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RESUMO

Polihidroxialcanoatos (PHAs) formam uma classe de poliésteres naturais, que podem ser
acumulados por diversos microrganismos sob a forma de granulos intracelulares e podem
representar até 80 % do peso seco das células. A fungdo mais frequentemente atribuida a estes
granulos é a reserva de carbono, energia e equivalentes redutores. Tém a vantagem de serem
materiais biodegradaveis e por isso, sdo bons candidatos para substituirem os plasticos de
origem petroquimica. Sdo produzidos por bactérias pertencentes aos mais diversos grupos
taxondmicos que podem utilizar as mais variadas fontes de carbono como, &cidos graxos
derivados de fontes vegetais, efluentes industriais ou residuos da industria de alimentos que
sdo otimas fontes de carboidratos, entre outros. Neste trabalho, estudou-se a producdo de
PHAs por Pseudomonas oleovorans ATCC29347, utilizando como fontes de carbono extrato
de mandiocaba, uma raiz nativa da regido amazoOnica que contém alta concentracdo de
acUcares livres, como glicose, frutose e sacarose (=40 g L), adicionada de 6leo de andiroba,
uma oleaginosa também nativa da Amazonia, em frascos agitados e em biorreator do tipo
Airlift. Nos ensaios em frascos agitados, a producdo de PHA, em base seca, foi de 9,50% com
glicose; 3,77% com sacarose; 5,84% com frutose; 2,50% com extrato de mandiocaba e 9,0%
com Oleo de andiroba. A velocidade especifica méxima de crescimento (umax) foi de: 0,16.
0,14; 0,05; 0,15 e 0,1 h™ e fator de conversao de substrato em célula (Yys) de: 0,22, 0,28, 0,25
e 0,52 gy gs* para os substratos: glicose, sacarose, frutose, extrato de mandiocaba e 6leo de
andiroba, respectivamente. N&o foi possivel encontrar Y, para o 6leo de andiroba. Foram
realizados quatro cultivos em biorreatos Airlift, obtendo-se uma producédo de PHA, em base
seca, de 6,24; 5,87; 15,96 e 18,41%; pmax de 0,23; 0,36; 0,23 e 0,27 h™; fator de converséo de
substrato em célula (Yys) de 0,19; 0,26; 0,17 e 0,23 gx gs; e fator de conversdo de substrato
em produto (Yps) de 0,034; 0,008; 0,034 e 0,027 g, gst, nos cultivos 1, 2, 3 e 4,
respectivamente. Nos cultivos, em frascos agitados, bem como no biorreator, foram
majoritariamente produzidos unidades de 3-hidroxi-decanoato (3HD) e 3-hidroxi-dodecanoato
(3HDD), e em menor propor¢do, 0s mondmeros 3-hidroxi-butirato (3HB), 3-hidroxi-
hexanoato (3HHX) e 3-hidroxi-octanoato (3HO). Polimeros do tipo produzido podem ter
aplicacdes bastante especificas e sua producdo ndo é usual. O extrato de mandiocaba se
mostrou um substrato em potencial para a producdo de PHA. P. oleovorans mostrou acumular

PHA sob limitagdo de nitrogénio, mas também de oxigénio nas condicdes estudadas.

Palavras-chave: Mandiocaba, PHAwmcL, Cultivo submerso.



ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAS) are a class of natural polyesters, which can be accumulated by
many microorganisms in the form of intracellular granules and can represent up to 80 % dry
weight of cells. The function most often attributed to these beads is the stock of carbon,
energy and reducing equivalents. They have the advantage of being biodegradable materials
and are therefore good candidates to replace the plastics of petrochemical origin. They are
produced by bacteria belonging to diverse taxonomic groups that may use the various carbon
sources such as fatty acids derived from plant sources, industrial effluents and wastes from the
foods that are good sources of carbohydrates, among others. In this work, we studied the
production of PHAs by Pseudomonas oleovorans ATCC29347, using as carbon sources
mandiocaba extract, a root native to the Amazon region that contains a high concentration of
free sugars such as glucose, fructose and sucrose (= 40 g L™*) added Andiroba oil, an oil also
native to the Amazon in shaken flasks and airlift bioreactor type. In tests in shaken flasks, the
production of PHA, on a dry basis, was 9.50% with glucose, 3.77% with sucrose, 5.84% with
fructose, 2.50% with mandiocaba extract and 9.00 % with Andiroba oil. The maximum
specific growth rate (umax) Was: 0.16, 0.14, 0.05, 0.15 and 0.1 h™ and conversion factor of cell
substrate (Ys): 0.22, 0.28, 0.25 and 0.52 gy gs™ for the substrates glucose, sucrose, fructose,
and extract mandiocaba Andiroba oil, respectively, could not find Y, for the Andiroba oil .
Were conducted four crops in biorreatos Airlift, resulting in a production of PHA, on a dry
basis, of 6.24, 5.87, 15.96 and 18.41%:; pmax of 0.23, 0.36, 0.23 and 0.27 h™%; conversion factor
of cell substrate (Yis) 0.19, 0.26, 0.17 and 0.23 gy g™, and conversion factor of substrate to
product (Ys) of 0.034, 0.008, 0.034 and 0.027 g, gs tin cultures 1, 2, 3 and 4, respectively. In
cultured in shaken flasks, as well as the bioreactor, mainly produced units of 3-hydroxy-
decanoate (3HD) and 3-hydroxy-dodecanoate (3HDD), and to a lesser extent, the monomers 3
hydroxy-butyrate (3HB) 3-hydroxy-hexanoate (3HHx) and 3-hydroxy-octanoate (3HO).
Polymers of the type produced may have very specific applications and their production is not
unusual. Mandiocaba extract showed a potential substrate for the production of PHA. P.
oleovorans accumulated PHA showed under nitrogen limitation, but also oxygen under the

conditions studied.

Keywords: Sugary cassava, PHAwcL, fermentation.
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1 INTRODUCAO

Cada vez mais inseridos na sociedade moderna, 0os materiais plasticos ocupam uma
gama de utilidades no dia a dia, bem como, em diversas areas da inddstria. E comum observar
que pecas inicialmente produzidas com outros materiais, particularmente metal, vidro ou
madeira, tém sido substituidos por outras de plasticos (CAMILO et al., 2007).

Em 2010 o consumo brasileiro, apenas em resinas termoplasticas, atingiu 4,9 milhdes
de toneladas (RETO, 2011); enquanto que o consumo total de produtos plasticos foi de 5,4
mil toneladas. Estes valores refletem a quantidade de residuos plasticos de origem
petroquimica produzido no Brasil, dos quais apenas 15% é reciclado (ABRELPE, 2010).

A grande dificuldade de degradacdo no meio ambiente, aliado ao crescente aumento
da populacdo mundial e ao enorme tempo demandado para a degradacdo desses residuos, tem
causado grande preocupacio ambiental (SQUIO e ARAGAO, 2004).

Dentre as alternativas para o gerenciamento do descarte de plasticos estdo: a
incineracdo, a reciclagem e a bio ou fotodegradacdo. Entretanto, incineracdo e reciclagem
apresentam alguns problemas associados, como o fato de a incineracdo ser perigosa, devido a
liberagdo de compostos como dioxanos e furanos, produzidos através do processo de
tratamento de certos plasticos (ATLAS e BARTHA, 1997). Além de possuir custo elevado, a
reciclagem é um processo demorado, que pode ser limitado pela presenca de pigmentos e
revestimentos dos plasticos (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005).

Outra alternativa que estd sendo bastante estudada é a substituicdo dos materiais
plasticos derivados do petr6leo por polimeros de origem bioldgica. Estes biopolimeros
possuem caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as dos plasticos convencionais, com a
vantagem de serem biodegradaveis. Um exemplo sdo os Polihidroxialcanoatos (PHA).

Os PHAs sdo poliésteres acumulados por diversas bactérias, na forma de granulos
intracelulares, como reserva de carbono, energia e equivalentes redutores. Em geral, a sintese
de PHA por bactérias em um meio nutritivo ocorre quando ha excesso de fonte de carbono e a
limitacdo de pelo menos um nutriente necessario a multiplicacdo das células (N, P, Mg, Fe
etc.) (SILVA et al, 2007).

Os PHAs sdo completamente biodegradaveis em ambientes microbiologicamente
ativos. Dentre os PHAs mais estudados, destacam-se o homopolimero poli-3-hidroxibutirato
(P(3HB)) e o copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)).
Além de serem biocompativeis, podem ser biossintetisados por bactérias, a partir de diversas

fontes de carbono renovaveis ou ndo-renovaveis (PRADELLA, 2006).
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A producdo de PHA em escala industrial é limitada, principalmente, por fatores
econdémicos que encarecem o0 produto, diminuindo sua competitividade no mercado, em
relacdo aos derivados quimicos.

Pesquisas tém sido feitas no intuito de utilizar fontes de carbono renovaveis e mais
baratas como as derivadas de soja e milho; residuos das industrias de laticinios, como soro de
queijo e de leite; residuos das indlstrias sucroalcooleiras, como bagago de cana; Oleos
vegetais; bem como, amido de mandioca que € uma excelente fonte de carbono.

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma das principais fontes industriais de
amido, sendo cultivada e consumida em todo territdrio brasileiro, uma vez que faz parte da
cultura e dieta nacional. Na producdo de derivados da mandioca ha a geracdo de residuos,
com elevado teor de matéria organica, sélidas e liquidas, que se ndo forem tratados
previamente ao descarte possuem poder poluente. No entanto, estes residuos apresentam
potencial para a produgdo de energia (FELIPE; RIZATO, 2009). Seu uso como fonte de
carbono tem sido bastante estudado em processos biotecnoldgicos, para a producdo de
bioetanol, bio-hidrogénio, e podem ser também aplicados na producdo de biopolimeros, como
os polihidroxialcanoatos.

Entre as diversas variedades de mandioca, a mandiocaba ou mandioca-doce é uma que
apresenta baixo teor de amido, quando comparada com a mandioca comum, porém, apresenta
elevado teor de agUcares, como glicose, frutose e sacarose (CARVALHO et al., 2004).

Do ponto de vista da producdo de polihidroxialcanoatos, a mandiocaba, por apresentar
uma elevada concentracdo de monossacarideos livres, dispensara a etapa de hidrdlise do
amido, a qual é onerosa e fundamental para obtencdo de glicose a partir do amido. Isto
propicia a simples obtencdo dos agucares fermentesciveis, tornando a mandiocaba uma raiz
potencialmente atrativa para a producdo biotecnoldgica desse biopolimero, aliado ao fato de
obter novas alternativas que ndo a tradicional producéo de farinha e fécula, e a inovacgéo de
alternativas de valores agregados a cultura da mandioca.

Neste estudo utilizou-se o extrato de mandiocaba como fonte de carbono, consorciado
com um substrato graxo, também de origem vegetal (6leo de andiroba), para a producdo de

polihidroxialcanoatos de cadeia média (PHAmcL).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a producdo de polihidroxialcanoatos de cadeia média (PHAmcL), utilizando
extrato de mandiocaba (Manihot esculenta Crantz) puro ou suplementado com dleo de

andiroba (Carapa guianensis), como fonte de carbono.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obter e caracterizar o extrato de mandiocaba como substrato potencial para a produgéo de
PHA.

» Auvaliar o crescimento e acimulo de PHA por Pseudomonas oleovorans a partir do extrato
de mandiocaba, em frascos agitados.

» Estudar a producdo de PHA em extrato de mandiocaba, em bioreator do tipo Airlift.

» Auvaliar a influéncia da suplementacdo do extrato de mandiocaba, com dleo de andiroba

(Carapa guianensis) sobre a producéo de PHAwcL.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AMANDIOCABA

A mandiocaba, uma variedade da espécie Manihot esculenta Crantz, € uma raiz nativa
da Regido Amazonica, conhecida regionalmente como mandioca-doce. Essa variedade
apresenta caracteristicas especiais em relacdo aos seus acucares constituintes, sugerindo um
grande potencial biotecnolégico.

Estudos utilizando mandiocaba para produgéo de etanol apontaram que, enquanto uma
tonelada de cana-de-agUcar produz 85 litros de alcool, a mesma quantidade de mandiocaba
pode produzir até 211 litros do produto, sem a necessidade da onerosa etapa de hidrélise do
amido (CARVALHO, 2009).

Recentemente, organizagcdes empresariais privadas tém demonstrado grande interesse
no cultivo dessa variedade de mandioca, disponibilizando trezentos hectares para
experimentos agricolas. Além disso, outros pesquisadores vinculados a instituicdes Federais
de Pesquisa estdo realizando estudos para potencializar a utilizacdo biotecnolédgica da
mandiocaba (CRUZ, 2011).

A raiz da mandiocaba apresenta baixo teor de amido, e elevado teor de agucares,
guando comparada com as raizes das variedades da mandioca convencionais. A guantidade de
glicose e sacarose pode ser até 100 vezes superior a encontrada em mandiocas comuns,
conforme pode ser observado na Tabela 1 (CARVALHO et al., 2004).

Tabela 1. Teor de glicose e sacarose de trés acessos de mandiocaba e uma de mandioca.

Composic¢ao (g/100g de matéria seca)

Acesso Tipo

Glicose Sacarose
CAS36.0 Mandiocaba 15,82 7,27
CAS36.1 Mandiocaba 22,47 9,00
CAS36.3 Mandiocaba 15,24 4,92
IAC 12-829 Mandioca 0,08 0,02

Fonte: Adaptado de Souza (2010).

O principal agucar encontrado tanto na mandiocaba, quanto na mandioca € a glicose.
Contudo, na mandiocaba sdo encontrados outros agucares e derivados como a manose, que
raramente € encontrada na natureza em sua forma livre. Carvalho et al. (2004) quantificaram

0s agucares de uma variedade de mandiocaba (CAS36.1), e obtiveram em % mol/mol de
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monossacarideos totais: 16,9 de arabinose; 4,9 de raminose, 1,0 de xilose, 3,6 de acido
glucurdnico, 0,5 de &cido galacturdnico, 1,6 de manose, 21,7 de galactose e 48,8 de glicose.

A obtencdo industrial de agUcares como glicose, frutose, sacarose entre outros,
comumente € realizada através da hidrolise do amido, seja por tratamento quimico ou fisico
(&cido, calor e pressdo), ou por via enzimatica ou microbiolégica. Entretanto, estes
tratamentos exibem maiores ou menores vantagens, seja com relagdo a qualidade do produto
final ou o tempo de processamento, todas apresentam limitacGes por seus elevados custos de
producdo, principalmente quando a via é enzimatica (VENTURINI FILHO; MENDES, 2003).

A hidrolise acida do amido tem como desvantagens evidentes os problemas de
corrosdo dos equipamentos e a necessidade de neutralizacdo da solu¢do agucarada apds a
hidrolise. Pode provocar certa destruicdo de parte dos aclcares, além do fato, de que esse
processo pode gerar agucares ndo fermentesciveis. (VENTURINI FILHO; MENDES, 2003).

Assim, a mandiocaba pelas suas caracteristicas apresenta-se como uma fonte de
carbono de facil acesso, a ser utilizada em bioprocessos, demandando menor custo para 0
crescimento de microrganismos e producéo de metabolitos de alto valor agregado.

Pode-se citar como exemplo sua aplicacdo para a producdo de biopolimeros plasticos
biodegradaveis, como os polihidroxialcanoatos (PHA). O custo da producdo dos PHA é muito
alto, quando comparado ao dos plasticos sintéticos ndo biodegradaveis. Para melhorar a
viabilidade econdmica e reduzir o preco desse produto € preciso maximizar a conversao de
carbono e a produtividade do bioprocesso, além da utilizacdo de fontes de carbono mais
baratas (FINKLER, 2006). Neste contexto, a mandiocaba aparece como uma fonte de carbono
bastante acessivel para a producdo de PHA, pois pode ser utilizada simplesmente extraindo a
solucdo de aclcares de suas raizes, a qual pode ser diretamente utilizada para fermentacéo,
eliminando totalmente os custos de hidrélise para obtencéo dos aglcares capazes de sustentar

0 crescimento bacteriano e a producéo do biopolimero.

3.2 POLIHIDROXIALCANOATOS

Polihidroxialcanoatos (PHAs) formam uma classe de poliésteres naturais, que podem
ser acumulados por diversos microrganismos sob a forma de granulos intracelulares e podem
representar até 80% do peso seco das celulas. A fungdo mais frequentemente atribuida a estes
granulos é a reserva de carbono, energia e equivalentes redutores (SUDESH et al., 2000).

Cerca de 150 monomeros diferentes ja foram identificados como constituintes de

PHAs produzidos por bacterias a partir de diversas fontes de carbono. Os mondmeros de
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PHASs podem ser divididos em dois grupos, o primeiro s&o os de cadeia curta (PHAscL), cujas
unidades monoméricas contém de 3 a 5 &tomos de carbono na cadeia principal e o segundo
séo os de cadeia média (PHAwmcL), cujos monémeros contém de 6 a 16 4tomos de carbono na
cadeia principal. O PHA mais estudado é o poli-3-hidroxibutirato (PHB), um polimero de 3-
hidroxibutirato, classificado como um hidroxialcanoato de cadeia curta (COSTA, 2010).

Os PHAsc. sdo produzidos por bactérias pertencentes aos mais diversos grupos
taxonémicos e 0s PHAmcL sdo produzidos principalmente por varias espécies de
Pseudomonas do grupo | de homologia do RNA ribossdmico. Uma das caracteristicas
importantes deste grupo € a sua incapacidade em produzir PHB, ou seja, sdo incapazes de
sintetizar PHAsc. (SUDESH et al. 2000). A Figura 1 mostra a representagéo geral dos PHAs.

]
CHy

]
]

3 o o

Figura 1. Representacdo geral dos Polihidroxialcanoatos (PHAS).

A maioria das bactérias do género Pseudomonas é capaz de produzir
polihidroxialcanoatos, ndo apenas quando elas sdo cultivadas em alcanos alifaticos ou acidos
graxos, mas também a partir de glicose e de outras fontes de carbono. Por exemplo, P. putida
quando cultivada em &cido octandico como fonte de carbono, acumula um co-poliéster
constituido por Cgo e Cip cOmo 0 principal e o maior constituinte, respectivamente.
Entretanto, quando glicose é a fonte de carbono um co-poliéster consistindo principalmente de
Ci00 € produzido, enquanto que Cgo e Cioo S80 acumulados minoritariamente. Essa
capacidade implica que o metabolismo dos acidos graxos dessa bactéria (biossintese de novo e
R-oxidacdo) esta ligado com biossintese de PHAs (STEINBUCHEL; LUTKE-EVERSON,
2003).
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3.2.1 Histdrico

O primeiro pesquisador a descrever o bioplastico, identificado como poli(3-
hidroxibutirato), foi Lemoigne, no Instituto Pasteur, em 1925. O biopolimero foi extraido de
Bacillus megaterium. Esta primeira observacdo foi praticamente esquecida até meados da
década de 70, quando, devido a crise do petroleo, foi criado um movimento cientifico que
visava descobrir fontes alternativas ao uso de matéria prima de origem petroquimica e, com
isso, a identificacdo de biopolimeros com caracteristicas fisicas e quimicas similares aos
polimeros derivados do petréleo, produzidos a partir de fontes renovaveis de carbono
(LUENGO et al., 2003).

Macre e Wilkinson (1958), ao estudarem o B. megaterium verificaram que esse
microrganismo armazenava homopolimero, principalmente quando as proporcdes de
glicose/nitrogénio no meio estavam altamente elevadas. Dessa maneira concluiram que o
P(3HB) era uma fonte de reserva de carbono e energia. J& na década de 60 a descoberta de
propriedades termoplasticas aumentou o interesse sobre o plastico biodegradavel, levando a
empresa W. R. Grace Co. a produzir comercialmente o P(3HB) (ASTAR; GRUYS, 2002).

Em 1973, foram iniciados os estudos de anélise do controle metabdlico, e em 1974
Wallen e Rohwedder identificaram outros mondmeros além do 4cido 3-hidroxibutirico, como
poli(3-hidroxivalerato) em &guas residuédrias (ANDERSON; DAWES, 1990).

No Brasil, em 1991 foram iniciadas as pesquisas para producdo de P(3HB) a partir de
processos fermentativos. Em 1992, a cooperativa de produtores de cana-de-acucar e alcool do
estado de Sdo Paulo (COPERSUCAR) estabeleceu um projeto de cooperagdo técnica a fim de
desenvolver pesquisas para a producéo de P(3HB), com o Instituto de Pesquisas Tecnologicas
(IPT) e o Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB), da Universidade de Sdo Paulo (USP). Em
1993, a COPERSUCAR comecou a construir uma unidade piloto para a producédo de P(3HB),
a qual entrou em funcionamento em 1995 (FORMOLO et al., 2003).

3.2.2 Propriedades

Os PHAs compartilham diferentes propriedades, de acordo com sua composi¢ao
monomeérica. Eles sdo substancias lipofilicas, e dentro da célula encontram-se como inclusées
insoliveis. S&o polimeros termoplasticos ou elastoméricos, exibindo um grau de
polimerizagdo de até 30.000 unidades, confirmado pelas altas massas molares. Com o
aumento no comprimento da cadeia, ou aumento no ndmero de co-mondmeros em um
copolimero, sua elasticidade aumenta. Praticamente todos sdo opticamente ativos, devido a
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presenca de um carbono quiral na posi¢ao 3 da estrutura do monomero. Acredita-se que todos
se apresentem somente com a configuracdo R, devido a estereoespecificidade das enzimas
envolvidas na polimerizagdo, sendo, portanto, completamente isotacteis (STEINBUCHEL,
1996).

A repeticdo das unidades na estrutura dos PHAs depende das espécies bacterianas e do
comprimento da cadeia da fonte de carbono alimentada durante a sintese. Contudo, muitos
dos precursores usados para crescimento celular e sintese do polimero podem conter uma
ampla variedade de grupos funcionais que, quando inseridos a cadeia polimérica, geram um
polimero quimicamente funcional, permitindo modificar as propriedades do material
(FULLER, 1999).

A resisténcia a agua, a radiacdo ultravioleta e a impermeabilidade ao oxigénio tornam
0 P(3HB) adequado para ser usado na confeccdo de embalagens alimenticias (WEINER,
1997; GROTHE; YOUNG; CHISTI, 1999).

PHAs como o poli-3-hidroxibutirato P(3HB) s@o considerados cristalinos, com um
grau de cristalinidade variando entre 55 e 80%. Propriedades fisicas e mecénicas, como
rigidez, ductilidade, ponto de fusdo, temperatura de transicdo vitrea (Tg) e resisténcia a
solventes organicos, variam consideravelmente, em fungdo da composi¢do monomeérica. As
temperaturas de fusdo (Tn) e de transicdo vitrea (Ty) estdo intimamente relacionadas a
estrutura dos mondmeros e a quantidade de co-mondmeros, nos copolimeros. Os PHAS
tornam-se altamente viscosos e moldaveis em temperaturas proximas, ou acima, de seu ponto
de fuséo. As T, e Tg aumentam com o aumento da massa molecular (MM), para os PHAs
com baixa MM; porém, este comportamento é invertido, no caso dos PHAs com alta MM
(BRANDL et al, 1990, STEINBUCHEL, 1996).

A composicdo monomeérica, a massa molecular e a distribuicdo de massas moleculares
do polimero sdo responsaveis pelas propriedades fisicas e mecanicas dos PHAs, direcionando
sua aplicacdo. Assim, um maior dominio sobre o processo de sintese permite um melhor
controle, seja da composicao, seja das massas moleculares ou de sua distribuicdo, resultando
em polimeros feitos sob medida para diferentes aplicacdes. As propriedades dos PHAS
permitem a obtencdo de materiais com caracteristicas rigidas, como o poli-3-hidroxibutirato
(P3HB), que apresenta caracteristicas semelhantes a alguns polimeros de origem
petroquimica, como mostra a Tabela 2.
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Tabela 2. Propriedades de alguns biopolimeros e copolimeros.

Polimero Ponto de Fusdo Rigidecz Resis~téncia a Resisténcia a_?
°C) (GPa) Pressdo (MPa) Impacto (J m™)
3% mol de HV? 170 2,9 38 60
9% mol de HV? 162 1,9 37 95
14% mol de HV*® 150 1,5 35 120
20% mol de HV? 145 1,2 32 200
25% mol de HV? 137 0,7 30 400
P(3HB)* 179 3,5 40 50
P(4HB)? 53 149 104 -
Polipropileno® 170 1,7 34,5 45
Poliestireno” 110 3,1 50 21

Fonte: Lee (1996a)
#Poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxivalerato)
® polimeros de origem petroquimica

¢ Gigapascal

Biopolimeros mais flexiveis, como os PHAwmcL, podem se apresentar como materiais
viscosos e aderentes se contiverem grande fracdo de mondmeros insaturados (GOMEZ,
2000). Algumas propriedades de biopolimeros de cadeia média (PHAmcL) e do polimero de

origem petroquimica, polipropileno, sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Principais caracteristicas dos polimeros de cadeia média e polipropileno.

Ponto de . Tensdo de Resisténcia
Polimero fusdo ;I'g Densndgde cisalhamento a ruptura Referéncia
(oC) ( C) (g cm ) (MPa) (%)

P(3HB)* 180 5 1,18-1,25 40 5 Gomes e Neto (1997)
PHO? 61 -35 1,02 9 380 Gomes e Neto (1997)
PHO? - - - 9,3 250-350 Marchessault et al.(1990)
PHD? 56 -39,7 - — — Sanchez et al. (2003)
PP® 176 -10 0,905 38 400 Gomes e Neto (1997)

*Biopolimero de cadeia média (PHAwc.); °Polipropileno; P(3HB): poli-(3-hidroxibutirato); PHO: poli-(3-
hidroxioctanoato); PHD: poli-(3-hidroxidecanoato); T,: temperatura de transicéo vitrea.

3.2.3 Aplicacdes dos PHAs

As aplicacbes do P(3HB) e dos PHAs estdo diretamente ligadas as suas propriedades
especificas: mecanicas, fisicas, térmicas, de biocompatibilidade e de biodegradacdo, dentre
outras (SILVA et al., 2007).

Nos ultimos anos o interesse mundial em plasticos bacterianos tem sido muito alto

devido a sua ampla variedade de aplicacbes como materiais para embalagens (CHEN 2009),
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em produtos de higiene pessoal, descartaveis e também como um substituto para polimeros
sintéticos, tais como o polipropileno (PP) e o poliestireno (PE) (LEE, 1996a; OJUMU et al.,
2004).

As propriedades fisicas dos PHAs permitem que eles sejam utilizados como
substitutos dos plésticos convencionais de origem petroquimica, na maioria das aplicagdes,
como pegas desenvolvidas por termoformagem e injegdo em moldes, filmes extrudados e fios,
dentre outros. Por serem biocompativeis, encontram na area médica aplicacbes como fios de
sutura, moldes para engenharia de tecidos e matriz para liberacdo controlada de farmacos
(CHEN; WU, 2005). PHAMcL tém sido avaliados para a produgdo de “scaffolds” (moldes que
suportam e dirigem o crescimento das células) em aplicacbes de engenharia de tecidos
(WILLIAMS et al., 1999).

Um aspecto relevante sobre a producdo de PHAs é a grande diversidade de
monomeros que podem ser a eles incorporados, o que condiciona a realizacdo de producéo
sob medida para diferentes aplicagdes.

Apesar de ainda ndo estarem largamente disponiveis comercialmente, uma série de
aplicacdes potenciais tém sido desenvolvidas para PHAwmcL. Devido a sua facil manipulagéo
na forma de latex, podem ser utilizados como filmes de revestimentos de papel, papeldo, entre
outros (DE KONING et al., 1997). Babu et al. (1997) verificaram que formulacGes baseadas
em determinados PHAS apresentaram caracteristicas especificas, boas para adesivos sensiveis
a pressdo. Van der Walle e colaboradores. (1999) citam a utilizacdo de PHAs produzidos por
P. putida como agentes ligantes, em formulacfes de tintas que permitiram as substituicGes
dos solventes organicos por agua, possibilitando o desenvolvimento de tintas ndo agressivas
ao meio ambiente.

Kim et al. (2007) fazem varias citacdes de trabalhos em relacdo as modificacdo de
propriedades de PHAmcL, visando aplicacdes na area médica: estudos que envolvem blends
com outros materiais (MALLARDE et al., 1998; RENARD et al., 2004; KIM et al., 2005),
crosslinking (ligacdes cruzadas) de PHAwmc insaturados, empregando luz ultravioleta (KIM e
LENZ al, 2001), raios v (ASHBY et al., 1998; DUFRESNE et al., 2001) ou perdxidos
(GAGNON et al., 1994), ou mesmo a utilizacdo de tratamentos térmicos juntamente com
ultravioleta e perdxidos (HAZER et al., 2001; CHUNG, 2005). Substitui¢des quimicas nas
cadeias laterais em PHAwmcL insaturados, introduzindo grupos funcionais tais como epoxi
(BEAR et al., 2001), hidroxila (LEE, et al., 2000; EROGLU et al., 2005) ou grupos clorados
(ARKIN et al., 2000), também sdo citadas.
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Inserido no panorama apresentado, verifica-se que existe a necessidade de estudos e
metodologias que venham a otimizar e condicionar a producédo de materiais de PHAycL, que
apresentem as mais diversas composicbes monoméricas, que possam ser testadas e

futuramente ampliem suas aplicacdes.

3.2.4 Microrganismos produtores e substratos utilizados

Entre os microrganismos que sdo capazes de acumular PHAs, encontram-se tanto
bactérias Gram-positivas como Gram-negativas (BYROM, 1987). Os microrganismos
produtores de PHAS séo divididos em dois grupos. O primeiro grupo requer a limitagcdo de um
dos nutrientes para a producdo de PHASs, o qual tem como representantes, entre outros,
Ralstonia eutropha e Pseudomonas oleovorans. O segundo grupo acumula PHAS ja durante a
fase de crescimento, sendo um representante o Alcaligenes latus (LEE, 1996b).

Outros géneros de bactérias capazes de acumular P(3HB) sdo: Aeromonas,
Actinomycetes, Azospirilum, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Chlorogloea, Chromatium,
Derxia, Ferrobacillus, Hyphomicrobium, Lampropaedia, Methylobacterium, Micrococcus,
Nocardia, Rhizobium, Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Sphaerotilus, Spirillum,
Streptomyces, Vibrio e Zoogloea (BYROM, 1987).

Azotobacter sp. foi a primeira bactéria escolhida para a sintese industrial de P(3HB),
por ser capaz de utilizar sacarose e glicose como substrato. Entretanto foi rejeitada por
produzir paralelamente um polissacarideo, tornando o processo de dificil controle (BYROM,
1987).

Cupriavidus necator tem sido o microrganismo mais estudado e utilizado na producao
industrial de PHA, ja que apresenta elevados valores de rendimento e velocidade de producao.
Além disso, C. necator cresce bem em meios minimos, em vérias fontes renovaveis de
carbono, e acumula até 80% de seu peso seco em polimero. O C. necator ¢ amplamente
utilizado industrialmente para produgdo de PHA, em especial P[3HB-co-3HV], que é
produzido quando acido propiénico é adicionado no meio de cultivo, fazendo com que C.
necator sintetize o copolimero P(3HB-co-3HV), cuja proporcdo das unidades 3HV dependera
da razdo de alimentacao de &cido propidnico/glicose, durante a fase de acimulo do polimero
(ANDERSON e DAWES, 1990; BYROM, 1992; KHANNA e SRIVASTAVA, 2005). Na
Tabela 4 é apresentado uma sintese de alguns isolados bacterianos utilizadas na producédo de

PHAs, incluindo suas respectivas fontes de carbono e produgdo de polimeros e co-polimeros.
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Tabela 4. Sintese das principais cepas de bactérias utilizadas na producéo de PHAS.

Linhagem bacteriana

Fonte de carbono

Polimero produzido

Referéncia

Aeromonas hydrophila

Bacillus cereus

Acido laurico, acido
oleico

Glicose, e-caprolactona,
beterraba, melago

Caldo nutriente, glicose,

PHAwcL

PHB, Terpolimero

Lee et al. (2000); Han et
al. (2004)

Labuzek e Radecka

(2001); Valappil et al.
(2007)

. PHB, PHBYV, Shamala et al. (2003);
Bacillus ssp. alcanoatos, e-prolactona, .
. copolimeros Full et al. (2006)
melaco de soja
Adonitol, arabinose,
celobiose arabitol, frutose,
Burkholderia sacchari fucqsg, Iactosg, maltose, PHB. PHBV Bramer et al. (2001)
Sp. nov. melibiose, rafinose,
ramnose, sorbitol,
sacarose, trealose, xilitol
galgobacter crescentus Meio Caulobacter, glicose PHB Qi e Rehm (2001)
Glicose, glicerol, 6leo de Nikel et al. (2006);
Escherichia coli mutants palma, etanol, sacarose, (UHMW)PHB  Sujatha e Shenbagarathai
melago (2006)
Amido hidrolisado, :
Halomonas boliviensis  maltose, maltotetraose e PHB Quillaguaman et al.
(2005)
maltohexose
Legionella pneumophila Caldo nutriente PHB James et al. (1999)
Glicose, acido oléico, Hoffmann e Rehm
Pseudomonas aeruainosa residuos de &cidos graxos, PHAMcL (2004); Fernandez et al.
g residuos de Gleo de fritura (2005)
Pseudomonas oleovorans Acido octan6ico PHAWcL Durner et al.(2000)
Pseudomonas putida Glicose, acido octanoico, PHAVcL Tobin e O’Connor (2005)

Pseudomonas putida,
P. fluorescens, P. jessenii

acido undecendico

Glicose, mon6meros
aromaticos

Glicose, 6leo de soja,

Polimeros aromaticos

Tobin; O’Connor (2005);
Ward et al. (2005)

Pseudomonas stutzeri 3lcool PHAMCL (Xu et al., 2005)
Acetato, malato, fumarato
Rhodopseudomonas e succinato, propionato, Mukhopadhyay et al.
PHB, PHBV
palustres malonato, gluconato, (2005)

butirato, glicerina, citrato
Glicose, sacarose, frutose,

Cupriavidus necator PHB, copolimeros Kim et al. (1995)

valerato

Escherichia coli JIM109  Glicose, decanoato PHB Antonio (2000)

Fonte: Verlinden et al. (2007)
PHAwcL: polihidroxialcanoatos com comprimento de cadeia médio, PHB: poli (3-hidroxibutirato), PHBV: poli
(3-hidroxibutirato-co-valerato), UHMW: Peso Molecular Ultra Alto.

A partir do trabalho de Labuzek e Radecka (2001) foi possivel constatar que alguns
isolados de Bacillus séo capazes de produzir PHA terpolimérico (resina conhecida por
apresentar propriedades de média/alta resisténcia ao impacto, média/alta resisténcia térmica,
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alta rigidez, alta dureza). Contudo, foi observado que as condi¢des ambientais desfavoraveis,
que induzem a producdo de biopolimero, favoreceram a esporulacdo dessa bactéria,
resultando em um conflito entre os dois processos metabolicos, que reduz a producdo do
biopolimero. E, portanto, promissora a avaliacido de mutantes de Bacillus nio-esporulantes
por seu grande potencial de produzir PHAS.

A engenharia genética € uma ferramenta poderosa na otimizagdo do metabolismo
microbiano para a producdo de polimeros. Cepas de E. coli (PARK et al., 2005) foram
geneticamente modificadas para produzir PHB com um peso molecular de até 10" Da, a partir
de glicose. Esses Polimeros chamados PHB de ultra alto peso molecular (UHMW-PHB)
podem ser transformados em filmes muito resistentes (KAHAR et al., 2005).

3.2.4.1 Pseudomonas

As bactérias do género Pseudomonas podem produzir tanto polihidroxialcanoatos de
cadeia média (PHAmcL), quanto de cadeia lateral longa (PHALcL) (DE SMET et al., 1983;
PREUSTING et al., 1991). As PHA sintases de Pseudomonas apresentam especificidades por
hidroxiacil-CoA (HA-CoA) de cadeia média (HAmc -CoA), e estes substratos podem ser
produzidos a partir da B-oxidagdo de acidos graxos de cadeias longas ou médias. Sendo assim
estes acidos graxos sdo os substratos para a biossintese de PHAS nestas bactérias.

Pseudomonas oleovorans ¢ um exemplo de bactéria que sintetiza PHAs de cadeia
média utilizando as mais variadas fontes de carbono, incluindo alcoois e acidos alcanodicos. O
tipo de substrato empregado interfere no crescimento celular, formacdo de PHA e composi¢do
do copolimero (DU e YU, 2002).

Estudos relatam que P. putida e P. aeruginosa sao capazes de acumular PHASs a partir
de glicose e outros agUcares, visto que elas sdo capazes de sintetizar mondémeros de cadeia
media a partir de acetil-CoA (ARAUJO, 2005).

Vaérios substratos de baixo custo tém sido testados para producdo de PHASs por
Pseudomonas, entre 0s quais pode-se citar o sebo de origem animal. O sebo é composto de
uma mistura de triacilglicerdis, contendo principalmente os acidos oléico, estearico e
palmitico, como seus componentes graxos; e representam substratos interessantes para a
producédo de PHAS por este género de bactéria (MADSON e HUISMAN, 1999). Contudo, a
maioria das Pseudomonas estudadas ndo possui atividade de lipase. Apenas P. resinovorans,
possuem esta atividade, sendo capaz de acumular até 15% de seu peso seco em PHA, a partir
do referido substrato (CROMWICK; LENZ, 1996).
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3.2.4.2 Utilizaco de substratos de baixo custo na producdo de PHAS

O maior obstaculo na comercializacdo de PHAs é seu alto custo; aproximadamente
40% do total do custo de producgdo sdo atribuidos aos custos dos substratos. Assim, para se
conseguir reduzir os custos de producdo, uma alternativa é utilizar fontes de carbono mais
baratas (CHOI; LEE,1999).

Em paises como o Brasil, onde a cana-de-acucar € abundante, a sacarose, 0 melago e o
acucar invertido sdo substratos de baixo custo e sua utilizacdo como fonte de carbono na
producdo de PHAs poderia reduzir os custos de producdo. A produgdo de P(3HB) e
copolimeros, integrada a producéo de agucar e alcool em usinas de processamento de cana-de-
acucar, pode representar uma grande oportunidade de produzir polimero a baixo custo e
expandir a industria de cana. Neste caso, a energia necessaria aos processos de producao seria
proveniente da queima do bagaco de cana, os efluentes do processo e a biomassa resultante
apos extracdo do polimero podem ser utilizados como fertilizantes na plantacdo da cana e 0s
solventes utilizados na purificacdo do polimero seriam derivados da fermentacdo alcoolica,
naturais e biodegradaveis; portanto, sem representar impacto ambiental (SQUIO, C.R;
ARAGAO,G.M.F, 2004).

Muitos estudos utilizando amido de mandioca hidrolisado ou efluentes do
processamento da mandioca (manipueira) tém sido feitos para os mais diversos fins.
Cappelletti (2009) estudou a influéncia da concentracdo inicial da &gua residual do
processamento da mandioca (manipueira) na producdo de hidrogénio através de fermentacdo
por Clostridium acetobutylicum. Lamaison (2009) utilizou manipueira para a producdo de
hidrogénio utilizando reator em batelada. Krueger (2009) selecionou linhagens de Bacillus
capazes de produzir polihidroxialcanoatos utilizando manipueira como fonte de carbono.

Costa (2010) avaliou a producdo de PHA, utilizando o residuo de fecularia
(manipueira) e 6leo usado de soja proveniente de fritura, como fontes de carbono, e linhagens
de bactérias (Pseudomonas sp) isoladas de solos contaminados com hidrocarbonetos. Na
Tabela 5 sdo apresentados os resultados obtidos pelo autor. O 6leo de fritura foi o melhor
substrato para a producédo de PHA (43 a 50,4%); em manipueira, a producao chegou a 17,6%,
com P.aeruginosa L2-1; e quando foi utilizada a manipueira e o 0leo de soja como um co-

substrato, a producdo atingiu 39%.
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Tabela 5. Sintese dos resultados da pesquisa realizada por Costa (2010), para producéo de
PHAs, utilizando manipueira e 6leo usado de soja, como fontes de carbono, e linhagens de

Pseudomonas aeruginosa. Resultados apds 120 h de incubacéo.

Substrato
Bacteria Parametros Manipueira Oleo de soja I\O/Ili giggiic)l}zl
P.aeruginosa L2-1 >F(>|—(|?0\L(°l/ok:)?s)) 13736 i; 435
P.aeruginosa B1-3 ééiL(ol/ozz)) 22 i’: 83
P.aeruginosa 7a ?I—Eilz;)bbss; Zg 566i 2411
R v I S VR

X — crescimento celular; b.s. — biomassa seca. Os cultivos foram feitos em frascos agitados: 25 mL de meio;
30°C e 200rpm.

3.2.5 Biossintese

A sintese e incorporacdo de diferentes mondémeros de PHA dependem de trés fatores
determinantes:
i) O tipo de substrato que sera disponibilizado para a bactéria;
i) As vias metabdlicas existentes nas células bacterianas para que o substrato possa ser
convertido no hidroxiacil-CoA desejado;
iii) A existéncia de uma enzima denominada PHA sintase, que seja capaz de incorporar 0

hidroxiacil-CoA sintetizado a uma cadeia polimérica (Figura 2).

Pseudomonas pertencentes ao grupo | de homologia do RNA ribossomal sdo capazes
de acumular PHA a partir de acidos graxos. Normalmente estes acidos graxos sdo pouco
misciveis em agua, o que dificulta sua disponibilidade direta ao microrganismo,
consequentemente, sua oferta deve ser bem controlada em fermentacdes (SUN et al., 2007),
ou as vezes pode ser utilizada na forma de dispersdes aquosas preparadas por intensa agitacéo,
onde as particulas de o0leo ficam relativamente mais estaveis (SCHIMIDT et al., 2011).
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Substratos
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Figura 2. Esquema geral da sintese de PHA. Os trés fatores chave que determinam a

composicdo monomérica do PHA estdo destacados dentro de retangulos.

Os substratos importantes na formagdo de PHAmcL sdo divididos em duas classes:
substratos relacionados (hidrocarbonetos, alcoois, acidos carboxilicos) e ndo relacionados
(glicose, frutose, acetato, glicerol, etc.) (GOMEZ, 2000).

A composicdo de PHApcL sintetizados a partir de substratos relacionados esta
estruturalmente relacionada com o substrato fornecido (TIMM; STEINBUCHEL, 1990;
HUIJBERTS et al., 1992). Por exemplo, acido nonandico quando utilizado como substrato
resulta em um PHApcL constituido por cerca de 60 mol% de (R)-3-hidroxinonanoato e 40
mol% de (R)-3 hidroxiheptanoato (DURNER et al., 2001).

Trés diferentes vias podem ser identificadas para a formagdo do precursor (3-
hidroxiacil-CoA) de PHAwcL, as quais estdo ilustradas na Figura 3 (HUIJBERTS et al., 1995;.
(REHM et al., 1998).

A B-oxidacdo é a principal via de biossintese de PHAmcL, quando as bactérias séo
cultivadas em &cidos graxos (KESSLER; WITHOLT, 2001). Nesse caso, a bactéria incorpora
tantos mondmeros de acil-CoA quantos a cadeia carbonica do substrato produzir. Esta
incorporacdo depende também da afinidade da PHA-sintase pelo substrato acil-CoA. Em
Pseudomonas essa afinidade ocorre, preferencialmente, por cadeias de carbono que véo de Cg
aCy; (HUUBERTS et al., 1995).

Uma segunda via se da, quando carboidratos sdo fornecidos. Neste caso, 0s 3-
hidroxiacil sdo gerados pela sintese de novo de acidos graxos, ou seja, a partir da condensagédo

de moléculas de acetil-CoA (via malonil-CoA), gerando o 3-hidroxiacido que sera
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incorporado ao polimero. Antes da incorporacao ao polimero, o 3-hidroxiacil é transferido do
ACP (Acyl Carrier Protein), que é o carreador dos grupos acil na sintese de novo de acidos
graxos, para a coenzima-A (CoA), carreadora dos grupos acil na reacdo de polimerizacédo
catalisada pela PHA sintase (REHM; STEINBUCHEL, 1999).

Acido Graxo Carboidrato Carbono Relacionado
HSCok, ATP - 1
AMP + PPi, H,0 @ ,l/ HSCoA -
j\ .  FAD ' :
/ .
Sk, [ '
HSCoA ) w’\rJ\M\ o FADH, Am :
+/ @ pclcoa  OW Aceti-CoA :
A 0 ~ CO,, ATP H

n)\/_u\g.;.:.,q F,/d\;m o L ADP 4 Pi Outras vias
3-cetoacil-CoA 2-tranz-gnoi-CoA '
p-oxidagao 4 . . . :
MADPH -+ HA— | —H, 0 o r-.-1E|IL'|r||I CoA i - HSCol

o JUY A 4

) L

¥ % (5)3-hidroxialcil CoA Acidos graxos i

NADP* ., Acp*j @J\i,cp ;
- .

S —

! ru1all:|r'|il—-'3'.CF'

HO™ . L
oH o MADP* /\j\m 4—, 65—, ou G- hidroxiacil -Cod
/ CO,, ACP .
NADPH + H'/e \\

(R-3-hidroxiacil-CoA o / y. @
i - Biossintese _ p HSCol *
| o trans-enoilAce € NOVO 3- cetnaml ACP
y de ar.:u:lus graxos 4
HzD‘_m@ aH 63(/ MADPH + H*
Hscuha4 N S MADP PHA
[R;—S—hydruxmml—ACP

v HSCmﬁ. — HSCoA

Mcl-PHA *—\‘*- j\/ﬁ\m'xx: ACP

[R}—S -hidroxiacil-CoA

Figura 3. Rotas metabolicas para a biossintese de PHAwcL. Fonte: (STEINBUCHEL, 2010).

A terceira via de producdo de 3-hidroxiacil é baseada na hipotese da presenca de
monodmeros contendo dois carbonos a mais que o substrato fornecido. Huijberts et al. (1995)
estudaram a producdo de PHAwmcL por P. putida KT2442, utilizando acido hexandico como
fonte de carbono. Os autores observaram rotas metabdlicas ndo convencionais no
alongamento da cadeia acila, que pode ter ocorrido em condigdes especiais de crescimento.

A condensacdo de acetil-CoA com outros acil-CoA intermediarios da B-oxidagdo
também pode ocorrer. Essa reacdo seria catalisada por uma p-cetotiolase. Assim, por

exemplo, quando &cido hexanoico é suprido como Unica fonte de carbono, observa-se a
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presenca de mondmeros contendo oito atomos de carbono (hidroxioctanoato) (QUEIROZ,
2007).

Nesse contexto, pretende-se, através deste estudo, avaliar a capacidade de um isolado
padrdo de Pseudomonas oleovorans produzir PHA, a partir de carboidratos (extrato de
mandiocaba), bem como o efeito da suplementagdo com uma fonte de acidos graxos (6leo de
andiroba) a ser utilizado simultaneamente, fornecendo unidades monoméricas, a partir da via

de B-oxidacao de &cidos graxos, conforme as vias citadas acima.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MANDIOCABA

Para a obteng&o do extrato utilizado como fonte de carbono foram utilizadas raizes de
mandiocaba cultivadas na Comunidade do Camurituba Centro (Abaetetuba — PA),
gentilmente cedidas por um agricultor familiar local.
4.2 OLEO DE ANDIROBA

O oleo de andiroba utilizado foi um 6leo bruto obtido por prensagem hidraulica direta
das sementes de andiroba. O oleo foi cedido pelo laboratério de Operacdes e Separacdo
(LAOS) da Universidade Federal do Para.
4.3 MICRORGANISMO UTILIZADO

A bactéria utilizada para os cultivos foi a Pseudomonas oleovorans ATCC29347,
cedida pelo Laboratéro de Bioquimica e Biologia Molecular de Microrganismos (LBBMM)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
4.4 MEIOS DE CULTURA
4.4.1 Meio Luria Bertani (LB)

Para preparacdo do pré-indculo e estocagem da bactéria, foi utilizado o meio Luria
Bertani (LB), cuja composicdo € dada na Tabela 6. Todos os meios foram previamente

esterilizados a 121°C por 20 minutos, em autoclave.

Tabela 6. Composi¢do do meio Luria Bertani (LB) utilizado.

Componentes Concentragcéo (g L ™)
Triptona 10,0
Extrato de Levedura 50
Cloreto de sadio 50
Agar 15,0

Baseado em Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989).
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4.4.2 Meio mineral
Para os cultivos, prepararam-se variacbes de meio mineral, cujas composicdes sao
apresentadas nas Tabelas 7 e 8. Todos os meios foram previamente esterilizados a 121 °C por

20 minutos, em autoclave.

Tabela 7. Composicdo do meio mineral, sem limitacao.

Componente Concentracéo (g L ™)

NaHCO; 0,5

Citrato Ferroso de Amonia 0,05
MgSQ,.7H,0 0,5
CaCl.2H,0 0,01
(NH,4),SO, 2
Oligoelementos? 5

NazHPO4 2H20 2,9

KH,PO4 2,3

Baseado em Koller et al (2007)

dmL L

Tabela 8. Composi¢cdo do meio mineral, com limitacdo de Nitrogénio.

Componente Concentragéo (g L™)
K;HPO, 58
KH,PO, 3,7
MgS0O,.7H,0 0,25
(NH4)2PO, 1,6
Solugéo de elementos tragos® 1
Baseado em Ashby, Solaiman, Foglia (2002)

dmL L?

Solucéo de elementos tracos.

Componente Concentragéo (g L™)

FeSO,4 .7H0 10

CaCl,.2H,0 2,0
ZnS0,4.7H,0 2,0
MnS0O,.4H,0 0,5
CuS04.5H,0 1

(NH4)6M07024.4H20 0,1
Na,B,07.10H,0 0,02
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4.5 OBTENCAO DO EXTRATO DE MANDIOCABA

As raizes de mandiocaba, apds a coleta, foram transportadas, ao ar livre, para o
Laboratorio de Agroindustria da Embrapa Amazonia Oriental (Belém — PA), onde foram
processadas em tempo inferior a 24 horas, para a obtencdo do extrato liquido de mandiocaba
(Manipueira), através das etapas apresentadas na Figura 4.
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¥
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a-18°C
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Figura 4. Fluxograma de obtenc¢éo do extrato de mandiocaba (Manipueira).

Primeiramente, foi realizada a lavagem das raizes com &gua corrente, higienizacao
com éagua clorada (150 ppm por 15 min) e descascamento manual. Em seguida, as raizes
foram moidas em moedor elétrico, obtendo-se uma mistura da parte fibrosa (Figura 5A) com a
solucdo de acgucares (Figura 5B), que posteriormente foram separadas, por filtracdo através de
um tecido de algoddo, devidamente higienizado. O extrato obtido (manipueira) foi
acondicionado em recipientes plasticos e armazenado a —18°C, até o0 momento da utilizacao.

O rendimento (R) do processo de extracdo do extrato de mandiocaba foi obtido através
da Equacéo 1.

(m_..+m

m.. —
R(%) __ raiz ca:Tc]a parteﬁbrosa) xlOO (1)

raiz
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Figura 5. (A) massa fibrosa residual da filtracdo e (B) Extrato da mandiocaba.
4.6 CARACTERIZAQAO FISICO-QUIMICA DO EXTRATO DE MANDIOCABA
4.6.1 Determinacao de glicose, frutose e sacarose

As concentragdes de glicose, frutose e sacarose do extrato de mandiocaba foram
determinadas, enzimaticamente (PRAXEDES et al., 2006). De acordo com o método, glicose,
frutose e sacarose presentes no extrato sao determinadas sequencialmente, num mesmo meio
reacional, contendo ATP, NAD+ e glicose-6-fostato desidrogenase (G6PDH). Hexocinase,
fosfoglicoisomerase e invertase (ou B-fructosidase) sdo adicionadas, num dado intervalo de
tempo, para determinacdo de glicose, frutose e sacarose, respectivamente. A glicose é
fosforilada a glicose -6-fosfato (G6P), pela acdo da hexocinase, a partir de ATP. Em seguida,
a G6P ¢ oxidada pela G6PDH a Gluconato-6-fosfato, utilizando NAD+ como coenzima
oxidante. A producdo de NADH é detectada pela mudanca da intensidade de absorbéncia a
340 nm, em espectrofotdmetro adaptado para leitura de placa de Elisa. A fosfoglicoisomerase
(PGI) converte a frutose-6-fosfato (F6P) em G6P e a B-fructosidase converte sacarose em

glicose + frutose.
4.6.2 Determinacdo de umidade, cinzas e proteinas

Umidade — método gravimétrico, em estufa a 105°C, até peso constante, de acordo
com a AOAC (1997), método n° 925.10.

Proteinas — método de Kjeldahl, com fator de correspondéncia nitrogénio-proteina de

6,25, de acordo com a AOAC (1997), método n° 920.87.
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Cinzas — método gravimétrico, por incineragdo da amostra em forno a 550 °C, até peso
constante, de acordo com a AOAC (1997), método n° 923.03.

4.7 PERFIL DOS ACIDOS GRAXOS DO OLEO DE ANDIROBA

O perfil de &cidos graxos do 6leo de andiroba foi obtido por cromatografia gasosa. O
oleo foi preparado através de esterificacdo e saponificacdo utilizando hidroxido de potassio
em metanol (0,1 mol L™) e 4cido cloridrico em metanol (0,12 mol L™). Os ésteres metilicos
dos acidos graxos foram extraidos com hexano e quantificados em um CG CP 3380 Varian. O
cromatdgrafo foi equipado com uma coluna capilar CP-Sil 88 (60 m x 0,25 mm) (Varian Inc.,
EUA) e um detector de ionizacdo de chama. Hélio foi usado como gas de arraste. Utilizou-se
uma rampa de temperatura: 3 min a 130 °C, aquecimento gradual até 220 °C por 9 min e 35
min a 220 °C. As temperaturas do detector e do injetor foram de 280 °C e 245 °C,
respectivamente. Os picos dos acidos graxos foram identificados por comparagdo dos tempos
de retencdo. A curva de calibracdo foi feita com uma mistura de padrdes de ésteres metilicos
de &cidos graxos FAME (Nucheck 74X).

4.8 AVALIACAO DA PRODUCAO DE PHA POR P. oleovorans EM FRASCOS
AGITADOS

4.8.1 Estudo com P. oleovorans utilizando glicose, frutose, sacarose e 6leo de andiroba

Para preparo do in6culo, primeiramente a bactéria P. oleovorans foi cultivada em meio
mineral sem limitacdo de nutrientes (Tabela 7), a 30 °C e sob agitacdo (200 rpm), em
incubadora com agitacdo orbital, por 12 horas; em frascos de 125 mL, contendo 20 mL de
meio. Como substratos, foram utilizados separadamente, glicose, frutose e sacarose (20 g L™),
como unicas fontes de carbono. O indculo para os experimentos em que foi utilizado o éleo de
andiroba foi feito apenas com glicose como substrato.

Os indculos foram transferidos na proporcdo de 10 % do volume para outros frascos
de 125 mL contendo 20 mL de meio limitado em nitrogénio (Tabela 8) e as respectivas fontes
de carbono, ainda na concentracdo de 20 g L™. O conjunto foi mantido a 30 °C, sob agitac&o
(200 rpm), em incubadora com agitacdo orbital, por 48 horas. Quando o 6leo de andiroba foi a

fonte de carbono, foi utilizado para o cultivo o meio sem limitagdo de nutriente (Tabela 7), e a
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incubacdo foi feita nas mesmas condi¢cbes dos demais ensaios, por 164 horas. Todos 0s

experimentos foram realizados em duplicata.

4.8.2 Estudo com P. oleovorans utilizando o extrato de mandiocaba como Unica fonte de

carbono

Neste experimento utilizou-se como fonte de carbono o extrato de mandiocaba
suplementado com fosfatos (MF), extrato de mandiocaba suplementado com fosfato e sulfato
de amonio (MFS) e extrato de mandiocaba sem suplementagdo (M). Para suplementacdo do
extrato foram utilizadas as concentracdes de fosfato e sulfato descritas na Tabela 8.

Para a realizacdo dos cultivos, fez-se necessario clarificar e retirar os sélidos em
suspensdo do extrato de mandiocaba a fim de obter melhor visualizacdo do crescimento
celular, e evitar erros experimentais na pesagem final da biomassa centrifugada.

Ao extrato de mandiocaba, adicionou-se HCI 1M até pH 3,8 para que os carotendides
que Ihe conferem a cor amarela precipitassem. O extrato foi filtrado para separar o
precipitado, em seguida foi suplementado, e o seu pH ajustado para 7,0, com NaOH 1 M.

O extrato clarificado e suplementado foi pasteurizado em banho-maria (75°C/30 min),
para evitar a degradacdo dos acucares, e resfriado até temperatura ambiente (25°C). Apds
essas etapas fez-se a inoculacdo da bactéria em capela de fluxo laminar, e o conjunto foi
incubado por 24 horas, a 30 °C e 200 rpm, em agitador orbital (Shaker). Os experimentos

foram realizados em duplicata.

4.9 AVALIACAO DA PRODUCAO DE PHA EM BIORREATOR DO TIPO AIRLIFT

Foram realizados quatro cultivos em biorreator airlift, conforme a descri¢do
apresentada a seguir:
Cultivo 1: extrato de mandiocaba sem diluicdo com concentracao de agUcares totais de = 40 ¢
Lt
Cultivo 2: extrato de mandiocaba diluido com &gua destilada para ajuste da concentragdo de
acUcares totais para~ 18 g L™Y;
Cultivo 3: extrato de mandiocaba diluido com agua destilada para ajuste da concentracédo de
acUcares totais para ~ 18 g L™, acrescido de 6leo de andiroba (1 % V/V) e (NH,);HPO, na

concentracéo 0,2 g L™, no tempo de 6,5 h de cultivo;
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Cultivo 4: extrato de mandiocaba diluido com &gua destilada para concentragdo de aglcares
totais de ~ 13 g L™, acrescido de 6leo de andiroba(l % V/V) e (NH,);HPO, na concentraco

de 2,4 g L™, no inicio do cultivo.
4.9.1 Preparo do inéculo e do meio de cultura para o cultivo em biorreator

Inicialmente, preparou-se um pré-indculo partindo de uma Unica colonia isolada em
placa de Petri, a qual foi transferida para um frasco erlenmeyer contendo 100 mL de extrato
de mandiocaba pasteurizado, suplementado com fosfatos e sulfato de amoénio (MFS) (Tabela
8), o qual foi cultivado por 18 horas a 30°C e sob 200 rpm. No preparo do inéculo (Figura 6)
para o biorreator, transferiu-se o pré-indculo para outro frasco contendo 400 mL de extrato de
mandiocaba (MFS). O frasco de cultivo foi mantido sob aeracdo, por injecdo de ar esterilizado
através da passagem por filtro (0,2 pm) estéril, utilizando uma bomba de aquario para a
injecdo de ar. Precedeu-se o cultivo durante 24 horas a 30°C e agitacao orbital de 100 rpm. O
meio de cultura para o biorreator foi preparado em um recipiente de vidro com cinco litros de
volume util, onde o extrato de mandiocaba foi diluido com &gua destilada para uma
concentracéo de aclicares totais de aproximadamente 20 g L™, e adicionado de 1 mL L™ do
anti-espumante polipropilenoglicol. Este meio foi aquecido a 100°C, por uma hora, em
autoclave. Apos resfriamento, o meio foi transferido para o biorreator sob condicGes

assépticas.

Figura 6. In6culo de Pseudomonas oleovorans a partir de extrato de mandiocaba
suplementado com fosfatos e sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio.
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4.9.2 Equipamento e condigdes de operacao do biorreator

O biorreator utilizado foi do tipo airlift, feito em aco inox, apresentado na Figura 7,
com circulacdo externa e volume util de 5 L. O dispersor de ar acoplado na base do riser
(parte do biorreator que contém a mistura gas-liquido em fluxo ascendente) era de cerdmica
porosa. Um banho termostatizado foi utilizado para controlar a temperatura através de um
trocador de calor acoplado no downcomer (regido que contém o liquido em fluxo
descendente). O ar de entrada, proveniente de uma linha de ar comprimido, foi esterilizado
utilizando membranas de PTFE (teflon) da Millipore®, com poros de 0,2 pm. O pH foi
controlado automaticamente em 7,0+0,02, com solucdo de NaOH/HCI 2,0 M.

A esterilizacdo dos materiais acessorios e das solucGes de &cido e de base foi realizada
em autoclave a 121°C por 20 min. O biorreator foi esterilizado com vapor gerado por uma
autoclave de 50 L, conectada através de uma derivacdo da entrada de ar. Apos a transferéncia
do meio de cultura, iniciou-se a aeracdo e, apds estabilizacdo da temperatura (30°C) e
saturacdo do meio com oxigénio, calibrou-se o eletrodo de oxigénio dissolvido. Em seguida, o
inéculo a 0,5 g L™ foi assepticamente introduzido. O sistema de controle foi programado para
manter a concentracdo de oxigénio dissolvido acima da critica, pré-determinada no valor de
13 % da saturagéo. Para isso, a vazao de ar variou de 0,25 a 1,3 vvm e a pressdo de ar no topo
do biorreator foi mantida em 0,5 ou 1 atm quando necessario. Para as condi¢des do cultivo 3 e
4, 0 6leo de andiroba (1% V/V) e o fosfato de aménio ((NH4),HPO,) (0,2 g L™), esterilizados
(121°C / 20 min) foram recolhidos por uma seringa cirargica de 100 mL, em camara de fluxo
laminar e acoplada no reator por uma entrada previamente esterilizada. A seringa foi acionada
as 6 horas e 30 minutos de cultivo. Amostras de 15 mL foram retiradas a cada 1 ou 2 horas

para as determinac6es analiticas.

40



Regulador

de pressio

i i
Entrada p{ra nlimelntnj&m do
6leo de anriiroba € nitie

i
Sistema de’coleta Banho
de amostra termostatizado

Gerador de vapor

i

Entrada de Ar

Figura 7. Biorreator airlift utilizado nos experimentos.

4.10 METODOS ANALITICOS

4.10.1 Determinacéo do pH

O pH foi determinado no sobrenadante, apoOs centrifugagdo da cultura, em

potenciémetro (Tecnal TEC-2), utilizando padrdes com pH 4,0 e 7,0.

4.10.2 Determinacéo da biomassa

A concentracdo celular foi obtida por gravimetria, a partir da diferenca de massa de

um microtubo de 2 mL. O microtubo foi seco em estufa a 90 °C por 24 horas, e pesado.
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Foram feitas cinco centrifugacdes a 10.000 rpm por 5 minutos, até completar 10 mL de
amostra, quando o microtubo foi novamente seco em estufa a 90°C, até peso constante. A
diferenca entre as massas do microtubo foi considerada como valor da concentracdo da

biomassa seca, em cada amostra.

4.10.3 Quantificacéo e composi¢cao do PHA

A percentagem de acimulo de PHAs, bem como sua caracterizacdo, foi feita por
cromatografia gasosa, conforme método descrito por Braunegg et al. (1978), com as
modificagOes propostas por Brandl et al. (1988).

Foram pesados entre 10 e 35 mg de biomassa seca, em tubos de ensaio com tampa
rosqueada, os quais foram ressuspensos em 2 mL de uma solucdo contendo 15% (V/V) de
H,SO,, 85% (V/V) de metanol, e 4cido benzdico na concentragdo de 0,4 g L™, como padréo
interno, e 1 mL de cloroférmio. A suspensdo foi aquecida em banho-maria (~+100°C) durante
quatro horas, e ap6s a segunda hora de aquecimento a mistura foi agitada em agitador de
tubos (Vortex), durante 30 segundos, e recolocada no banho-maria por mais duas horas. Apds
essa etapa, as amostras foram resfriadas durante dez minutos em banho de gelo.

Em seguida foi adicionado 1 mL de agua destilada as amostras, agitando cada uma em
agitador de tubos durante 30 segundos, e deixando separar as fases. Cerca de 500 pL da fase
inferior (orgénica) foi recolhida com auxilio de uma micropipeta e colocada em microtubo de
vidro. Foi injetado 1pL da amostra em cromatografo gasoso (Shimadzu 2014), equipado com
detector de ionizacdo de chama (FID). Foi utilizada uma coluna de silica fundida
(Supelcowax — 10/0,32 mm x 30 m). O gas de arraste foi hidrogénio a 20 mL min™ e as
temperaturas de injecdo, de deteccdo e da coluna foram 250, 280 e 50°C, respectivamente. A
curva padrao foi construida utilizando os padrdes P(3HO-co-3HHXx) (92,71% 3HO e 7,29%
3HHX) e P(3HD-co-3HDd-co-3HO-co-3HHX) (50,59% 3HD, 34,53% 3HO, 15,54% 3HDd e
3,91% HHXx), com a massa das amostras variando entre 1,2 e 11,2 mg, seguindo 0S mesmos

procedimentos descritos para a analise dos pontos experimentais.

4.10.4 Determinacao dos substratos residuais

A determinacéo dos agucares residuais nos cultivos foi realizada pelo método do acido
a 3,5 dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959), o qual se baseia na reducdo do &cido 3,5
dinitrosalicilico, pelo agucar, a acido 3-amino-5-nitrosalicilico, a0 mesmo tempo em que 0

grupo aldeido do agucar é oxidado a grupo carboxilico, com o desenvolvimento de uma
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coloracdo avermelhada. Para a determinagdo da concentracdo dos acucares, foram utilizadas
curvas-padrdo de glicose, de frutose e de sacarose, com concentragbes de 0a 0,8 g L™

Foi adicionado 1,5 mL da amostra (previamente diluida) em 1,5 mL da solucdo de
DNS. Essa mistura foi aquecida a 100 °C por 15 minutos, e adicionada de 0,5 mL de tartarato
duplo de s6dio e potassio (sal de Rochell). Resfriou-se o conjunto em banho de gelo e
realizou-se a leitura em espectrofotometro (GBC-UV) a 575 nm. Para quantificacdo da
sacarose residual foi realizada hidrdélise &cida previa da amostra, com HCI 10 %, na propor¢éo
1:10 (4cido:amostra), com aquecimento a 100°C, por 2,5 horas. Apos resfriamento, foi
adicionado NaOH 10 %, na proporcdo 1:10 (base:amostra), para neutralizagcdo do sistema.
Posteriormente, foi realizada a determinacdo dos acUcares liberados, seguindo o mesmo

procedimento anterior.
4.10.5 Determinagéo do nitrogénio residual

O nitrogénio residual foi determinado no sobrenadante das amostras centrifugadas.
Para a dosagem foi utilizado o kit Ureia ES, enzimatico-colorimétrico (Gold Analisa — Brasil),
que mede a quantidade de nitrogénio amoniacal do meio (TRINDER, 1969).

4.10.6 Célculo das grandezas cinéticas

A velocidade especifica méxima de crescimento e o fator de conversdo de substrato
em biomassa e substrato em produto foram calculados com base nas Equagdes 2, 3 e 4.

IN(X)=IN(X, )+ 1y - @

Yx/s = _% 3)
dP

P/S = _E (4)

onde: X = concentracdo de biomassa (g L™); X, = concentragdo inicial de biomassa (g L™); ptmax
= velocidade especifica maxima de crescimento (h™); t = tempo (h); Yys = fator de converséo
de substrato em biomassa (gy gs*); S = concentracdo de substrato residual (g L™); Y/p = fator de

conversao de substrato em produto (gp gs1) e P = concentragdo de produto (g L™).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DO EXTRATO DE MANDIOCABA

Na etapa de obtencdo do extrato de mandiocaba observou-se que a raiz com casca
apresentou um rendimento méassico de 61,4% em extrato, sendo o restante constituido 29,8%
por cascas e 8,7% pela parte fibrosa obtida ap6s a prensagem. Estes valores podem ser
observados na Tabela 9. O conhecimento desses dados € importante, uma vez que, aliados aos
rendimentos e a fatores de converséo de substrato em produtos, ddo suporte para calcular, por
exemplo, a producdo de biopolimeros por hectare de mandiocaba plantado, e/ou quanto esse
processo geraria de residuo. Dados que sdo de suma importancia, quando se trata de custos em

um processo industrial.

Tabela 9. Massas obtidas no processo de extracdo do extrato de mandiocaba.

Raiz com casca Raiz sem casca Casca Parte fibrosa Extrato Rendimento em
(kg) (ka) (ka) (kg) (k) extrato (%)
47,3 33,2 14,1 4,1 29,1 61,4

5.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO DE MANDIOCABA

Os resultados da caracterizacdo do extrato de mandiocaba séo apresentados na Tabela
10. Os valores foram calculados em base Umida. Os dados mostram que do contetdo total de
componentes do extrato de mandiocaba 5,54 % sdo carboidratos totais, 0s quais sdo
constituidos quase que totalmente por glicose, frutose e sacarose, como pode ser observado na
Tabela 11. Nota-se, também, que a quantidade de proteinas é baixa (0,19 %), e tomando como
base o fator de correspondéncia de 6,25, a quantidade de nitrogénio total presente no extrato é

de apenas 0,03 %.

Tabela 10. Composicdo fisico-quimica do extrato de Mandiocaba.

Componentes Porcentagem média + DP (g/100 mL)
Umidade 94,1540,11
Cinzas 0,12+0,08
Proteinas 0,19+0,03
Carboidratos totais 5,54+0,13
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Tabela 11. Composicao em glicose, frutose e sacarose do extrato de mandiocaba

. Concentracdo Média + DP  Porcentagem média + DP
Acucar

(g/L) (9/100 mL)
Glicose 22,56+0,44 2,26+0,04
Frutose 16,55+0,64 1,65+0,06
Sacarose 12,90+0,89 1,29+0,09

Na Tabela 11 observa-se que dos agucares quantificados no extrato de mandiocaba que
representam um total de 5,54 % (g/100mL), a glicose € o principal constituinte. Sendo assim,
0 extrato obtido e utilizado nos ensaios de cultivo apresenta um percentual adequado aos
estudos de producdo de PHA por P. oleovorans, uma vez que estudos realizados por
Santhanam e Sasidharan (2010), demonstraram que uma concentracdo de 20 g L™ de glicose

Ou sacarose ja € capaz de promover o crescimento e acimulo de PHA por esta bactéria.

5.3 AVALIACAO QUIMICA DO OLEO DE ANDIROBA

Quando o6leos vegetais sdo supridos como fonte de carbono para o crescimento e a
producdo de PHA, por bacteérias, os triacilglicerois sdo inicialmente hidrolisados em &cidos
graxos e glicerol, pela acdo de lipases. Muitas bactérias podem crescer em acidos graxos de
cadeia longa, que sdo oxidados a acetil-CoA por B-oxidacdo (WHITE, 2000).

Por esta razdo, foi realizada uma caracterizacdo quimica (Tabela 12), para identificar e
quantificar os principais acidos graxos do 6leo de andiroba utilizado com co-substrato no
estudo. O perfil de acidos graxos do 6leo de andiroba utilizado esta de acordo com os perfis
observados por Oliveira (2008), para duas amostras de 6leo de andiroba comercial. Os
resultados indicam que 79 % da fracdo graxa do dleo de andiroba é constituida pelos &cidos
graxos oléico (50,7 %) e palmitico (28,3 %), os quais sdo fontes de carbono bastante
interessante para producdo de PHAs (KOLLER et al, 2010).

Tabela 12. Perfil de acidos graxos do 6leo de andiroba utilizado e comercial.

Acidos graxos Oleo de Andiroba Oliveira (2008)
% (p/p) Amostra 1, % (p/p) Amostra 2, % (p/p)

C14:.0 Miristico 0,21 0,06 0,05
C16:0 Palmitico 28,29 26,81 25,30
C16:1 Palmitoléico 1,07 0,44 0,88
C18:0 Estearico 8,46 7,72 8,03
Ci18:1 Oléico 50,70 54,56 53,49
C18:2 Linoléico 9,88 8,09 9,6

C18:3 Linolénico 1,39 0,19 0,17
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5.4 EXPERIMENTOS EM FRASCOS AGITADOS

5.4.1 Estudo preliminar da fermentacdo de P. oleovorans no extrato de mandiocaba e

seus acgucares constituintes

Nesta etapa, o estudo teve como principal foco a avaliacdo de fatores basicos de
cultivo e desempenho da bactéria, em relagcdo aos principais substratos constituintes do extrato
de mandiocaba: a sacarose, a glicose e a frutose. Conforme apresentado na Figura 8, o
crescimento de P. oleovorans em frascos agitados apresentou 0 mesmo comportamento, para
0s substratos glicose e sacarose. Em ambos 0s casos, a cinética de producdo de biomassa

apresentou uma fase exponencial com duracdo de oito a dez horas.
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Figura 8. Concentragdo de biomassa (m), de agucar redutor residual (o) e de nitrogénio
residual (*), nos cultivos utilizando glicose, sacarose, frutose e extrato de mandiocaba como
fonte de carbono, ao longo do tempo de cultivo de P. oleovorans, em frascos agitados.

X = crescimento celular.

Quando a fonte de carbono foi a frutose, observou-se um periodo de adaptacdo de
doze horas, para que iniciasse o crescimento celular. Embora tenha sido observadas diferencas

nos perfis cinéticos de producgdo de biomassa, essa alcangou uma concentracdo ao final de 48
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horas de aproximadamente 2 g L™, quando os substratos foram os acticares puros, indicando
algum tipo de limitagdo no crescimento da bactéria, visto que os agucares residuais
permaneceram entre 11,0 e 14 g L, para glicose/frutose e sacarose, respectivamente. No
estudo realizado por Ashby et al. (2002), em condi¢fes semelhantes as utilizadas neste estudo,
foi observado que a cepa de P. oleovorans NRRL B-778 cultivada por 48 horas em frascos
agitados produziu uma concentracéo celular 3,4 g L™, quando glicose foi utilizada como
substrato carbonico. Considerando as diferentes caracteristicas de diferentes cepas, 0s
resultados apresentados aqui sdo bastante satisfatorios.

Quando o extrato de mandiocaba foi utilizado como fonte de carbono, o crescimento
celular chegou a 4,9 g L™, em 18 horas de cultivo, a fase de crescimento teve duracio de 12
horas. Foi observado 5 g L™ de agticar residual no final deste cultivo e o nitrogénio foi quase
totalmente consumido em 10 horas.

Em geral, o cultivo de bactérias em frascos apresentam limitacdes ao crescimento
celular, possivelmente devidas a baixa disponibilidade de oxigénio dissolvido e a
impossibilidade no controle do pH. De acordo com os resultados apresentados na Figura 9,
durante o cultivo em glicose, sacarose e no extrato de mandiocaba, o valor do pH reduziu de
aproximadamente 7,0 para aproximadamente 4,5. Esse parece ter sido o fator mais limitante
para a continuidade do crescimento bacteriano, visto que a concentracdo de nutrientes ainda
era suficiente para a continuidade do mesmo.

Quando o substrato utilizado foi a frutose, o comportamento ndo seguiu 0 mesmo
padrdo, pois 0 pH praticamente ndo se alterou, se mantendo em aproximadamente 7,0. Esse
comportamento demonstra que a assimilagdo da frutose foi mais dificil, devido ndo ter
ocorrido abaixamento do pH. Estudos como Eagon e Williams (1960) e Roehl et al, (1983)
reportam que existe um “grau de impermeabilidade” na membrana celular de Pseudomonas
aeruginosa devido a um mecanismo de adaptacao no transporte deste carboidrato para dentro
da bactéria, relacionado com a necessidade de ativacdo de aceptores enzimaticos responsaveis
pela entrada dos agUcares para que ocorra a oxidacdo intracelular. A observagdo feita pelos
autores pode ser um indicativo para explicar o comportamento de P. oleovorans em frutose, ja

que sao bactérias do mesmo género.
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Figura 9. Evolucgdo do pH durante o cultivo em frascos agitados. Glicose (m), Frutose (A),

Sacarose (©), Extrato de mandiocaba (e).

5.4.2 Comportamento de P. oleovorans com 6leo de andiroba como fonte de carbono

P. oleovorans foi cultivada também em 6leo de andiroba, como fonte de carbono, a
fim de verificar a capacidade da bactéria utilizar esse substrato. A primeira observacédo feita
em relacéo ao cultivo realizado foi que P. oleovorans cresceu neste substrato. Esta observagéo
obviamente implica em afirmar que essa bactéria produziu enzimas (lipases), que
hidrolisaram o 6leo para a sua assimilacdo. Matsuda (2009) demonstrou que P. oleovorans foi
capaz de produzir lipases permitindo crescimento em dleo de soja.

Na Figura 10 s@o apresentados os perfis de crescimento, consumo de nitrogénio,
variacdo do pH e acimulo de PHA, para o cultivo de P. oleovorans em 0leo de andiroba,
como Unico substrato. E possivel observar que a biomassa acumulada chegou a 1,2 g L™ em
24 horas e que esse foi 0 tempo que durou a fase exponencial de crescimento.

Solaiman, et al (2001) cultivaram P. oleovorans em frascos agitados a 30 °C e 250
rpm, utilizando 6leo de cdco, sebo e acido oléico. Ao utilizarem a linhagem P. oleovorans
[Pcn51lip-1], observaram um crescimento celular de 1,1 g L™ em sebo, 0,5 g L™ em 6leo de
coco e 3,4 g L™ em &cido oléico. Com a linhagem P. oleovorans NRRL B-14683 as células
chegaram a 2,6 g L™ em &cido oleico e com a linhagem P. oleovorans NRRL B-14683+
[pcn51lip-1] chegou a 1,3 g L™; todos ap6s 72 horas de cultivo e obtidos em base seca. Esses

valores sdo proximos dos obtidos neste estudo, quando se compara com o cultivo em acido
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oléico, uma vez que este € o componente majoritario do 6éleo de andiroba utilizado neste
estudo (Tabela 12).

O pH variou, de 7,0 a 6,5 no final do cultivo, o que indica que a producdo de acidos
organicos nao foi tdo intensa quanto nos cultivos que utilizaram carboidratos como fonte de
carbono. O consumo de nitrogénio, além de estar relacionado com o crescimento celular, pode
estar relacionado com a energia que a célula utilizou para produzir lipases responsaveis pela
hidrolise do oleo, para reduzir aos acidos graxos que foram utilizados como substrato pela

bactéria.
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Figura 10. Cultivo de P. oleovorans em frasco agitado utilizando 6leo de andiroba como
fonte de carbono: (m) biomassa (X) (g L™), (*) nitrogénio (g L™), (o) pH, (¢) PHA (g L™).

A utilizacdo do 6leo pelo microrganismo ja foi suficiente para que se pudesse usar este
substrato nos experimentos posteriores, em biorreator airlifit, que promove maior
homogeneidade ao meio, facilitando a assimilagcdo dos substratos pelo microrganismo.

Na Figura 10 é apresentada ainda a producdo de PHA durante o cultivo em 6leo de
andiroba. Observa-se que mesmo apo6s 165 horas de cultivo a concentracdo de PHA ndo
superou 0,1g L™. A producdo de PHA observada por Solaiman, et al (2001) foi superior &
encontrada no presente estudo. Os autores obtiveram, com as linhagens, P. oleovorans
[Pcn51lip-1]: 1,4 g L™ e P. oleovorans NRRL B-14683: 0,9 g L™, utilizando &cido oléico
como substrato. Com a linhagem P. oleovorans NRRL B-14683+ [pcn51lip-1] observaram
uma producdo de 0,5 g L™, quando 6leo de coco foi a fonte de carbono.

Pdde-se verificar, portanto, que P. oleovorans assimilou individualmente todos os

substratos estudados, além de comparar aspectos cinéticos de consumo de substrato,
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crescimento da biomassa, acimulo de PHA e fatores limitantes de crescimento, como pH,

com a utilizagdo do extrato de mandiocaba e do 6leo de andiroba como substratos.

5.4.3 Composicao dos polimeros produzidos

No sentido de explorar um pouco mais os dados discutidos anteriormente, foram feitas
analises dos biopolimeros produzidos nos diferentes ensaios, em frascos agitados. Na Tabela
13 é apresentada a composicdo monomérica dos co-polimeros produzidos por P. oleovorans,
a partir de glicose, frutose, sacarose, extrato de mandiocaba e do 6leo de andiroba, como
Unicos substratos para o crescimento e acimulo de PHA.

Tabela 13. Producdo de PHA em cultivo de P. oleovorans, em frascos agitados, utilizando

glicose, sacarose, frutose, extrato de mandiocaba (MFS) e dleo de andiroba como fontes de

carbono.
Substrato  TEMPO X PHA  PHA PHA (mol%)*

() (@L'bs) (gL' bs) (%bs) 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDD
Glicose 24 2,04 0,19 950 0,70 Tragco 39,96 46,94 12,40
Sacarose 24 3,77 0,08 3,77 3,57 Trago 53,87 5,84 36,70
Frutose 36 1,90 0,11 584 411 Tragco 38,62 31,79 25,48
Extrato de 24 3,20 009 250 120 Traco 18,47 60,71 19,61
mandiocaba
Oleo de andiroba 24 1,23 0,17 9,00 11,57 7,17 184 3542 27,44

X — crescimento celular; b.s. — biomassa seca; composi¢do monomérica média de PHA; 3HB: 3-hidroxibutirato;
3HHXx: 3-hidroxihexanoato; 3HO: 3-hidroxioctanoato; 3HD: 3-hidroxidecanoato; 3HDD: 3-hidroxidodecanoato.

Nas condi¢bes de cultivo do estudo, observou-se a producdo de co-polimeros
contendo 3-hidroxi-octanoato (3HO), 3-hidroxi-decanoato (3HD) e 3-hidroxi-dodecanoato
(3HDD), sendo que para o extrato de mandiocaba e 6leo de andiroba o principal foi o 3-
hidroxi-decanoato (3HD). Minoritariamente, foram produzidos ainda copolimeros contendo
3-hidroxi-butirato (3HB) e 3-hidroxi-hexanoato (3HHXx). Santhanam e Sasidharan (2010)
cultivaram P. oleovorans utilizando glicose e sacarose (20 g L™), e obtiveram 0,65 e 0,60 g
L™ de PHA, respectivamente. Em frutose (20 g L), os autores ndo observaram producéo de
biopolimero. No presente estudo a producdo de PHA foi inferior a relatada por Santhanam e
Sasidharan (2010), poréem, ao contrario desses autores, observou-se producédo de biopolimero,
quando o substrato foi a frutose.

A producéo de PHA usando extrato de mandiocaba (0,09 g L™) foi da mesma ordem de

grandeza da observada quando os aglicares puros sacarose (0,08 g L™) e frutose (0,11 g L™Y)
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foram utilizados. No caso do 6leo de andiroba (0,17 g L™) a produc&o se aproximou da obtida
quando o substrato utilizado foi a glicose (0,19 g L™) (Tabela 13).

Comparando os resultados do cultivo de P. oleovorans, em frascos agitados, utilizando
0 extrato de mandiocaba como fonte de carbono, com os observados por Costa (2010), que
avaliou a producgdo de PHA em &gua residuaria de fecularia de mandioca (manipueira) e 6leo
de soja proveniente de fritura, como fontes de carbono, utilizando quatro linhagens de
Pseudomonas sp. isoladas de solos contaminados com hidrocarbonetos, pode-se destacar:
tanto o crescimento celular (3,2 g L™), quanto a producdo de PHA (2,5%) no cultivo em
extrato de mandiocaba, estdo de acordo com os valores observados pelo autor (0,8 —3,3 g L™
e 1,2 — 4,6%, respectivamente). Quando o 6leo foi utilizado como fonte de carbono, Costa
(2010) observou crescimento celular (6,2 — 6,8 g L™) e producéo de PHA (43,0 — 50,4%) bem
superiores aos observados nesta pesquisa (1,2 g L™ e 9,0%, respectivamente). E importante
ressaltar que, tanto no estudo de Costa (2010) quanto no presente estudo, a producéo de PHA
foi superior quando o 6leo foi utilizado como fonte de carbono para 0 microrganismo.

A Tabela 14 apresenta os parametros cinéticos e as grandezas de transformacdo de
todos os cultivos realizados em frascos agitados, onde se observa que a velocidade especifica
de crescimento (umax) foi equivalente para o extrato de mandiocaba e 0s agUcares puros
glicose e sacarose. Para 0 6leo de andiroba como substrato, os valores de pimax ficaram abaixo
dos valores encontrados com todos 0s outros substratos, exceto em frutose, que foi 50%
maior. Os rendimentos de conversdo de substrato em biomassa mantiveram-se na mesma
ordem de grandeza para 0s acucares puros e dobrou quando extrato de mandiocaba foi

utilizado como substrato.

Tabela 14. Parametros cinéticos grandezas de transformacéo para cultivos de P. oleovorans,

em frascos agitados.

Substrato imax r? Y yss r?
Glicose 0,16 0,96 0,22 0,89
Sacarose 0,14 0,96 0,28 0,93
Frutose 0,05 0,88 0,25 0,87
Extrato de Mandiocaba 0,15 0,98 0,52 0,89
Oleo de andiroba 0,10 0,99 - -

Umax = Velocidade especifica maxima de crescimento (h™); Y, = fator de converséo de substrato/biomassa (gy gs);

r? = coeficiente de determinag&o (adimensional).
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5.5 ESTUDO DA PRODUCAO DE PHA EM BIORREATOR AIRLIFT

Nesta etapa, estudou-se a producdo de PHA por P. oleovorans, por cultivo em
batelada, em biorreator do tipo airlift. O uso do birreator possibilitou o controle do pH
durante todo o cultivo, o que diminui a inibicdo do crescimento microbiano devida ao
decréscimo do pH e a baixa disponibilidade de oxigénio dissolvido. Avaliou-se a influéncia
da limitacdo de nitrogénio, sobre o crescimento e producdo de PHA e o efeito da adicdo do
co-substrato, dleo de andiroba, sobre o acimulo do biopolimero.

A Figura 11 apresenta os resultados obtidos no Cultivo 1, no qual o extrato de
mandiocaba foi utilizado como Unica fonte de carbono. Na Figura 11A € possivel observar
que o crescimento celular se manteve até 10-12 horas, tempo no qual o nitrogénio havia sido
praticamente todo consumido e a partir de onde iniciou uma fase estacionaria. Apesar disso, é
possivel verificar que P. oleovorans ndo consumiu totalmente o substrato, que ao final do
cultivo ainda se manteve em aproximadamente 15 g L™ de glicose. O cultivo apresentou um
rendimento de conversao Y = 0,19 gy gs*, uma velocidade especifica de crescimento pmax =
0,25 h%, que foi calculada sobre a fase exponencial de crescimento celular, que durou 5 horas.
O actimulo de biomassa, de acordo com a Figura 11A chegou ao méximo de 3,2 g L™ em 16
horas de cultivo caindo para 3,1 g L™, ao final de 24 horas (Tabela 16) Durante o cultivo foi

determinado a concentragdo de oxigénio critica de 13%, abaixo da qual ocorre a limitagédo

pelo oxigénio.
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Figura 11. (A) Cultivo 1: extrato de mandiocaba sem diluigdo com concentragdo de aglcares
totais de ~40 g L™; (B) porcentagem de oxigénio dissolvido. (m) Concentragdo de biomassa;
(*) Nitrogénio residual; (o) Glicose residual; (o) PHA.
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A Figura 11B mostra que na maior parte do tempo de cultivo havia limitagcdo de
oxigénio dissolvido (OD<13%). Por isso, na primeira hora de fermentacdo foi necessario
pressurizar o biorreator em 0,25 bar, para evitar que a OD chegasse a zero. A partir da terceira
hora de cultivo ajustou-se a pressdo em 1 bar, a qual foi mantida até o final do experimento.
Apesar da alta demanda de oxigénio observada, a hipotese de limitagcdo por estresse osmaético,
devido a concentragdo de substrato, ndo deve ser desconsiderada, pois uma fase exponencial
ndo ficou bem caracterizada, mesmo quando o oxigénio estava acima da concentracéo critica.
O PHA produzido chegou a 6,26% em 24 horas e o fator de conversdo de substrato em
produto ficou em 0,0034 g, gs™.

A Figura 12 apresenta os resultados obtidos, na segunda condicdo experimental
(Cultivo 2), no qual o extrato de mandiocaba foi diluido para uma concentracdo de agucares
totais de ~ 18 g L™. Nesse caso, observou-se uma reducdo no tempo de crescimento celular
em relacdo ao Cultivo 1, para 8-9 horas, o que pode ser visualizado na linha pontilhada na
Figura 12A. A biomassa também atingiu 3,2 g L™ em 16 horas de cultivo, porém, ao final de

24 horas caiu para 2,9 g L™ (Tabela 16), inferior ao observado no Cultivo 1.
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Figura 12. (A) Cultivo 2: extrato de mandiocaba diluido com agua destilada para
concentracdo de aclicares de ~18gL™; (B) porcentagem de oxigénio dissolvido. (m)

Concentracdo de biomassa; (*) Nitrogénio residual; (o) Glicose residual; () PHA.

A diluicdo do substrato proporcionou aumento da velocidade especifica de
crescimento (Umax = 0,36 h™), e a fase exponencial se estendeu até 5 horas de cultivo,
coincidindo com o ponto em que a concentracdo de oxigénio tornou-se critica. O fator de
conversdo de substrato em célula também aumentou (Yys = 0,26 gy gs7), e o fator de
conversdo de substrato em produto Y foi de 0,0084 g, gs'l, como mostra a Tabela 15. A

porcentagem de oxigénio dissolvido (%0OD) manteve-se acima da critica em toda fase
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exponencial de crescimento (Figura 12B). Observou-se também que o periodo de limitagdo de
nitrogénio coincidiu com o final da fase de crescimento celular.

A diluicdo do substrato propiciou melhores condicdes de crescimento para a bactéria,
porém, um fato interessante foi observado: entre 16 e 18 horas de cultivo o acimulo médio de
PHA atingiu 6,5%, e reduziu para 5,9% ao final de 24 horas de cultivo (Tabela 16). Estudos
realizados por Huijberts et al, (1992) identificaram, em P. oleovorans, enzimas intracelulares
chamadas de PHA despolimerase e Knoll et al, (2009) reportam que esta familia de enzimas
hidrolisa os granulos intracelulares de PHA, em condi¢fes ambientais extremas. Na Figura 12
pode ser observado que houve limitacdo de oxigénio dissolvido (Figura 12B), limitacdo de
nitrogénio e quase todo carbono foi consumido (Figura 12A). Desta forma, ha um forte
indicio de que a acdo da PHA despolimerase tenha sido a causa da diminuicdo da
porcentagem de PHA acumulado, apés 24 horas de cultivo.

No Cultivo 2 foi possivel definir o ponto em que ocorreu a limitagao de nitrogénio. A
partir deste conhecimento tornou-se possivel definir uma estratégia experimental na qual fosse
possivel a manutencdo desse ponto de estresse microbiano durante um periodo maior de
tempo, na tentativa de aumentar os niveis de producdo de biopolimero. Assim, uma terceira
condicgéo experimental foi realizada (Cultivo 3), na qual foi mantida a concentragéo inicial de
substrato em ~18 g L™, e de nitrogénioem 1,6 g L™

No Cultivo 3 foi adicionado 6leo de andiroba na concentracdo de 1% (V/V), e
(NH4),HPO, na concentragdo de 0,2 g L™ a fim de manter a concentracdo de nitrogénio no
ponto definido por mais tempo e verificar a influéncia do co-substrato lipidico na produgéo de
PHA. O tempo de 6,5 horas foi escolhido para a adi¢do, pois nesse tempo de cultivo a
concentracdo de nitrogénio estaria em aproximadamente 0,3 g L™, que somada & concentracio
de 0,2 g L adicionada, manteve a concentracio de nitrogénio em aproximadamente 0,6 g L™,
como mostra a Figura 13A. No tempo escolhido para a adi¢cdo do 6leo de andiroba, o cultivo
estaria um pouco antes do final da fase de crescimento celular (Figura 13A), e dessa forma
minimizaria qualquer interferéncia no crescimento de célula e ainda haveria um certo tempo
para a producdo de lipases, responsaveis pela hidrélise e liberacdo dos acidos graxos. A
estratégia de adicdo do 6leo de andiroba se mostrou interessante, pois permitiu quase triplicar
0 acumulo de PHAs (Tabela 16).

54



~ 4,0 18 22

235 116 8 ig

= 147, 5 184

< 30 (A) Lo o 16

L 25 I Adicao de (NH4)2HPO4 = 2 14]

& J108 T 5]

o 210 =] 2

2 18 5 < 104

@ 15 lg & S 8]

S [sH X 64

€10 48 o8

= (&) — b

E 0,5 12 5 S 2]

>< 0’0 P o SISV  — — % 0 O . . . .

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 13. (A) Cultivo 3: extrato de mandiocaba diluido com &gua destilada para
concentracdo de aclcares de ~18g L™, adicionado de 6leo de andiroba (1% v/v) e de
(NH4),HPO4 a 0,2 g L em 6,5 horas de cultivo; (B) porcentagem de oxigénio dissolvido. (m)

Concentracdo de biomassa; (*) Nitrogénio residual; (o) Glicose residual; (o) PHA.

No Cultivo 3, o crescimento celular se estendeu até aproximadamente 10 horas e a fase
exponencial de crescimento foi um pouco mais longa em relagdo aos cultivos anteriores
ficando aproximadamente em 8 horas de onde foi calculada a velocidade especifica de
crescimento (Umax = 0,23 h™). O fator de conversdo de substrato em células (Yys = 0,17 gxgs™),
foram inferiores ao Cultivo 2, porém o crescimento celular foi superior (X = 3,61 g L™) em 24
horas. O fator de conversdo de substrato em produto foi de 0,034 g, gs* (Tabela 16). A
concentracdo de oxigénio dissolvido (Figura 13B), também alcancou patamares criticos
(OD<13%), mas se manteve acima dos valores do Cultivo 1 e abaixo dos valores do Cultivo 2.
Isso parece ser uma das razdes para a diminuicdo da pmax (Tabela 15).

Nas condi¢bes do Cultivo 3, a producdo de PHA manteve-se semelhante no periodo
entre 6 e 7 horas do cultivo, quando houve uma elevacdo na curva de PHA produzido,
chegando a 15% em 24 horas.

Observa-se na Figura 13A que a adicdo de nitrogénio manteve a concentracdo
constante por aproximadamente trés horas, porém, ap0s esse periodo, continuou a limitar o
crescimento. Claramente se percebe, nesse ponto de limitacdo pelo nitrogénio, que o
metabolismo € desacelerado drasticamente, com rapida elevacdo do %OD acima da
concentracdo critica (Figura 13B), mantendo a glicose residual em 4 gL™ Esse
comportamento sugere que, nas condi¢des testadas, Pseudomonas oleovorans parece
acumular PHAs significativamente na fase de desaceleracdo do crescimento, sob limitacéo de
oxigénio, mas tendo nitrogénio suficiente para manter o crescimento sob condigdes limitantes,
evitando uma parada dos processos metabolicos celulares e de producdo também do polimero.
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Pela razéo suposta, optou-se por elevar a concentracdo de nitrogénio para 2,4 g L™ e
diminuir a concentracdo de substrato, para aproximadamente 13 g L™ de aclcares totais, no
Cultivo 4 (Figura 14). Além disso, a suplementacdo com nitrogénio e 6leo de andiroba foi
realizada no inicio do cultivo, para que a producdo de enzimas fosse induzida desde o inicio
do processo, aumentando a disponibilidade de acil-CoA, produzida via beta-oxidacéo de acido
graxo (GOMEZ, 2000), para ser prontamente incorporada ao polimero no momento em que as
condicdes de estresse propiciassem a producdo de PHA.

O resultados obtidos no Cultivo 4 estdo apresentados na Figura 14A, onde se observa
um crescimento linear, indicando limitacdo desde as primeiras horas de cultivo, permitindo que
0 sistema pudesse manter o oxigénio acima da concentracéo critica (OD>13%) (Figura 14B).
Apesar da biomassa acumulada ndo superar 1,6 g L™, o acimulo de PHAs foi de 15 %,
superior em relacéo ao Cultivo 3. A velocidade especifica de crescimento (Hma) foi de 0,27 h™,
e houve um aumento no fator de conversdo (Yys) para 0,23 gx gs™, e reducdo no fator de

conversdo de substrato em produto (Y s = 0,027 gp gs 1), em relacdo ao Cultivo 3.
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Figura 14. (A) Cultivo 4: extrato de mandiocaba diluido com agua destilada para concentragdo
de ~13 g L™, adicionado de 6leo de andiroba (1 % v/v) e (NH.),HPO, a 2,4 g L™, no inicio do
cultivo; (B) porcentagem de oxigénio dissolvido. (m) Concentracdo de biomassa; (*)

Nitrogénio residual; (o) Glicose residual; (o) PHA.

A estratégia adotada nesse Gltimo cultivo ndo permitiu melhorar o desempenho global
da producédo de biopolimero, visto que um maior acumulo foi compensado negativamente
pelo menor crescimento celular. Os resultados com P. oleovorans, embora modestos, apontam
para o potencial do extrato de mandiocaba como substrato, associado com o 6leo de andiroba,
como co-substrato lipidico, na produgdo de biopolimeros.

Os parametros cineticos e as grandezas de transformacdo para os cultivos realizados

em biorreator airlift sdo sumarizados nas Tabelas 15 e 16, para melhor visualizagéo.
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Tabela 15. Pardmetros cinéticos e grandezas de transformacéo dos cultivos de Pseudomonas

oleovorans, em biorreator airlift.

2 2 2

Ensaio Mmax r Y s r Y pis r
Cultivo 1 0,25 0,99 0,19 0,88 0,0034 0,90
Cultivo 2 0,36 0,99 0,26 0,94 0,0084 0,92
Cultivo 3 0,23 0,99 0,17 0,97 0,034 0,80
Cultivo 4 0,27 0,99 0,23 0,98 0,027 0,90

Umax = Velocidade especifica maxima de crescimento (h™); y,s = Fator de conversio substrato/biomassa (g g );
Y s = Fator de conversdo substrato/produto (g, 9 Y).

Tabela 16. Producdo de PHAwcL com P. oleovorans, utilizando extrato de mandiocaba
suplementada com fosfatos e sulfato (MFS), em biorreator airlift, em 24 horas de cultivo.

Ensaio X PHA PHA PHA (mol%)*
(L7 bs) (gL bs) (%Dbs) 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDD
Cultivo 1 3,06 0,19 6,24 - 058 10,98 54,87 3357
Cultivo 2 2,93 0,17 587 Traco 0,25 6,77 4456 32,63
Cultivo 3 3,61 0,57 1596 11,06 11,65 21,87 3554 19,9
Cultivo 4 1,53 0,28 1841 12,24 542 21,88 40,25 2021

X — Crescimento celular; b.s. — Biomassa seca. “Composicdo monomérica média de PHA. 3HB: 3-
hidroxibutirato; 3HHx: 3-hidroxihexanoato; 3HO: 3-hidroxioctanoato; 3HD: 3-hidroxidecanoato; 3HDD: 3-

hidroxidodecanoato.

Nos quatro cultivos, os co-polimeros produzidos majoritariamente foram 3-hidroxi-
decanoato (3HD) e 3-hidroxi-dodecanoato (3HDD). Em menor propor¢do, foram
incorporados os monbémeros 3-hidroxi-butirato (3HB), 3-hidroxi-hexanoato (3HHXx) e 3-
hidroxi-octanoato (3HO) (Tabela 13).

Aponta-se como um resultado interessante deste trabalho a observagao da producéo de
co-polimeros contendo unidades monomericas de cadeia curta e média. Este tipo de polimero
pode ter aplicacOes bastante especificas e sua producdo ndo é usual. Estes polimeros podem
proporcionar propriedades fisicas e quimicas intermediarias entre polimeros cristalinos como
0 PHB e elastomérica, como os PHApcL. Assim, a caracterizagdo fisica dos PHAmcL
produzidos, pode sugerir aplicacGes bastante promissoras.

H& um aspecto relevante em relacdo aos resultados estequiométricos obtidos no
estudo. De maneira geral, considerando tanto os cultivos em frascos agitados quanto os
cultivos em biorreator, os fatores de conversao de substrato em células (Yyss), Tabelas 14 e 15,

foram baixos ja que as bactérias, geralmente, e nesse caso, as Pseudomonas exibem potencial
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de conversdo de substrato em celulas bem mais elevado, assim como mostram trabalhos
realizados por Gomez, 2000 e Durner et al, 2000. Nesse sentido, surgem questionamentos
interessantes em relacdo ao fluxo metabdlico relacionado a producdo de PHAS no que diz
respeito ao consumo de energia ou até mesmo a impedimentos fisicos que os granulos
intracelulares formados poderiam exercer impedindo que a divisdo celular aconteca
normalmente levando a um baixo crescimento das celulas.

EspeculacGes a parte, um estudo realizado por Escapa et al 2012, sobre a distribuicéo
de energia envolvida no fluxo metabdlico de acimulo de PHA utilizando linhagem selvagens
e geneticamente modificadas de Pseudomonas putida, discute que a baixos niveis de
nitrogénio ocorre um aumento da sintese de acetil CoA em detrimento ao ciclo de PHA. O
excesso de acetil-CoA favorece o ciclo do &cido citrico aumentando a respiracao e a producao
de CO,, ao inveés de gerar biomassa dissipando assim, parte da energia. Sugerem ainda, que a
sintese de PHA em P. putida seria uma forma de canalizar o excesso de energia mantendo
assim, o equilibrio e o balanceamento energético do metabolismo.

Talvez essas informac6es possam ser um ponto de partida que ajude a explicar a baixa
conversdo de substrato em célula obtida neste estudo, porém tornam-se necessarios estudos
mais especificos em relacdo ao metabolismo de producdo de PHA por P. oleovorans nas
condigcdes propostas por este estudo que venham a responder satisfatoriamente estes
guestionamentos.

Os estudos iniciais para utilizacdo de extrato de mandiocaba como substrato principal
para a producdo de PHAs, utilizando Pseudomonas oleovorans, revelam que uma estratégia
interessante seria um processo com etapa de crescimento celular separado da producdo de
biopolimeros. Na etapa de crescimento deve-se tomar cuidado com o suprimento de oxigénio,
de modo a manter sua concentracdo acima da critica, além de uma adequada relacdo
Carbono/Nitrogénio. Na etapa de producdo de biopolimeros, a adicdo de co-substratos
lipidicos e a manutencdo de niveis limitantes de oxigénio, sdo condi¢des importantes. O
processo pode ser estudado em biorreator airlift, mas sua aplicagéo nesse tipo de biorreator
requer o desenvolvimento de outras estratégias de operacdo, como a utilizacdo de uma etapa
em cultivo continuo, de modo a se manter baixas concentracBes celulares e ndo haver
limitacdo por oxigénio, seguida por uma etapa paralela em batelada em outro tanque com
suplementacédo de Gleos e limitacdo de oxigénio. Promover a limitacdo do meio pelo controle

de oxigénio é mais pratico, do que qualquer outro nutriente.
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6 CONCLUSOES

O alto rendimento em extrato das raizes de mandiocaba, a facilidade de obtencdo do
mesmo, e a sua elevada concentracdo em acucares simples, fazem desse extrato uma
alternativa pratica e barata para a utilizagdo em processos fermentativos.

P. oleovorans ndo conseguiu incorporar niveis elevados de PHA, quando o extrato de
mandiocaba puro foi utilizado como substrato, nas condi¢cdes estudadas, mas quando o 6leo
de andiroba foi utilizado como co-substrato, foi possivel observar uma evolugdo bastante
interessante no acumulo de PHA, indicando que tal rotina pode ser melhor explorada para
otimizar o processo.

Os resultados obtidos em biorreator Airlift sugerem que P. oleovorans acumulou PHA
sob limitacdo de oxigénio, em extrato de mandiocaba como substrato e 6leo de andiroba como
co-substrato. Controlar o nivel do oxigénio dissolvido em biorreatores € muito menos
complicado do que controlar a concentracdo de qualquer outro nutriente.

Condicoes limitantes extremas devem ser evitadas, pois levam ao consumo dos PHAs

produzidos.
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