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O uso apropriado das coisas varia de acordo com
0 tempo, lugar e pessoa. Deve-se ser progressivo o
uso pratico de cada objeto, de cada ideia. Através
de uma progressiva pesquisa cientifica temos que
fazer um crescente uso dos potenciais humanos.
Numa era de ciéncia avancada, o uso de
ferramentas e aparatos de uma era menos
desenvolvida ndo sdo, de modo algum, sinal de
progresso. O uso de ferramentas e materiais
avancados, desenvolvidos através da imaginacgao
dindmica e progressiva, pode criar grandes ou
pequenos obstaculos no caminho da sociedade;
vocés devem encara-los corajosamente. Através
da luta e dos choques vocés tem que que continuar
marchando para a vitéria, para o caminho da
justificacdo do universalismo, a preciosa meta da
vida humana.

(Prabhat Ranjan Sarkar)






RESUMO

A busca pelo desenvolvimento de produtos que possam substituir
os polimeros de fosseis tem crescido nas UGltimas décadas. Nesse
contexto, uma das grandes dificuldades que tais estudos encaram é
desenvolver produtos com custo competitivo. Dentre os materiais com
potencial de substituicio dos polimeros fdsseis consta o
polihidroxibutirato (PHB). O PHB, um poliéster de origem bioldgico,
vem sendo estudado devido as suas caracteristicas plasticas,
apresentando  também  renovabilidade,  biodegradabilidade e
biocompatibilidade. Dentre as bactérias produtoras de PHB, destaca-se
Cupriavidus necator DSM 545, capaz de acumular mais de 80% de sua
massa em PHB e de utilizar diversos substratos como fonte de carbono.
Dentre os substratos que C. necator pode utilizar para a produgdo de
PHB, constam subprodutos agroindustriais renovaveis e de baixo custo,
como vinhaga e melacgos. A vinhaga, residuo da destilagdo na produgéo
de &lcool de cana-de-agucar, € produzida em abundancia no Brasil e
utilizada como fertilizante, podendo causar danos ambientais. A
vinhaga, por ser uma fonte de carbono de baixa concentracdo, exige
estratégias de cultivo com o objetivo de atingir produtividades e
volumes de cultivo vidveis, como a utilizagdo de substratos combinados.
O melago de cana-de-agUcar, residuo da cristalizacdo do agUcar, possui
alta concentracdo de carbono, além de ser abundante e de baixo custo.
Assim, 0 objetivo deste trabalho é a producdo de PHB a partir de uma
combinacdo de vinhaca e melaco de cana-de-agUcar. Inicialmente foram
realizados cultivos em agitador orbital para avaliar os efeitos de métodos
de hidrélise da sacarose presente no melago: enzimatico, quimico e
biolégico. Foram realizados cultivos de crescimento de C. necator, em
biorreator de 5 L, com o uso de melago ou mistura de melaco e vinhaca
como substratos. Os resultados indicaram que houve crescimento celular
e produgdo de PHB em ambos os cultivos, sendo que o cultivo com o
uso da vinhaca apresentou maior velocidade especifica maxima de
crescimento das células (0,36 h™) e produtividade em PHB (0,42 gL ™h"
1, apresentando 56% de celular maximo de PHB. Assim, o uso do
melaco e vinhaga combinados surge como uma alternativa para uma
melhora na competitivade do PHB com os polimeros fdsseis, bem como
para a valorizacdo da vinhaca, envitando-se que esta seja utilizada de
modo inadequado e prejudicial ao meio ambiente.

Palavras-chave: Biopolimero. Cultivo. Hidrolise. Invertase.



ABSTRACT

The search for the development of products that can replace fossil
polymers has grown in recent decades. One of the great difficulties
faced is to develop competitive products. Among the materials with
potential replacement of the fossil polymers is polyhydroxybutyrate.
Polyhydroxybutyrate (PHB), polyester of bacterial origin, has been
studied in the last decades due to its plastic characteristics, also
presenting renewability, biodegradability and biocompatibility. Among
PHB-producing bacteria, we highlight Cupriavidus necator DSM 545,
capable of more than 80% of its PHB mass and using several substrates
as a carbon source. Among the substrates that C. necator can use for
PHB production are renewable and low cost agroindustrial byproducts,
such as vinasse and molasses. Vinasse, the residue of distillation in the
production of alcohol from sugarcane, is produced in abundance in
Brazil and used as fertilizer, which can cause environmental damage.
Vinasse presents carbon sources in low concentration and so requires
cultivation strategies with the aim of achieving viable yields and
cultivation volumes. Among those strategies there is the use of
combined substrates: using the vinasse simultaneously with a high
concentration carbon source. Sugarcane molasses, a residue of sugar
crystallization, presents high carbon sources concentration, besides
being abundant and low cost. Thus, the objective of this work is the
production of PHB from a combination of vinasse and molasses of
sugarcane. Initially, orbital shaker cultures were performed to evaluate
the effects of hydrolysis methods of sucrose present in molasses:
enzymatic, chemical and biological. Cultures of C. necator growth were
carried out in 5 L bioreactor with the use of molasses or a molasses and
vinasse blend as substrates. The results indicated that there was cell
growth and PHB production in both cultures, and cultivation with
vinasse showed a higher specific maximum growth rate (0.36 h™) and
PHB productivity (0.42 gL™h™), reaching 56% of PHB cellular
accumulation. Thus, the use of combined molasses and vinasse appears
as an alternative for an improvement in the competitiveness of PHB
with the fossil polymers, as well as for the valorization of the vinasse,
making it used improperly and harmful to the environment.

Keywords: Biopolymer. Cultures. Hydrolysis. Invertase.
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1 INTRODUCAO

A busca pelo desenvolvimento de produtos com caracteristicas e
aplicacBes proximas as dos polimeros de origem fdssil tem crescido nas
ltimas décadas. O principal objetivo desses esfor¢os é a reducdo do
sério dano ambiental ligado a esses materiais ndo renovaveis. Uma das
grandes dificuldades que tais estudos encaram € desenvolver produtos
com custo competitivo no mercado, 0 que € necessario para viabilizar
sua producdo em larga escala (ANJUM et al., 2016). Portanto, o uso de
substratos de baixo custo, culturas microbianas mistas, cepas
recombinantes e o desenvolvimento de estratégias de cultivo eficientes
tém sido estudados com o fim de viabilizar a producdo dos biopolimeros
(RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2018).

Dentre os materiais com potencial de substitui¢do dos tradicionais
polimeros fosseis constam os polihidroxialcanoatos (PHA). O
polihidroxibutirato (PHB), pertencente ao grupo dos PHA, é um
poliéster de origem bacteriana que vem sendo estudado nas Ultimas
décadas devido as suas caracteristicas pléasticas serem proximas as do
polipropileno. Suas aplicagdes incluem a producdo de embalagens
plasticas para alimentos, téxteis, materiais plasticos descartaveis, dentre
outros (KOLLER et al., 2010; KOLLER; BRAUNEGG, 2018;
RODRIGUEZ-PEREZ, 2018; SILVA; GOMEZ, 2007). Além disso, o
PHB apresenta também as caracteristicas de renovabilidade,
biodegradabilidade e biocompatibilidade, o que possibilita a sua
utilizacdo em produtos médicos e biomédicos de alto valor agregado
como materiais para implantes, farmacos, cosméticos, dentre outros
(YEO et al., 2017).

Dentre as bactérias produtoras de biopolimero, destaca-se
Cupriavidus necator DSM 545, capaz de acumular até 90% de sua
massa celular em PHB e de utilizar diversas fontes de carbono, como
glicose, frutose, glicerol, acido lactico e acido acético (DSMZ, 2018;
MORINAGA et al., 1978). Como alternativa, C. necator é capaz de
utilizar subprodutos agroindustriais de baixo custo para a producdo de
PHB, como vinhaca e melaco de cana-de-aclcar (BAEI et al., 2011;
FARIAS, 2009; ZANFONATO 2016).

A vinhaca, residuo da destilacdo na producédo de alcool de cana-
de-acUcar, é produzida na ordem de 300 bilhdes de litros por ano no
Brasil (USP, 2018). Frequentemente é utilizada como fertilizante,
podendo causar danos ambientais quando depositada no solo
(POSSIGNOLO et al., 2015). Em processos biotecnoldgicos, a vinhaca
pode ser utilizada como fonte de carbono, jA que possui em sua
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composicdo acidos organicos e acucares. Contudo, esses compostos
estdo presentes em baixas concentracGes sendo necessario estratégias
para que se atinjam produtividades e volumes de cultivo que viabilizem
sua utilizagdo em processos comerciais (MARTINHAGO et al., 2014;
SCHMIDT et al., 2016). Dentre essas estratégias constam a utilizacdo
de substratos combinados (ZANFONATO, 2016; BOEIRA, 2018):
utilizando-se a vinhaga simultaneamente com uma fonte de carbono com
alta concentracdo, como por exemplo, o0 melago de cana-de-agucar.

O melago, residuo industrial da cristalizagdo do acucar, possui
alta concentracdo de carbono fermentescivel, além de alta
disponibilidade e baixo custo. Cada tonelada de cana processada pela
industria sucroalcooleira no Brasil gera cerca de 40 a 60 kg de melago
(BRASILEIROS, 2017). Assim, a utilizagcdo dos residuos de forma
combinada se apresenta como alternativa para a producéo do PHB. A
vinhagca, como demonstrado por Schmidt (2011) e Zanfonato (2016),
promove uma alta velocidade de crescimento da bactéria, enquanto a
fonte de carbono em maior concentracdo sustenta a producdo do
polimero.

Tendo em vista 0 exposto, buscou-se estudar as fases crescimento
da bactéria e de producdo do polimero a partir da combinacdo de
vinhaca e melaco de cana-de-agUcar, bem como a sua caracterizacao
cinética em consumo de fontes de carbono, crescimento da biomassa e
producédo de PHB.

Este trabalho foi dividido em: 1. Introducdo; 2. Revisdo da
literatura; 3. a 5. seccles correspondentes as etapas empiricas deste
estudo; 6. Conclusbes finais; 7. Propostas para trabalhos futuro; 8.
Referéncias bibliogréficas; e 9. Apéndices. Cada um das sec¢oes, de 3. a
5., foi dividida em trés subseccBes: 1. Materiais e métodos; 2.
Resultados e discussdo; 3. Concluséo.

Na primeira etapa empirica, apresentada na seccdo 3., definiu-se
0 método de pré-tratamento hidrolitico da sacarose presente no melago a
ser utilizado nos cultivos, visto que a cepa C. necator DSM 545 ndo é
capaz de metabolizar esse dissacarideo. Na seccdo 4. avaliou-se a
cinética crescimento de C. necator DSM 545 em meios contendo
melaco puro e uma mistura de melago e vinhaca. E, por fim, na seccéo
5., a cinética de producdo de PHB foi avaliada.



1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a cinética de
crescimento e de producdo de polihidroxibutirato (PHB) por
Cupriavidus necator DSM 545, a partir de vinhaca e melaco de cana-de-
acucar.

1.1.2 Objetivos Especificos

I. Avaliar procedimentos de hidrolise quimica (HClI ou H2S04),
enzimatica (invertase) e bioldgica (Saccharomyces cerevisiae) da
sacarose presente no melago em termos de rendimento de hidroélise.

Il. Avaliar a cinética de crescimento de C. necator DSM 545 em melago
hidrolisado por métodos acido, enzimatico e biolégico em agitador
orbital.

I11. Avaliar a cinética de crescimento de C. necator DSM 545 em
biorreator com meio contendo melago ou melago e vinhaga.

IV. Avaliar a cinética de producdo de PHB por C. necator DSM 545 em
meio contendo melaco ou melacgo e vinhaca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 OS POLIMEROS E OS PLASTICOS

Plastico, tem seu nome originario do grego plastikos que significa
“capaz de ser moldado”. E um material obtido a partir de derivados do
petréleo ou de fontes renovaveis como a cana de aglcar ou milho. Esses
materiais fazem parte da familia dos polimeros que sdo formados por
macromoléculas caracterizadas pela repeticdo multipla de uma ou mais
unidades quimicas simples, os monémeros, sendo unidas entre si por
reacbes quimicas chamadas reagdes de polimerizagdo (ABIPLAST,
2018).

Os materiais plésticos vém sendo utilizados hd muitos anos em
substituicdo a diversos tipos de materiais como 0 ago, 0 vidro e a
madeira devido as suas caracteristicas de baixo peso, baixo custo,
elevadas resisténcias mecénica e quimica, facilidade de aditivagdo e
ainda por serem 100% reciclaveis (ABIPLAST, 2018).

O consumo brasileiro per capita de plastico é de
aproximadamente 35 kg/hab, enquanto paises como EUA e Japdo tém
consumo per capita de quase 100 kg/hab. Em 2014 foram consumidas
aproximadamente 2,7 milhGes de toneladas de embalagens plésticas,
sendo que 93% desse total sdo relativas as embalagens (ABIPLAST,
2018).

Atualmente, as matérias-primas dominantes para a produgédo de
plastico sdo derivadas da industria de combustiveis fosseis (HOTTLE;
BILEC; LANDIS 2014).

2.1.1 Problemas ambientais ligados aos plasticos

Devido ao fato de algumas aplicagcBes dos plasticos serem de
descartabilidade muito rapida, associado a grande dificuldade de
degradacdo destes materiais no ambiente, os plasticos tém despertado
grande preocupacdo. A producdo mundial de lixo é de aproximadamente
2.000.000 tondia™, ou 730.000.000 tonano™ (WALDMAN, 20009;
ARAGAO et al., 2014). Em 2008, o consumo aparente de materiais
plasticos somente em municipios no Brasil foi de 5.391 mil toneladas
(IPEA, 2012).

A dificuldade de degradacdo ndo é o Unico dos grandes
problemas associados ao uso desses materiais. A principal matéria-
prima utilizada para sua producdo constitui-se em um recurso nao
renovavel, o petroleo. A incineracdo dos plasticos representa uma forma
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de liberacdo de CO; na atmosfera muito mais rapida que a formacéo do
petroleo, o processo compensatorio. Assim, estamos diante de um
sistema ndo ciclico, cujo resultado é o aumento da quantidade de CO; na
atmosfera, através do fendmeno conhecido por efeito estufa. Embora
ainda seja dificil prever todos os efeitos, e niveis de impacto,
decorrentes do aumento na temperatura da Terra, € quase um consenso
gue a sociedade moderna devera basear-se em sistemas ciclicos e
equilibrados que causem alteracGes ao ambiente tanto menores quanto
for possivel (AQUARONE et al.,, 1998; KAWAGUCHI; OGINO;
KONDO, 2011; ARAGAO, ARAGAO; VELOSO, 2014)

Muitos paises iniciaram estratégias e politicas objetivando
superar esta preocupacdo global. A Alemanha e a Dinamarca foram os
primeiros a banir o uso de sacolas plasticas na maioria das lojas de
varejo nos anos 90. Subsequentemente, paises na Africa, Asia, Irlanda e
o0 resto da Europa gradualmente introduziram proibi¢6es ou refor¢o do
imposto sobre sacolas plasticas; o que contribuiu significativamente no
consumo global. Para atingir a causa raiz da poluicdo ambiental, uma
abordagem aceitavel é a utilizacdo de biopolimeros como substitutos
para substituir os polimeros do petréleo, muito devido aos seus
excelentes atributos eco-amigaveis (YEO, 2017).

Os biopolimeros oferecem uma alternativa renovavel aos
tradicionais plasticos originados do petréleo e podem ser derivados de
diversas matérias-primas incluindo produtos agricolas como gréos,
residuos agroindustriais ou de fontes alternativas como algas ou residuos
de alimentos. Fontes de carbono, como carboidratos, lipidios e
proteinas, extraidos desse tipo de produto podem ser fermentados e
convertidos a biopolimeros por diversos micro-organismos. Os
biopolimeros oferecem a oportunidade de reduzir o consumo de recursos
fésseis necessario para a producdo de 21 milhdes de toneladas de
plastico anualmente consumidas para embalagens e bens ndo duraveis,
assim como para o desvio de 16,7 milhdes de toneladas de residuos
plasticos que iriam para aterros sanitarios (HOTTLE; BILEC; LANDIS,
2013).

2.2 BIOPOLIMEROS E BIOPLASTICOS

O desenvolvimento atual tem permitido identificar novos
materiais que possuem propriedades termoplasticas e caracteristicas de
desempenho semelhantes as dos plasticos convencionais, mas que sdo
mais facilmente degradados pela acdo de micro-organismos no meio



ambiente, os plasticos biodegraddveis. A Figura 2.1 apresenta um
sistema de classificacdo de polimeros com base em sua
biodegradabilidade e contetdo produzido biologicamente. Um material
¢ considerado biodegradavel quando o mesmo é esgotado sob a
influéncia de micro-organismos e condicGes especificas, sendo utilizado
como fonte de alimento. Quando a assimilagdo microbiana completa da
fonte de alimento fragmentada ocorre dentro de 180 dias em um
ambiente composto, ele é considerado como compostavel (WANG et
al., 2004; SCHNEIDER et al., 2010; ASHTER, 2016).

Figura 2.1 Sistema de classificacdo de materiais baseada em
caracteristicas de biodegradabilidade e conteddo produzido
biologicamente, adaptado de Plastics ZN (2018).

Origem biolégica
Bioplasticos Biolplasticos

1
Polietileno (PE) I Acido polilactico (PLA)
Politereftalato de etileno(PETj Polihidroxialcanoatos

Poliamida (PA) 1 (PHA)
Politereftalato de trimetileno : PBS
(PTT) \  Misturas de amidos
1
I
1
N&o | Biodegradavel
biodegradavel !

Biolplasticos
Polibutileno tereftalato
adipato (PBAT)
Policaprolactona (PCL)

Plasticos convencionais
Polietileno (PE)
Polipropileno (PP)

PET

Origem faéssil

A definicdo de plasticos produzidos biologicamente é registrada
na literatura do comité European Comittee for Standardization (CEN), o
qual os define como os plasticos que sejam derivados de biomassa. Em
geral, biomassa se refere aos materiais organicos biodegradaveis
derivados de plantas, animais e micro-organismos e é considerada
renovavel. E importante compreender que a habilidade dos plasticos
produzidos biologicamente de se degradarem nédo depende da sua fracédo
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produzida biologicamente, mas da sua estrutura e propriedades fisicas
(HOTTLE; BILEC; LANDIS, 2013; ASHTER, 2016).

2.2.1 O mercado dos biopolimeros

Ao longo dos ultimos anos, a producéo de polimeros provindos
de fontes renovaveis, produzidos biologicamente ou ndo, apresentou
significante crescimento, mostrando-se como alternativa vidvel aos
tradicionais plasticos de origem féssil (HOTTLE; BILEC; LANDIS,
2013; KOLLER; BRAUNEGG, 2018). Alguns dos principais produtores
de bioplasticos do mercado mundial sdo: Cargill’s Nature Works,
DuPont, Braskem (BAK), Toray Industries, Lanxess AG, Bayer, BASF
e Eastman.

Atualmente, muitos estudos tém sido desenvolvidos no Brasil
para produzir materiais biodegradaveis. Os polihidroxialcanoatos
(PHA), uma familia particular de biopolimeros, tém recebido atengdo
especial (SANTOS, 2009; IENCZAK et al., 2016; SILVA, 2016;
BIOCYCLE, 2018). Um dos biopolimeros mais promissores é o
polihidroxibutirato (PHB), um PHA de cadeia curta, descoberto por
Lemoigne nos anos de 1920 como reserva de carbono em varios micro-
organismos como bactérias Cupriavidus necator, Bacillus spp. e
Pseudomonas spp. (YEO, 2017).

2.3 POLIHIDROXIALCANOATOS (PHA)

Os polihidroxialcanoatos, ou PHA, constituem um grupo
diversificado de poliésteres, sendo acumulados por inimeras bactérias
como granulos intracelulares. A funcdo mais frequentemente atribuida a
esses granulos é a reserva de carbono e energia. A sintese de PHAs
normalmente ocorre quando ha excesso de fonte de carbono disponivel e
limitacdo de pelo menos um nutriente necessario a multiplicacdo das
células do micro-organismo (N, P, Mg, Fe, etc) (AQUARONE et al,
1998; KOLLER et al., 2010). De modo contrario, quando ha limitacao
de carbono ou energia, mas ndo de outros nutrientes, PHAs podem ser
reutilizados para suprir esta necessidade (SEN; HUSSIN, BAIDURAH,
2019).

Os PHA sdo formados principalmente por &cidos hidroxi-
alcanodicos insaturados e saturados. O mondmero do PHA pode ser
acidos 3-hidroxialcanéico ramificados ou ndo ramificados ou terem suas
cadeias laterais substituidas por acidos 4- ou 5-hidroxialcandico. Os
PHA sdo homo-, co- e terpolimeros dependendo do tipo de monémero.



Uma ampla variedade de PHA com diferentes propriedades podem ser
criadas de uma variedade de monb6meros e com a variacdo do
isomerismo constitucional (ASHTER, 2016). A Figura 2.2 apresenta a
férmula quimica geral dos PHA.

Figura 2.2 Férmula quimica geral dos PHA (KOLLER, 2010). O valor
de m pode variar de 1 a 3. Quando o grupo R for igual a H, CH;, CH,CHj,

para m=1, os PHA sdo classificados como PHAscl (short chain lengh), ou

seja, compostos por mondmeros de cadeia curta. Quando R = (CH,),CH; a
(CH,)sCHj3, os mondmeros sao considerados de cadeia média, constituindo
os PHAmcl (medium chain length)

& B W
[«
H/;" C ——OH
. I
o}

n

Dentre os PHAs, o polihidroxibutirato (PHB) e seu copolimero
poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato  (PHBHV) foram  os
primeiros a despertar interesse cientifico, tecnolégico e industrial em
diversos paises, pois, além de serem termoplésticos biodegradaveis
(SCHNEIDER et al., 2010), podem ser sintetizados por fermentacdo
submersa a partir de matérias-primas renovaveis (AQUARONE et al.,
1998; KOLLER et al., 2017; SEN; HUSSIN; BAIDURAH, 2019).
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2.4 POLIHIDROXIBUTIRATO (PHB)

O PHB é o um poliéster bioldgico de cadeia curta. Este polimero
pertence a uma classe de interesse de materiais plasticos bioderivados e
biodegradaveis (ASHTER, 2016). A estrutura quimica geral do PHB ¢
apresentada na Figura 2.3.

Fig 2.3 Estrutura quimica do PHB (YEO et al, 2017).
CH, 0

2.4.1 Caracteristicas principais do PHB

No Quadro 2.1 séo apresentadas as principais caracteristicas do
PHB, conforme o apresentado por Koller et al. (2010), bem como as do
copolimero PHBHV e do polipropileno (PP), de origem fossil. E
evidente a proximidade das caracteristicas dos biopolimeros com as
apresentadas pelo polimero féssil. Tais caracteristicas podem fazer do
PHB um bom substituto do polipropileno em suas aplicacdes
tradicionais, apresentando ainda vantagens de biodegradabilidade,
renovabilidade.



Quadro 2.1 Comparacdo de propriedades do PHB, PHBHV e PP,
adaptado de Koller et al., 2010). As faixas de propriedades apresentadas
para 0 PHBHV correspondem a frag6es molares de 4 a 95% de HV.

Propriedade PHB PHBHV PP
Massa molar
(10° gmol™) 1-8 3 22-7
Massa especifica
(kgdm?) 1,25 1,20 0,905
Ponto de fusdo (°C) 171 -182 75172 176
Cristalinidade (%) 80 55- 70 70
Temperatura de
transicéo vitrea (°C) 5210 "13-8 -10
*Permeabilidade a O, . .
(cm®m ™ kPa™dia)) 0,4 N&o determinada 17
Resisténcia a UV Boa Boa ruim
Resisténcia a RuIM Ruim Boa
solventes
*Forca de tenséo
(MPa) 40 25-30 38
= —

Elongacéo a quebra 6 81200 400
(%)
*Mdédulo de Young 35 2,9 (3% HV); 0,7 17

' (25% HV) ’

Biodegradabilidade Sim Sim Nao

* considerando-se filmes similares

A regularidade estéreo-quimica estrutural do PHB (Figura 2.3)
leva a um homopolimero altamente cristalino, contribuindo para as suas
propriedades mecanicas; alto médulo de elasticidade e forca de tensdo a
quebra. Além disso, a sua estrutura lamelar contribui para propriedades
de barreira superiores ao vapor d’dgua tornando-o aplicavel para
embalagens de alimentos (YEO et al., 2017).

Devido as propriedades mencionadas acima, o PHB e PHBHV
despertaram interesse industrial, e iniciativas para sua producdo ja foram
implementadas em pelo menos cinco paises: EUA, Inglaterra, Austria,
Alemanha, Holanda e Brasil (AQUARONE et al., 1998; BIOCYCLE,
2018; BIOMER, 2018; BIOPOL, 2018; ONMNEXUS, 2018).
Entretanto, um problema que ainda dificulta a producéo industrial em
larga escala do biopolimero é o alto custo da producdo, no qual cerca de
40% ¢é equivalente a matéria prima. Atualmente, o principal objetivo é
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tornar o PHB economicamente vidvel e de facil processo e manuseio.
Portanto, a utilizagdo de fontes de carbono de baixo custo ou mesmo
residuos de materiais organicos podem ser uma alternativa a curto prazo
(SINGH, 2013; SINGH, 2016).

Segundo Koller et al. (2010), as principais vantagens do PHB
sdo compartilhadas entre os PHA e podem ser resumidas conforme o
apresentado na Figura 2.4.

Figura 2.4 Principais vantagens dos PHA em relacdo aos polimeros
fésseis, segundo Koller et al., 2010.

Biodegradabilidade Natureza biologica
Ameniza a crise dos Independéncia dos
aterros sanitarios polimeros fosseis
Contribuic¢io positiva Biocompatibilidade
no ciclo do carbono Aplicagdes médicas

Apesar de seus pontos positivos, o PHB apresenta impedimentos
fisicos que limitam sua competicdo com plasticos tradicionais. Tais
impedimentos incluem, segundo Yeo et al., 2017: a) o efeito de
envelhecimento fisico inerente, baseado na cristalizacdo secundaria que
leva a fragilizacdo; b) uma lenta taxa de cristalizacao e baixa densidade
de nucleacdo promove a formagao de grandes esferulitos o que facilita a
rachadura e fratura, evidente pela baixa elongacdo na quebra; c)
instabilidade térmica devido a estreita janela de processo térmico, onde
0 PHB se degrada através de cisdo de cadeia aleatoria na ligagéo éster na
faixa de temperatura de 170-200°C; d) o alto custo de producdo que
limita sua competitividade em aplica¢@es industriais e comerciais.

2.4.2 Aplicagdes atuais do PHB

O PHB é um material versatil. Em decorréncia de sua
compatibilidade com sangue e tecidos de mamiferos, ele é usado como
implante cirrgico, em cirurgias como fios de sutura e vasos sanguineos
(IWATA et al. 2005; ZHANG; THOMAS, 2011; DONG et al., 2013).
O PHB é utilizado como microcapsulas em terapia ou como materiais
para embalagem de células ou comprimidos (HUH et al., 2014,
VERGARA-PORRAS; GRACIDA-RODRIGUEZ; PEREZ-
GUERAVARA, 2016). O PHB ¢ frequentemente utilizado na



embalagem de artigos de deep draw para a industria de alimentos, por
exemplo garrafas, folhas laminadas, redes de pesca, higiene, embalagens
ou utensilios descartaveis (GARCIA-GARCIA et al., 2016; SEOANE et
al., 2016), laminas agricolas e fibras téxteis (ASHTER, 2016; YEO et
al., 2017). Alguns dos produtos PHB comerciais disponiveis no
mercado constam aparesentados no Quadro 2.2.

Quadro 2.2 Empresas fabricantes de PHB. Adaptado de Ashter (2016),
PAKALAPATI et al. (2018) e Jiang et al. (2016).

Empresa _ Capacidade
e pais Caracteristicas produtiva
-Produzido a partir de sacarose por Alcaligenes
latus
Biomer -Pellets sdo comercializados para processos
' classicos de transformagéo de plasticos 1.000 tonano™
Alemanha . S
-Permite moldagem por injecéo de pecas de
paredes finas
-O tempo de compostagem é cerca de 2 meses
-O polimero se degrada tanto anaerobicamente
. quanto aerobicamente, possui digestibilidade
Danimer - - .
L alcalina e boas propriedades de superficie para
Scientific, - ~
Estados pintura _ _ i _ Né&o declarado.
- -Pode ser produzido como fibras e nao-tecidos,
Unidos PSR . -
espumas, papéis sintéticos, filmes, artigos de
injecdo e moldagem por sopro.
- Copolimero de PHB e PHBHYV produzido a
partir do milho.
-Adaptado para injecdo e moldagem por sopro,
Metabolix, I:etr)rrﬁz%c?rlr;]n:sé rqupumas, laminagdo e
Estados agem, — 50.000 tonano™
- -Bom candidato para aplica¢6es de embalagens
Unidos . " S .
de elétroeletrénicos devido as suas propriedades
antiestaticas
-Sensivel a hidrélise apesar de seu alto grau de
cristalinidade.
Tianjin
Green Bio, | -PHB produzido a partir de sacarose. 10.000 tonano™
China
gf{;;’a’ -PHB produzido a partir de milho 10.000 tonano™
Kaneka, . . o
Japio -Produzido a partir de sacarose 1.000 ton'ano
Biocycle
PHB -Producgéo de PHB a partir de agucares da cana- 50
Industrial, | de-aglcar. tonano™®

Brasil
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2.4.3 PHB no Brasil e desafios

O impulso em direcdo ao PHB ocorreu no inicio da década de 90,
quando foi iniciado o projeto “Poducdo de plésticos biodegradaveis a
partir de cana-de-agticar, por via biotecnoldgica” (IPT, 1993) que foi
desenvolvido em cooperagdo entre o Laboratério de Biotecnologia do
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sdo Paulo (IPT), o
Centro de Tecnologia da Copersucar e o Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (este, associado a
Universidade Federal da Paraiba, utilizando recursos do Programa de
Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico da Financiadora de
Estudos e Projetos (PADCT - Finep) (SILVA; GOMEZ, 2007).

A partir deste projeto houve um estimulo ao estudo da produgéo
de diversos plasticos biodegradaveis no pais, com enfoques
diversificados. Um grande esforco foi realizado e resultou no
desenvolvimento de processo de producdo de PHB e PHBHYV, a partir
da sacarose como fonte de carbono principal, que foi transferido para a
empresa PHB Industrial S/A, havendo no momento diversos trabalhos
de caracterizagcdo e aplicacdo dos PHA (SILVA; GOMEZ, 2007).
Atualmente a marca Biocycle, da empresa PHB Industrial, possui uma
planta piloto no municipio de Serrana, SP, com atual capacidade
produtiva de 50 toneladas por ano, onde séo realizados testes buscando a
viabilidade da produgéo a nivel industrial (BIOCYCLE, 2018).

Tanto este trabalho pioneiro, como aqueles desenvolvidos a partir
de entdo, por outros grupos de pesquisa, direcionaram seus esforcos para
0s seguintes temas-chave na producdo de PHA: uso de substratos
alternativos de baixo custo; obtengdo de micro-organismos eficientes no
acimulo de PHA; aumento de produtividade por cultivo com alta
densidade celular; busca de reatores alternativos e, adequagdo das
caracteristicas do produto pela modulacdo da massa molar (YEO et al.,
2017; KOLLER et al., 2018).

Entre os grupos de pesquisa brasileiros, destaca-se o grupo do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina, que tem se dedicado ao estudo
de producdo desse biopolimero por mais de 20 anos. Os trabalhos ja
publicados por esse grupo contribuem para o aumento substancial nos
estudos sobre producdo de PHA a partir de residuos em todo o mundo.
O Quadro 2.3 apresenta alguns destes estudos. O aumento no nimero
de publicacdes esta relacionado com a necessidade de introduzir os
bioplasticos no mercado com precos competitivos em relacdo aos
plasticos de origem fossil (RODRIGEZ-PEREZ et al., 2018). Entre os



trabalhos realizados pelo grupo destacam-se também os estudos
relacionados a forma de conducdo dos cultivos, modificagdo genética da

cepa C. necator DSM 545 e a etapa de extracdo do polimero.

Quadro 2.3 Trabalhos publicados pelo grupo de pesquisa em PHB do

Departamento de Engenharia de Alimentos e Engenharia Quimica

(EQA) da Universidade Federal de Santa Catarina.
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2.5 PROCESSO DE PRODUGCAO DO PHB

Nesta secdo sdo abordadas algumas caracteristicas do micro-
organismo produtor de PHB utilizado neste trabalho, Cupriavidus
necator DSM 545, bem como os métodos de condugdo de cultivo,
alguns potenciais substratos para sua producdo e o seu metabolismo
frente aos principais compostos encontrados nestes substratos.

2.5.1 Micro-organismo produtor Cupriavidus necator

Sabe-se que mais de 300 diferentes micro-organismos s&o
capazes de gerar PHAs como reserva natural de energia (ASHTER,
2016). Dentre os micro-organismos mais utilizados est4d Cupriavidus
necator, também conhecida por Wautersia eutropha, Ralstonia
eutropha, Alcaligenes eutrophus ou Hidrogenomonas eutropha, o qual é
um organismo potencial para a producao 6tima de PHB.

C. necator é um organismo procarionte gram-negativo e aerdbio.
Oxigénio e nitratos podem servir como aceptores finais de elétrons da
cadeia respiratoria. C. necator é capaz de crescer autotroficamente
(assimilacdo de CO, via ciclo Calvin-Bensom-Basham) ou
heterotroficamente. No crescimento, tem a forma de bastonetes de 0,5
por 1,8 até 2,6 um. Sua temperatura 6tima ¢ 30°C. Pode-se encontrar C.
necator naturalmente no solo e na agua (HOLT et al., 1994;
GROUSSEAU, 2012). Na Figura 2.5 sdo mostradas imagens de
microscopia eletronica das células de C. necator contendo o PHB, que é
acumulado como reserva de energia.



Figura 2.5 Células de C. necator contendo granulos de PHB (KOLLER
et al., 2010). A ampliacdo e o acumulo percentual de PHB séo,
respectivamente: a) 1:20.000 e 48%; b) 1:72.000 e 65%; c) 1:70.000 e
69%; c¢) 150.000 e 69%.
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Dentre os produtores de PHB, C. necator é um dos que apresenta
melhores condi¢Bes para producdo industrial. Esta bactéria destaca-se
pela capacidade de acumular mais de 80% de sua massa seca em
polimero, com alta massa molar e utilizando diferentes tipos de
substrato como glicose, frutose, acidos organicos dentre outros
(RAMSAY, 1994, GROUSSEAU, 2012).

Existem substratos organicos que podem ser assimiladas por
Cupriavidus como os acidos organicos, acidos graxos de cadeia longa
derivado de 6leos (petréleo, mamona, palma, oliva, girassol), compostos
aromaticos como fenol e benzoato, porém poucos carboidratos
(GROUSSEAU, 2012). Esta cepa selvagem ndo é capaz de assimilar a
glicose, e a cepa utilizada para este estudo, DSM 545, adquiriu por
mutacdo espontanea essa capacidade (ZANFONATO, 2016).
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2.5.2 Métodos de condugdo de cultivos

Os processos em batelada alimentada sdo os mais utilizados para
a produgdo de PHB. Processos continuos tém sido avaliados em escala
laboratorial (KOLLER et al, 2010; KOLLER et al, 2017
RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2018). Os processos em batelada
alimentada permitem facilmente a imposicéo da limitacdo de nutrientes
necessaria para a producdo do PHA, além de possibilitar a utilizacéo de
substratos que possuam efeito inibitdrio a partir de determinadas
concentragGes, como o &cido lactico e o acético (GROUSSEAU, 2012).

O processo continuo, em um estagio, para a producdo de PHB
requer a multiplicagdo celular e ndo parece, a primeira vista, ser o
melhor modo de producéo j& que para a maioria dos micro-organismos
produtores de PHB as fases de crescimento e de producéo ocorrem em
momentos distintos (BAEI et al., 2011). Para encarar esta limitagdo, é
necessario proceder com culturas continuas em um primeiro reator para
a producdo de biomassa com alta taxa de diluicdo, e entdo, nos reatores
subsequentes, uma fase de produgdo que possa ocorrer a alta velocidade
especifica. Portanto, processos continuos tornam possivel atingir
produtividades altas e constantes.

A producdo de PHB é um processo complexo. Nela, a qualidade
final e quantidade (rendimento) do produto dependem da cepa, rota
metabdlica, pardmetros de cultivo, fase de producéo do PHB (associada
ou ndo ao crescimento), fontes de carbono e condi¢bes de esgotamento
de nutrientes (BAEI, et al, 2011). Modelos cinéticos Uteis para a
producdo de PHB tém sito implementados, incluindo o crescimento da
biomassa (densidade celular), producdo de produtos, utilizagdo de
substrato simples e fontes limitadas de nutrientes (BAEI, et al., 2011,
ZANFONATO et al., 2011).

A Figura 2.6 apresenta um fluxograma do processo de fabricacdo
do PHB. O PHB pode ser produzido a partir de diferentes fontes de
carbono (sacarose, glicose e frutose, por exemplo) (ASHTER, 2016;
BIOCYCLE, 2018).



Figura 2.6 Diagrama de um processo de producdo de PHB, adaptado de
Biocycle (2018)

Fontes de carbono Dq:uam Agua
nutrientes
| |
h J
Propagagéio em »  Pré-cultivo Esterilizagio
laboratorio

Cultivo

(etapa de l——Neio de culirvo
crescimento)

Cultivo

(etapa de
produgdo)

¥

—Solvente—pe{ Extragio do PHE
Recuperacdo de
solvente v

) Cristalizagdo
Az Solvent
o L
J v
Purificagio
L ]

Secagem

A producdo de PHB por C. necator é realizada em duas etapas.
Nesse tipo de processo, ha, primeiramente, a fase de crescimento
celular, na qual ocorre a multiplicacdo celular até a exaustdo do
elemento limitante; e a fase de producdo de biopolimero, na qual sdo
formadas quantidades expressivas de PHB (PAKALAPATI et al.,
2018).

Na fase de crescimento celular, as células continuamente se
multiplicam, sob excesso de C, N e oxigénio, até atingirem uma
concentracado celular considerada ideal para o inicio da etapa de acimulo
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de biopolimero. Neste ponto, o PHB ocorre como discretos granulos
(com diametro de 0,3 a 1,0 um) em células como um material de
estocagem. Quando é imposta a limitacdo nutricional é iniciada a fase de
producdo de biopolimero. No final do cultivo as células podem possuir
mais de 80% de sua massa seca na forma de PHB (ASHTER, 2016).

O pos-processamento constitui uma parte chave do processo de
producdo de PHA. Apo6s a biossintese do poliéster e separacdo da
biomassa celular (normalmente por centrifugacdo, sedimentagdo,
floculagdo ou filtracdo), o processo necessario para a recuperacdo do
PHA constitui outro fator de custo ndo negligenciavel, especialmente
em produgdo em larga escala. A escolha do método adequado para a
separacdo dos PHA a partir da biomassa residual é dependente de
diversos fatores como a cepa produtora, a pureza necessaria do produto,
a disponibilidade dos agentes de isolamento e o impacto aceitavel sobre
a massa molar. Principalmente, trés diferentes estratégias sdo descritas
por Koller et al. (2010) para o isolamento de PHAS: a) extragdo direta da
biomassa de PHA (métodos solventes — antisolvente; PHA é dissolvido
intermediariamente); b) digestdo quimica ou enziméatica do material
celular ndo-PHA (os granulos PHA sdo liberados, ndo ha dissolugdo
intermediaria do PHA; c¢) disrupcdo das células de micrdbios
osmofilicos em meio hipotbnico (granulos PHA séo liberados, ndo ha
dissolugdo intermediaria do PHA).

2.6 SUBSTRATOS DE BAIXO CUSTO

Os calculos de custo-beneficio demonstram que o0s custos de
producdo de PHA, somada a de equipamentos e tecnologia downstream
sdo decorrentes principalmente dos custos da matéria prima. A razédo
para isso € que a producdo de PHA em escala industrial atualmente
depende de substratos de alto custo com relevancia nutricional, como
glicose, amido e 6leos comestiveis. Assim, a utilizacdo de substratos de
baixo custo é uma estratégia para melhorar a competitividade do PHB
com os polimeros fésseis (KOLLER; BRAUNEGG, 2018). Dentre esses
constam residuos agroalimentares, industriais e de plantas de tratamento
de residuos (RODRIGUEZ-PEREZ, 2018).

Diversos substratos de baixo custo tém sido utilizados para a
producdo de PHB, podem ser citados eles: glicerina bruta (APATI,
2012; BOEIRA, 2018), melaco citrico (FARIAS, 2009; UFSC, 2010),
vinhaca de cana-de-aclicar (MARTINHAGO et al, 2014
ZANFONATO, 2016), melaco de cana-de-aglcar (KULPREECHA et



al., 2009; BAEI et al., 2011; SEN; HUSSIN; BAIDURAH, 2019), torta
de babacu e de soja (OLIVEIRA, FREIRE, CASTILHO, 2004), soro de
leite (MARANGONI et al., 2001), raiz de chicoria (HAAS et al., 2015),
farelo de arroz, torta de Oleo, farelo de trigo, palha de arroz
(KRISHNAN et al., 2017). aguas residuarias acidificadas (RUAN;
CHEN; LUN et al., 2003) e até residuos de alimentos (HAFUKA et al.,
2011).

2.6.1 Industria sucroalcooleira no Brasil

Entre os anos de 2011 e 2012, o Brasil passou a ser reconhecido
como o maior produtor mundial de cana-de-agucar, tendo processado
559 milhdes de toneladas, sendo que, no total produzido, 51,6% deram
origem ao etanol, e os 48,4% restantes transformados em acgucar. Na
safra de 2017/2018 foram g)roduzidas 37,70 milhGes de toneladas de
acucar e 27,78 milhdes de m® de etanol (BRASIL, 2018).

A Figura 2.7 apresenta o processo tradicional utilizado para a
producdo de aclcar e etanol a partir de cana-de-agicar. Como
observado, h& pelo menos trés subprodutos desse processo que Sao
explorados em bioprocessos. O bagaco da cana-de-agUcar que €
utilizado para a geracdo de eletricidade, sendo que em marco de 2012,
esse tipo de energia correspondia a 5,8% da matriz elétrica do Brasil
(POSSIGNOLO et al., 2015), além de todos os esforcos realizados para
a producao de etanol de segunda geracdo com esse residuo em escala
comercial (CALIL NETO; GUIMARAES; FREIRE; 2018). E por fim, 0
melaco e a vinhaga, que sdo os subprodutos a serem explorados nesse
trabalho para a produgéo de PHB.
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Figura 2.7 Processo de producdo de agUcar com destilaria anexa para a
producdo etanol a partir de cana-de-agUcar. Adaptado de UDOP (2018).
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2.6.2 Vinhaca

A vinhaga, também chamada de vinhoto, restilo, garapdo, dentre
outras nomeclaturas regionais, € um residuo liquido gerado pela
destilagdo do mosto alcodlico no processo de producdo de etanol A
vinhaca possui pH entre 3,5 e 5, alta carga organica e apresenta
coloracdo marrom escura devido & presenca de melanoidinas, além de
um odor caracteristico. Sua composicao é bastante variavel, e em geral
se encontram nutrientes como o nitrogénio (até 4,5 gL™), fésforo (até
3,0 gL™Y) e potassio (até 17,5 gL ™) (HOARAU et al., 2018).

Com o avanco na produtividade de cana-de-agucar e o estimulo

ao cultivo que o governo federal impbs na década de 80 por causa do
aumento da produgdo de &lcool, houve entdo um acréscimo na geragdo
de vinhaca, sendo que para cada litro extraido do mesmo, eram
produzidos de 10 a 18 litros de vinhaga (POSSIGNOLO et al., 2015).
A principal aplicagdo da vinhaca é no solo, devido & sua composicéo.
Quando aplicada no solo, a vinhaga pode trazer melhorias na fertilizagdo
das plantacBes. E fundamental que seja adicionada adequadamente
considerando-se, dentre outros fatores, a composi¢do mineral e organica
do solo, para que ndo ocorram impactos ambientais
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013; POSSIGNOLO et al., 2015).

O uso inadequado da vinhaga pode provocar uma série de efeitos
negativos como a salinizagdo do solo seguida de desestabilizagdo
estrutural do terreno, perdas na atividade microbiana e acidificagédo
permanente do solo e dos recursos hidricos (FUES, GARCIA, ZAIAT,
2018). Com o aumento da poluicdo, o lancamento da vinhaga foi
proibido no Brasil, como consta na portaria n° 323/1978 (CETREL,
2011).

Os potenciais da vinhaca tém atraido pesquisadores. Existem
estudos que demonstram a sua aplicacdo na geragdo de bioenergia
(FUESS; GARCIA; ZAIAT, 2018), producdo de fungos (LAIME et al,
2011) e como matéria-prima para a producdo de racdo para aves
(ROBERTIELLO, 1982).

2.6.2.1 A vinhaca como matéria-prima para o PHB

Poucos estudos que utilizaram a vinhaca como substrato para a
producdo de PHB foram publicados até entdo (PRAMANIK et al., 2012;
MARTINHAGO et al., 2014; ZANFONATO, 2016; BOEIRA, 2018).
Percebe-se que a utilizacdo da vinhaca com essa funcdo é uma
alternativa de aplicacdo que agrega valor a este coproduto e é
ambientalmente amigavel.
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Pramanik et al. (2012) produziram PHB pela arqueobactéria
halofilica extremofila Haloarcula marismutui em incubadora rotatoria.
A utilizacdo deste tipo de bactéria se destaca pelo menor risco de
contaminacdo, o que reduz os custos de producdo, e da simplificacdo do
processo de extracdo. Apesar disso, 0 cultivo apresentou uma fase lag
extensa (144 h), o que agrega maiores custos ao processo. Além disso,
foi relatado que diluigdes da vinhaga bruta a partir de 25% no meio de
cultivo causaram a inibicdo do crescimento de H. marismutui. Porém, o
pré-tratamento com carvdo ativado foi suficiente para evitar o efeito
inibitério em concentracbes de até 100% de vinhaca. O cultivo
utilizando vinhaca pura pré-tratada com carvao ativado atingiu 15 + 0,35
gL™ de biomassa total, 4,5 + 0,2 gL ™" de PHB, actimulo de PHB de 30 +
0,3%.

Zanfonato (2016) avaliou a producdo de PHB por Cupriavidus
necator DSM 545 em vinhaga pura como Unico substrato, sendo obtida
uma baixa concentracdo de PHB (2,2 g'L™). Porém um dos resultados de
destaque do trabalho citado, é o aumento da velocidade especifica de
crescimento (pxmax) NA presenca da vinhaga do meio de cultivo. Tanto o
cultivo com vinhaca pura (0,26 h™) ou combinada com glicose (0,19 h”
1), mostraram valores de pymax Superiores ao cultivo contendo apenas
glicose (0,16 h™), sendo esse efeito atribuido & presenca de acido acético
e lactico na vinhaca.

Boeira (2018) comparou o crescimento de C. necator glpFK, (C.
necator DSM 545 modificada geneticamente, por Zanfonato (2016),
para o consumo de glicerol em maior velocidade), em meios contendo a
combinacéo da vinhaga e glicerol, vinhaca e glicerina refinada e vinhaca
e glicerina bruta. Os cultivos em biorreator de 5 L demonstraram que 0s
substratos combinados apresentaram resultados similares. Porém, o
efeito da vinhaca sobre pxmax também pode ser observado, em que 0s
cultivos com vinhaga Pura promoveram uma velocidade maxima de
crescimento de 0,40 h™, enquanto os com glicerol atingiram 0,11 h™.
Nos cultivos com o uso de glicerina refinada e bruta houve acimulo de
31% e 50% de PHB em relacdo a massa celular, respectivamente. O
melhor cultivo foi o com o uso de glicerina bruta e vinhaga em batelada
alimentada, o qual atingiu a produtividade de 0,22 gL™h™ e um
acimulo de 64% de PHB.

2.6.3 Melaco de cana-de-agUcar

Denominam-se melacos os residuos da fabricacdo de aclcar que
ndo sdo mais utilizados para a separacao da sacarose. Eles se originam



nas usinas de acuUcar, pela centrifugacdo das massas cozidas para a
separacdo dos cristais de acUcar (AQUARONE et al. 1998; SAHU,
2018).

Cerca de 18 milhdes de toneladas de melago de cana-de-agUcar
sdo produzidos por ano no Brasil pelo setor sucroalcooleiro. Por seu
baixo custo, alta disponibilidade e alto teor de aglcares fermentesciveis,
esta matéria-prima vem sendo empregada como substrato para diferentes
tipos de fermentacdo. A producdo de alcool etilico é sua principal
aplicacdo (OLIVEIRA et al., 2009; SAHU, 2018).

A composi¢cdo do melago varia de acordo com o processo de
producdo do aglcar. A presenga de outros compostos como nitrogénio,
compostos nitrogenados e alguns minerais torna esse subproduto, um
substrato interessante na &rea de bioprocessos para a produgdo de
diversos produtos. A Tabela 2.4 apresenta algumas composigdes
determinadas em estudos anteriores.

Tabela 2.4 Composi¢do do melago de cana-de-agticar. O simbolo “-”
indica valores nao determinados.

Referéncia

Componente SOUKOULIS; JUNG et al. TECLU et al.

TZIA (2018) (2013) (2009)
Carboidratos totais (%) 69,69 56,02 -
AcUcares redutores totais
(%) 59,0 - -
Sacarose (%) - - 35
Glicose (%) - - 7
Frutose (%) - - 9
Proteinas (%) 2,0 -
Gorduras (%) 0,0 - -
Umidade (%) 28,3 - 20
Nitrogénio (%) - 0,5a15 -
Compostos nitrogenados ) ) 45
(%) '
Acidos n3o nitrogenados ) . 5
(%)
P,Os (g100g™) - 0,1a04 -
Potéssio (mg100g™) 1470 - -
Sédio (mg100g™) 60 - -
Fésforo (mg100g™) 80 - -
Magnesio (mg-100g™) 140 - -
Célcio (mg100g™) 500 - -

Ferro (mg100g™) 9,0 - -




52

2.6.3.1 Melaco como substrato para producéo de PHB

O processo de producdo de PHB com o uso de melagco como
matéria-prima é conhecido desde o inicio da década de 1990 (IPT, 1993)
no Brasil. Apesar disso, raros sdo os estudos nacionais publicados sobre
0 assunto, possivelmente em decorréncia do desenvolvimento ser
realizado por empresas privadas e as informacdes, assim, serem
mantidas em sigilo.

Além do alto teor de agUcares, 0 melago de cana contém fatores
de crescimento essenciais (calcio, fosforo, biotina, niacina e riboflavina)
em tracos (ppm), mas carece em minerais essenciais como cobalto e
selénio, os quais aumentam a atividade da enzima PHB sintase
(TRIPATHI; SRIVASTAVA; SINGH, 2017).

Sen, Hussin e Baidurah (2019) estudaram o efeito de diferentes
pré-tratamentos hidroliticos do melagco de cana-de-aglcar sobre o
crescimento e producdo de PHB de C. necator em incubadora rotatéria.
Foram avaliados os tratamentos: hidrotérmico acido em estufa;
hidrotérmico &cido em banho de 6leo; &cido; além do melago ndo pré-
tratado e um controle contendo glicose como fonte Unica de carbono. O
cultivo com glicose apresentou os melhores resultados quanto a
producdo de PHB. O acumulo chegou a ser 3,5 vezes maior que 0
cultivo em melago ndo tratado e 2,1 vezes maior que o cultivo com
melaco pré-tratado em estufa.

Sivakumar, Shree e Panali (2017) avaliaram a producdo de PHB
por Streptomyces sp. isoladas de sedimentos do solo. Os cultivos,
realizados em incubadora rotatoria, utilizaram substratos naturais pré-
tratados como fonte de carbono: palha de trigo, farelo de trigo, farelo de
arroz, melago de cana de agucar e torta de dleo. Os cultivos com melago
de cana atingiram 11,2 + 0,02 gL ™" de biomassa total, 0,89 + 0,05 gL’
'de PHB e 7,49% de acimulo de PHB. O que indica que mais estudos
seriam necessarios para otimizacdo das condi¢cfes de cultivo e maiores
rendimentos em PHB.

Tripathi, Srivastava e Singh (2013) realizaram um estudo da
otimizacdo da producdo de PHB por Alcaligenes sp. a partir de melago
de cana-de-aclcar em incubadora rotatéria utilizando delineamento
experimental composto central rotacional de trés fatores e cinco niveis.
A temperatura, pH e velocidade de agitacdo foram os fatores
considerados e suas condigdes otimizadas em 34,43°C, pH 6,54 e
velocidade de agitagdo em 187,8 rpm, respectivamente, as quais
promoveram um acimulo de 76,80%, proximo ao predito: 77,78%. O
experimento na condicdo otimizada foi realizado em batelada em um



biorreator de 7,5 L, no qual biomassa atingida foi de 11,0 +0,5 gL e a
concentracdo de PHB foi 8,58 g’L™, ap6s 48 h de cultivo. Segundo os
autores, fatores de crescimento, como acidos organicos, vitaminas e
minerais presentes no melago seriam responsaveis por induzirem um
aumento na producdo de biomassa e PHB.

2.7 HIDROLISE DA SACAROSE PRESENTE NO MELACO

Como j& descrito anteriormente, C. necator DSM 545 é capaz de
metabolizar glicose e frutose, mas ndo sacarose, como fonte de carbono.
Nesse caso, para que todo o aglcar presente esteja disponivel, 0 melago
precisa ser pré-tratado antes de ser utilizado como substrato. Em geral,
métodos quimicos, enzimaticos e combinados sdo utilizados para
converter dissacarideos em monossacarideos podendo ser usados como
fonte de carbono por micro-organismos. Apesar da hidrolise acida
fornecer indices de conversdo elevados e ser utilizada industrialmente, a
hidrdlise enziméatica ainda é mais vantajosa e indicada em processos
fermentativos por ndo gerar compostos indesejaveis (OLIVEIRA;
BUZATO; HAULY, 2005; AZIZI; NAJAFPOUR; YOUNESI, 2017). A
seguir, é apresentada uma breve descri¢do dos tipos de hidrdlises que
podem ser usados na conversdo da sacarose presente no melagco em
monossacarideos (glicose e frutose).

2.7.1 Hiddlise acida

A hidrdlise acida caracteriza-se por envolver solug@es diluidas de
acidos fortes como acido sulfurico e cloridrico, e condicdes operacionais
severas de pH e temperatura (1<pH<2;100<Temperatura<150°C).
Devido as suas caracteristicas, a hidrolise acida tem sua aplicacdo
comercial restringida na indGstria alimenticia, pois o uso de
catalisadores acidos acarreta alteragc@es no sabor e na cor dos alimentos,
devido as reacGes paralelas de escurecimento, producédo de subprodutos
indesejaveis e desnaturacéo de proteinas (SANTIAGO, 2002; ROMAO,
2011).

Os métodos quimicos de hidrdlise, usados também em residuos
da agroindlstria para obtencdo de acUcares fermentesciveis, sdo
geralmente citados como métodos rapidos, porém esbarram em questdes
como necessidade de neutralizagdo do meio, o que pode gerar
precipitados, corrosdo de equipamentos e dificuldade de recuperacéo
dos solventes (PRADO et al. 2016). Outro inconveniente do uso do pré-
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tratamento do bagaco de cana, por exemplo, com hidrélise acida é a
formacdo de coprodutos inibitérios, os quais podem afetar o
desempenho ao usarem-se hidrolisados. O hidroximetilfurfural (HMF) é
um desses coprodutos (LOPES et al. 2014), o qual podem ser formado
também na hidrdlise do melago.

Romao et al. (2012), verificaram que a condi¢cdo de hidrolise
acida utilizada em melaco de soja (coproduto da extracdo de proteinas
de soja, contendo até 57% de agUcares) produziu quantidade de furfural
suficiente para ocasionar uma leve inibicdo na producédo de etanol por S.
cerevisiae. Portanto, ainda que em concentragBes baixas, esses
compostos podem ter efeito sobre os micro-organismos, bem como
sobre o crescimento de C. necator, como ja demonstrado na literatura
para aldeidos, furfural e HMF (WANG; YIN; CHEN et al., 2014).

2.7.2 Hidrdlise enziméatica

A beta-fructofuranosidase, comumente chamada invertase,
sacarase ou sucrase catalisa a hidrélise de sacarose a glicose e frutose,
pelo desprendimento do residuo L-D-fructofuranosideo ndo redutor
(KULSHRESTHA et al. 2013; PANDEY; SINGHANIA, 2008)

A invertase nivel alimentar utilizada na National Enzyme
Company é obtida pela fermentacdo controlada de Saccharomyces
cerevisiae e é caracterizada por sua habilidade de catalisar a inverséo de
solucdes de sacarose. Essa enzima catalisa a hidrdlise da sacarose em
seus componentes D-frutose e D-glicose. A invertase é usada
amplamente para a producdo de diversos produtos de confeitaria e
acUcares invertidos assim como um auxiliar digestivo (EEI, 2018).

2.7.3 Hidrdlise bioldgica

A hidrélise biol6gica corresponde ao uso direto das células de S.

cerevisiae no meio a ser hidrolisado. Poucos trabalhos relatam essa
técnica, onde a autélise das células é empregada para obtengdo do
extrato contendo enzimas intracelulares com atividade suficiente para
hidrolisar a sacarose (EMIDIO, 2016; MIRZAEI et al., 2015; STOLZ,
2005).
Stolz et al. (2005) compararam os métodos de hidrolise usando a enzima
livre e as células de leveduras autolisadas, atingindo rendimentos muitos
proximos. Segundo os autores, o procedimento deve ocorrer em meio
contendo altas concentracdes de aclcar, 0 que aumenta a pressao
osmotica do meio levando a célula a autélise. Além disso, a temperatura
deve ser levemente elevada para evitar a fermentacao.


https://enzymeeducationinstitute.com/enzymes/invertase/

Emidio (2016) usou procedimento similar para produzir
melados a partir de agucar cristal e caldo de cana-de-agucar atingindo o
nivel desejado de aclUcares redutores no produto a fim de evitar a
cristalizacéo, concluindo ser este um método de baixo custo.

2.8 BIOSSINTESE DE PHB POR C. necator

O aclmulo de PHA é uma resposta inerente as condicGes de
stress encaradas pelas células bacterianas. Tais condi¢fes sdo geradas in
vitro pela exposigdo da bactéria a limitagdes de nutriente, pela qual elas
trocardo suas rotas metabdlicas e causardo a producdo de PHA como
suas fontes de carbono e energia (ASHTER, 2016).

A via metabdlica mais estudada para a producdo de PHB é aquela
encontrada em C. necator, e que é muito semelhante a via metabdlica
que leva a sintese de PHB em diversas bactérias.

Figura 2.8 Via metabdlica de sintese de PHB a partir de glicose
(MADISON; HUISMAN, 1999).

Glicose

1

Acetil-CoA =—> TCA
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| Acetil-CoA redutase ‘ NADP
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Na sintese de PHB a partir de acetil-CoA (um intermediario entre
as vias de degradacdo de carboidratos e o ciclo de Krebs) estdo
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envolvidas trés enzimas. B-cetotiolase catalisa a condensacdo de duas
moléculas de acetil-CoA, formando uma molécula de acetoacetil-CoA,;
esta, por sua vez, € reduzida a D(-)-3-hidroxibutiril-CoA numa reacao
estereoespecifica catalisada pela enzima 3-cetoacil-CoA redutase
NADPH dependente. O Ultimo passo compreende a polimerizagdo da
unidade D(-)-3-hidroxibutiril-CoA a um polimero em crescimento,
numa reacdo catalisada pela enzima PHA sintase (PHILIP,
KESHAVARZ, ROY, 2007; AQUARONE et al., 1998).

A enzima-chave para a regulagdo dessa via metabdlica é a [3-
cetotiolase. Essa enzima compete com outras enzimas pelo acetil-CoA
em diferentes rotas metabdlicas € inibida quando ha presenca de alta
concentracdo de CoA livre, a qual é produzida no ciclo do &cido
tricarboxilico durante a respiracdo das células. Quando algum nutriente
se torna limitante & multiplicacdo da bactéria, a demanda por acetil-CoA
diminui, e com isso todos os niveis de CoA livre se tornam reduzidos,
diminuindo a inibigdo sobre a B-cetotiolase e desencadeando a sintese
de PHB (AQUARONE et al., 1998).

2.9 METABOLISMO EM C. necator DSM 545 EM DIFERENTES
SUBSTRATOS

Nesta secdo & apresentada uma pequena revisdo referente ao
metabolismo da C. necator DSM 545 frente a diferentes substratos,
visto que neste trabalho sdo usados substratos complexos com a
presenca de carboidratos, glicerol e &cidos organicos.

2.9.1 Metabolismo dos carboidratos

Cepas selvagens de C. necator ndo sdo capazes de assimilar
glicose, manose e ribose, mas sdo capazes de usar a frutose.
Aparentemente a célula é capaz de oxidar a glicose intracelular, mas ndo
possui sistema de transporte (GROUSSEAU, 2012).

A frutose é transportada para dentro da célula por transporte ativo
ABC (POHLMANN et al, 2006). C. necator ndo possui
fosfofrutoquinase para a conversdo de frutose-6-fosfato a frutose-1,6-
difosfato (GOTTSCHALK; EBERHARDT; SCHLEGEL, 1964). A
glicdlise ndo pode ser realizada. Como ndo foi comprovada a presenca
de glucanato-6-fosfato desidrogenase nas cepas H16 e JMP 134
(POHLMANN et al., 2006; LYKIDIS et al., 2010), a frutose ndo seria



degradada pelo via das pentosefosfatos, mas exclusivamente pela via de
Entner-Doudoroff gracas ao gluconato-6-fosfato desidratase (EDD) e 2-
ceto-3-desoxicluconato-6-fosfato aldolase (SCHLEGEL,;
EBERHARDT, 1972).

O catabolismo da glicose ndo é conhecido na cepa C. necator
DSM 545, utilizada neste trabalho. Konig et al. 1969 evocam para este
tipo de mutante um aumento na permeabilidade da glicose na membrana
pela aquisicdo de uma permease e da glicose-6-fosfato constitutiva
desidrogenase (G6PD). Assim a glicose atravessaria a membrana
externa por uma porina (NagC) e entdo seria transportada do periplasma
ao citosol e fosforilada via um sistema de transporte fosfotransferase
(PTS) via NagE e NagF (RABERG et al., 2011). Uma rota alternativa
seria 0 transporte da glicose do periplasma ao citosol por difusdo
facilitada via NagE e entdo fosforilagdo por uma glucoquinase (GK)
(POHLMANN et al., 2006). A glicose-6-fosfato seria entdo
metabolizada via Entner-Doudoroff.

A Figura 2.9 apresenta um diagrama do metabolismo de
carboidratos para C. necator DSM 545 com base nos estudos
referenciados.
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Figura 2.9 Catabolismo dos carboidratos em C. necator, adaptado de

Grousseau (2012) - Em cinza a via Entner-Doudoroff e suas enzimas: EDD,
gliconato-6-fosfato desidratase; EDA, 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogliconato aldolase; (*)
a existéncia desta via ainda ndo foi comprovada (GND, gliconato-6P-
desidrogenase); Nomenclatura das demais enzimas em cinza: HK, hexoquinase; GK,
hexoquinase; PGI, fosfoglicoseisomerase; G6PD, glicose-6-fosfato desidrogenase;
FBPA, frutose bifosfatoaldolase; FBPP, frutose bifosfatofosfatase; G3PD,
gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase; PGK, fosfogliceratoquinase; PGM,
fosfogliceratomutase; ENO, enolase; PK, piruvatoquinase; PDH,
piruvatodesidrogenase; abreviacdo PPP para a via das pentoses fosfato, TCA para
via do &cido citrico e PTS para o sistema de transporte da fosfotransferase; NagC,
proteina da membrana externa (porina), NagE, proteina do sistema aglcar

fosfotransferase (presente na membrana).
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2.9.2 Metabolismo do glicerol

O glicerol é uma fonte de carbono que pode ser metabolizada por
C. necator através das vias de degradacgdo de aglcares, mas precisa ser
fosforilado e oxidado a dihidroxiacetona fosfato (DHAP)
(CAVALHEIRO et al, 2009; VRANA SPOLJARIC et al., 2013;
ZANFONATO, 2016).

A Figura 2.10 apresenta um diagrama do metabolismo do
glicerol por C. necator. A gliconeogénese, apresentada em cinza é uma
parte essencial para a principal via metabdlica de utilizagdo de glicerol
por micro-organismos, mas também acarreta menor eficiéncia de
velocidade de crescimento e nos fatores de conversdo para esse
substrato. A glicerol quinase e a glicerol-3-fosfato dehidrogenase séo as
enzimas envolvidas na fosforilagdo do glicerol intracelular a glicerol-3-
fosfato e & subsequente conversdo a dihidroxiacetona fosfato. Este
altimo é, entdo, introduzido a gliconeogénese (VOEGELE; SWEET,;
BOOS, 1993).
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Figura 2.10 Via metabolica para a utilizacdo de glicerol para producdo
de PHB por C. necator, adaptado de Tanadchangsaeng e Yu (2012).
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2.9.3 Metabolismo dos acidos orgéanicos volateis

C. necator pode utilizar &cidos orgénicos volateis, tais como
acetico, lactico, propibnico e butitico, como fonte de carbono e energia
para crescimento e producdo de PHAs como ja demonstrado por Yu &
Wang (2000) e Montano-Herrera et al. (2017).

Os &cidos organicos seguem rotas metabdlicas bastante parecidas
com a formagdo de composto intermediario e entdo a formacdo de
acetil-CoA ou acetoacetil-CoA, os quais seguem pela rota ja descrita
para a sintese do PHB (SHI; SHIRAISHI; SHIMIZU, 1997).

Apesar da bactéria C. necator metabolizar diversos &cidos como
fontes de carbono adicionais, estes podem ser téxicos, dependendo da
concentracdo e pH. Em pHs abaixo dos pKas, para 0s os acidos graxos
volateis (AGVs) (lactico 3,85; acético 4,76; butirico 4,83; propiénico
4,87), a forma ndo dissociada predomina, e esses prontamente
atravessam a membrana. Uma vez dentro da célula eles rapidamente se
dissociam e acidificam o citoplasma (GARCIA-GONZALEZ; DE
WEVER, 2018; SALMOND. KROLL; BOOTH, 1984). Em altos niveis
de AGVs, isso pode reduzir o gradiente de prétons através da
membrana, aumentar a pressao osmética, e reduzir a taxa de utilizacéo
do &cido, taxa de crescimento e rendimento (LAWFORD; ROUSSEAU;
1993; AXE; BAILEY; 1995). Em niveis de pH préximos do 6timo para
C. necator (7,0) os AGVs estdo na forma dissociada no meio e a
passagem através da membrana é limitada. Portanto, os AGVs podem
ser apenas fontes efetivas de carbono quando pH e a sua concentragdo
forem cuidadosamente regulada, evitando-se efeitos inibitorios
(CHAKRABORTY; GIBBONS; MUTHUKUMARAPPAN, 2009).
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3 DEFINICAO DO PROCEDIMENTO DE HIDROLISE PARA O
MELACO - ETAPA 1

Na etapa inicial deste trabalho, buscou-se um método para
hidrolisar a sacarose, presente no melaco, com alto rendimento. No
melaco, apesar da composigdo apresentar variagdes, cerca de 20% dos
acUcares sdo compostos por glicose e frutose e 80% por sacarose.
Assim, opré-tratamento hidrolitico é essencial para a utilizagcdo do
melaco como substrato para C. necator DSM 545, visto que este micro-
organismo ndo é capaz de metabolizar a sacarose, mas sim glicose e
frutose. O objetivo desta etapa foi, portanto, encontrar um método com
bom rendimento, que ndo proporcionasse inibicdo do crescimento
celular.

Para isso, foram realizados dois blocos de experimentos. O
primeiro visou a avaliagdo comparativa dos diferentes métodos de
hidrolise, enquanto o segundo bloco buscou avaliar a interferéncia dos
diferentes métodos de hidrélise sobre o crescimento de C. necator DSM
545.



3.1 MATERIAL E METODOS - ETAPA 1

3.1.1 Melago

O melaco de cana-de-acUcar, gentilmente disponibilizado pela
Usina Alta Mogiana (Sdo Joaquim da Barra, SP), foi recebido em julho
de 2013 e transportado em recipiente plastico de 5 L até a Universidade
Federal de Santa Catarina, onde foi mantido congelado a -20°C até o
momento de sua utilizag&o.

3.1.2 Hidrdlise do melago

O melago, antes de ser utilizado nos cultivos, passou por pré-
tratamento, o qual consistiu de diluigdo (1:1) com &gua destilada,
seguida de centrifugacéo a 8000 xg por 30 min, e finalmente a hidrélise
da sacarose.

Os métodos de hidrdlise testados foram: quimico (HCI, H,SO,),
enzimatico (invertase) e bioldgico (Saccharomyces cerevisiae), como
representado pela Figura 3.1.

Figura 3.1 Representacdo do primeiro bloco de experimentos da Etapa
1, que visou o estudo dos rendimentos de hidrolise para diferentes
métodos.

Melago
41,5°Brix

Hidrélise acida Hidrolise enzimatica Hidrdlise bioldgica
(H,50,4 ou HCI) (Invertase) (S. cerevisiae)

| Avaliaciodo !
—' )
| rendimento

Para cada tipo de hidrdlise foram selecionadas condi¢Ges pré-
determinadas de tempo, temperatura, pressdo, pH e agitacédo,
apresentadas no Quadro 3.1. Os procedimentos sdo descritos com
maiores detalhes nas seccBes seguintes.
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Quadro 3.1. Condicdes utilizadas para os ensaios de rendimento de

hidrélise.

Pressao Temperatura Tempo Agitacdo
Agente (atm) ) S R
H,S0, 1,3 125 20 3,0 0
HCI 1,3 125 20 3,0 0
Invertase Atmosférica 60 60 4,5 150
S. cerevisiae Atmosférica 60 300 4,5 150

3.1.2.1 Hidrdlise quimica com acidos (H,SO,4e HCI)

O método de hidrolise quimica usado neste trabalho foi adaptado
a partir dos métodos apresentados por LIU et al. (2007) e Al et al.
(2015), os quais usaram H,SO,4 (5 M) e HCI (11 M) como catalisadores.
O pH do melago foi ajustado para 3,0 com os &cidos citados acima e
submetidos a autoclave sob pressdo de 1,3 atm e 125°C por 20 min. Em
seguida, as solugBes foram centrifugadas a 8000 xg por 20 min e o
sobrenadante teve o pH ajustado para 7,0 com NaOH 10 M.

3.1.2.2 Hidrélise enziméatica com invertase

A enzima Invertase (Novozymes) utilizada neste trabalho foi
gentilmente doada pela empresa LNF localizada na cidade de Bento
Gongalves-RS.

A invertase em pé foi diluida em tampdo citrato pH 4,5, a fim de
obter atividade tedrica de 800.000 SU'L™. A solucéo de melaco teve seu
pH ajustado para 4,5 com HCI 11M e a solugdo de invertase foi
adicionada na razéo 1:10 (enzima:melago), proporcionando uma solucao
com 80.000 SU'L™. Apés 60 min de reacdo a 60°C e 150 rpm, o pH foi
corrigido para 7,0 e, em seguida a solucdo foi submetida a 90°C por 5
min para a inativacdo da invertase. A solucdo hidrolisada foi resfriada
em refrigerador.

3.1.2.3 Hidrdlise biolégica com Saccharomyces cerevisiae

A hidrolise bioldgica consistiu na acdo das enzimas liberadas pela
levedura de panificacdo Saccharomyces cerevisiae comercial da marca
Fleischmann. O método consiste em um protocolo interno do
laboratério no qual este estudo foi realizado, e é baseado em Emidio
(2016), Mirzaei (2015) e Stolz (2005).

Inicialmente, foi realizada a hidratagdo da levedura. Para tal,
adicionou-se 10 g de levedura em 30 mL de agua destilada em
Erlenmeyer de 125 mL e manteve-se a suspenséo durante 2 h a 60°C em



agitador orbital a 150 rpm, garantindo-se a homogeinizagéo da solug&o.
Em seguida, adicionou-se 3 mL da suspensdo de levedura tratada em
100 mL de melago diluido, assim iniciando a hidrolise da sacarose. A
reacdo ocorreu por 5 ha 60 °C e 150 rpm.

A solugdo de melago hidrolisado foi centrifugada por 30 min a
8000 xg com o objetivo de separar a suspensao presente no mela¢o. Em
seguida, aqueceu-se a solucdo a 85°C por 5 min para garantir a
inativacdo da enzima e de leveduras residuais. A solucdo foi
acondicionada em refrigerador até a sua utiliza¢&o.

3.1.3 Micro-organismo

A linhagem bacteriana C. necator DMS 545 foi utilizada neste
trabalho. As cepas de estoque foram mantidas congeladas a -80°C em
glicerol (1:1) em microtubos de 1,5 mL

3.1.4 Meios de cultura

Trés meios de cultura liquidos foram utilizados. O primeiro meio
foi utilizado para a reativacdo da cepa (primeira pré-cultura), o segundo
para a adaptacdo da bactéria ao meio (segunda pré-cultura) e o terceiro
para promover o crescimento celular (cultivos).

Na primeira pré-cultura, as células foram inoculadas em caldo
nutriente, Nutrient Broth (NB), composto por 5 gL de peptona de
carne e 3 gL de extrato de levedura.

Na segunda pré-cultura, foi utilizado o meio mineral (MM1), sem
limitacdo de nitrogénio, descrito por Aragdo et al. (1996) com
modificacdes (em g'L™): aclcares redutores totais em glicose e frutose
20; KH,PO, 4,39; citrato de amonio e ferro 111 0,06; CaCl,.2H,0 0,01;
MgSQO,4.7H,0 0,5; uréia 2,13; acido nitrilotriacético 0,19; e elementos
traco 1 mL'L™". A solugdo de elementos traco tem em sua composicio
(gL™) H3BO;3 0,3; CoCly 0,2; ZnSO,7H,0 0,1; MnCl,.4H,0 0,03;
Na;Mo00,. 2H,0 0,03; NiCl,.6H,0 0,02; e CuSO4.5H,0 0,01. O pH foi
ajustado para 7,0 com o uso de NaOH 10 M.

O meio de cultivo final, ou MM2, foi composto a partir dos
mesmos nutrientes e concentragcdes do MM1, mas com a alteracdes na
fonte de carbono de acordo com requerido para cada ensaio.

3.15
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3.1.6 Condicdes de cultivo
3.1.6.1 Pré-culturas

A primeira pré-cultura foi realizada em frasco erlenmeyer aletado
de 500 mL contendo volume atil de 150 mL no meio NB, previamente
esterelizado a 121°C por 15 min, com a inoculacéo de 1,5 mL da cepa
em estoque. Este pré-inoculo foi mantido em um agitador rotatério, a
35°C e 150 rpm, por um periodo de 24 h, ou até o final de sua fase
exponencial de crescimento. O final da fase exponencial foi determinado
pelo valor de densidade dptica a 600 nm (DO) de 0,2 (medido por
espectofotdmetro digital) em andlises do meio de cultivo diluido em
1:10, validado por experiéncia prévia do grupo de pesquisa. Apds este
periodo, as células foram transferidas para a segunda pré-cultura.

O segundo pré-inéculo foi realizado em um frasco erlenmeyer
aletado de 1 L contendo 400 mL de meio MM, ndo limitado, inoculado
com 10% (v/v) da primeira pré-cultura, proveniente do meio NB. O
erlenmeyer foi mantido em incubadora rotatéria a 35°C e 150 rpm por
cerca de 20h, ou até o final de sua fase exponencial de crescimento,
representado por um valor de DO de 0,8 para 0 meio de cultivo diluido
em 1:10. O valor de DO utilizado como referéncia foi determinado
como final da fase expoencial de crescimento em ensaios anteriores do
grupo de pesquisa.

3.1.6.2 Cultivos em incubadora rotatéria

Para os cultivos em incubadora rotatoria, o produto da segunda
pré-cultura foi incubado em agitador rotatério a 150 rpm, 35°C, 26 h ou
até o final do crescimento da biomassa, instante a partir do qual cerca de
3 pontos experimentais apresentaram valores préximos. O volume da
segunda pré-cultura, transferido para os frascos erlenmeyer aletados de 1
L contendo 400 mL de MM2, representou uma fracdo de 10% (v/v)
desse volume de trabalho. Os cultivos, visando estudo do crescimento,
foram realizados com nitrogénio em 1,0 gL™, evitando a limitacéo deste
nutriente durante a fase de crescimento. A concentragdo utilizada de N
permite o crescimento ndo limitado de cerca de 6,4 gL' e um
crescimento total de 8,0 gL™ de biomassa residual, com base em
estudos anteriores do grupo de pesquisa.

Foram realizados 4 cultivos em duplicata em incubadora
rotatéria, sumarizados no Quadro 3.2, onde os tratamentos de hidrélise
foram comparados a um cultivo controle usando a mistura de glicose e



frutose. Cada um dos cultivos apresentou a concentragdo inicial de 20
gL de aclcares redutores totais (ART).

Quadro 3.2 Nomeclatura dos cultivos realizados visando os efeitos do
método de hidrélise do melago no crescimento de C. necator.

Substrato Denomin_agéo do
cultivo
Melaco hidrolisado &cido CAc
Melago hidrolisado enzimatico CEnz
Melago hidrolisado bioldgico CBio
Glicose e frutose CCon

3.1.7 A mostragem

Ao longo dos cultivos, foram retiradas amostras do meio
aproximadamente a cada 2 h. Foram coletadas 2 aliquotas de 2 mL em
microtubos de plasticos e centrifugadas a 10956 xg por 3 min. Os
sobrenadantes foram congelados para posterior anélise de consumo de
substrato. Outra aliquota de 2mL foi retirada e diretamente levada a
analise de crescimento da biomassa.

3.1.8 Métodos analiticos
3.1.8.1 Determinacéo de concentra¢do da biomassa

A concentracdo biomassa foi avaliada pela determinacdo da
densidade Optica em espectrofotdmetro (modelo SF325NM, Tecnal
Equipamentos para laboratorios, Piracicaba, Sdo Paulo) a 600 nm (DO).
Devido a coloracdo escura apresentada pelo meio de cultivo, realizou-se
uma leitura do meio sem a adicdo do indculo, tal valor foi entdo
subtraido na leitura das amostras.

3.1.8.2 Determinacdo de consumo de substrato

A determinacdo de ART foi realizada pelo método do acido 3-5-
dinitrosalicilico (DSN) (MILLER, 1959). A curva de calibracdo foi
construida com glicose nas concentraces de 0 a 2 gL ™.

3.1.8.3 Determinagéo de solidos solGveis (°Brix)

O teor de solidos solliveis, em °Brix, da solucdo de melago
utilizada nos cultivos foi determinada por refratdmetro digital TS Meter-
D (Reichert Technologies).
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3.1.9 Parametros calculados
3.1.9.1 Analises do rendimento de hidroélise

O rendimento de hidrolise percentual aproximado (%H) foi
obtido a partir dos dados de °Brix e de ART (g'L™"). Para o calculo foram
utilizadas as Equacfes 3.1 e 3.2, com base no método utilizado por de
Tomotani e Vitolo (2010).

100 (llr 117‘0)
0, = l

So = Ato — Aro (3.2)

Sendo A, o teor de ART no hidrolisado (g'L™), A0 teor de ART
no instante inicial (g'L™), Sy 0 teor aproximado de sacarose no instante
inicial (g'L™), 1,0527 o fator de corregéo estequiométrico e Ay é o teor
de aclcares totais no instante inicial (g'L™) aproximado pela medida de
°Brix, por refratdmetro digital.

3.1.9.2 Velocidades especificas méximas de crescimento

A velocidade especifica maxima de crescimento, relativa a fase
de crescimento exponencial foi calculada com base no método descrito
por Aquarone et al. (1998) e Zanfonato et al. (2016). O calculo foi
realizado a partir da Equacdo 3.4 ajustada aos dados experimentais,
sendo esta o resultado da integracdo da Equacao 3.3 do tempo 0 até t:

_ 1 d(DO)
Mx = 00y ar (3.3)

In (DO) = In (DOg) + Mmax-t (3.4)

onde py representa a velocidade especifica de crescimento, Hmax a
velocidade especifica maxima de crescimento, DO, o valor de DO
instante inicial e t o tempo de cultivo. Os dados relativos a fase
exponencial de crescimento foram escolhidos de modo que o valor do
coeficiente de determinacdo da reta ajustada (R?) fosse o maior possivel.
Os ajustes desconsideraram o ponto no instante inicial de cultivo, a fim
de evitar efeitos da fase de adaptagdo do micro-organismo.



3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO — ETAPA 1

3.2.1 Ensaios para comparacdo do rendimento de hidrolise da
sacarose do melaco

Na Tabela 3.1 estdo apresentados os rendimentos da hidrolise da
sacarose do melago, assim como as condigdes utilizadas em cada um
dos ensaios.

Tabela 3.1 Rendimentos de hidrolise atingidos e condigdes para 0s
procedimentos de hidrdlise avaliados.

Método de Rendimento Temperatura Tempo  Pressao

hidrolise (%) (°C) (min) (atm) pH
HCI 92 125 20 1,3 3,0
H,SO, 50 125 20 1,3 3,0
Invertase 90 60 60 amosférica 5,0
S. cerevisiae 75 60 300 atmosférica 5,0

Dentre as hidrélises &cidas, o método com o uso de HCI
apresentou melhor desempenho e atingiu um rendimento de hidrélise de
92%, enquanto o resultado obtido com H,SO, foi de 50%. Sen, Hussin e
Baidurah (2019), ao realizar tratamento hidrotérmico do melago com
H,SO, 1,5 N em um reator autoclave de sintese hidrotérmica e posterior
transferéncia da solugdo para um forno convectivo a 105 °C por uma
hora, atingindo 76% de conversdo da sacarose. Tal resultado vai ao
encontro do apresentado por Moroz et al. (1973) e Brauder e Moroz
(1981), que atribuiram o poder de inversdo de 100 para o é&cido
cloridrico e de 53,6 para o sulfurico. O poder de inversao ¢ definido pela
relacdo entre a constante cinética de inversdo da sacarose de
determinado acido em relagdo & constante do acido cloridrico a 25°C,
multiplicado por 100.

Considerando as hidrélises de natureza enziméatica, a hidrdlise
por invertase apresentou o melhor resultado, atingindo conversdo de
90%, enquanto o método usando S. cerevisiae atingiu 75%.

Tanto no método com S. cerevisiae e H,SO,4 nas condicdes
testadas, ha a presenca de uma parcela substancial da sacarose que ndo
foi convertida em acUcares redutores, o que indica que ndo sejam 0s
mais indicados para a utilizagdo em fermentacdes com a C. necator
DSM 545.
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Como efeito observado, ambas as hidrdlises acidas induziram a
formacdo de precipitado, que apresentou coloracdo e odor de caramelo.
Tal fato € um indicio da perda de acUcares, além da possivel formacdo
de coprodutos indesejaveis. Alguns dos produtos da degradacdo de
acUcares sdo toxicos ao metabolismo de C. necator, como o
hidroximetilfurfural (HMF) (WANG et al., 2014; HAAS et al., 2015;
GOMES; RAMPON; RAMOS, 2017). Com a formag&o do precipitado
nesses ensaios faz-se necesséria a sua separagdo. A necessidade de uma
etapa adicional para a separagdo do precipitado (centrifugacdo, por
exemplo), agrega custos e tempo de processo, 0 que torna menos
interessante a implementag&o desse tipo de método comercialmente.

Dessa forma, podem-se apontar vantagens e desvantagens nos
métodos de hidrolise testados. A hidrdlise acida por HCI apresentou a
vantagem de atingir alto rendimento em um curto tempo de processo.
Porém, suas desvantagens aparentes podem estar relacionadas com:1) o
custo do processo em funcdo da alta temperatura e pressdo; 2) uma
possivel degradacdo de agUcares do meio que pode levar a formagao de
inibidores, indicada pela formagdo de precipitado; 3) a necessidade da
adicdo de uma etapa de centrifugagao no pré-tratamento do melaco.

A hidrolise enzimatica por invertase também apresentou a
vantagem de um alto rendimento em um tempo curto, porém em
condicbes de operacdo mais amenas do que a hidrolise &cida. As
condigdes de temperatura (60°C) e pressdo (atmosférica) utilizadas
podem ser atingidas com um consumo energético consideravelmente
inferior as utilizadas nas hidrélises quimicas (120°C e 1,3 atm), o que se
mostra muito atraente para aplicagdes em larga escala. Uma possivel
desvantagem do uso do método enzimatico pode ser o custo da enzima.
Contudo, os pregos dos agentes de hidrolise dependem de diversos
fatores relativos ao processo de producdo utilizado e a localizacdo da
planta, por exemplo. Assim, apenas uma analise econdmica seria capaz
de garantir qual dos métodos de hidrélise seria ideal economicamente.

Dentre as vantagens do uso da hidrélise por S. cerevisiae, pode-se
citar o menor custo da levedura quando comparada a enzima purificada.
Isso em decorréncia da invertase ser, geralmente, produzida a por S.
cerevisiae. Porém, isso também ndo garante que este método seja mais
vidvel economicamente quando comparado com o uso da invertase, e
apenas uma analise econdmica forneceria dados consistentes para que se
obtenha uma conclusdo consiste. O procedimento com o uso da levedura
possui mais etapas, e nas condi¢des testadas, levou a um longo tempo de
processo, rendimento de hidrdlise inferior, 0 que torna o processo
desinteressante quando visadas aplicacfes comerciais. Este trabalho nao



estudou a otimizacdo deste método de hidrdlise, o que poderia ser
interessante para trabalhos futuros.

A partir dos resultados obtidos, optou-se por usar a hidrélise por
HCI como método de hidrolise acida, descartando-se a hidrélise por
H,SO4, nos ensaios subsequentes.

3.2.2 Cultivos em incubadora rotatéria

O crescimento da biomassa ao longo do tempo de cultivo, para os
cultivos em que se utilizou os processos de hidrélise por HCI (CAc), por
invertase (CEnz), por S. cerevisae (CBio), além do controle (CCon),
estdo apresentados na Figura 3.4. Os resultados demonstram que houve
crescimento em todos os cultivos, como indicado pelo crescimento da
concentracdo de biomassa e consumo de substrato. Portanto, nenhum
dos processos de hidrdlise provocou inibicdo completa do crescimento
celular.
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Figura 3.4 Cinética de crescimento da biomassa (H) e consumo de
substrato (<) para os cultivos CAc (a), CEnz (b), CBio (c) e CCon (d)
realizados em incubadora rotatdria.
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Figura 3.4 (continuacdo) Cinética de crescimento da biomassa (m) e
consumo de substrato (<) para os cultivos CAc (a), CEnz (b), CBio (¢)
e CCon (d) realizados em incubadora rotatoria.
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Pela Tabela 3.2 ¢ possivel observar que a velocidade especifica
maxima de crescimento (imax) para o0 CEnz foi similar a do cultivo
CCon, indicando a auséncia de efeitos inibitdrios. Os cultivos CAc e
CBio apresentam valores de pmax Menores que o cultivo controle, o que
pode indicar um efeito de inibi¢do do crescimento de C. necator. Esse
efeito era esperado para o cultivo CAc, onde ha a provavel presenca de
compostos inibidores resultantes da degradacao de carboidratos. Uma
hip6tese para o umax inferior apresentado pelo cultivo CBio é uma
possivel interferéncia no crescimento celular pela presenca residual de
células ativas de S. cerevisiae e de seus metabolitos com potencial
inibidor

Tabela 3.2 Velocidades especificas maximas de crescimento (pmax) para
cultivos em que se utilizou a hidrélise da sacarose por &cido sulfurico
(CAcC), invertase (CEnz), S. cerevisiae (CBio) e para cultivo controle
(CCon) em incubadora rotatdria..

Cultivo Hmax (W)

CCon 0,184 + 0,000°
CEnz 0,187 + 0,019%
CAc 0,150 + 0,005°
CBio 0,157 + 0,001°

OBS: Letras diferentes “a - b” correspondem a valores diferentes em
teste de Tukey com 0,05 de significancia para testes em duplicata.



3.3 CONCLUSAO - ETAPA 1

Todos os procedimentos de hidrolise testados foram capazes de
disponibilizar os monossacarideos da sacarose. Entretanto, apenas 0s
procedimentos de hidrdlise acida por HCI e enzimatica por invertase
foram capazes de atingir bons rendimentos, acima de 90%. Dentre esses
dois métodos, a hidrdlise enzimatica se destaca pelo tempo total inferior
de processo, condi¢cdes mais brandas de temperatura, presséo e pH, além
de ndo necessitar de uma operacédo adicional de remogéo de precipitado
pos-hidrolise. Esse procedimento destacou-se ainda por ndo apresentar
efeito inibitdrio, mantendo um pme Similar ao cultivo controle (CCon).

Cabe destacar que, embora com velocidades e rendimentos
diferentes, todos os procedimentos de hidrolise testados em cultivo
foram capazes de fornecer um substrato que promova o crescimento de
C. necator DSM 545.

Considerando-se 0 exposto, o0 procedimento de hidrélise
enzimatica foi escolhido para ser utilizado nas etapas subsequentes deste
trabalho como pré-tratamento do melago de cana-de-agUcar.
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4 ESTUDO CINETICO COMPARATIVO DO CRESCIMENTO
DE C. necator EM MELACO E EM MISTURA DE VINHACA E
MELACO - ETAPA 2

O objetivo desta etapa foi determinar o comportamento cinético
de crescimento e de consumo de substrato de C. necator DSM 545 em
melaco e em mistura de melago e vinhaga. O conhecimento da cinética
de crescimento na presenca dos dois substratos é fundamental para o
planejamento de cultivos visando a produgéo de PHB.

Para a realizagdo desta etapa, foi realizado um bloco de
experimentos com trés cultivos em batelada em biorreator, ilustrado pela
Figura 4.1.

Figura 4.1 Representacéo do bloco de experimentos realizado na Etapa
2.
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4.1 MATERIAL E METODOS - ETAPA 2

4.1.1 Vinhaca

A vinhaga utilizada neste trabalho foi recebida como doagéo da
Usina Iracema, produtora de etanol e acucar localizada no municipio de
Iracemépolis, SP. A vinhaca, coletada das colunas de destilacdo em
maio de 2013, foi acondicionada em recipientes plasticos de 5 L. Ap6s o
transporte até a Universidade Federal de Santa Catarina, a vinhaga
permaneceu congelada (-20°C) até o momento de sua utilizagdo. A
Tabela 4.1 apresenta a caracteriza¢do quimica da vinhaca utilizada neste
trabalho, realizada por Zanfonato (2016).

Tabela 4.1 Caracterizag8o da vinhaga utilizada neste trabalho, realizada
por Zanfonato (2016).

Grandeza Valor
pH inicial 4.4
DQO (mgL™) 22.700
Nitrogénio (gL™) 0,06
Acido lactico (gL™) 2,5
Acido acético (gL™) 0,6
Frutose (g'L™) 33
Sacarose (gL™) 7,2
Glicerol (gL™) 45
Cloretos (%) 0,158
Sulfatos (%) 0,096
Ca total (mg'L™) 578
Fe total (mgL™) 23,2
Mn total (mg'L™) 321
Mg total (mg'L™) 138,8
Cu total (mgL™) 0,66
Zn total (mg'L™) 0,043
K total (mg'L™) 1,2
Na total (mg'L™) 75
Etanol (gL™) 1,2

4.1.1.1 Preparo da vinhaca

A vinhaca passou por um pré-tratamento antes de sua utilizacao.
Este consistiu no ajuste do pH para 7,0, através da adicdo de NaOH 10
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M, além da esterelizacdo por filtracdo em sistema com membrana
tubular capilar de polipropileno autoclavavel (modelo MD020 CP 2N
Mycrodin Nadir, FRINGS DO BRASIL Engenharia e Comércio Ltda.),
com diametro de poro igual a 0,2 pm, é&rea de filtracdo de 0,1 m?,
pressio méaxima de 3 bar e vazdo de 1,5 L'h™para esterilizagdo. O
sistema de filtracdo foi autoclavado por 20 min a 121°C antes de sua
utilizacao.

4.1.2 Melago

O melago utilizado foi hidrolisado com invertase como descrito
na se¢éo 3.1.1.

4.1.3 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado nesta etapa foi o mesmo
apresentado na Etapa 1 deste trabalho (seccédo 3.1.3).

4.1.4 Meios de cultivo

Os meios de cultura a pré-cultura utilizados nesta etapa foram
similares aos utilizados na Etapa 1 deste trabalho (secgéo 3.1.4). Para o
meio de cultivo utilizando vinhaga, a mesma substitui a 4gua destilada
na formulacéo do meio. Todos os cultivos foram dosados com 1,0 g'L™
de nitrogénio, a fim de ndo ocorrer limitacdo deste nutriente durante a
fase de crescimento.

O Quadro 4.2 apresenta um resumo das composi¢Oes utilizadas para
cada cultivo realizado.

Quadro 4.2 Nomeclatura dos cultivos realizados na Etapa 2 deste
trabalho.

Cultivo Substratos
CMel Melaco
CVinMel Melaco e vinhacga
Controle (CCon) Glicose e frutose

4.1.5 Condigdes de cultivo
4.1.5.1 Pré-culturas

As pré-culturas utilizadas nesta etapa foram similares as
utilizadas na Etapa 1 deste trabalho (seccdo 3.1.5.1).




4.1.5.2 Cultivos em biorreator

Os cultivos em biorreator foram realizados em biorreator
encamisado de bancada de 5 L (New Brunswik Scientific CO, modelo
BIOFLO 110), com volume inicial de 4 L. O biorreator, contendo o
meio MM2, com excecdo da fonte de carbono, uréia e fosfato
monopotassico, foi autoclavado por 30 min a 121°C. As solugbes de
fontes de carbono (glicose e frutose ou melago hidrolisado), de controle
de pH (NaOH 10% e H,SO4 10%), a fontes de fosfato e o antiespumante
(propilenoglicol Mn.ca. 200, Sigma-Aldrich) foram esterilizados
separadamente. A fonte de nitrogénio (uréia) foi esterilizada utilizando-
se filtragdo por membrana de celulose regenerada com (didmetro de
poro 0,22 um). O volume do in6culo foi correspondente a 10% do
volume util final do biorreator, proveniente da segunda pré-cultura. Os
cultivos visando o estudo do crescimento da biomassa tinham 1,0 gL
de N que corresponde a 2,13 gL™ de uréia, evitando a limitacdo. A
concentracdo de N utilizada, como na etapa 1 deste trabalho, foi
utilizada para que ndo seja limitante ao longo do tempo de cultivo.

A temperatura do biorreator foi controlada em 35°C e seu pH em
7,0, com solucBes de NaOH 2,5 M e HCI 2,73 M. A presséo parcial de
oxigénio dissolvido em relagdo a saturagdo com ar atmosférico foi
mantida acima de 50% da saturacdo, sendo as condigdes iniciais de
agitacdo e aeracdo de 450 rpm e 0,5 vvm, respectivamente, e foram
progressivamente aumentadas até 950 rpme 1,5 vwm.

Os dados do sistema de controle do reator foram salvos on-line
em software de aquisicdo de dados em um microcomputador. Os dados
salvos foram referentes a velocidade de agitacdo, temperatura, pressdo
parcial de oxigénio dissolvido e do pH.

Apds a inoculagdo, amostras foram retiradas do biorreator em
intervalos regulares de aproximadamente 2 h para a determinacdo das
concentracBes de biomassa total, ART, nitrogénio e proteinas.

4.1.6 Determinacdes analiticas
4.1.6.1 Amostragem

Amostras do meio foram retiradas aproximadamente a cada 2 h a
partir do inicio dos cultivos. Trés amostras de 2 mL de meio de cultivo
foram coletadas em microtubos de plastico e centrifugados a 10956 xg
por 3 min. Os precipitados foram lavados com 1 mL de agua destilada e
centrifugados, sendo este procedimento repetido por duas vezes. Os
sobrenadantes foram congelados para as posteriores analises de
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consumo de substrato. Os precipitados foram separados para as analises
de concentracdo da biomassa e de proteinas.

4.1.6.2 Determinacdo da concentragdo da biomassa total

A concentragdo de biomassa foi determinada por método de
analise gravimeétrica do precipitado da centrifugacdo da amostra como
descrito anteriormente, apds secagem em estufa a 105°C por 24 h nos
microtubos de plastico. Ap6s o tempo de secagem, os microtubos foram
depositados em dessecador por 20 minutos e pesados.

Como se observou a presencga de um fino precipitado no meio de
cultivo, mesmo sem a adi¢do do indculo, foi realizada uma andlise para
0 meio sem indculo, e o valor resultante foi subtraido de todas as demais
medidas.

4.1.6.3 Determinagdo das concentragfes de aglicares redutores totais,
nitrogénio e proteinas

O teor de agUcares redutores foi determinado pelo método do
acido 3-5 dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). A determinacdo de
nitrogénio foi realizada pelo kit Uréia ES (Gold Analisa), que determina
a concentracdo de uréia por método enzimatico-colorimétrico. O teor de
proteinas foi quantificado pelo método colorimétrico de biureto com
modifica¢des (ARAGAO, 1996; SCHMIDT, 2015).

4.1.7 Tratamento de dados
4.1.7.1 Correcdes das concentracgdes

O meio de cultivo teve seu contetddo diluido pela adicdo das
solugdes de controle de pH ao longo do cultivo. Assim, foi necessaria a
correcdo das concentragbes dos componentes do meio. Para isso, foi
utilizado método baseado ao apresentado por Rocha Filho e Vitolo
(2017). Ao final de cada cultivo os volumes utilizados das solucGes de
acido e base foram contabilizados. Com auxilio do grafico de controle
de pH, fornecido pelo sistema de controle do biorreator, foi estimado o
volume de solucdo adicionada no meio de cultivo em cada intervalo
entre pontos. Cada ponto analisado teve seu valor corrigido ao ser
multiplicado pelo fator de correcéo calculado pela Equacéo 4.1:

Fcor,t — Vad+Vo (4.1)

Vo




onde Fcor: corresponde ao fator de corre¢cdo adimensional do ponto
relativo ao tempo de cultivo t (h), Vad é o volume total adicionado no
meio de cultivo (mL) até o instante t e Vo é o volume do meio de cultivo
logo ap6s o indculo.

4.1.7.2 Calculo da biomassa residual estimada (Xrpror)

A biomassa total, medida pelo método gravimétrico, corresponde
ao PHB somado a biomassa celular residual (Xrp). Para estimativa da
biomassa residual foi realizada a analise de proteinas do meio. Vale
salientar que nesta etapa do trabalho, Xry foi estimado por esta técnica
para garantir que ndo ha formacdo de PHB, com base na tendéncia
apresentada pelos dados, ndo em seu valor absoluto. Nesta etapa ndo
foram realizadas determinagdes de PHB diretamente.

Como padrdo na andlise de proteinas, foi usada a albumina
bovina. Porém em funcdo das diferencas entre a albumina bovina e a
proteina da parede célula da C. necator, realizou-se uma correcdo
levando em conta o numero de ligacGes peptidicas por grama de
proteina na albumina bovina (0,88 ligagdesg™) (Friedli, 1996) e para C.
necator (0,94 ligacdes.g™) (ARAGAO, 1996). Para a estimativa de Xr a
partir do teor de proteinas obtido foi utilizado o fator obtido por Schmidt
(2015), que verificou a presenca de 73% de proteina na biomassa
residual ao final da fase de crescimento, e 66% ao final da fase de
producdo. Portanto, foi considerado que 73% da biomassa residual é
composta por proteinas durante a fase de crescimento, e 66% na fase de
producéo.

4.1.8 Ajustes polinomiais

Para apresentagdo dos dados experimentais de Xt e de
concentracdo de substratos, foram realizados ajustes polinomiais por
meio do software Lissage (desenvolvido por Simdes, Arroyo e
Uribelarrea, Institut National des — Toulouse, Franga) e do Microsoft
Office Excel 2007.

4.1.8.1 Velocidade especifica maxima de crescimento celular (lmax)

A velocidade especifica de crescimento maxima, relativa a fase
de crescimento exponencial, foi calculada a partir dos dados ajustados a
Equacéo 4.2,

In (Xt) = In (Xt) + Himact (4.2)
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onde Xt representa a concentracdo de biomassa total, Pmax representa a
velocidade especifica maxima de crescimento e t o tempo.

4.1.8.2 Produtividade em células (Prgjop)
A produtividade em biomassa total foi calculada segundo a
Equacéo 4.3:
Pry;- Xt—-Xt0 (5.7)

onde Xt é a concentracdo de biomassa total no tempo t, Xt0 € a
biomassa total no inicio do cultivo e t é o tempo.
4.1.8.3Fatores de converséo

O fator de conversdo de agUcares redutores totais em biomassa
total (Yxyart) fOi calculado a partir do coeficiente angular da reta obtida
ao relacionar a concentragdo de biomassa total (Xt) com a concentracao
de substrato consumido, ao longo do tempo.



4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO — ETAPA 2

A cinética de crescimento e de consumo de substrato foi avaliada
para os trés substratos (melagco, melago + vinhaga, glicose + frutose)
propostos neste trabalho. De forma geral, eles apresentam um perfil
similar. Devido & sua maior proximidade de composi¢do de fontes de
carbono e de perfil de crescimento celular, os cultivos CCon e CMel
serdo apresentados juntamente.

4.2.1 Perfil de crescimento dos cultivos em biorreator com glicose e
frutose —(CCon) e com melago (CMel)

Os valores de Xt para o cultivo CCon e CMel foram 9,6 € 9,4 gL°
! respectivamente (Figura 4.2). As concentragdes iniciais de N no
cultivo CCon e Cmel foram de, respectivamente, 1,0 e 1,19 gL ™. Assim,
com base em um fator de conversio Yxyn de 8 g™ (ARAGAO, 1996;
ZANFONATO, 2016), os cultivos poderiam atingir valores de Xt de,
respectivamente, 8,0 e 9,52 g'L'1 sem que ocorresse a exaustdo do N.
Para ambos os cultivos é possivel perceber uma diferenga no
comportamento dos perfis de Xt e de Xryo Essa diferenca é
caracterizada pelo incremento da distancia entre as curvas, acentuado a
partir das 12 h. Esse efeito sinaliza o inicio da fase de acimulo de PHB,
possivelmente causada pela limitacdo nutricional em fontes N e em
fontes de carbono. Assim, pmax fOi calculado ao longo das 12 h de cada
cultivo, periodo considerado como de crescimento exponéncial nédo
limitado, como pode ser observado no Apéndice I1.
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Figura 4.2 Cinética de consumo de substrato (ART) (<), crescimento
da biomassa total (Xt) (W), biomassa residual (Xrpo) (—=-) e
concentracdo de proteinas (<), para cultivo com glicose e frutose
(CCon) (a) e com melago (CMel) (b). Os pontos representam as medidas
experimentais, enquanto as linhas continuas representam o0s ajustes

polinomiais.
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O valor de umax determinado para os cultivos CCon e CMel foram
de 0,24 h™. Schmidt (2011) obteve 0 mesmo valor em cultivo de C.
necator em glicose e frutose (1:1) e meio mineral. Apati (2012) obteve



0,21 h™ em cultivo utilizando acuUcar invertido em incubadora rotatéria e
Aragio (1996) atingiu 0,25 h™em glicose.

Como observado na Figura 4.2, o consumo de substrato foi quase
completo para ambos os cultivos, permanecendo uma pequena
guantidade de substrato residual ao final de 18 h de cultivo. O fator de
conversdo de ART em biomassa total (Yxyart) atingido foi de 0,49 e
0,47 gg™ para o cultivo CCon e CMel, respectivamente, superiores aos
valores encontrados para Yxys por Schmidt (2011) de 0,34 gg™ e por
Aragdo (1996) de 0,41 gg™ para glicose pura. Como observado, os
autores citados usaram Xr para o calculo do fator de conversdo Y s,
enquanto nesta etapa deste estudo foi utilizado Xt. Porém, como ja
comentado Y xys pode ser utilizado para comparacao visto que ndo existe
producdo expressiva de PHB durante a o periodo de cultivo utilizado
para os célculos (12 h). Valores levemente superiores aos da literatura
eram esperados, visto que a biomassa total inclui a biomassa residual
além da presenca de biopolimero. Os resultados, portanto, indicam um
bom rendimento de conversao.

4.2.2 Cultivo em biorreator com melago e vinhaga (CVinMel)

Como pode ser observado na Figura 4.3, a concentracdo de
biomassa total (Xt) atingida para o cultivo com vinhaga e melago foi de
12,9 gL, em 18 h de cultivo. Observa-se que, até o final do cultivo, a
biomassa nédo teve seu crescimento estabilizado, indicando a presenga de
substrato no meio e atividade microbiana. Pode ser observado que os
perfis de crescimento de Xt e Xr, ou da concentracdo de proteinas,
apresentam o0 mesmo comportamento, indicando que ndo houve
acimulo substancial de biopolimero. A concentracdo inicial de N para
este cultivo foi de 1,09 g'L'l. Assim, com base no valor tipico de Yxyn
de 8,0 gg™, a exaustdo do N se daria quando Xt atingisse 8,72 gL™.
Portanto, buscando-se evitar o calculo de px; com dados de crescimento
celular limuitado, foram utilizados apenas os dados até 12 h de cultivo.
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Figura 4.3 Cinética de consumo de substrato (ART) (<) e crescimento
da biomassa total (Xt) (W), biomassa residual (Xrpo) (—=-) e
concentragdo proteinas (<), para cultivo com melago e vinhaca

(CVinMel). As linhas continuas representam os ajustes polinomiais.
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Para avaliacdo da velocidade de crescimento, o cultivo foi
dividido em duas partes, devido a evidente presenca de diferentes
inclinagcbes do logaritmo neperiano de Xt ao longo da fase de
crescimento exponencial (Figura 4.4). Na primeira inclinagdo, 0 pmax
foi calculado até 4,5 h, tempo em que provavelmente esses 4cidos se
esgotam, resultando em 0,30 h™. Na segunda parte pna encontrado foi
de 0,13 h™. Esse fendmeno se dé, possivelmente, devido a converséo
dos &cidos organicos da vinhaca em biomassa nos instantes iniciais do
cultivo. Em cultivo com acido latico como tnica fonte de carbono, pmax
encontrado por Aragdo (1996) foi de 0,40 h™ e Grousseau (2012)
utilizando A&cido acético, atingiu 0,32 h™. Tais valores podem ser
comparados com a primeira parte do crescimento exponencial do
presente cultivo. Portanto, observa-se que pmax €m meios com glicose
pode ser incrementado com a adicdo de acidos organicos. Apés 4 h de
cultivo ainda h& fontes de carbono e atividade no metabolismo
microbiano suficientes para manter um crescimento exponencial. Apesar
disso, o crescimento se da com valor aparentemente inferior de pmax.



Figura 4.4 Grafico utilizado para o calculo de pma para o cultivo
CVinMel.
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Até entdo ndo foi encontrado nenhum trabalho que tenha
reportado as duas velocidades de crescimento na presenga da vinhaca.
Martinhago et al. (2014), em cultivo de C. necator em vinhaca
adicionada de glicose, ndo fez distincdo das fases exponenciais, e
determinou o valor de 0,20 h™, um valor médio entre os dois valores de
Umax €ncontrados para o presente cultivo. Zanfonato (2016), em cultivo
de C. necator em vinhaca adicionado de glicerol também nao reportou o
efeito, determinando um tinico pmax igual a 0,19 h. Percebe-se que, na
segunda etapa de crescimento exponencial, umax Se altera para um valor
levemente inferior mais proximo ao determinado no cultivo com glicose
e frutose.

Quando se avalia o consumo de substrato, observa-se um residual
de aproximadamente 3,1 gL de ART. O valor de ART residual
atingido ndo representa a incapacidade de sua utilizacdo. Ele ocorreu
devido a quantidade superior de substrato neste cultivo quando
comparado com os cultivos CMel e CCon. Além dos cerca de 20 gL
de ART presentes no meio, provenientes do melago, soma-se ainda
cerca de 6,0 gL' dos substratos originarios da vinhaca. Essa
concentracdo seria representada por glicerol, acido acético e &cido
lactico presentes na vinhaca e passiveis de serem utilizados pela
bactéria. A presenca de tais substratos também explicaria a menor
variacdo de ART neste cultivo em relacdo aos cultivos CMel e CCon,
nas primeiras 4,5 h de cultivo. Zanfonato (2016), ao avaliar cultivo com
vinhaca e glicose, observou que ndo havia consumo de ART nas horas
iniciais do cultivo apesar de rapido crescimento celular, atribuindo o
efeito ao consumo preferencial dos &cidos organicos.
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O fator de conversdo de ART em biomassa total obtido foi de

0,64 g'g™. Tal valor ¢ superestimado por considerar que apenas ART s&0
convertidos em biomassa total, enquanto, de fato, existem outras fontes
de carbono para o crescimento, como glicerol, acido acético e lactico
(ZANFONATO, 2016), os quais ndo foram contabilizados. Valores
tipicos para YxyarT, Segunto trabalhos prévios do grupo de pesquisa

(MARANGONI, 2000; GOULARTE, 2018), se aproximam de 0,50 g'g”
! Calculando Y,yarr apenas apés 6h de cultivo, perfodo no qual
possivelmente ndo havia mais acidos organicos no meio, mas glicose,
frutose e glicerol, a qual também néo é contabilizada em ART, atinge-se

o valor de 0,62 g'g™.

4.2.3 Resultados comparativos

A Figura 4.5 apresenta uma comparacdo das cinéticas de
crescimento de Xt e consumo de ART para os cultivos CCon, CMel e
CVinMel (apenas os ajustes sdo apresentados para efeito de
comparagao). Pode-se notar que o final da fase de crescimento, também
observado no Apéndice I, acontece em tempos diferentes para os
cultivos e em decorréncia da caréncia de fontes de carbono. No cultivo
CVinMel, ocorre proximo de 18 h, sendo mais tardia em relacdo aos
cultivos CCon e CMel, que se da em torno de 14 h.



Figura 4.5 Comparacéo do crescimento da biomassa total (a) e consumo
de ART (b) ao longo do tempo para os cultivos CMel (= =), CVinMel

(ssss) e CCon (=) em biorreator.
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Para o cultivo CVinMel a variacdo na concentracdo de ART foi
praticamente nula até cerca de 4 h de cultivo. Tal comportamento
também foi detectado por Zanfonato (2016), e possivelmente esta ligado
ao consumo preferencial dos acidos organicos da vinhaca. A presenca
das demais fontes de carbono presentes na vinhagca, como os acidos
lactico, acético e o glicerol, parece também manter a variacdo de ART
mais baixa para o cultivo CVinMel ao longo do cultivo: tal fato €
ilustrado pelo distanciamento da sua curva de consumo de ART das
demais curvas até entre 12 e 14 horas de cultivo. Nessa faixa de tempo,
a limitagdo de substrato promove reducdo no aumento da concentracdo
de Xt para os cultivos CCon e CMel, mas esse efeito ndo checa a ser
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observado em CVinMel, devido a sua quantidade maior de substrato
total. As curvas referentes aos cultivos CMel e CCon apresentaram
perfis similares, indicando velocidades de consumo de ART proximas
entre si.

Um fato importante é que, apesar da velocidade de consumo de
ART ser inferior durante a fase de crescimento ndo limitado
(principalmente nas 4,5 primeiras horas de cultivo), o valor de pmax para
CMelVin é inclusive superior aos demais cultivos. Isso pode ser
explicado pelo consumo preferencial dos &cidos organicos da vinhaca.

Um resumo comparativo dos parametros dos cultivos consta na
Tabela 4.2. Observa-se que os cultivos CCon e CMel apresentaram
resultados similares, enquanto o cultivo CVinMel apresentou um
diferencial no valor de pmax nas primeiras horas de cultivo, que resultou
em um maior valor de Pr;.

Tabela 4.2 Valores de velocidade especifica de crescimento maxima
(Umax), fator de conversdo de ART em biomassa total (Yxyart) €
produtividade méxima em células para os cultivos CVinMel, CMel e
CCon, realizados em biorreator.

Cultivo max (W) Pry; (gL™"h™) Y xuart (99 7)
CCon 0,24 0.65 0.50
CMel 0.24 0.60 0.47
cvinmel %30 (@ 4.5h) 0,70 0,64

0,13 (ap6s 4,5 h)




4.3 CONCLUSAO - ETAPA 2

A utilizacdo da vinhaca para o crescimento de C. necator
proporcionou duas distintas fases de crescimento exponencial, sendo
que a primeira atingiu valor inicial de velocidade especifica de
crescimento consideravelmente mais alta do que os cultivos com glicose
ou melago. Tal comportamento possivelmente estd relacionado com a
presenca de &cidos orgénicos da vinhaga, que seriam consumidos
rapidamente, até cerca de 5 h de cultivo. Assim, a utilizacdo da vinhacga
que pode contribuir para maiores produtividades em biomassa e,
consequentemente, em PHB. Além disso, a utilizacdo da mistura de
vinhaca e melaco pode ser uma alternativa interessante para a producédo
de PHB, visto que a vinhaga pura ndo fornece carbono suficiente para
uma producdo significativa.

Os resultados desta etapa sdo importantes, pois certificam que
coprodutos industriais abundantes e baratos podem ser utilizados para o
crescimento de um micro-organismo produtor de PHB, o que pode
proporcionar reduzidocdo de custo de produgdo, algo essencial para a
viabilizacdo de processos industriais de producdo de biopolimeros
competitivos com os polimeros fosseis tradicionais.
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5 ESTUDO CINETICO COMPARATIVO DO DESEMPENHO DE
CRESCIMENTO E PRODUGAO DE PHB DE C. NECATOR DSM
545 EM MELACO OU MISTURA DE VINHACA E MELACO -
ETAPA3

Nesta etapa o objetivo foi avaliar a producéo de PHB a partir dos
substratos testados em crescimento na etapa 2. Buscou-se a
determinacdo da viabilidade técnica da producdo de PHB em uma
mistura de vinhaca e melago, além da comparagéo dessa condigdo com o
cultivo sem adi¢&o de vinhaca.

Assim, foram realizados cultivos utilizando melago ou mistura de
vinhaca e melaco como fontes de carbono. A estratégia de batelada
alimentada com a aplicagdo de dois pulsos de melago foi utilizada. Uma
representacdo grafica do bloco de experimentos realizados pode ser
observada na Figura 5.1.

Figura 5.1 Representacdo do bloco de experimentos realizado na
Etapa 3.
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5.1 MATERIAL E METODOS - ETAPA 3

Os pré-tratamentos dos substratos foram realizados conforme ja
descrito nas secOes anteriores (4.1.1 e 4.1.2), bem como o micro-
organismo utilizado (3.1.2).

5.1.1 Meios de cultura

Os meios para primeira e segunda pré-culturas utilizados nesta
etapa foram os mesmos descritos nas etapas 1 e 2 deste trabalho (3.1.3 ¢
4.1.5). O meio de cultivo foi também similar, com Unica diferenga a
concentracdo de 0,8 gL™ de N, ou 1,71 gL de uréia, objetivando a
limitacdo deste nutriente no meio, induzindo a produgdo de PHB. O
melaco foi adicionado nos meios de modo que a concentragéo inicial de
ART atingisse cerca de 20 g’L™. Nos cultivos com o uso da vinhaca, esta
foi utilizada como o diluente do meio de cultivo, substituindo o uso da
agua destilada.

O Quadro 5.1 apresenta um resumo da composicao basica dos
meios de cultivo utilizados nesta etapa.

Quadro 5.1 Nomeclatura dos meios de cultivo utilizados na Etapa 3
deste trabalho.

Substrato Denominagéo do cultivo
Melago PMel
Vinhaga e melago PVinMel

5.1.2 Condicdes de cultivo

As condicdes de cultivo utilizadas nesta etapa foram similares as
utilizadas na Etapa 2 deste trabalho (seccdo 6.1.5). Alternativamente, foi
utilizada a estratégia de alimentacdo por pulsos de melaco em ambos 0s
cultivos. Foram realizados 2 pulsos para cada cultivo, aplicados quando
a concetracdo de ART se aproximou do valor de 10 g'L™. Evitou-se que
valores superiores a 40 ou inferiores a 5 gL™ fossem atingidos,
evitando-se efeitos de inibicdo ou limitacdo pelo substrato. Cada pulso
foi dosado para aumentar o teor de ART do meio em aproximadamente
20 gL, totalizando uma disponibilidade de aproximadamente 60 g'L™
de ART por cultivo.
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5.1.3 Determinac@es analiticas

A amostragem e as determinacdes de concentracdo de
biomassa, ART e N total foram realizadas conforme o item 4.1.6.

5.1.3.1 Determinacao de glicose, frutose, glicerol, &cido lactico e acido
acético.

Os sobrenadantes das culturas foram filtrados em membrana de
seringa de celulose regenerada (diametro de poro de 0,22 um) e
analisados por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), em
um equipamento Perkin Elmer series 200, para a determinacdo de
glicose, frutose, glicerol, &cido lactico e &cido acético. O método foi
baseado no apresentado por Fiorese (2008). Foi utilizado detector de
indice de refragdo e coluna Aminex-87H. A fase movel usada foi H,SO,
5 mM com vazéo de 0,6 mL'min™ e temperatura de 55°C. As curvas de
calibracdo foram construidas pela formulacdo de uma solugdo contendo
todos as fontes de carbono (em g'L™: 20,0 de glicose, 20,0 de frutose,
6,0 de glicerol, 8,5 de &cido lactico e 6,0 de acido acético), e os pontos
correspondem as diluigdes desta em 1, 10, 50 e 250 vezes.

5.1.3.2 Determinagdo da concentragdo de PHB

A determinagdo do teor de PHB a partir da biomassa seca foi
realizada por HPLC (Perkin Elmer series 200), segundo método
modificado de Karr, Waters e Emerich (1983). Os precipitados do meio
de cultura secos, relativos a 2 mL de meio, foram ressuspensos em 1 mL
de H,SO, 98% e transferidos para tubos de vidro com tampa, sendo
mantidos a 100°C por 30 minutos em banho maria para a dissolugdo da
membrana celular e hidrélise do PHB a 4acido crotnico, que sera
detectado por detector UV. Os tubos, em seguida, foram resfriados e o
conteudo diluido em H,SO,5mM para que o teor de PHB ficasse dentro
da faixa de leitura do equipamento. As amostras, ja diluidas, foram
filtradas (0,22 um) e levadas para analise em HPLC. As corridas foram
realizadas a 60°C e vazdo de 0,7 mL'min, com H,SO4 5 mM como fase
moével. A curva de calibracdo foi construida com PHB comercial
(Sigma-Aldrich) na faixa de 0,001 a 0,500 g/L.

5.1.3.3 Determinacdo de N total no melago

A determinacédo de N total no melaco foi realizada pelo método
de Kjendhal (ISO, 2009) pelo Laboratério LABCAL, do Departamento



de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina.

5.1.4 Tratamento de dados
5.1.4.1 Correc0es das concentracdes

A correcdo das concentragdes dos constituintes do meio foi
calculada por método similar a calculada na Etapa 2, adaptado de Rocha
Filho e Vitolo (2017) (sec¢do 4.1.7). Entretanto, além do volume
adicionado relativo ao controle de pH, os volumesadicionados pelos
pulsos de melago também foram somados ao valor de Vad na Equagao
5.1, conforme a Equagéo 5.2.

_ Vad+Vo

FCOI’,t - Vo (51)
Vad =V +V, (5.2)

Onde F¢rt corresponde ao fator de correcdo adimensional do
ponto relativo ao tempo de cultivo t (h), Vad é o volume total
adicionado no meio de cultivo (mL) até o instante t, Vo é o volume do
meio de cultivo logo apds o inéculo, V,y € 0 volume total (mL) de
solugBes de controle de pH adicionadas até o instante t e V, € o volume
(mL) total dos pulsos de melago adicionados no meio até o instante t.

5.1.4.2 Calculo da concentragdo de biomassa residual (Xr)

A concetracdo de biomassa residual corresponde a concentracéo
de biomassa total, medida pelo método gravimétrico, menos a
concentracdo de PHB, determinada por HPLC. Assim, a Equagéo 5.3
foi utilizada para o célculo da biomassa residual.

Xr = Xt - PHB (5.3)

onde Xr é a concentracdo de biomassa residual, Xt é a concentracdo de
biomassa total e PHB é a concentracéo de biopolimero. Todos os termos
foram calculados na unidade g'L™.

5.1.4.3 Calculo da concentracdo de substrato total

A concentracdo total de substrato (S) foi calculada pela soma das
concentrac@es de glicose, frutose, glicerol, acido lactico e acido acético
medidas por HPLC.
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5.1.5 Ajustes polinomiais

Aos dados experimentais de Xt, concentracdo de substratos e
PHB foram realizados ajustes polinomiais com auxilio do software
Lissage (desenvolvido por Simdes, Arroyo e Uribelarrea, Institut
National des Sciences Appliquées — Toulouse, Franca) e do Microsoft
Excel 2007. Esse ajuste foi utilizado para determinar as velocidades
especificas de crescimento celular (ux,) e formacao de produto (up).

5.1.5.1 Velocidade especifica mdxima de crescimento celular (iimax)

A velocidade especifica maxima de crescimento, relativa & fase
de crescimento exponencial, foi calculada a partir dos dados de Xr
ajustados a Equacao 5.4, que é resultado da integracdo da Equacao 3.3
do tempo O até t. Diferentemente da Etapa 1 deste trabalho, pmax fOi
calculado com base nos dados de Xr, visto que foram realizadas analises
de Xt e PHB em cada ponto da amostragem, nesta etapa.

In (Xr) = In (Xr) + Pmax.t (5.4)

Onde Xr representa a concentracio de biomassa residual (g'L™Y),
Hmax representa a velocidade especifica maxima de crescimento (h™) e t
o tempo (h).
5.1.5.2 Velocidades especifica instanténeas de crescimento celular e
producdo de PHB

As velocidades especificas de crescimento celular, e producao de
PHB foram calculadas segundo as Equacdes 5.5, 5.6, respectivamente:

per= () (5 (5.5)
UpHB= (é) . (d}:tw) (5.6)

onde uy é a velocidade especifica de crescimento celular (biomassa
residual) (h™), pers é a velocidade especifica de producdo de PHB (g'g
Lh1), Xr é a biomassa residual (gL™) e t é o tempo de cultivo (h).



5.1.5.3 Fatores de conversao

O fator de conversdo de substrato em biomassa total (Yxys) foi
calculado a partir do coeficiente angular da reta obtida ao relacionar a
concentracdo de biomassa total (Xt) com a concentracdo de substrato
consumido, ao longo do tempo de cultivo. O fator de conversdo de
substrato em biomassa residual (Yxys) foi calculado a partir do
coeficiente angular da reta obtida ao relacionar a concentragdo de
biomassa residual (Xr) com a concentracdo de substrato consumido, ao
longo da fase de crescimento celular, ou seja, antes da concentracdo de
nitrogénio atingir 0,2 gL™, definida como a concentracio limitante
(ZANFONATO, 2016).

5.1.5.4 Produtividade global em PHB (Prgon)

A produtividade global em PHB Prgq, (gL™h™), foi calculada
pela Equagdo 5.7, onde PHB é a concentracdo de PHB (gL™) no
instante t (h), PHB, é a concentragdo de PHB (g'L™") no instante 0 h, e t
é o tempo de cultivo.

PHB—-PHBO

Prg|0b = ¢

(5.7)

5.1.5.5 Produtividade em PHB em fase de produgéo

Para fins de comparacéo de cultivos, foi utilizada a produtividade
em PHB durante fase de producdo. O calculo utilizado consta
apresentado na Equacéo 5.8:

PHB—-PHBprod

Prorod =
prod = t—tprod

(5.8)

Onde Pryog € @ produtividade em PHB em fase de produgdo
(gL*h™), PHB é a concentragdo de PHB no instante t (gL™), t é o
tempo de cultivo (h), PHBpoq € a concentracdo de PHB no instante em
que a concentracdo de nitrogénio atinge o valor limitante de 0,2 gL™
(gL™h™) e a fase de produgéo é iniciada, e tyroq € 0 tempo (h) em que a
concentracdo de nitrogénio atinge 0,2 gL ™.

5.1.5.6 Acumulo de PHB

O actmulo percentual de PHB na célula foi calculado pela
divisdo da concentracéo de PHB (g'L™) pela concentracéo de biomassa
total (Xt) (gL™). Para fins de comparagdo, os resultados foram
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apresentados com referéncia a fase de producdo, a qual inicia assim que
? concentracdo de nitrogénio no meio atinge o valor limitante de 0,2 gL



5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO — ETAPA 3

5.2.1 Cultivo em biorreator com melago (PMel)

A Figura 5.2 apresenta os resultados cinéticos para o cultivo de
C. necator DSM 545 em biorreator usando melagco como substrato. Os
picos de S observados nos instantes 10 e 24 h correspondem aos
momentos da adicdo dos pulsos de melago. Os momentos dos pulsos
foram determinados de modo que S ndo atingisse valores inferioresa 5 e
nem superiores a 40 g'L™ no meio, evitando efeitos de limitacdo ou
inibic&o.

Figura 5.2 Variagdo da concentragdo de S (= = =), Xt (W), Xr(—--)

e PHB (O) para cultivo com melago e vinhaca (PMel) em biorreator. A

linha vertical (——) indica 0 momento da limitagdo em nitrogénio.
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Os valores de Xt e Xr maximos atingidos foram de,
respectivamente, 20,9 gL' e 9,15 gL™, ambos ap6s 48 h de cultivo.
Em cultivo com condi¢fes similares e com mistura de glicose e frutose
como substrato, Schmidt (2011) obteve um valor préximo para Xt, de
16,6 gL™? e 7,3 gL™ para Xr. A concentracdo méxima de biomassa
residual, tanto para o cultivo de Schmidt (2011) quanto para PMel,
foram limitadas pelo conteido de nitrogénio no meio, ambos dosados
em 0,8 gL™. Como o fator de conversio de nitrogénio em biomassa



100

residual é cerca de 8 gg' (ARAGAO, 1996; IENCZAK, 2011;
SCHMIDT 2011; ZANFONATO 2016) a biomassa residual para o
presente cultivo deveria se limitar a cerca de 6,4 g'L™.

Conforme ja apresentado por outros autores desta linha de
pesquisa (SCHMIDT, 2011; ZANFONATO, 2016; GOULARTE, 2018)
Xr permanece aproximadamente constante ao longo da fase de
producdo, devido & caréncia de N para sintese proteica. Contudo, o
cultivo PMel apresentou um comportamento diferente do esperado.
Neste cultivo, o valor de Xr atingido foi superior ao estimado pelo fator
de conversdo, além disso, foi observado que Xr apresentou um aumento
consideravel mesmo ap0s a exaustdo do N adicionado na forma de uréia.
Nesse caso, levantou-se a hipdtese de que a concentracdo de N presente
no melago fosse suficiente para aumentar levemente o crescimento
celular durante a fase de produgdo. O método enzimatico colorimétrico
utilizado para a determinacdo de N é capaz de detectar apenas N na
forma de uréia ou amdnia, tendo demonstrado a auséncia de N, nesta
forma, na solucdo de melago. A analise também ndo detectou a presenca
de nitrogénio no meio de cultivo apds a adi¢do dos pulsos de melaco.
Portanto, foi realizada a analise de Kjeldahl para N total, que resultou na
presenca de 0,18% (m/m) de N, ou cerca de 1,8 g'L™, na solugdo pulso
de melago.

O valor de Xr atingido (9,15 gL™) corresponde a um teor de N
no meio de 1,14 g'L'l com base em valores tipicos de Yxyn) € ndo o
valor dosado, 0,8 gL™ A diferenca entre esses valores, 0,34 gL™
corresponderia ao N provindo do melaco e utilizado para o crescimento
de Xr. Com base na analise de N total realizada, a concentracdo de N
provinda do melaco foi cerca de 0,37 gL™, totalizando 1,48 g no
biorreator com 4 L, divididos entre a concentracgdo inicial (360 mL), de
melaco e os dois pulsos (230 mL cada). Portanto, cerca de 92% do N
total do melaco foi utilizado para o crescimento de Xr. Estima-se, com
base em valores tipicos e Yxyn, que, da quantidade de N total provinda
do melaco foi induzido o crescimento de Xr em 2,72 g'L™. Portanto,
cerca de 30% do valor maximo de Xr decorreu do consumo de N
disponibilizado pelo melago.

Segundo Aragdo et al. (1996) a producdo de PHA é
frequentemente estudada sob a limitacdo de N apesar do fato de que a
adicdo de uma fonte de nitrogénio durante a fase de producdo
incrementa tanto Prgo, quanto Ypngs. Estudos verificaram que valores
6timos de ppnp para C. necator podem ser atingidos quando My €
préximo de 0,05 h? (IENCKZAK, 2011; SCHMIDT, 2015). Lee et al.
(2015) sugerem que a necessidade da manutencdo de Ly é que altos



niveis de NADH e NADPH, produtos do ciclo TCA e via Entner-
Doudoroff, respectivamente, causam inibicdo da citrato sintase e
isocitrato desidrogenase em C. necator. Segundo 0s mesmos autores, a
sintese de PHB por C. necator ocorre a altas velocidades quando altos
niveis de NADH e NADPH estdo presentes nas células. Assim, para que
a sintese de PHB ocorra a altas velocidades é necessario manter o ciclo
TCA em baixa velocidade e os niveis de NADH através da sintese de
novas células (IENCZAK et al., 2011). Isso pode ser obtido com a
presenca de N em niveis limitantes, baixos o suficiente para que ndo
haja o crescimento celular, mas altos o suficiente para que ndo ocorra a
sua exaustdo e consequentemente a incapacidade da sintese proteica.

Alguns estudos demonstraram que a manutencdo do
crescimento limitado durante a fase de producdo induzido pela
alimentagdo de nitrogénio em concentragdes inferiores a 0,2 gL™,
durante a fase de producdo de PHB pode favorecer a eficiéncia do
processo (ARAGAO, 1996; IENCKZAK, 2011; GROUSSSEAU et al.,
2013). O comportamento do cultivo indica que o pulso de melago foi
capaz de atuar também como um pulso de nitrogénio, mantendo a
concentracdo no meio proxima a concentragdo limitante e, assim,
favorecendo o crescimento limitado em fase de produgéo.

Ainda analisando a cinética do cultivo, foi observado o consumo
de 23,0 gL™ de glicose e 19,3 gL de frutose, totalizando 42,3 gL de
substrato total. Quantidades residuais de 0,5 g'L™ de glicose e 7,4 gL™
de frutose foram detectadas as 48 h, instante final do cultivo. Houve,
portanto, praticamente a exaustdo da glicose no meio de cultivo, mas
ndo da frutose.

Na Figura 5.3, pode-se notar que apesar das concentragdes
iniciais proximas de glicose e frutose, o consumo de glicose apresenta
variagdo mais pronunciada ao longo do cultivo, principalmente apds o
inicio da fase de producdo. Tal comportamento suporta a hipotese de
que C. necator utilizaria a via Entner-Doudoroff (GROUSSEAU, 2012).
Nesta via metabdlica a frutose precisa ser convertida glicose-6-fosfato
antes de continuar sua conversdo a piruvato, o que justificaria a
diferenca na variacdo de consumo de glicose e frutose. O sistema de
transporte da glicose ainda ndo é conhecido e, segundo Raberg et al.
(2011), este pode ocorrer passivamente, o que poderia influenciar na sua
velocidade especifica de consumo. Pela Figura 5.2 pode-se notar que a
variacdo na taxa de consumo de substrato total se mantém estavel, o que
indica que ainda ha atividade celular no final do cultivo, apesar da
variacdo da concentracdo de biomassa muito baixa. Segundo Aquarone
et al. (1998), diminuicdes da velocidade de sintese sdo decorrentes de
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perdas na capacidade biossintetica, que podem ser decorrentes da
diminuicdo da atividade especifica de enzimas responsaveis pela sintese
do polimero ou por atingir a capacidade maxima de acumulo.

O cultivo PMel, conforme o esperado, ndo apresentou
concentracOes significativas das demais fontes de carbono analisadas:
glicerol, &cido l4ctico e &cido acético.

Figura 5.3 Cinética de consumo de glicose (O ), frutose () e N (OK)

para cultivo com melago em biorreator (PMel). A linha vertical (——)
indica 0 momento da limitagcdo em nitrogénio.
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O fator de conversdo de substrato total em biomassa residual
(Yxus) foi de 0,31 gg™. Para condicBes similares, os cultivos CCon e
CMel apresentaram valores de Yxys de 050 e 0,46 g'g'1
respectivamente. Para tais cultivos foram utilizados dados de consumo
de ART analisados pelo método DNS (MILLER, 1959), diferentemente
dos realizados para o PMel, em que glicose e frutose foram analisadas
por HPLC. As variagcles intrinsecas aos métodos podem tornar esses
resultados ndo diretamente comparaveis. Schmidt (2011) atingiu 0,34
g'g” para o fator de converséo de glicose e frutose em biomassa residual,
também calculado sobre medidas de ART.

Em 48h de cultivo foi atingida a concentracdo maxima de PHB
de 11,8 gL™ com actimulo de 58%, sendo esse valor atingido em 26,5 h.
A produtividade global do processo foi de 0,34 gh™L™. Schmidt (2011)
atingiu a concentracdo méaxima de 9,30 gL de PHB, e actimulo de de



56%, em condicdes similares as do presente cultivo com o uso de
glicose e frutose. Sen, Hussin e Baidurah (2019), em cultivo em shaker
de C. necator em melago pré-tratado, hidrotermicamente com HsSO4 em
estufa, obtiveram 0,78 gL de PHB e 27,30% de actimulo. Em estudo
de otimizacdo do acumulo de PHB por Alcaligenes sp. NCIM 5085 em
melago, Tripathi, Srivastava e Singh (2013) atingiram 76,80% de
acumulo.

5.2.2 Cultivo em biorreator com mistura de vinhaga e melago

Os resultados do estudo cinético do crescimento de C. necator em
mistura de vinhaca e melaco podem ser observados na Figura 5.4. A
biomassa total maxima atingida foi 24,9 gL™ e a residual 12,4 gL,
ambas apds 35 h de cultivo, valores superiores aos obtidos no cultivo
PMel. Assim, o presente cultivo foi capaz de atingir maiores valores de
Xt e Xr quando comparado com o cultivo PMel, o qual atingiu 20,9 e
9,15 gL™, respectivamente. Em cultivo com condi¢Bes similares e
vinhaca pura como substrato, Zanfonato (2016) obteve 4,9 gL de Xt e
3,7 gL™ de Xr, valores baixos em decorréncia da utilizacdo apenas da
vinhaca, e ndo de uma combinacdo de substratos, como no presente
trabalho.
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Figura 5.4 Variagdo da concentracdo de S (- - -), Xt (®), Xr(— --) e
PHB (©) para cultivo com melago e vinhaca (PVinMel) em biorreator.

A linha vertical (———) indica 0 momento da limitac&do em nitrogénio.
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A Figura 5.5, apresenta a cinética de consumo das fontes de
carbono. E possivel observar que a concentragio de acido lactico e
acético é praticamente nula apds cerca 5 h de do inicio do cultivo,
momento a partir do qual ha a queda em uma (Apéndice VII). O valor
de nas primeiras horas de cultivo pna foi de 0,37 h, caindo para 0,19 h
! nas horas seguintes.

Ainda na Figura 5.5, é possivel perceber que a presenga do
glicerol se manteve até cerca de 24 h, podendo ter influenciado para que
0 umax Na segunda fase exponencial de crescimento,0,19h™, fosse
inferior ao encontrado para o cultivo PMel, com melago puro, 0,22 h™*



Figura 5.5 Cinética de consumo de glicose (O ), frutose (M), glicerol (

A ), &cido lactico (L), acético (.) e N (X) para cultivo com melaco e

vinhaca em biorreator (PvinMel).
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No cultivo PVinMel foram comsumidos 27,4 gL™ de glicose,
20,1 gL™de frutose, 1,9 g’L ™ de 4cido lactico, 3,1 g'L™* de glicerol e 0,4
gL? de 4cido acético, totalizando 50,0 gL™ de substrato total.
Quantidades residuais de 1,5 gL™de glicose e 11,5 gL™ de frutose
foram detectadas em 48 h, instante final do cultivo. E possivel observar
que, durante a fase de crescimento, as variagcGes da concentracdo de
glicose e frutose sdo similares, apresentando um diferenciamento ap6s o
inicio da fase de producdo. Durante esta fase, nota-se 0 consumo
preferencial da glicose em relacdo a frutose, que acaba por gerar um
acimulo de frutose no meio. Pode-se observar que a glicose néo é fator
limitante para a producdo de PHB ou de células devido a sua presenga
residual no cultivo PVinMel. Além disso, no cultivo PMel apresenta
baixos valores de i mesmo quando ainda exista glicose disponivel no
meio (32 h).

De modo similar ao observado no cultivo PMel, os pulsos de
melaco também atuaram como pulsos de N, como pode ser verificado
pelo comportamento crescente da curva de Xr e de concentracdo de
proteinas logo apds o segundo pulso. Apesar disso, 0 crescimento
limitado de Xr ndo pode ser mantido indefinidamente visto que a
alimentacdo em N ndo é continua e sua concentracdo logo se exaure. A
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adicdo de mais pulsos de melaco ndo seria suficiente para suprir a
demanda de N para a manutencdo de iy em fase de producdo, o que
resultaria no acimulo de fontes de carbono no meio, principalmente de
frutose. Portanto, apesar do uso do melago se destacar em relacéo a
outros substratos pela presenca de nitrogénio nos cultivos em batelada, a
realizacdo de cultivos com alimentacdo em N de modo a manter sua
concentracdo constante pode gerar maiores beneficios em termos de
produtividade e de Yyys.

Nenhum dos estudos utilizados como referéncia para este
trabalho estudou o crescimento de C. necator em meio natural complexo
com mais de trés fontes de carbono com andlises especificas. Com o
presente  estudo foi, portanto, possivel atingir conclusbes
complementares ao estudo de Zanfonato (2016). Uma das conclusdes do
citado estudo é de que C. necator ndo foi capaz de consumir glicerol
apds sua concentracdo no meio ter atingido cerca de 3 g'L™. No cultivo
PVinMel, que iniciou com concentracdo de 3 gL™ de glicerol, foi
observado consumo completo do mesmo em torno de 26 h, mas sua
concentragdo variou mais lentamente quando comparada com as demais
fontes de carbono. Outra informacdo que pode ser esclarecida é que C.
necator consumiu todas as fontes de carbono simultaneamente, mas com
diferentes velocidades de consumo.

Outro fato importante é que, ao se utilizar vinhaga pura no meio
de cultivo a concentracao inicial de acido lactico e acético foram de 1,9
e 04 gL' respectivamente. De acordo com Aragdo (1996),
experimentos com acido lactico mostraram que uma concentragdo
minima de 1,0 gL™ é necessaria para o crescimento ndo limitado,
enquanto uma concentracdo maior que 5,0 gL™ seria inibitéria. Para
Wang e Yu (2000), a partir de 1 g'L™ o 4cido acético apresentou efeito
inibitério, impossibilitando totalmente o crescimento de C. necator H16
em concentracdes acima de 6 gL™ Assim, a utilizacdo de vinhaca
concentrada, para que se atinja maior disponibilidade de fontes de
carbono pode ndo ser uma boa opcdo, pois além de agregar custo pela
necessidade de etapa adicional de pré-tratamento de matéria-prima, sua
concentracdo maxima é limitada pela concentracdo inibitéria dos acidos
graxos. Assim, para 0 uso na producdo industrial de PHB, a utilizagdo
da vinhaca combinada com uma fonte de carbono de alta concentracédo é
uma opcdo mais indicada. O cultivo de C. necator apenas com vinhaca
como fonte de carbono possivelmente pode ser realizado com a
estratégia de pulsos de vinhaca concentrada. Assim, seria possivel
manter concentracfes ndo inibitérias de acidos organicos, sendo esta
uma estratégia que pode ser melhor avaliada em trabalhos posteriores.



O fator de converséo de substrato total em biomassa residual foi
de 0,21 gg™. Valores encontrados na literatura para Y xys para cultivos
utilizando fontes de carbono utilizadas neste estudo foram de: 0,43 para
glicose (ARAGAO, 1996); 0,34 para solugdo de glicose e frutose
(SCHMIDT, 2011); 0,22 para glicerol (ZANFONATO, 2016); 0,16 para
lactato (ARAGAO, 1996); 0,20 para acetato (WANG; YU, 2000); 0,36
para cido acético (GROUSSEAU, 2012). Portanto, apesar do acido
lactico ser consumido mais rapidamente que as demais fontes de
carbono seu fator de conversdo a biomassa total é menor do que a
metade do encontrado para glicose e frutose. Tal fato pode explicar
valor de Y xys inferior ao apresentado pelo cultivo PMel, sem adigdo de
vinhaca ou o valor encontrado por Schmidt (2011) em glicose e frutose
(Tabela 5.1).

A guantidade maxima de PHB produzida foi de 12,6 gL™ em 37
horas de cultivo. Na Figura 5.4 € possivel perceber que, apds esse
momento, ndo ocorre mais producdo significativa de PHB. A hipotese
para este comportamento € que a exaustio N no meio tenha
impossibilitado a manutengdo da atividade metabdlica celular. Apesar
disso, o cultivo PVinMel atingiu um valor superior ao obtido por PMel,
11,8 gL em 48 h. Considerando que o acimulo méximo atingido para
o cultivo PVimMel foi de 56%, em 25,0 h, e para PMel de 58%, em
26,5 h, pode-se concluir que a concentragdo superior de biomassa foi a
principal responsavel pela maior concentracdo de PHB obtido em
PVimMel. Como o limite de crescimento da biomassa residual é dado
pela oferta de nitrogénio no meio, conclui-se que pequenas variagdes
entre as dosagens de nitrogénio podem ter proporcionado diferengas nas
concentracGes das biomassas residuais e, consequentemente, no teor
final de PHB.

5.2.3 Resultados comparativos

A Figura 5.6 apresenta as velocidades especificas de crescimento
da biomassa residual e de producdo de PHB para os cultivos PMel e
PVinMel. E possivel notar que ambos os cultivos apresentaram perfis
semelhantes de ppyg. ApOs atingirem seus valores maximos, em 13 h
para PMel e 16 h para PVinMel, os valores decrescem. A influéncia do
contetdo de N presente no pulso de melaco sobre pymex € Mpre pode ser
observada nos momentos de adi¢do dos segundos pulsos de cada cultivo.
Além disso, como ja discutido por Schmidt et al. (2016), a alimentacdo
com N assegura a manutengdo dos valores de pppp durante a fase de
producdo, ja que o nitrogénio adicionado permite a manutencdo da
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biomassa residual. Ap6s 36 h de tempo de producdo, o cultivo PMel
apresentou valores de ppyg Proximos de zero. No cultivo PVinMel, apds
0 mesmo periodo, a producdo cessou completamente.

Figura 5.6 Velocidades especificas de crescimento da biomassa residual
(Xr) (h™") (- - -) e de producéo de PHB (gg™h™) (—-—) para cultivo
PMel (a) e PVinMel (b) em biorreator. A linha vertical (——) indica o
momento da limitagcdo em nitrogénio.
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Na Figura 5.7 é possivel observar que, a partir de 8 h de fase de
produgéo, o cultivo PVinMel apresentou valores de Pryoq SUperiores aos
do cultivo PMel. Os valores de Pryoq maximos atingidos para o cultivo
PVinMel e PMel foram, respectivamente, de 0,64 em 11,5he 0,54 gL
“h em 6h, correspondentes aos valores 0,42 e 0,34 gL™*h™ em termos
de Prgob, apresentados na Tabela 5.1. Os resultados indicam que o
segundo pulso de melaco nédo foi significativamente Util no aumento de
produtividade. Os valores de produtividade global obtidos foram
superiores aos obtidos em estudo prévio com o uso da vinhaga, com a
mesma estratégia de cultivo e condicdes similares: 0,05 gL h™ em



vinhaca e glicerol como substratos (ZANFONATO, 2016). Em meio
sintético contendo glicose e frutose, Schmidt (2011) atingiu o valor
proximo de 0,44 g'L""h™". Aragdo (1996) obteve 0,45 gL"*h?

Figura 5.7 Produtividade em fase de produgdo para cultivo com melago
(PMel) (= = -) ou melago e vinhaga (PvinMel) (++-+) em biorreator.
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Sugere-se um estudo de otimizag&o de Prgqp, 0 qual é de grande
importancia quando se visa a producdo industrial do PHB. As estratégias
de alimentacdo de N utilizadas por Aragdo (1996) e GROUSSEAU
(2013) demostraram ser capazes de potencializar a conversdo de
substrato em PHB bem como o acimulo celular de PHB e,
consequentemente, a produtividade, o que possibilitaria a producdo de
PHB mais competitiva com a produgdo de polimeros fosseis. Cultivos
em alta densidade celular (IENCZACK, 2011; SCHMIDT et al., 2016)
também podem ser estudados visando o aumento de produtividade dos
cultivos alimentados com vinhaca e melago.

A Figura 5.8 mostra que ao longo de toda a fase de producdo, o
cultivo PMel manteve um acimulo de PHB levemente superior ao do
cultivo PVinMel. Para ambos os cultivos este valor permaneceu com
pouca variacdo apdés 16 horas de fase de producdo. Os actmulos
maximos obtidos foram de 58% para o cultivo PMel e de 56% para
PVinMel (Tabela 5.2.1). O segundo pulso, para ambos os cultivos,
aparentemente ndo teve influéncia no acimulo de PHB. Os resultados
obtidos se aproximam dos obtidos por Schmidt (2011), que em glicose e
frutose obteve 56%, e o de Aragdo (1996), que atingiu 51% em glicose.
Em cultivos utilizando vinhagca combinada com glicerol, Zanfonato
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(2016) atingiu 15% de acUumulo. Martinhago (2014), ao combinar
vinhaca com glicose, obteve 30% de acimulo de PHB. Percebe-se
portanto, que, dentre os estudos que utilizaram vinhaca para a producao
de PHB publicados até entdo, o presente trabalho foi um dos que obteve
os valores mais altos de acumulo de PHB para a cepa C. necator DSM
545. Por se tratar de um subproduto do baixo valor, esses resultados
comprovam que existe um grande potencial para sua utilizacdo na
producdo de PHB quando comparado pincipalmente com os cultivos
realizados como glicose e frutose.

Figura 5.8 Acimulo de PHB ao longo da fase de produgdo para cultivo
com melago (PMel) (- = -) ou melaco e vinhaca (PvinMel) (+=-+) em
biorreator.
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Na Tabela 5.1 estdo sumarizados os principais resultados obtidos
neste trabalho e em comparagdo com trabalhos da literatura. A Tabela
5.2 apresenta os fatores de conversdo de substrato total em biomassa
residual, total e PHB, e os fatores de conversdo de nitrogénio em
biomassa residual para os cultivos PVinMel, PMel bem como para
cultivos encontrados na literatura.



Tabela 5.1 Resumo dos parametros obtidos nos cultivos de C. necator
DSM 545 utilizando melago ou vinhaca e melaco como fontes de
carbono e resultados da literatura. Os asteriscos (*) indicam valores nao
determinados.

Xt

PHB

Pl'glob

Condicoes de x - 0 - 97 PHBy, A
Substrato cultivo () (gl)L (gl)l_ ggh!z) (%) Referéncia
Batelada
Melacode  alimentada com
cana melaco em 019 209 118 0,34 58 Presente trabalho
biorreator
Vinhaga e alimiitgggiom 0,36
melago de 0,18 249 126 042 56 Presente trabalho
melago em
cana .
biorreator
Batelada
alimentada com
. glicose e ARAGAO
Glicose limitacéo em 0,25 16,0 8,0 0,45 51 (1996)
nitrogénio em
biorreator
Batelada
alimentada e
. alimentacéo . . . ARAGAO
Glicose exponencial em 1.0 4 (1996)
N limitante em
biorreator
. Batelada com
Glicose e pulsosem 026 166 93 044 56 SCHMIDT
frutose bi (2011)
iorreator
Acticar Batelada em
Acuca incubadora 021 94 4,6 0,20 48,9 APATI (2012)
invertido -
rotatoria
Vinhagca de . Batelada
cana e al!mentada em 020 140 40 N 30 MARTINHAGO
- incubadora (2014)
glicose -
rotatoria
Vinhagca de Batelada
cana e alimentada em 0,19 140 2,2 0,05 15 ZANFONATO
- . (2016)
glicerol biorreator
Batelada
Glicerol alimentada em 0,10 11,3 4,8 0,15 42 ZANFONATO
bi (2016)
iorreator
< Batelada X
Acido - - ARAGAO
lactico alimentada 040 95 6,5 70 (1996)

biorreator
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A Tabela 5.2 apresenta os resultados obtidos para os fatores de
conversdo calculados para os cultivos PMel e PVinMel e valores obtidos
por estudos da literatura. O cultivo PVinMel apresentou um valor
inferior para Yyxys, 0 que pode ser justificado pelo consumo do acido
lactico, que apresenta valores inferiores de fator de conversdao a Xr
(ARAGAO, 1996). Zanfonato (2016), por apenas medir o consumo de
glicerol, ndo foi capaz de medir o fator de conversdo de substrato total
em Xr com exatidao, visto que a vinhaga apresentou uma série de fontes
de carbono ndo contabilizadas.

Tabela 5.2 Fatores de conversdo obtidos nos cultivos realizados neste
trabalho e em outros estudos. Os valores de Y xys foram calculados com
dados da fase de crescimento celular, Yxys ao longo de todo o cultivo e
Yerpis cOm dados da fase de producdo de PHB. Os asteriscos (*)
indicam valores ndo determinados.

Substrato YXr/S YXt/S YPHB/S YXr/N

(@) (oY) (gg)) (gg?)  eferencia

Melaco de cana 0,31 0,55 0.30 6,28 Presente trabalho

Vinhaca e 0,21 0,54 0,34 7.67 Presente trabalho
melaco de cana

Glicose 0,43 * 0,27 7.3 ARAGAO (1996)
Glicose e * SCHMIDT
frutose 0,34 0,39 6,50 (2011)
Lactato 0,16 026 0,25 * ARAGAO (1996)
Vinhaca de * - - 105 ZANFONATO
cana ' (2016)

: N N N ZANFONATO
Glicerol 0,22 (2016)

Para PVinMel Y pug/s foi de 0,30 g'g'l, préximo ao observado em
PMel, 0,34 gg™. Schmidt (2011) obteve o valor de 0,39 gg™. Como o
discutido anteriormente, houve aporte de nitrogénio nos pulsos de
melaco, 0 que manteve a biomassa em crescimento mesmo durante a
fase de producédo de biopolimero. Por este fato, parte do substrato esta
sendo convertido em biomassa residual, o que induz uma variacdo
negativa ao valor de Ypugis. Mesmo que o fator de conversdo calculado



acabe por ser inferior ao proporcionado pelo meio sintético (SCHMIDT,
2011), o mesmo crescimento de Xr que acaba por reduzir o valor
calculado de Ypups € responsavel pela promogdo de maiores
produtividades, conforme o discutido anteriormente (ARAGAO et al.,
1996; IENCZACK, 2011; GROUSSEAU et al., 2013).

A diferenca observada entre Yxys € Yxys na fase de crescimento
celular indicam que parte do substrato que esta sendo consumido nao
esta sendo utilizado para o crescimento celular, mas possivelmente para
a producdo de biopolimero e manutengdo celular. De modo similar, a
diferenca observada entre Yxys e Ypngss @0 longo da fase de producéo de
PHB indica que parte do substrato consumido est4 sendo convertido em
Xr ou utilizado para a manutengdo celular. Os valores obtidos, em
lactato, por ARAGAO (1996) de 0,26 e 0,25 gg” para Yxus € Yeress
respectivamente, indicam que uma fragdo praticamente todo o substrato
esta sendo consumido para a formacdo de PHB ao longo da fase de
producao.

Os valores de Yxyn Se aproximam dos reportados na literatura,
conforme o esperado (ARAGAO, 1996; SCHMIDT, 2011). Os calculos
deste fator de conversdo foram realizados com dados relativos a fase de
crescimento, portanto ndo foram influenciados pela adicéo dos pulsos de
melaco.

Considerando a complexidade dos substratos utilizados neste
trabalho, os fatores de conversdo se tornam medidas menos confiaveis
para a eficiéncia do processo. Assim, um parametro mais robusto para
comparacdes de eficiéncia do processo, neste caso, é a produtividade em
PHB.
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5.3 CONCLUSAO - ETAPA 3

Os resultados obtidos na Etapa 3 deste trabalho demonstram que
a utilizacdo da vinhaga promoveu um ganho em produtividade do
cultivo, o que pode estar ligado ao alto valor de velocidade especifica de
crescimento promovida pelos &cidos organicos nas primeiras horas do
cultivo.

A utilizacdo da combinacdo dos substratos vinhaga e melago de
cana-de-agUcar apresenta, portanto, potencial diferenciado para ser
utilizado em processos industriais de producéo de PHB.
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6 CONCLUSOES FINAIS

Na busca do ganho de competitividade para o PHB no mercado
de polimeros, 0 uso de matérias-primas de baixo custo surge como uma
importante estratégia. A vinhaca e 0 melago se encaixam nessas
caracteristicas, sendo baratos e abundantes no Brasil. A cinética de
producdo de PHB por C. necator DSM 545 em melago e mistura de
vinhaca e melaco de cana-de-agucar pdde ser realizada e avaliada.

Dentre os métodos testados, a hidrolise enzimatica por invertase
destacou-se pelo seu rendimento e por ndo proporcionar redugdo da
velocidade especifica de crescimento celular em relagdo ao meio
sintético. A escolha de um bom método de hidrdlise também &
fundamental quando se busca a viabilidade e otimiza¢do econdmica do
processo de producdo de PHB por C. necator DSM 545 e com o uso de
substratos ricos em sacarose. Apesar disso, ndo foi realizada uma
avaliacdo econdmica considerando os custos totais de producéo do PHB
proporcionados pelos diferentes métodos de hidrdlise, bem como as
diferentes capacidades de producdo atingidas. Este é um exercicio
importante a ser realizado antes da aplicagcdo do processo de producéo
comercial.

A utilizagdo da vinhaga auxiliou no aumento da produtividade do
processo, quando comparada com cultivo apenas com melago. Tal efeito
esta ligado com a presenca de duas fases exponenciais de crescimento,
caracterizada por altos valores de pmax has primeiras horas de
fermentacdo, em decorréncia da presenca de &cido organicos. A
utilizacdo do melago juntamente com a vinhaca, quando comparado a
outros substratos purificados tradicionais como a glicose ou o glicerol,
pdde potencializar a produtividade, concentracdo de PHB e acimulo de
PHB dos cultivos. Isso pode ser atribuido a presenca de N no melacgo,
capaz de manter o crescimento celular limitado durante a fase de
producdo celular, e consequentemente prolongando a atividade
biossintética. Assim, a combinacdo desses substratos se destaca para
aplicacBes industriais; tanto por seus beneficios em termos produtivos
quanto pelo reduzido custo de suas matérias-primas.

Com os resultados deste trabalho, a vinhaga adicionada ao melago
apresenta-se como uma alternativa de substrato para a producdo de PHB
com potencial para aplica¢des industriais. A utilizacdo desses substratos
pode ndo s6 melhorar a competitividade do PHB no mercado de
polimeros ao promover menores custos de producdo e maiores
produtividades, mas também valorizar a vinhaca, evitando que esta seja
utilizada de modo inadequado, evitando danos ambientais graves.
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7 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar o crescimento de C. necator em mistura de vinhaca e
melaco de cana-de-agUcar com a utilizacdo de alimentagdo em
nitrogénio, mantendo sua concentracdo em niveis limitantes, ao
longo da fase de producéo de PHB.

Aplicar estratégias para a obtencdo de alta concentracdo celular em
cultivos de C. necator utilizando vinhaca e melaco de cana-de-
acucar como substratos.

Estudar o cultivo de C. necator em regime continuo em dois
estagios alimentado com mistura de melago e vinhaca.

Caracterizar o biopolimero produzido pelo processo desenvolvido
neste trabalho, visando futuras aplicagdes.

Estudar o crescimento de C. necator em meio mineral e vinhaca
como Unica fonte de carbono com o uso de pulsos de vinhaga
concentrada, de modo a manter a concentragdo de acidos organicos
abaixo do limiar inibitério.

Realizar analise de viabilidade econdmica da produgédo de PHB com
0 uso de vinhaga e melago de cana-de-agucar.

Estudar e otimizar o processo de hidrélise bioloégica para que
possam ser atingidos altos graus de conversdo em tempos mais

curtos e reduzir o efeito inibitério no crescimento de C. necator.
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APENDICE I

Graéficos do logaritmo neperiano da concentragdo de biomassa,
representada pela densidade dptica a 600 nm, ao longo do tempo de
cultivo utilizado para o calculo das velocidades especificas maximas de
crescimento da Etapa 1.

Cultivos com glicose e frutose em shaker (CCon).

3,50
3,00 y =0,1839x + 0,1663 . . ‘
R? = 0,9985 °
= 2,50 .
8 2,00 "
S L
8 1,50 -
5 -
1,00 -
0,50 4
0,00 ¢
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)
3,50
200 y = 0,1846x + 0,2259 . . .
' R?=0,995 .
2,50 e
& 2,00 e
=) i
o »
8 1,50 -
= .
1,00 s
0.
0,50
0,00 ©
0 4 8 12 16 20 24

Tempo (h)



Cultivos com melago hidrolisado acido em shaker (CAc).
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APENDICE I (continuago)

Cultivos com melago hidrolizado enzimatico em shaker (CEnz).
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APENDICE | (continuago)

Cultivos com hidrolisado bioldgico em shaker (CBio).
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APENDICE II

Graéficos do logaritmo neperiano da concentracdo de biomassa
total ao longo do tempo de cultivo utilizado para o calculo das
velocidades especificas maximas de crescimento da Etapa 2.
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APENDICE 11 (continuac&o)

Cultivo com vinhaca e melago em biorreator (CVinMel)

3,5
3,0 o« ¢
’ y = 0,1349x + 0,6888
2,5 2=0,9861
22,0 .
= °
>
=15 e
s °
1,0 o
05 “y=0,3007x - 0,0342
’ e 2=0,9987
0,0 e

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tempo (h)



146

APENDICE Il
Graéficos de consumo de ART pelo crescimento da biomassa
utilizados para o célculo dos fatores de conversdo de ART em biomassa
da Etapa II.
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APENDICE 11 (continuacAo)

Cultivo com vinhaca e melago em biorreator (CVinMel)
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APENDICE IV
Gréficos do crescimento da biomassa total (*) e residual (*)
pelo consumo de substrato utilizados para o célculo dos fatores de
conversao de substrato em biomassa na Etapa 1.
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APENDICE V

Graéficos da producdo de PHB pelo consumo de substrato
utilizados para o calculo dos fatores de conversdo de substrato em
biomassa da Etapa Ill
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APENDICE VI

Gréficos do crescimento da biomassa pelo consumo de nitrogénio

utilizados para o calculo dos fatores de conversdo de substrato em
biomassa da Etapa Ill.
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APENDICE VII

Gréficos do logaritmo neperiano da biomassa residual pelo tempo
de cultivo, utilizados para o célculo das velocidades especificas de
crescimento maximas na Etapa Il1.
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