer grandes quantidades
de solvente (Hahn et al., 1994).

Como os gréanulos de PHAs ndo contém muitos contaminantes, polimeros
altamente puros, podem ser produzidos por processos que quebram as células e
solubilizam o NPCM. Portanto, os métodos de digestdo simples através de
produtos quimicos de baixo custo, parecem ser os processos de recuperacao mais
eficientes e econbmicos. Estes métodos sao especialmente eficientes para
recuperacao de PHAs de células com alto conteudo acumulado, e s&o aplicados

na obtencado de PHAs altamente puros de diversas bactérias (Choi e Lee, 1999b).
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Um método de digestéo alcalina para recuperagcao de P(3HB) de células de
E. coli recombinante foi desenvolvido. Quando células de E. coli com um conteudo
de P(3HB) de 77% foram tratadas com uma solugéo 0,2M de NaOH por uma hora,
P(3HB) foi recuperado com 98,5% de pureza. Empregando este método, o custo
de produgdo de P(3HB) foi 25% menor do obtido quando o método de digestao
com surfactante-hipoclorito foi usado (Choi e Lee, 1999a). Estes resultados
enfatizam a importancia do desenvolvimento de um método econdémico e eficiente

para a recuperagao dos polihidroxialcanoatos (Choi e Lee, 1999b).

2.9 MODELAGEM MATEMATICA

Apesar de a Engenharia Bioquimica compreender diferentes tipos de
processos, englobando transporte de calor e massa e recuperagao de produtos,
incluindo varios constituintes e fenbmenos dominantes, a pesquisa em modelagem
matematica reportada na literatura técnica especializada refere-se basicamente as
reagdes bioldgicas e, recentemente, as reagbes que ocorrem no interior das
células. Dessa forma, a modelagem matematica de processos fermentativos pode
ser definida como a tentativa de representar, através de equagdes matematicas,
os balangcos de massa para cada componente no biorreator, associados as
complexas transformacgbes bioquimicas que ocorrem no processo e as
velocidades com que estas transformagbes se processam (Bononi e Schmidell,
2001).

A modelagem matematica do crescimento microbiano tem sido utilizada
para estimar parametros (velocidade especifica de crescimento e tempo de fase
lag) necessarios para o estudo do crescimento sob diferentes condicdes fisicas e
quimicas, formular meios microbiolégicos apropriados ou construir modelos

preditivos para uso em microbiologia de alimentos (Lépez et al., 2004).



36

Estes modelos podem ser aplicados em varios niveis. Um modelo de nivel
primario € uma equacado ou funcdo que € usada para descrever a resposta
microbiana contra o tempo com um conjunto caracteristico de parametros
(Whiting, 1995; Mcmeekin e Ross, 2002). A resposta microbiana geralmente é
expressa em termos do numero de microrganismos (concentragcao de unidades
formadoras de colénia), massa celular seca (concentragdao de biomassa) ou
densidade otica como uma medida indireta (Dalgaard e Koutsoumanis, 2001).
Alguns dos modelos primarios amplamente utilizados na literatura incluem: Modelo
de Gompertz, Modelo de Gompertz Modificado e Modelo Logistico (Buchanan et
al., 1997; Erkmen e Alben, 2002; Hajmeera e Basheer, 2003; Ferreira, 2004).

Segundo Baranyi e Roberts, 1994), o objetivo dos modelos preditivos é
minimizar ou prevenir o crescimento microbiano e n&o otimiza-lo, como em
bioprocessos. Geralmente a informagao das caracteristicas do meio € menor e
menos exata que num biorreator, e os modelos sdo matematicamente mais
simples e com maior conteudo empirico. Embora os autores considerem que estes
modelos ndo apresentem aplicacdo pratica para Engenharia Bioquimica, o
conhecimento ou “previsao” do crescimento microbiano pode ser fundamental para
o estabelecimento de estratégias de cultura, em especial para a produgdo de
PHAs, que ocorre durante a fase de crescimento limitado. Além disso, pesquisas
vem sendo realizadas com a utilizacido de modelos primarios para a determinagao
de parametros cinéticos de culturas em batelada (Tobajas e Garcia-Calvo, 2000;
Erkmen e Alben, 2002; Wachenheim et al., 2003).
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CAPITULO Ill - MATERIAL E METODOS

Neste capitulo s&do apresentados as metodologias e equipamentos
utilizados neste estudo. Constam as descricbes do microrganismo, meios e
condigdes de cultura, métodos analiticos de determinagao de biomassa, proteina,

substrato e polimero, além da metodologia empregada para analise dos dados.

3.1 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado foi uma cepa de Ralstonia eutropha DSM 545
devido a sua capacidade de utilizar glicose como fonte de carbono (mutante
espontaneo).

A cepa foi mantida em um meio agar nutriente (NA) sob refrigeracéo a 4°C.
A composicao deste meio é 5,0 g.L'1 de peptona de carne, 3,Og.L'1 de extrato de

carne e 1,5% de agar bacteriolégico.

3.2 MEIOS DE CULTURA

Como primeira pré-cultura foi utilizado um meio nutriente (NB) possuindo a
seguinte composicao: peptona de carne, 5,0 g.L'1, extrato de carne, 3,0 g.L'1.

O meio mineral (MM) foi utilizado como segunda pré-cultura e como meio
final. Este meio foi baseado em Aragéo, 1996) e sua composigado, sem limitagao,
utilizada na primeira pré-cultura, esta apresentada na Tabela 5.

Para os ensaios realizados em frascos agitados, o meio utilizado nas
culturas foi o mesmo apresentado na Tabela 5, porém limitado em nitrogénio, com
concentracdo final da fonte de nitrogénio ((NH4)2SO4) no meio de 2,3 g.L™,
suficiente para obtencdo de 5 g.L'1 de biomassa no momento da limitacao,

baseado em um fator de conversdo de nitrogénio em biomassa (Yxn) de 7,3

gcélula-gnitrogénio-1 (Aragéo, 1996).
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O pH da solugao 1 foi ajustado a 7,0 com NaOH (10%) e HCI (10%). As
solugdes 1, 2 e 3 foram autoclavadas separadamente durante 15 minutos a 120°C

e adicionadas assepticamente para compor o meio final.

Tabela 5: Composi¢do do meio mineral (MM)

Concentragio (g.L”)

Solugao 1 Acido nitrilotriacético 0,19
Citrato ferroso de aménia 0,06
MgS0,4.7H.0O 0,5
CaCl,.2H,0 0,01
(NH,4),SO, 5,0
Solugéo de oligo-elementos ® 1,0 (mL.L™)

Agua destilada

Solugéao 2 Na,HPO,.12H,0 8,95
KH,PO, 1,5
Solugao 3 Fonte de carbono” 30,0

%a composigao da solugdo concentrada de oligo-elementos é dada na Tabela 6
®a composic¢ao da fonte de carbono depende do estudo realizado

Tabela 6: Composi¢céo da solugao concentrada de oligo-elementos

Elemento Concentragio (g.L™)
HsBO3 0,3g.L’
CoCl,.6H,0 0,2g.L’
ZnS0,.7H,0 0,1g.L
MnCl,.4H,0 0,03g.L’
Na,Mo0,4.2H,0 0,03g.L’
NiCl,.6H,0 0,02g.L’

CuS0,.5H,0 0,01 g.L
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3.3 CONDIGOES DE CULTURA

3.3.1 Pré-culturas

Foram realizadas duas pré-culturas. A primeira em frasco erlenmeyer
aletado de 500 mL contendo 150 mL de meio NB, inoculado com trés algadas da
cepa mantida em meio agar. Esta pré-cultura foi colocada em incubadora com
agitagao orbital (shaker) a 30°C e 150 rpm por 24 h. Apds esse periodo, iniciou-se
a segunda pré-cultura em frasco aletado de 1000 mL contendo 300 mL de meio
MM nao limitado, que recebeu uma quantidade correspondente a 10% de seu
volume final de inéculo proveniente do meio NB. Da mesma forma este meio foi
incubado em shaker a 30°C e 150 rpm por 24 h. A concentracdo e a fonte de

carbono sédo dependentes do ensaio realizado.

3.3.2 Culturas em Frascos Agitados

Alguns estudos foram realizados em frascos agitados. Nestes casos, as
culturas foram desenvolvidas em frascos erlenmeyer aletados de 1000 mL,
contendo 300 mL de meio MM limitado em nitrogénio (quantidade citada no item
3.2), inoculados com a segunda pré-cultura (MM) na quantidade de 10% de seu
volume final. Os frascos foram incubados a 30°C sob agitagdo de 150 rpm durante
o tempo necessario para cada experimento. Foi realizado o controle manual de pH
durante a cultura com adicao de NaOH (10%) e HCI (10%).

3.3.3 Fontes de Carbono

Foram utilizadas diferentes fontes de carbono e preparadas de acordo com

o estudo realizado.
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3.3.3.1 Glicose e Frutose

Ensaios foram conduzidos utilizando glicose e frutose como fonte de
carbono. A utilizacdo deste substrato se deve ao fato de ser considerado como
meio padrdo. Uma solugao de glicose/frutose (1:1 p/p) foi preparada e adicionada

ao meio para proporcionar uma concentragao final de 30 g.L'1_

3.3.3.2 Meio Sintético Simulando Residuo Amilaceo

Para este estudo foi preparada uma solugdo simulando residuos de
industrias amilaceas (arroz, batata, mandioca). Preparou-se uma solugéo a partir
de arroz branco polido obtido no comércio local. O arroz foi colocado em agua
destilada com agitagao e aquecimento, e obteve-se uma solu¢gdo concentrada em
amido. Como a bactéria Ralstonia eutropha nao possui a capacidade de assimilar
o amido como fonte de carbono, foi necessario hidrolisar este amido para
obtencao de glicose. Foi realizada uma hidrélise acida, com adi¢cao de HCI (10%)
na propor¢cao de 1:10 (acido:solugdo com amido). A solugdo para hidrolise foi
aquecida a 110°C por 2,5 horas. Apés, resfriou-se a temperatura ambiente e
neutralizou-se a solugdo com adigdo de NaOH (10%). A concentragdo de glicose
foi determinada através do método de determinagcdo de acucares redutores que
sera descrito posteriormente. A solugcdo de amido hidrolisado foi adicionada ao

meio de cultivo para obter uma concentragéo final de 30 g.L™".

3.3.3.3 Extrato Aquoso do Bagago de Macga

O bagaco de macéa foi cedido pela empresa Yakult S.A., com sede em
Lages, SC.
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O substrato utilizado nos experimentos foi o extrato aquoso obtido a partir
do bagaco de maga. A metodologia para obtengdo do extrato liquido foi baseada
em Streit, 2004). Para tanto, o bagaco foi seco em estufa com circulagéo de ar a
50-60°C por 24 horas e triturado. A extracdo do material soluvel presente no
bagaco seco foi feita em frascos erlenmeyers aletados utilizando a relagao 1:9 de
bagaco seco e triturado para agua destilada. Apds a extragdo (60°C por 5 horas,
150rpm), o material foi centrifugado (3500 rpm por 5 min) e o liquido foi filtrado em
papel filtro qualitativo. O extrato liquido foi armazenado a —20°C para posterior
utilizacdo. Foi determinada a concentracdo de acgucares redutores na solugao e

adicionada ao meio final para obter uma concentragdo de 30 g.L™.

3.3.4 Estratégias de Alimentacao
3.3.4.1 Alimentacao em Acucar

Alimentagcdes foram realizadas sempre que a concentracdo de acucares
redutores decresceu a aproximadamente 10 g.L™". Este valor foi monitorado,
durante a cultura, através do método de determinagéo de agucares redutores (item
3.4.3.1). A alimentagdo foi realizada a partir de uma solugdo concentrada
(500 g.L") da fonte de carbono em estudo de forma a proporcionar uma

concentragao final de 30 g.L™' de agticar no meio.

3.3.4.2 Alimentagcdao com Suplementos Nutricionais

Como suplementos nutricionais, foram utilizados o acido oléico, e o dleo de
soja, que possui aproximadamente 25% de acido oléico e 50% de acido linoleico.
Estes ultimos, sdo acidos graxos testados por Squio, 2003) que verificou que sua
adicdo provocava um auxilio no crescimento do microrganismo e aumento no
conteudo de polimero acumulado.

Os suplementos foram adicionados na forma de pulsos no momento da
limitagdo, a fim de se obter o equivalente uma concentracdo de 0,3 g.L™" de acido

oléico no meio.
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3.4 METODOS ANALITICOS

3.4.1 Amostragem

A amostragem, nos ensaios em frascos agitados, foi realizada em menores
proporg¢oes, devido ao menor volume de amostra disponivel. A retirada de amostra
foi feita em intervalos de 2 horas até o momento da limitagdo e de hora em hora
nas primeiras 5 horas seguintes ao ponto de limitagdo, apds isso retornou-se a
retirada a cada 2h.

Neste caso, foram retiradas amostras de 2 mL para leitura em
espectrofotdmetro e pH, e de 10 mL, sendo 6 mL para determinagao de substrato
e polimero e 4 mL para determinacédo da concentracéo celular por gravimetria. A
amostra foi centrifugada em tubos eppendorf de 2 mL cada, sendo que o
sobrenadante foi guardado para posteriores analises de substrato, nitrogénio e
fosfato, o precipitado foi lavado duas vezes com agua destilada e, apos a ultima

centrifugagao, foi congelado para posterior analise de polimero.

3.4.2 Determinagao da Concentragao de Biomassa

A concentracdo celular foi determinada por dois métodos:

espectrofotometria e gravimetria.

3.4.2.1 Medida por Espectrofotometria

A concentracdo de biomassa das amostras coletadas foi avaliada em um
espectrofotbmetro (modelo GENESYS 10 Vis, marca Spectronic Unicam, USA)
medindo-se a absorbancia a 600 nm. Para manter uma precisdo adequada (regido
linear), a faixa de absorbancia utilizada foi entre 0,0 e 0,8. A partir deste valor,

foram feitas diluicbes para manter a linearidade.
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3.4.2.2 Medida por Analise Gravimétrica

A concentragao celular por gravimetria foi obtida a partir de um volume
conhecido de cultura. O meio de cultura foi centrifugado, em tubos eppendorf,
previamente secos e pesados, a 14.000 rpm, e o precipitado foi ressuspendido
com agua destilada e centrifugado por duas vezes para lavagem, seguido de

secagem em estufa a 90°C por 24 h.

3.4.3 Dosagem de Substratos
3.4.3.1 Dosagem de Agucares

A dosagem de acgucares foi determinada pelo método do acido 3-5
dinitrosalicilico (DNS) Miller, 1959), que determina a concentragdo de agucares
redutores. O reativo foi preparado da seguinte forma:

e 300 g de tartarato de sodio e potassio tetrahidratado (KNaC4H40¢.4H,0)

e 16 g de NaOH foram dissolvidos em agua destilada;
e 10 g de acido dinitrosalicilico foram adicionados muito lentamente;

e O volume foi completado para 1 L com agua destilada.

Um volume de 400 uL de sobrenadante, previamente diluido, foi adicionado
a 400 pL de reativo DNS e depois colocado a 100°C durante 5 minutos, em
banho-maria. Apos esse periodo, fez-se o resfriamento em banho de gelo e
adicionou-se 4 mL de agua destilada. Apdés 15 minutos em repouso para
estabilizacdo da temperatura, foi realizada a leitura espectrofotométrica a 540 nm
contra um branco de agua destilada que passou pela mesma reagédo. A curva
padrdo expressa a concentracdo de glicose (g.L™") versus absorbancia em uma
escala compreendida entre 0 e 3 g.L'1 de glicose. Um exemplo de curva padrao é

apresentado nos Anexos - Figura 4.
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3.4.3.2 Dosagem de Nitrogénio Residual

O nitrogénio determinado no meio de cultura é o nitrogénio amoniacal
(NH;"). A dosagem o nitrogénio amoniacal é realizada utilizando-se um kit que
determina uréia por um método enzimatico colorimétrico (Gold Analisa
Diagnostica). A uréia, através da agdo enzimatica, € decomposta em nitrogénio
amoniacal, o qual é determinado por meio colorimétrico. O fundamento do método
€ o seguinte:

Uréia -Urease . (NH,),COs3

NH," + salicilato + hipoclorito —NP_ azul de indofenol

Onde: NP = nitroprussiato

Os reativos usados sao os seguintes:

1) Tampéo: tampéo fosfato 20 mmol.L”, salicilato de sédio 62 mmol.L™,
nitroprussiato de sédio 3,4 mmol.L™";

Oxidante: hipoclorito de sodio 7 mmol.L™" e NaOH 150 mmol.L™";

Enzima: solucéo de urease > 500 U.mL™;

Padrao: solugado aquosa de uréia 50 mg.dL'1;

Reagente de trabalho: mistura do conteudo dos frascos do tampao e

enzima.

O procedimento adotado para a determinagdo do nitrogénio amoniacal é

apresentado na Tabela 7:

Tabela 7: Procedimento de determinagao de nitrogénio amoniacal

Branco Padrao Teste
Padréo - 10 uL -
Amostra - - 10 uL
Reagente de trabalho 1mL 1mL 1mL

Agitar e incubar por 10 min a 15-30°C. Adicionar:
Oxidante 1mL 1mL 1mL
Agitar e incubar por 10 min a 15-30°C.

Ler a absorbancia a 600 nm, zerando o aparelho com o branco
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O célculo para a determinagédo do nitrogénio amoniacal é feito da seguinte
forma:

absorbancia teste
absorbancia padrdo

INH; |= x0,5(g.L™")

3.4.4 Dosagem de P(3HB)

O P(3HB) foi dosado por cromatografia gasosa através da metodologia de
metandlise acida baseado em Braunegg et al., 1978), com as modificacbes
propostas por Brandl et al., 1988).

As amostras, com volume conhecido de meio de -cultura, foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos. O precipitado foi lavado duas vezes
com agua destilada e congelado para posterior analise. Para a metandlise acida,
apos descongelamento, o precipitado foi ressuspenso em um volume de 2 mL de
cloroformio e 2 mL de metanol acidificado (H.SO4 15%), contendo acido benzadico
0,4 g.L™' como padrao interno, e a mistura foi entdo aquecida a 100°C durante 4
horas. A mistura foi agitada, de hora em hora, durante alguns segundos e
devolvida ao aquecimento. Apods resfriamento a temperatura ambiente, adicionou-
se 1 mL de agua destilada e as amostras foram agitadas durante 30 segundos,
seguido de decantacdo. A fase organica (inferior) foi retirada com uma seringa e
armazenada sob refrigeragdo para posterior analise em cromatografia gasosa.
Uma curva padrdao (Anexos - Figura 5) foi feita utilizando poli-(3-hidroxibutirato)
(Sigma), como padrao externo, com massa variando entre 0,0010 g e 0,0100 g.
Os padroes foram submetidos a mesma metandlise que as amostras.

A coluna utilizada para dosagem do P(3HB) foi de silica fundida (0,53 mm x
30 m) modelo Supercowax-10. O cromatografo foi um CG-90 equipado com um
detector de ionizagao de chama (DIC ar-hidrogénio). O gas de arraste utilizado foi
o nitrogénio a 30 mL.min™" e as temperaturas de injecdo, detecgdo e coluna foram
respectivamente de 190°C, 230°C e 90°C. O volume injetado foi de 1 uL. A
integracdo e os cromatogramas foram obtidos através do software Clarity Lite

(DataApex®). Um exemplo de cromatograma pode ser visto nos Anexos - Figura 6.
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3.5 MODELAGEM DO CRESCIMENTO MICROBIANO

Os modelos primarios utilizados para o ajuste das curvas de crescimento
foram: modelo de Gompertz, modelo de Gompertz Modificado e modelo Logistico.
Os modelos serdao usados para derivar uma expressdo para 0s parametros
biolégicos da formacédo de biomassa, e serdo comparados estatisticamente. Os
parametros, velocidade especifica maxima de crescimento (max [h'1]), duracédo da
fase lag (4 [h]) e 0 aumento logaritmico da populagéo (A), que sdo mostrados na
Figura 3, foram calculados por trés modelos que s&o descritos a seguir. Os

modelos foram obtidos através de regressao nao linear por software estatistico.

Ln (Biomassa)

inclinagao = pmax

by Tempo

Figura 3: Curva de crescimento microbiano com os parametros biolégicos em fungéo do
tempo.

3.5.1 Modelo de Gompertz

O ajuste aos dados experimentais pelo modelo de Gompertz é feito pela

equacgao abaixo, segundo Erkmen, 2000):

Ln(%4,) = A.exp{—exp[- B.(t - M)]}
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onde, Ln X/X, € o logaritmo neperiano da densidade celular no tempo f{,
sendo que X é a absorbancia final e X, € a absorbancia inicial, e a absorbancia &
proporcional a concentragao celular, A € o aumento logaritmo da populacéao, B é a
velocidade relativa maxima de crescimento no tempo M [h'], e M é o tempo
necessario para atingir a velocidade maxima de crescimento [h].

Através destes pardmetros, foram calculadas a velocidade especifica
maxima de crescimento (umax= B.Ale [h"], onde e= 2,7182) e a duragdo da fase
lag (A=M-(1/B) [h]).

3.5.2 Modelo de Gompertz Modificado

O modelo de Gompertz Modificado é uma modificacdo do modelo

apresentado no item 3.5.1, e é expresso pela equagéo abaixo (Erkmen, 2001):
:umax e
Ln(*4,) = A.exp{— exp[T(ﬂ. —t)+ 1}}

onde, Ln X/Xy € o logaritmo neperiano da absorbancia no tempo t, sendo
que X é a absorbancia final e Xy € a absorbancia inicial, A € o aumento logaritmico
da populagao, umax € a velocidade especifica maxima de crescimento [h"leréa

duragao da fase lag [h].

3.5.3 Modelo Logistico

O Modelo Logistico foi aplicado de acordo segundo a equacao (Erkmen,
2000):

L A
Ln(>%4.) = [1+exp(D - B.t)]
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onde, Ln(X/X;) e A possuem o mesmo significado que os do Modelo de
Gompertz, D € um parametro adimensional e B é o crescimento relativo na metade
do tempo da fase exponencial [h'']. Destes parametros foram obtidos: a
velocidade especifica maxima de crescimento (umax = A.B/4 [h"]), a duragdo da
fase lag (A = (D-2)/B [h]).

Estes modelos foram numericamente ajustados as curvas de crescimento

de R. eutropha nas diferentes fontes de carbono testadas.

3.5.4 Analises Estatisticas

Os seguintes indices foram utilizados para comparagao dos modelos: erro
meédio quadratico (MSE), coeficiente de correlagdo (r), fator bias e fator de
exatidao (Ferreira, 2004).

Quanto menor o valor de MSE, melhor é o ajuste do modelo aos dados

experimentais. A equacao usada para o calculo do MSE foi:

2
RSS . Z(Valorobservado - Valorpredito)
n n

MSE =

onde, RSS é a soma dos quadrados residuais e n € o numero de graus de
liberdade (numero de pontos experimentais — numero de parametros do modelo).
O fator bias € uma estimativa para a diferenca média entre os valores

observados e preditos. Pode ser calculado através da equacgao:

lOg(Valorobservado /Valorpredito )j

fator bias = 10[ K
O fator bias procura dar o mesmo peso na média dos valores que
sobreestimam e subestimam a média, ou seja, € um desvio relativo médio. Se bias
igual 1, a resposta observada é igual a resposta predita. No entanto, quando bias
maior 1, significa que o modelo falha na zona de perigo e o predito € maior que o
observado.Quando bias menor 1, significa que o modelo falha na zona segura, ou

seja, o predito € menor que o observado.
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O fator de exatidao é uma medida para a diferenga média absoluta entre os
valores preditos e observados, e foi calculado através da equacao:

‘|09(Va|0robservado /Valorpredito]

n

fator de exatidao =10

Conforme aumenta o valor deste fator, 0 modelo é menos exato na média,
ou seja, no calculo do fator bias como se calcula uma média dos valores, os com
sinais opostos, tendem a se cancelar; ja no calculo do fator de exatidédo, por se
tratar de valores absolutos sera sempre maior que 1. Quanto maior seu valor,

menor a exatidao da estimativa da média.

3.6 TRATAMENTO DOS DADOS

3.6.1 Ajustes dos Dados Experimentais

Os dados experimentais obtidos foram ajustados pelo programa Lissage,
desenvolvido no “Instituit National des Sciences Appliquees de Toulouse” Franca,

por Ardaillon-Simoes, Arroyo e Uribelarrea.

3.6.2 Analise Cinética

Como o acumulo de P(3HB) é intracelular, as velocidades especificas de
crescimento celular e de produgdo de P(3HB) foram calculadas em relagéo a
biomassa residual (Xr), obtida pela diferenga entre a quantidade de biomassa total
(Xt) e a quantidade de P(3HB) [Xr = Xt-P(3HB)].
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3.6.2.1 Velocidades Especificas de Crescimento

As velocidades especificas maximas de crescimento, na fase de
crescimento nao limitado, foram calculadas a partir do coeficiente angular da curva
linearizada pelo logaritmo neperiano da biomassa residual com o tempo, de
acordo com a equagao:

In(Xr)=In(Xry)+ u,,., -t

Onde, Xr é a biomassa residual (g.L™"); Xr, a biomassa residual inicial

(9.L7"); umax € a velocidade especifica maxima de crescimento (h™"); e t o tempo (h).

3.6.3 Fatores de Conversao
3.6.3.1 Fator de Conversao de Substrato em Biomassa Residual

O fator de conversdo é obtido a partir do coeficiente angular da porgao
linear do grafico da concentragdo de biomassa residual contra a concentragdo de
substrato, de acordo com a equacgao:

d Xr
Y, . =——22
Xr/S d S

Onde, Yxss € o fator de conversdo de substrato em biomassa residual
(gxr-gs); Xr é a concentragdo de biomassa residual (g.L"); e S é a concentragao de

substrato (g.L™").

3.6.3.2 Fator de Converséao de Substrato em P(3HB)

O fator de conversdo é obtido a partir do coeficiente angular da porgao
linear do grafico da concentragédo de polimero contra a concentragdo de substrato,
de acordo com a equacao:

dP(3HB)
YP(BHB)/S = T 4ds
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Onde, YpsHeys € o fator de conversdo de substrato em biomassa residual
(9x-.9s); P(3HB) é a concentragdo de polimero (g.L"); e S é a concentragdo de

substrato (g.L™").

3.6.4 Produtividade de P(3HB)
3.6.4.1 Produtividade Média de P(3HB)

A produtividade média foi calculada pela diferenca entre a quantidade de
P(3HB) em um instante de tempo t e a quantidade inicial de P(3HB), dividida pelo
intervalo de tempo correspondente, conforme a equacéo:

5 _ P(3HB) -P(3HB),
" t—t,

Onde, P, é a produtividade média de P(3HB) (g.L".h™"); P(3HB)t é a
concentragdo de P(3HB) no instante de tempo t (g.L"); e P(3HB)t; a concentragdo

de P(3HB) no instante de tempo tyinicial (g.L™).

3.6.4.2 Produtividade de P(3HB) na Fase de Producao

A produtividade na fase de producao foi calculada pela diferenca entre a
quantidade de P(3HB) em um instante de tempo t apds o inicio da fase de
produgdo e a quantidade de P(3HB) no inicio da fase de producéo, dividida pelo
intervalo de tempo correspondente a estas concentragdes, segundo a equagao:

P, - P(3HB): _f(3HB)ti

Onde, Pr é a produtividade na fase de produgdo de P(3HB) (g.L™".h™);
P(3HB)t é a concentragao de P(3HB) no instante de tempo t apds o inicio da fase
de producdo (g.L"); e P(3HB)t; a concentracdo de P(3HB) no instante de tempo f;

inicial da fase de producao (g.L™).
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo sera apresentado na forma de artigos, de acordo com as
etapas realizadas no trabalho.

4.1 AVALIAGAO E MODELAGEM DO CRESCIMENTO DE R.

eutropha

Um dos problemas que impede as aplicagdes comerciais dos PHAS, € o seu
alto custo de producdo. Do ponto de vista econdmico, o custo com substrato
(principalmente com fonte de carbono) contribui significantemente para o custo
total do processo. Para reduzir estes gastos com substrato, cepas recombinantes
utilizando fontes de carbono de baixo custo e correspondentes estratégias de
cultivo tém sido desenvolvidos (Lee et al., 1999). A utilizagdo de residuos das
industrias de alimentos € uma alternativa viavel para a reducdo dos custos de
producédo dos PHAs e torna-los mais competitivos no mercado.

O estudo do comportamento do crescimento microbiano através de
modelos matematicos € uma ferramenta que pode auxiliar na previsdo do
crescimento microbiano e assim sendo fundamental para o estabelecimento de
estratégias de cultura, em especial para a produgdo de PHAs, que ocorre durante
a fase de crescimento limitado. Além disso, os modelos primarios de crescimento
podem ser aplicados para determinar parametros cinéticos de culturas em
batelada (Erkmen e Alben, 2002).

Desta forma, o objetivo desta etapa foi avaliar o crescimento de Ralstonia
eutropha em residuos das industrias processadoras de macga, e industrias
amilaceas, e estabelecer um modelo matematico primario que descreva o
crescimento da bactéria nestes residuos. Os resultados estdo apresentados no
artigo a seguir, intitulado “Avaliagcdo e modelagem matematica do crescimento de
Ralstonia eutropha em residuos de industrias de alimentos para producado de

polihidroxialcanoatos”.



53

Avaliacao e modelagem matematica do crescimento de Ralstonia eutropha em
residuos de industrias de alimentos para produgcao de polihidroxialcanoatos

Rafael C. Rodrigues, Glaucia M. F. Aragéo’

Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos, Centro Tecnolégico, Universidade Federal de
Santa Catarina - Cx. Postal 476 - CEP: 88040-900, Floriandpolis - SC, Brasil
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento de Ralstonia eutropha em residuos de industrias de
alimentos e estudar um modelo matematico que descreva o crescimento da bactéria nestes meios. Os residuos
das industrias processadoras de macéd e amilaceas foram utilizados como fonte de carbono. Trés modelos
primarios de crescimento — Gompertz, Gompertz Modificado e Logistico — foram ajustados as curvas de
crescimento para a obtencdo dos parametros: A, aumento logaritmico da populagado; umax, velocidade
especifica de crescimento na fase exponencial (h); e 4, duragdo da fase lag (h). Os valores do erro médio
quadratico (MSE), coeficiente de correlagao (r), fator bias e fator de exatiddao foram utilizados para calcular e
comparar a performance dos trés modelos primarios de crescimento. Os resultados demonstraram que a
bactéria possui capacidade de utilizagédo destes residuos como fonte de carbono, apresentando velocidades
especificas maximas de crescimento de 0,24 h' para o bagago de ma%‘a e 0,23 h para o residuo amilaceo,
valores proximos ao obtido em meio padrdo (glicose/frutose — 0,27 h™'). Os trés modelos ndo apresentaram
diferengas significativas entre si na descricdo do crescimento. Entretanto 0 Modelo Logistico foi 0 que obteve
melhores resultados nos indices estatisticos calculados.

Palavras-chave: Modelagem matematica; Crescimento microbiano; residuos de industria de alimentos; polihidroxialcanoatos

Evaluation and mathematical modeling of Ralstonia eutropha growth in food industries wastes aiming to
polyhydroxyalkanoates production

Abstract

This work had as objective to evaluate the growth of Ralstonia eutropha in residues of food industries and to
study a mathematical model that describes the bacterial growth. The residues from apple processing and starchy
industries were used as carbon source. Three primary growth models - Gompertz, Modified Gompertz and
Logistic - were adjusted to the growth curves to obtaining the following parameters: A, logarithmic increase of
population; zma. specific growth rate (h™); and 4, the lag phase duration (h). The values of the medium square
error (MSE), correlation coefficient (r), and, bias and accuracy factor were used to calculate and to compare the
performance of the three primary growth models. The results demonstrated that the bacteria possess capacity of
use these residues as carbon source, presenting specific growth rates of 0,24 h™ to apple Pomace and 0,23 h™
to starchy waste, values close to when used standard medium (glucose/fructose — 0,27h™"). The three models
did not present significant differences to each other in describing the growth, however the Loglst|c Model was
that obtained better results in the calculated statistical indexes.

Keywords: Mathematical modeling; microbial growth; food industry wastes; polyhydroxyalkanoates

motivam o desenvolvimento de  materiais
biodegradaveis e biocompativeis (Marangoni et al.,
2000; Reddy et al., 2003). Entre os biopolimeros em

1. Introdugao

Nos recentes anos, tem crescido o consenso

publico sobre os efeitos prejudiciais ao ambiente
causados por plasticos derivados de petroquimicos.
O impacto ambiental causado pelo descarte de
produtos plasticos e o progresso da medicina

desenvolvimento, os polihidroxialcanoatos (PHAS)
sdo os mais estudados. PHAs sao polimeros de
hidroxialcanoatos, que sao acumulados como
material de reserva de carbono e energia em varios



microrganismos, usualmente sob condigbes de
limitagao de elementos nutricionais como N, P, S ou
O e na presencga de excesso de fonte de carbono
(Lee et al., 1999). Polihidroxibutirato (P(3HB) é o
mais estudado e caracterizado PHA encontrado em
bactérias  (Poirier, 2002). Mais de 300
microrganismos diferentes sdo conhecidos por
sintetizar e acumular intracelularmente PHAs, e
Ralstonia eutropha é a bactéria mais empregada
para a produgdo de polimeros biodegradaveis
devido a facilidade de cultivo usando fontes de
carbono renovaveis, e também pelo fato desta
bactéria acumular mais de 80% de sua massa seca
como polimero (Doi, 1990; Du et al., 2001a; Squio et
al., 2003).

Como as propriedades fisicas dos PHAs séao
similares as de alguns plasticos convencionais,
como o polipropileno, a produgéao industrial de PHAs
€ consideralvemente interessante. Entretanto, estes
polimeros biodegradaveis nao possuem pregos
competitivos até o momento (Pozo et al., 2002). O
alto custo de produgdo dos PHAs pode ser
diminuido pelo desenvolvimento de melhores cepas,
otimizacdo de processos de fermentagdo e
separagao e utilizacdo de fontes de carbono de
baixo custo. Na producdo de PHAs, cerca de 40%
do custo total de produgédo & para matéria-prima
(Kim, 2000). Neste sentido, diversos processos de
produgdo de PHAs a partir de fontes de carbono
baratas, como residuos das industrias de alimentos,
tém sido propostos (Choi e Lee, 1999b).

O bagago de magad € um residuo da industria
processadora de suco que apresenta problemas de
despejo no meio ambiente. Este bagago consite na
massa resultante da prensagem de macgas para
suco ou cidra (Berovic e Ostroversnik, 1997).
Residuos como estes, contém grandes quantidades
de agucares redutores (Christen et al., 2000),
podendo ser adequados para o crescimento de
bactérias. A producao industrial de amido esta na
ordem de 2x10™ ton.ano” podendo este ser obtido
de grdos como arroz, trigo e milho, e tubérculos
como batata e mandioca (Sarikaya et al., 2000).
Rusendi e Sheppard, 1995), produziram poli-p-
hidroxibutirato a partir do hidrolisado do residuo da
industria processadora de batatas, mostrando dessa
forma que estes residuos podem ser utilizados para
crescimento e produgédo de PHAs por bactérias.

A modelagem matematica do crescimento
microbiano tem sido utilizada para estimar
parametros (velocidade especifica de crescimento e
tempo de fase lag) necessarios para o estudo do
crescimento sob diferentes condi¢cbes fisicas e
quimicas, formular meios microbioldgicos
apropriados ou construir modelos preditivos para
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uso em microbiologia de alimentos (Lépez et al.,
2004).

Estes modelos podem ser aplicados em varios
niveis. Um modelo de nivel primario € uma equagao
ou fungdo que é usada para descrever a resposta
microbiana contra o tempo com um conjunto
caracteristico de parametros (Whiting, 1995;
Mcmeekin e Ross, 2002). A resposta microbiana
geralmente é expressa em termos do numero de
microrganismos  (concentragdo de  unidades
formadoras de coldnia), massa celular seca
(concentragdo de biomassa) ou densidade otica
como uma medida indireta (Dalgaard e
Koutsoumanis, 2001). Alguns dos modelos primarios
amplamente utilizados na literatura incluem: Modelo
de Gompertz, Modelo de Gompertz Modificado e
Modelo Logistico (Buchanan et al., 1997; Erkmen e
Alben, 2002; Hajmeera e Basheer, 2003; Ferreira,
2004).

Segundo Baranyi e Roberts, 1994), o objetivo
dos modelos preditivos € minimizar ou prevenir o
crescimento microbiano e n&o otimiza-lo, como em
bioprocessos. Geralmente a informagdo das
caracteristicas do meio € menor e menos exata que
num biorreator, € os modelos sdo matematicamente
mais simples e com maior conteudo empirico.
Embora os autores considerem que estes modelos
nao apresentem aplicagdo pratica para Engenharia
Bioquimica, o conhecimento ou “previsdao” do
crescimento microbiano pode ser fundamental para
o estabelecimento de estratégias de cultura, em
especial para a produgdo de PHAs, que ocorre
durante a fase de crescimento limitado. Além disso,
pesquisas vem sendo realizadas com a utilizagéo de
modelos primarios para a determinacdo de
parametros cinéticos de culturas em batelada
(Tobajas e Garcia-Calvo, 2000; Erkmen e Alben,
2002; Wachenheim et al., 2003).

O objetivo deste trabalho é estudar fontes de
carbono de baixo custo para o crescimento e
producdo de polihidroxialcanoatos por Ralstonia
eutropha, e estabelecer um modelo matematico
primario que descreva o crescimento da bactéria
nestes meios. Dois residuos de industrias de
alimentos (residuo amilaceo e residuo da industria
de maga) foram usados para os experimentos.

2. Material e Métodos
2.1 Microrganismo e meio de cultura

A cepa utilizada foi Ralstonia eutropha DSM
545, por sua grande capacidade de acumulo de

polimero e possibilidade de crescimento em glicose
como fonte de carbono (mutante espontaneo).



Inicialmente, as células foram cultivadas em um
meio complexo, caldo nutriente (NB), contendo
peptona de carne (5,0 g.L'1) e extrato de
carne (3g.L"). O indéculo e o meio de cultivo,
utilizado nas culturas, foi um meio mineral (MM),
com a sua composi¢do final a mesma usada por
Aragao et al., 1996) contendo, por litro de meio:
0,19g de acido nitrilotriacético; 0,06g de citrato
ferroso de aménia; 0,59 de MgS0,.7H,0; 0,01g de
CaCl,.2H,0; 5,0g (NH,4).SO,4; e 1mL da solugéo de
elementos tragos. A solugao de elementos tragos é
composta de, por litro de agua destilada: 0,3g
H3;BO;; 0,2g CoCl,.6H,0; 0,19 ZnSO,.7H,0; 0,039
MnCl,.4H,0; 0,039 Na,Mo0,.2H,0; 0,029
NiCl,.6H,O; 0,01g CuS04.5H,0. Uma cultura
suplementada apenas com a fonte de nitrogénio,
(NH,;)2S0,4 (5,0 g.L'1), foi testada. Apds autoclavado,
nos meios de cultura acima citados, uma solugao
estéril de fosfato foi assepticamente adicionada ao
meio de cultura para obter uma concentragéo final
de 85g.L "' de NaHPO,12H,0 e 15g.L" de
KH,PO,. Os meios de cultura foram preparados sem
limitagdo em nenhum nutriente, verificando-se
apenas o crescimento bacteriano e ndo a produgao
de polimero.

2.2 Fonte de carbono

Duas fontes de carbono foram utilizadas neste
trabalho: residuo da industria processadora de maca
(bagago de maga) e um meio sintético simulando
residuo da industria amilacea. O bagago de maga foi
seco a 60°C e triturado. A este bagaco foi
adicionada agua destilada (1:9) e colocado em
agitador rotatério por 4h a 100 rpm e 60°C, seguido
de filtragdo, obtendo-se um extrato aquoso rico em
agucares redutores. Para tornar possivel a utilizagéo
do residuo amilaceo pelo microrganismo, realizou-se
um processo de hidrélise para a quebra do amido
em glicose. A hidrdlise acida foi feita adicionando-se
(1:10) de acido cloridrico (10%) para extrato de
amido e aquecendo a 110°C for 2,5h. Em seguida o
meio foi resfriado e neutralizado com uma solugéo
de hidréxido de sdédio (10%). Foi determinada a
concentragdo de agucares redutores nas solugdes
das fontes de carbono e entao adicionadas ao meio
de cultivo de forma a obter-se uma concentracao
inicial de 30g.L" de agucares redutores. Para
comparagao dos resultados, ensaios com meio
padréo (glicose/frutose — 1:1 p/p) foram realizados.

2.3 Condigbes de cultivo
Os experimentos foram conduzidos em frascos

aletados de 1000 mL, contendo 300 mL do meio de
cultura e incubados a 150 rpm em agitador rotatério
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(shaker). A temperatura foi de 30°C para todos os
experimentos. O meio de cultura foi inoculado com
10% (v/v) da pré-cultura. O pH da cultura foi mantido
em 7,0 pela adicdo manual de NH,OH (5%) ou HCI
(10%). Amostras foram retiradas a cada 2h por
aproximadamente 16h, correspondente a fase de
crescimento.

2.4 Determinagbes analiticas
2.4.1 Biomassa

A densidade celular foi determinada por
turbidimetria a 600 nm.

2.4.3 Modelagem do crescimento microbiano

Os modelos primarios utilizados para o ajuste
das curvas de crescimento foram: modelo de
Gompertz, modelo de Gompertz Modificado e
modelo Logistico. Os modelos serdo usados para
derivar uma expressdo para o0s parametros
biolégicos da formagdo de biomassa, e seréo
comparados estatisticamente. Os parametros,
velocidade especifica de crescimento na fase
exponencial (max [h™"), duracdo da fase lag (4 [h]) e
o aumento logaritmico da populagédo (A), que sao
mostrados na figura 1, foram calculados pelos trés
modelos que séo descritos a seguir.

A q¢--------m e jmmmmm---===

Ln (Biomassa)

inclinagao = pmax

}\‘ Tempo

Figura 1: Curva de crescimento microbiano com os parametros
biolégicos em fungdo do tempo

O Modelo de Gompertz (Erkmen, 2000) esta
expresso pela equacgao (1):

Ln(%4,) = A.exp{—exp[- B.(t - M)]} (1)

onde, Ln X/X, é o logaritmo neperiano da densidade
celular no tempo t, sendo que X é a absorbéancia
final e X, é a absorbancia inicial, A € o aumento



logaritmico da populacdo, B é a velocidade relativa
maxima de crescimento no tempo M [h'1], eMéo
tempo necessario para atingir a velocidade maxima
de crescimento [h].

Através destes parametros, foram calculadas a
velocidade especifica maxima de crescimento
(1max= B.A/e [h"], onde e€=2.7182) e a duracdo da
fase lag (A=M-(1/B) [h]).

O Modelo de Gompertz Modificado (Erkmen, 2001)
expresso pela equacgéo (2)

Ln(*%4,)= A.exp{— exp{ﬂ%;"e(}t -t)+ 1}} (2)

onde, Ln X/X, é o logaritmo neperiano da
absorbancia no tempo t, sendo que X é a
absorbancia final e X, é a absorbancia inicial, A é o
aumento logaritmico da populagdo, um.x€ a
velocidade especifica maxima de crescimento [h'1] e
A é a duragao da fase lag [h].

O Modelo Logistico (Erkmen, 2000) foi aplicado de
acordo com a equagao (3):

La(s4)= A @)

1+ exp(D - B.t)]

onde, Ln(X/X;) e A possuem o mesmo significado
que os do Modelo de Gompertz, D € um parametro
adimensional e B é o crescimento relativo na
metade do tempo da fase exponencial [h'1]. Destes
parametros foram obtidos: a velocidade especifica
méaxima de crescimento (unx =A.B/4 [h]) e a
duragao da fase lag (4 = (D-2)/B [h]).

Estes modelos foram numericamente ajustados
as curvas de crescimento de R. eutropha nas
diferentes fontes de carbono testadas.

2.5 Analises estatisticas

Os seguintes indices foram utilizados para
comparagao dos modelos conforma apresentado por
Ferreira, 2004): erro médio quadratico (MSE),
coeficiente de correlagdo (r), fator bias e fator de
exatidao.

Quanto menor o valor de MSE (eq. 4), melhor &
0 ajuste do modelo aos dados experimentais.

MSE = RSS _ Z(Valorobservado - Valorpredito )2 (4)
n

n
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onde, RSS é a soma dos quadrados residuais e n é
0 numero de graus de liberdade (numero de pontos
experimentais — nimero de parametros do modelo).

O fator bias € uma estimativa para a diferenga
meédia entre os valores observados e preditos. Pode
ser calculado através da equagéo (5):

IOQ(Valorobservadu /valorpredito )]

fator bias =1 0( " (5)

O fator bias procura dar o mesmo peso na
meédia dos valores que sobreestimam e subestimam
a média, ou seja, € um desvio relativo médio. Se
bias igual 1, a resposta observada ¢é igual a resposta
predita. No entanto, quando bias maior 1, significa
que o predito € maior que o observado. Quando bias
menor 1, significa que o predito € menor que o
observado.

O fator de exatidao (eq. 6) € uma medida para a
diferenga média absoluta entre os valores preditos e
observados.

Jlog(Valorssenvado / ValoTyedto |

" (6)

fator de exatiddo =10

Conforme aumenta o valor deste fator, o modelo
€ menos exato na média, ou seja, no calculo do fator
bias como se obtém uma média dos valores, os com
sinais opostos, tendem a se cancelar; ja no calculo
do fator de exatiddao, por se tratar de valores
absolutos sera sempre maior que 1. Quanto maior
seu valor, menor a exatidao da estimativa da média.

3. Resultados e Discussao

3.1. Aplicagdo dos modelos matematicos para ajuste
das curvas de crescimento de R. eutropha

Os modelos foram aplicados para descrever o
crescimento de Ralstonia eutropha nas diferentes
fontes de carbono testadas (glicose/frutose; bagaco
de maga; residuo amilaceo). Os resultados das
analises estatisticas realizadas para comparacgao
dos modelos aplicados estdo apresentados na
Tabela 1.

O erro médio quadratico, MSE, representa a
adequacao dos modelos aos dados experimentais.
Quanto menor o valor do MSE, melhor o ajuste do
modelo. Comparando os valores dos MSE da
Tabela 1, observa-se que os trés modelos
apresentaram um baixo valor de MSE. Entretanto, o
Modelo Logistico obteve a melhor predigdo dos
dados de crescimento de Ralstonia eutropha nas
trés fontes de carbono testadas. Os coeficientes de
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Tabela 1: Valores dos indices matematicos e estatisticos para os modelos aplicados nas diferentes fontes de carbono

indices Modelos Matematicos
Glicose/Frutose Bagaco de Maca Residuo Amilaceo
GM? G° L° GM G L GM G L
MSE® 0,003 0,003 0,003 0,016 0,013 0,012 0,003 0,001 0,000
re 0,998 0,998 0,998 0,995 0,996 0,997 0,998 0,999 0,999
F. bias 0,988 0,990 0,962 1,021 1,004 1,003 1,016 1,004 1,004
F. exatidao 1,051 1,046 1,078 1,084 1,064 1,067 1,037 1,024 1,021

@ GM: Gompertz Modificado; ° G: Gompertz; ° L: Logistico; ® MSE: erro médio quadratico; ° r: coeficiente de correlagao.

correlagdo obtidos nos modelos estiveram todos
acima de 0,99, indicando que todos os modelos
testados apresentaram um bom ajuste aos dados
experimentais, podendo desta forma ser utilizados
para a predicdo do crescimento da bactéria R.
eutropha. O fator bias e de exatidao, fornecem uma
indicagao objetiva da performance do modelo. Os
valores do fator bias estiveram bem préximos de 1,0
indicando que a resposta predita é igual a
observada.

Os valores do fator de exatiddo representam
quanto os preditos diferem dos observados em
média. Conforme aumenta esse valor, o modelo é
menos exato na média, isto €, menor a exatidao da
estimativa.Os valores do fator de exatiddo obtidos
estado proximos de 1,0, sendo que para o bagaco de
maga o Modelo de Gompertz Modificado, foi o que
apresentou o maior valor, indicando que, em média,
os preditos diferem em 8% dos observados. Pode-
se dizer que, para as trés fontes de carbono
testadas, pela proximidade dos valores obtidos para
os diferentes indices calculados, em geral o Modelo
Logistico foi o que obteve os melhores resultados
para a predigdo do crescimento de Ralstonia
eutropha. Pelos motivos acima citados o Modelo
Logistico foi escolhido, embora n&o apresente
diferenga significativa com os outros dois modelos.

Diversos autores reportam o crescente uso de
modelo Logistico para descrever o crescimento de
microrganismos, assim como para predizer inibi¢gdo
ou inativagao do crescimento microbiano (Tobajas e
Garcia-Calvo, 2000; Erkmen e Alben, 2002;
Wachenheim et al., 2003). Para culturas em que o
acumulo de produtos é verificado apds a caréncia ou
limitagdo de nutrientes, o modelo Logistico é
apropriado, como na producdo de PHAs
(Wachenheim et al., 2003). Assim como para a obter
parametros que tenham significado biolégico, ao
invés do que simplesmente plotar curvas de
crescimento empiricamente. As curvas do ajuste do
Modelo Logistico aos dados experimentais do
crescimento do microrganismo estdo apresentadas
na Figura 2. A partir das curvas ajustadas,

obtiveram-se os parametros A, iim. © A, € 0S seus
valores para as diferentes fontes de carbono estao
apresentadas na Tabela 2.

Os resultados apresentados na Figura 2 e
Tabela 2 mostram que a bactéria Ralstonia eutropha
possui capacidade de crescimento nas fontes de
carbono testadas (bagaco de magd e residuo
amilaceo), sendo préoximo ao crescimento em meio
padrao (Glicose/Frutose).

Tabela 2: Pardmetros obtidos pelo ajuste Modelo Logistico

Paréametro Fonte de carbono
Glicose/ Bagaco Residuo
Frutose de Maga Amilaceo
A® 2,50 3,39 2,28
pmax” () 0,27 0,24 0,23
A% (h) 0,99 0,00 0,00

@ A: aumento logaritmico da populag&o;
b Umax: Velocidade especifica maxima de crescimento;
°\: duragéo da fase lag.
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Figura 2: Curvas de crescimento de R. eutropha expressa em Ln
(X/Xo) pelo tempo nas fontes de carbono (@) Glicose/Frutose,
(A) Bagago de Macd e (O) Residuo Amilaceo. As linhas
representam o Modelo Logistico ajustado aos dados
experimentais.



Apesar de apresentar velocidade especifica
maxima de crescimento ligeiramente superior em
meio padrdo, a bactéria teve uma pequena fase lag
(0,99 h) no crescimento em Glicose/Frutose. As
velocidades de crescimento na fase exponencial
para os residuos testados foram quase iguais (0,24
e 0,23 h™"), mas o aumento logaritmico da populacéo
em bagaco de magd foi maior, isto é, a
concentragao celular final foi maior neste residuo
comparado ao residuo amilaceo.

3.2 Influéncia da Suplementagéo do Meio de Cultura
com Solugao Mineral

Como os residuos utilizados apresentam, além
de acgucares redutores, outros nutrientes (sais
minerais) em sua composi¢cdo, procedeu-se um
teste para verificar a necessidade da suplementagao
do meio de cultura com uma solugdo mineral, ou
apenas com a fonte de nitrogénio. Em ambos os
casos, adicionou-se ao meio uma solugcdo de
fosfato. As curvas de crescimento com os dados
experimentais e o ajuste do Modelo Logistico estao
apresentadas nas Figuras 3 e 4, para o bagaco de
magad e residuo amilaceo, respectivamente. Os
dados obtidos pelo modelo podem ser visualizados
na Tabela 3.

Percebe-se na Tabela 3 e Figura 3, que ha uma
pequena diferengca entre as culturas com e sem
suplementagdo da solugdo mineral. A velocidade
especifica maxima de crescimento no meio apenas
com fonte de nitrogénio, foi superior (0,29 h'1),
comparada ao meio com sais, porém este
apresentou uma concentragao celular final maior (A=
3,39). Com isto, pode-se dizer que ndo € necessaria
a suplementagdo do bagagco de maga com o meio
mineral, para o crescimento e produgdo de
polihidroxialcanoatos por R. eutropha.

Para o residuo amilaceo, observa-se na Figura 4
e Tabela 3, que a cultura apenas com fonte de
nitrogénio préximos a cultura suplementada com o
meio mineral, apresentando um A ligeiramente
superior aquele sem suplementagdo. O e NA
cultura sem suplementagdo foi maior que o da
cultura com sais, 0,25 e 0,23 h™, respectivamente.
Da mesma forma que para o bagago de maga, ndo é
necessaria a suplementagdo do residuo amilaceo
com nutrientes minerais, fato que é interessante
para a producao dos polihidroxialcanoatos, pois a
adicdo apenas de fontes de nitrogénio e fésforo ao
meio de cultivo, contribui para a redugao dos custos
de produgéao destes biopolimeros.
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Tabela 3: Paradmetros obtidos pelo Modelo Logistico para
as culturas com e sem suplementagao de solugao mineral
Meio Parametro

A tmax (h) A (h)

Bagaco de Maca

Suplementado com 3,39 0,24 0,00
sais

Suplementado com 2,74 0,29 0,37
afonte de N

Residuo Amilaceo

Suplementado com 2,28 0,23 0,00
sais

Suplementado com 3,00 0,25 0,00
a fonte de N

OO T T T T T
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Figura 3: Curvas de crescimento de R. eutropha, expressa em Ln
(X/Xo) pelo tempo, em Bagago de Maga (A) suplementado com
sais e (A) apenas com fonte de N. As linhas representam o
Modelo Logistico ajustado aos dados experimentais.
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Figura 4: Curvas de crescimento de R. eutropha, expressa em Ln
(X/Xo) pelo tempo, em Residuo Amilaceo (@) suplementado com
sais e (O) apenas com fonte de N. As linhas representam o
Modelo Logistico ajustado aos dados experimentais.



A capacidade de crescimento e produgdo de
PHAs em residuos agroindustriais, ja foi
demonstrada por outros autores. O crescimento de
R. eutropha utilizando agucar invertido como fonte
de carbono foi realizado por Marangoni et al., 2001).
Os autores encontraram uma velocidade especifica
méaxima de crescimento de 0,26 h™', valor préximo
aos encontrados neste trabalho, confirmando que
este microrganismo tem grande capacidade de
utilizar substratos renovaveis e de baixo custo para
o seu crescimento. Outro residuo potencial para a
produgédo de PHAs é o soro de leite. Subproduto da
manufatura de queijos, o soro de leite possui em sua
composi¢ao lactose que pode ser utilizada como
fonte de carbono pelas bactérias no processo de
obtencao dos PHAs (Wong e Lee, 1998; Marangoni
et al., 2002). Rusendi e Sheppard, 1995), utilizando
hidrolisado de efluente de industria processadora de
batatas (residuo amilaceo) obtiveram 5,0 g.L'1 de
P(3HB), que representou 76,9% do total de
biomassa seca.

4. Conclusao

A bactéria Ralstonia eutropha apresentou uma
grande capacidade de crescimento nas fontes de
carbono testadas, comparado ao meio padrao
(Glicose/Frutose). A utilizagdo de substratos como
os residuos amilaceos e da industria processadora
de maga pode contribuir para redugao dos custos de
produgado dos polihidroxialcanoatos, visto que este
fator tem grande influéncia no pregco final dos
biopolimeros. Verificou-se também neste trabalho
que nao ha a necessidade de complementar o meio
de cultivo com sais minerais, ja que estes sais estao
presentes nos residuos testados, suplementado o
meio apenas com fontes de nitrogénio e fosforo.

Este estudo permitiu a predicdo do crescimento
de Ralstonia eutropha em diferentes fontes de
carbono através do calculo de trés pardmetros, timax,
AeA. Os modelos testados (Gompertz, Gompertz
Modificado e Logistico) descreveram bem o
crescimento da bactéria, entretanto o Modelo
Logistico foi escolhido por apresentar melhores
resultados na andlise estatistica. A partir destes
testes, estudos de estratégias para a produgédo de
PHAs utilizando os residuos testados como
substratos devem ser realizados. A modelagem da
producdo de polimero podera ser feita, com o
objetivo de determinar estratégias de alimentacao
de substrato e nutrientes.
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4.1.1 Conclusao

Através deste estudo, demonstrou-se que a bactéria Ralstonia eutropha
possui capacidade de crescimento nos residuos das industrias processadoras de
maca e amilacea. Os trés modelos primarios de crescimento testados ajustaram-
se as curvas de crescimento da bactéria, sendo que o Modelo logistico apresentou
melhores resultados na analise estatistica.

Com os resultados desta primeira etapa, foi dada continuidade ao trabalho
realizando o crescimento da bactéria em meio limitado, utilizando os residuos das
industrias de alimentos como fonte de carbono, para a producdo de poli(3-

hidroxibutirato).
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4.2 PRODUGAO DE POLI(3-HIDROXIBUTIRATO) EM RESIDUOS
DE INDUSTRIAS DE ALIMENTOS

Diversos autores vém propondo o uso de residuos de industrias de
alimentos como fonte de carbono para a producao de polihidroxialcanoatos. Estes
residuos sao excelentes substratos para bioprocessos pois geralmente possuem
grandes quantidades de carboidratos, acidos organicos e outros nutrientes que
auxiliam no crescimento microbiano. Alguns residuos como o soro de leite, agucar
invertido, melagos, entre outros ja foram utilizados nos processos de biossintese
dos PHAs (Wong e Lee, 1998; Kim, 2000; Nonato et al., 2001; Marangoni et al.,
2002). A adigao de acidos graxos, no momento da limitacdo, ao meio de cultura,
favorece a produgao dos PHAs, aumentando o conteudo de polimero acumulado e
a produtividade (Lee et al., 1995b; Marangoni et al., 2000; Squio, 2003).

Com isso, o objetivo desta etapa foi estudar a produgdo de poli(3-
hidroxibutirato) utilizando residuos das industrias processadoras de maca e
industria amilacea como substrato, bem como a suplementagédo do meio de cultura
com acido oléico e dleo de soja.

Os resultados serdo apresentados nos artigos a seguir, intitulados
“Producgao de poli(3-hidroxibutirato) por Ralstonia eutropha em residuos amilaceos
suplementado com acidos graxos” e “ Bagag¢o de macgéa suplementado com acidos
graxos como substrato para a produgdo de poli(3-hidroxibutirato) por Ralstonia

eutropha’.
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Producao de poli(3-hidroxibutirato) por Ralstonia eutropha em residuos
amilaceos suplementado com acidos graxos

Rafael C. Rodrigues, Glaucia M. F. Aragdo’

Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos, Centro Tecnolégico, Universidade Federal de
Santa Catarina - Cx. Postal 476 - CEP: 88040-900, Florianépolis - SC, Brasil
E-mail: rafael@enq.ufsc.br; glaucia@engq.ufsc.br

Resumo

Este trabalho teve como objetivo estudar a producdo de poli(3-hidroxibutirato) a partir de residuos de
industrias amilaceas, bem como a suplementagao do meio de cultura com acido oléico e dleo de soja, a fim de
obter maiores produtividades e reduzir os custos de produgdo. Os ensaios foram conduzidos através de
culturas de Ralstonia eutropha, em frascos agitados, onde a fonte de carbono utilizada foi um meio sintético
simulando residuo amilaceo. Os suplementos foram adicionados no inicio da fase de produgdo. Amostras foram
retiradas a cada 2h para analise de crescimento celular, agucares redutores, nitrogénio residual e dosagem do
polimero. Os contetudos de P(3HB) encontrados foram de 46, 50 e 56% com produtividades de 0,22; 0,37 e
0,49 g.L'1.h'1 para as culturas sem suplementagéo, suplementagdo com acido oléico e suplementagao de 6leo
de soja, respectivamente. O residuo de industrias amilaceas mostrou-se uma boa fonte de carbono para a
producado de PHAs, e a suplementagdo do meio de cultura com acidos graxos, ou 6leo de soja favoreceu a
producédo de P(3HB) aumentado o conteiudo de polimero acumulado em 10% e a produtividade em mais de
duas vezes com relagdo a cultura sem suplementacgéo.

Palavras-chave: poli(3-hidroxibutirato); residuo amilaceo; Ralstonia eutropha; suplementagdo com acidos graxos

Poly(3-hydroxybutyrate) production by Ralstonia eutropha in starchy industry waste with fatty acids
supplementation

Abstract

The aim of this work was to use the residue of the starch industry, with supplementation of oleic acid (pure
or as vegetable oil) for the poly(3-hydroxybutyrate) production, in order to obtain larger productivity and to
reduce the polymer production costs. The experiments were carried out through cultures of Ralstonia eutropha in
agitated flasks, where the carbon source was a synthetic medium that had characteristics from the waste of the
starch industry. The supplementation of oleic acid and soybean oil was made in the moment of the nitrogen
limitation. Samples were collected to each 2h for analysis of cellular growth, reducing sugars, residual nitrogen
and polymer dosage. The P(3HB) content obtained were 46; 50 and 56% with productivities of 0,22; 0,37 and
0,49 g.L'1.h'1 for the cultures without supplementation, oleic acid supplementation and soybean oil
supplementation, respectively. The starchy industry waste was shown a good carbon source for PHAs
production, and the supplementation of the culture medium with fatty acids, or soybean oil favored the P(3HB)
accumulation increasing the polymer content about 10% and the productivity more than twice in relation to
culture without supplementation.

Keywords: poly(3-hydroxybutyrate); starchy waste; Ralstonia eutropha; fatty acids supplementation

1. Introducgao quantidade de residuos plasticos, programas
mundiais para gerenciamento eficiente de materiais

Materiais plasticos tém sido universalmente plasticos usados, como a reciclagem, foram
usados no cotidiano e estdo causando sérios iniciados. Outra solugdo para reduzir estes residuos
problemas ambientais devido a sua baixa € o0 uso de plasticos biodegradaveis (Holmes, 1985;

degradabilidade. Na busca para reduzir a Byrom, 1987; Lee e Chang, 1995).



Dentre os principais plasticos biodegradaveis
em desenvolvimento, encontram-se 0s
polihidroxialcanoatos (PHAs), que s&o polimeros
acumulados como material de reserva de carbono
e/ou energia, intracelularmente em  varios
microrganismos sob condi¢gdo de limitacdo de um
nutriente essencial como N, P, S, O ou Mg, e na
presenga de excesso de fonte de carbono
(Anderson e Dawes, 1990; Lee et al, 1999). Os
PHAs tém recebido muita atencdo devido a sua
similaridade aos plasticos convencionais e sua
completa biodegradabilidade (Lee, 1996a). O poli(3-
hidroxibutirato) [P(3HB)] e o poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) [P(3HB-co-3HV)] sdo os
polimeros mais estudados da familia dos
polihidroxialcanoatos. Este polimero apresenta
propriedades fisicas e mecanicas similares aquelas
encontradas no polipropileno, plastico de origem
petroquimica (Marangoni et al., 2001; Tsuge, 2002).

A bactéria, gram-negativa, Ralstonia eutropha, é
0 microrganismo mais utilizado para a producéo de
polihidroxialcanoatos, devido a seus altos
rendimentos, podendo atingir até 80% de sua massa
seca em polimero, e habilidade para crescer em
fontes de carbono renovaveis (Doi, 1990).

O processo de produgdo de P(3HB) em R.
eutropha acontece em duas fases: (1) crescimento
celular nao limitado, com o objetivo de geracao de
biomassa, em um meio de cultura balanceado; (2)
limitagcdo ou exaustdo de um nutriente essencial,
associado ao fornecimento n&o limitado de fonte de
carbono, com acumulo intracelular de polimero
(Dawes e Senior, 1973).

Apesar de apresentar vantagens em relagao aos
plasticos convencionais, como o fato de serem
materiais biocompativeis e biodegradaveis, a
produgédo industrial de PHA, embora ja ocorra,
possui um custo ainda muito elevado quando
comparado aos polimeros de origem petroquimica.
Alguns fatores como, desenvolvimento de melhores
cepas, processos de recuperagao e extragcdo mais
eficientes, e principalmente redug¢ao dos custos com
matéria-prima, podem contribuir para tornar os PHAs
mais competitivos no mercado (Choi e Lee, 1999b).

O gasto com matéria-prima pode chegar a 40%
do custo total de producao dos
polihidroxialcanoatos. Uma forma de reduzir estes
custos é a utlizagdo de fontes de carbono
alternativas, que podem ser residuos ou sub-
produtos das industrias de alimentos como soro de
leite ou agucar invertido (Marangoni et al., 2002).
Uma outra fonte disponivel em grandes quantidades
€ 0 amido. Amido e seus derivados sao os principais
componentes da demanda bioquimica de oxigénio
(DBO) de efluentes de industrias téxteis,
fermentativas e de processamento de alimentos e
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bebidas (Yu, 2001). Nas industrias de alimentos, o
amido pode ser obtido de graos como arroz, trigo e
milho, e tubérculos como batata e mandioca
(Sarikaya et al., 2000). Determinados
microrganismos nao possuem capacidade de utilizar
o amido como fonte de carbono, para tanto, antes
do processo fermentativo, o amido sofre uma
hidrolise a glicose (Kim, 2000). Rusendi e Sheppard,
1995), utilizaram residuo da industria processadora
de batatas para a produgao de P(3HB), e através de
uma hidrdlise enzimatica, foi possivel a obtencéo de
glicose para utilizagdo como fonte de carbono pelo
microrganismo.

O uso de acidos graxos como o acido oléico, ou
de 6leos vegetais que contém em sua composicao
estes constituintes, como suplementos nutricionais é
uma alternativa interessante para aumentar a
producdo e a produtividade do processo de
obtencdo dos PHAs. Estes agentes podem interferir
na via metabdlica proporcionando maior produgao
de células e resultando em maior produtividade, mas
também podem agir diretamente na sintese dos
biopolimeros. A utilizacdo destes acidos graxos e
Oleos vegetais tem sido demonstrada por diversos
autores (Fukui e Doi, 1998; Choi e Lee, 1999c;
Marangoni et al., 2000; Kahar et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivo estudar a
producdo de poli(3-hidroxibutirato) a partir de
residuos de industrias amilaceas, bem como a
suplementagdo do meio de cultura com acido oléico
e oleo de soja.

2. Material e Métodos
2.1 Microrganismo e meio de cultura

A cepa utilizada foi Ralstonia eutropha DSM
545, por sua grande capacidade de acumulo de
polimero e possibilidade de crescimento em glicose
como fonte de carbono (mutante espontaneo).
Inicialmente, as células foram cultivadas em um
meio complexo, caldo nutriente (NB), contendo
peptona de carne (5,0 g.L'1) e extrato de carne
(3,0g.L™"). O meio de cultura foi um meio sintético
simulando efluente de industria amilacea. Preparou-
se uma solugéo a partir de arroz branco polido onde
foi colocado em agua destilada com agitacdo e
aquecimento, e obteve-se uma solugéo concentrada
em amido. Como a bactéria Ralstonia eutropha nao
possui a capacidade de assimilar o amido como
fonte de carbono, foi necessario hidrolisar este
amido para obtencéo de glicose. Foi realizada uma
hidrélise acida, com adicdo de HCI (10%) na
propor¢cao de 1:10 (&cido:solugdo com amido). A
solugado para hidrélise foi aquecida a 110°C por 2,5



horas. Apds, resfriou-se a temperatura ambiente e
neutralizou-se a solugdo com adicdo de NaOH
(10%). A solugdgo de amido hidrolisado foi
adicionada ao meio de cultivo para se obter uma
concentracao inicial de agucar de 30 g.L'1. A esta
solugdo foi adicionada a fonte de nitrogénio,
(NH,;).S0O4, na concentragdo de 5,0 g.L'1 no pré-
inoculo e 2,3 g.L”' no meio de cultura final. Apos
autoclavado, uma solugdo estéril de fosfato foi
assepticamente adicionada para se obter uma
concentracao final de 8,5 g.L'1 de Na,HPO,.12H,0 e
1,5 g.L ™" de KH,PO.,.

2.2 Condigées de cultivo

Os experimentos foram conduzidos em culturas
em batelada alimentada em frascos aletados de
1000 mL, contendo 300 mL do meio de cultura e
incubados a 150 rpm em agitador rotatério (shaker).
A temperatura foi de 30°C para todos os
experimentos. O meio de cultura foi inoculado com
10% (v/v) da pré-cultura. O pH foi mantido em 7,0
pela adigdo manual de NaOH (10%) ou HCI (10%).

2.3 Adigéao de suplementos

No inicio da fase de produgdo, um pulso de
cada suplemento selecionado foi adicionado a fim
de se obter uma concentragédo equivalente a 0,3 gqc.
0|éico.L'1 no meio, conforme estudos realizados por
Marangoni et al., 2000). Foram adicionados acido
oléico puro, e 6leo de soja, com uma concentragao
em acido oléico de aproximadamente 25%.

2.4 Determinagébes analiticas

Para as determinagdes analiticas, amostras
foram retiradas a cada 2h, para as andlises
descritas abaixo.

2.4.1 Biomassa

A densidade celular foi determinada por
turbidimetria a 600 nm e a concentragdo celular
através de andlise gravimétrica, onde amostras de
2mL do meio de cultura foram centrifugadas e os
precipitados foram lavados duas vezes com agua
destilada e colocados em estufa a 100°C até peso
constante.

2.4.2 Fonte de carbono

A concentragdo de agucar redutor residual foi
medida pelo método do &acido 3,5-dinitrosalicilico
(Miller, 1959), que determina a concentragdo de
acgucares redutores.
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2.4.3 Nitrogénio residual

A concentracao de nitrogénio residual, na forma
de ions amonio, foi determinada por um kit Uréia-PP
(Gold Analisa Diagnodstica) através de método
enzimatico-colorimérico.

2.4.4 Dosagem de P(3HB)

Amostras de células para analise de polimero
foram obtidas de forma semelhante aquelas para
analise de biomassa, com a diferenga que foram
congeladas, ao invés de secas, para subsequente
analise e foram preparadas conforme descrito por
Squio et al., 2003). Poli(3-hidroxibutirato) (Sigma) foi
usado como padrdo externo. Os metil-ésteres
resultantes da reacdo de metandlise foram
quantificados pela inje¢cdo de 1 uL em cromatoégrafo
a gas (CG-90) equipado com uma coluna de silica
fundida (Supercowax-10 - 0,53 mm x 30 m). As
temperaturas de injegdo, deteccdo e coluna
utilizadas foram 190, 230 e 90°C, respectivamente.

2.5 Analise cinética

A produtividade foi calculada pela diferenca
entre a concentragao de polimero em um instante t e
a concentracao inicial de polimero, dividida pelo
intervalo de tempo correspondente, ou seja,
produtividade,o=(pol-pol;)/(ti-t;). Os dados
experimentais foram ajustados pelo software
LISSAGE desenvolvido pelo “Instituit National des
Sciences Appliquees de Toulouse”, Franga.

3. Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra as curvas de crescimento
microbiano em fungdo do tempo, expresso pelo
logaritmo neperiano da biomassa medida pela
absorbancia (Ln X/Xp), para todas as culturas. As
curvas auxiliam como uma medida “on-line” do
crescimento da bactéria para verificar o momento de
limitagdo da cultura. As velocidades especificas de
crescimento na fase exponencial (umax), foram
determinadas pela regressao linear das curvas de
Ln X/X, e os valores obtidos foram de 0,18; 0,21 e
0,22 h™, para as culturas sem suplementagédo, com
suplementacao de acido oléico e suplementagao de
O0leo de soja. As evolugbes da concentragdo de
biomassa total (Xt) e residual [Xr = Xt - P(3HB)],
polimero [P(3HB)], nitrogénio residual (NH;") e
consumo de agucar ao longo das culturas sem
suplementagdo e com suplementagdo de &acido
oléico e Oleo de soja, estdo apresentadas nas
Figuras 2a, b e c, respectivamente.
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Figura 1: Curvas de crescimento de R. eutropha expresso em Ln
(X/Xo) em fungdo do tempo para as culturas sem suplementagéo
(O); suplementado com &cido oléico (A ), suplementado com éleo
de soja (H).

A fonte de carbono principal foi um meio
sintético simulando residuo de industria amilacea, o
qual sofreu um processo de hidrélise acida para
permitir o crescimento da bactéria. Para a produgao
de P(3HB) por R. eutropha, ha a necessidade da
limitagdo de um ou mais nutrientes essenciais ao
crescimento. Neste caso, pode-se perceber o ponto
de limitacdo representado pela linha pontilhada na
Figura 2. Este ponto esta de acordo com o inicio da
fase estaciondria observado na Figura 1. Um
resumo dos dados gerais obtidos nas culturas é
mostrado na Tabela 1.

Ao analisar a Tabela 1, observa-se que a
suplementagédo do meio de cultura com acido oléico
e Oleo de soja favoreceu o acumulo de P(3HB). A
adi¢ao de acido oléico ao meio de cultivo causou um
aumento de 4,5% no conteudo de polimero nas
células. Ja a suplementagdo com 6leo de soja levou
a producao de mais de 10% de polimero em relagao
a cultura sem suplementagdo. Estes resultados
estdo de acordo com Marangoni et al., 2000), que
obtiveram um aumento de 10% no conteludo de
polimero acumulado quando R. eutropha cresceu
em agucar invertido e &cido propiénico
suplementando com acido oléico. Choi e Lee,
1999c), demonstraram que o acido oléico como
suplemento nutricional em culturas de Escherichia
coli recombinante também aumenta o acumulo de
polimero.
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Figura 2: Evolugéo da biomassa total (H), P(3HB) (O), biomassa
residual (—), nitrogénio residual (X) e consumo de acglcar (A)
em funcdo do tempo para as culturas sem suplementagdo (a);
com suplementagdo de acido oléico (b); com suplementagdo de
6leo de soja (c). A linha pontilhada indica o inicio da fase de
produgéo.



Tabela 1: Dados gerais obtidos nas culturas
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Culturas Tempo (h)® Xt (g.LT)P P(3HB) (g.L ™) Xr(g.L"° % P(3HB)"
Sem suplementacgéo 28 7,55 3,48 3,72 46,0
Suplementada com 24 9,10 4,60 4,50 50,5
acido oléico
Suplementada com 22 6,43 3,65 2,78 56,7
Oleo de soja
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Figura 3: Produtividade de P(3HB) em toda a cultura (a) e na fase
de produgédo (b) para as diferentes culturas: sem suplementagao
(O); suplementado com &cido oléico (A), suplementado com 6leo
de soja (H).

© Biomassa residual [Xr = Xt - P(3HB)]
4 Contetido de P(3HB) no total de células secas

A produtividade em polimero (P(3HB)) durante
toda a cultura e durante a fase de produgéo, estéo
ilustradas nas Figuras 3a e b, respectivamente. A
cultura suplementada com 6leo de soja obteve os
maiores valores de produtividade, que foram
encontrados no inicio da fase de produgao,
enquanto que na cultura sem suplementagédo foram
obtidos os menores valores de produtividade. As
produtividades maximas foram, em g.L'1.h'1, 0,22,
para a cultura sem suplementacao, 0,37, para a
cultura com suplementagédo de acido oléico e 0,49,
para a cultura com suplementagcédo de 6leo de soja.
Os valores de produtividade obtidos foram
superiores aos encontrados por Marangoni et al.,
2000), que obtiveram 0,14 e 0,28 g.L'h™
respectivamente, para as culturas sem e com
suplementagao de acido oléico.

Contrario aos acgucares que podem ser
diretamente utilizados pelas células bacterianas,
muitos acidos graxos, correspondentes as cadeias
de formacdo de 6leos vegetais, sdo produzidos na
cultura por hidrélise enzimatica, na presenga de
lipase extracelular quando estes 6leos vegetais sédo
usados para a produgdo de PHAs (Kahar et al.,
2004). Na hidrdlise dos triglicérides do 6leo de soja
por lipase, acidos graxos de C16 e C18 como acido
palmitico, acido oléico, acido linoleico e acido
linolenico s&o liberados no meio de cultura.
Subseqliientemente, estes acidos graxos sao
transferidos através da membrana celular e
metabolizados via p-oxidagdo nas células de R.
eutropha. Isto pode explicar o fato de se ter um
maior acumulo de polimero na cultura suplementada
com oOleo de soja comparada a cultura
suplementada com acido oléico.

4. Conclusao

Os conteudos de P(3HB) e produtividade
maxima em polimero, obtidos para as culturas sem
suplementagao, com suplementagdo de &cido
oléico, e com suplementacao de 6leo de soja foram,



respectivamente 46,0% e 0,22g.L".h™": 50,5% e
0,37g.L"'h"56,7%e€0,49g.L"h".

Como visto neste trabalho, a utilizacdo de
residuos das industrias amilaceas para a produgao
de polihidroxialcanoatos promete ser uma alternativa
potencial para reducdo dos elevados custos de
produgdo dos biopolimeros. A suplementagdo do
meio de cultura com 6leos vegetais, ricos em acidos
graxos, contribuiu para o aumento do conteudo de
polimero acumulado e da produtividade.
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Bagaco de maca suplementado com acidos graxos como substrato para a
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi estudar o uso do bagago maga, residuo da industria processadora de magas,
para a produgéao de poli(3-hidroxibutirato). Realizou-se também a suplementagdo do meio de cultura com acidos
graxos a fim de aumentar a produgéo de polimero. Os experimentos foram realizados através de culturas de
Ralstonia eutropha, em frascos agitados, onde a fonte de carbono utilizada foi um extrato aquoso do bagago de
maca. Foram adicionados acido oléico e 6leo de soja, como suplementos nutricionais, no momento da limitagao.
Amostras foram retiradas a cada 2h para analise de crescimento celular, agucares redutores, nitrogénio residual
e quantificagcao do polimero. Os conteudos de P(3HB) acumulados foram de 14, 34 e 22% do total da massa de
células secas, para as culturas sem suplementagao, suplementagdo com acido oléico e suplementagao de 6leo
de soja. A utilizagdo do bagago de maga como fonte de carbono para a produgédo de polihidroxialcanoatos &
uma boa alternativa, pois € uma matéria-prima barata que pode contribuir na redugéo dos custos de produgéo
destes biopolimeros. A suplementagdo do meio de cultura com acidos graxos aumentou 0 acumulo de polimero
em 20% (suplementagao com acido oléico), a produtividade (0,09 g. L"h" sem suplementagdo para
0,22 g.L" h suplementagdo com 6leo de soja) e o fator de conversdo de substrato em P(3HB) de 0,05
9p@HB).Os ' da cultura sem suplementacgéo para 0,14 gp3g) 93'1 na cultura suplementada com acido oléico.

Palavras-chave: poli(3-hidroxibutirato); bagago de maca; Ralstonia eutropha; suplementagcdo com acidos graxos

Apple pomace with fatty acids supplementation as substrate for poly(3-hydroxybutyrate) production by
Ralstonia eutropha

Abstract

The target of this paper was to study the use of apple pomace, waste from apple processing industry, to
poly(3-hydroxybutyrate) production. The supplementation of the culture medium with fatty acids was done to
improve the polymer accumulation. The assays were carried out through cultures of Ralstonia eutropha in
agitated flasks, where the carbon source was a aqueous extract from apple pomace. Oleic acid and soybean oil
were added, as nutritional supplements, in the moment of the nutrient limitation. Samples were collected to each
2h for analysis of cellular growth, reducing sugars, residual nitrogen and polymer dosage. The P(3HB) content
accumulated were 14; 34 and 22% in the total dry cell weight, for the cultures without supplementation, oleic
acid supplementation and soybean oil supplementation. The use of apple pomace as carbon source for
polyhydroxyalkanoates production is a good alternative, because it is an inexpensive raw material that could
help in the reduction of the production costs from these biopolymers. The supplementatlon of the culture medium
with fatty aC|ds improved the P(3HB) accumulation, the productivity (0,09 g. L".h™ without supplementatlon to
0,22 g.L.”".h™" soybean oil supplementatlon) and the yield of P(3HB) on substrate from 0,05 gpghs) .gs”" culture
without supplementation to 0,14 gpsHg).gs ! culture supplemented with oleic acid.

Keywords: poly(3-hydroxybutyrate); apple pomace; Ralstonia eutropha; fatty acids supplementation

1. Introducgao se degradam completamente por ataque microbiano
em um curto espaco de tempo, sob condi¢des
Os plasticos biodegradaveis sao polimeros que apropriadas do meio ambiente. Dentre os



biopolimeros em desenvolvimento estdo os
polihidroxialcanoatos (PHAs). Além da vantagem de
serem biodegradaveis, ainda apresentam outras
importantes caracteristicas como serem
biocompativeis, serem produzidos a partir de
recursos renovaveis como agucares e acidos graxos
e por terem propriedades termoplasticas e
caracteristicas fisicas e mecanicas semelhantes as
do polipropileno, polimero derivado do petroleo
(Braunegg et al., 1998; Sudesh et al, 2000). Os
PHAs sao poliésteres sintetizados por
microrganismos como substancias naturais de
reserva de carbono e energia. O polihidroxibutirato,
P(3HB), foi o primeiro PHA a ser descoberto e é
também o mais estudado e melhor caracterizado. O
P(3HB) é acumulado pela célula microbiana na
forma de granulos, podendo atingir mais de 80 % de
seu peso seco (Squio e Aragao, 2004; Khanna e
Srivastava, 2005).

O processo de produgdgo de P(3HB) é
normalmente conduzido em duas fases: uma fase
de crescimento nao limitado para acumulo de
biomassa em um meio de cultura balanceado e, na
seqliéncia, uma fase de limitagdo ou exaustdo de
um ou mais elementos nutritivos (N, P, S ou O)
associado ao fornecimento de excesso de fonte de
carbono, para favorecer o acumulo intracelular do
polimero (Doi, 1990).

Muitos sdo os microrganismos produtores de
PHAs, e a espécie Ralstonia eutropha € uma das
que apresenta as condigdes mais favoraveis a
produgéao industrial. Este microrganismo destaca-se
pela possibilidade de acumular grandes quantidades
de sua massa seca em polimero, com alto peso
molecular e utilizando diferentes tipos de substrato
como glicose, frutose, acido lactico, entre outros
(Ramsay et al., 1990).

A producdo dos polihidroxialcanoatos esbarra
em seu elevado custo de produgdo quando
comparado ao dos polimeros derivados do petroleo.
Porém, estudos tém sido realizados para tentar
minimizar os custos de produgido através da
utilizacdo de fontes de carbono de baixo custo,
desenvolvimento de novas linhagens e técnicas
mais eficientes para extragdo e recuperagdo do
polimero (Du et al., 2001; Marangoni et al., 2001).
Na producéo de PHAs, cerca de 40% do custo total
de producdo é para matéria-prima (Kim, 2000).
Neste sentido, diversos processos de produgado de
PHAs a partir de fontes de carbono baratas, como
residuos das industrias de alimentos tém sido
propostos (Choi e Lee, 1999a).

O bagago de magad é um residuo da industria
processadora de maga que apresenta problemas de
despejo, causando problemas ambientais. Este
bagacgo consiste na massa resultante da prensagem
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de macgds para suco ou cidra (Berovic e
Ostroversnik, 1997). Residuos como estes, contém
grandes quantidades de acucares redutores
(Christen et al., 2000) sendo uma o6tima fonte de
carbono para os processos de biossintese dos
PHAs.

A utilizagdo de acidos graxos, ou de oleos
vegetais, como fonte de carbono ou suplementos
nutricionais vem sendo estudada para a produgao
dos PHAs (Eggink et al., 1992; Choi e Lee, 1999b;
Marangoni et al., 2000; Kahar et al., 2004). Os 6leos
vegetais sdo fontes de carbono renovaveis e de
baixo custo, e sdo incorporados pelas células e
metabolizados a acetil-CoA via B-oxidagdo dos
acidos graxos. (Fukui e Doi, 1998). A
suplementacdo do meio de cultura com acidos
graxos, como o acido oléico, fornece precursores
para a sintese dos acidos graxos e libera acetil-CoA
para a sintese de polimero, aumentando assim o
rendimento do processo (Lee et al., 1995).

Este trabalho teve como objetivo estudar a
produgéo de polihidroxibutirato a partir de residuo da
industria processadora de macgas (bagaco de macga),
assim como testar a suplementacdo do meio de
cultura com acido oléico e dleo de soja.

2. Material e Métodos
2.1 Microrganismo e meio de cultura

A cepa utilizada foi Ralstonia eutropha DSM
545, por sua grande capacidade de acumulo de
polimero e possibilidade de crescimento em glicose
como fonte de carbono (mutante espontaneo).
Inicialmente, as células foram cultivadas em um
meio complexo, caldo nutriente (NB), contendo
peptona de carne (50 gL') e extrato de
carne (3 g.L'1). O substrato  utilizado  nos
experimentos foi o extrato aquoso obtido a partir do
bagaco de macga. Para tanto, o bagago foi seco em
estufa com circulagao de ar a 50-60°C por 24 horas
e triturado. A extragdo do material soluvel presente
no bagacgo seco foi feita em frascos erlenmeyers
aletados utilizando a relagéo 1:9 de bagago seco e
triturado para agua destilada. Apds a extragao (60°C
por 5 horas, 150 rpm), o material foi centrifugado
(3500 rpm por 5 min) e o liquido foi filtrado em papel
filtro qualitativo. Foi determinada a concentragdo de
agucares redutores e a solugado adicionada ao meio
final para obter uma concentragdo de 30 g.L'1 de
agucares redutores. A esta solugao foi adicionada a
fonte de nitrogénio, (NH;),SO,4, na concentragdo de
5,0 g.L'1 no pré-indeulo e 2,3 g.L™" no meio de cultura
final. Apds autoclavado, uma solugdo estéril de
fosfato foi assepticamente adicionada para se obter



uma concentracdo final de 85gL”’ de
Na,HPO,.12H,0 e 1,5 g.L" de KH,PO,.
2.2 Condigbes de cultivo

Os experimentos foram conduzidos em frascos
aletados de 1000 mL, contendo 300 mL do meio de
cultura e incubados a 150 rpm em agitador rotatério
(shaker) por aproximadamente 24 horas. A
temperatura foi de 30°C para todos os
experimentos. O meio de cultura foi inoculado com
10% (v/v) da pré-cultura anterior. O pH foi mantido
em 7,0 pela adigdo manual de NaOH (10%) ou HCI
(10%).

2.3 Adigéo de suplementos

No inicio da fase de produgdo, um pulso de
cada suplemento selecionado foi adicionado a fim
de se obter uma concentragdo equivalente a
0,3 gac_meiw.L'1 no meio, conforme estudos
realizados por Marangoni et al, 2000). Foram
adicionados &cido oléico puro, e 6leo de soja, com
um contetido em acido oléico de aproximadamente
25%.

2.4 Determinagébes analiticas

Para as determinagdes analiticas, amostras
foram retiradas a cada 2h, para as andlises
descritas abaixo.

2.4.1 Biomassa

A densidade celular foi determinada por
turbidimetria a 600 nm e a concentragdo celular
através de analise gravimétrica, onde amostras de
2mL do meio de cultura foram centrifugadas e os
precipitados foram lavados duas vezes com agua
destilada e colocados em estufa a 100°C até peso
constante.

2.4.2 Fonte de carbono

A concentragdo de acgucar redutor residual foi
medida pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(Miller, 1959), que determina a concentragdo de
agUcares redutores.

2.4.3 Nitrogénio residual

A concentracao de nitrogénio residual, na forma
de ions amoénio, foi determinada por um kit Uréia-PP
(Gold Analisa Diagndstica) através de método
enzimatico-colorimérico.
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2.4.4 Dosagem de P(3HB)

Amostras de células para analise de polimero
foram obtidas de forma semelhante aquelas para
analise de biomassa, com a diferengca que foram
congeladas, ao invés de secas, para subsequente
analise e foram preparadas conforme descrito por
Squio et al., 2003). Poli(3-hidroxibutirato) (Sigma) foi
usado como padrdo externo. Os metil-ésteres
resultantes da reacdo de metandlise foram
quantificados pela inje¢do de 1 uL em cromatografo
a gas (CG-90) equipado com uma coluna de silica
fundida (Supercowax-10 - 0,53 mm x 30 m). As
temperaturas de injecdo, deteccdo e coluna
utilizadas foram 190, 230 e 90°C, respectivamente.

2.5 Andlise cinética

Os fatores de conversdo de substrato em
polimero (Yp(neys) € substrato em biomassa residual
(Yxys) foram obtidos a partir do coeficiente angular
do grafico do componente analisado pelo consumo
de substrato.

A produtividade foi calculada pela diferenca
entre a concentragao de polimero em um instante t e
a concentragao inicial de polimero, dividida pelo
intervalo de tempo correspondente, ou seja,
produtividade,o=(pol-pol;)/(ti-t;). Os dados
experimentais foram ajustados pelo software
LISSAGE desenvolvido pelo “Instituit National des
Sciences Appliquees de Toulouse”, Franga.

3. Resultados e Discussao

Na Figura 1 estdo apresentadas as curvas de
crescimento de Ralstonia eutropha nas culturas
realizadas, expressas pelo logaritmo neperiano da
biomassa medida pela absorbancia (Ln X/X,), para
todas as culturas. Através da leitura da absorbancia
do meio de cultivo, é possivel conhecer o
crescimento da bactéria durante a cultura para
verificar o momento de limitagdo (inicio da fase
estacionaria). As velocidades especificas de
crescimento na fase exponencial (umax), foram
determinadas pela regressao linear das curvas de
Ln X/X, e os valores obtidos foram de 0,20; 0,24 e
0,22 h™, para as culturas sem suplementagédo, com
suplementacgao de acido oléico e suplementagao de
Oleo de soja.

Os resultados de biomassa total (Xt), polimero
[P(3HB)], biomassa residual [Xr = Xt - P(3HB)],
nitrogénio residual (NH,") e consumo de agucar para
as culturas realizadas com extrato aquoso obtido a
partir do bagago de maga, estdo apresentados nas
Figuras 1a, b e c¢ para os cultivos sem



2.0

1.6

Ln (X/X,)
o

o
o
\

0.4 -

0.0

0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)
Figura 1: Curvas de crescimento de R. eutropha expresso em Ln
da absorbancia em fungdo do tempo para as culturas sem

suplementagédo (O); suplementado com acido oléico (A),
suplementado com éleo de soja (H).

suplementagdo, com suplementacdo de acido
oléico, e com suplementagdo dleo de soja,
respectivamente. Para que ocorra o acumulo de
PHAs por R. eutropha, ha a necessidade da
limitagdo de um nutriente essencial para o
crescimento celular. O inicio da fase de produgéao é
marcado pela caréncia da fonte de nitrogénio,
representado pela linha pontilhada (Figura 2).

Um resumo dos dados obtidos nas culturas é
apresentado na Tabela 1, onde se observa que a
suplementacédo do meio de cultura com acido oléico
ou 6leo de soja favoreceu o aciumulo de P(3HB). Os
conteudos de polimero no total de células secas
foram de 14,3; 34,4 e 21,8% para as culturas sem
suplementagéo e com adigdo de acido oléico e dleo
de soja, respectivamente. A adicao dos suplementos
nutricionais ndo s6 aumentou o conteudo de
polimero no interior das células como também o
fator de conversdo de substrato em polimero
(Yp@heys). Os valores de Ypgsnsys encontrados foram
0,14 e 0,08 gp(3HB).gs'1, para as culturas com
suplementagao de acido oléico e 6leo de soja,
sendo que o primeiro foi quase trés vezes maior
comparado a cultura sem suplementagédo (0,05
gp(3HB).gS'1). O aumento no conteltdo de P(3HB)
acumulado, e do fator de converséo de substrato em
polimero também foi verificado por Lee et al., 1995).
Os autores realizaram a suplementagao do meio de
cultura com acido oléico em cultivos com
Escherichia coli recombinante. Isto pode ser
explicado pela disponibilidade de mais acetil-CoA
e/ou NADPH para a sintese de P(3HB). Acetil-CoA
que normalmente pode ser utilizado para a sintese
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Figura 2: Evolugdo da biomassa total (H), P(3HB) (O), biomassa
residual (—), nitrogénio residual (X) e consumo de acglcar (A)
em fungcdo do tempo para as culturas sem suplementacéo (a);
com suplementacgdo de acido oléico (b); com suplementagdo de
6leo de soja (c). A linha pontilhada indica o inicio da fase de
produgéo.



Tabela 1: Dados gerais obtidos nas culturas
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Culturas Xt?(g.L™") P(3HB) (g.L™") Xr®(g.L™ P(3HB) (%) Yp(aHsys © Yxis ¢
Sem suplementacéo 5,10 0,73 4,37 14,3 0,05 0,29
Suplementagao com 2,70 0,93 1,77 34,4 0,14 0,22
acido oléico
Suplementada com 6,41 1,40 5,01 21,8 0,08 0,23
6leo de soja

@ Biomassa total
P Biomassa residual [Xr =Xt - P(3HB)]

de acidos graxos torna-se disponivel para a
biossintese de P(3HB) pela adigdo de acido oléico,
que fornece estes precursores. Do mesmo modo,
mais NADPH pode ser poupado pela adigdo de
acido oléico, o que é benéfico para a sintese do
polimero.

As produtividades de P(3HB) durante toda a
cultura e durante a fase de produgao foram
calculadas e estao apresentadas nas Figuras 3a e b,
respectivamente. Embora a cultura suplementada
com acido oléico tenha apresentado maior conteudo
de polimero acumulado e maior fator de conversao
de substrato em P(3HB), a cultura com adigdo de
o6leo de soja apresentou maiores produtividades,
principalmente no inicio da fase de producdo de
P(3HB). Em ambas as culturas suplementadas as
produtividades foram superiores as encontradas na
cultura sem suplementacdo. As produtividades
maximas obtidas foram de 0,09; 0,10 e 0,22 g.L™".h"
para as culturas sem suplementagdo e com
suplementacées de &acido oléico e dleo de soja,
respectivamente.

A busca por substratos alternativos, ou por
estratégias de cultivo que otimizem o processo de
produgéo dos PHAs, tem sido o foco de diversas
pesquisas. Eggink et al., 1992) foi um dos primeiros
autores a utilizar acido oléico como unica fonte de
carbono para a produgdo de P(3HB) por R.
eutropha. Os autores obtiveram mais de 65% de
polimero acumulado, significando quase o dobro do
obtido quando utilizados carboidratos como fonte de
carbono. Seguindo esta mesma linha, varios autores
utilizaram Oleos vegetais como substrato para a
sintese de PHAs (Fukui e Doi, 1998; Majid et al.,
1999; Taguchi et al., 2003; Kahar et al., 2004).

O bagac¢o de macga é um subproduto da industria
processadora de magas, que vem sendo utilizado
principalmente como ragdo animal. Devido ao fato
de conter elevado teor de aglcares redutores
caracteriza-se como uma fonte de carbono
interessante para o crescimento de microrganismos
(Streit, 2004). Assim, seu uso na produgao de
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Figura 3: Produtividade de P(3HB) em toda a cultura (a) e na fase
de produgao (b) para as diferentes culturas: sem suplementagao
(O); suplementado com acido oléico (A ), suplementado com éleo
de soja (H).



polihidroxialcanoatos torna-se muito atraente visto
que é uma matéria-prima  com baixo
custo,contribuindo para a reducdo do precgo final
destes biopolimeros.

Em um trabalho recente, Lee e Gilmore, 2005)
utilizaram residuo da industria de sorvetes para a
produgao de P(3HB). O residuo consiste do sorvete
restante da troca de sabor, tendo em sua
composi¢cdo aproximadamente 10% de gorduras,
sendo 65% saturadas, e 20% de agucares. O cultivo
foi realizado com R. eutropha H16, obtendo um
acumulo final de 87,9% de P(3HB). Os autores
utilizaram um substrato que contém agucar e acidos
graxos como fonte de carbono. Como ja discutido e
apresentado, a combinagdo destas duas fontes de
carbono aumenta o fator de converséo de substrato
em polimero e o contetdo de polimero acumulado.
O acucar é metabolizado diretamente pela via
glicolitica e os acidos graxos sdo obtidos da
hidrélise dos triglicérides e metabolizados através da
via de B-oxidacdo dos acidos graxos.

4. Conclusao

Mostrou-se neste trabalho, que é possivel a
produgao de PHAs utilizando bagago de maga como
substrato. Embora a quantidade de polimero
acumulado tenha sido baixa (14%), através da
adicdo de suplementos nutricionais ao meio de
cultura, obteve-se um aumento do conteudo de
P(3HB) acumulado, atingindo os valores de 34%
com adigdo de acido oléico e 22% com adi¢do de
6leo de soja.

A suplementagdo n&o apenas favoreceu o
aumento do conteudo de polimero, como a
produtividade e o rendimento do processo. Estudos
futuros de estratégias de alimentagéo de nutrientes
e suplementos nutricionais, € em maior escala
(biorreator) sdo necessarios para se obter maiores
quantidades de polimero.
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4.2.1 Conclusao

O uso de residuo amilaceo para a produgdo de P(3HB) mostrou-se muito
interessante, visto que a quantidade de polimero acumulada foi de
aproximadamente 46%; 50%; 56% para as culturas, sem suplementagdo, com
suplementacdo de acido oléico, e com suplementacdo de oleo de soja,
respectivamente. A produgdo de P(3HB) obtida quando se utilizou bagaco de
macéd foi menor quando comparada ao residuo amilaceo. A quantidade de
polimero acumulada foi de 14% e quando se adicionaram os suplementos
nutricionais o acumulo de polimero atingiu 34% com adigao de acido oléico, e 22%
com suplementagdo com oleo de soja.

Como verificado em outros estudos, a suplementacdo do meio de cultura
com acidos graxos, ou 6leos vegetais, aumenta ndo sé o conteudo de polimero
acumulado como também a produtividade e o fator de conversao de substrato em
polimero. No residuo amilaceo, o 6leo de soja foi o suplemento que causou um
maior aumento no conteudo de polimero acumulado, enquanto que para o bagacgo

de macé a adi¢ao de acido oléico foi melhor.
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CAPITULO V - CONCLUSOES E SUGESTOES

O objetivo deste trabalho foi estudar condigbes de cultura para diminuicao
dos custos de producédo de polihidroxialcanoatos, utilizando substratos de baixo
custo, como residuos das industrias de alimentos. Avaliou-se a capacidade de
crescimento de Ralstonia eutropha em residuos das industrias processadoras de
maca e amilacea como fonte de carbono, e modelos matematicos primarios que
possam descrever o crescimento da bactéria. Estudou-se também a producgao de
P(3HB) nestas duas fontes de carbono e o uso de suplementos nutricionais como
0 acido oléico e o dleo de soja.

Com os resultados obtidos foi possivel concluir que:

- A bactéria R. eutropha apresentou capacidade de crescimento nos residuos da
industria processadora de magas (bagaco de maga) e industria amilacea. As
velocidades especificas maximas de crescimento foram de 0,24 h™' para o bagacgo
de maca e 0,23 h™" para o residuo amilaceo, suplementados apenas com as fontes
de nitrogénio e fosforo, proximas a encontrada no meio padrao (glicose/frutose) e
0,27 h™".

- Os trés modelos primarios de crescimento testados (Gompertz, Gompertz
modificado e Logistico) ajustaram-se as curvas de crescimento da bactéria, sendo

que o Modelo Logistico apresentou melhores resultados na analise estatistica.

- O uso de residuo amilaceo hidrolisado para a producao de P(3HB) mostrou-se
muito interessante, visto que a quantidade de polimero acumulada foi de
aproximadamente 46%. O uso de suplementos nutricionais contribuiu para o

aumento da quantidade de polimero acumulada e da produtividade.

- Os conteudos de P(3HB) e produtividade maxima em polimero, obtidos para as
culturas, com suplementacao de acido oléico, e com suplementacdo de 6leo de
soja foram, respectivamente 50,5% e 0,37 g.L".h™"; 56,7% € 0,49 g.L"".h™".
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- A producédo de P(3HB) obtida quando se utilizou bagaco de mac¢a foi menor
quando comparada ao residuo amilaceo. A quantidade de polimero acumulada foi
de 14% e quando se adicionaram os suplementos nutricionais o acumulo de
polimero atingiu 34% com adi¢cao de acido oléico, e 22% com suplementagdo com

Oleo de soja.

- Como verificado em outros estudos, a suplementacido do meio de cultura com
acidos graxos, ou Oleos vegetais, aumenta ndo sé o conteudo de polimero
acumulado como também a produtividade e o fator de conversao de substrato em
polimero. No residuo amilaceo, o 6leo de soja foi o suplemento que causou um
maior aumento no conteudo de polimero acumulado, enquanto que para o bagaco

de macé a adigao de acido oléico foi melhor.

Baseado nos resultados obtidos, é possivel fazer algumas sugestdes:

- Estudar um modelo cinético que descreva nao s6 o crescimento celular como o
acumulo de polimero nos residuos testados.

- Testar o residuo de alguma industria amilacea, visto que com o meio sintético
obteve-se bons resultados.

- Estudar estratégias de alimentagdes de nutrientes, como alimentagao de fosfato
ou nitrogénio na fase de produgdo de polimero a fim de aumentar o conteudo
acumulado, no caso do residuo da industria processadora de maca.

- Realizar a producdo do copolimero, P(3HB-co-3HV), utilizando os residuos
testados como fonte de carbono, e avaliar a quantidade de 3HV produzida.

- Testar outros 6leos vegetais e em diferentes concentragbes de acidos graxos,
assim como outros suplementos que permitam maiores concentragdes de
biomassa e consequentemente de polimero.

- Estudar o crescimento do microrganismo utilizando 6leos vegetais como fonte de
carbono principal.

- Testar outros microrganismos que tenham a capacidade de utilizar sacarose

como fonte de carbono.
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ANEXOS

Figura 4: Curva padrao para determinagao da concentragao de agucares redutores.
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Figura 5: Curva padrao para determinacao de P(3HB).
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Figura 6: Cromatograma referente a analise de P(3HB).
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