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RESUMO

Uma crescente demanda por produtos de base bioldgica esta
impulsionando o mercado mundial para a producdo de bioplésticos. O
poli-hidroxibutirato (PHB) é um biopolimero biodegradavel e
biocompativel com propriedades fisicas proximas as do polipropileno.
Um dos principais obstaculos para sua produgdo é o elevado custo e isso
tem estimulado a procura por substratos de baixo custo, como o glicerol,
subproduto do biodiesel. O consumo de glicerol pela bactéria
Cupriavidus necator DSM 545 ¢ lento, quando comparado a outros
substratos como a glicose e &cidos organicos, por exemplo. A inser¢do
de genes para o consumo de glicerol e a utilizacdo de uma fonte de
carbono adicional, como a glicose, pode aumentar os percentuais de
acumulo e a produtividade em biopolimero. O objetivo deste trabalho
foi comparar a producéo de PHB por C. necator DSM 545 (parental) e
por C. necator_gIpFK (que ancora os genes glpF e glpK de Escherichia
coli para o consumo de glicerol), inicialmente a partir de glicerol e
depois associando glicerol e glicose. Diferentes estratégias de cultivo
foram realizadas: cultivos em agitador orbital e biorreator foram
conduzidos para comparar o desempenho das cepas parental e
recombinante. Cultivos em biorreator foram conduzidos afim de
comparar a influéncia da concentracdo dos substratos glicose e glicerol
no crescimento e producdo de PHB pela cepa recombinante, e cultivo
em modo batelada alimentada foi conduzido com finalidade de avaliar a
influéncia do tipo de alimentacdo de glicerol sobre a produtividade em
polimero. O cultivo para a producdo de PHB por C. necator_glpFK
também foi avaliado quanto a transferéncia e consumo de oxigénio, nas
condicdes estudadas. O polimero produzido foi extraido e caracterizado.
Os resultados mostraram que, em agitador orbital, as cepas foram
capazes de produzir PHB com percentual de acimulo de 44 e 57% para
C. necator DSM 545 e para a recombinante, respectivamente. Foram
realizados quatro cultivos em biorreator, que mostraram que C.
necator_glpFK apresentou melhor desempenho em relagdo ao
crescimento e produgdo de PHB do que a cepa parental. Os dados
cinéticos dos cultivos em agitador orbital e biorreator mostraram que a
cepa recombinante consumiu a totalidade dos substratos glicerol e
glicose, com uma velocidade maior do que a cepa parental,
proporcionando maior produtividade de biopolimero. Nos cultivos em
batelada, realizados com a cepa recombinante e com concentracGes de
20 g.L™" de glicose e 10 g.L™ de glicerol e no cultivo 20 g.L™ de glicose
e 25 g.L™ de glicerol apresentaram produtividades de 0,41 g.L™".h™ e



0,30 g.L™.h™, com actimulo de 73% e 74% de PHB, respectivamente.
Os dados de transferéncia de oxigénio mostraram comportamento
analogo, para os cultivos 20 g.L™ de glicose e 10 de glicerol e 20 g.L™
de glicose e 25 g.L™ de glicerol, entre a velocidade de respiracéo
microbiana (QO.X) e o coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (k a). Foi possivel constatar que o uso do glicerol ndo afetou o
polimero quanto as propriedades térmicas, e que o carbonato de
propileno reutilizado pode ser empregado no processo de extracao.
Conclui-se que o cultivo em batelada 20 g.L™ de glicose e 10 g.L™ de
glicerol, em glicerol combinado a glicose, apresenta melhor
desempenho quanto & produtividade, entretanto o cultivo 20 g.L™ de
glicose e 25 g.L™ de glicerol apresentou melhor percentual de acimulo
final de PHB entre as concentragdes testadas. Assim, é possivel afirmar
que a associacao dos substratos glicose e glicerol pode ser utilizada na
producdo de PHB com maior produtividade do que se usando apenas
glicerol. O uso dos substratos em conjunto pode ser uma boa alternativa
para diminuicdo de custos de producdo de PHB, com uma boa
produtividade.

Palavras-chave: Cupriavidus necator; glicerol; glicose; PHB.



ABSTRACT

An increasing demand for bio-based products is boosting the global
market for bioplastics production. Polyhydroxybutyrate (PHB) is a
biodegradable and biocompatible biopolymer with physical properties
close to those of polypropylene. One of the main obstacles to its
production is the high cost and this has stimulated the search for
substrates of low cost, like the glycerol, byproduct of the biodiesel. The
consumption of glycerol by Cupriavidus necator DSM 545 is slow
when compared to other substrates such as glucose and organic acids,
for example. Insertion of genes for glycerol consumption and use of an
additional carbon source, such as glucose, may increase percentages of
accumulation and productivity in biopolymer. The objective of this
work was to compare PHB production by C. necator DSM 545
(parental) and C. necator_glpFK (which anchors the glpF and glpK
genes of Escherichia coli for the consumption of glycerol), initially
from glycerol and then associating glycerol and glucose. Different
cultivation strategies were performed: cultures in orbital shaker and
bioreactor were conducted to compare the performance of the parental
and recombinant strains. Bioreactor cultures were conducted in order to
compare the influence of glucose and glycerol substrates concentration
on growth and PHB production by the recombinant strain, and fed batch
culture was conducted with the purpose of evaluating the influence of
glycerol feed type on polymer productivity. The culture for the
production of PHB by C. necator_glpFK was also evaluated as to
oxygen transfer and consumption, under the studied conditions. The
polymer produced was extracted and characterized. The results showed
that, in an orbital shaker, the strains were able to produce PHB with a
percentage of accumulation of 44 and 57% (w/w) for C. necator DSM
545 and for the recombinant, respectively. Four cultures were carried
out in bioreactor, which showed that C. necator_gIpFK presented better
performance in relation to the growth and production of PHB than the
parental strain. The kinetic data of the orbital and bioreactor cultures
showed that the recombinant strain consumed all glycerol and glucose
substrates at a faster rate than the parental strain, providing higher
productivity of biopolymer. In the batch cultures, performed with the
recombinant strain and with concentrations of 20 g.L™ of glucose and
10 g.L™* of glycerol and in the culture 20 g.L™* of glucose and 25 g.L™ of
glycerol presented productivities of 0.41 g.L™".h™ and 0.30 g.L™".h™, with
accumulation of 73% and 74% of PHB, respectively. The oxygen
transfer data showed similar behavior for the cultures 20 g.L™ of



glucose and 10 g.L™* of glycerol and 20 g.L™ of glucose and 25 g.L™ of
glycerol between the microbial respiration rate (QO.X) and the
coefficient volumetric oxygen transfer (K. a). It was possible to verify
that the use of glycerol did not affect the polymer on the thermal
properties, and that the reused propylene carbonate can be used in the
extraction process. It is concluded that the batch cultivation of 20 g.L™
of glucose and 10 g.L™ of glycerol in glycerol combined with glucose
presented a better yield performance, however, the culture 20 g.L™
glucose and 25 g.L™ glycerol showed a better percentage of final PHB
accumulation between the concentrations tested. Thus, it is possible to
affirm that the association of the substrates glucose and glycerol can be
used in the production of PHB with greater productivity than if using
only glycerol. The use of the substrates together can be a good
alternative for lower production costs of PHB, with a good productivity.

Key-words: Cupriavidus necator; glycerol; glucose; PHB.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo em larga escala de polimeros derivados do petréleo
gera impactos ambientais negativos. Desde as ultimas décadas, o uso de
materiais sintéticos se tornou ainda mais frequente: 4 x 10° toneladas de
plasticos foram geradas a cada ano e 93% deles foram descartados em
aterros sanitarios e oceanos. Neste cenario, uma alternativa é o
desenvolvimento de vias para produgdo de polimeros biodegradaveis,
que gerem menores niveis de poluigdo. A producdo de biopolimeros
microbianos pode desempenhar um papel importante como solucao
parcial para esse problema (KOLLER; BRAUNEGG, 2018;
ALBUQUERQUE; MALAFAIA, 2017; PATHAK; SNEHA;
MATHEW, 2014).

Os poli-hidroxialcanoatos (PHAS) representam um dos principais
biomateriais devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e suas
propriedades materiais semelhantes as dos plasticos petroquimicos,
sendo o mais conhecido o poli-hidroxibutirato  (PHB),
(KHARDENAVIS et al, 2007; REDDY et al., 2003). Estes
biopolimeros  possuem  potencial para substituir  polimeros
petroquimicos, podendo ser aplicados em embalagens para alimentos, na
area farmacéutica, entre outras aplicacbes. Em funcdo da sua
biocompatibilidade, estes biopolimeros podem ser utilizados na &rea
médica. Para que essa substituicdo ocorra de forma mais atrativa, ha a
necessidade da reducdo de custos na producdo desses materiais e
aumento em sua escala de producdo (OBRUCA et al., 2017).

Os PHAs sdo sintetizados intracelularmente e armazenados na
forma de granulos e sua composicdo depende tanto do microrganismo,
como da natureza da fonte de carbono empregada. Dentre 0s
microrganismos capazes de sintetizar PHAs, destaca-se a bactéria
Cupriavidus necator (CENTENO-LEIJA et al, 2014; LEE, 1996). Esta
bactéria € um dos microrganismos mais estudados para a producdo de
PHB, por apresentar alta velocidade de conversdo do substrato em
células e ser capaz de utilizar fontes renovaveis de carbono, além de
poder acumular cerca de 90% de sua massa seca em polimero (PENA et
al., 2011; SUDESH et al., 2000).

O custo total de producdo dos PHAs depende do microrganismo
(fator de conversdo e produtividade), fontes de carbono e nitrogénio
(substratos), condi¢cBes de cultivo (temperatura, aeracdo, pH) e dos
processos de recuperacdo e purificacdo. Outra possibilidade para se
obter a reducdo dos custos de producdo destes biopolimeros é a
utilizacdo de substratos de baixo custo, ja que as fontes de carbono
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podem ser responsaveis por 30-40% dos custos totais de producdo
(ARENAS et al., 2017).

Nesse sentido, uma potencial abordagem pode ser a utilizaco de
subprodutos como fonte de carbono (KHANNA; SRIVASTAVA,
2005), tais como melaco de beterraba e cana-de-agucar, alcoois de éleos
vegetais e glicerol (LEE, 1996; CHANPRATEEP, 2010;
CAVALHEIRO et al., 2012). A melhoria na producdo de PHA também
pode ser alcancada pela insercdo de genes de interesse em bactérias ja
produtoras de biopolimero. O uso de microrganismos geneticamente
modificados, combinado com essas matérias-primas de baixo custo,
pode ser uma estratégia vidvel para otimizar a producdo de PHB (PENA
etal., 2014).

O glicerol é uma fonte de carbono que pode ser metabolizada por
algumas bactérias e seu consumo é amplamente estudado em
Escherichia coli (DURNIN et al., 2009). Seu metabolismo aerébio
ocorre através das vias de degradacdo de agUcares, precisando para isso
ser fosforilado e oxidado a di-hidroxiacetona fosfato (DHAP). C.
necator é capaz de assimilar glicerol de forma lenta quando comparada
a outros substratos como a glicose, por exemplo, levando a
produtividades e fatores de conversdo de glicerol em PHAS menores
(SPOLJARIC et al., 2013).

O Grupo de Pesquisa em PHB, do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina, desenvolve trabalhos com produgdo e extracdo de
biopolimeros hd mais de 15 anos. Recentemente, foi construida uma
cepa C. necator recombinante (C. necator_glpFK) capaz de utilizar
glicerol, mais eficientemente que a cepa parental C. necator DSM 545
(ZANFONATO, 2016). A avaliacdo dessa cepa em glicerol e glicose
combinada com glicerol ainda ndo esta reportada na literatura.

O glicerol foi avaliado como substrato para producdo de PHB
pela cepa recombinante, mas o desempenho da cepa ainda é inferior,
quando comparado ao apresentado em glicose (ZANFONATO, 2016).
Desta forma, no presente trabalho, optou-se por combinar estes dois
substratos, para se verificar o efeito dessa mistura de substratos sobre a
produtividade em células e, consequentemente, em biopolimero.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo comparar
a producdo de PHB por C. necator DSM 545 e C. necator_glpFK
utilizando glicerol e combinacédo dos substratos glicerol e glicose.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi comparar a producéo de
PHB por C. necator DSM 545 e C. necator_glpFK utilizando glicerol e
combinacdo dos substratos glicerol e glicose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Comparar o crescimento celular de C. necator DSM 545 e C.
necator_glpFK em glicerol;

— Comparar o crescimento celular e o consumo de substratos por
C. necator DSM 545 e C. necator_glpFK com combinagdo de
glicerol e glicose, em agitador orbital;

— Comparar o crescimento celular e a produgdo de PHB por C.
necator DSM 545 e C. necator_glpFK sob diferentes concentragdes
de glicerol e glicose, em biorreator;

— Auvaliar a influéncia do tipo de alimentacdo de glicerol sobre a
produtividade em polimero;

— Estudar a transferéncia de oxigénio durante o cultivo de C.
necator_glpFK;

— Caracterizar o PHB produzido a partir do cultivo de C.
necator_glpFK.
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3 DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Por qué?

PHAs sdo biocompativeis, biossintetizados e biodegradaveis. Eles
possuem propriedades térmicas e mecanicas similares as do
polipropileno (PP), sendo o mais conhecido o PHB, podendo ainda,
serem produzidos a partir de fontes renovaveis de carbono;

A literatura reporta que até 50% do custo total de produgdo dos
PHAs pode ser atribuido a fonte de carbono utilizada. Neste sentido,
para se tornarem comercialmente competitivos com os plasticos
petroquimicos, uma possibilidade é a utilizacdo de fontes de
carbono provenientes de baixo custo ou subprodutos;

Um subproduto com potencial é o glicerol, subproduto da indlstria
de biodiesel em crescente producdo, sendo considerado um
substrato abundante e de baixo custo;

Quem ja fez?

Cavalheiro e colaboradores (2009) reportaram que o PHB pode ser
produzido por C. necator DSM 545 a partir de glicerol como Unica
fonte de carbono;

Spoljaric e colaboradores (2013) realizaram modelagem matematica
utilizando glicose e glicerol para a producdo de PHB a partir de C.
necator DSM 545; e constataram que a combinagdo de glicose e
glicerol favoreceu o crescimento celular e producdo de PHB;

Contreras e colaboradores (2015) reportaram a utilizagdo de glicose
e glicerol para producdo de PHB a partir de C. necator DSM 545, e
relatam que a combinagdo dos substratos é uma estratégia de grande
potencial para melhorar a producédo do bioplimero;

Zanfonato (2016) reportou a utilizacdo de glicerol associado a
vinhaca para produzir de PHB por C. necator DSM 545 e C.
necator_glpFK;

Ndo ha trabalhos que abordem a producdo de PHB por C.
necator_glpFK, utilizando glicerol e glicose associados;
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Quines (2015) reportou a reutilizacdo do carbonato de propileno no
processo de extracdo de PHB de C. necator mostrando-se eficiente,
apds onze recuperagdes, confirmando a possibilidade de reciclo do
carbonato de propileno na extracdo de PHB, sem reducdo na sua
eficiéncia.

Hipdteses

E possivel que a cepa recombinante seja mais eficiente que a
parental para a producdo de biopolimero, utilizando a combinagéo
dos substratos glicerol e glicose;

A combinacéo de glicerol e glicose, utilizada por C. necator_glpFK
para crescimento celular e produgdo de PHB, poderd resultar em
maiores produtividades em biopolimero e biomassa;

O processo de extragdo a partir do cultivo de C. necator_glpFK,
com carbonato de propileno reutilizado, ocorrerd sem reducdo na
sua eficiéncia.

Metodologia

Avaliar o comportamento de C. necator DSM 545 e C.
necator_glpFK sob diferentes condi¢Ges de cultivo e obter os
respectivos parametros cinéticos de crescimento e de producdo de
PHB;

Comparar o desempenho da cepa parental e da recombinante,
guanto ao crescimento e producdo de PHB em meio de cultivo
contendo combinacgdo dos substratos glicerol e glicose;

Estabelecer estratégia de cultivo visando aumentar a produtividade
em polimero;

Determinar os percentuais de recuperagéo e pureza do PHB;

Caracterizar o polimero obtido através das seguintes analises:
Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), viscosidade, Analise
Termogravimétrica (TGA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC).
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Respostas

Obter os pardmetros cinéticos de crescimento, de consumo de
substratos (glicerol e glicose), de producdo de PHB de C. necator
DSM 545 e da cepa recombinante;

Verificar se a insercdo dos genes glpF e glpK em C. necator
DSM545 pode levar a maiores produtividades em PHB, a partir da
combinacdo de glicerol e glicose;

Obter o rendimento, porcentagem de recuperacdo, pureza, massa
molar, concentracdo e estabilidade térmica dos biopolimeros
produzidos com o biopolimero comercial;

Verificar a influéncia dos substratos (glicerol e glicose) nas
caracteristicas do biopolimero produzido.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 POLIHIDROXIALCANOATO (PHAS)

Os PHAs sdo uma classe de polimeros renovaveis,
biodegradaveis que, juntamente com o acido polilatico (PLA) e
polibutileno succinato (PBS), sdo considerados polimeros verdes do
futuro. Espera-se que eles substituam gradualmente os plasticos
convencionais devido as suas propriedades fisico-quimicas, térmicas e
mecénicas que sdo semelhantes as do polipropileno (KOURMENTZA;
KORNAROS, 2016).

Os PHAs séo sintetizados intracelularmente e armazenados na
forma de granulos, podendo representar até 90% da massa seca da
célula. Sua composicdo depende tanto do microrganismo utilizado,
quanto da natureza da fonte de carbono (BASSAS et al., 2006).

Os PHAs possuem massa molar elevada entre 1.10* - 3.10° Da,
dependendo do microrganismo utilizado, da composi¢do do substrato,
condigdes de cultivo e das técnicas de downstream aplicadas (RAI et al.,
2011). Esses materiais tém elevado potencial de aplicagcbes na &rea
médica, como por exemplo, ortopedia, dispositivos de sistema
cardiovascular, suturas, nano e microesferas para liberacdo controlada
de medicamentos, entre outros (CASTILHO; MITCHELL; FREIRE,
2009; KESHAVARZ; ROY, 2010). Além disso, eles podem ser
produzidos a partir de matérias-primas renovaveis, oferecendo a
possibilidade de um ciclo fechado de producéo, pois sdo completamente
degradados a &gua e didxido de carbono sob condigdes aerdbias, e a
metano e agua sob condic¢Bes anaerdbias (REDDY et al., 2003; KAHAR
et al., 2004).

Quando a estrutura do PHA consiste de monémeros compostos
de 3 a 5 carbonos, estes sdo classificados como polimeros de cadeia
curta (scl-PHA). Exemplos dessa classe incluem PHB e o poli(4-
hidroxibutirato) (P(4HB)). Enquanto monémeros compostos de mais de
6 carbonos formam os PHAs de cadeia média (mcl-PHA). Exemplos
incluem os homopolimeros poli(3-hidroxihexanoato) (P(3HHX)) e
poli(3-hidroxioctanoato) (P(3HO)) (AGNEW; PFLEGER, 2013). Os
mcl-PHA s&o mais amorfos do que os scl-PHA e possuem propriedades
elastoméricas que dependem da composicdo de sua cadeia polimérica
(ASHBY; SOLAIMAN; FOGLIA, 2005). A capacidade do
microrganismo produzir scl-PHA ou mcl-PHA esta associada a
especificidade com o substrato da enzima PHA sintase presente em sua
estrutura celular (ANDERSON; DAWES, 1990).
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Na Figura 4.1, é possivel visualizar a estrutura geral dos PHAs,
sendo que o alcano substituido na posicdo “R” determina as
propriedades do polimero formado. Quando um metil é substituido da
posi¢do “R”, tem-se 0 PHB.

Figura 4.1 Morfologia de uma estirpe produtora de PHA (C. necator
H16), conforme observado pela Microscopia Eletrénica de Transmissao
(esquerda), estrutura geral dos PHAs para diferentes mondmeros
(direita) (OBRUCA et al., 2017)

L R

N o)
osE (15
v O

» n
R | PHA
) Q Ce=C5 scl-PHA
GG mcl-PHA
’ —CH, P(3HB)

O valor de “n” na estrutura geral dos PHAs pode variar de 100 a
30.000. Este valor influencia diretamente a massa molar do polimero e
suas propriedades fisicas (LEE, 1996; SUDESH, et al., 2000).

Com o aumento dos investimentos em producdo e
comercializacdo de bioplasticos, os custos dos PHAs estdo sendo
reduzidos. De acordo com um relatorio da “Bioplastics”, o mercado
global de bioplasticos cresceu a um ritmo acelerado nos Gltimos anos, de
cerca de 1,6 milhBes de toneladas em 2013 para aproximadamente
6,7 milhGes de toneladas até 2018. Porém, o custo de biopolimeros
ainda é de 2,5-7,5 vezes maior que os petroguimicos. Ha alguns anos,
entretanto, esta diferenca era de ordem de grandeza ainda maior
(VOLOVA et al., 2013).

Silva e colaboradores (2014) mostraram que é possivel obter
PHB a partir de xilose com preco variando de US$ 1.30-7.10/Kg (R$
4,55-24,85/Kg considerando o valor cambial de R$ 3,50) em um
processo produtivo associado a producédo de agucar e etanol. Conforme
Raicher (2011), o preco de venda do PHB ndo deve ultrapassar
R$ 4,50/Kg para que este polimero se encontre na mesma faixa de
valores de comercializacdo dos polimeros derivados do petréleo.
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O Quadro 4.1 apresenta empresas produtoras de PHAs em escala
piloto e industrial atualmente ativas no mundo.

Quadro 4.1 Empresas produtoras de PHAs em escala piloto e industrial

atualmente ativas no mundo (Adaptado de KOURMENTZA et al.,
2017)

Fonte de Capacidade
Empresa Produto Carbono Microrganismo de
producéo
- Bactérias ndo
Biomatera, PHA '\g?itﬁ:;? patogénicas ndo
Canada (resinas) renovaveis _ transgénicas
isoladas do solo
. Sacarose
A?;?ﬂ";ﬁrﬁa ( Z”SS) da Né&o informado
P beterraba
PHB,
Bio-On, P(HB-co-  Acucar de C. necator 10,000 /a
A1 HV) beterraba
Italia
(esferas)
Danimer Scientific, Oleo de A
USA mcl-PHA canola Né&o informado
KanekaCorporation, PHB- Oleos -
Japio PHHX vegetais Né&o informado 3500 t/a
. PHB, Sacarose
PHBér:g:i?tnal, P(HB-co-  da cana- C. necator 3000 t/a
HV) de-agucar
PolvEerm Agucarese  Microrganismos
C;/nada ' mcl-PHA 6leos selecionados
vegetais naturalmente
Shenzhen Aciicar ou
Ecomann, PHA ¢ Nao informado 5000 t/a
. glicose
China
Efluente
SIRIM B|gplast|cs, PHA de r?‘o'”ho Nao informado 2000 t/a
Malasia de 6leo de
palma
Tianan Biologic, PHB, Glicose C. necator 10,000 —
China P(HB-co- ¥ 50,000 /a
HV) Propionato '
T'anj"éﬁlr%enB'o‘ P(4HB) Acglcar Nao informado 10,000 t/a

PHV: poli(hidroxivalerato);; PHP: poli(hidroxipropionato); P4HB: poli(4-
hidroxibutirato); PAHB: poli(hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato).
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A PHB Industrial S.A., responsavel pela marca “Biocycle”, ¢
pioneira no Brasil em estudos com o homopolimero PHB e também com
o copolimero poli(hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHB-co-HV)
para aplicacfes na &rea de injecdo e extrusdo. Essa empresa produz PHB
através da sacarose obtida da cana-de-agucar. O pre¢o do PHB brasileiro
é, em média, US$ 5.00, enquanto que o equivalente na Inglaterra custa
US$ 14.00. Isso ocorre pois, apesar de ambos utilizarem o mesmo
substrato, o PHB produzido no exterior utiliza a sacarose obtida da
beterraba, no Brasil ela é obtida a partir da cana-de-agUcar, diminuindo
seu custo no mercado externo (Agéncia FAPESP 2012). No entanto, a
comercializacdo de PHAs microbianos € ainda restrita ao uso de culturas
puras e substratos sintéticos de alto custo tornando o seu preco, mais
elevado do que os plasticos convencionais (CHANPRATEEP, 2010).

Estudos no desenvolvimento de processos de produgdo de PHAs
estdo centrados em: batelada alimentada, batelada sequencial, batelada
sequencial com reciclo externo de células e alta densidade celular,
incluindo a utilizaco de matérias-primas & base de residuos
agroindustriais que possuem baixa, ou moderada, concentracdo da fonte
de carbono. Bons exemplos s&o o melago citrico (ARAGAO et al.,
2009), vinhaca (ZANFONATO, 2016), hidrolisado de amido
(DALCANTON et al., 2010), soro de leite (MARAGONI et al., 2002),
sementes de jaca em pd, mandioca em pd, farelo de trigo, torta de éleo
de gergelim, torta de 6leo de amendoim e farinha e milho (RAMADAS
et al., 2009), lodo ativado de indUstria processadora de alimentos
(KUMAR et al.,, 2004), residuo da producdo de suco de péssego
(KIVANC et al. 2008), glicerol (CAVALHEIRO, 2009), entre outros. O
substrato utilizado é decisivo para definir a velocidade especifica de
crescimento do microrganismo, a produtividade em polimero e os
fatores de conversdo de substrato em PHB (KADDOR,;
STEINBUCHEL, 2011).

4.2 POLI-HIDROXIBUTIRATO) (PHB)

Cerca de 90 mondmeros de hidroxialcanoatos estdo reportados na
literatura. Dentre estes, o poli-hidroxibutirato é o mais produzido
naturalmente pelos microrganismos e, também, o mais estudado devido
as suas caracteristicas termoplasticas e mecanicas muito similares as do
polipropileno (STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995, BRAUNEGG;
LEFEBVRE; GENSER, 1998).
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O Quadro 4.2 apresenta uma comparacdo das principais
caracteristicas dos polimeros PHB e polipropileno. Ambos se fundem a
temperaturas muito proximas, 160-180 °C para o PHB e 174-178 °C
para o PP.

Quadro 4.2 Comparagdo entre as propriedades do PHB comercial e do
PP

Caracteristicas PHB PP
Temperat(‘éf,? de fusdo 160 a 180 1742178
Temperatura de 5a5 -17a-10
transi¢dovitrea (c°)
Grau de cristalinidade 702 80 60 2 70
(%)
Médulo de elasticidade
(GPa) 35a4 1,7a2,8
Resisténcia a tracéo
(MPa) 30a40 34,5a38
Resisténcia a ruptura (%) 5a45 ‘ 60 a 400
Massa molar (g.mol™) 5x10%*a1x10° 2a7x10°
Permeabilidade de
oxigénio 45 1700
(cm®/m?/atm/dia)
Resisténcia a ultravioleta Boa Baixa
(UV)
Resisténcia ao solvente Baixa Boa

Fonte: LEE, 1996; REDDY et al., 2003; BASTIOLI, 2005; QUINES, 2015.

Apesar de tanto o PHB quanto o PP apresentarem alto grau de
cristalinidade e fundirem a temperaturas proximas, os valores de
temperatura de transicao vitrea (Tg) sdo diferentes, indicando que o PP é
mais flexivel que o PHB. Tg é a temperatura na qual os polimeros
passam do estado vitreo para o estado borrachoso, adquirindo certo grau
de flexibilidade devido a maior movimentacdo entre as cadeias
macromoleculares, portanto quanto menor a Tg, mais flexivel é o
polimero. Essa diferenca de flexibilidade é confirmada pelo médulo de
elasticidade, que estad diretamente relacionado com a sua rigidez ou
flexibilidade de forma que, quanto mais alto o médulo, maior a rigidez
do polimero, sendo os valores para o PP menores que para o PHB. Além
disso, a resisténcia a ruptura de PHB (5 a 8%) é significativamente mais
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baixa do que a de PP (400%) (FORMOLO et al., 2003; APATI, 2012;
OJUMU et al., 2004).

Estudos sobre as propriedades térmicas e fisicas dos polimeros
bacterianos tém sido realizados, principalmente com o PHB e seu
copolimero P(HB-co-HV) (XAVIER et al., 2015; CHEN et al., 2017).
Como o PHB é um polimero semicristalino, as suas propriedades sao
fortemente dependentes do tipo de substrato e das condigdes de
producdo, sendo que alteragdes no processo afetam tanto as
propriedades fisico-quimicas e mecénicas do polimero produzido,
quanto seu rendimento e composicdo monomérica (WELLEN et al.,
2013).

O PHB apresenta 100% de estéreo especificidade, com todos os
atomos de carbono assimétricos na configuracdo D (-), sendo, portanto,
altamente cristalino. Sua cristalinidade varia de 55 a 80% e ¢
relativamente rigido (LEE, 1996). Ele apresenta diversas propriedades
Uteis para uso em embalagens, tais como resisténcia & umidade,
insolubilidade em agua e pureza dptica, além de boa impermeabilidade
ao oxigénio, isto o diferencia de outros plasticos biodegradaveis que sdo
sollveis em agua ou sensiveis a umidade (OJUMU et al., 2004).

Talvez uma das maiores vantagens que os PHASs apresentam
sobre os demais polimeros biodegradaveis é a habilidade de serem
degradados sob condi¢des aerdbias e anaerdbias. Eles também podem
ser degradados termicamente ou por hidrolise enzimatica
(GOGOLEWSKI et al., 1990).

Atualmente, o PHB é usado principalmente na indlstria médica
para suturas internas, pois nao é téxico, é biocompativel e naturalmente
absorvido e, portanto, ndo precisa ser removido cirurgicamente. Outros
usos potenciais sdo como capsulas em farmacologia e como
embalagens. As misturas de PHB sdo atualmente utilizadas para fazer
espumas (para substituir cartdes de poliestireno), filme soprado (para
sacos de transporte), fibras (para rosca) e moldagem por injecédo
(RAZA; ABID; BANAT, 2018).

4.3 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE PHAs

O numero de bactérias capazes de produzir e acumular PHAs é
superior a 300 espécies, porém somente algumas destas foram estudadas
e efetivamente empregadas na producdo deste biopolimero. Incluem-se
neste grupo C. necator, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii,
Pseudomonas oleovorans, Burkholderia sacchari e, versdes
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recombinantes de C. necator, Escherichia coli e Klebsiella aerogenes
(GUMEL; ANNUAR; CHISTI, 2013). Estas bactérias foram
selecionadas pela producéo de alta densidade celular, acumulando alta
concentracdo de PHAs em um periodo relativamente curto de tempo,
resultando assim, em alta produtividade.

A escolha do microrganismo a ser utilizado na producdo de PHAS
depende de fatores que incluem a habilidade da célula em utilizar fontes
de carbono de baixo custo (aten¢cdo vem sendo dada aos residuos
agricolas e subprodutos industriais), o custo dos demais constituintes do
meio, a velocidade de crescimento, a velocidade de produgdo de
polimero, a qualidade e a quantidade de PHA sintetizado, assim como
dos processos de recuperacgdo do produto (LEE; CHOI; WONG, 1999).

C. necator (anteriormente conhecida como Hydrogenomonas
eutropha, Alcaligenes eutrophus, Ralstonia eutropha e Wautersia
eutropha (VANDAMME; COENYE, 2004)) tornou-se um
microrganismo modelo para a biossintese de PHB por apresentar grande
quantidade de informacdes acerca de sua genética e por conseguir até
90% de sua massa celular seca em PHB (STEINBUCHEL; LUTKE-
EVERSLOH, 2003). A produgcdo de PHAs por C. necator ocorre
geralmente em duas etapas: na primeira etapa, caracterizada como fase
de crescimento, todos 0s nutrientes essenciais ao crescimento celular
devem estar disponiveis (RAMSAY et al., 1990). Na segunda etapa,
caracterizada como fase de producdo, um dos nutrientes essenciais é
limitado (por exemplo, nitrogénio, fosforo, oxigénio, etc.) no meio de
cultivo e a fonte de carbono mantida em excesso (ANDERSON;
DAWES, 1990).

Por outro lado, essa bactéria apresenta algumas desvantagens
quanto a dificuldade de controle do processo, ao utilizar fontes de
carbono de baixo custo como glicerol, apresentando baixas velocidades
de crescimento e sintese de polimero, além de baixo acimulo de PHB
em relacdo a massa celular seca (CAVALHEIRO et al., 2009 e
REINECKE; STEINBUCHEL, 2009).

Avancos na compreensdo da bioquimica e da biologia molecular
envolvidas na biossintese de PHAs e a clonagem dos genes responsaveis
por essa biossintese, em varias bactérias, conduziram ao
desenvolvimento de bactérias recombinantes com uma capacidade
superior de producéo de biopolimero. A partir de técnicas de engenharia
genética, é possivel desenvolver organismos, viabilizando ampliar a
gama de substratos utilizaveis, aumentar a capacidade de sintetizar
PHAs e produzir novos tipos de PHAs (RAZA; ABID; BANAT, 2018).
Assim, cada vez mais microrganismos recombinantes sdo utilizados pela



38

indUstria para a producao de substancias desejaveis (PAIS et al., 2014).
Por exemplo, Escherichia coli bactéria ndo produtora de PHAs, mas
com a utilizagdo da engenharia genética foram desenvolvidas varias vias
metabdlicas que levaram a acimulos de PHAs altamente produtivos a
baixo custo (AHN et al., 2001).

A clonagem de genes associados a biossintese de PHA, em
particular de PHA sintases, cria a possibilidade de construgdo de
linhagens recombinantes capazes de sintetizar PHA ainda ndo
detectados em linhagens selvagens. As bactérias mais comumente
usadas como hospedeiras para a produgdo de PHAs e no
desenvolvimento de estratégias de cultivo sdo C. necator, P. putida, P.
oleovorans e E. coli (ALDOR; KEASLING, 2003; REDDY et al.,
2003).

Bactérias como E. coli ndo possuem a capacidade de sintetizar ou
degradar PHAs, todavia E. coli cresce com velocidade especifica mais
elevada que C. necator, por exemplo, e sdo de facil lise. A lise mais
facil das células pode proporcionar economia de custos durante a
purificagdo de biopolimero. AlteragGes genéticas em bactérias como a E.
coli podem levar, por exemplo, a sintese de poli(hidroxipropionato)
(PHP), que ndo é sintetizado por nenhum microrganismo selvagem
conhecido (ANDREESSE et al., 2010).

A sintese de PHB foi demonstrada por Andreesse e colaboradores
(2010), em que se estabeleceu uma via metabdlica ndo natural em E.
coli para sintetiza-la a partir de glicerol. Entretanto, uma desvantagem
da producédo de PHB a partir de E. coli é a formacdo de flagelos, durante
a sintese do polimero. A formacédo de filamentos faz com que as células
fiquem alongadas, causa reducédo da velocidade de crescimento celular e
menor atividade metabdlica causando, consequentemente, menor
acimulo de polimero (LEE et al., 1994).

Matsumoto e colaboradores (2001) desenvolveram uma cepa de
C. necator recombinante utilizando o gene da PHA sintase de
Pseudomonas sp. Essa cepa recombinante foi capaz de sintetizar o
copolimero  poli(hidroxibutirato-co-3-hidroxialcanoato)  (P(3HB-co-
3HA)) de forma randdémica com unidades de 3HBs e 3HAs de cadeia
média.

Mukoyama (2007) reportou a introdugdo dos genes glpF e glpK
em Corynebacterium glutamicum, C. necator ATCC 17697 e
Alcaligenes faecalis e melhorou significativamente o crescimento em
meio contendo glicerol.

Zanfonato (2016), com o objetivo de aprimorar a utilizacdo de
glicerol por C. necator DSM 545, realizou a inser¢do dos genes de
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assimilagdo do glicerol de E. coli: glpF e glpK, codificando
respectivamente uma enzima aquaporina e a glicerol quinase, e obteve a
construcdo resultando um recombinante denominado C. necator_glpFK.
Segundo esse autor, a cepa recombinante foi capaz de acumular 34% de
biopolimero, em modo batelada em meio com vinhaga adicionada de
glicerol, com produtividade de 0,18 g.L™.h?, ao passo que a cepa
parental foi capaz de acumular 15% com produtividade de 0,05 g.L™.h™.

4.4 BIOSSINTESE DE PHB

Dentre as vias de biossintese de PHAs, a mais estudada e
conhecida é a via de biossintese de PHB por C. necator H16. Ha muitos
estudos com esta cepa, com foco na bioquimica e em biologia molecular
para a sintese de PHAs, uma vez que, todo o genoma de C. necator H16
ja foi sequenciado (POHLMANN et al., 2006).

Independentemente do substrato utilizado, a sintese de PHASs
depende da formacéo de acetil-CoA, um intermediério entre as vias de
degradacdo de carboidratos e o ciclo do &cido tricarboxilico (TCA)
(STEINBUCHEL; LUTKE-EVERSLOH, 2003).

Para que a biossintese de PHAs por C. necator ocorra, é
necessaria a limitagdo de um nutriente essencial, ndo fonte de carbono,
como o N, P, Mg, O, entre outros. Durante a fase de crescimento, C.
necator cataboliza os carboidratos pela via de Entner-Doudorrof (ED) a
piruvato, que é desidrogenado a acetil-CoA. Durante o crescimento
celular, o acetil-CoA entra no ciclo do TCA, liberando CoASH e é
oxidado a CO,, gerando energia e precursores biossintéticos. Ao ocorrer
a limitacdo de um nutriente essencial, a producéo de proteinas € cessada,
0 que provoca a elevacdo da concentracdo de NADH e NADPH,
resultando na inibicdo da citrato sintase e isocitrato desidrogenase e,
consequentemente, uma redugdo do TCA e direcionamento do acetil-
CoA & via de biossintese de PHAs (IENCZAK; ARAGAO, 2011).

Em C. necator, o processo de sintese de PHB, ocorre a partir de
acetil-CoA, envolvendo uma sequéncia de trés reaces catalisadas
respectivamente, pelas enzimas B-cetotiolase (PhbA), acetoacetil-CoA
redutase NADPH-dependente (PhbB) e PHA sintase (PhbC). Nessa
bactéria, os genes codificadores das trés enzimas, phbA, phbB, phbC,
encontram-se agrupados em um operon, ou seja, 0S trés genes sdo
contiguos e sob um Gnico controle de expressédo, de tal modo que, nos
isolados nativos de C. necator, ocorre a expressdo simultanea dos trés
genes ou de nenhum deles (REHM, 2003; STUBBE; TIAN, 2003;
SURIYAMONGKOL et al., 2007).
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A primeira etapa da via de producdo de PHB ¢ catalisada pela -
cetotiolase que liga duas moléculas de acetil-CoA para formar
respectivamente um acetoacetil-CoA. A B-cetotiolase é a enzima que
controla a sintese de PHA por C. necator, com a coenzima A (CoASH)
atuando como reguladora do seu efeito metabdlico (ANDERSON;
DAWES, 1990). Concentragdes elevadas de coenzima A, liberadas
quando acetil-Coa entra no TCA, inibem a p-cetotiolase.

A segunda etapa é realizada pela acdo da enzima acetoacetil
redutase NADPH dependente que reduz estereoespecificamente o
acetoacetil-CoA em 3-hidroxibutiril-CoA (MADISON; HUISMAN,
1999). De acordo com Volova e colaboradores (2004), é a acetoacetil
redutase que determina a velocidade especifica de biossintese do
polimero.

A terceira etapa é catalisada pela enzima PHA sintase, que realiza
a conversdo estereoseletiva do (R)-3-hidroxibutiril-CoA em PHB
(HAYWOOD et al., 1989; SUDESH et al., 2000). Esta enzima é
apresentada de duas formas, uma soltvel no citoplasma (crescimento
balanceado) e outra associada aos granulos de PHAs (crescimento
deshalanceado). Baseado nos tipos de mondmeros incorporados na
cadeia de PHAs, varias vias metabolicas sdo apresentadas para a geragédo
destes monbmeros (STEINBUCHEL; LUTKE-EVERSLOH, 2003).
Ambas as formas atuam sobre polimeros de cadeia lateral curta (de 3a 5
atomos de carbono) 3-hidroxiacil-CoA (VOLOVA, 2004).

A Figura 4.2 mostra, esquematicamente, a biossintese de PHB a
partir de glicose em C. necator.
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Figura 4.2 Esquema simplificado da via metabdlica de producdo de PHB
em C. necator, a partir de glicose (MADISON; HUISMAN, 1999)
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4.4.1 Outras enzimas envolvidas no metabolismo e estrutura dos
granulos de PHAs

A formacdo do polimero € um processo complexo determinado
ndo somente pelas enzimas diretamente envolvidas na via sintética do
PHA, mas também por outros importantes aspectos do metabolismo
celular.

Os PHAs sdo acumulados por microrganismos, sob a forma de
granulos no citoplasma celular como reserva de carbono, energia e
poder redutor. Estas inclusdes sdo geralmente esféricas, com didmetros
médios de 0,2-0,5 um, visiveis em microscopio optico (KIM; LENZ,
2001).

Em C. necator, foram descritas quatro classes de proteinas,
compondo os granulos: a classe | compreende as PHA sintases, a classe
Il compreende as PHA despolimerases, que sdo as enzimas responsaveis
pela mobilizacdo intracelular do PHAs, a classe Il € composta pelas
proteinas ndo catabdlicas denominadas fasinas (PhaP) que podem
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constituir cerca de 5% do total de proteinas presentes no granulo
(DENNIS et al., 2008). Estas proteinas agem como uma barreira entre o
citoplasma celular e o polimero, evitando sua interagdo com outros
componentes celulares (ALMEIDA et al., 2007). As fasinas parecem
controlar o tamanho dos granulos, podendo participar na regulagéo da
sintese e degradacéo (POTTER et al., 2002; KUCHTA et al., 2007).

A classe IV engloba todas as outras proteinas associadas ao
granulo, como as proteinas regulatorias (PhaR) que funcionam como um
regulador negativo na sintese das fasinas (POTTER; MULLER;
STEINBUCHEL, 2005). A Figura 4.3 mostra a organizagio das
proteinas envolvidas na biossintese dos PHAS.

Figura 4.3 Organizacdo dos grénulos e moléculas envolvidas na
biossintese e no catabolismo de PHAS
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Fonte: Luengo et al. (2003).

Ja foi demonstrado que as fasinas sdo proteinas especificamente
ligadas aos granulos do polimero, que afetam a sintese de PHA e o
tamanho dos granulos (POTTER et al., 2002).

Foram sugeridas trés diferentes funcdes das fasinas na sintese de
PHAs. A primeira é relativo a funcdo deque as fasinas podem melhorar
a producdo de PHA vinculadas aos granulos, aumentando a
superficie/volume dos mesmos. A segunda indica que as fasinas podem
ativar a velocidade de sintese dos PHAs pela interacdo direta com a
PHA sintase. E a terceira sugere que fasinas podem promover a sintese
de PHA indiretamente, através da prevencdo de defeitos de formacéo
associados com outras proteinas celulares (WIECZOREK et al., 1995).
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Na auséncia das fasinas, as células acumulam apenas um grande
granulo, ocupando todo espac¢o disponivel na célula (KUCHTA et al.,
2007).

4.5 GLICEROL COMO SUBSTRATO ALTERNATIVO PARA
PRODUCAO DE PHB

Um dos problemas que impedem a aplicacdo comercial de PHB é
seu alto custo de producdo (RAZA; ABID; BANAT, 2018). Do ponto de
vista econbmico, o custo do substrato (principalmente fonte de carbono)
contribui significativamente com os custos de gastos de producao totais
desses biopolimeros (LEE; CHOI, 1998).

Nas Ultimas décadas, tem crescido o interesse na producdo de
PHA por meio do uso de substratos de baixo custo como, por exemplo,
subprodutos provenientes da industria do etanol e do biodiesel e
efluentes (KOLLER et al., 2008).

O residuo industrial, depois de gerado, necessita de destino
adequado, pois ndo pode ser acumulado indefinidamente no local em
que foi produzido. A disposi¢do destes no meio ambiente, por meio de
emissdes de matéria e de energia langados na atmosfera, nas 4guas ou no
solo deve ocorrer apds os residuos e efluentes serem tratados e
enquadrados nos padrbes estabelecidos na legislacdo ambiental, para
ndo causarem poluicdo (AQUARONE, 1990). De acordo com
Laufenberg e colaboradores (2003), os residuos e efluentes podem
conter muitas substancias de alto valor, os quais podem ser convertidos
em produtos comerciais ou matérias-primas para processos secundarios
a partir do emprego de tecnologias adequadas.

Nesse contexto, diversas matérias-primas de baixo custo,
classificadas como recursos renovaveis, podem ser utilizadas como
fontes de carbono para producdo de PHB. Por exemplo, cana-de-agUcar
(KULPREECHA et al., 2009), amido de batata (HASS et al., 2014),
hidrolisado de amido (DALCANTON et al., 2010), melago citrico
(ARAGAO et al., 2009), glicerol (CAVALHEIRO et al., 2009), vinhaca
(ZANFONATO, 2016), 6leos vegetais (VASTANO et al., 2015), soro
de leite (BHATTACHARYYA et al., 2012), sementes de jaca em po,
mandioca em po, farelo de trigo, torta de 6leo de gergelim, torta de 6leo
de amendoim e farinha e milho (RAMADAS et al., 2009), lodo ativado
de industria processadora de alimentos (KUMAR et al., 2004), residuo
da producdo de suco de péssego (KIVANC et al. 2008), residuo da
producéo de etanol (vinhaca) (PRAMANIK et al., 2012), entre outros.
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O glicerol é uma fonte de carbono que pode ser metabolizada
pelos microrganismos através das vias de degradacdo de acglcares, mas
precisa ser fosforilado e oxidado a di-hidroxiacetona fosfato (DHAP).

Contreras e colaboradores (2015) utilizaram glicose e glicerol
para a producdo de PHB a partir de C. necator DSM 545, e 0 acimulo
final de PHB em meio contendo concentracdes inicial de 40 g.L™ de
glicose e 48 g.L™ de glicerol foi de 44,25%. Para os referidos autores, o
glicerol seria um substrato alternativo para a producdo de PHB devido
ao seu baixo custo. Cavalheiro e colaboradores (2009) estudaram a
producdo de PHB por C. necator DSM 545 a partir de glicerol bruto e
obtiveram uma produtividade de PHA de 1,1 g.L™.h™. A produtividade
encontrada por esses autores é inferior as obtidas quando se utiliza
fontes de carbono sintéticas como glicose e sacarose. No entanto, o
estudo mostrou que o processo de producdo de PHB utilizando glicerol
bruto pode ser projetado para producdo em grande escala, se acoplada
junto a industria de biodiesel.

Povolo e colaboradores (2012) analisaram a produgdo de PHA
por bactérias isoladas do solo, a partir de residuos graxos, incluindo o
glicerol. Os cultivos foram conduzidos em glicerol (20 g.L™) sem a
adicdo da fonte de nitrogénio, e com utilizagéo de glicose na pré-cultura,
apés 72 horas de cultura, obtendo biomassa final de 6,4 g.L™, com 73%
de PHA.

Tanadchangsaeng e Yu (2012) estudaram as limitacGes de
cultivos em glicerol relatando a utilizacdo de glicerol na sintese
bacteriana. Comparando-se a glicose, que é uma fonte de carbono para a
producdo de PHA amplamente estudada, o glicerol é uma fonte
considerada moderada por produzir PHB com produtividades
relativamente mais baixas. Entretanto, os autores indicaram que glicerol
pode ser uma fonte de carbono em potencial, particularmente quando a
velocidade de crescimento celular ndo é limitada pela fonte de carbono
ou outros fatores, como o suprimento de oxigénio.

4.5.1 Glicerol

Devido as perspectivas de substituicdo de combustiveis fosseis, a
producdo de biodiesel cresceu continuamente na Ultima década. A partir
de 2008, o governo brasileiro estabeleceu a adicdo de 2% de biodiesel
ao 6leo diesel comercializado e a adicdo deve chegar a 10% até 2019,
segundo a lei n° 13.263, de 23 de mar¢o de 2016. Como consequéncia,
as indlstrias de biodiesel estdo de frente para um excedente do seu
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subproduto principal, com aproximadamente 1 kg de glicerol sendo
9erado a cada 10 kg de biodiesel produzido o que representa 10% (v.v’
), do éster final (SHARMA et al., 2016).

No Brasil, a producéo de biodiesel alcangou 3,9 bilhdes de litros
em 2015, um crescimento de 15% em relagdo a 2014, conforme
levantamento da Associacdo Brasileira das Inddstrias de Oleos Vegetais
(Abiove) com base em dados da Agéncia Nacional do Petréleo, Gas
Natural e Biocombustiveis (ANP)
(http://lwww.abiove.org.br/site/ _FILES/Portugues/05022016-175629
05 _02_2016_estadao_conteudo.pdf).

O biodiesel é obtido a partir da reacdo de transesterificacdo de
triglicerideos com um alcool, geralmente metanol, na presenca de um
catalisador. Durante a producdo desse biocombustivel, duas fases
normalmente s&o formadas, com o biodiesel localizado na fase superior
e o glicerol bruto na fase inferior, em funcéo da diferenca de densidade
e de polaridade. O glicerol bruto é uma mistura formada por glicerol e
impurezas, como agua, metanol, sabdo e matéria organica (LUO et al.,
2016).

A aplicacdo industrial de glicerol bruto nas industrias de
alimentos, farmacéutica e cosmética, requer um processo de refino
dispendioso, a fim de alcancar o elevado grau de pureza necessério a
essas aplicagcdes. Projetos de pesquisa tém sido realizados com o
objetivo de encontrar uma nova utilizagéo para o glicerol bruto. Além de
novas aplicagcdes na industria alimenticia e indGstria de polimeros, o
glicerol também é aplicado como uma matéria-prima para fermentagdes
industriais, conversdo microbiana de glicerol bruto em 1,3-propanaodiol,
H; e etanol e &cido citrico (GARCIA et al., 2013 YANG et al., 2012).

A conversdo microbiana de glicerol por  processos
biotecnoldgicos em produtos de maior valor agregado, como biomassa e
biomoléculas, ¢ uma alternativa relevante para a maior valorizacdo da
producéo de biodiesel (TANADCHANGSAENG; YU, 2012).

A utilizacdo do glicerol como substrato envolve varios desafios,
entre eles a sua assimilacdo mais lenta, quando comparado a outras
fontes de carbono, como a glicose, por exemplo (KADDOR,;
STEINBUCHEL, 2011; SPOLJARIC et al, 2013). O glicerol &
considerado uma fonte de carbono altamente reduzida e assimilavel por
bactérias sob condicGes aerdbias e anaerdbias para a obtencéo de energia
metabdlica e é um dos poucos substratos que atravessa a membrana
celular por difusdo facilitada nas células procaridticas.

Naranjo e colaboradores (2013) demonstraram que a producao de
PHB, a partir de glicerol, & 10-20% mais barata que a partir de glicose e
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permite a valorizacdo do glicerol em 166%. Cavalheiro e colaboradores
(2009) indicaram que o glicerol bruto pode representar 40% do custo
total de producdo, enquanto no caso da glicose, este valor aumenta para
70-80%. Esses autores sugerem que a utilizagdo deste subproduto para
conversdo em PHB pode se tornar economicamente viavel, se integrado
a uma biorefinaria de biodiesel.

Ashby e colaboradores (2004) descreveram o uso de subprodutos
da producdo de biodiesel contendo glicerol, &cidos graxos livres e
residuo de biodiesel para a producdo de polimeros (poliésteres) por
sintese bacteriana. Os autores concluiram que os subprodutos do
biodiesel podem ser utilizados como fonte de carbono para produzir
PHB, dependendo da cepa bacteriana empregada (ASHBY;
SOLAIMAN; FOGLIA, 2004).

Fukui e colaboradores (2014) investigaram a expressdo de genes
responsaveis pelo consumo de glicerol em C. necator H16 e concluiram
que a insercdo dos genes glpF e glpK de E. coli foram suficientes para
melhor assimilag&o de glicerol e para mais eficiente producéo de PHB, a
partir deste substrato.

Assim, o aproveitamento do substrato glicerol, para producdo de
PHB, pode ser uma alternativa promissora. Além disso, a utilizacdo de
microrganismo geneticamente modificado associada com estratégia de
cultivo adequada pode ser avaliada, a fim de aperfeigoar a producdo de
PHB com este subproduto.

4.5.2 Metabolismo do glicerol em C. necator

C. necator pode metabolizar o glicerol através das vias de
degradacdo de agucares. O transporte de glicerol através da membrana
celular constitui a primeira etapa para 0 seu metabolismo, ja que o
glicerol é transportado para o interior da célula através de difusdo
facilitada pela acdo de uma aquaporina (GlpF). Apds a passagem do
glicerol através da membrana plasmatica, ele é catabolizado pela rota
metabdlica, apresentada na Figura 4.4. Uma vez dentro da célula,
precisa ser fosforilado pela enzima glicerol-quinase (GlpK) para formar
glicerol-3-fosfato e, posteriormente, oxidado a di-hidroxiacetona fosfato
(DHAP) importante molécula intermediaria para a gliconeogénese
(SPOLJARIC et al., 2013).

Um esquema da via metabolica para a utilizacdo de glicerol por
C. necator é apresentada na Figura 4.4.
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Figura 4.4 Via metabdlica simplificada para a utilizacdo de glicerol para
producdo de PHB por C. necator. Reacdo 1: entrada do glicerol na
ceélula; Reacdo 2: a enzima glicerol quinase realiza a fosforilagdo do
glicerol a glicerol 3-fosfato; Reacéo 3: glicerol 3-fosfato é convertido a
DHAP pela enzima glicerol-3-fosfato dehidrogenase (Adaptado de
SOLAIMAN; ASHBY; CROCKER, 2016)
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Lopar e colaboradores (2014) realizaram estudos in silico para
analisar o metabolismo de glicerol por C. necator e, de acordo com o
modelo matematico aplicado por esses autores, resultados similares aos
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obtidos experimentalmente com glicose podem ser alcancados em
glicerol, desde que ndo haja limitagcdes no transporte do glicerol (acdo
da GlpF: Reacdo 1 indicada na Figura 4.4), na fosforilagdo do glicerol
(acéo da GlpK: Reacdo 2 indicada na Figura 4.4) e oxidagdo do glicerol
3-fosfato (acdo da GlpD: Reacdo 3). Esses autores concluiram que
esforgos em engenharia metabolica devem estar concentrados na
melhora do sistema de transporte do glicerol para o interior da célula
(GlpF), somado a atividade das enzimas glicerol quinase (GIpK) e
glicerol 3-fosfato dehidrogenase (GIpD).

4.6 EXTRAGCAO DE PHB

A Ultima fase da producdo de PHB envolve a sua extracdo das
células, pois se trata de um produto acumulado intracelularmente. Esta
etapa geralmente € de custo elevado, sendo um entrave para a utilizagdo
desses materiais (OJUMU et al., 2004; QUINES, 2015; CORREA,
2014). Antes da extracdo, no fim do cultivo, as células contendo PHB
sdo separadas do meio de cultivo por métodos convencionais como
centrifugagéo, filtracdo ou floculagdo (LEE, 1996).

O tratamento da biomassa apdés o cultivo é opcional e tem a
finalidade de aumentar a recuperacdo polimérica por desestabilizacdo
e/ou rompimento da parede celular microbiana. E uma etapa de extrema
importancia, pois pode acarretar em alteragdes nas propriedades do
produto final (QUINES et al., 2015). Os métodos de extracdo envolvem
processos quimicos, fisicos ou bioldgicos, ou combinacdo desses
processos. Dentre os métodos quimicos, destaca-se a utilizacdo isolada
ou combinada de solventes organicos e digestores quimicos para a
extracdo do PHB da biomassa sendo cloroférmio, cloreto de metileno,
carbonato de propileno e dicloroetano os solventes mais utilizados.
Estes solventes rompem as células, solubilizando seus componentes,
inclusive os PHAs. Compostos organicos polares, como acetonas e
alcoois, também podem ser usados. Eles rompem o material celular nao
polimérico, deixando os granulos de PHAs intactos (FIORESE, 2008;
RAMSAY et al., 1994; HAHN et al., 1995; LEE, 1996).

A técnica de extracdo de PHB com solventes organicos é a mais
utilizada devido a sua simplicidade, baixa degradacdo do polimero
extraido e elevada pureza do produto (GUMEL; ANNUAR; CHISTI,
2013). Porém, varios desses solventes organicos sdo téxicos e altamente
volateis (por exemplo, cloroférmio), o que torna a sua utilizacdo
contraditoria, uma vez que estes polimeros vém sendo amplamente
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estudados para minimizar as agressdes ambientais causadas pelos
polimeros de origem petroquimica.

Assim, a utilizacdo de carbonato de propileno, como um solvente
pouco agressivo, foi proposta na literatura por Lafferty e Heinzle
(1979). O carbonato de propileno apresenta baixa toxidade e possui alto
ponto de ebulicdo, proximo a 240 °C, permitindo que, durante o
processo de extracdo, ocorra baixo risco de perda por evaporagdo,
podendo ainda ser reutilizado diversas vezes, minimizando assim 0s
custos de producdo de PHB (MCCHALICHER; SRIENC; ROUSE,
2009).

Quines (2015) observou a possibilidade de recuperar 80% do
carbonato de propileno no processo de extragdo de PHB. O solvente
recuperado foi reutilizado 11 wvezes sem perder a eficiéncia no
rendimento e na pureza do polimero obtido, contribuindo para a reducéao
dos custos de produgdo deste biopolimero, 0 que torna a extragdo de
PHB com este solvente mais competitiva no que se refere a
economicidade do processo.

4.7 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DE POLIMEROS

Dependendo de suas caracteristicas, os biopolimeros podem ser
empregados em diversas areas como, por exemplo, na industria
farmacéutica e na de alimentos. Podem ser caracterizados pelas suas
propriedades mecanicas, grau de cristalinidade, temperatura de transicao
vitrea, temperatura de degradacgdo, distribuicdo da massa molar, entre
outras. A determinacdo destas caracteristicas € de grande importancia,
pois influenciam diretamente nas aplicacbes dos biopolimeros
(DALCANTON, 2006).

As propriedades fisicas, mecanicas e termodindmicas dos
polimeros sdo dependentes do grau de cristalinidade e da morfologia das
regides cristalinas. A analise térmica diferencial (DTA) e a calorimetria
diferencial de varredura, ou calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
sdo técnicas normalmente empregadas para a analise térmica de
materiais. Para a caracterizacdo de propriedades mecéanicas como
resisténcia a tracdo e elasticidade existem varios tipos de ensaios, porém
grande parte dos ensaios mecanicos pode ser registrada por meio de
curvas de tensdo por deformacdo. No que se refere aos aspectos
estruturais de composicdo quimica, estrutura configuracional e
conformacional, a espectroscopia no infravermelho é uma das
ferramentas de caracterizacdo de materiais poliméricos mais utilizadas.
Quanto as propriedades do polimero tais como resisténcia na ruptura,
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deformacdo na ruptura e resisténcia ao impacto, serdo diretamente
afetadas pela massa molar, que pode ser determinada pela cromatografia
de exclusdo por tamanho (SEC) ou pela medida da viscosidade de
solugdes poliméricas (CANEVAROLO, 2006).
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 MICRORGANISMOS E CONDICOES DE CULTIVO
5.1.1 Microrganismo

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram as linhagens
bacterianas C. necator DSM 545 (parental) e C. necator_glpFK (cepa
recombinante capaz de assimilar de forma mais eficiente o glicerol,
desenvolvida por Zanfonato (2016)). Estas cepas permaneceram
congeladas a -80 °C (em microtubos de plastico) em caldo nutriente NB
(Nutrient Broth — Difco™), contendo peptona de carne 5g.L™ e extrato
de carne 3 g.L™, e glicerol (1:1 v/v), até a utilizaco.

5.1.2 Meio de cultivo

Os cultivos (agitador orbital ou biorreator) foram realizados a
partir de dois pré-cultivos, sendo o primeiro para reativacdo da cepa
(pré-inoculo) e o segundo para preparo do inéculo meio mineral (MM1).

Em todos os experimentos, 0 meio de cultura utilizado para a
reativagdo das cepas foi o Nutrient Broth (NB - Difco), com a seguinte
composicéo: 5 g.L™ de peptona de carne e 3 g.L™* de extrato de carne.

No pré-inéculo do cultivo em glicerol puro, as células foram
transferidas de microtubos de plasticos (estoque) para frasco Erlenmeyer
aletado de 500 mL contendo 150 mL de caldo nutriente NB. Para os
cultivos com adicdo de glicose combinada ao glicerol, as células foram
transferidas de microtubos e inoculadas em 75 mL de meio NB
(Erlenmeyer aletado de 250 mL), ambos foram incubados em agitador
orbital (New Brunswick Sci. Company Inc., New Jersey, USA) a 150
rpm e 30 °C. O tempo de incubacdo foi o requerido para obter-se
absorbéancia (600 nm) de aproximadamente 2, em espectrofotémetro
(modelo 1105, BEL). Esse valor de absorbancia representa a
concentracdo maxima em que as células ainda se encontram na fase
exponencial de crescimento e foi determinado em estudos anteriores
realizados no nosso grupo de pesquisa.

Para os cultivos realizados em agitador orbital, o inéculo foi
preparado em Erlenmeyer aletado de 1000 mL contendo 300 mL de
meio mineral (MM1), descrito por Aragdo e colaboradores (1996) com
modificacdes e sem limitacdo de nitrogénio. A seguir sera apresentada a
composicdo do meio mineral.
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Para os cultivos realizados em biorreator, o inéculo foi realizado
em Erlenmeyer aletado de 1000 mL contendo 400 mL de MM1, sem
limitacdo de nitrogénio. Ambos foram inoculados com o pré-inoculo,
em seguida, incubados a 30 °C, em agitador orbital a 150 rpm durante o
tempo necessario para obter-se absorbancia (600 nm) de
aproximadamente 8, em espectrofotdmetro. Esse valor de absorbancia
representa a concentra¢cdo maxima em que as células ainda se encontram
na fase exponencial e foi determinado em estudos anteriores do grupo de
pesquisa.

Em ambos os casos, agitador orbital ou biorreator, a composicéo
do meio mineral (MM1) (descrito por Aragdo e colaboradores (1996)
com modificacdes) utilizado foi (em g.L™): KH,PO, 1, citrato de aménio
e ferro 11l 0,06, CaCl,.2H,0 0,01, MgSO,.7H,O 0,5, ureia 2, acido
nitrilotriacético 0,19 e solugdo de elementos traco 1 mL.L™. A solucdo
de elementos traco tem a seguinte composicdo (em g.L™) H3BO; 0,3,
CoCl,.6H,0 0,2, ZnS04.7H,0 0,1, MnCl,.4H,0 0,03, Na,M004.2H,0
0,03, NiCl,.6H,0 0,02 e CuS0Q,.5H,0 0,01.

5.1.2.1 Fontes de carbono

Neste trabalho os cultivos foram realizados utilizando-se: glicose
PA (Dinamica) e glicerol PA (Neon Comercial).

5.1.2.2 Preparo das fontes de carbono

Para utilizagdo como fonte de carbono nos experimentos, o
glicerol foi diluido em agua destilada na proporcdo de 1:0,66. Essa
diluigdo foi realizada para reduzir a viscosidade da fonte de carbono e
atingir concentracdo de aproximadamente 500 g.L" A glicose foi
dissolvida em 4agua destilada para atingir concentracdo de
aproximadamente 500 g.L ™.

As solucfes foram submetidas a esterilizacdo em autoclave (121
°C, 1,1 atm, 15 mim) e posteriormente quantificadas quanto aos teores
de glicose e glicerol, de acordo com determinagdes descritas
posteriormente.

5.1.3 Cultivos em agitador orbital

Com o objetivo de comparar o desempenho das cepas C. necator
DSM 545 (parental) e C. necator_glpFK (recombinante) em glicerol
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puro e glicose combinada a glicerol foram realizados cultivos em
agitador orbital.

Os experimentos foram realizados por meio de dois pré-cultivos.
Para os cultivos em glicerol puro, as células das duas cepas foram
inoculadas em 150 mL de meio NB (Erlenmeyer aletado de 500 mL) e
mantidas a 30 °C/150 rpm por 24 horas. Este experimento foi realizado
com objetivo de confirmar o melhor desempenho da cepa recombinante
frente a cepa parental, como observado anteriormente em trabalhos
desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa.

Para os cultivos com adi¢do de glicose combinada a glicerol, as
células foram inoculadas em 75 mL de meio NB (Erlenmeyer aletado de
250 mL) e mantidas a 30 °C/150 rpm por 24 horas para a cepa parental e
por 18 horas para cepa recombinante. O tempo de incubagdo foi
diferente para cada cepa, pois este € 0 tempo necessario para que a
medida de absorbéncia (600 nm) atinja aproximadamente 2, que ¢é a
concentracdo maxima em que as células ainda se encontram na fase
exponencial de crescimento (segundo estudos anteriormente realizados
em nosso grupo de pesquisa).

No segundo pré-cultivo, foi utilizado o meio mineral (MM1), sem
limitagdo em nitrogénio e com adicdo das fontes de carbono: glicerol
puro (20 g.L™) ou glicerol (10 g.L™) combinada a glicose (10 g.L™).
Estas culturas foram conduzidas em agitador orbital, em frascos
erlenmeyer aletados de 1 L, com 300 mL de meio a 30 °C/150 rpm. A
composi¢do do meio mineral utilizado esta descrita no item 5.1.2.

O cultivo (em meio MM2), partiu do inoculo obtido no segundo
pré-cultivo (MM1), com a mesma comlposi(;éo de sais e com
concentracao inicial de nitrogénio de 0,5 g.L™. A concentracao inicial de
nitrogénio foi reduzida no meio MM2 para permitir o acimulo de PHB
durante o cultivo, apés a producdo de aproximadamente 7,0 g.L™ de
biomassa, baseado no fator de conversdo de nitrogénio em biomassa
residual (Yxysn = 8,0 g.g™%) obtido anteriormente no grupo de pesquisa.
O pH foi corrigido para 7,0, com adicdo de solugdes de NaOH 2,5
mol.L™ ou HCI 2,7 mol.L™ ao longo do cultivo, de forma asséptica.

Na Figura 5.1 pode-se visualizar uma representacdo das
condi¢es de cultivo.
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Figura 5.1Representacéo das condi¢des de cultivo nas concentracGes de
glicerol (20 g.L™) e glicerol (10 g.L™) combinado a glicose (10 g.L™)
em C. necator DSM 545 e C. necator_glpFK

MM1 \ ( MM2 \

Etapa de Crescimento Etapa de Acimulo

(1,0g.L*deN) Inocdlo (0,5g9.LtdeN)

Inoculo
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(.v) (v.v)

ou ou
10 g.L1 de Glicerol 10 g.L"1 de Glicerol

+ +
\ 10g.L'deGlicose ) \ 10g.L*deGlicose )

5.1.4 Cultivos em biorreator

Para facilitar o entendimento dos cultivos realizados em
biorreator, a Figura 5.2 mostra uma visdo geral desses experimentos. Os
cultivos foram realizados em biorreator (BIOFLO I11, New Brunswick
Scientific) de 5 L, com volume util de 4 L, contendo glicerol e glicose e
demais nutrientes.

Figura 5.2 Representa¢do das condi¢des de cultivo em biorreator para
cepa parental e recombinante em meio MM2 com concentracdo de

nitrogénio de 0,8 g.L™
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Primeiramente, quatro cultivos em modo batelada foram
realizados a fim de se comparar o desempenho das cepas estudadas: dois
cultivos com concentracdes de 10 g.L ™ de gllcose combinada a 10 9 Lt
de glicerol e mais dois cultivos de 20 g.L™ de glicose e 25 g.L™ de
glicerol para ambas cepas estudadas. Todos os cultivos realizados
tiveram a mesma concentragéo inicial de nitrogénio 0,8 g.L™, em meio
mineral. A partir desses cultivos, verificou-se um melhor desempenho
pela cepa recombinante e esta foi utilizada para dar prosseguimento ao
trabalho.

Posteriormente, foram realizados quatro cultivos em modo
batelada a fim de se comparar a influéncia da concentracdo dos
substratos glicose e glicerol no crescimento e produgdo de PHB por C.
necator_glpFK. As concentragbes iniciais de glicose, glicerol e
nitrogénio, dos cultivos podem ser visualizadas na Figura 5.2.

Por fim, foi realizado um cultivo com concentrac@es iniciais de
10 g.L™" glicose, e 0,8 g.L™ nitrogénio, operado em modo batelada
alimentada. Nesse cultivo, a concentragdo de 10 g.L™ glicerol f0|
adicionada quando a concentracdo de glicose baixou para 3,54 g.L™*
que, por coincidéncia, era no inicio da fase de produgdo, na forma de
pulso.

O biorreator foi operado, em todos os cultivos, com temperatura a
30 °C e o pH em 7,0 com adicdo de NaOH 2,5 mol.L™* ou HCL 2,7
mol.L™*, com condices iniciais de agitacdo e aeracdo de 450 rpm e 0,1
vvm, respectivamente, sendo aumentadas gradualmente de forma que a
concentracdo de oxigénio dissolvido no meio ndo fosse inferior a 40%,
em relacdo a saturacdo com ar atmosférico. Como antiespumante, foi
utilizado o polipropilenoglicol, quando necessario.

5.2 DETERMINACOES ANALITICAS
5.2.1 Amostragem

A amostragem dos cultivos em agitador orbital e biorreator foram
realizadas em intervalos de aproximadamente 2 h. A cada amostragem,
6 aliquotas de 2 mL foram coletadas em microtubos de plastico e
centrifugadas a 10956 xg por 3 min. Os sobrenadantes foram congelados
e posteriormente utilizados para as analises de consumo de glicose,
glicerol e nitrogénio ao longo do cultivo. Os precipitados foram lavados
com 1 mL de agua destilada, sendo 3 amostras submetidas a secagem
(andlise gravimétrica) e 3 amostras congeladas para posterior
quantificacdo do polimero produzido.
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5.2.2 Determinacdo da concentracdo da biomassa

Ao longo de todos os cultivos, a biomassa foi determinada
indiretamente por espectrometria através de leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro (modelo 1105, BEL) a 600 nm.

A determinacg&o da concentracéo celular foi realizada por meio de
analise gravimétrica, em que o precipitado, obtido apds centrifugagéo de
2 mL da amostra, foi submetido a secagem em estufa a 100 °C por 24
horas. Ap0s este tempo, as amostras foram colocadas em dessecador por
20 minutos e pesadas. A analise foi realizada em triplicata.

5.2.3 Determinagao das concentracdes de glicose, glicerol e
nitrogénio

A determinacgdo de glicose foi realizada pelo método do &cido 3-5
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). O nitrogénio foi determinado
utilizando-se o Kit Uréia ES (Gold Analisa) que determina a
concentragdo de ureia pelo método enzimatico-colorimétrico, em que a
ureia, pela acdo enzimatica, é decomposta em nitrogénio amoniacal e
determinado por colorimetria. A determinacdo de glicerol foi
determinada utilizando-se o kit Triglicérides Liquiform (Labtest
Diagndstica) que determina triglicérides pela metodologia colorimétrica
enzimatica, em que o glicerol é um intermedidrio das reagdes
enzimaticas envolvidas. As absorbancias das amostras foram lidas a
600, 540, 505 nm, respectivamente para glicose, nitrogénio e glicerol
em espectrofotdmetro (modelo 1105, BEL).

5.2.4 Determinacdo da concentragdo de PHB

A concentracdo de PHB foi quantificada por cromatografia
gasosa, conforme método de metandlise baseado em Brandl et al.
(1988).

Para a metandlise, apds o descongelamento das amostras, 0
precipitado foi ressuspenso em 2 mL de cloroférmio e 2 mL de metanol
acidificado (H,SO4 15%), contendo &cido benzéico 0,40 g.L™ como
padrdo interno. A suspensdo foi homogeneizada em vortex e entdo as
amostras foram aquecidas a 100 °C durante 140 min. Apos resfriamento,
adicionou-se 1 mL de &gua destilada. A fase organica (inferior) foi
retirada com auxilio de pipeta de Pasteur e armazenada sob refrigeracdo
para posterior analise por cromatografia gasosa. Para isso utilizou-se



57

coluna capilar com silica fundida Rtx®-Wax (Crossbond® polyethylene
glycol - 30m x 0,25mm x 0,25 um). O cromatografo utilizado foi um
SHIMADZU GC-14B equipado com detector de ionizacdo de chama
(FID ar-hidrogénio). O gas de arraste foi o nitrogénio com vazéo
constante de 40 mL.min™. As temperaturas de injecdo, deteccdo e
coluna foram 250, 250 e 120 °C, respectivamente.

5.3 TRATAMENTO DOS DADOS

Uma vez que o acimulo de PHB é intracelular, as velocidades
especificas de crescimento celular e de produgdo de PHB séo calculadas
em relacdo & biomassa residual (Xr), obtida pela diferenga entre a
quantidade de biomassa total (Xt) e a quantidade de PHB (Equacéo 1).
O ajuste polinomial aos dados experimentais de concentracdo de Xt e
PHB foi realizado com o auxilio do software Microsoft Excel 2007
suplementado do macro Lissage (desenvolvido por Simdes, Arroyo e
Uribelarrea, Institut National des Sciences Appliquées - Toulouse,
Franga).

Xr =Xt - PHB (1)

A partir dos perfis de concentracdo de biomassa residual, é
possivel determinar as velocidades especificas de crescimento celular
(uXr) e produgdo de PHB (qP), as produtividades globais ¢ da fase de
producéo.

5.3.1 Velocidade especifica de crescimento celular e producédo de
PHB

A partir dos perfis de crescimento celular e formagéo de produto,
foi possivel determinar, em cada instante, as velocidades instantaneas de
crescimento celular (dXr/dt) e de formacdo de produto (dPHB/dt).
Dividindo-se as velocidades instantaneas pela concentracdo celular
residual (no instante t), as velocidades especificas de crescimento
celular (px) e formacdo de produto (gp) foram obtidas e estdo
representadas pelas Equacdes 2 e 3.

HXT: Xr ©dt (2)
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1 dPHB
qp= Xr© o dt (3)

Ao se integrar a Equacdo 2 de t = 0 a t, é possivel obter uma
equacdo de primeiro grau (Equacdo 4), onde X, é a concentragdo inicial
de Xr. O valor de pymax € oObtido pelo ajuste da Equagdo 4 aos dados de
Xr da fase exponencial de crescimento.

In Xr=In(Xr0) +p 't (4)

pXrmax

5.3.2 Percentual de PHB

O percentual de PHB acumulado foi calculado ao se dividir a
concentracdo de PHB (g.L™) pela concentracio de biomassa total (Xt
(g.L™). Para esse célculo, considerou-se o mesmo tempo de fase de
producdo (depois da exaustdo em nitrogénio), para permitir a
comparagao entre os cultivos.

5.3.3 Produtividade de PHB

A produtividade global (Equagdo 5) foi calculada pela diferenca
entre a concentracéo de PHB (g.L™) em um instante de tempo t ao longo
do cultivo e a concentragéo inicial de PHB, dividida pelo intervalo de
tempo correspondente.

_ PHB{- PHBy
t-ty

P, (5

Onde: P, é a produtividade média de PHB (g.L™".h™); PHB; a
concentracdo de PHB no instante de tempo t (g.L™") e PHBy a
concentracdo de PHB no tempo t, inicial (g.L™).

5.3.4 Produtividade da fase de producéo de PHB

A produtividade da fase de produgdo (Equacdo 6) foi calculada
pela diferenca entre a concentracdo de PHB, em um instante de tempo t
ao longo da fase de producdo, e a concentracdo inicial de PHB, no inicio
da fase de producdo, dividida pelo intervalo de tempo correspondente.
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PHB, - PHB ,

(6)

Ppup= —top

Onde: P,pug é a produtividade média de PHB (g.L™.h™); PHB; a
concentragdo de PHB no instante de tempo t (g.L") e PHBy a
concentracdo de PHB no tempo t, inicial (g.L™).

5.3.5 Fatores de converséo

Os fatores de conversdo de substrato em célula (Y xyclicose €
Y xiitrogenio), € substrato em PHB (Y prg/aiicerol) foram calculados por
meio do coeficiente angular da reta obtida relacionando-se a
concentracdo celular ou a concentracdo de PHB (g.L™) em funcéo da
concentracdo de substrato (g.L™) observadas ao longo do tempo.

5.3.6 Determinacdo do oxigénio dissolvido

A concentracdo do oxigénio dissolvido (OD) no meio de cultivo
foi medida continuamente através de um eletrodo polarogréafico
(Metller-Toledo, Germany), sendo os dados salvos com auxilio de um
software de aquisicdo de dados, para posterior andlises do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (K,a) e a velocidade de
respiracdo celular (QO,Xr).

5.3.7 Transferéncia e consumo de oxigénio durante o cultivo:
determinacéo do K a e QO,

Durante o cultivo, oxigénio é injetado no biorreator e parte dele
dissolve-se no meio liquido. Determinada quantia deste oxigénio é
consumido pelo microrganismo para manutencdo e crescimento celular.
O balango de oxigénio apresentado na Equacdo 7 representa este
fenémeno.

= =Kqa(C, -C)-Q0,X @

Onde: QO,: velocidade especifica de respiracdo (gO2.ge™h™);
K.a: coeficiente volumétrico de transferéncia de O, (h'l); Cs:
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concentragdo de saturacdo de O, dissolvido no liquido (gO..L™); C:
concentracdo de oxigénio no meio liquido (gO,.L™); X: concentracdo de
biomassa (geer.L™Y).

A variagdo da concentragdo de OD no liquido é o resultado da
diferenca entre a quantidade que se consegue dissolver (K,a (Cs - C)) e
0 oxigénio consumido pelo microrganismo (QO,X). A cinética do
cultivo esta considerada pela equagdo anterior, pois X varia com o
tempo e QO, varia com py;, atingindo-se seu valor maximo quando px;
= umax (velocidade especifica maxima de crescimento celular).

A determinagdo do K,a e da QO foi realizada com emprego do
método dindmico (SCHMIDELL, 2001). Por este método, em
determinado instante do cultivo, interrompe-se a aeracdo para anular a
transferéncia de oxigénio. Conforme ilustra a Figura 5.3, a concentragdo
de OD (Cy), no instante inicial comega a diminuir e o sinal do sensor e
registrado continuamente. Ao se atingir certo valor (Co), retoma-se a
aeracdo nas condicdes anteriores e registra-se 0 aumento da
concentracdo de OD ate atingir novamente o valor inicial (Co). Este
procedimento deve levar somente alguns minutos, dependendo do
estagio do cultivo, sendo importante que a concentragdo ndo atinja
valores criticos que prejudiquem o metabolismo. Nesse curto espaco de
tempo, pode-se supor que ndo ocorre aumento de X e que QO; se
mantém constante.

Para o trecho sem aeracdo, resulta a Equacéo 8.

= =-Q0,X ®

Com a consideracdo anterior de que QO.X e constante, a
Equacdo 8 pode ser integrada resultando na Equacéo 9.

C=Cp - QO,X(t - tp) ©)

A Equacdo 9 prevé uma variagdo linear com o tempo no trecho
sem aeracdo. Assim, foi obtido o valor de QO através do coeficiente
angular QO,X e do valor de X obtido da analise gravimétrica ao longo
do tempo de cultivo.
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O valor de Kpa foi determinado com a utilizacdo dos dados
obtidos durante o aumento da concentragdo do OD, ilustrado pelo
segundo trecho da Figura 5.3, onde a Equagdo 7 foi aplicada
integralmente. Assim, rearranjando-se a Equagdo 7, obtém-se a Equacao
10.

ac
E - KLa (CS

Q0,X
Kra

-K,aC (10)
)

Considerando estado estacionario no momento que antecede a
interrupgdo da aeracdo (C = Cy), chega-se a Equagéo 11.

Q0, X

CO:CS- K a

(11

Figura 5.3 llustragdo para explicar o método dinamico utilizado para
determinar K a e QO, (adaptado por SCHMIDELL, 2001)

Conc. O2 dissolv. (C)

(€54l F— e W m R R R e e e e e e e e e
' \ > - B
b \ » -
! N 7/
| N /
N
N //
L N .
R /
Cot b = _________ \_\/ 1
Ar ' Ar
i to desligado " 1 figad
Tempo (s)

Introduzindo a Equacdo 11 na Equacdo 10, obtém-se a Equacéo
12.
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= =Ka(Cy -C) (12)

Essa equacdo pode ser integrada, lembrando que para o instante
inicial de retomada da agitacdo e aeracao, ou seja, parat=t;, tem-se C =
Co1, € chega-se a Equacéo 13.

ln( ot ) =-Ka(t-t,) (13)

Co—Co

Assim, isolando-se C, e realizando um ajuste ndo linear aos dados
experimentais representados pela segunda parte da Figura 5.3, encontra-
se 0 valor de K a.

O Microsoft Office Excel 2007 foi utilizado para obter os dados
QO,X e K_a ao longo do cultivo.

5.3.8 Velocidade especifica de consumo de oxigénio para a
manutencao celular e fator de converséo de oxigénio em células

Microrganismos com alta velocidade especifica de crescimento
(uxr) devem apresentar alta velocidade especifica de respiracdo (QOy)
(SCHMIDELL, 2001). Pirt (1975) sugeriu uma relacdo linear para
relacionar as velocidades, representada pela Equacdo 14.

1
Q0; = my + 7o Hxr (14)
X/0

Onde: mo: velocidade especifica de consumo de oxigénio para a
manutencao celular (gOz.gce{l.h'l); Y xso0: fator de conversdo de oxigénio
para células (geer.g05 ™).

A velocidade especifica de respiracdo para manutencdo celular
(mo) significa o consumo de oxigénio para px, = 0, ou seja, a velocidade
especifica de consumo de O, para manter as células viaveis. Plotando-se
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os dados de QO, em fungdo de px;, obtém-se os valores de mo e Yxjo
por meio do coeficiente linear e coeficiente angular da reta de ajuste
obtida, respectivamente.

5.4 EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO PHB
5.4.1 Biomassa e tratamento da biomassa

A biomassa de C. necator_glpFK contendo PHB utilizada para a
extracdo foi obtida a partir do cultivo utilizando-se: glicose e glicerol
como substratos.

O cultivo com a cepa recombinante a partir de glicose e de
glicerol combinados foi em batelada na qual se iniciou com 20 g.L™* de
glicose e 10 g.L™ de glicerol. Apés o término do cultivo, foram
realizados os processos de tratamento térmico, centrifugacao, secagem e
trituracdo, antes da extracdo com solvente baseado em Quines (2015).
Esses processos estdo descritos abaixo.

A suspensdo de biomassa, obtida no cultivo que se utilizou a cepa
recombinante, foi submetida a temperatura de 95 °C durante 45 min
com agitacdo, para inativar a enzima PHA depolimerase, responsavel
pela degradacgéo do biopolimero, e desnaturar as proteinas da membrana
e, consequentemente, desestabilizar a parede celular e facilitar a acdo do
solvente na solubilizacdo do PHB intracelular (KAPRITCHKOFF et al.,
2000).

Apds o tratamento térmico, a suspensao foi centrifugada a 2000
xg por 15 min a 20 °C, na centrifuga de modelo 5804 R (Eppendorf). O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com agua destilada,
misturado em voértex e centrifugado novamente, sob as mesmas
condigoes.

O segundo sobrenadante foi novamente descartado e o
precipitado contendo PHB foi disposto em placas de Petri e em estufa a
65 °C por 24 h, para secagem. As células contendo PHB foram raspadas
das placas de Petri e trituradas utilizando um mixer de mdo (NKS,
modelo TSK 560), e armazenadas a temperatura ambiente para posterior
extracdo.

5.4.2 Extracao de PHB com carbonato de propileno

Para a extracdo do biopolimero, o carbonato de propileno foi
aplicado com a finalidade de permear na membrana celular da bactéria
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com biopolimero acumulado, solubilizar e recuperar o PHB, de acordo
com a metodologia proposta por Quines (2015).

A extragdo do biopolimero, pelo método seguido por Quines
(2015), utilizou 0,15 g células secas para cada 1 mL de carbonato de
propileno aquecido a 150 °C. Segundo o referido autor, o carbonato de
propileno pode ser recuperado e reutilizado até 11 vezes sem perder sua
efetividade. O solvente empregado no presente trabalho foi o carbonato
de propileno ja utilizado uma vez em extracéo anterior e recuperado em
rotaevaporador (IKA, modelo RV 10 basic).

A extracdo foi realizada em rotaevaporador (IKA, modelo RV 10
basic), sob agitacdo constante de 120 rpm no qual 4,5 g de células secas
contendo PHB, previamente trituradas, foram suspensas em 30 mL de
solvente e aquecido a 150 °C, por 45 min. Ap6s o tempo de extragao, a
suspensdo continha carbonato de propileno recuperado, debris celulares
e PHB, e foi filtrada a quente (100 °C) sob vacuo para separar 0s debris
celulares, solidos, da solugdo de solvente com PHB. Os equipamentos
utilizados foram compostos por kitassato, funil de porcelana, filtro de
papel qualitativo com poro de 14 pm e didmetro de 12,5 cm (Qualy®) e
bomba a véacuo J. B. Industries — DV 200N 250.

Os debris celulares, retidos no filtro, foram lavados com 60 mL
de carbonato de propileno recuperado aquecido a 150 °C, e depois
descartados junto com o filtro. O permeado, solucéo de solvente com o
biopolimero, permaneceu em repouso por 30 min a temperatura
ambiente. Ap6s o repouso, foi feita adicdo de agua na proporcéo 4:1
(4gua:solvente), considerando o volume de solvente empregado na
extracdo e para lavagem apos a primeira filtracdo, com a finalidade de
precipitar o PHB.

A suspensdo de agua, carbonato de propileno e PHB foi
submetida a agitacdo constante por 30 min, e submetida a outra
filtracdo, no mesmo aparato que a filtragdo anterior, porém a
temperatura ambiente. O biopolimero, retido no filtro, foi lavado com
200 mL de agua destilada e este filtro foi disposto em estufa a 65 °C por
24 h, para secagem do PHB extraido. O filtrado, que é uma solucéo de
solvente e agua, pode ser submetida a temperatura de 80 °C no
rotaevaporador (IKA, modelo RV 10 basic), sob agitacdo constante de
120 rpm e utilizando bomba de vacuo para evaporacdo da agua e
recuperacdo do carbonato de propileno.
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5.4.3 Caracterizagdo do PHB

O polimero produzido a partir da combinacdo de glicose e
glicerol pela cepa recombinante foi caracterizado por meio das técnicas:
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), viscosidade, andlise termogravimétrica
(TGA), calorimetria diferencial de varredura ou calorimetria
exploratoria diferencial (DSC).

5.4.3.1 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho com
transformada de fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia de absor¢cdo na regido do
infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) foi um importante
método para a identificacdo do biopolimero produzido, realizada pela
caracterizacdo dos grupamentos funcionais do biopolimero extraido. O
equipamento utilizado foi Cary 600 Series FTIR Spectrometer —
AGILENT TECHNOLOGIES no intervalo de 4000 a 400 cm™, pela
técnica de refletancia difusa.

5.4.3.2 Viscosidade

A anélise de viscosidade da solucdo do PHB extraido neste
trabalho foi realizada para determinar indiretamente a massa molar
média dos polimeros, os quais foram solubilizados utilizando
cloroférmio como solvente. Os ensaios foram realizados tanto no
biopolimero extraido neste trabalho quanto no polimero comercial da
PHB Industrial SA, para haver a comparacao dos valores.

O preparo das amostras ocorreu da seguinte forma: cerca de 0,5 g
de cada polimero foi dissolvido em 100 mL de cloroférmio, utilizando
baldo volumétrico. A partir desta solucdo concentrada, 5 diluicdes foram
preparadas seguindo o Tabela 5.4, sendo Voi.conc. 0 VOlume de solugdo
concentrada do baldo volumétrico utilizada; Vsowene O VOlume de
cloroférmio adicionado em cada dilui¢do; Visina 0 volume final de cada
diluig&o.
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Tabela 5.1 Preparo das solucBes poliméricas para medidas de
viscosidade relativa

vV vV Concentracéo
SO|UQ€IO sol.conc. solvente Vfinal L) de PHB (C)

(mL) (mL) (gle)
1 1 9 10 0,5x10°
2 2 8 10 1,0x10°
3 4 6 10 2,0x10°
4 6 4 10 3,0x10°°
5 8 2 10 4,0x10°°
6 9 1 10 4,5x10°

Apbés o preparo das diluigdes, um viscosimetro capilar
CANNON-FENSKE n° 150, foi acoplado em um sistema de
viscosimetro modular Viscosystem® AVS 470 equipado com
termostato SCHOTT CT 52. Esse equipamento foi utilizado para
determinar o tempo requerido para o escoamento do solvente puro (to) e
0 tempo requerido para que cada solugdo polimérica passe através do
tubo capilar (t). Cada medida foi repetida 5 vezes, de modo a se obter
um valor médio do tempo de 5 medidas bem proximas.

E possivel relacionar, para um determinado viscosimetro, a
viscosidade como funcéo apenas da densidade da solugéo e do tempo de
escoamento da mesma no capilar, sendo que os demais fatores sdo
constantes (REOLON, 2011). Como a viscosidade relativa é a relagdo
entre a viscosidade das solugdes poliméricas (1) e a viscosidade do
solvente puro (o), para solugdes muito diluidas, a densidade especifica
da solugdo (p) € aproximadamente o valor da densidade especifica do
solvente puro (pg). Assim, é possivel determinar as viscosidades listadas
no Quadro 5.1 (adaptado de CANEVAROLO, 2006), as quais serdo
utilizadas no célculo da massa molar média dos polimeros (M,).
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Quadro 5.1 Defini¢des de viscosidades utilizadas

Nome e Simbolo Definicdo matematica
Viscosidade relativa (1ea) L
Ny to*py to
Viscosidade especifica (nsp) Np Mreal -l
Viscosidade reduzida (Mreq) nred:ncﬂ
Viscosidade intrinseca (;) n= lg% Need

Fonte: Adaptado de Canevarolo (2006)
5.4.3.3 Anélise termogravimétrica (TGA)

Analise termogravimétrica foi utilizada para avaliar a degradacéo
térmica do biopolimero extraido, sendo possivel obter a temperatura de
inicio de degradagéo (T;), a temperatura maxima de degradacéo (Tpico) €
a porcentagem de perda de massa do PHB extraido, ou pureza. A analise
foi realizada em equipamento STA 449 F3 Jupiter — Netzsch. As
condigcBes de processo para a amostra foram: razdo de aquecimento de
10 °C min™! em uma faixa de temperatura de 23 a 790 °C, em atmosfera
de nitrogénio.

5.4.3.4 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A medida de DSC foi realizada para caracterizar o biopolimero
quanto a temperatura de fusdo (T), temperatura de transicéo vitrea (T)
e grau de cristalinidade (X;). Amostras entre 1 e 3 + 1 mg foram
fechadas em capsulas de aluminio e analisadas em equipamento Jade-
DSC — Perkin Elmer. Foram realizadas duas corridas de aquecimento e
uma de resfriamento. O primeiro aquecimento foi de -30 a 200 °C, com
velocidade de aquecimento de 40 °C.min™. Em seguida resfriou-se o
sistema a -30 °C e foi novamente aquecido com velocidade de
aguecimento de 10 °C.min™, de -30 a 200 °C. As analises foram
realizadas sob atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min™".
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5.4.4 Pureza do PHB

Para a determinagdo da pureza do PHB extraido (%), utilizou-se a
Equacdo 15 (QUINES, 2015):

pureza = & x]00 (15)
mr

Onde: mprg = massa de biopolimero detectada por cromatografia
(9); mr = massa do material extraido utilizado para a analise
cromatografica (g).

A partir da pureza do PHB extraido, foi possivel determinar a

recuperacao de polimero extraido em % por meio das equagfes 16 e 17
(QUINES, 2015):

recuperagdo= Hmi x100 (16)

mp = mgp Xpureza a7

Onde: mP = massa de PHB puro (g); mf = massa de PHB obtida
apés a extracdo (g); mi = massa total de PHB nas células antes da
extracdo (g), determinado por CG.

5.4.5 Viscosidade
A viscosidade intrinseca (n;) esta relacionada com a massa molar

média (M,) pela Equagio 18 (equagdo de Mark-Howink-Sakurada)
(CANEVAROLO, 2006):

=K (M)* (18)
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Onde: (K e a) sdo constantes que dependem do polimero,
solvente e temperatura.

Para PHB em cloroférmio a 20 °C: K = 1,51x10? mL.g" e a =
0,756 (AKHTAR et al., 1991).

5.4.6 Grau de Cristalinidade

O grau de cristalinidade (X.) do polimero foi determinada a partir
da relacdo entre a entalpia de fusdo da amostra (AHp) e a entalpia de
fusdo de PHB 100% cristalino, 142 J.g™ (TSUJI, IKADA, 1996), sendo
calculado a partir da Equac&o 19.

AHp, — AH,
AH,°

m

X. = x 100 (19)

Onde: AH,, = entalpia de fusdo da amostra (J.g™); AH. = entalpia
de cristalizacdo da amostra (J.g%); AH, = entalpia de fusdo
considerando o polimero 100% cristalino (J.g™).

Para PHB AH,,’ = 142 J.g™* (TSUJI; IKADA, 1996).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar o entendimento dessa secdo, os resultados estdo
apresentados da seguinte maneira: primeiramente, os resultados dos
cultivos realizados com o objetivo de comparar o desempenho das cepas
C. necator DSM 545 (parental) e C. necator_glpFK (recombinante) em
glicerol e glicose combinada a glicerol. Posteriormente, séo
apresentados 0s resultados dos experimentos com o0 objetivo de
comparar a influéncia das concentragdes de glicose e glicerol no
crescimento e producdo de PHB, pela cepa recombinante. Em seguida, o
resultado da avaliacdo da influéncia do tipo de alimentacdo de glicerol
sobre a produtividade em polimero. Por fim, a avaliagdo da transferéncia
e consumo de oxigénio, sob as condi¢des estudadas e caracterizagdo do
PHB produzido por C. necator_glpFK.

6.1 COMPARACAO DO DESEMPENHO DE C. necator DSM S45e
C. necator_glpFK EM GLICEROL E GLICEROL COMBINADO A
GLICOSE

6.1.1 Cultivo em glicerol puro em agitador orbital

A fim de comparar o crescimento de C. necator DSM 545 e C.
necator_glpFK em glicerol, foi realizado cultivo em agitador orbital,
sem adicdo de outra fonte de carbono. A producdo de PHB néo foi
avaliada nesta etapa.

Os resultados obtidos para concentracdo de biomassa total (Xt),
para as duas cepas, estdo mostrados na Figura 6.1. As linhas continuas
representam os ajustes polinomiais aos dados experimentais, realizados
com o software Microsoft Excel e 0 macro Lissage. As linhas 1 e 2
representam 0 momento em que ocorreu a exaustdo de nitrogénio no
cultivo com C. necator DSM 545 e C. necator_glpFK, respectivamente.
Este experimento foi realizado com objetivo de confirmar o melhor
desempenho da cepa recombinante frente a cepa parental, como
observado anteriormente em trabalhos desenvolvidos em nosso grupo de
pesquisa.
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Figura 6.1 Evolucdo de biomassa total (Xt) expressa em (g.L™) ao longo
dos cultivos em glicerol (20 g.L ™) por C. necator DSM 545 (A) e por
C. necator_gIpFK (A). A linha 1 (—) representa o instante da limitagdo
de nitrogénio para o cultivo com C. necator DSM 545 e a linha 2 (----)
representa o instante da limitacdo de nitrogénio para o cultivo com C.
necator_glpFK
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O cultivo com a cepa recombinante atingiu uma concentragdo
maxima de Xt maior (9,9 g.L™*) que a obtida no cultivo com C. necator
DSM 545 (6,0 g.L™), resultando em uma produtividade em células de
0,20 g.L™.h™. Esta produtividade foi semelhante & obtida por Zanfonato
(2016) com C. necator_glpFK, de 0,22 g.L™.h™*. O referido autor
também realizou cultivo em meio contendo apenas glicose como
substrato, com a mesma cepa, € a produtividade em células foi de
0,55 g.L™.h", indicando que, apesar do bom desempenho em glicerol,
este ainda é inferior quando comparado a glicose. Desta forma, no
presente trabalho, optou-se por combinar estes dois substratos, para
aumentar a produtividade em células e consequentemente em
biopolimero.

6.1.2 Cultivos em glicerol e glicose combinados em agitador orbital

Para avaliar a producdo de PHB pela cepa parental e
recombinante, foram realizados cultivos em agitador orbital, a partir de
glicerol e glicose. As concentracdes utilizadas nesses cultivos foram de
10 g.L™ de glicerol e 10 g.L™ de glicose.
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Os resultados de biomassa total (Xt), biomassa residual (Xr) e
PHB; concentragdo dos substratos glicerol, glicose e nitrogénio (N)
estdo mostrados na Figura 6.2, para os cultivos com a cepa parental e
recombinante, respectivamente.

Figura 6.2 Evolucéo de Xt (e), Xr (-), PHB (A), glicerol (o), glicose
(o) e N (A) ao longo do tempo, para os cultivos de (a) cepa parental e
da cepa recombinante (b) em agitador orbital, utilizando-se 10 g.L™ de
glicerol e 10 g.L™* de glicose. As linhas continuas (Xt e PHB)
representam os ajustes polinomiais aos dados experimentais, através do
software Microsoft Excel e o macro Lissage. A linha pontilhada
representa 0 momento da exaustao da fonte de nitrogénio
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Ao se observar a concentracdo de Xt na Figura 6.2, percebe-se
que ao final do cultivo, a cepa recombinante produziu mais biomassa
(8,5 g.L™) que, a parental (6,9 g.L ™). A velocidade especifica maxima
de crescimento (pxmax) para os cultivos foram de 0,23 h™ no cultivo
parental e de 0,30 h™ para a recombinante. O mesmo comportamento
pode ser observado em rela¢do a producdo de PHB, a cepa recombinante
produziu 5,0 g.L™* de PHB em 30 h de cultivo, enquanto que a cepa
parental, no mesmo tempo, produziu 3,0 g.L™. Esses resultados podem
ser justificados pela melhor eficiéncia em consumir os substratos
disponiveis no meio por C. necator_glpFK.

Apds 19 horas de fase de producdo (periodo apds a exaustdo da
fonte de nitrogénio) para ambos os cultivos, a porcentagem de polimero
acumulado foi de 44% no cultivo parental e de 57% para a
recombinante. Como pode ser observado na Figura 6.2, é possivel
verificar o inicio da producdo de polimero durante a fase de
crescimento, sendo esta, mais acentuada a partir do momento da
exaustdo da fonte de nitrogénio, indicada pela linha tracejada no gréfico.
Mesmo comportamento também foi verificado por outros autores
(SCHMIDT, 2015; IENCZAK et al., 2016) que também utilizaram a
cepa C. necator para produzir PHB.

Spoljaric e colaboradores (2013) utilizaram glicose (40 g.L™?) e
glicerol (50 g.L™) para a produgdo de PHB por C. necator DSM 545 e 0
acamulo final de PHB foi de 64,5%, com px, de 0,171 h'l, em 32 horas
de fase de producdo. E importante ressaltar que, apesar do aciimulo de
PHB ter sido maior no cultivo reportado pelos referidos autores, este foi
realizado com estratégia de pulso e concentragdes superiores de
substratos, proporcionando ao microrganismo maior carga organica que
pode ter justificado maior acimulo de PHB.

O nitrogénio foi exaurido em aproximadamente 12 horas, como
apresentado na Figura 6.2. A partir dessa exaustdo, observa-se que em
ambos os cultivos, a concentracdo de glicose diminuiu gradativamente
até sua utilizacdo completa, apds 20 horas. No cultivo em que se utilizou
a cepa parental (Figura 6.2 (a)), o glicerol ndo chegou a exaustéo,
durante o periodo analisado, demonstrando que o consumo de glicerol
foi mais lento quando comparado ao consumo de glicose. O consumo de
acUcar iniciou um pouco antes do consumo de glicerol e, em seguida, 0s
dois substratos foram consumidos durante o0 mesmo periodo. Na Figura
6.2 (b), cultivo em que se utilizou a recombinante, ocorreu a exaustdo de
glicerol ap6s 20 horas.

Apati (2012), estudando a producdo de PHB por C. necator
DSM 545 em 15 g.L™ de aclicar invertido e 15 g.L™ de glicerol, reportou
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comportamento semelhante ao consumo de glicerol. De acordo com
esses autores, ndo foi verificada a exaustdo das fontes de carbono
utilizadas em seu meio de cultivo restando em torno de 4 g.L™" de
aclcar invertido e 8 g.L™ de glicerol.

A disponibilidade de glicerol ao fim do cultivo da cepa parental
pode ser justificada pela dificuldade de transporte deste substrato ao
interior das células (KADDOR; STEINBUCHEL, 2011; SPOLJARIC et
al., 2013). Enquanto a glicose é ativamente transportada para dentro das
células, através do sistema fosfoenol piruvato fosfotransferase
(PEP/PTS); sendo entdo fosforilada durante o transporte e catabolizada
através da via Entner-Doudoroff (RABERG et al., 2011), o glicerol é
transportado através da membrana citoplasmatica por difusdo facilitada
(SWEET et al., 1990). A fosforilacdo de glicerol pela enzima glicerol
quinase, antes de ser metabolizado, demora mais tempo do que a
fosforilacdo direta da glicose durante a importacdo para dentro das
células. O melhoramento genético de C. necator DSM 545, visando a
producdo de PHB, através da insercdo dos genes de assimilagdo do
glicerol de E. coli (glpFK), possibilitou o consumo de glicerol de forma
mais eficiente durante o cultivo.

6.1.3 Cultivos em biorreator em modo batelada utilizando C.
necator DSM 545 e C. necator_glpFK

Com o objetivo de comparar e avaliar o desempenho das cepas C.
necator DSM 545 (parental) e C. necator_glpFK (recombinante) foram
realizados cultivos em biorreator, utilizando a combinagdo dos
substratos glicerol e glicose. Quatro cultivos em modo batelada foram
realizados. Foram utilizadas as mesmas concentra¢fes dos cultivos em
agitador orbital, 10 g.L" de glicerol e 10 g.L™ de glicose, e
concentracdes de 25 g.L™ de glicerol e 20 g.L™ de glicose.

6.1.3.1 Cultivos em 10 g.L™ de glicose e 10 g.L™ de glicerol

Na Figura 6.3, sdo mostrados os dados relativos a producdo de
Xt, Xr e PHB; concentracdo dos substratos glicerol, glicose e N, para 0s
cultivos realizados em biorreator em modo batelada, com 10 g.L™
glicerol e 10 g.L™* glicose como fontes de carbono, para cepa parental e
cepa recombinante, em funcdo do tempo. As linhas continuas (Xt e
PHB) representam os ajustes polinomiais aos dados experimentais
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realizados com o auxilio do software Microsoft Excel e o macro
Lissage.

Figura 6.3 Evolugdo de Xt (e), Xr (-), PHB (A), glicerol (o), glicose
(o) e N (A), ao longo do tempo, para os cultivos de (a) cepa parental e
da cepa recombinante (b) em modo batelada, em meio com 10 g.L™
glicerol e 10 g.L™* glicose. As linhas continuas (Xt e PHB) representam
os ajustes polinomiais aos dados experimentais através do software
Microsoft Excel e o macro Lissage. A linha pontilhada representa o
momento da exaustdo da fonte de nitrogénio
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A producdo de Xt para cepa parental foi de 7,8 g.L™ em 26 horas
de cultivo, com pixmax de 0,21 h™ (Figura 6.3 (a)). Ao se comparar esses
dados com o experimento da cepa recombinante (Figura 6.3 (b)), foram
obtidas 10,2 g.L™ de Xt em 26 horas de cultivo, com px/max de 0,26 h™,
podendo-se considerar que a cepa recombinante possui capacidade de
assimilar de forma mais eficiente os substratos, gerando maior produgdo
de biomassa.

Apbs 10 horas de fase de produgdo para ambos os cultivos, a
porcentagem de polimero acumulado foi de 25% no cultivo com a cepa
parental e de 33% para a recombinante. As produtividades globais foram
0,06 gL h' e 0,13g.L™h?, para cepa parental e recombinante,
respectivamente.

Fukui e colaboradores (2014) estudaram a producdo de PHB em
meio contendo glicerol (5 g.L™) como fonte de carbono por C. necator
H16_glpFK e reportaram Xt de 2,25 g.L™, apés 72 horas de cultivo,
enquanto que a cepa selvagem C. necator H16 produziu 1,81 g.L™de Xt,
somente apds 270 horas de cultivo. Esses resultados mostraram que,
como observado no presente trabalho, a cepa parental foi capaz de
produzir biomassa a partir de glicerol, embora isso tenha requerido
muito tempo de cultivo, em funcdo de sua baixa habilidade de crescer
em glicerol.

Como ¢ possivel verificar na Figura 6.3 (b), a cepa recombinante
foi capaz de consumir o glicerol presente no meio mais rapidamente que
a cepa parental, sendo este consumido totalmente em aproximadamente
23 horas de cultivo. Comportamento diferente ocorreu com a cepa
parental (Figura 6.3 (a)), pois além do consumo de glicerol ter sido mais
lento, ainda havia glicerol residual disponivel para ser consumido.

Diferentemente do glicerol, o consumo de glicose em ambas as
cepas estudadas foi total. Porém, o consumo de glicose nédo foi similar,
pois foi consumido mais rapidamente pela cepa recombinante, como
pode ser verificado na Figura 6.3. O nitrogénio foi utilizado como
limitante e sua exaustdo ocorreu em aproximadamente 23 horas no
cultivo com a cepa parental (Figura 6.3 (a)) e aproximadamente em 15
horas com a cepa recombinante (Figura 6.3 (b)).

6.1.3.2 Cultivos em 20 g.L™ de glicose e 25 g.L™ de glicerol

Para atingir maior concentracao celular, dois experimentos com
25 g.L™ de glicerol e 20 g.L™ de glicose foram realizados e os resultados
estdo mostrados na Figura 6.4.
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Na Figura 6.4, sdo mostrados os dados relativos de Xt, Xr e PHB;
concentracdo dos substratos: glicerol, glicose e N, para os cultivos
realizados em biorreator, para cepa parental e recombinante.

Figura 6.4 Evolugdo de Xt (o), Xr (-), PHB (A), glicerol (0), glicose
(o) e N (A), ao longo do tempo, para os cultivos de (a) cepa parental e
da cepa recombinante (b) em modo batelada, em meio com 25 g.L™
glicerol e 20 g.L™* glicose. As linhas continuas (Xt e PHB) representam
os ajustes polinomiais aos dados experimentais através do software
Lissage. A linha pontilhada representa 0 momento da exaustdo da fonte
de nitrogénio
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Em fungo da maior concentracio de substrato (20 g.L™ glicose e
25 g.L™* glicerol) nesses cultivos, a concentracéo de biomassa total foi
maior que nos cultivos anteriores de 10 g.L™ glicose e 10 g.L™ glicerol,
com destaque para o cultivo em que se utilizou a cepa recombinante.
Como observado na Figura 6.4, a biomassa total méxima foi de 21 g.L™
para a cepa recombinante e 11 g.L™ para cepa parental. Comparando-se
os valores de Xt da cepa parental, com os dados dos cultivos anteriores,
10 g.L™ glicose e 10 g.L™* glicerol (agitador ou biorreator), houve um
aumento de biomassa total.

No estudo de Fukui e colaboradores (2014), foi reportado que a
baixa expressao da enzima glicerol quinase tem sido relacionada como a
responsavel pelo baixo crescimento de C. necator em glicerol,
diferentemente do que ocorre quando cepas recombinantes que
expressam o gene glpK de E. coli foi utilizada.

Assim como nos cultivos anteriores em biorreator, a cepa
recombinante consumiu de forma mais acentuada o substrato glicerol. O
glicerol foi mais rapidamente consumido pela cepa recombinante, assim
como observado no cultivo com 10 g.L™ de glicose e 10 g.L” de
glicerol. A cepa parental, diferentemente da cepa recombinante, teve o
consumo de glicerol quase inexistente na fase de crescimento, sendo
que, dos 25 g.L™ adicionados, somente 15 g.L™ foram consumidos, o
que pode ser visualizado na Figura 6.4 (a), esse cultivo foi interrompido
em 30 horas de cultivo pela queda da concentrac¢éo de biomassa total. A
glicose foi totalmente consumida ao longo dos cultivos.

Spoljaric e colaboradores (2013) investigaram as possibilidades
de producdo de PHAs com C. necator DSM 545, em meio mineral
contendo glicose adicionado na forma de pulsos (40 g.L™) e glicerol (50
g.L™"). De acordo com esses autores, a glicose foi totalmente consumida,
ja o glicerol, dos 50 g.L" adicionados, somente 20 g.L™ foram
consumidos. Esses autores afirmam que a glicose inibe a expressao dos
genes que codificam as proteinas necessarias para a utilizacdo das fontes
de carbono alternativas, como o glicerol, isso por que a glicose é uma
fonte de carbono rapidamente metabolizavel.

O nitrogénio fornecido foi assimilado pela bactéria para o
crescimento e manutencdo das células, sendo exaurido antes no cultivo
com a cepa parental, como observado na Figura 6.4.

A porcentagem de PHB acumulado, em 12 horas de fase de
producdo, para o cultivo da cepa parental foi de 37%, para o cultivo com
a cepa recombinante, essa porcentagem foi de 74%. Isso indica que C.
necator, mesmo nao tendo como substrato preferencial o glicerol, ainda
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é capaz de acumular percentuais de acimulo de PHB, porém apresenta
menor capacidade de acUmulo do biopolimero em relacdo a cepa
recombinante.

Os valores encontrados neste trabalho para a cepa recombinante,
como reportado no cultivo 20 g.L™ glicose e 25 g.L™ glicerol, foram
superiores aos encontrados por Zanfonato (2016) em que o acumulo
final de PHB foi em torno de 60% utilizando C. necator_glpFK, em
cultivo em biorreator com 25 g.L™ glicerol. Fukui e colaboradores
(2014) reportaram que, apds 72 horas de cultivo em meio mineral
contendo frutose como substrato, foi capaz de acumular 63% de PHB
por C. necator H16. Apati (2012), que cultivou C. necator DSM 545 em
biorreator para producéo de PHB, utilizando 30 g.L™ de acUcar invertido
e 15 g.L™" de glicerol como substrato, obteve actimulo de 56% de PHB.
Nickel e colaboradores (2008) sintetizaram PHB a partir de E.coli
recombinante, utilizando glicerol como substrato em batelada, obteve
acumulo de 42%.

A Tabela 6.1 apresenta os resultados de concentragdo de Xt,
concentracdo de PHB, porcentagem de PHB acumulado e produtividade
de PHB para os cultivos realizados em biorreator.

Tabela 6.1 Resultados obtidos para os cultivos realizados em biorreator
Glicose/ t PHEB oHE P
Glicerol PHBE; I'Global

Cepa (L% @LY) (%) (0) (@LhY)

(@L?

1010  Parental 83 2,0 25 25 0,06
10/10 Recomb. 10 34 33 33 013
20/25  Parental 11 4 36 37 013
2025 Recomb. 21 17 78 74 030

* |gual t (h) fase produgéo de 10 horas
** |gual t (h) fase producédo de 12 horas

A cepa recombinante apresentou maior produtividade, sendo que,
no cultivo utilizando 25 g.L™ glicerol e 20 g.L™ glicose, esta apresentou
maior produtividade global (0,30 g.L™.h™") que a cepa parental (0,13 g.L"
L h™). Cavalheiro e colaboradores (2009) obtiveram produtividades entre
06el5 g.L'l.h'l em cultivos conduzidos com alta concentracdo celular
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de C. necator DSM 545, a partir de glicerol. A diferenca quanto a
produtividade pode ser explicada pelo fato dos autores terem realizado
os cultivos com alta concentragdo celular fornecendo ao microrganismo
uma quantidade de carbono maior do que nos cultivos do presente
estudo. Indicando que o aumento da quantidade de carbono favorece a
produtividade do cultivo.

A cepa recombinante foi capaz de armazenar maior quantidade de
polimero 17 gL com pxmex de 0,24 h™, assim como maior
concentracdo celular, quando as concentragdes de substratos foram de
25 g.L ™ glicerol e 20 g.L™ glicose. Enquanto a cepa parental apresentou
baixa producdo celular, baixo acimulo de PHB, assim como baixos
valores de Hxmax €M ambas concentragbes de substratos testadas em
relagdo a cepa recombinante. Como esperado, a performance da
recombinante que foi modificada para consumir glicerol de forma mais
eficiente que a parental, pode ter auxiliado na obtenco de maiores
velocidades de produgéo do biopolimero.

6.2 CULTIVOS EM BIORREATOR

6.2.1 Influéncia da concentracao dos substratos glicerol e glicose no
crescimento e producdo de PHB por C. necator_glpFK, em modo
batelada

A partir dos resultados obtidos anteriormente, optou-se por
trabalhar somente com a cepa recombinante, devido ao seu melhor
consumo de glicerol, em comparacdo com a cepa parental, e as suas
maiores produtividades em PHB.

Cavalheiro e colaboradores (2009) estudaram o efeito das
concentracdes de glicerol na faixa entre 10 a 70 g.L™ sobre a velocidade
especifica de crescimento de C. necator. Estes autores concluiram que
as concentracdes entre 20 e 30 g.L™ de glicerol apresentaram as maiores
velocidades especificas de crescimento, sendo esta reduzida quando a
concentracdo de glicerol foi superior a 40 g.L™, por esse motivo, neste
trabalho foram utilizadas concentra¢Ges baseadas nesses valores.

As concentracbes de glicose foram escolhidas em razdo de
trabalhos desenvolvidos no Grupo de Pesquisa em PHB, do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina. Grupo de pesquisa que esse
trabalho esta inserido.
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Nos primeiros cultivos, apresentados na Figura 6.5, a
concentragdo de glicose foi fixada em 10 g.L™ e as concentragées de
glicerol utilizadas foram de 20 g.L? e 40 gL™ Nos cultivos
apresentados na Figura 6.6, a concentracdo de glicose foi fixada em 20
g.L ™' e as concentragdes de glicerol foram 10 g.L™ e 40 g.L ™.

6.2.1.1 Cultivos com concentracdo de 10 g.L' de glicose e
concentracOes variadas de glicerol

Na Figura 6.5 sdo mostrados os dados relativos a Xt, Xr e PHB;
concentracdo dos substratos glicerol, glicose e N, para os cultivos
realizados em biorreator conduzidos em modo batelada, por C.
necator_glpFK.

Figura 6.5 Evolucdo de Xt (e), Xr (-), PHB (A), glicerol (o), glicose
(o) e N (A); (a) cultivo a partir de 10 g.L™ glicose e 20 g.L™ glicerol;
(b) cultivo a partir de 10 g.L™ glicose e 40 g.L™ glicerol. As linhas
continuas (Xt e PHB) representam o0s ajustes polinomiais aos dados
experimentais através do software Microsoft Excel e 0 macro Lissage. A
linha pontilhada representa 0 momento da exaustdo da fonte de
nitrogénio.

Xt, PHB, Xr, Glicose e Glicerol

Tempo (h)
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Xt, PHB, Xr, Glicose e Glicerol

Tempo (h)

O glicerol ndo foi totalmente consumido no cultivo em que se
utilizaram concentracdes de 10 g.L™* de glicose e 40 g.L™* de glicerol
(Figura 6.5 (b)), restando um residual de aproximadamente 10 g.L™
deste substrato ao final do cultivo. Na Figura 6.5 (a), assim como no
cultivo 10 g.L™ de glicose e 10 g.L™ de glicerol (Figura 6.3 (b)), o
glicerol foi totalmente consumido.

A partir dos dados apresentados na Figura 6.5, foi verificado que
o glicerol comecou a ter um consumo mais pronunciado a partir do
momento da exaustdo da glicose, que ocorreu proximo a exaustdo de
nitrogénio. A glicose, em ambos os cultivos, foi totalmente consumida
antes da exaustdo da fonte de nitrogénio, o que também ocorreu no
cultivo 10 g.L™* de glicose e 10 gL de glicerol, apresentado
anteriormente.

A Tabela 6.2 apresenta os resultados obtidos pelos cultivos 10
g.L"" de glicose e 10 g.L™ de glicerol; 10 g.L™ de glicose e 20 g.L™* de
glicerol; 10 g.L™ de glicose e 40 g.L™ de glicerol.
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Tabela 6.2 Resultados obtidos para os cultivos realizados em biorreator
pela cepa recombinante com concentracdo de glicose de 10 e
concentracdes de 10 g.L 20 g.L™" e 40 g.L™ de glicerol

Glicose/ Xt PHB PHB-Final PHB Praiobal Hxr

C;“CLG_Q;)' @LY @@L ) @)  @Lth) ()
196/10 10,2 3,4 33 33* 0,13 0,26
10/20 14,3 9,5 60 53* 0,21 0,24
10/40 15,2 10,3 70 50* 0,16 0,21

* |gual t (h) fase producéo de 10 horas

De forma geral, os valores de velocidade especifica maxima de
crescimento apresentou uma tendéncia & diminui¢cdo com o aumento da
concentracdo de glicerol (de 10 g.L™ para 40 g.L™"). A concentragdo de
biomassa total, diferentemente, foi maior na concentracéo de 40 g.L ™ de
glicerol, com produgéo de PHB de 10,3 g.L ™" e tempo total de cultivo de
aproxlimzildamente 80 h, resultando em uma produtividade global de 0,16
g.L".h.

O cultivo em que se utilizou concentragéo de 20 g.L™ de glicerol,
foi 0 que apresentou maior percentual de PHB, de 53% e maior
produtividade global, de 0,21 g. L."%.h™. Zanfonato (2016) reportou
Hxmax de 0,11 h™ para C. necator_glpFK em glicerol, segundo o autor, o
microrganismo alcangou a fase estacionaria, em 50 h de cultivo, tempo
maior que nos cultivos realizados neste estudo. Esse menor tempo de
cultivo, do presente estudo, pode ser uma vantagem, pois leva a uma
maior produtividade biopolimero. A combinacéo de glicerol com glicose
(substrato que apresenta maior concentracdo de carbono), possibilita
uma maior producdo de PHB, como a encontrada no estudo neste
trabalho.

No estudo de De Paula (2017), foi proposta a utilizacdo da
bactéria Pandora sp., isolada de glicerina residual do biodiesel e
potencial produtora de PHA, para producdo de PHB em glicerina (90%
de glicerol). No referido estudo, essa bactéria acumulou 37% de PHB.
Isso indica que o0 uso da cepa recombinante estudada neste trabalho com
a combinacdo dos substratos glicose e glicerol apresenta uma maior
capacidade de acimulo de biopolimero.

Os fatores de converséo de substrato em biomassa residual foram
calculados plotando-se a concentracdo residual de glicose e nitrogénio,
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em fungdo da concentracdo da biomassa residual (durante a fase de
crescimento) Figuras Ale A2 do Apéndice. Os fatores de conversdo de
substrato em PHB foram calculados plotando-se a concentracéo residual
de glicerol, em funcdo da concentracdo de PHB (durante a fase de
producdo) Figura A3 do Apéndice. Em todos os cultivos, durante a fase
de crescimento o fator de conversdo de substrato em biomassa residual
foi calculado em relacdo ao substrato glicose (Y xyalicose) € durante a fase
de produgdo o fator de conversdo de substrato em PHB foi calculado
para o substrato glicerol (Ypng/aiicerol). T€Ndo em vista que o crescimento
celular s6 ocorre quando o nitrogénio ndo estd em concentragdes
limitantes, o fator de converséao de glicose em célula Y xygiicose f0I Obtido
do inicio dos cultivos até o tempo em que a concentracdo de nitrogénio
determinada estava entre sua exaustdo. O fator de conversdo de glicerol
em PHB (Ypugalicero) fOi calculado no periodo entre 0 momento da
exaustdo de nitrogénio foi determinada até o final do cultivo. O fator
teérico de conversdo de glicerol em PHB é de 0,47 gpna/Uslicerol, POrém
obter esse valor experimentalmente é dificil, ja que se sabe que os
microrganismos, mesmo durante a fase de produgdo, utilizam uma
guantidade de glicerol para manutencdo celular (ACKERMANN;
BABEL, 1998). Na literatura, sdo reportados valores entre 0,25 e 0,35
OrHe/Jalicerol Para essa grandeza. Os fatores de conversdo dos cultivos
podem ser verificados na Tabela 6.3.

Tabela 6.3 Fatores de conversao de glicose em Xr (Y xyaiicose), Nitrogénio
em Xr (Yxun) € glicerol em PHB (Y prg/alicerol) Para os cultivos (10 g.L'1
de glicose e 10 g.L™ de glicerol), (10 g.L™ de glicose e 20 g.L™" de
glicerol) e (10 g.L™ de glicose e 40 g.L™ de glicerol)

Glicose/ Y xriGlicose Y pHB/Glicerol Y xriN
Glicerol (997 (997 (997
10/10 0,48 0,30 6,70
10/20 0,42 0,37 5,50
10/40 0,36 0,30 4,20

Os fatores de conversdo encontrados neste trabalho foram
superiores aos encontrados por outros autores para conversdo de glicose
em biomassa residual, na ordem de 0,27 g.g'l (SCHMIDT, 2015) e 0,30
g.9¢ (ZANFONATO, 2016). Kim e colaboradores (1994) reportaram
fator de conversdo de glicose em biomassa residual de 0,48 g.g*
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trabalhando com C. necator em batelada alimentada, valor semelhante
aos encontrados neste trabalho.

A determinagdo dos valores de fator de conversdo de nitrogénio
em celulas é importante para estimar a concentragdo celular, sendo isto
fundamental em um processo em que o acumulo do polimero ocorre sob
condicdes limitadas de nutrientes (FIORESE, 2008).

Os valores reportados na literatura para Y xyn S80 iguais a 7,3 9.9°
! (ARAGAO, 1996) e 6,25 g.g" (BELFARES et al., 1995), quando
(NH4);SO, foi utilizado como fonte de nitrogénio, e 82 g.g*
(IENCZAK, 2011), quando ureia foi utilizada como fonte de nitrogénio.
Os valores de Yxyn obtidos nos cultivos apresentados neste trabalho
variaram entre 6,4 e 4,5 g.g™ durante a fase de crescimento.

Os fatores de conversdo de glicerol em PHB durante a fase de
producdo, para os cultivos foram de 0,3 g.g™ 0,37 g.g*, 03 g.g*
respectlvamente para os cultivos ((10/10), (10/20) (10/40) valores
superiores aos encontrados por Nickel e colaboradores (2008) que
obtiveram 0,21 g.g™", para cultivo de E. coli recomblnante a partir de
glicerol. Ibrahim e Stelnbuchel (2010) reportaram 0,29 g.g™ cultivando
Zobellella denitrificans a partir de glicerol e Mothes e colaboradores
(2007) obtiveram fator de conversdo de glicerol em PHB de 0,14 g g*
no cultivo de C. necator a partir de glicerol. Quando glicerol e agucar
invertido foram utilizados como fonte de carbono, Sombrlo (2015)
reportou fator de conversdo de glicerol em PHB de 0,51 9 gt

De acordo com Apati (2012), quando o glicerol é utilizado como
cosubstrato observa-se que o fator de conversao de substrato em produto
é superior aos obtidos quando o glicerol é utilizado como fonte de
carbono principal, independente da forma bruta ou purificada,
comparando os resultados deste trabalho aos resultados de outros
autores que utilizaram glicerol como Unica fonte de carbono.

A velocidade especifica de formacdo de produto (gP) expressa a
velocidade de formacéo de PHB, levando em consideracdo a quantidade
de células capazes de realizar esse acimulo. A Figura 6.6 mostra o
comportamento de gP em funcéo do tempo, para os cultivos com 10 g.L
! glicose e 10 g.L ™ glicerol, 10 g.L ™ glicose e 20 g.L™ glicerol e 10 g.L™
glicose e 40 g.L™ glicerol.
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Figura 6.6 Evolucdo da velocidade especifica de producdo de PHB (#),
em biorreator, ao longo do cultivo em modo batelada em meio com (a)
10 g.L™* glicose e 10 g.L™ glicerol; (b) 10 g.L™" glicose e 20 g.L™
glicerol; (c) 10 g.L™ glicose e 40 g.L™" glicerol. A linha pontilhada
representa 0 momento da exaustdo da fonte de nitrogénio
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A determinacdo do qPnmay foi realizada pela observacéo do gréafico
de qP em fun¢do do tempo durante a fase de producdo. Os valores de
Pmax Obtidos foram: 0,04 gens.gx, .h™ com 18 h de cultivo, 4 h de fase
de producgdo, como pode ser observado na Figura 6.6 (a). 0,05 gpre.Oxr
Lh™ com 26 h de cultivo, 6 h de fase de producdo, como pode ser
observado na Figura 6.6 (b). Na Figura 6.6 (c), 0 gPmax foi de 0,08
grns.Ox: .h  com 17 h de cultivo, 2 h de fase de producéo.
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Spoljaric e colaboradores (2013) realizaram producdo de PHB
por C. necator DSM 545 em concentraco inicial de 50 g.L™* de glicerol
e de aproximadamente 40 g.L™ de glicose, eles reportaram Py de 0,04
ngB.gx,'l.h'l. Velocidade especifica igual a encontrada no cultivo 10
g.L! glicose e 10 g.L™* glicerol e metade da velocidade calculada no
cultivo 10 g.L™ glicose e 40 g.L™ glicerol. Segundo os autores, pode
ocorrer inibicdo do consumo de glicerol pela presenca de glicose. No
presente estudo, a producdo de PHB foi avaliada com os mesmos
substratos utilizados pelos referidos autores, verificando que a cepa
recombinante consumiu o substrato glicerol de forma mais eficiente que
a cepa parental, com isso pode ter auxiliado na obtencdo de maiores
velocidades de produgéo do biopolimero.

Nos trés cultivos, os valores de gPmax foram determinados nas
primeiras horas da fase de producdo e em seguida ocorreu o decaimento
do gP. Este comportamento pode ser explicado porque as células
atingiram grande capacidade de producdo devido a limitacdo de
nitrogénio, mas como ndo ocorreu a manutengdo do crescimento celular,
as células vao perdendo sua capacidade de producdo do biopolimero
(ARAGAO et al., 1996). A manutencdo dos valores de gP pode ser
obtida com alimentacao de nitrogénio durante a fase de producéo, pois 0
nitrogénio adicionado permite a manutengdo da biomassa residual
(SCHMIDT et al., 2016).

6.2.1.2 Cultivos com concentracéo de 20 g.L™" de glicose e
concentracOes variadas de glicerol

A producdo de PHB também foi estudada em cultivos com a cepa
recombinante tendo fixado o valor de glicose em 20 g.L™ e variando as
concentracdes de glicerol 10 g.L™ e 40 g.L™". As concentracbes de
nitrogénio, glicose e glicerol, em g.L™, ao longo dos cultivos podem ser
visualizados na Figuras 6.7 (a) e (b). Nessas Figuras, sdo mostrados
também os dados relativos a Xt, Xr e PHB, para os cultivos realizados
em biorreator conduzidos em modo batelada, para cepa recombinante.
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Figura 6.7 Evolucdo de Xt (e), Xr (-), PHB (A), glicerol (o), glicose
(o) e N (A). (a) cultivo a partir de 20 g.L™* glicose e 10 g.L™ glicerol;
(b) cultivo a partir de 20 g.L™ glicose e 40 g.L™ glicerol. As linhas
continuas (Xt e PHB) representam 0s ajustes polinomiais aos dados
experimentais através do software Microsoft Excel e o macro Lissage. A
linha pontilhada representa 0 momento da exaustdo da fonte de
nitrogénio

N (g.L 1)

Xt, PHB, Xr, Glicose e Glicerol

N (g.LH)

Xt, PHB, Xr, Glicose e Glicerol

Tempo (h)

Como é possivel verificar, 0 consumo dos substratos ocorreu
durante todo o tempo de cultivo. O consumo de glicose ocorreu
primeiro, majoritariamente durante a fase de crescimento. Como pode
ser observado na Figura 6.7. Como observado no cultivo da Figura 6.7
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(b), a alta concentracéo de glicerol inicial (40 g.L™) ndo foi totalmente
consumido até o final do cultivo.

A Tabela 6.4 apresenta 0s resultados obtidos pelos cultivos 20
g.L™" de glicose e 10 g.L ™ de glicerol; 20 g.L™ de glicose e 25 g.L™* de
glicerol; 20 g.L™ de glicose e 40 g.L™ de glicerol.

Tabela 6.4 Resultados obtidos para os cultivos realizados em biorreator
com concentracdo de glicose de 20 g.L™ e concentracdes de 10 g.L™, 25
g.L! e40 g.L™" de glicerol

. Praigbal
Glicose/ Xt PHB  PHBrna PHB  (gL'h  Hxr
Glicerol  (g.L™) (g.L? (%) (%) N (h™h
20/10 15 11 73 73* 0,41 0,22
20/25 21 17 78 74%* 0,30 0,20
20/40 21,5 16 77 65* 0,24 0,23

* Igual t (h) fase producdo de 12 horas

Ao final da fase de produgéo, obteve-se 11; 17 e 16 g.L ™ de PHB,
0 que representou 73; 74 e 65% de PHB em 12 h de fase de producéo,
respectivamente para os cultivos (20/10), (20/25) e (20/40). De forma
geral, 0 aumento da quantidade de carbono fez com que o acimulo de
PHB aumentasse em cultivos de 20 g.L™, pois nestes cultivos a glicose
também foi direcionada para o acimulo do biopolimero. Além disso, os
maiores valores de PHB encontrados nos cultivos de 20 g.L™* de glicose
pode ser justificado pelos maiores valores de P que expressa a
velocidade de formacéo de PHB, levando em consideracdo a quantidade
de células capazes de realizar esse acimulo.

A partir dos dados de percentual de acimulo, observa-se que
estes valores foram préximos para ambas concentracBes de substrato
utilizadas, pode-se observar ainda, que a limitagdo em nitrogénio
durante esses cultivos ocorreu quando a fonte de glicose se encontrava
em concentracdes limitantes, o que proporcionou o acUmulo de
biopolimero a partir do glicerol.

No estudo de Kachrimanidou e colaboradores (2014), utilizando
C. necator para producdo de PHB, operando em batelada alimentada na
forma de pulsos de carbono, com 25 g.L™ de glicerol como fonte de
carbono, sendo essa concentracdo mantida até o tempo final, a
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produtividade obtida por esses autores foi de 0,19 g.L™>.h™ com actimulo
de 62% de PHB. Apesar de os autores terem realizado diversos pulsos
de carbono, fornecendo ao microrganismo uma quantidade de carbono
maior que no presente estudo. 1sso indica que a combinacao de glicose e
0 uso da cepa geneticamente modificada favoreceu o acumulo e a
produtividade do cultivo encontrada por esse estudo, C. necator_glpFK
foi capaz de acumular 73% de PHB e produtividade de 0,41 g.L™.h™

Sombrio (2015) cultivando C. necator, em processo de batelada
com adic&o de 30 g.Lde acticar mvertldo e 15 g.L""de glicerol, reportou
produgéo e actimulo de PHB de 9,1 g.L™ e 56,1%, valores inferiores a
esse trabalho. Povolo e colaboradores (2012) analisaram a producédo de
PHA, por bactérias isoladas do solo, a partir de residuos graxos,
mclumdo o glicerol. Os cultivos foram conduzidos em glicerol (20 g.L"
1, com utilizacao de glicose na pré-cultura. Apos 72 horas de cultura, os
autores obtiveram biomassa final de 6,4 g.L™, e 73% de PHA. A
producdo de biopolimero encontrado pelos referidos autores foi similar
as que foram encontradas no presente trabalho.

Em todos os cultivos apresentados na Tabela 6.3, o
microrganismo cresceu exponencialmente em torno das primeiras 14 h,
apresentando valores de Pxmax €ntre 0,20 h'a0,23h?

As produtividades globais foram 0,41; 0,30 e 0,24 g.L™.h®
respectivamente para os cultivos (20/10), (20/25) e (20/40). Os fatores
de conversdo dos cultivos podem ser verificados na Tabela 6.5.

Tabela 6.5 Resultados obtidos para os fatores de conversdo de glicose
em Xr (Yxuoclicose), hitrogénio em Xr (Yxyn) € glicerol em PHB

(YeHe/glicerol)

Glicose/ Y xriGlicose Y pHB/Glicerol Y xriN
Glicerol (9.9 (9.9 (9.9
20/10 0,50 0,70 4,50
20/25 0,40 0,40 7,00
20/40 0,40 0,40 6,40

Os fatores de conversdo para estes cultivos foram superiores aos
cultivos em que foram utilizadas concentracées de 10 g L™ de glicose.

Em cultivo de C. necator DSM 545, em batelada alimentada, com
acUcar invertido e glicerina (85%-88% glicerol) como substrato,



91

Sombrio e colaboradores (2017) reportaram fatores de conversdo de
0,12 gx~.gs” e 0,20 gx.gs", onde S representa o consumo de aclcar
invertido e glicerol. Os fatores de conversdo determinados pelos autores
sdo menores do que os reportados no presente estudo. Esses resultados
indicam que C. necator_glpFK se mostrou mais eficiente na conversao
de glicerol em PHB do que C. necator DSM 545.

Os valores de Y./ obtidos nos cultivos apresentados na Tabela
6.4 variaram de 4,5 e 7,0 g g durante a fase de crescimento, esperava-se
encontrar valores préximo para todos os cultivos, pois a fonte de
nitrogénio foi a mesma para todos eles. Patnaik e colaboradores (2006),
encontraram valor de Yx/y igual a 4,5 gg™, indicando semelhanca aos
dados reportados no presente trabalho.

Destaca-se o cultivo 20 g L™ de glicose e 10 g L™ de glicerol,
pois neste foi obtido 0 maior Ypup/aiicerol, €Videnciando que o aumento
da concentracdo de glicose impulsionou maior formacdo de biomassa
residual e que a menor concentracdo de glicerol favoreceu a conversao
deste em PHB. Contudo, deve-se salientar que neste cultivo (Figura 6.7
(a)) ocorreu o consumo concomitante de glicose e glicerol durante a fase
de producdo. Esse consumo de dois substratos para produgdo de PHB
pode ter aumentado o fator de conversdo de glicerol em PHB deste
cultivo.

A determinacdo do qPm.x de cada cultivo foi realizada pela
observacdo do grafico de gP pelo tempo. A Figura 6.8 mostra 0s
graficos de qP pelo tempo para os cultivos (20/10), (20/25) e (20/40). As
linhas pontilhadas indicam o inicio da fase de producao.
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Figura 6.8 Evolucéo da velocidade especifica de produgdo de PHB (#),
em biorreator, ao longo do cultivo em modo batelada em meio com (a)
20 g.L" glicose e 10 g.L™ glicerol; (b) 20 g.L™" glicose e 25 g.L™
glicerol; (c) 20 g.L™ glicose e 40 g.L™" glicerol. A linha pontilhada
representa 0 momento da exaustéo da fonte de nitrogénio
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As velocidades especificas maximas de producdo de PHB (gPmax)
foram iguais a 0,31, 0,24 e 0,11 ngB.gx,'l.h'l, respectivamente para 0s
cultivos, (20/10), (20/25) e (20/40). Na Figura 6.8 (a), (b) e (c) esses
valores foram atingidos logo ap6s a exaustdo em nitrogénio, com
aproximadamente 18 h de cultivo e com 3 h de fase de producédo para o
cultivo (20/10), 21 h de cultivo e com 3 h de fase de producdo para o
cultivo (20/25) e com aproximadamente 27 h para o cultivo e com 9 h
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de fase de producdo para o cultivo (20/40). Posteriormente, houve um
decréscimo na velocidade especifica de producédo do polimero até o final
do cultivo. Destaca-se 0 (P obtido em 20 g.L™ de glicose e 10 g.L™
de glicerol, além de ter sido o maior dentre os cultivos, foi alcancado
com menor tempo de cultivo Figura 6.8 (a).

Mozumder e colaboradores (2014), utilizando C. necator e
glicose com substrato para producdo de PHB, obtiveram gPnax de 0,22
g.g"-.h™" quando a fonte de carbono utilizada foi o glicerol, o resultado de
QPmax foi de 0,23 g.g™.h™.

No estudo de Hermann-Krauss e colaboradores (2013), foi
reportado P s de 0,04 e 0,02 gepia.gx, .h™ para producdo de PHA por
Haloferax mediterranei em glicerol e glicerina, respectivamente.
Verifica-se que os autores obtiveram esses valores de qPmax has horas
iniciais de fase de producdo (5 h de fase de produgdo). No presente
estudo, os valores de qPmax Obtidos com C. necator_glpFK em glicerol e
glicose foram maiores do que os reportados com Haloferax
mediterranei, mas também foram alcancados nas horas iniciais de fase
de produgdo. Esses maiores valores de gPmax €ncontrados no presente
estudo podem estar relacionados a que o microrganismo utilizado é
potencial produtor de PHA, além disso foi aprimorado para melhor
consumo e utilizacdo de glicerol como fonte de carbono.

6.2.2 Influéncia do tipo de alimentacao de glicerol sobre a
produtividade em polimero

A conducdo desse cultivo teve como objetivo verificar a
influéncia do tipo de alimentacao de glicerol sobre a produtividade em
polimero. O pulso da fonte de glicerol foi dado quando a glicose estava
em 3,54 gL para garantir a manutencdo da fonte de carbono no
biorreator.

Na Figura 6.9 sdo mostrados os dados relativos de Xt, Xr e PHB;
concentracdo dos substratos: glicerol, glicose e N, para o cultivo
realizado com pulso de glicerol, por C. necator glpFK. As linhas
continuas (Xt e PHB) representam 0s ajustes polinomiais aos dados
experimentais realizados com o auxilio do software Lissage.
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Figura 6.9 Evolugdo de Xt (o), Xr (-), PHB (A), glicerol (o), glicose
(o) e N (A), em biorreator, ao longo do cultivo em modo batelada em
meio com 10 g.L™ glicose e pulso de 10 g.L™ glicerol. As linhas
continuas (Xt e PHB) representam o0s ajustes polinomiais aos dados
experimentais através do software Microsoft Excel e o macro Lissage. A
linha pontilhada representa 0 momento da exaustdo da fonte de
nitrogénio

N (g.LH)

Xt, PHB, Xr, Glicose e Glicerol

No cultivo de C. necator_glpFK com adicao de glicerol no inicio
do cultivo e no cultivo com pulso de glicerol, os valores de velocidade
especifica de crescimento (Uxmay foram de 0,26 h* e 024 h*
respectivamente. Para o cultivo com adi¢do de glicerol no inicio do
cultivo, a exaustdo de nitrogénio ocorreu em 15 h e para o outro cultivo
a exaustdo ocorreu com 13 h.

O pulso de glicerol levou a maiores valores de percentual e
acimulo de PHB, em relacdo ao cultivo em que o glicerol foi adicionado
no inicio do cultivo. Para o cultivo com pulso de glicerol, a
produtividade de PHB foi de 0,31 g.L™.h™ e 52% de polimero, em 11
horas de fase de produgdo, valores superiores aos encontrados no cultivo
que iniciou com glicerol que foram de 0,17 g.L™".h™, 33% no mesmo
tempo de fase de producdo como mostrado anteriormente na Figura 6.3

(b).

O pulso de glicerol favoreceu o aumento do percentual de
acimulo e produtividade de PHB, em relacéo ao cultivo com adicao de
glicerol no inicio do cultivo, pois 0 esgotamento da fonte de nitrogénio
ocorreu mais tarde, proporcionando somente a manutengdo do
microrganismo.
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Cavalheiro e colaboradores (2009) reportaram que, antes do
esgotamento de nitrogénio, o glicerol foi direcionado principalmente
para a produgdo e manutencdo de células e apds exaustdo de nitrogénio
o glicerol foi utilizado principalmente para a produgéo de PHB.

Na Tabela 6.6 estdo apresentados os valores de fator de
conversdo global de glicose em biomassa residual, nitrogénio em
biomassa residual e glicerol em PHB para os cultivos (10 g.L™ de
glicose e 10 g.L™ de glicerol adicionado no inicio do cultivo) e (10 g.L™
de glicose e adic&o posterior de 10 g.L ™ de glicerol).

Tabela 6.6 Valores de fator de conversao global de glicose em biomassa
residual, nitrogénio em biomassa residual e glicerol em PHB para os
cultivos (10 g.L™ de glicose e 10 g.L™ de glicerol adicionado no inicio
do cultivo) e (10 g.L™ de glicose e adicdo posterior de 10 g.L™ de
glicerol)

Cultivo YXr/GIicose Y><r/Nitrogénio YPHB/GIiceroI
10/10 Inicio 0,47 6,70 0,30
10/10 Posterior 0,40 7,70 0,40

Os fatores de conversao Y xyclicose € Y pHB/Glicerol Para 0 cultivo com
adicéo de glicerol no inicio do cultivo foram de 0,47 g.g™ e 0,30 g.g™,
respectivamente. Em comparagdo ao cultivo com adicdo posterior de
glicerol, manteve-se 0 Yxyclicose de 0,40 g.g'l, porém 0 Y pue/Glicerol
aumentou para 0,50 g.g". Esse aumento no fator de conversdo de
glicerol em PHB evidenciou que glicerol adicionado na forma de pulso
favoreceu a conversdo deste em PHB.

Em estudo da producdo de PHB por C. necator em aglcar
invertido e glicerol adicionado somente na fase de producdo, Schroeder,
Schneider e Sombrio (2003) reportaram fatores de conversdo de 0,20
Oxr/gs e 0,22 gpre/Us, Sendo o segundo obtido pelo consumo total de
substrato. Verifica-se que, no cultivo com adi¢do posterior de glicerol
foram obtidos maiores fatores de converséo.

Com o presente estudo, demonstrou-se que a estratégia de
alimentacdo posterior de glicerol, por C. necator_glpFK, apresentou
aumento de produtividade em biopolimero. Dessa forma, sugere-se a
realizacdo de novas estratégias de alimentacdo em glicerol, uma vez que,
os dados deste trabalho comprovaram o aumento da produtividade.
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A Figura 6.10 mostra o comportamento da velocidade especifica
de crescimento do microrganismo e de producgdo de PHB.

Figuras 6.10 Evolucdo da velocidade especifica de crescimento do
microrganismo (Uxr (—)) ¢ de produgdo de PHB (qP (---)) para 0s
cultivos: (a) com adicdo de 10 g.L™ glicose e adicdo posterior de 10 g.L~
! glicerol (b) com adigdo de 10 g.L™ glicose e 10 g.L™ de glicerol. A
seta indica 0 momento da exaustao da fonte de nitrogénio
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O microrganismo apresentou crescimento exponencial desde o
inicio dos cultivos até aproximadamente 10 h e 12 h, apresentando um
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Uxrmax de 0,26 h™ e 0,24 h™, respectivamente para os cultivos com
adicdo de 10 g.L ™ glicose e 10 g.L™ de glicerol e com adicdo de 10 g.L™
glicose e um pulso de 10 g.L™ glicerol.

No momento da exaustdo da fonte de nitrogénio, o px; era igual a
0,11 h™ para ambos cultivos. De acordo com lenczak et al. (2011), a
fase de produgao deve iniciar-se quando o valor de ux; estiver entre 0,05
e 0,08 h™ para C. necator seja capaz de produzir elevadas quantidades
de polimero intracelular. A velocidade méxima de producéao de polimero
para o cultivo com pulso de glicerol foi superior a obtida para o cultivo
com adigdo de glicerol no inicio do cultivo, como pode ser observado na
Figura 6.10. O gPma Obtido no cultivo com alimentacéo de glicerol no
inicio da fase de producdo foi de 0,08 gp.gx, .h™ ap6s 21 h de cultivo e
7,7 h de fase de producdo. Para o cultlvo com adlqao de glicerol no
infcio do cultivo 0 qP e foi de 0,04 ger.gx, .h™ apds 18,5 h de cultivo e
3,5 h de fase de producdo. Porém, sua manutencdo nao foi verificada
uma hipétese seria a falta da fonte de carbono e nitrogénio.

De forma geral, os valores de Mxmax de C. necator ngFK
variaram entre 0, 20 e 0,26 h™. O cultivo realizado com 20 g.L* de
glicose e 10 g.L™ de glicerol, além de apresentar maior fator de
conversdo de gllcose em biomassa residual 0,50 g.g”e produtividade
global 0,41 g.L™.h?, também apresentou menor tempo de cultivo 26 h,
destacando-se dentre as estratégias de cultivo para producdo de PHB
avaliadas neste estudo.

Segundo Schmidell e colaboradores (2001), a produtividade, em
vez de fatores de conversdo, deve ser empregada como referéncia
numérica para avaliagcdo de um processo, principalmente nos processos
nos quais o tempo de duracdo é de primordial importancia por razdes
econdmicas, como no caso da producdo de PHB. Avaliando-se as
produtividades global e de fase de producédo os cultivos realizados com
adicdo de 20 g.L™ de glicose foram os que apresentaram melhores
resultados.

De forma geral, um dos principais objetivos no desenvolvimento
de processos biotecnolégicos é maximizar a produtividade, ou seja,
obter a mais alta concentracdo dos produtos de interesse em um
determinado volume de reacéo, dentro do menor intervalo de tempo.

Verificou-se que a combinagdo dos substratos glicose e glicerol
foi satisfatoria nos cultivos para cepa recombinante de 20 g.L™ de
glicose e 10 g.L™* de glicerol e no cultivo 20 g.L™ de glicose e 25 g.L™
de glicerol, sendo estes cultivos as melhores estratégias avaliadas no
presente estudo. Os valores de produtividade global foram de 0,7 g.L
Y h™ com 73% de PHB e de 0,37 g.L™.h™ com 74% de PHB.
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Boeira (2018), em estudo da producdo de PHB por C. necator-
_glpFK de modo batelada alimentada a partir de vinhaca e glicerina
bruta, reportou produtividade em 17 horas de fase de producdo de 0,35
g.Lnh' com porcentagem de PHB de 58%. Schmidt (2015),
trabalhando em modo batelada sequencial com reciclo externo de
células e exaustdo de nitrogénio na fase de producdo para a producéo de
PHB a partir de glicose, reportou produtividade global de 1,14 g.L™.h™
com porcentagem de PHB de 70% e 2,31 g.L".h™ em 19 horas de fase
de producéo.

Dessa forma, a produtividade e acimulo de PHB foram
superiores a trabalhos reportados na literatura, isso demonstra que a
combinacdo de glicose com glicerol em modo batelada para produgéo de
PHB apresenta-se como alternativa promissora.

6.2.3 Transferéncia de oxigénio para o cultivo C. necator_glpFK

A transferéncia de oxigénio foi estudada durante os cultivos de C.
necator glpFK para estimar parametros respiratérios  deste
microrganismo, nas condi¢des de cultivo impostas em biorreator nesse
trabalho. N&o ha relatos na literatura sobre a determinacdo dos
parametros respiratorios de C. necator_glpFK. Dentre os parametros
respiratorios estdo a velocidade especifica de respiracdo (QOy),
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K_a), velocidade
especifica de consumo de oxigénio para manutencao celular (mo) e fator
de conversdo de oxigénio em células (Y x/o).

Na Figura 6.11, sdo mostrados os resultados das andlises de
respirometria dos cultivos a partir de 20 g.L™" de glicose e 10 g.L™ de
glicerol e de 20 g.L™ de glicose e 25 g.L™ de glicerol, respectivamente.
A andlise de respirometria foi realizada a cada duas amostragens,
durante o cultivo, para determinacdo dos parametros respiratorios do
microrganismo.
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Figura 6.11 Dados de K a (A), QO2Xr (o), QO; (0), Xt (e) e Xr (—)
durante o cultivo a partir de 20 g.L™ de glicose e 10 g.L™* de glicerol (a)
e a partir de 20 g.L™ de glicose e 25 g.L™* de glicerol (b). A linha
continua representa a ligacdo entre dos pontos e a linha pontilhada
representa 0 momento da exaustdo da fonte de nitrogénio

o 250 28
£ 24
= 200
= '_l
- N —
X
é‘“% 100 12 73
o%; g X
o,
vz 0 ¢ 0
250 s

= N
NN oo O
Xte Xr(g.L?)

[EEN

al
o

K a(h?), QO,Xr (mgO,.L1.h1)e
QO, (mgO,.geel.h?)
=
8

o »~

Tempo (h)

As concentragfes iniciais da fonte de nitrogénio foram
praticamente iguais para os dois cultivos (0,8 g.L™), desta forma, a
biomassa residual atingida também foi préxima nos dois casos (4,5 g.L"
1. Este comportamento pode ser confirmado pelas curvas de QO,Xr,
que atingiram valores méaximos préximos, em torno de 200 mgO,.L™.h"
! Se for observada a evolucdo da velocidade especifica de respiracéo
(Q0,), notase que é possivel visualizar através dela 0 momento em que
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comeca ocorrer a limitacdo de nitrogénio e, consequentemente, o inicio
da producdo de PHB, isto é indicado através do inicio da desaceleracéo
desta velocidade, que passa a ser mais acentuada a partir do momento
em que ocorre a exaustdo do nitrogénio no meio. De acordo com
Schmidt (2011), nesta etapa, ocorreu um decréscimo na velocidade
especifica de consumo de oxigénio, que foi proporcional ao decréscimo
da velocidade especifica de crescimento microbiano.

Os valores de Kia seguem mesmo comportamento entre oS
cultivos analisados, pois quanto maior a demanda de oxigénio pelas
células, maior também devera ser a quantidade de oxigénio suprida ao
meio de cultivo. Nos cultivos, o valor de K a atingiu seu maximo no
momento da exaustdo da fonte de nitrogénio, onde foi iniciada a fase
estacionaria de crescimento e a biomassa atingiu seu valor maximo.

Na Figura 6.11 (a), é possivel verificar que os valores de K, a
aumentaram até 14,6 h de cultivo (tempo que ocorreu a exaustdo em
nitrogénio) e momento no qual foi verificado seu valor maximo (107 h°
) 0 mesmo comportamento foi possivel verificar para os valores de
QO.X. Logo apds a limitagdo do nitrogénio, os valores de Ka
decresceram, mantendo-se constantes até o final do cultivo. Na anélise
da Figura 6.11 (b), cultivo utilizando 20 g.L™ de glicose e 25 g.L™ de
glicerol, observa-se um comportamento similar para os valores de K_a,
sendo que 0s mesmos aumentaram até o momento préximo da limitagdo
em nitrogénio (aproximadamente 19 h de cultivo) atingindo neste ponto,
seu valor méximo (124 h™), apresentando uma reducéo em seus valores
na fase de producédo do polimero. No entanto, observa-se que os valores
de k,a para este cultivo apresentaram valores superiores quando
comparados ao cultivo em 20 g.L™ de glicose e 10 g.L™ de glicerol. Os
valores de Ka inferiores obtidos para o cultivo de 20 g.L™ de glicose e
10 g.L™ de glicerol podem ser justificados pelo baixo valor de px; no
inicio da fase de prroducéo.

Os dados de respiragdo celular para os cultivos utilizando a cepa
recombinante foram similares aos obtidos por Schmidt (2015), que
trabalhou em sistema batelada sequencial com reciclo externo de células
utilizando glicose e C. necator DSM 545. Os valores maximos
encontrados Por este autor foram da ordem de 100 para QO, mgO,.gcel’
'h'e120 h™ parak.a.

Faccin e colaboradores (2013) observaram um efeito significativo
da transferéncia de oxigénio, através de medidas do K a, na producdo de
PHB por B. megaterium, identificando-se um valor 6timo do coeficiente
de 21,6 h™ entre valores que iam de 7,2 h* a 133,2 h™.
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O comportamento de QO,, razdo entre a velocidade de respiracdo
da biomassa (QO,Xr) e a concentracdo de X,. Esta Ultima representa a
concentracdo de biomassa seca menos a concentracdo de PHB na célula.
Assim, o Xr ap0s a limitacdo em nitrogénio deve ser praticamente
constante em virtude de as células entrarem em fase de baixa velocidade
de crescimento. No inicio do cultivo, quando a concentragdo de
biomassa aumenta ao longo do tempo, os valores de QO, também
aumentam, até atingirem um valor maximo na fase exponencial de
crescimento, em que pxr = Hmax € €NtA0 comegam a decair.

As determinacbes de QO, sdo de muito interesse, pois essa
velocidade especifica estd intimamente relacionada com o estado
fisioldgico da biomassa presente no biorreator.

A Figura 6.12 mostra o perfil de px, e QO, versus o tempo para
os cultivos 20 g.L™ de glicose e 10 g.L ™ de glicerol (a) e 20 g.L™ de
glicose e 25 g.L™* de glicerol (b).

O comportamento de QO, mostrou relagdo com o crescimento
celular como pode-se observar nas Figuras 6.12 (a) e (b), uma vez que,
em ambos, o decaimento da curva de consumo de oxigénio foi mais
acentuado na fase inicial, onde a velocidade especifica de crescimento
celular era constante e maxima. Posteriormente, quando houve uma
desaceleracdo do crescimento, o QO, passou a apresentar um
comportamento praticamente constante.
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Figura 6.12 Velocidade especifica de crescimento (ux;) (—) e
velocidade especifica de consumo de oxigénio (QO;) (---),durante o
cultivo a partir de 20 g.L™ de glicose e 10 g.L™ de glicerol (a) e a partir
de 20 g.L " de glicose e 25 g.L™ de glicerol (b)
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Observando a Figura 6.12 (a), verifica-se que o periodo entre 0 a
14 h de cultivo refere-se a fase exponencial de crescimento, quando pix,
apresentou valores maximos de 0,22 h. O crescimento linear foi
caracterizado pelo decréscimo de ambos py, € QO, até 16 h de cultivo.
Os valores de pyx, variaram de 0,186 a 0,033 h™ durante a fase de
crescimento linear.
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Na Figura 6.12 (b), o maximo valor de px 0,18 h™ foi observado
entre 0 a 21,5 h de cultivo, seguido pelo seu decréscimo até o final do
cultivo, enquanto que os valores de px, no inicio da fase de producéo
foram da ordem de 0,06 h™ (18 h de cultivo). De acordo com lenczak
(2011), a velocidade especifica de producéo do polimero est4 associada
a velocidade especifica de crescimento do microrganismo, durante a
fase de producdo. Este autor sugere a importancia de manter os valores
de pix, entre 0,07 e 0,05 h™ no inicio da fase de produgo para se obter
alto conteido de PHB nas células. A alta porcentagem de PHB 74%,
para o cultivo 20 g.L™" de glicose e 25 g.L™* de glicerol, do presente
estudo, pode estar associada com os altos valores de px, (cerca de 0,06
h™') observados nesta fase.

Ressalta-se que, os valores de QO no inicio da fase de produgéo
em ambos cultivos foram de aproximadamente 40 mgO-.gcel™.h™. QO,
é um importante indicador do estado fisiolégico das células e pode ser
utilizado para monitorar o processo. QO, pode ser determinado a partir
dos valores de QO,Xr obtidos periodicamente a partir do Método
Dindmico, apresentado neste trabalho. Portanto, como ilustrado na
Figura 6.12 (a) e (b), os altos valores de QO, durante a fase de
crescimento refletem valores altos de formagdo de produto. Esta
estimativa € importante dada a dificuldade de se obter uma medida
online de px;, em que os valores de Xr e PHB séo necessarios, mas PHB
ndo apresenta uma metodologia precisa para ser estimado durante o
cultivo.

6.2.4 Velocidade especifica de consumo de O, para a manutengéo
celular e fator de conversao de oxigénio em célula

C. necator_glpFK apresentou consumo de oxigénio varidvel, em
funcdo do nivel de atividade observado, para manutencdo de suas
atividades vitais, durante o cultivo em biorreator para producdo de PHB.
Os graficos gerados para determinacdo dos pardmetros Yy, € Mo
encontram-se na (Figura A4 do Apéndice) e seus respectivos valores,
para os dois cultivos, estdo resumidos na Tabela 6.7. Estes parametros
foram obtidos pela relacdo entre a velocidade especifica de consumo de
oxigénio dissolvido (QO,) e a velocidade especifica de crescimento
celular (ux) ao longo do cultivo. De acordo com Pirt, existe uma relagdo
linear entre esses dados, conforme se pode observar na Equagdo 14
(item—5.3.8).
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Tabela 6.7 Fator de conversdo de oxigénio em celula (Yxyo) €
velocidade especifica de consumo de oxigénio para a manutengdo
celular (mo) para os cultivos em 20 g.L™* de glicose e 10 g.L™* de glicerol
e em 20 g.L ™" de glicose e 25 g.L™ de glicerol

H YXr/O mo
| . 0
Cultivo (9x-905™Y) (mgOy.gcel - )
20/10 0,0021 2121
20/25 0,0033 2411

Os valores de Yx0€e 0 mo foram de 0,0021 ng.gOz'1 e 21,21
mgO,.gcel.h™, para cultivo realizado em 20 g.L™ de glicose e 10 g.L™
de glicerol e de 0,033 gx.gO," e 24,11 mgO,.gcel*.h™, quando o
cultivo foi realizado com 20 g.L™ de glicose e 25 g.L™ de glicerol.
Observa-se que os valores de Yxyo € mo foram ligeiramente superiores
para o cultivo realizado com concentragdo superior de glicerol. Durante
a fase de crescimento, o oxigénio fornecido ao sistema é utilizado
somente para o crescimento celular, enquanto na fase de producédo, o
oxigénio é utilizado tanto para o crescimento celular quanto para a
manutencdo das células que estdo produzindo o biopolimero (FARIAS,
2009).

Estes resultados mostraram que o valor de Y xyo apresentou valor
ligeiramente superior para cultivo realizado em concentragdo de 25 g.L™
de glicerol em virtude do maior acimulo de biomassa e conteldo
polimérico quando comparado & cultura em 10 g.L™". Os parametros de
respiracdo celular reportados por Schmidt (2011) utilizando C. necator
DSM 545, a partir de glicose e frutose, apresentaram valores de 0,0048
gx.g0," para Yxo e 46.22 mgO,.ge h™ mo. A diferenca entre os
parametros respiratorios de C. necator_glpFK, quando comparado a
cepa parental, pode ser atribuida a mudanga genética realizada e aos
substratos utilizados.

Estes resultados podem ser verificados na Tabela 6.8, que
apresenta um resumo geral dos dados de cultivo para ambas as culturas.
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Tabela 6.8 Variaveis de cultivo avaliadas no momento da realizacdo dos
ensaios para determinacdo de Yxyo € my para producdo de PHB por C.
necator_glpFK

mo
. Tempo Xt PHB Y xrio -
Cultivo - - mgO,.gcel
M eLY) L) @ M
20/10 26 15 11 0,0021 21,21
20/25 55 20,1 17 0,033 24,11

Os resultados encontrados para a analise de transferéncia de
oxigénio durante o cultivo mostram a importancia da determinacéo dos
parametros K. a, QO,, Yxio € Mo e comprovam que 0s mesmos podem
ser utilizados para acompanhar o comportamento do microrganismo
durante cultivos para producéo de PHB por C. necator_glpFK.

O comportamento do microrganismo estudado mostrou que, na
fase em que o crescimento foi maior, a demanda de oxigénio aumentou
ao longo do tempo, uma vez, que a concentracdo celular também estava
aumentando, sendo usado apenas em pequena parte do oxigénio para a
manutencdo celular. Em seguida, como o0 crescimento microbiano
reduziu, a demanda de oxigénio também sofreu um decréscimo, sendo
que a maior parte desta foi utilizada para a manutencdo das células ja
presentes no meio, lembrando que a concentracdo de oxigénio
dissolvido no meio ndo foi inferior a 40%, em relagdo a saturacdo com
ar atmosférico, ou seja, as células ndo foram submetidas a condigdes de
limitacdo em oxigénio.

6.2.5 Caracterizagdo do PHB Produzido por C. necator_glpFK

As propriedades do PHB obtidas no cultivo 20 g.L™ de glicose e
10 g.L™* de glicerol com a cepa C. necator_glpFK, em biorreator, que
proporcionou maior produtividade global foram determinadas a partir
das técnicas de caracterizacdo anteriormente descritas no item 5.4.

Os valores obtidos por cromatografia gasosa de PHB e os
resultados de pureza e recuperacdo calculados pelas equacGes 15, 16 e
17, (descritas no item 5.4.4).

O valor de pureza encontrado para o polimero extraido neste
trabalho foi de 95%, um pouco abaixo do valor de 99%, encontrado por
Quines (2015). O referido autor atribuiu esse alto valor de pureza a alta
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solubilidade do PHB no carbonato de propileno e a facilidade de
separacdo do polimero do solvente, pela precipitacdo e lavagem do
polimero com A&gua destilada. Essa diferenca de 4% de pureza
encontrado no presente trabalho, pode ser em funcdo da utilizacdo de
carbonato de propileno reutilizado na extragdo do PHB neste estudo,
embora Quines (2015) tenha afirmado que o solvente poderia ser
reutilizado até 11 vezes.

Fiorese (2008) obteve pureza de 71,8 a 83,6% e recuperacdo de
63,2 a 95%, com diferentes métodos de extracdo realizados, porém
todos com carbonato de propileno como solvente e acetona para
lavagem do polimero. A biomassa utilizada pelo autor foi de C. necator
a partir glicose como substrato, enquanto Quines (2015) usou biomassa
cultivada em frutose e glicose como substratos. Portanto, como 0s
valores encontrados no presente trabalho estdo de acordo com a
literatura para producdo de PHB com C. necator e extracdo com
carbonato de propileno, o uso de glicerol combinado com glicose néo
afetou os resultados de recuperagao e pureza do polimero.

6.2.5.1 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR)

O estudo com a técnica de espectroscopia de absor¢do na regido
do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi importante
para identificagdo do biopolimero produzido por C. necator_glpFK
através da caracterizagdo dos grupamentos funcionais do mesmo. A
Figura 6.13 apresenta os espectros de FTIR para o biopolimero extraido,
em que os valores dos picos caracteristicos da amostra estdo destacados,
e a comparacdo das principais bandas de absorcdo da amostra deste
trabalho com os dados da literatura estdo apresentadas na Tabela 6.9.
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Figura 6.13 Espectro de FTIR para a amostra de PHB extraidas de C.
necator_glpFK
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Tabela 6.9 Bandas caracteristicas no espectro de FTIR para o PHB

extraido
Faixa de absorcdo (cm™) Atribuico do
Amostra de PHB grupo Referéncia
PHB literatura funcional
1278 Maia, 2016
1120-1280 Saratale; Oh,
2015
1226-1277 1227-1287 C-0-C Quines, 2015
1050-1230 Contreras et al.,
2015
1053-1275 Sombrio, 2016
1382-1458 Maia, 2016
1379-1455 Saratale; Oh,
2015
1381 1385 CH; Quines, 2015
1370-1390 Contreras et al.,
2015
1379 Sombrio, 2016
1720 Maia, 2016
Saratale; Oh,
1721 2015
1723 1724 C=0 Quines, 2015
Contreras et al.,
1726 2015
1719 Sombrio, 2016
2931-2972 Maia, 2016
Saratale; Oh,
2910-3300 2015
2934-2975 2937-2983 C-H Quines, 2015
Contreras et al.,
2850-2960 2015
2934-2976 Sombrio, 2016
3437 Maia, 2016
Saratale; Oh,
3439 3444 OH 2015
3940 Quines, 2015
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A amostra apresentou 0s mesmos picos e bandas, caracteristicos
do PHB: bandas em 1226 — 1277 cm™ e 2934 — 2975 cm®
correspondentes aos grupos C-O-C e CH, respectivamente; picos em
1381 e 1723 cm’ que equivalem aos grupos CH; e C=0,
respectivamente.

Em ambos os espectros, houve o aparecimento de um pico em
3439 cm™, também encontrado por Maia (2016), Saratale; Oh, (2015) e
Quines (2015), que foi atribuido ao estiramento OH, indicando a
presenca de umidade no material.

Compilando os resultados de Maia (2016), Saratale; Oh, (2015),
Quines (2015), Contreras e colaboradores (2015) e Sombrio (2016),
bandas em torno de 1050 e 1287 cm™ correspondem & vibracéo da
molécula com deformacdo axial ou estiramento do grupo C-O-C, nos
picos entre 1370 — 1458 cm™ ha uma deformacao angular simétrica que
corresponde ao grupo CHs. Bandas entre 1719 — 1726 cm-' sdo
atribuidas a deformagdes axiais da carbonila C=0, e as deformagdes
axiais simétrica e assimétrica da ligacdo C-H na cadeia de PHB foram
encontradas nas bandas de 2850 — 3300 cm™.

Em suma, com a andlise de FTIR, foi possivel confirmar a
amostra do polimero extraido, a partir de glicose e glicerol, como sendo
0 PHB e concluir que o processo de extracdo deste a partir do cultivo de
C. necator_gIpFK, com carbonato de propileno reutilizado, ndo causou
alteracdes quimicas drasticas em sua cadeia polimérica, pois 0s picos de
absorgdo observados nos espectros estdo de acordo com os reportados
na literatura tanto para o espectro do biopolimero produzido.

6.2.5.2 Viscosidade

Experimentos viscosimétricos mostram a existéncia de uma
relacdo entre tamanho de particula, ou tamanho molar, e a viscosidade
de dispersdes coloidais inorganicas ou de solu¢Ges macromolares. Esta
relacdo torna possivel determinar a massa molar a partir da viscosidade
de solucbes macromolares diluidas (CANEVAROLO, 2006).

A viscosidade intrinseca, utilizada no calculo da massa molar
média Equacdo 18 (item 5.4.5), foi obtida através da extrapolacdo
grafica para a concentracdo tendendo a 0, do grafico de viscosidade
reduzida pela concentracdo de PHB das solucBes descritas na Tabela
5.4. A Figura A5 do Apéndice e a Tabela 6.10 apresenta os resultados
de viscosidade intrinseca e massa molar média de cada polimero
analisado.
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Tabela 6.10 Resultados das viscosidades intrinsecas (n;) e da massa
molar média (MV) para os dois polimeros analisados: polimeros obtidos
() C. necator_glpFK 20 g.L™* glicose e 10 g.L™ glicerol, e (b) polimero
comercial da PHB Industrial

Amostra i (mL.g™) MV (g.mol™)
60,92 5,9 x 10°
90,96 1,0 x 10°

Para o biopolimero extraido de C. necator_glpFK a partir 20 g.L™
glicose e 10 g.L™ glicerol neste trabalho, o valor de n; foi inferior ao
?btido para o polimero comercial da PHB Industrial, de 1,0 x 10° g.mol"

Leite (2004) reportou valores para os polimeros comerciais da
PHB Industrial de 6,4 x 10° e 8,87 x 10° g.mol™ e da Sigma Aldrich de
3,7 x 10° g.mol™, enquanto 6,3 x 10° g.mol™ foi obtido por Figueiredo e
colaboradores (2014), valores superiores aos encontrados neste trabalho.

Segundo Bastioli (2005) e Canevarolo (2013), um polimero
submetido a alta temperatura pode levar a uma diminui¢do da massa
molar e causar fragilidade, pois pode ocorrer rompimento das cadeias do
polimero, formando outras de tamanho menor, com consequente
mudanca na estrutura quimica e redugéo da massa molar.

Pode-se dizer que o biopolimero extraido neste trabalho pode ter
sofrido degradacdo térmica das suas cadeias poliméricas, diminuindo
sua massa molar, pois foi extraido a 150 °C por 45 min.

Por outro lado, Quines (2015) ao utilizar as mesmas condic¢des de
extracdo realizadas neste trabalho, porém com biomassa produzida por
C. necator utilizando glicose e frutose como substratos, obteve massa
molar de 8,8 x 10* g.mol™ para 0 PHB. Apesar da ordem de grandeza
ser a mesma, o valor da massa molar foi ligeiramente superior ao
encontrado neste trabalho, indicando que o uso do glicerol como
substrato pode diminuir a massa molar do PHB produzido.

6.2.5.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise de TGA, além de determinar a temperatura de
degradacdo polimérica, também é importante para caracterizar o grau de
pureza de um polimero, pois a porcentagem de perda de massa
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representa a degradacgdo total do material polimérico, sendo que a parte
ndo degradada é referente as impurezas.

A Figura 6.14 apresenta a curva de TGA da amostra de PHB
extraido neste trabalho.

Figura 6.14 Curvas de TGA, termogravimetria e termogravimetria
derivada, da amostra de PHB extraidas de C. necator_glpFK a partir de
20 g.L™ glicose e 10 g.L™ glicerol
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A porcentagem de perda de massa 95,18 % representa a
degradacdo total da amostra de PHB, sendo que a parte ndo degradada é
referente as impurezas. Portanto, o resultado de pureza observado pela
analise termogravimétrica 95,18% confirma o resultado de pureza
encontrado pela cromatografia gasosa apresentada no item 6.2.5.

Pelo termograma da Figura 6.14 (curva verde), observou-se que o
polimero extraido do cultivo sofreu apenas um estagio de perda de
massa, apresentando temperatura de inicio de degradacdo (T;= 266,43
°C) e temperatura maxima de degradacéo (Tpico = 291,26 °C). O valor de
Thico TOi determinado a partir da temperatura maxima do pico observado
na primeira derivada da curva de TGA (curva roxa). Abdelwahab (2012)
realizou os testes de TGA em filmes de polimero comercial em po,
solubilizados em cloroférmio seguido de evaporacdo do solvente e
reportou intervalo menor de degradacdo para o polimero comercial da
PHB Industrial, de massa molar 4,25 x 10° g.mol™, sendo T; = 260 °C e
Thico = 279 °C, valores inferiores aos obtidos para o biopolimero
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extraido com carbonato de propileno neste estudo, o que indica que o
biopolimero extraido apresentou maior estabilidade térmica do que o
obtido pelo autor citado. E interessante ressaltar que a alta temperatura
de decomposicdo encontrada para o PHB obtido neste trabalho é um
fator atrativo comercialmente, uma vez que esta caracteristica favorece
sua aplicacdo em processos de moldagem por extrusdo e sob altas
temperaturas, possibilitando a producéo de filmes biodegradaveis, por
exemplo, 0 que representa uma possibilidade alternativa a utilizacéo de
plasticos de origem petroquimica.

Os resultados encontrados no presente trabalho indicam que néao
houve alteracdo na propriedade de degradacdo térmica e de pureza para
a obtencdo de PHB. Além disso, os valores encontrados estdo dentro dos
reportados na literatura para o polimero comercial, com algumas
variagoes.

6.2.5.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As  propriedades térmicas de materiais  poliméricos
semicristalinos sdo geralmente avaliadas pelos seguintes parametros:
temperatura de transicao vitrea (T), temperatura de fusdo (Tm) e grau de
cristalinidade (Xc), que afetam fortemente as aplicagdes potenciais dos
polimeros.

O resultado da analise térmica por DSC do biopolimero extraido
neste trabalho esté apresentado na Figura 6.15.

E possivel perceber a presenca de dois picos de cristalizagio e
fusdo (T e Tn), para a amostra, em 39,03 °C (T;) e 169,00 °C (Tr). A
porcentagem de cristalinidade do biopolimero extraido foi calculada a
partir da Equacédo 19 (item 5.4.6).
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Figura 6.15 Curva de DSC para a amostra de PHB extraidas de C.
necator_glpFK a partir de 20 g.L™* glicose e 10 g.L™ glicerol
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Os granulos de PHB acumulados por bactérias apresentam
caracteristica amorfa, porém, quando extraidos formam estruturas
cristalinas devido a liofilizagdo ou secagem das células e por
tratamentos utilizados para recuperacdo do biopolimero (HAHN;
CHANG; LEE, 1995). O grau de cristalinidade (X;) do biopolimero
extraido neste estudo foi de 59,29%, valor dentro do intervalo reportado
na literatura para PHB, 55-80% (HOLMES; LIM, 1990; GRIGULL et
al., 2008). O grau de cristalinidade tem influéncia significativa sobre as
propriedades mecénicas do biopolimero, pois 0 mesmo afeta a extensdo
das ligacBes secundarias intermoleculares, existentes nas regides
cristalinas (MACHADO et al., 2010; CALLISTER, 2002).

A temperatura de fusdo (Ty,) do polimero extraido neste estudo
foi de 169,0 °C. Este valor obtido para a temperatura de fusdo de PHB
esta entre o intervalo de dados reportado na literatura, de 160 — 180 °C
(DALCANTON, 2006; FIORESE et al, 2009; MARJADI,
DHARAIYA, 2014).

A temperatura de fusdo é uma caracteristica de extrema
importancia devido as limitacdes de aplicacdo de polimeros que
apresentam temperatura de degradacdo térmica proxima a temperatura
de fusdo em processos de moldagem e que exigem manipulacdo dos
polimeros em elevadas temperaturas (FIGUEIREDO et al., 2014).

Tanadchangsaeng, Yu (2012), Contreras e colaboradores (2015) e
Sombrio (2016) produziram PHB com C. necator utilizando glicerol
como substrato e obtiveram resultados para T, um pouco acima do
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encontrado nesse trabalho, variando entre 172,7 — 173,9 °C, enquanto o
resultado de X foi semelhante (59,9 — 65%). Quanto aos valores para 0
polimero comercial da PHB Industrial, Farias (2009) obteve valor de Ty,
de 175,4 °C e X de 64,4%, valores proximos do encontrado nesse
trabalho. Com base nos resultados de T; (266,43 °C), apresentado no
item anterior, e de Tpico (291,26 °C), observa-se que o PHB extraido
pode se processado a uma temperatura inferior & temperatura de
degradacdo, o que reduz as possibilidades de degradacdo polimérica
durante processos de extrusséo, inje¢do e termoformagem.

A temperatura de transi¢éo vitrea encontrada nesse trabalho, (T),
-0,82 °C, foi inferior aos valores reportados na literatura para PHB
extraido de C. necator com carbonato de propileno, ou seja, segundo
Fiorese e colaboradores (2009), esse valor foi de 4,9 °C. De acordo com
Anderson e Dawes (1990), valores de Tq entre -5 e 5 °C caracterizam o
PHB. Segundo Lucas e colaboradores (2001) quanto menor a
temperatura de transicdo vitrea, mais flexivel é o material.
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7 CONCLUSAO

O uso de glicerol combinado a glicose para a producdo de PHB
por C. necator_glpFK se mostrou viavel, uma vez que o substrato
glicerol foi consumido durante todo cultivo celular, tornando possivel o
seu aproveitamento como produto de maior valor agregado. A partir dos
resultados discutidos, podem ser destacadas as seguintes conclusdes:

- Os substratos glicose e glicerol podem ser utilizados em cultivos
para producdo de PHB, com ambas as cepas estudadas.
Comparativamente, a cepa recombinante consumiu 0s substratos de
forma mais eficiente, ja que essa tem maior capacidade de consumir
glicerol quando comparada a cepa parental.

- Os resultados apresentados indicam que para se obter maior
produtividade de processo, a concentracdo de glicose deve ser de 20
g.L™" e a concentragéo de glicerol de 10 g.L™* ou 25 g.L ™, na tentativa de
reduzir os custos do processo de producdo de PHB. O aproveitamento
do subproduto glicerol na concentragdo de 25 g.L™ é a estratégia mais
apropriada para levar a producdo de PHB e consequentemente a
problemas relacionados ao seu destino.

- A estratégia de cultivo adicionando pulso de glicerol ap6s o
esgotamento de glicose apresentou maior produtividade em polimero do
que o cultivo em que os substratos sdo adicionados desde o inicio.

- Foi possivel determinar os parametros de QO,, K. a, Yxyo€ mo
de C. necator_glpFK durante a producéo de PHB, tanto em 20 g.L™ de
glicose e 10 g.L™* de glicerol quanto em em 20 g.L™ de glicose e 25 g.L™*
de glicerol, apresentando comportamento de consumo de oxigénio
similar em ambas as culturas.

- As propriedades térmicas do polimero produzido com glicose e
glicerol com carbonato de propileno reutilizado apresentou alta
recuperacdo de PHB, com elevada pureza e propriedades fisicas
semelhantes as reportadas na literatura para PHB, com uma diminui¢édo
da massa molar, utilizando-se um solvente ambientalmente mais
indicado, e com a possibilidade de reutilizagdo. Foi confirmado que o
carbonato de propileno, solvente de baixa toxidade, pode ser reutilizado
no processo de extracao.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo importantes, pois
mostram que C. necator glpFK é capaz de crescer em glicerol
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combinado a glicose, possibilitando a valorizagdo do substrato glicerol,
pela producéo de PHB.
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8 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

- Utilizar glicerol bruto combinado a glicose, para a producéo de
PHB a partir de C. necator_glpFK;

- Otimizar o processo de producdo de PHB, a partir de C.
necator_glpFK, visando alta concentracdo celular a partir de diferentes
estratégias de cultivo, como: alimentacdo de nitrogénio durante a fase de
producdo;

- Investigar a produgdo de copolimero, a partir de C.
necator_glpFK.
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APENDICE

Figura Al Curva tipica para determinar o fator de converséo de glicose
em célula (Yxyoiicose). Cultivo de 10 g.L ™" de glicose e 20 g.L™ de
glicerol. O coeficiente angular representa o valor do Y xyaiicose-

y =0,4182x + 0,2431
R2=0,9935
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Figura A2 Curva tipica para determinar o fator de conversdo de
nitrogénio em célula (Y xynitrogenio). Cultivo de 10 g.L'l de glicose e 20
g.L'l de glicerol. O coeficiente angular representa o valor do Y xynitrogenio

.
5 | y =5,5602x + 0,1666 .
R2=0,967 R

0 4 1 1 1

0,2

04 0,6

0,8

Consumo de nitrogénio (g.L1)



137

Figura A2 Curva tipica para determinar o fator de conversao de glicerol

em PHB (Y pug/aiicerol). Cultivo de 10 g.L™ de glicose e 20 g.L™ de
glicerol. O coeficiente angular representa o valor do Y ppg/ciicerol
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Figura A4 Gréficos para determinacdo do Yxo0€ do mo para os cultivos
20 g.L™ de glicose e 10 g.L™ de glicerol (a) e 20 g.L™ de glicose e 25

g.L™" de glicerol (b)
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Figura A5 Curva de viscosidade reduzida como fungdo da concentracéo
da solucéo da amostra de PHB: extraida de C. necator_glpFK
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