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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo a obtencdo de poli-hidroxialcanoatos
(PHASs) biossintetizados por Chromobacterium violaceum, em diferentes
condicdes de escala, concentragdo e variagdo de substrato, nutrientes
limitantes e pH. Embora a producdo de PHAs por C. violaceum tenha
sido um dos motivos pelos quais este microrganismo tenha tido seu
genoma completamente sequenciado por um consércio envolvendo
grupos de pesquisa de todo o pais, ndo se tem conhecimento de nenhum
estudo sistemdtico da producdo desses poliésteres em escalas de
laboratério e de bancada. As propriedades dos biopolimeros produzidos
sdo consequéncia da sua composicio molecular, que pode ser
influenciada pelas condicdes de operagéo, assim como do(s) substrato(s)
utilizado(s). Em particular, o grau de copolimerizacdo é um paradmetro
que pode interferir diretamente no tipo de aplicagao do PHA produzido.
Como a C. violaceum é capaz de produzir o homopolimero de poli-
hidroxivalerato (PHV) e copolimeros PHBV, que incorporam unidades
de 3-hidroxibutirato (3HB), isto é, P(3HB-co-3HV), este estudo
concentrou seus esforcos na obtengdo de diferentes graus de
incorporacdo de unidades de valerato no copolimero, visando
caracteristicas desejdveis para novas aplicagcdes comerciais. Foram
estudados os copolimeros de 3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato
(PHBV) produzidos por C. violaceum em agitador orbital de laboratério
e biorreator de 4 litros, a 30°C sob limitacdo de nitrogénio ou de fésforo,
utilizando diferentes pH (6 e 7), concentragdes de glicose (10, 20 e 30
g1") e concentracio de propionato (0 e 10 mM). Os resultados
demonstraram que a concentra¢do de substrato, o pH e a adi¢do de
propionato afetam a quantidade total dos PHAs produzidos. Um
acimulo de 70% (g.g") foi obtido sob limitacdo de nitrogénio em
agitador orbital a pH 7, 10 g-1" de glicose e sem adicdo de propionato. A
adicdo de 10 mM de propionato aumentou a incorporacido de unidades
de valerato, mas diminuiu a quantidade de biomassa produzida. O
controle do pH e da aeracdo nas condigdes de cultivo utilizando o
biorreator aumentou a quantidade de biomassa formada, alcancando um
méximo de 6,54 g-1" sob limitagdo de fésforo, em pH 7, 20 g1 de
glicose, sem a adicdo de propionato. A adicdo de 10 mM de propionato
as culturas realizadas em biorreator, contudo, ndo aumentou a



incorporagdo de 3HV ao copolimero obtido, sugerindo que o controle do
pH tem influéncia sobre a composicio do PHBV acumulado. A
caracterizacdo dos polimeros extraidos dos cultivos em biorreator
demonstrou que a incorpora¢do de unidades de valerato ao polimero
diminuiu a temperatura de fusdo do material em relacdo ao PHB puro,
ficando entre 174 e 178°C. A temperatura maxima de degradacdo do
polimero também foi influenciada pelo percentual de unidades de
valerato, ficando entre 302 e 312°C, cerca de 30°C acima da
temperatura de degradacdo do PHB puro (278°C). A pureza dos
copolimeros extraidos foi superior a 95%. As caracteristicas fisico-
quimicas analisadas destes biopolimeros (temperaturas de fusdo,
transi¢do vitrea, degradacfo inicial, degradagao total, grupos funcionais,
incorporacdo de violaceina no biopolimero, didmetro de poros das
membranas formadas) sugerem que esses materiais podem ser utilizados
para o desenvolvimento de novas aplicagdes nas dreas biotecnoldgica e
biomédica como, por exemplo, na producdo de novos arcabougos de
engenharia de tecidos.

Palavras-chave: Chromobacterium violaceum, biorreator, biopolimeros,
poli-hidroxialcanoatos, PHAs, copolimero de poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato).



ABSTRACT

This work investigated the production of polyhydroxyalkanoates
(PHAs) biosynthesized by Chromobacterium violaceum in different
conditions of scale, substrate variation and concentration, limiting
nutrients and pH. Although the production of PHA by C. violaceum was
one of the reasons why this microorganism has been completely
sequenced by a consortium of Brazilian research groups located around
the country, so far there has been no report of a systematic study
involving the production of those polyesters in laboratory and bench
scale. The properties of the biopolymers produced are a consequence of
their molecular composition, which may be influenced by the operating
conditions, as well as the substrate(s) used. In particular, the degree of
copolymerization is a parameter that may directly interfere in the type of
application of the PHA produced. Since C. violaceum is capable of
producing the homopolymer of polyhydroxyvalerate (PHV), and the
copolymer PHBYV, that incorporates units of 3-hydroxybutyrate (3HB),
that is, P(3HB-co-3HV), this study focused on the degree of
incorporation of valerate units in the co-polymer, aiming new
commercial applications. Copolymers of 3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate (PHBV) were produced by C. violaceum in shakers and
in a 4-liter bioreactor, at 30°C, under nitrogen or phosphorous limitation,
using different pH (6 and 7), concentration of glucose (10, 20 and 30
g-l'l) and propionate (0 and 10 mM). Results showed that substrate
concentration, pH and addition of propionate affect the total amount of
PHA produced. A 70 wt% accumulation was obtained under nitrogen
limitation in the shaker culture at pH 7, 10 g1 glucose, without
addition of propionate. The use of 10 mM propionate improved the
incorporation of valerate units, but decreased the amount of biomass.
The control of pH and aeration in the bioreactor culture increased the
amount of biomass, reaching a maximum of 6.54 glI' under
phosphorous limitation, pH 7, and 20 g-I'" glucose, without the addition
of propionate. However, the addition of 10 mM of propionate in the
bioreactor culture did not increase the incorporation of 3HV units in the
copolymer, suggesting that pH levels is an important parameter
influencing the composition of the PHBV. Characterization of the
extracted polymers from the bioreactor culture showed that the



incorporation of valerate units decreased the melting temperature with
respect to pure PHB used as control. Values of 174 and 178°C were
found. The maximum temperature of polymer degradation was also
influenced by the percentage of valerate units, found between 302 and
312°C, 30°C above the pure PHB degradation temperature (278°C).
Copolymers extracted were 95% pure. Physico-chemical properties of
the those biopolymers (melting point, glass transition temperature,
temperature of initial and total degradation, functional groups,
incorporation of violacein, pore diameter of produced membranes)
suggest that these materials might be useful for the development of new
applications in the biotechnological and biomedical fields, such as —for
instance— in the production of new scaffolds for tissue engineering
products.

Keywords: Chromobacterium violaceum, bioreactor, biopolymers,
polyhydroxyalkanoates, PHAs, copolymer poly(3-hydroxybutirate-co-3-
hydroxyvalerate).
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CariTULO 1
INTRODUCAO

A partir da descoberta da forma da dupla hélice do DNA em
1953, abriu-se um mundo novo de perspectivas relacionadas a
biotecnologia. A manipulagdo do genoma de plantas e bactérias através
da técnica do DNA recombinante permitiu o melhoramento e o
desenvolvimento de aplicagdes e solucdes biotecnoldgicas, incluindo
processos industriais enzimdticos e produtos de interesse biomédico,
como novos farmacos e biomateriais.

O sequenciamento do genoma da Chromobacterium violaceum
ATCC 12472 revelou a grande versatilidade desta bactéria. A C.
violaceum € capaz de produzir uma ampla diversidade de metabdlitos
secunddrios com grande potencial biotecnolégico. A andlise do seu
genoma permitiu também entender a habilidade que esta bactéria tem de
se adaptar a diversas condicdes ambientais. Esta adaptabilidade ¢é
facilitada por seu metabolismo versitil, capaz de utilizar uma ampla
faixa de fontes de energia através do uso de oxidases e redutases
apropriadas, permitindo também a exploragdo de sua capacidade de
respiracdo aerdbia ou anaerébia (Brazilian National Genome Project
Consortium, 2003).

Entre os diversos potenciais biotecnoldgicos desta bactéria
merece destaque a violacefna, pigmento violeta de estrutura
relativamente simples que apresenta propriedades antibidticas,
antitumorais, antiparasitdrias e antivirais. Outra aplicac@o interessante é
a capacidade que a C. violaceum possui de biossintetizar poli-
hidroxialcanoatos, poliésteres bioldgicos com aplicacdes industriais e
biomédicas. Mais recentemente, estudos comprovaram que a C.
violaceum produz em seu biofilme a celulose bacteriana, que pode ser
utilizada como substituto artificial de pele em queimaduras, ferimentos,
recuperacdo de lesdes e scaffolds.

Devido a grande quantidade de aplicacdes e dividas existentes, e
ao fato de seu genoma ter sido sequenciado e estar publicamente
disponivel, a C. violaceum foi escolhida como organismo modelo para
os estudos do Grupo de Engenharia Gendmica da Universidade Federal
de Santa Catarina. Considerando a complexidade de se estudar todos os
aspectos relacionados a C. violaceum e devido ao grande potencial
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biotecnoldgico apresentado, a biossintese da violaceina e a produgao dos
biopolimeros celulose e poli-hidroxialcanoatos foram escolhidos como
alvos de interesse do grupo.

Os estudos realizados pelo grupo de Engenharia Gendmica
incluiram a andlise bioinformdtica do genoma de C. violaceum,
buscando identificar nas vias de biossintese de cada um dos alvos
estudados os genes, as proteinas, e a regulacdo de cada uma das vias. Os
estudos do grupo t&m permitido identificar caracteristicas importantes
dessas vias, avangando os conhecimentos sobre a violaceina (Oliveira,
2005), a celulose bacteriana (Recouvreux, 2004; Recouvreux et al.,
2008) e os poli-hidroxialcanoatos (Piemolini, 2004; Bressan, 2007).
Meétodos e modelos computacionais foram desenvolvidos para analisar
as vias de C. violaceum (Goudel, 2005), aplicar técnicas de engenharia
metabdlica para o estudo da violaceina (Mendes, 2006), identificar os
genes de patogenicidade em C. violaceum (Becker, 2008), e desenvolver
uma nova metodologia para abordar os mecanismos reguladores das vias
de biossintese de C. violaceum utilizando Redes de Petri (Simdo, 2006).

Os produtos de interesse biomédico té€m sido estudados em escala
laboratorial, buscando otimizar sua producdo e testar possiveis
aplicacdes. Oliveira (2005) analisou o mecanismo de regulacido quorum
sensing envolvido na produgcdo de violaceina pela C. violaceum,
enquanto Pitlovanciv (2005) estudou as propriedades antibidticas dos
extratos obtidos na producdo da violaceina. Rodrigues (2007), utilizando
a tecnologia do DNA recombinante, clonou e expressou o operon
vioABCDE de C. violaceum em Escherichia coli, buscando aumentar a
producio de violaceina.

Com relag@o aos biopolimeros, Recouvreux (2004) demonstrou
que a C. violaceum produz celulose como um dos componentes do seu
biofilme, possuindo propriedades que permitem a sua utilizacio em
aplicagdes biomédicas. Estudos também envolveram a otimizag¢do da
producdo de poli-hidroxialcanoatos (Viegas, 2005) e a engenharia
genética da PHA sintase, enzima chave na producdo dos PHAs, que foi
clonada e expressada em E. coli (Piemolini, 2004; Bressan, 2007).

Poli-hidroxialcanoatos (PHAs) s@o um tipo especial de
biomaterial acumulado em condicdes desfavordveis de crescimento na
presenca de excesso de fonte de carbono e a limita¢cdo de um nutriente
essencial (N, P, S) por numerosos microrganismos como reserva
energética e poder redutor. Estes biopolimeros tém despertado grande
interesse devido as suas caracteristicas como biodegradabilidade,
biocompatibilidade, biossintese a partir de recursos renovaveis,
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propriedades termoplésticas préximas as dos plasticos sintéticos e, apds
sua disposicdo na natureza, completa degradacdo por microrganismos
em dgua e CO, (Mergaert et al., 1996; Yasotha et al., 2006).

A principal limitacdo para o aumento da produgdo dos PHAs é o
elevado custo de producdo e recuperagdo. Atualmente, a utilizagdo da
engenharia genética e da engenharia metabdlica tem permitido a
biossintese destes polimeros em diversos organismos recombinantes
como, por exemplo, bactérias, leveduras e plantas transgénicas,
aumentando assim a quantidade obtida e a diminui¢do dos custos (Choi
e Lee, 2000; Breuer et al., 2002; Steinbiichel e Lutke-Eversloh, 2003;
De Oliveira et al., 2004; Suriyamongkol et al., 2007).

A C. violaceum possui a capacidade de biossintetizar PHAs de
cadeia curta utilizando glicose e dcidos organicos como co-substratos.
Para a producdo do homopoliéster poli(3-hidroxivalerato), 4cido
valérico € utilizado como unicos substrato. Jd na sintese do copolimero
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), apenas glicose € utilizada
como fonte de carbono pela C. violaceum (Steinbiichel e Fuchtenbusch,
1998; Kolibachuk et al., 1999; Viegas, 2005).

Este trabalho estudou varidveis-chave e diferentes condi¢des de
operagdo para a producio dos copolimeros poli-(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) produzidos por C. violaceum. Foram realizados ensaios
tanto em frasco agitados (escala laboratorial) como em biorreator de
bancada, de 4 litros. Os copolimeros obtidos nos ensaios em biorreator
foram caracterizados por microscopia eletronica de varredura (MEV),
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), andlise termogravimétrica (TGA),
cromatografia gasosa (CG) e inspecdo visual da incorporagdo de
violaceina.
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CAPITULO 2
OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar sistematicamente as
condi¢des de produgcdo do copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) por Chromobacterium violaceum em agitador orbital
(shaker) e biorreator de bancada de 4 litros, analisando a influéncia do
pH, do nutriente limitante, da concentragdo do substrato glicose e da
adi¢@o de propionato sobre a composi¢do e propriedades fisico-quimicas
dos copolimeros produzidos.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Estudar a influéncia em escala laboratorial do nutriente limitante,
do pH e da concentracdo da fonte de carbono na produgdo do
copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) em C.
violaceum.

e Verificar a influéncia do co-substrato propionato na produgdo do
copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) por C.
violaceum em agitador orbital variando o nutriente limitante, o
pH e a concentragdo da fonte de carbono.

¢ Produzir em biorreator de bancada o copolimero poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)  variando o nutriente
limitante e verificando a influéncia da adi¢do de propionato.

e Determinar a composi¢do qualitativa e quantitativa dos
copolimeros produzidos por C. violaceum em escala laboratorial
e em biorreator de bancada.

¢ Caracterizar os polimeros produzidos quanto a sua composic¢do e
propriedades fisico-quimicas utilizando cromatografia gasosa
(CG), microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia
na regido do infravermelho (FTIR), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) e andlise termogravimétrica (TGA).






CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Chromobacterium violaceum

A bactéria Chromobacterium violaceum € classificada como uma
B-proteobactéria, quimiorganotréfica, Gram-negativa e anaerdbia
facultativa. E considerada uma bactéria saprofita, sendo encontrada no
solo e em dguas ao redor do mundo em extensas dreas da biodiversidade
tropical e subtropical (Richards, 1993).

No Brasil, a C. violaceum encontra-se amplamente distribuida nas
dguas e nas bordas dos rios da regido amazonica, principalmente do Rio
Negro (Duran e Menck, 2001). Ela foi identificada pela primeira vez no
Brasil em 1976 pelo Prof. Wilson Chagas de Aratijo, do Instituto de
Microbiologia da UFRJ, em amostras retiradas da estacdo de tratamento
de dgua da cidade de Manaus (Amazonas) (Rettori, 1996). Atualmente,
vérias cepas de C. violaceum foram isoladas e caracterizadas em
diversas regides do Brasil. A partir das dguas e lodo do Rio Negro, no
Amazonas, Hungria e colaboradores (2005) analisaram 22 novos
isolados de C. violaceum, caracterizando duas novas linhagens. Em
Santa Catarina, sul do Brasil, foram obtidos 95 isolados de C. violaceum
do Rio Itajai-Acu (Adonai, 2007).

A C. violaceum é uma bactéria versitil, produzindo uma ampla
diversidade de metabdlitos secunddrios com grande potencial
biotecnoldgico. Em 2000, o Ministério de Ciéncia e Tecnologia (MCT)
e o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), decidiram realizar o sequenciamento e andlise do genoma de C.
violaceum, linhagem ATCC 12472. O estudo foi realizado por um
consorcio de 25 laboratdrios espalhados pelo Brasil e pelo Laboratério
Nacional de Computacdo Cientifica (LNCC), responsdvel pela andlise e
montagem da sequéncia de nucleotideos do genoma (Brazilian National
Genome Project Consortium, 2003).

A andlise do genoma de C. violaceum permite entender a
habilidade que esta bactéria tem de se adaptar a diversas condigdes
ambientais. Esta adaptabilidade é facilitada por seu metabolismo
versitil, capaz de utilizar uma ampla faixa de fontes de energia através
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do uso de oxidases e redutases apropriadas, permitindo também a sua
capacidade de respiracdo aerdbia ou anaerdbia (Brazilian National
Genome Project Consortium, 2003).

Em condic¢des aerdbias C. violaceum € capaz de crescer em meio
minimo utilizando agdcares simples, tais como, glicose, frutose,
galactose e ribose, sendo que tanto a via de Embden-Meyerhoff quanto
os ciclos do 4cido tricarboxilico e glioxilato sdo utilizados. O
suprimento de energia é provido da cadeia respiratéria e também de
outras vias metabdlicas. Em condicdes anaerdbias, C. violaceum
metaboliza glicose, produzindo acido acético e dcido férmico, sem a
producdo de 4cido ldtico ou etanol. Esta bactéria também € capaz de
utilizar aminodcidos e lipideos como fonte de suprimento energético
(Antdnio e Creczynski-Pasa, 2004).

A C. violaceum, sendo um organismo de vida livre, possui a
capacidade de sintetizar e catabolizar todos os 20 aminodcidos, bem
como os nucleotideos purina e pirimidina, utilizando vias metabdlicas
central e intermedidrias. E capaz de realizar a biossintese de
polissacarideos complexos como celulose (mas ndo glicogénio) e
também a sintese e degradacdo de uma variedade de lipideos, que sdo
utilizados para a formag¢do de membrana e armazenamento energético,
incluindo triacilglicerol, fosfolipideo e lipopolissacarideo (Brazilian
National Genome Project Consortium, 2003).

Entre os diversos potenciais biotecnoldgicos desta bactéria, a
violacefna merece um lugar de destaque. Caracteristica fenotipica
marcante de C. violaceum, este pigmento violeta intracelular tem sido
muito estudado por apresentar propriedades antibidticas, antitumorais,
antiparasitdrias e antivirais (Duran e Menck, 2001; Leon et al., 2001;
Andrighetti-Frohner et al., 2003). Outras caracteristicas que podem ser
citadas sdo a hidrélise de filmes plasticos (Gourson et al., 1999) e a
solubilizag@o de ouro, evitando assim a utilizacdo de mercurio (Smith e
Hunt, 1985; Campbell et al., 2001).

Barreto e colaboradores (2008) investigaram 24 cepas de C.
violaceum obtidas no Amazonas, regido norte brasileira, em relacio ao
seu potencial de controle bioldgico sobre sete fungos que contaminam
os graos da soja, observando o controle de pelo menos seis tipos deles.

A producdo de violaceina em C. violaceum ATCC 12472 foi
estudada por Mendes e colaboradores (2001). Um mdximo de 21 g-1"' de
biomassa e 0,43 g-1" de violaceina foram obtidos quando o meio de
cultivo contendo 10,4 g-l'l de glicose, 16,8 g-l'1 de extrato de levedura,
1,00 g-1" de peptona, 1,14 g-1" de L-triptofano e 0,0625 mM de sulfato
de zinco foi incubado a temperatura de 33°C e agita¢do de 300-g.
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A violaceina é formada pela unido de duas moléculas de L-
triptofano. No genoma de C. violaceum ATCC 12472 foram anotados
como codificadores das enzimas da via de biossintese do triptofano os
genes trpA-F e pabA-B, estes ultimos pertencentes também a via do
folato. Todos os genes estdo dispersos na fita reversa, exceto trpC. Os
genes trpF, trpB e trpA estdo em sequéncia na mesma fita, separados
por alguns pares de base, estando os demais dispersos ao longo do
genoma (Brazilian National Genome Project Consortium, 2003). A
Figura 1 apresenta a organizac¢do dos genes de biossintese do triptofano
em C. violaceum ATCC 12472.

3’---i'&7v0568+----k tpD  +< pabA keees ’ {rpE  heswenas 4 | tpA | y tpB | : troF }---iijpabB fee 5
Figura 1 - Organizagdo dos genes de biossintese do triptofano em
Chromobacterium violaceum ATCC 12472. Os genes em destaque
(CV0568 e pabB) foram removidos da via de biossintese (Carminatti et
al., 2008).

O resultado da anédlise das ORFs trpE, CV0568, pabA e pabB,
anotados como fazendo parte da enzima antranilato sintase (AS),
permitiu concluir que a AS € uma enzima dimérica, composta pelas
subunidades o (TrpE) e B (PabA). As subunidades TrpE e PabA
possuem sitios cataliticos, enquanto o sitio de ligag¢@o do triptofano (sitio
alostérico) encontra-se presente apenas na subunidade TrpE. Na Figura
2 sfo apresentadas as proteinas TrpE e PabA modeladas por homologia
para a enzima antranilato sintase de C. violaceum.

A capacidade de biossintese de celulose pela C. violaceum ATCC
12472, sequenciada pelo Projeto Genoma Brasileiro, foi demonstrada
por Recouvreux (2004), que analisou o genoma de C. violaceum,
sugerindo a organizacdo dos genes de biossintese de celulose na forma
de dois operon — yhjQbcsABZCCV2674 e bcsGECV2671CV2670,
sendo a maioria das sequéncias homdlogas aos genes de biossintese de
celulose das bactérias Salmonella typhimurium LT2 e E. coli K12
(Recouvreux et al., 2008).
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(@ (b)

Figura 2 - Estruturas modeladas por homologia para as subunidades (a)
TrpE e (b) PabA de Chromobacterium violaceum (Carminatti et al.,
2008).

A comprovagdo experimental foi realizada cultivando C.
violaceum em meio Luria-Bertoni (LB) durante 24 horas. Em condicdes
estdticas, ocorreu a formagdo de uma pelicula impermedvel na superficie
ar/liquido (Figura 3a), enquanto em agitador orbital ndo houve a
formagdo da pelicula (Figura 3b). Porém, a adi¢do de etanol a cultura
levou a agregacdo do biofilme, sendo possivel recolher o material
resultante (Figura 3c). A hidrélise enzimdtica das amostras obtidas
permitiu a quantificacio da glicose presente em cada amostra. Os
resultados apresentados evidenciaram a presencga de celulose no biofilme
produzido por C. violaceum (Recouvreux, 2004; Recouvreux et al.,
2008).

Figura 3 - Culturas estdtica (a) e agitada (b) realizadas com
Chromobacterium violaceum em meio LB. (c) Coleta com seis dias de
cultivo e precipitagdo do meio com etanol (Recouvreux, 2004).
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3.2 - Poli-hidroxialcanoatos (PHASs)

Poli-hidroxialcanoatos (PHAs) sdo poliésteres compostos por
monodmeros de dcidos 3-hidroxialcandicos sintetizados e armazenados
intracelularmente como reserva energética e poder redutor, podendo
chegar a 90% da massa celular seca do organismo. Sua biossintese
ocorre em condicdes desfavordveis de crescimento como, por exemplo,
a limitacdo de um nutriente essencial como nitrogénio, fésforo e/ou
oxigénio, e na presenca de excesso de fonte de carbono (Anderson e
Dawes, 1990; Timm e Steinbiichel, 1990; Madison ¢ Huisman, 1999).

Os PHAs possuem cadeias lineares, sendo que a polimerizagio
acontece devido a ligacdo entre o grupamento carboxila de um
mondmero e o grupamento hidroxila de outro mondmero, formando um
poliéster. PHAs sdo geralmente produzidos como polimeros contendo
10*a 10* monomeros, acumulados na forma de inclusdes com didmetro
variando entre 0,2 e 0,5 um (Figura 4). Estas inclusdes sdo sintetizadas e
armazenadas por bactérias gram-positivas e gram-negativas, nao
produzindo efeitos negativos ao hospedeiro (Madison e Huisman, 1999;
Luengo et al., 2003).

Os granulos acumulados pelas bactérias sdo envoltos por uma
camada fosfolipidica, por polimerases, despolimerases e proteinas
citosélicas ndo especificas. Embora a funcdo da monocamada
fosfolipidica ainda néo esteja clara, supde-se que ela seja necessdria para
evitar o contato dos PHAs com a dgua, evitando assim a formagdo de
granulos com uma forma cristalina mais estdvel, o que impediria a sua
degradacdo posterior pelas despolimerases (Luengo et al., 2003).

Figura 4 - Granulos de poli-hidroxialcanoatos (PHAs) acumulados em
Pseudomonas putidas (Luengo et al., 2003).
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A partir da descoberta do poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB) ou
PHB) em 1926 por Lemoigne, no Instituto Pasteur, diversos outros
PHAs foram isolados de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A
Tabela 1 apresenta um breve histérico da producdo e comercializagio
dos PHAs.

Tabela 1 - Breve histérico dos poli-hidroxialcanoatos.

Ano Fato marcante

1925 Lemoigne: descoberta do PHB

1958 Macrae e Wilkinson: o biopolimero é uma reserva de carbono e
energia

1973 Desenvolvimento da Andlise do Controle Metabdlico

1974 Wallen e Rohwedder: identificacdo de outros mondmeros além
do 4cido 3-hidroxibutirico

1980 Inicio da producio do Biopol® (copolimero PHBV) pela
Imperial Chemical Industries (ICI)

1988 Primeira clonagem completa do operon phb

1988 Inicio da biossintese de P(3HB) em Escherichia coli

1990 Lancamento do primeiro produto comercial baseado em PHAs:
frasco de shampoo para a Wella (Alemanha)

1991 Proposta a metodologia para Engenharia Metabdlica

1992 Firmada parceria entre a COPERSUCAR, o IPT e o ICB/USP
para desenvolver pesquisas para a producdo de PHB

1993  Analisada a limitag@o de nitrogénio na produgdo de PHAs

1996 Monsanto adquire o processo de producdo do BIOPOL®

1997 Analisado o efeito da fonte de carbono na sintese de PHAs

1998 Identificado o mecanismo de biossintese de PHB

1999 Analisada a limitagdo de oxigénio na producio de PHAs

2000 Brasileira PHB Industrial S.A. comeca a produzir o BioCycle®

2000 Chinesa Ningbo Tianan Biomaterials Co., Ltd comeca a
produzir PHBYV a partir de milho

2001 Identificados os fatores de controle da producdo de PHB

2001 Metabolix adquire os direitos de produgdo do BIOPOL®

2004 Metabolix e ADM langam comercialmente o biopléstico Mirel®

2006 Brasileira Injecom Ltda. langa embalagem para mudas de
eucalipto feita a partir de BioCycle®

2008 Sutura reabsorvivel a base de PHAs, TephaFLEX®, é aprovada
pelo FDA para aplicagdes clinicas
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Os PHAs t&€m despertado grande interesse devido as suas
caracteristicas, como biossintese a partir de recursos renovaveis,
propriedades termopldsticas préximas as dos plasticos sintéticos e, apds
sua disposicdo na natureza, completa degradacdo por microrganismos
em dgua e CO, (Mergaert et al., 1996; Yasotha et al., 2006).

Do ponto de vista biomédico, caracteristicas como
biodegradabilidade, biocompatibilidade, estereoespecificidade, atividade
Optica e termoplasticidade tornam estes ésteres importantes biomateriais
para o desenvolvimento de novos scaffolds para engenharia de tecidos
(Williams et al., 1999; Kose et al., 2003).

Atualmente, as pesquisas relacionadas aos poli-hidroxialcanoatos
direcionaram seus esfor¢os para os seguintes temas-chave para a sua
producio: obtenc¢do de microrganismos eficientes no acimulo de PHAs;
producio destes materiais pelo uso de matérias-primas de baixo custo e
renovaveis pela agricultura; aumento de produtividade, pelo cultivo
microbiano a alta densidade celular; busca de reatores alternativos e,
adequacgdo das caracteristicas do produto pela modulacio da massa
molecular (Da Silva et al., 2007).

3.2.1 Caracteristicas dos PHAs

Dependendo da bactéria utilizada, dos substratos e suplementos
fornecidos e das condi¢des de cultivo, uma grande variedade de
poliésteres pode ser sintetizada com diferentes composi¢des poliméricas
(Braunegg et al., 1998). Mais de 150 diferentes tipos de d4cidos
hidroxialcanéicos, naturais e sintéticos, foram caracterizados como
constituintes dos PHAs (Rehm, 2003). A variacdo do comprimento, da
composicdo e a habilidade de modificar os substituintes da cadeia lateral
¢ a base para a diversidade de PHAs existentes, permitindo uma extensa
gama de aplicagdes. A cadeia lateral pode conter desde o metil até o
tridecil, sendo possivel a existéncia de cadeias ndo necessariamente
saturadas, tais como: aromaticas, insaturadas, halogenadas, epoxidizadas
e cadeias ramificadas (Madison e Huisman, 1999; Stubbe et al., 2005).
Entretanto, apenas alguns tipos de PHAs s@o produzidos em quantidade
suficiente para permitir sua caracterizac¢do e para desenvolver potenciais
aplicagoes (Lee, 1996b).

A Figura 5 apresenta a férmula geral dos poli-hidroxialcanoatos,
exemplos de mondmeros estruturais dos PHAs e a férmula do
copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato).
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Figura 5 - (a) Foérmula geral dos poli-hidroxialcanoatos (PHAs) (b)
Exemplos de mondmeros estruturais dos PHAs (c¢) Férmula geral do
copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato).

Atualmente, os poli-hidroxialcanoatos podem ser divididos em
trés classes. Os PHAs formados por mondmeros de cadeia curta (3 a 5
atomos de carbono) sdo conhecidos como PHAgc (PHA short chain
length). Os PHAycL (PHA medium chain length) sdo formados por
mondmeros contendo de 6 a 14 &dtomos de carbono, enquanto os
polimeros contendo mondmeros com mais de 14 d&tomos de carbono séo
conhecidos como PHA[c (PHA long chain length) (Madison e
Huisman, 1999). A Tabela 2 apresenta a classificacdo dos PHAs de
acordo com diferentes critérios.
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Tabela 2 - Classificagdo dos PHAs de acordo com diferentes critérios.

Origem biossintética

Bioplasticos naturais: produzidos por microrganismos a partir de
metabolitos (ex. PHAs alifaticos).

Bioplasticos semi-sintéticos: requerem a adi¢do ao meio de cultura
de precursores que ndo sdo sintetizados pelo organismo (ex. PHAs
contendo mondmeros aromaticos).

Bioplasticos sintéticos: poliésteres que se parecem com polimeros
naturais, mas que somente podem ser obtidos por sintese quimica
(ex. polimeros termoplasticos sintéticos).

Natureza quimica dos monémeros

Bioplasticos contendo derivados de 4cidos graxos aliféticos:
mondmeros saturados ou insaturados, monOmeros lineares ou
ramificados, substituidos ou ndo (com grupos funcionais nos
mondmeros).

Bioplasticos contendo derivados de 4cidos graxos arométicos.

Bioplasticos contendo derivados alifiticos e de dcidos graxos
aromaticos.

Bioplasticos contendo outros diferentes compostos (ex. poli-dcido
glutdmico, poli-e-L-lisina, poli-dcido b-L-mdlico, dcido poli-
glicdlico, cianoficina).

Tamanho do mondomero

PHAc1: contendo mondmeros com 3 a 5 atomos de carbono.
PHA\c: contendo mondmeros com 6 a 14 atomos de carbono.
PHA| ¢1.: contendo mondmeros com mais de 14 atomos de carbono.

Nimero de monomeros no poliéster

Homopolimeros: um tnico tipo de monOmero estd presente no
bioplastico.

Heteropolimeros (copolimeros): mais de um tipo de mondmero
compde o bioplastico.

Tipo de mondmeros acumulados pelo microrganismo

Um tnico biopléstico.
Mistura de bioplasticos (blendas).

Fonte: Adaptado de Luengo et al., 2003.
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O mais simples e comum da familia dos poli-hidroxialcanoatos
(PHAS) € o poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB) ou PHB). O homopolimero
PHB ¢ um poliéster largamente encontrado na natureza devido ao
grande nimero de bactérias, tanto Gram positivas como Gram negativas,
produtoras deste polimero a partir de fontes simples de carbono como
sacarose, glicose e frutose.

PHB com baixa massa molecular (cPHB; M,, < 14 kDa) foi
encontrado em Bacillus subtilis, Azotobacter vinelandii e Streptomyces
lividans associado com fons célcio e polifosfatos. cPHB também foi
encontrado em células eucaridticas, por exemplo, em leveduras; no
amendoim; no intestino de carneiros e no musculo de gatos (Reusch e
Sadoff, 1988; Reusch, 1995).

Outro biopolimero largamente estudado e caracterizado € o
copolimero  poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-
3HV) ou PHBV), que pode conter quantidades varidveis de unidades de
3-hidroxivalerato (3HV). A obtencdo de PHBV em bactérias como
Cupriavidus necator e Escherichia coli recombinante utiliza glicose
como fonte de carbono e como co-substrato o 4cido propidnico ou dcido
valérico, sendo que a taxa de incorporagdo de 3-hidroxivalerato &
proporcional a quantidade de precursor utilizado (Anderson e Dawes,
1990; Doi et al., 1990; Trotsenko e Belova, 2000). Contudo, a elevada
toxicidade do propionato resulta em uma baixa incorporac¢io de 3HV ao
copolimero (Du et al., 2001).

O poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxiexanoato) (PHBHHXx) é um
exemplo de copolimero contendo unidades monoméricas de cadeia curta
e média. Este composto apresenta propriedades similares ao polietileno
de baixa densidade (Doi et al., 1995).

3.2.2 Propriedades fisicas e quimicas dos PHAs

As propriedades dos PHAs dependem principalmente do tipo de
microrganismo utilizado, do substrato carbdnico fornecido e das
condi¢des de cultivo. Estes fatores determinam a composi¢do quimica
dos polimeros e sua massa molecular, que pode variar de 50 a 1000 kDa,
sendo depositados intracelularmente sob a forma de granulos
citoplasmaticos hidrofébicos, com cerca de 0,2 a 0,5 um de didmetro
(Madison e Huisman, 1999).

Os PHAs sdo termoplésticos biodegraddveis que possuem suas
propriedades fisicas associadas ao tamanho das cadeias laterais do
mondmero. PHAg sdo frequentemente rigidos e quebradigos, enquanto

40



Revisdo Bibliogrdfica

PHA\cL sdo elastoméricos. Copolimeros PHAgcr mcL sd0 elastoméricos
e adesivos, sendo termopldsticos amorfos com vdrios graus de
cristalinidade, possuindo propriedades entre os dois estados dependendo
da fragdo dos mondmeros de cadeia curta e de cadeia média (Li et al.,
2007; Solaiman et al., 2008).

As propriedades dos PHAs permitem o desenvolvimento de
aplicacdes nas mais diversas dreas. Estes biopolimeros sdo insoliveis
em dgua, enantioméricos, ndo toxicos, biocompativeis, piezoelétricos,
possuindo alto grau de polimerizacdo (Steinbiichel e Fuchtenbusch,
1998).

O PHB possui propriedades mecéanicas similares as do
polipropileno, tais como elevada cristalinidade (55-80%), resisténcia a
mistura, resisténcia a dgua, pureza Optica, boa estabilidade a radiacéo
ultravioleta, barreira a permeabilidade de gases, biocompatibilidade, alta
regularidade da cadeia carbonica e elevada massa molecular. Entretanto,
devido a sua baixa estabilidade térmica e por ser um material rigido,
relativamente quebradico e pouco resistente ao estresse, ele tem sido
pouco utilizado em aplica¢des industriais. Quanto a biodegradabilidade,
se decompde em uma diversidade de meios, liberando apenas dgua e gas
carbdnico. O PHB tem baixa estabilidade na fusdo, decompondo-se a
aproximadamente 200°C, temperatura muito proxima a sua temperatura
de fusdo (175°C) (Sudesh et al., 2000; Ojumu et al., 2004).

A bactéria E. coli recombinante contendo os genes phaCAB de C.
necator foi capaz de produzir PHB com massa molecular ultra-elevada
(UHMW-PHB - ultra high molecular weight-PHB) entre (0,4—1,0)){107
Da utilizando glicose como fonte de carbono. As propriedades
mecanicas de filmes e fibras preparados a partir de UHMW-PHB
tiveram aumento superior a 400% (Kusaka et al., 1997; Kusaka et al.,
1999). Isto demonstra que as propriedades fisicas dos polimeros sdo
altamente influenciadas pela massa molecular (Agus et al., 2006).

Para diminuir a fragilidade e melhorar a processabilidade do PHB
podem ser empregados copolimeros de 3-hidroxibutirato e 3-
hidroxivalerato (PHBV), 3-hidroxibutirato e 3-hidroxiexanoato
(PHBHHXx) e 3-hidroxibutirato e 4-hidroxibutirato (P(3HB-co-4HB)),
que apresentam boa biodegradabilidade e biocompatibilidade, possuindo
propriedades mecanicas melhores do que as do PHB (Chen e Wu, 2005).

A Tabela 3 apresenta uma comparagdo entre as propriedades
fisicas de alguns PHAs com o polipropileno.
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Tabela 3 - Propriedades fisicas de alguns poli-hidroxialcanoatos e do
polipropileno.

Temp. TeII'lp: Cristali- Alonga-
i ‘ = transicao .
Tipos de polimeros fusao . nidade mento
o vitrea
O °C) (%) (%)
P(3HB) 177 > 0 s
P(3HB-co-3HV)
80% HB/20% HV 145 -1 56 50
P(3HB-co-4HB)
84% 3HB/16% 4HB 150 -7 45 444
P(3HO-co-3HH)
91% 3HO/11% 3HH 61 -36 30 300
Polipropileno 176 -10 60 400

Fonte: Adaptado de Madison e Huisman, 1999.

A introdugdo de unidades de acido 3-hidroxivalérico (3HV) ao
PHB, formando o biopolimero PHBV, torna o copolimero mais flexivel,
molddvel e menos cristalino, possuindo menor ponto de fusdo e maior
processabilidade do que o PHB. Este copolimero pode ser utilizado para
a preparacdo de filmes com excelentes caracteristicas fisico-quimicas e
mecdnicas € que podem ser processados a menores temperaturas
(Madison e Huisman, 1999; Du et al., 2001).

A caracterizagdo e recuperacdo dos PHAs t€m evoluido de forma
considerdvel nos ultimos anos. Microscopia de forga atOmica e
espectroscopia confocal Raman sdo técnicas utilizadas para a andlise dos
granulos de poli(3-hidroxialcanoatos). Bioplasticos podem ser isolados
por centrifugacdo (extratos livres de restos celulares) ou por extragdo
com solventes (biomassa seca) com cloroférmio, trifluoretanol,
dicloroetano, carbonato de propileno, cloreto de metileno ou &cido
dicloroacético. A determinag@o da massa molecular, geralmente entre 50
a 1000 kDa, € realizada por medidas de dispersdo de luz, cromatografia
de permeacdo em gel (GPC), andlises de sedimentacdo e viscosidade
intrinseca. A composi¢do dos monomeros € determinada por
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cromatografia gasosa (CG), espectrometria de massa (MS) e por
ressondncia magnética nuclear (NMR) (Luengo et al., 2003).

Outras  propriedades fisicas, tais como cristalinidade,
polidispersividade, temperatura de fusao, entalpia de fusdo, temperatura
de transicdo vitrea e propriedades mecénicas sdo determinadas por
diferentes métodos (Luengo et al., 2003).

3.2.3 Organismos produtores de PHAs

A produgdo industrial de poli-hidroxialcanoatos requer a
utilizacdo de bactérias que possam ser cultivadas utilizando fontes
baratas de carbono, com alta densidade celular, acumulando alta
concentragdo de polimeros em um periodo relativamente curto de
tempo, resultando em alta produtividade.

Apesar de serem conhecidos mais de 300 microrganismos
capazes de sintetizar estes biopolimeros, somente Cupriavidus necator
(anteriormente conhecida como Alcaligenes eutropha e depois Ralstonia
eutropha), Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, alguns isolados de
metilotrofos, Pseudomonas oleovorans, e linhagens recombinantes de C.
necator, E. coli e Klebsiella aerogenes sao considerados potenciais na
producio industrial de PHAs (Lee, 1996b).

Os organismos produtores de poli-hidroxialcanoatos podem ser
divididos em dois grupos baseados nas condi¢des de cultura requeridas
para a sintese dos biopolimeros. Os microrganismos que pertencem ao
primeiro grupo — C. necator, Protomonas extorquens, P. oleovorans e
C. violaceum, entre muitos outros — requerem a limitacdo de um
nutriente essencial como N, P, Mg, O ou S e excesso de fonte de
carbono para o acimulo dos PHAs. A. latus, A. vinelandii e E. coli
recombinante pertencem ao segundo grupo, que acumula os polimeros
durante o seu crescimento, ndo necessitando de limita¢do nutricional
(Lee, 1996b).

A composi¢do quimica e a quantidade acumulada de polimero
dependem diretamente da bactéria e dos substratos utilizados. A Tabela
4 apresenta o percentual de acimulo de PHAs para diversas bactérias a
partir de diferentes fontes de carbono.
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Tabela 4 - Produ¢do de poli-hidroxialcanoatos por diversas bactérias.

. Contetddo
Microrganismo Fonte de Tipo de de PHAs
carbono PHAs
(%p/p)
Glicose PHBV 38
Chromobacterium violaceum Gh(,:ose / PHBV 28-34
Propionato
Valerato PHBV 65
Gluconato PHB 46-85
Cupriavidus necator Propionato PHB 26-36
Octanoato PHB 38-45
Bacillus megaterium QMB Glicose PHB 20
1551
Klebszel.la aerogenes Melago PHB 65
recombinante
Methylobacterium Frutose /
rhodesianum MB1267 metanol PHB 30
Methylobacterium
extorquens ATCC5566 Metanol PHB 40-46
Oleos de
Pseudomonas aeruginosa euphobioe de  PHApcL 20-30
mamona
Metanol PHB 0,02
P itri
seudomonas denitrificans Pentanol PHB 55
Pseud. P Gluconato PHB 1,1-5,0
seudomonas oleovorans Octanoato PHB 50-68
Pseudomonas putida Gp104 Octanoato PHB 14-22
Oleo de palma PHApcL 37
Pseudomonas putida Acido laurico  PHAmcL 25
Acido mirfstico PHAwcL 28
Pseudomonas putida BMOI ~ Acido decanéico 5SPOHV 15-35
Sphaerotilus natans Glicose PHB 40
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3.2.3.1 Cupriavidus necator

A bactéria Cupriavidus necator (anteriormente conhecida como
Alcaligenes eutropha e depois Ralstonia eutropha) é um microrganismo
procaridtico, Gram-negativo, quimiolitotréfico facultativo, encontrado
naturalmente no solo e na dgua. C. necator é a bactéria utilizada como
modelo para o estudo e a producdo de poli-hidroxialcanoatos, sendo
utilizada para a producdo industrial de PHAs devido ao seu elevado
rendimento, sua elevada velocidade especifica de produg¢do e sua
habilidade para crescer a partir de fontes renovaveis de carbono (Byron,
1987; Squio e Aragdo, 2004).

A cepa utilizada para produgio industrial de PHAs € a mutante C.
necator DSM545, a qual consome glicose como fonte de carbono
(Madison e Huisman, 1999). A cepa nativa de C. necator H16 nido
utiliza glicose nem sacarose como fontes de carbono. Kek e
colaboradores (2008) utilizaram a C. necator H16 para converter
subprodutos de 6leo de palma em poli-hidroxibutirato.

Os PHAs sintetizados pela C. necator podem conter mondmeros
de 3-hidroxibutirato (3HB), 3-hidroxivalerato (3HV), 4-hidroxibutirato
(4HB) e S5-hidroxivalerato (SHV) dependendo do tipo de substrato
fornecido (Kocer et al., 2003). A Tabela 5 apresenta substratos
relacionados a producgdo de diferentes tipos de PHAs por C. necator.

O processo de producdo de PHAs em C. necator € realizado em
duas etapas. No inicio do processo, o meio contém todos os nutrientes
necessdrios para a multiplicagdo celular, até alcancar uma quantidade de
biomassa desejada. Na segunda fase, devido a exaustdo de um nutriente
essencial (geralmente nitrogénio ou fésforo), a bactéria passa a acumular
o excesso de carbono na forma de biopolimeros.

Diversos estudos foram realizados a fim de se diminuir o custo de
producdo dos PHAs utilizando C. necator como microrganismo
produtor. Marangoni e colaboradores (2000; 2001; 2002) estudaram C.
necator DSM 545 em frascos agitados, testando lactose hidrolisada,
galactose, frutose, glicose e agtcar invertido. O crescimento celular em
actcar invertido, glicose e frutose foi semelhante, obtendo-se nestas
fontes de carbono as maiores velocidades especificas de crescimento.
Também foi testada dgua de maceracdo de milho sob diferentes
temperaturas (30 e 34°C), sugerindo-se a mesma como alternativa vidvel
como substituinte da fonte de nitrogénio sintética. Squio e colaboradores
(2003) utilizaram suplementos para a producdo de PHBV e observaram
que a adicdo de 4dcido linoléico/oléico (2:1) aumentou em 11% a
producio do copolimero.
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Tabela 5 - Substratos utilizados na produgdo de poliésteres por
Cupriavidus necator.

Substrato PHA obtido

Glicose, frutose, sacarose, acido butirico, acido

acético, acido D-glucdnico, dcido adipico, dcido

latico, acido malico, acido citrico, acido fenil-acético, PHB
alanina, fenilalanina, dcido 4-hidréxi-hexandico, d6leo

de palma, 4cido oléico, glicose+etileno glicol

Glicose + propionato, dcido pentandico + dcido
butirico, dcido acético + propionato, dcido oléico + PHBV
4cido nonandico

Acido 4-hidréxi-butirico, v-butirolactona, y-

butirolactona + frutose (ou acido butirico), 4-cloro- P(ilglli);; o
butirato, 1,4 butanodiol, 4-cloro-benzoato + benzoato
5-cloro-benzoato, 5-cloro-benzoato + pentanoato, 5- P(3HB-co-
cloro-pentanoato + dcido pentandico 3HV-co-5HV)

Fonte: Adaptado de Kocer et al., 2003.

3.2.3.2 Escherichia coli recombinante

A producdio de PHAs em FE. coli vem sendo amplamente
pesquisada. Devido ao fato de que a fisiologia, a bioquimica e os
aspectos genéticos da E. coli terem sido estudados em detalhes, isto
tornou esta bactéria o hospedeiro perfeito para a expressdo de genes
heter6logos. Algumas vantagens sdo: (i) muitos plasmideos e cepas
mutantes estdo disponiveis para manipulagdo; (ii) metodologias
recombinantes e estratégias de cultivo em alta densidade celular ja estdo
bem estabelecidas para a E. coli; (iii) a E. coli cresce rapidamente e
oferece um ambiente bem-definido fisiologicamente para a construcio e
manipulacio de vdrias vias metabdlicas para a produgdo de uma grande
variedade de PHAs; (iv) o acimulo de uma grande quantidade de
polimero, superior a 90% da massa celular seca, torna as células frageis,
facilitando o isolamento e purificacdo dos produtos; (v) a E. coli ndo
possui despolimerases, impedindo a degradag¢do do polimero formado; e
(vi) dispensa a necessidade de limitagdo nutricional, apresentando
crescimento celular e actimulo de polimero simultianeos (Choi e Lee,
1999a; Sudesh et al., 2000; Mahishi et al., 2003; Li et al., 2007).
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A produgdo de biopolimeros em E. coli requer a transferéncia dos
genes de sintese de PHAs do organismo estudado, a expressdo e
ativacdo da proteina PHA sintase e a engenharia das vias metabdlicas
que fornecem os substratos necessdrios para a sintese do polimero
(Steinbiichel e Lutke-Eversloh, 2003).

Utilizando técnicas de engenharia genética, muitos grupos
desenvolveram e otimizaram E. coli contendo genes de biossintese de
PHAs que conseguem acumular mais de 90% de sua massa celular,
obtendo conteidos de PHAs e produtividades, respectivamente, da
ordem de 73% e 4,63 g-1"-h™ (Choi et al., 1998), 78,2% ¢ 2,88 g-1"-h™'
(Choi e Lee, 1999b), e 87% ¢ 4,70 g-I'-h™' (Ahn et al., 2001).

Agus e colaboradores (2006) expressaram as PHA sintases dos
tipos I a IV em E. coli IM109 sob as mesmas condi¢des experimentais e
verificaram que as massas moleculares e a polidispersividade dos PHBs
produzidos foram dependentes do tipo de PHA sintase empregada. A
modificacdo das condi¢cdes do meio, fonte de carbono e pH durante o
cultivo pouco influenciou a massa molecular do PHB sintetizado pela
sintase do tipo I, enquanto a variacdo da temperatura (30°C para 37°C)
afetou fortemente o polimero obtido, aumentando a sua massa
molecular.

3.2.3.3 Outros organismos produtores de PHAs

Apesar de a C. necator ser uma das melhores linhagens para a
producdo de PHAs a partir de substratos simples, diversos outros
organismos foram estudados, incluindo A. latus, A. vinelandii, P.
extorquens, M. organophilum, P. oleovorans, B. cepacia e outros
microrganismos (Tabela 4).

A. latus foi um dos primeiros microrganismos estudados para a
producio de PHAs devido ao fato de ela crescer rapidamente e
conseguir acumular os polimeros durante a sua fase de crescimento,
utilizando como fonte de carbono sacarose e melaco de cana-de-agucar.
Wang e Lee (1997) testaram a produg@o de PHAs em batelada limitando
a quantidade de nitrogénio, obtendo um acimulo de 88% de polimero e
produtividade de 4,94 gpyp-1"-h™".

P. oleovorans é uma das bactérias capazes de sintetizar PHAs
com cadeia média (PHApycL), acumulando uma quantidade
relativamente elevada de polimeros (Lee, 1996a). Diversos substratos
foram testados, obtendo-se PHAs com cadeias laterais contendo grupos
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alquilicos saturados, grupos insaturados, grupos fenilicos, grupos
ramificados e grupos halogenados (Kocer et al., 2003).

B. cepacia foi utilizada para a sintese do copolimero PHBV
utilizando como fonte de carbono 4cido butirico e/ou 4cido valérico
(Mitomo et al., 1999). Cepas de Burkholderia isoladas a partir de
amostras de solo acumularam blendas consistindo de uma mistura dos
homopolimeros  poli(3-hidroxibutirato) e poli(3-hidroxibutirato-4-
pentenoato) (P(3HB4PE)) (Da Silva, 2001). Burkholderia sacchari,
cultivada com 4cidos valérico e propidnico, dlcool isopropilico e dcido
nonandico, acumulou principalmente unidades de PHB e PHV, com
tracos de 3-hidroxiexanoato, 5-hidroxivalerato, 4-hidroxivalerato e 4-
hidroxibutirato (Buffoni et al., 2005).

3.2.3.4 Plantas geneticamente modificadas

Diferentemente dos processos utilizados para a incorporacido de
PHAs em bactérias (ambiente estéril, oxigénio, agitacdo), a producdo de
biopolimeros em plantas utiliza como fonte de carbono o CO, e a luz
solar como energia, permitindo a diminui¢do dos custos de producdo. A
producdo de PHAs em escala agronOmica aumentaria a sintese dos
biopolimeros para milhdes de toneladas, sendo infinitamente vantajosa
quando se compara a producdo por processos fermentativos.
Potencialmente, os PHAs poderiam ser produzidos a um custo de US$
0,20 a 0,50/kg, caso fossem sintetizados por plantas a uma porcentagem
variando entre 20 a 40% de seu peso seco, podendo competir com 0s
plasticos oriundos do petrdleo. Por estas razdes, espera-se que a
producdo de poli-hidroxialcanoatos por plantas geneticamente
modificadas seja uma forma de tornar competitiva economicamente a
producio de PHAs (Valentin et al., 1999; Reddy et al, 2003;
Suriyamongkol et al., 2007).

Arabidopsis thaliana foi a primeira planta escolhida para estudos
da expressdo dos genes de biossintese de PHAs. Como a enzima 3-
cetoacil-CoA tiolase estd presente na A. thaliana, somente os genes
phaB e phaC de C. necator foram inseridos na planta, o que resultou em
acimulo de granulos de PHB no citoplasma, vactolo e nicleos,
afetando porém o crescimento da planta. A expressao de todos os genes
phaCAB no plastideo de A. thaliana melhorou o sistema de producdo. O
maximo acimulo de PHAs foi de 14% em peso seco (Poirier, 2002).

As plantas oleaginosas sdo interessantes para a sintese de PHAs,
visto que o PHB e o 6leo sdo derivados do acetil-CoA. Estratégias
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utilizando engenharia metabdlica podem ser empregadas para deslocar o
acetil-CoA apenas para a producdo de PHB, diminuindo a producgio de
6leo. Outras plantas testadas para producdo de PHAs sdo Gossypium
hirsutum (algoddo), Zea mays (milho) e Nicotiana tabacum L. (Tabaco).
Empresas como Monsanto (USA) e Zeneca (UK) estdo investindo em
estudos para producdo de PHAs a partir de plantas como a soja (Poirier,
2002; Reddy et al., 2003; Suriyamongkol et al., 2007).

3.2.4 Metabolismo de sintese dos PHAs

Podemos classificar as bactérias que acumulam poli-
hidroxialcanoatos em 2 grupos dependendo da composicdo dos
mondmeros. O primeiro grupo, representado pela C. necator, sintetiza
PHB a partir do acetoacetil-CoA; enquanto P. aeruginosa, integrante do
segundo grupo, utiliza o metabolismo dos dcidos graxos para a sintese
de PHAs, via beta-oxidagao dos dcidos graxos ou metabolismo de novo
de 4cidos graxos (Figura 6) (Steinbiichel e Lutke-Eversloh, 2003).

Carboidratos

Ciclo dos Acidos

- o Acidos graxos
Tricarboxilicos 9

4

Acil-ACP Acetil-CoA Y Acil-CoA
/ PhaA \

Sintese de " -
trans-2-  novode  3-Cetoacil ' 3-Cetoacil-  P-oxidagdo  yapsy.
Enoil-ACP  acidos -ACP CoA dedacidos  ppgil-coA
graxos Acetoacetil-CoA graxos
A\ (R)-3-Hidroxi-4J PhaB \ (S)-3-Hidroxi-/
acil-ACP acil-CoA

/

PhaG (R)-3-Hidroxiacil-CoA /

lPhaC

Poli-hidroxialcanoato

PhaJ

Figura 6 - Biossintese de poli-hidroxialcanoatos no contexto do
metabolismo microbiano. PhaA, 3-cetotiolase; PhaB, (R)-3-cetoacil-
CoA redutase (para biossintese de PHB, esta enzima € a acetoacetil-CoA
redutase); PhaC, PHA sintase ou polimerase; PhaG, (R)-3-hidroxiacil
ACP:CoA transacilase; Phal, (R) enoil-CoA hidratase.

49



Revisdo Bibliogrdfica

Os genes de biossintese de PHAs sdo arranjados em vérios
clusters em diferentes bactérias. Entretanto, apesar das sequéncias das
enzimas serem bastante conservadas entre as espécies, o nimero de
genes envolvidos e a disposicio dos mesmos nos operon diferem
significativamente (Madison e Huisman, 1999; Rehm e Steinbiichel,
1999). Enquanto em C. necator eles formam um operon, em outros
microrganismos podem estar dispersos pelo genoma.

A via bioquimica para a sintese de PHAs tem sido estudada em
nivel molecular, com particular interesse na enzima poli-
hidroxialcanoato sintase (PHA sintase), a qual catalisa passo chave desta
via. Os genes envolvidos na biossintese de PHAs de vdrias bactérias
foram clonados e analisados em nivel molecular (Steinbiichel e
Schlegel, 1991; Steinbiichel et al., 1992).

Atualmente, a C. necator é considerada o organismo modelo para
o estudo do metabolismo dos PHAs de cadeia curta, sendo que as rotas
metabdlicas, enzimas e genes envolvidos na sua biossintese ja foram
bem caracterizados e definidos. A via de biossintese de PHB a partir de
acetil-CoA consiste de trés reagdes enzimadticas envolvendo as enzimas
B-cetotiolase (PhaA), NADPH-dependente acetoacetil-CoA redutase
(PhaB) e PHA sintase (PhaC) codificadas pelos genes phbA, phbB e
phbC agrupados em um operon (phbCAB) (Figura 7).

o) o o0 OH o Q
)j\SCoA — Mscm — /\)l\scm —PM
n

J-cetotiolase Acetoacetil-CoA PHB polimerase
w. redutase -
e
p )
™ | phc || proa || pnos |

Figura 7 - Biossintese de poli-hidroxibutirato (PHB) em Cupriavidus
necator. S3o destacadas as enzimas envolvidas e a organizacdo dos
genes no operon (Madison e Huisman, 1999).
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A PHA sintase (phbC) possui uma baixa especificidade, podendo
incorporar diversos precursores, como por exemplo, 3-hidroxibutiril-
CoA, 3-hidroxipropionil-CoA, 3-hidroxivaleril-CoA, bem como 4-
hidroxibutiril-CoA. Quando o tipo de substrato utilizado permite ao
metabolismo a formacdo de 3-hidroxivaleril-CoA, tem-se a formagao do
copolimero PHBV. A fracdo de 3HB e 3HV no copolimero pode ser
manipulada alterando a concentracdo de propionato ou de glicose no
meio de cultura (Li et al., 2007).

Quando glicose é o tnico substrato carbonico utilizado para a
producdo de PHAs, este é metabolizado até unidades de acetil-CoA.
Duas moléculas de acetil-CoA condensam-se, por atividade de uma -
cetotiolase especifica, produzindo acetoacetil-CoA. Este dltimo
composto € reduzido, por atividade de uma redutase dependente de
NADPH a 3-hidroxibutiril-CoA, o qual é substrato para a enzima de
polimerizacdo, PHA sintase, produzindo o PHB. No entanto, se
propionato ou valerato (ou outro substrato de 3 ou 5 carbonos) é
utilizado como um co-substrato, propionil-CoA ou valeril-CoA ¢é
produzido através da atividade da enzima acil-CoA sintase. O propionil-
CoA pode ser convertido em cetovaleril-CoA através da atividade da f-
cetotiolase, que o condensa a uma unidade de acetil-CoA. O cetovaleril
pode ser reduzido a 3-hidroxivaleril-CoA e este utilizado pela
polimerase para produzir copolimeros PHBV, como esquematizado na
Figura 8 (Anderson e Dawes, 1990; Doi et al., 1990).

Glicose Propionato
TCA <— acetil-CoA propionil-CoA

GoASH B-cetotiolase

acetoacetil-CoA 3-cetovaleril-CoA
NADPH NADPH

acetoacetil-CoA

NADP redutase NADP

3-hidroxibutiril-CoA 3-hidroxivaleril-CoA

v

P(3HB-co-3HV)

CoASHA/i PHA sintase #‘COASH
PHB

Figura 8 - Esquema da via de biossintese de PHB e de PHBV a partir de
glicose e propionato (Doi, Kanesawa et al., 1990).
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Aproximadamente 60 diferentes PHA sintases de 45 organismos
diferentes foram isoladas e caracterizadas (Rehm, 2003). Baseados na
especificidade ao substrato e na composicdo das subunidades
enzimaticas, as PHA sintases sdo classificadas em quatro tipos. PHA
sintases dos tipos I e II sdo formadas por uma Unica subunidade (PhaC)
com massa molecular entre 61 e 73 kDa. As PHA sintases do tipo I sdo
especificas para mondmeros de dcidos hidroxialcandicos de cadeia curta
(C3-C5), incluindo como representante deste grupo a PHA sintase de C.
necator (Slater et al., 1988).

O tipo II inclui PHA sintases de P. oleovorans e P. aeruginosa,
ambas catalisando a polimerizacio de monOmeros de d4cidos
hidroxialcandicos de cadeia média, contendo de 6 a 14 atomos de
carbono (Huisman et al., 1991).

PHA sintases do tipo III sdo encontradas nas bactérias
Allochromatium vinosum e Thiocapsa violacae. Estas bactérias possuem
a mesma especificidade para substratos que a enzima do tipo I, apesar de
se diferenciarem em sua estrutura primdria. A enzima possui duas
subunidades. A subunidade PhaC, com massa molecular de
aproximadamente 40 kDa, apresenta similaridade de 21 e 28% com os
tipos I e II, e a subunidade PhaE, com massa molecular de
aproximadamente 40 kDa, ndo apresenta nenhuma similaridade com
PHAs sintases. Como s3o similares ao tipo I, estas PHA sintases
preferem polimerizar mondmeros de cadeia curta (C3 e C5)
(Liebergesell et al., 2000).

As PHAs sintases do tipo IV, representadas por Bacillus
megaterium, sdo parecidas com as PHAs sintases do tipo III, ocorrendo
a troca da subunidade PhaE por uma subunidade PhaR, com massa
molecular de aproximadamente 20 kDa (Mccool e Cannon, 2001).

Em C. violaceum, a expressdao dos genes phaC (PHA sintase) e
phaA (B-cetotiolase), que pertencem a um operon, ¢ do gene phaB
(acetoacetil-CoA redutase), que ocorre isoladamente no genoma,
permite a biossintese de polimeros hidroxialcandicos de cadeia curta. O
copolimero PHBV ¢ sintetizado utilizando unicamente glicose como
fonte de carbono, enquanto o homopolimero poli-3-hidroxivalerato
(PHV) utiliza 4cido valérico como tnico precursor (Steinbiichel et al.,
1993; Kolibachuk et al., 1999; Viegas, 2005).

As tentativas de construir uma E. coli recombinante contendo o
gene phaC de C. violaceum apresentaram uma producgdo insignificante
de polimero (Kolibachuk et al., 1999; Piemolini, 2004). Bressan (2007),
realizando estudos in silico com a C. violaceum, propds uma abordagem
diferente para a clonagem do gene PHA sintase em E. coli
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recombinante. Ensaios experimentais realizados apresentaram resultados
promissores em relacdo aos estudos anteriores. A Figura 9 apresenta a
modelagem por homologia da PHA sintase de C. violaceum realizada
por Bressan (2007), apresentando em destaque a triade catalitica
formada pela cisteina (C315), aspartato (D471) e histidina (H501).

Figura 9 - Modelo proposto para a poli-hidroxialcanoato sintase (PhaC)

de Chromobacterium violaceum. A triade catalitica é apresentada no
detalhe (Bressan, 2007).

3.2.4.1 Proteinas associadas aos granulos de PHAs

Geralmente, os PHAs sdo encontrados dispersos no citoplasma,
acumulados como inclusdes dentro da célula. Os granulos possuem
natureza hidrofébica, sendo delimitados por um complexo formado por
uma camada simples de fosfolipidios e proteinas associadas a sintese e
degradacdo do polimero ou a estabilizagdo do granulo, evitando a sua
coalescéncia com granulos vizinhos. Os poli-hidroxialcanoatos in vivo
possuem natureza amorfa e fluida, tornando-se altamente cristalino apds
a sua extracdo com solventes organicos (Madison e Huisman, 1999;
Sudesh et al., 2000). A Figura 10 apresenta a organizacdo estrutural de
um granulo de PHAs.

Quatro tipos de proteinas sdo encontradas associadas aos granulos
de PHAs durante a sua sintese (Potter e Steinbiichel, 2005): PHA
sintase, PHA despolimerase (PhaZ) e 3HB-oligbmero hidroxilase,
fasinas (PhaPs) e fator de transcricdo R (PhaR).
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Figura 10 - Organizagao estrutural dos granulos e moléculas envolvidas
na biossintese e no catabolismo de poli-hidroxialcanoatos (modificado
de Luengo et al., 2003).

A PhaZ € uma PHA despolimerase intracelular, responsavel pela
degradacdo do polimero para sua utilizagdo como fonte de energia e
carbono. Encontra-se na superficie do granulo e possui atividade
somente sobre os PHAs no estado amorfo, sendo inativa sobre o
polimero na sua forma cristalina (Sudesh et al., 2000; Stubbe et al.,
2005). A sintese de polimeros com elevada massa molecular em E. coli
pode estar diretamente associada a auséncia de PhaZ neste
microrganismo.

Potter e colaboradores (2004) demonstraram a ocorréncia de
quatro tipos diferentes de Fasinas em C. necator: PhaP1, PhaP2, PhaP3
e PhaP4. A proteina predominante é a PhaP1, cobrindo cerca de 30% da
superficie do granulo, enquanto as proteinas PhaP2, PhaP3 e PhaP4
ocorrem em concentracdes muito baixas. A PhaP1 ndo apresenta
atividade enzimadtica, possuindo importante funcio na estabilizagdo da
estrutura dos granulos intracelulares, evitando a coalescéncia entre
granulos vizinhos. Os niveis de expressdo da PhaPl1 determinam o
nimero e tamanho dos granulos formados, havendo uma relagdo inversa
entre os niveis de expressao da PhaP1 e o tamanho dos granulos (Potter
e Steinbiichel, 2005). Por exemplo, enquanto C. necator possui entre 8 e
12 granulos de diferentes tamanhos, P. oleovorans possui apenas 1 ou 2
granulos grandes (Rehm, 2003).
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3.2.5 Aplicacoes dos PHAs

Biomateriais sdo produtos naturais sintetizados e catabolizados
por diferentes microrganismos e que podem ser utilizados em uma
grande quantidade de aplicacdes biotecnoldgicas. Eles podem ser
degradados (assimilados) por muitas espécies (biodegraddveis) e nio
causam efeitos toxicos no hospedeiro (biocompativeis) (Steinbiichel e
Fuchtenbusch, 1998; Angelova e Hunkeler, 1999; Zinn et al., 2001).
Estas propriedades conferem aos biomateriais uma vantagem
considerdvel sobre outros produtos sintéticos convencionais.

Devido as intimeras caracteristicas dos poli-hidroxialcanoatos,
como por exemplo, sua biodegradabilidade, e de serem sintetizados a
partir de fontes renovdveis de carbono, estes biomateriais foram
inicialmente utilizados como uma alternativa aos materiais preparados a
partir de plasticos de origem petroquimica (Madison e Huisman, 1999;
Steinbiichel e Lutke-Eversloh, 2003; Stubbe et al., 2005).

As principais aplicacdes propostas inicialmente para estes
polimeros consistiam na manufatura de produtos biodegraddveis para
diferentes setores, por exemplo, como garrafas, filmes e fibras para
embalagens de cosméticos e outros produtos; como coberturas plasticas
na agricultura; como filmes para revestimento de papel e fios; e como
produtos com ciclo de vida curta — barbeadores, fraldas, copos e talheres
plésticos (Steinbiichel e Fuchtenbusch, 1998).

No entanto, por serem polimeros biocompativeis e ndo toxicos,
podendo ser facilmente absorvidos e metabolizados pelo organismo, os
PHAs tém demonstrado uma larga aplicabilidade também na drea
médica (Tabela 6). Diversas aplicagdes tém sido testadas utilizando
estes biopolimeros como matéria-prima para a fabricacdo de materiais
utilizados em intervencdes cirdrgicas e outros procedimentos, incluindo
préteses dsseas e substratos para o desenvolvimento celular in vitro e in
vivo, além de fios de sutura e material para reconstituicio de vasos
sanguineos (Zinn et al., 2001).

Os PHAs podem atuar também como carreadores biodegradaveis
para liberagcdo gradual de diversos fairmacos, medicamentos, horménios,
inseticidas e herbicidas (Reddy et al., 2003). A utilizagdo de PHAs para
liberacdo gradual de antibidticos € particularmente util no controle de
infeccdes e formagdo de biofilmes que podem ocorrer em implantes de
préteses (Rossi et al., 2004). Estes biomateriais, nestes casos, podem ser
utilizados como um revestimento biodegradavel da prétese, impedindo o
estabelecimento de infeccdes e a formagdo de biofilmes durante a
regeneracdo dos tecidos envolvidos e da fixacao da protese.
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Tabela 6 - Aplicac¢des potenciais dos PHAs na medicina.

Tipo de aplicacao Produtos

suturas, substitutos de pele, nervos,

Tratamento de ferimentos P
malhas cirdrgicas, grampos

valvulas cardiacas, estruturas
Sistema vascular cardiovaculares, ataduras pericardicas,
enxertos vasculares

estruturas para cartilagens, suporte
espinhal, enxertos 6sseos, regeneracio

Ortopedia do menisco, fixacdo de dispositivos
internos (ex. parafusos)

Disposicao controlada de micro e nanoesferas para terapia anti-

farmacos cancer

Urologia proéteses (stents) uroldgicos

Odontologia material de barreira para regeneracio

de tecidos em periodontite

Ultrassom e tomografia

computadorizada agentes de contraste

Fonte: Adaptado de Zinn et al., 2001.

Os PHAs possuem vdrias caracteristicas que os tornam um
material superior quando comparados aos demais materiais atualmente
utilizados para este propdsito. A taxa de liberacdo de antibidticos, por
exemplo, pode ser parcialmente controlada através da manipulagdo da
composicdo monomérica do polimero. Além destas aplicacdes, alguns
mondmeros apresentam ainda um potencial terapéutico. O mondmero
que se destaca para estas aplicagcdes € o 4-hidroxibutirato (4HB)
encontrado em alguns polimeros e também conhecido como y-
hidroxibutirato (GHB) (Sudesh et al., 2000). O 4HB ¢ utilizado como
agente anestésico intravenoso na Europa e Japdo, como auxiliar no
tratamento da narcolepsia e, mais recentemente, também sugerido para o
tratamento das sindromes de abstinéncia de dlcool apds a descoberta de
que o 4-HB aumenta os niveis cerebrais de dopamina. Recentemente,
TephaFLEX®, uma sutura reabsorvivel baseada no poli(4-
hidroxibutirato), foi aprovada pelo FDA (US Food and Drug
Administration) para aplicagoes clinicas (Li et al., 2008).
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A obten¢do de nanoparticulas de PHAs a partir da extracdo dos
granulos também foi recentemente descrita (Potter e Steinbiichel, 2005).
Diferentes substincias poderiam ser ligadas a estas nanoparticulas
através da fusdo com as fasinas, como medicamentos e outros farmacos,
anticorpos, antigenos e marcadores diversos. Estas fusdes poderiam ser
obtidas pela tecnologia do DNA recombinante, enzimaticamente ou
através de reacdes quimicas. Em C. necator e outras bactérias, a
manipulacio da expressdo da proteina PhaP (fasina) durante a sintese do
polimero permitiria ainda um controle do tamanho das nanoparticulas, ja
que estas proteinas tem demonstrado importante fun¢io na determinacio
do tamanho dos granulos formados.

A fim de estabelecer sistemas de produ¢do de PHAs econdmicos
e obter biopolimeros a partir de fontes baratas de carbono, de
preferéncia a partir de fontes renovdveis, CO; e residuos; esfor¢os t€m
sido realizados para estabelecer novas vias em organismos procariéticos
e eucaridticos recombinantes. Isto requer transferéncia de um gene
estrutural da PHA sintase, expressao de uma proteina PHA sintase ativa
e estabelecimento de vias que proporcionem esta PHA sintase ativa e
substratos em concentragdes suficientes. Somente se estes trés aspectos
forem satisfeitos a via metabdlica de producdo de PHAs serd expressa e
permitird a biossintese destes polimeros a partir de intermedidrios
centrais e assim, a produgdo a partir de fontes renovaveis de carbono ou
até mesmo CO, (Steinbiichel e Lutke-Eversloh, 2003).
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CAriTULO 4
MATERIAIS E METODOS

4.1 - Microrganismo

O microrganismo utilizado neste estudo foi a Chromobacterium
violaceum ATCC 12472, linhagem sequenciada pelo projeto Genoma
Brasileiro. A linhagem era mantida em meio Luria-Bertani (LB),
composto de 10 g-I"" de peptona de carne, 5 g-I"" de extrato de levedura e
5 g-l'l de cloreto de sédio, contendo 20% de glicerol, a -80 °C. Quando
de sua utilizacdo, uma algada do meio armazenado era transferida por
esgotamento para uma placa de Petri contendo meio dgar-LB.

4.2 - Producao de poli-hidroxialcanoatos

4.2.1 Estudos em agitador orbital (shaker)

A produgdo de PHAs em C. violaceum foi estudada sob limitagdo
de nitrogénio e de fosforo variando-se o pH (6 e 7), a concentracio de
glicose (10, 20 e 30 g-l'l) e a concentracdo de propionato (0, 5, 10 e 15
mM) como precursor de unidades de valerato. Os experimentos foram
realizados em duplicata utilizando temperatura (30°C) e velocidade de
agitagdo (2,5 Hz) constantes, totalizando 96 ensaios.

O meio mineral (MM) utilizado nos experimentos foi baseado em
Aragio e colaboradores (1996). A Tabela 7 apresenta a composi¢do do
meio mineral, enquanto a Tabela 8 apresenta a composi¢do da solucio
concentrada de elementos traco. Nos experimentos, para a limitagdo em
nitrogénio utilizou-se 2,3 g-l'l de sulfato de amonio ((NH,4),SO,), sendo
que as outras concentracdes do MM mantiveram-se constantes,
enquanto que para a limitacio em fésforo utilizaram-se 0,34 g-I"' de
fosfato dibasico de sédio (Na,HPO,) e 0,15 g~1’1 de fosfato monobasico
de potdssio (KH,PO,). Foram preparadas soluc¢des de glicose (C¢H;,0¢)
25% (m/v), de sulfato de magnésio (MgSO,-7H,0) 0,1 M e de 4cido
propidnico (C3HgO,) 0,1 M (neutralizada a pH 7 com hidréxido de sédio
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(NaOH) 10 M). Todas as solu¢des utilizadas nos experimentos,
incluindo o meio mineral, foram autoclavadas a 121°C durante 20
minutos.

A etapa de pré-cultura foi realizada transferindo-se uma coldnia
de C. violaceum para um frasco Erlenmeyer de 125 ml contendo 30 ml
de meio LB, que foi agitado durante 24 h a 2,5 Hz e 30°C. O in6culo foi
preparado em frasco Erlenmeyer de 500 ml utilizando o MM descrito na
Tabela 7, ao qual foram acrescentados 10 ml da pré-cultura, 30 g1" de
glicose 25% (m/v) e 0,5 g-l'l de sulfato de magnésio 0,1 M, de modo a
se obter um volume final de in6culo de 100 ml.

Tabela 7 - Composi¢do do meio mineral utilizado nos experimentos em
agitador orbital e biorreator de bancada.

Reagentes Concentracao
Acido nitrilotriacético [N(CH,COOH);] 0,19 g-l'l
Citrato ferroso de amo6nio [Fe(NH4)3(CsHsO7),] 0,06 g-l'l
Cloreto de célcio diidratado [CaCl,-H,0] 0,01 g-l'l
Fosfato dibasico de sédio [Na,HPO,] 3,54 g-l’1
Fosfato monobasico de potassio [KH,PO,] 0,01 g-l’1
Sulfato de amdnio [(NH4),SO4] 5,00 g1
Solucdo de elementos traco 1,00 ml-1"!

Tabela 8 - Composicdo da solugdo concentrada de elementos trago
utilizada nos experimentos em agitador orbital e biorreator de bancada.

Elementos traco Concentracio (g-1")
H;BO; 0,30
CoCl,:6H,0 0,20
ZnS047H,0 0,10
MnCl,-4H,0 0,03
Na,MoO,-2H,0 0,03
NiCl,-6H,O 0,02
CuSO,-5H,0 0,01
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O pH do meio mineral foi corrigido utilizando-se hidréxido de
sodio (NaOH) 2M e acido cloridrico (HCI) 1M. Este meio foi incubado
a 30°C e 2,5 Hz durante 24 horas. Os meios de cultura foram preparados
em frascos Erlenmeyer de 100 ml contendo um volume final de 30 ml.

Ap6s 48 horas de cultivo a 30°C e 2,5 Hz, 4,5 ml do meio de
cultura foi centrifugado em micro-tubos a 11000-g durante 15 minutos a
4°C em centrifuga Hitachi modelo HIMAC CR 20B2. O precipitado foi
ressuspendido com dgua destilada e centrifugado duas vezes para
lavagem, seguido de secagem em estufa a 50°C até peso constante. Este
procedimento foi realizado em triplicata, de modo a se obter uma maior
precisdo nos resultados obtidos. A percentagem de actimulo de PHAs,
bem como sua caracterizagdo, foi realizada por cromatografia gasosa,
conforme descrito na se¢do Técnicas analiticas, item 4.4.

4.2.2 Estudos em biorreator de bancada

Os estudos em escala de bancada para a producdo e
caracterizacdo dos PHAs foram realizados em um biorreator de sete
litros BioFlo 110 (New Brunswick Scientific Co., Edison NJ), com
volume de trabalho de quatro litros (Figura 11), localizado no
Laboratério de Tecnologias Integradas - InteLAB, da Universidade
Federal de Santa Catarina.

Figura 11 - Biorreator de bancada BioFlo 110, com volume de trabalho
de quatro litros e controle de temperatura, pH e agitacao.
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Na Tabela 9 estdo resumidas as condigdes experimentais
utilizadas nos experimentos para a producdo de poli-hidroxialcanoatos
em C. violaceum a 20°C e pH 7.

Tabela 9 - Condigdes utilizadas nos experimentos em biorreator de
bancada para producdo de PHAs em Chromobacterium violaceum com
pH 7 e concentragdo de glicose de 20 g-I"".

Concentracao de

Experimento Limitacao propionato (mM)
1 N 0
2 N 10
3 P 0
4 P 10

O pré-inéculo foi preparado inoculando-se trés algadas da cepa de
C. violaceum mantida em meio dgar-LB em um frasco Erlenmeyer de
125 ml contendo 40 ml de meio LB. O frasco foi incubado a 30°C sob
agitacdo de 2,5 Hz durante 24 h.

O in6culo foi preparado em frasco Erlenmeyer de 1000 ml
utilizando o meio mineral (MM) descrito na Tabela 7. Para se obter um
volume final de 400 ml de indculo, foram adicionados 40 ml do pré-
inéculo, 48 ml de glicose 25% (m/v) e 8 ml de sulfato de magnésio 0,1
M a 304 ml do meio mineral. O pH do meio foi corrigido para 7
utilizando-se HCI1 1M e NaOH 1 M. Este meio foi incubado a 30°C e 2,5
Hz durante 30 horas.

O biorreator contendo o MM foi autoclavado a 121°C durante 20
minutos e o indculo e as solugdes de glicose e sulfato de magnésio
foram adicionadas assepticamente. Durante a cultura a temperatura foi
mantida constante em 30°C e o pH ajustado a 7 com solu¢gdes de NaOH
10% (m/v) e HCl 10% (v/v). Como antiespumante foi utilizado
polipropilenoglicol (Sigma-Aldrich). As condicdes iniciais de agitacdo e
aeracdo foram de 7,0 Hz e 0,5 l'min™* respectivamente, aumentando
gradualmente até 14 Hz e 1,5 l-min'l, de modo a manter a concentraciao
de oxigénio dissolvido sempre superior a 30%.

Durante os experimentos, em intervalos de duas horas, foram
retiradas amostras de aproximadamente 20 ml. Desta amostra, 14 ml
foram divididos em sete microtubos de 2 ml, que foram centrifugados a
10000-g durante cinco minutos. O sobrenadante foi guardado em outros
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tr€s microtubos e congelado para a realizacdo de andlises posteriores. O
precipitado foi lavado duas vezes com dgua destilada, sendo o
sobrenadante descartado. Metade dos micro-tubos foi utilizada para a
determinagdo da concentragdo de biomassa e a outra metade dos micro-
tubos foi congelada para posterior andlise do polimero. As Técnicas
analiticas estdo descritas no item 4.4.

4.3 - Extracio e preparacao dos filmes de PHAs

4.3.1 Extracao dos poli-hidroxialcanoatos

A extracdo foi realizada seguindo o método desenvolvido por
Shishatskaya e Volova (2004). Aproximadamente cinco gramas de
biomassa seca, macerada e triturada, foram colocadas em um baldo de
fundo redondo com aproximadamente 250 ml de etanol 46% (v/v)
contendo 0,7 g1' de KOH. A solugdo foi aquecida até o ponto de
ebulicdo por aproximadamente 40 minutos em um condensador. Apds, o
baldo foi retirado do condensador para a decantagdo do material sélido.
O sobrenadante foi removido por centrifugacdo (7000-g, dez minutos) e
250 ml de etanol 96% (v/v) foram adicionados ao precipitado para
lavagem. A solu¢@o foi novamente centrifugada para retirada do liquido
de lavagem. O precipitado foi transferido para um baldo de fundo
redondo, ao qual foram adicionados 250 ml de cloroférmio. A solugéo
foi aquecida até o ponto de ebulicio em um condensador. Apds
aproximadamente 40 minutos, a solucdo foi resfriada a temperatura
ambiente e filtrada com algoddo para retirada do material sélido. Ao
filtrado foi acrescentado aproximadamente trés vezes o seu volume de
etanol 96% (v/v) e colocado em geladeira por 24 horas. A mistura foi
filtrada, deixando o papel filtro secar durante trés dias.

4.3.2 Preparacao dos filmes de PHAs

Para a preparacdo dos filmes de PHBV para andlise através de
microscopia eletronica de varredura, o material foi extraido da biomassa
de C. violaceum obtida em biorreator BioFlo 110. O ensaio foi realizado
com limitacdo de nitrogénio, pH 7, 30°C, 20 gI"' de glicose e sem a
adi¢do de propionato como co-substrato. O polimero obtido do processo
de extracdo da biomassa seca foi solubilizado em cloroférmio P.A., na
razdo de 2% (m/v), sendo a solucdo mantida em agitacdo até a completa
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dissolucdo do material. A solugdo foi entdo vertida em uma placa de
vidro, sendo mantida em estufa a temperatura de 40°C por 24 horas para
a completa evaporacdo do solvente. Os filmes assim preparados foram
armazenados para posterior caracterizacao.

4.4 - Técnicas analiticas

4.4.1 Determinacio da concentracio de biomassa

A concentra¢do 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 h. Apds a centrifugacdo de 2 ml da amostra, o
microtubo foi novamente seco em estufa a 90°C até massa constante. A
diferenca entre as massas do microtubo foi considerada como o valor da
concentracio da biomassa seca em cada amostra.

4.4.2 Determinacao da concentracio de substrato

A concentragdo de substrato no meio foi obtida pelo método do
acido 3-5 dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), que determina a
concentragdo de aguicares redutores presentes na amostra. O reativo foi
preparado adicionando-se em dgua destilada 300 g de tartarato de sodio
e potdssio tetraidratado (KNaC4H;044H,0) e 16 g de hidréxido de
s6dio (NaOH). Ap6s, 10 g de acido dinitrosalicilico (C;H4N,O7) foram
adicionados muito lentamente, completando o volume para 1000 ml
com 4gua destilada.

Um volume de 1 ml de sobrenadante, previamente diluido, foi
adicionado a 1 ml do reativo DNS e depois colocado em ebulicdo
durante cinco minutos em banho-maria. Apds esse periodo, fez-se o
resfriamento em banho de gelo e adicionaram-se 8 ml de dgua destilada.
Apds 15 minutos em repouso para estabilizacdo da temperatura, foi
realizada a leitura em espectrofotdometro (Spectrum SP-1105, Shanghai
Spectrum Instruments Co., China) a 540 nm contra um branco de dgua
destilada que passou pelo mesmo procedimento. A curva padrio
expressa a concentracio de glicose (g-1") em funcio da absorbancia em
uma escala compreendida entre 0 e 3 g-1" de glicose (Anexo I - Figura
36).
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4.4.3 Dosagem de nitrogénio

Para a dosagem do nitrogénio foi utilizado o kit Ureia ES, um kit
enzimatico-colorimétrico (Gold Analisa - Brasil), que mede a
quantidade de nitrogénio amoniacal do meio. Os reagentes utilizados
foram: (1) Padrdo: contendo ureia 50 mg-dl'l; (2) Tampao: contendo
fosfato 20 mmol-1" pH 6,9, salicilato de sdédio 62 mmol-1" e
nitroprussiato de sédio 3,4 mmol-l'l; (3) Urease: contendo urease > 500
Uml'; e (4) Oxidante: contendo hidréxido de sédio 150 mmol-1" e
hipoclorito de sédio 7 mmol-1".

Para a melhor determinagdo dos valores, foi preparada uma curva
padrio de nitrogénio em funcdo da absorbincia em uma escala
compreendida entre 0,1 ¢ 0,7 g-1"' de nitrogénio (Anexo I - Figura 37).

Para a realizagdo do teste foram identificados dois tubos de
ensaio como referéncia (R) e teste (T), procedendo-se conforme a
Tabela 10.

Tabela 10 - Quantidade de reagente utilizado para andlise de nitrogénio.

Tubos Referéncia (R) Teste (T)
Amostra - 10 uL
Reagente de trabalho 1000 pL 1000 pLL

Agitar e esperar 10 minutos
Oxidante 1000 pL 1000 puL

Agitou-se e deixou-se repousar por dez minutos em temperatura
ambiente. As absorbancias do teste foram lidas em espectrofotometro
(Spectrum SP-1105, Shanghai Spectrum Instruments Co., Ltd -
Shanghai, China) a 600 nm, ajustando-se o zero com a referéncia. A
concentracdo de nitrogénio foi calculada em g1' com base na curva
padrio, que foi construida seguindo o mesmo procedimento utilizado
para o teste.

4.4.4 Dosagem de fosforo

Para a dosagem do fésforo foi utilizado um kit enzimatico-
colorimétrico (Gold Analisa - Brasil). Os reagentes utilizados foram: (1)
Padrio de 5,0 mg-dl’: contendo fosfato monobdsico de potdssio 220
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mg-l’l, acido cloridrico 1 M e azida sédica 7,7 mmol-l’l; (2) Redutor:
contendo 4cido ascérbico 57 mmol-1" e glicerol 95%; (3) Molibdato:
contendo molibdato de aménio 20 mmol-I"! e 4cido sulfdrico 1,5 mol-1".

Foram identificados trés tubos de ensaio como referéncia (B),
teste (T) e padrdo (P) e procedeu-se conforme a Tabela 11.

Tabela 11 - Quantidade de reagente utilizado para analise de fésforo.

Tubos Referéncia (B) Teste (T) Padrao (P)
Padrio (1) — — 0,1 ml
Amostra - 0,1 ml -
Agua destilada 2,5ml 2,5ml 2,5ml
Redutor (2) 1 gota 1 gota 1 gota
Molibdato (3) 1 gota 1 gota 1 gota

Agitar e esperar 2 minutos
Tampdo (4) 2 gotas 2 gotas 2 gotas

Agitou-se e deixou-se repousar por cinco minutos em temperatura
ambiente. As absorbincias do teste e do padrdo foram lidas em
espectrofotdmetro (Spectrum SP-1105, Shanghai Spectrum Instruments
Co., Ltd — Shanghai, China) a 650 nm, ajustando-se o zero com a
referéncia. A concentragio de fésforo foi calculada em gl
multiplicando-se a absorbancia lida pelo fator de correcdo calculado
pela Equacdo 1.

5 mg/dL
absorbancia do padrao a 650 nm

Fator de correcdo =

6]

4.4.5 Dosagem de poli-hidroxialcanoatos

A percentagem de actimulo de PHAs, bem como sua
caracterizag¢do, foi feita por cromatografia gasosa conforme método
descrito por Braunegg e colaboradores (1978), com as modificagdes
propostas por Brandl e colaboradores (1988).

As amostras, com volume conhecido de meio de cultura, foram
centrifugadas a 10000-g por cinco minutos. O precipitado foi lavado
duas vezes com dgua destilada e congelado para posterior andlise. Apds
descongelamento, o precipitado foi ressuspendido em 2 ml de uma
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solucdo contendo 15% (v/v) de H,SOy4, 85% (v/v) de metanol e 4cido
benzdico na concentracido de 0,4 g-l'1 como padrio interno, ¢ 1 ml de
cloroférmio. A suspensdo foi aquecida em banho-maria a 100°C durante
duas horas e 20 minutos, sendo que apds a primeira hora de
aquecimento a mistura foi agitada em agitador de tubos durante alguns
segundos e recolocada no banho-maria. As amostras foram resfriadas
durante dez minutos em banho de gelo. Apds, foi adicionado 1 ml de
dgua destilada as amostras, agitando cada amostra em agitador de tubos
durante 30 segundos, deixando separar as fases. A fase inferior
(orgénica) foi recolhida com auxilio de uma micropipeta e levada para
andlise em cromatdégrafo gasoso (Shimadzu 2014), equipado com
detector de ionizacdo de chama (FID). Foi utilizada uma coluna de silica
fundida (Supelcowax-10/0,53 mm x 30 m). O gds de arraste foi
nitrogénio a 20 ml-min”' e as temperaturas de injecdo, de deteccio e da
coluna foram, respectivamente, 90°C, 230°C e 110°C. O volume de
amostra injetado foi de 1 ul. A curva padrdo foi construida utilizando o
padrio P(3HB-co-3HV) 86% 3HB e 14% 3HV (Sigma), com a massa
das amostras variando entre 2,0 e 30 mg, seguindo 0s mesmos
procedimentos descritos para a andlise dos pontos experimentais (Anexo
I - Figuras 34 e 35).

As andlises de cromatografia gasosa dos polimeros obtidos foram
realizadas na Central de Andlises do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina.

4.5 - Caracterizaciao dos biopolimeros

4.5.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Permite uma caracterizacio rdpida e precisa da superficie e das
sub-estruturas porosas dos biopolimeros. A drea a ser analisada €
bombardeada por um feixe de elétrons, de intensidade variada. A
interacdo do feixe de elétrons com a superficie da amostra emite uma
série de radiacdes, que fornecem informagdes sobre a composicio,
topografia dos polimeros e detalhes de textura da superficie.

A andlise foi realizada no Laboratério de Materiais do
Departamento de Engenharia Mecénica da Universidade Federal de
Santa Catarina utilizando um equipamento Philips XL-30. A amostra foi
preparada através da fratura em nitrogénio liquido dos filmes de PHAs.
Os fragmentos da superficie de fratura foram fixados em suporte de
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aluminio e receberam uma fina camada de ouro (aproximadamente 20
mm de espessura) utilizando-se um metalizador de amostras.

4.5.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

No estudo dos polimeros, a Espectroscopia na Regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) permite analisar os
compostos presentes na estrutura dos mesmos e a interagdo entre eles.
Exceto para isomeros Opticos, ndo se conhecem compostos com um
mesmo espectro.

A amostra foi preparada prensando-se o polimero moido na
forma de pastilha, juntamente com brometo de potdssio (KBr).

A andlise foi realizada na Central de Anélises do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina utilizando um
espectrometro Bomen, modelo ABB FTLA200, na faixa de nimero de
onda entre 400 e 4000 cm'l, com resolugdo de 2 cm’l.

4.5.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

E um tipo de andlise térmica onde o fluxo de calor entre a
amostra analisada e a amostra de referéncia é medido em fungdo da
temperatura e/ou tempo. A andlise por DSC indica a modificacdo
precisa da estrutura ao ser verificada sua variagdo de entropia por
medidas calorimétricas de entalpia. Esta técnica permite determinar o
grau de cristalinidade (¥c), a temperatura de fusdo (T,,) e a temperatura
de transigéo vitrea (T,) da amostra.

A andlise foi realizada na Central de Andlises do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina utilizando um
equipamento Shimadzu DSC50. As amostras, pesando entre 4,0 e 6,1
mg, foram seladas em panelas de aluminio sob atmosfera de argbnio e
aquecidas uma Unica vez (primeiro aquecimento) de -70°C a 200°C, com
taxa de aquecimento de 10°C-min".

4.5.4 Analise termogravimétrica (TGA)

A Anidlise termogravimétrica (TGA) mede a variacdo de massa
em funcdo da temperatura em uma atmosfera controlada. E possivel
obter a estabilidade térmica dos polimeros, determinando temperatura
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do inicio de degradagdo (T;), temperatura mdxima de degradacdo (Tpic,)
e a perda de massa da amostra.

A andlise foi realizada na Central de Anélises do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina utilizando o
equipamento Shimadzu TGAS50, sob atmosfera de argdnio, sendo as
amostras aquecidas de 20°C a 600°C a uma taxa de aquecimento de
10°C-min™', sendo utilizada a primeira derivada para a determinagdo da
temperatura maxima de degradacio.

4.6 - Metodologias utilizadas nos calculos

e Fator de conversado de substrato em produto

PHBYV; - PHBY,

Y, =
PHBV/S So - S, 2
onde:
Ypusvis = fator de conversdo de substrato em produto (g g'l)
PHBV, = quantidade de polimero PHBV no tempo t (g-L")
PHBV, = quantidade de polimero PHBV no tempo 0 (gL
So = quantidade de substrato no tempo 0 (g-L™")
St = quantidade de substrato no tempo t (g-L™)
e Fator de conversido de substrato em biomassa
X -X
Yo = 2t = X0 3
XIS= g TS, 3)
onde:
Yxis = fator de conversdo de substrato em biomassa (g g'l)
X, = quantidade de biomassa no tempo t (g-L")
Xo = quantidade de biomassa no tempo 0 (g-L™)
So = quantidade de substrato no tempo 0 (g-L™")
S. = quantidade de substrato no tempo t (gL
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¢ Produtividade em polimero PHBV (produto)

PHBV, - PHBV,

Pprpy = — )
onde:
Ppugv = Produtividade de PHBV (g-1"-h™)
PHBV, = quantidade de PHBV no tempot (g-L™")
PHBV, = quantidade de PHBV no tempo 0 (g-L")
t = tempo de cultivo (h)

to

tempo inicial de cultivo (h)

¢ Grau de cristalinidade utilizando calorimetria exploratdria diferencial

_ AH,, - AH, 100 )
c 0
AHp,
onde:
X. = Grau de cristalinidade
AH,, = Entalpia de fusdo da amostra (J-g™")
AH. = Entalpia de cristaliza¢do da amostra (J ~g’1)
A0 = Entalpia de fusdo considerando polimero 100% cristalino
b=

dgh
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CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Producao de poli-hidroxialcanoatos em Chromobacterium
violaceum

Neste capitulo sdao apresentados os resultados dos cultivos
realizados para a producdo de biopolimeros em C. violaceum utilizando
diferentes estratégias de cultivo. Foram realizados ensaios em agitador
orbital e em biorreator de bancada analisando o nutriente limitante, o pH
e as concentracoes de glicose (substrato) e de propionato, que foi
utilizado como co-substrato buscando aumentar a incorporacdo de
unidades de valerato ao polimero. Os polimeros obtidos foram
caracterizados quanto a sua composicdo e propriedades fisico-quimicas
usando, microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia na
regido do infravermelho (FTIR), calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), anélise termogravimétrica (TGA), cromatografia gasosa (CG) e
inspecdo visual da incorporacgdo de violaceina.

5.1.1 Produciao de PHAs em C. violaceum em agitador orbital

Para analisar a influéncia da concentragdo de glicose e da adi¢do
de propionato sobre a biossintese de poli-hidroxialcanoatos em C.
violaceum, a bactéria foi inicialmente cultivada em agitador orbital a 2,5
Hz e 30°C durante 48 horas. Nestas condi¢des, sob limitacdo de
nitrogénio ou de fésforo, foram realizados cultivos com pH inicial 6 ou
7, concentragdes de glicose de 10, 20 ou 30 g-l'1 e de propionato 0, 5,
10 ou 15 mM. As Tabelas 12 a 15 apresentam os resultados do pH final
e da concentracio de biomassa dos ensaios realizados em agitador
orbital utilizando as condi¢des de cultivo descritas. Os ensaios foram
realizados em duplicata e a determinagfo da biomassa por gravimetria
foi realizada em triplicata.
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Tabela 12 - Valores do pH final e da biomassa obtidos no cultivo de
Chromobacterium violaceum sob limita¢do de nitrogénio com pH inicial
igual a 7, com e sem adicdo de propionato, a 30°C, 2,5 Hz e 48h.

Conc. Conc. Biomassa (g17)
Glico Propi pH
se ~ onato  final ¢y 02 03  Média Desvio
(g1’) (mM)
0 490 24222 24222 24667 24370 0,0257

4,92 22889 24000 2,4000 2,3630 0,0642
5,71 09111 09333 09111 09185 0,0128

10 > 5,72 09778 10,9556 0,9556 0,9630 0,0128
10 590 0,6466 0,6444 0,6667 0,6519 0,0128

5,87 10,6889 0,6667 0,6889 0,6815 0,0128

15 6,03 04222 04222 0,4889 04444 0,0385

597 04444 04889 04889 04741 0,0257

4,75 3,2222 3,3111 3,400 3,3111 0,0889

0 4,72 3,3111 3,3778 3,400 3,3630 0,0463

5,73 1,0222 11,1111 1,1778 11,1037 0,0780

20 > 5,71 1,0889 1,2000 1,1333 11,1407 0,0559
10 5,84 0,6889 10,7333 0,8000 0,7407 0,0559

5,80 0,7111 0,8444 0,8444 0,8000 0,0770

15 5,84 - 0,6222 0,6222 0,6222 0,0000

5,87 0,5778 0,6222 0,6000 0,6000 0,0222

0 5,10 2,6667 27333 277556 2,7185 0,0463

5,09 2,5778 25778 2,6444 2,6000 0,0385

575 1,1111 1,1556 11,1556 11,1407 0,0257

> 5,70 1,0889 11,0889 11,1556 11,1111 0,0257

30 10 5,72 09111 0,8000 0,8222 0,8444 0,0588
5,69 0,7333 10,7556 0,7556 0,7481 0,0128

15 5,86 0,5333 10,5556 0,6000 0,5630 0,0339

5,82 0,6000 0,6000 0,5778 0,5926 0,0128
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Tabela 13 - Valores do pH final e da biomassa obtidos no cultivo de
Chromobacterium violaceum sob limita¢do de nitrogénio com pH inicial
igual a 6, com e sem adicdo de propionato, a 30°C, 2,5 Hz e 48h.

Conc. Conc. Biomassa (g17)

Glico Propi pH

se  onato final gy 02 03  Média Desvio
0 4,68 0,6444 0,6000 0,5778 0,6074 0,0339

4,54 0,5778 0,5778 0,6444 0,6000 0,0385
5,30 0,2000 10,2444 02222 0,2222 0,0222

10 > 5,30 0,2444 0,2444 0,2889 0,2593  0,0257
10 5,40 10,2444 0,2889 0,2444 0,2593 0,0257

5,39 0,2000 0,2222 0,2222 0,2148 0,0128

15 542 02667 0,2444 0,2667 0,2593 0,0128

544 02889 10,2444 0,2667 0,2667 0,0222

442 05778 0,6222 0,5778 0,5926 0,0257

0 445 05111 05333 04444 0,4963 0,0463

5 5,23 0,2889 0,2889 0,2444 0,2741 0,0257

20 5,23 03111 03111 0,3556 0,3259 0,0257
10 5,34 02667 03111 0,3111 0,2963  0,0257

536 03111 0,2889 0,3111 0,3037 0,0128

15 5,39 02222 0,2667 10,3333 0,2741 0,0559

545 03111 0,3333 0,2889 03111 0,0222

0 4,44 0,6000 0,6889 0,6667 0,6519 0,0463

442 0,6880 0,6444 0,6444 0,6593 0,0257

5,18 04222 0,4000 0,3333 0,3852 0,0463

> 5,19 04000 0,3778 03778 0,3852 0,0128

30 10 5,33 0,2444 03111 10,3333  0,2963  0,0463
533 03111 03111 0,3778 0,3333  0,0385

15 547 03333 03778 0,4000 0,3704 0,0339

547 03556 03111 03111 0,3259 0,0257
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Tabela 14 - Valores do pH final e da biomassa obtidos no cultivo de
Chromobacterium violaceum sob limitacdo de fésforo com pH inicial
igual a 7, com e sem adicdo de propionato, a 30°C, 2,5 Hz e 48h.

Conc. Conc. Biomassa (g17)
Glico Propi pH
se ~ onato final gy 02 03  Média Desvio
0 4,19 02667 03111 0,2667 0,2815 0,0257

4,18 0,2667 0,2444 0,3333 0,2815 0,0463
504 03111 0,2667 0,2667 0,2815 0,0257

10 > 5,05 0,2222  0,2889 0,2444 0,2519 0,0339
5,24 0,2000 0,2889 10,2444 0,2444 0,0444

10 5,24 0,2889 03111 0,2444 0,2815 0,0339

15 541 0,2444 0,2889 03111 0,2815 0,0339

540 02222 0,2889 10,3111 0,2741 0,0463

4,19 03556 04444 04222 04074 0,0463

0 4,24 0,3556 0,3778 0,4667 0,4000 0,0588

5 5,02 03778 0,3556 0,4000 0,3778 0,0222

20 4,99 0,2889 03111 0,3556 0,3185 0,0339
10 5,21 03556 0,3333  0,3333 00,3407 0,0128

5,19 0,2889 10,3556 10,3778 10,3407 0,0463

15 5,33 03111 03111 0,2222 0,2815 0,0513

5,34 0,2444 0,2889 0,2333  0,2593  0,0257

4,23 04222 04222 04444 0429 0,0128

0 4,21 03111 04222 04444 0,3926 0,0714

496 03556 10,3333 0,3333 0,3407 0,0128

> 494 0,2667 0,3556 0,2889 0,3037 0,0463

30 10 5,20 0,2444 10,3556 0,3556 10,3185 0,0642
5,18 10,2889 0,2889 03111 10,2963 0,0128

15 5,34 0,2222  0,2000 0,2444 0,2222 0,0222

5,33 0,2000 0,2222 0,2444 0,2222 0,0222
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Tabela 15 - Valores do pH final e da biomassa obtidos no cultivo de
Chromobacterium violaceum sob limitacdo de fésforo com pH inicial
igual a 6, com e sem adi¢do de propionato, 30°C, 2,5 Hz e 48h.

Conc. Conc. Biomassa (g17)
Glico Propi pH
se  onato final gy 02 03  Média Desvio
(gl) (mM)
0 4,19 10,2889 0,3111 0,2667 0,2889 0,0222

4,17 0,2889 0,2667 0,2667 02741 0,0128
4,87 02444 0,2000 0,3111 0,2519 0,0559

10 > 4,88 0,2000 0,2000 0,2667 0,2222 0,0385
10 5,08 02667 10,2222 0,2667 02519 0,0257

5,09 0,2889 10,2667 0,2444 0,2667 0,0222

15 5,24 0,2889 10,2889 10,2667 0,2815 0,0128

5,25 02667 10,2222 0,2222 0,2370 0,0257

4,10 03111 03111 0,2889 0,3037 0,0128

0 4,09 02667 02667 0,2889 0,2741 0,0128

4,85 02444 02222 0,2000 0,2222 0,0222

20 > 4,84 0,1556 02222 0,2000 0,1926 0,0339
10 506 0,1778 0,2000 0,2222 0,2000 0,0222

5,09 0,2222  0,2222 0,1778 0,2074 0,0257

15 5,25 0,1556 10,2222 00,2222 0,2000 0,0385

5,24 0,2444 0,1556 0,2222 0,2074 0,0463

0 4,03 0,28389 0,2889 04222 0,3333 0,0385

4,06 03111 03778 0,3111 0,3333 0,0385

4,81 0,2889 0,2444 0,2667 0,2667 0,0222

> 4,81 0,2889 0,2444 0,2667 0,2667 0,0222

30 10 5,06 02222 0,2444 0,2222 0,2296 0,0128
5,08 0,2000 0,2667 0,2444 0,2370 0,0339

15 5,22 0,2889 0,2667 0,2444 02667 0,0222

520 02667 03111 0,2667 0,2815 0,0257
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A andlise dos resultados das Tabelas 12 a 15 indica que a
producdo de biomassa € fortemente influenciada pelo pH inicial e pelo
nutriente limitante, sendo que maior producdo de biomassa foi obtida
nos ensaios que utilizaram limitagdo de nitrogénio com pH inicial 7.
Com estas condi¢des e concentracdo de 20 g-l'1 de glicose, a producio
de biomassa foi de 3,36 g-I"', enquanto a melhor produgio de células sob
limita¢do de nitrogénio e pH inicial 6 foi de apenas 0,66 g-I' com uma
concentracio de glicose de 30 g-1"". Sob limitacdo de fésforo, a producio
de biomassa foi menor para os dois pHs iniciais testados, alcangcando
0,33 gI'' com pH inicial 6 ¢ 0,43 g1 com pH inicial 7, ambos com uma
concentragdo de glicose de 30 g-1".

Em todas as condicdes testadas, a utilizacdo de propionato
diminuiu a produ¢do de biomassa, demonstrando o efeito téxico deste
co-substrato sobre o crescimento celular. A inibicdo da formacgdo da
biomassa ficou mais evidente nos ensaios realizados sob limitagcdo de
nitrogénio e pH inicial 7, onde o aumento da concentragcdo de propionato
diminuiu a produgéo de biomassa por C. violaceum em todos os ensaios.
Tomando como exemplo a biomassa produzida em pH inicial 7 e
concentracio de glicose de 20 g-I"', o valor diminuiu de 3,36 g-I"' sem a
adi¢do de co-substrato para 0,60 g1' quando 15 mM de propionato
foram utilizados. Esta reducdo ndo foi tdo pronunciada nos ensaios
realizados sob limitac¢do de fosforo, onde o aumento da concentracio de
propionato apresentou um efeito inibitério reduzido sobre a producdo de
biomassa, sendo a maior diferenca encontrada em pH inicial 7 e 30 g-I"
de glicose, onde a adicdo de 15 mM de propionato ao meio diminuiu a
producio de biomassa de 0,43 g-l'1 para 0,22 g-l'l.

Os valores do pH final em cada ensaio também evidenciam o
efeito inibitério do propionato sob a producdo de biomassa, ocorrendo
um aumento do valor do pH final com o aumento da concentracdo de
propionato. A adicdo de propionato alterou as caracteristicas do meio de
cultivo, resultando em condi¢des desfavoraveis de crescimento da
bactéria, diminuindo a quantidade de biomassa produzida.

A andlise da composicdo qualitativa e quantitativa dos
copolimeros produzidos por C. violaceum foi realizada escolhendo-se
dezesseis condicdes utilizadas nos ensaios em frascos agitados. A
biomassa obtida em cada experimento foi analisada por cromatografia
gasosa. Para o cédlculo dos fatores de conversdo, a concentracdo de
glicose no final do cultivo foi determinada pelo método DNS. As
Tabelas 16 e 17 apresentam as condicdes de cultivo das amostras
escolhidas dos ensaios realizados sob limitacdo de nitrogénio e fésforo.
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Os valores para a concentracio de glicose de 10 e 30 g-I"' foram
escolhidos tomando por base estudos que mostram que C. necator
utiliza glicose eficientemente como fonte de carbono em concentra¢des
em torno de 20 g-1", sofrendo inibi¢do em concentracdes inferiores a 10
g~l'1 (Kim et al., 1994; Oliveira, 1999). A escolha de 10 mM de
propionato deve-se a estudos anteriores realizados com a C. violaceum
ATCC 12472 que demonstraram que esta concentragdo de co-substrato
foi a que proporcionou a melhor razdo entre producido de biomassa e
actimulo de poli-hidroxialcanoatos (Viegas, 2005).

A Tabela 16 apresenta os resultados para a concentracdo de
biomassa e de PHAs nos ensaios realizados em C. violaceum sob
limitacdo de nitrogénio a 30°C durante 48 horas. Os resultados obtidos
para a determinacdo da biomassa realizados em triplicata, tanto para as
condigdes testadas em pH inicial 7 e pH inicial 6, foram analisados
estatisticamente pelo teste de Tukey, sendo que os valores indicados
com mesma letra ndo sdo diferentes ao nivel de 5% de significincia.

Tabela 16 - Condigdes de cultivo, biomassa produzida (g-1"), quantidade
de PHAs (g-1"), aciimulo de PHAs em 100 g de biomassa (g-g") e
quantidade de butirato ou valerato em 100 g de PHBV (gg")
produzidos por Chromobacterium violaceum sob limitagdo de nitrogénio
a 30°C durante 48 horas em agitador orbital. As concentra¢des de
biomassa obtidas em pH inicial 7 e pH inicial 6 foram analisadas pelo teste
de Tukey de forma independente ao nivel de 5% de significancia.

Glico Propio Bio 1 % Acua % %
H se_ nai)o mas_sa leiAlj mul_o2 3H1_33 3H\_/3
PY @1y M) gr) 8 gg)  (@ghH (@gH
10 0 2,437" 1,65 67,7 98,3 1,70
7 10 0,652b 0,46 71,0 91,7 8,30
30 0 2,719: 1,76 64,8 98,4 1,60
10 0,844 0,33 39,3 84,6 15,4
0 0 0,607? 034 56,1 93,6 640
6 10 0,259 0,16 59,9 83,3 16,7
30 0 0,652° 0,27 40,9 91,3 8,70

10 0.296" 0,16 55,0 82,4 17,6

' PHAs - concentracio de poli-hidroxialcanoatos.
* g de PHA em 100g de biomassa.
? g de HB ou HV em 100g de PHBV.
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Pelos dados da Tabela 16, observa-se que a produgido de
biomassa foi igual a 2,719 g e ocorreu em pH inicial 7, na concentracido
de glicose de 30 g1 na auséncia de propionato. Nestas condicdes, o
fator de conversdo de glicose em biomassa (Y biomassassubstrato) 01 igual a
0,12 g-g', considerando que apenas 232 gl' de glicose foram
consumidas durante as 48 horas do experimento. Na concentra¢do de 10
g-1" de glicose, a biomassa sofreu uma pequena variacio, sendo igual a
2,437 g-l'l, com Y piomassassubstrato 18Ul 2 0,26 g- g'1 (consumo de 9,22 g-l'1
de glicose). Em pH inicial 6, sem a adi¢do de propionato, a concentragio
de biomassa ndo sdo estatisticamente diferentes (p<0,05), produzindo
0,652 e 0,607 g1 quando a concentragdo de glicose diminuiu de 30
para 10 g-l'l, com Y piomassa/substrato 1€021s a 0,03 € 0,10 g g’1 (consumo de
glicose de 22,69 e 5,96 g-1"). Em ensaios preliminares realizados com
50 ¢ 100 g-1I"" de glicose ocorreu uma forte inibicdo do crescimento de C.
violaceum, sendo que em 100 g-I'' a inibigdo foi total. Os resultados
demonstram que o aumento de 3 vezes na quantidade de glicose nao
produziu o mesmo rendimento na biomassa, ndo chegando nem mesmo
a dobrar a quantidade obtida.

De modo geral, a adicdo de 10 mM de propionato ao meio de
cultura produziu uma reducdo na biomassa produzida. Em pH inicial 7 e
30 g 1" de glicose, a adigdo de propionato provocou uma queda de 69%
na biomassa obtida em relacdo ao ensaio realizado na ausé€ncia de
propionato, isto é, a biomassa decresceu de 2,719 g-I"' para 0,844 g1,
tendo sido esta reducdo a mais acentuada dentre os experimentos
realizados.

Em relacdo ao percentual de polimero acumulado, os valores
variaram entre 40,9 e 71,0 gramas de PHBV por 100 gramas de
biomassa produzida. O maior percentual de PHA com relacdo a
biomassa ocorreu em pH inicial 7, 10 g-1"' de glicose e 10 mM de
propionato, tendo sido acumulado 0,46 g de polimero. Nestas condicdes,
o fator de conversdo de substrato em polimero (Y pyasubstato) fO1 igual a
0,06 g.g'l. No entanto, na auséncia de propionato, Y ppa/substrate AUMENta
para 0,18 g.g”', com um actimulo de PHA de 1,65 g. Sendo assim, se
ndo considerarmos o tipo de mondmero incorporado ao PHA, esta
condi¢do € a mais favoravel em termos de rendimento de polimero. Em
pH 6 os percentuais de acimulo foram influenciados pelo pH,
diminuindo a quantidade de biomassa produzida, sendo que a
quantidade de polimero acumulada foi menor nas condi¢cdes em que o
propionato foi utilizado como precursor de unidades de 3-
hidroxivalerato.
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A maior quantidade de PHAs produzida ocorreu em pH 7, 30 g1
de glicose e na auséncia de propionato, tendo sido igual a 1,76 g-1I"" (0,08
gPHBV'(gsubslralo)_l)- A concentra¢do de PHBYV obtida foi de 1,65 g-l'1 para
10 g-1" de glicose, com um fator de conversio de glicose em polimero
de 0,18 gPHBV'(gsuberato)_l- O aumento da concentra¢do de substrato ndo
elevou significativamente a quantidade de polimero acumulado, sendo
que a conversdo de glicose em polimero diminuiu com o aumento da
concentracdo de substrato. Em pH 6, apenas 0,34 g e 0,27 g de polimero
foram obtidos sem utilizacdo de propionato, com fatores de conversido
de 0,06 € 0,01 gPHBV'(gsuberato)_l’ respectivamente.

Tanto em pH inicial 7 como em 6, a utilizacdo de 10 mM de
propionato provocou queda na quantidade de PHBV acumulada. Em pH
inicial 7, o acimulo de polimero foi de 0,46 e de 0,33 g-l'1 para as
concentracdes de 10 e 30 g-l'1 de glicose, com um fator de conversdo de
0,06 ¢ 0,01 ngBv(gsubstrato)’l, respectivamente. J4 em pH inicial 6, houve
um rendimento de 0,03 e 0,01 gpupyv-(Zaicose) (0,16 € 0,16 g1 de
PHBV) para 10 e 30 g-1" de glicose.

Em pH inicial 7, a incorporagio de unidades de valerato foi de
1,7% e 1,6% para as concentragdes de glicose testadas. J4 em pH inicial
6, a utilizacio de 10 g-1" proporcionou uma incorporagio de 6,4% de
HV, enquanto que o aumento da concentracio de glicose para 30 gl
favoreceu a incorporacdo de 8,7% de unidades de valerato. Estes
resultados demonstram que a C. violaceum € capaz de incorporar
mondmeros de valerato utilizando apenas glicose como fonte de
carbono.

A utilizagdo de 10 mM de propionato aumentou a quantidade de
3HV incorporada ao polimero. A utilizacio de 10 g-I'" em pH inicial 6
incorporou 2 vezes mais mondmeros de valerato do que em pH inicial 7
utilizando a mesma concentragio de glicose, com 0,03 g-I'" de HV em
0,16 g1"" de copolimero. Considerando as varia¢des dentro do mesmo
pH inicial, o aumento da concentracdo de glicose aumenta a quantidade
de unidades de valerato incorporadas, sendo esta relacdo menor em pH
6.

A Tabela 17 apresenta os resultados para a concentracdo de
biomassa e de PHAs nos ensaios realizados com C. violaceum sob
limitacdo de fésforo a 30°C durante 48 horas. Os resultados obtidos para
a determinacdo da biomassa realizados em triplicata, tanto para as
condicdes testadas em pH inicial 7 e pH inicial 6, foram analisados
estatisticamente pelo teste de Tukey, sendo que os valores indicados
com mesma letra ndo sdo diferentes ao nivel de 5% de significancia.
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Tabela 17 - Condigdes de cultivo, biomassa produzida (g-1""), quantidade
de PHAs (g-1"), aciimulo de PHAs em 100 g de biomassa (g-g") e
quantidade de butirato ou valerato em 100 g de PHBV (gg")
produzidos por Chromobacterium violaceum sob limitacdo de fésforo a
30°C durante 48 horas em agitador orbital. As concentragdes de
biomassa obtidas em pH inicial 7 e pH inicial 6 foram analisadas pelo teste
de Tukey de forma independente ao nivel de 5% de significancia.

1 % Act % %
pH se nato  massa PHAs mulo® 3HB’> 3HV’

-1
@ @M @) B (@e)  @e) (@)

Glico Propio Bio

0 0,281 0,14 50,2 100 0,00

7 10 10 0,244* 0,17 70,1 86,1 13,9
30 0 0,430? 0,21 49,0 90,1 9,90

10 0,319* 0,17 53,1 84,8 15,2

10 0 0,289° 0,12 41,3 100 0,00

6 10 0,252¢ 0,14 54,8 82,1 17,9
0 0,333¢ 0,18 55,3 88,5 11,5

30 10 0,230° 0,12 50,1 76,2 23,8

' PHAs - concentracdo de poli-hidroxialcanoatos.
? g de PHA em 100g de biomassa.
3 g de HB ou HV em 100g de PHBV.

Os dados apresentados na Tabela 17 mostram uma queda da
quantidade de biomassa produzida em relacdo aos resultados obtidos
para a limitacdo em nitrogénio. A andlise estatistica A maior produgio
de biomassa sob limitacdo de fésforo ocorreu em pH inicial 7, na
concentracio de glicose de 30 g1 e sem a adi¢io de propionato,
formando 0,430 g1 de biomassa, com um fator de conversio de glicose
em biomassa de 0,02 g-g”', considerando que apenas 17,4 g-I"' de glicose
foi consumida durante as 48 horas do experimento. Em pH inicial 6, os
valores para a concentracdo de biomassa ndo sdo estatisticamente
diferentes (p<0,05) para as quatro condicdes testadas. O maior fator de
conversao foi de 0,08 gbimmssa-(ggﬁcose)’1 com 10 g~l'1 de glicose inicial. J&
a adicdo de 10 mM de propionato provocou uma diminui¢do na
quantidade de biomassa produzida nas condigdes testadas em ambos 0s
pHs. Esta queda da biomassa estd relacionada a toxicidade do
propionato e a inibicdo provocada pela concentrag¢do de glicose (Du et
al., 2001).
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A quantidade de polimero obtida sob limitacdo de fésforo foi
um pouco maior em pH inicial 7 do que em pH inicial 6, com um
méximo de 0,21 g-1" com 30 g-1" de glicose e sem adi¢do de propionato,
com um fator de conversdo de substrato em copolimero de 0,01 g g'l.
Com a adi¢do de 10 mM de propionato, o acimulo de polimero
diminuiu em pH inicial 7, mas aumentou em pH inicial 6. Em pH inicial
6 ¢ 10 g1"" de glicose, apesar da quantidade de biomassa produzida ter
sido menor, a adi¢do de propionato aumentou a quantidade de polimero
de 0,12 para 0,14 g-l'l, com um fator de conversio de 0,03
gPHBV'(gglicose)J para ambos 0s ensaios.

Os fatores de conversdo de substrato em polimero nos ensaios
com limitacdo de fosforo sem adicdo de propionato foram menores que
os obtidos sob limitacdo de nitrogénio. Em pH inicial 7, o fator maximo
de conversdo foi de 0,05 g-g” e em pH 6 de 0,04 g-g”'.

Os resultados obtidos demonstram que, tanto em pH inicial 7
como em pH inicial 6, com uma concentracio de 10 g-I"' de glicose, no
houve incorporacdo de unidades de valerato ao polimero, sendo o
mesmo formado apenas por unidades de hidroxibutirato. Na
concentracdo de 30 g-I"', o percentual de valerato foi de 11,5% em pH 6
e de 9,9% em pH inicial 7.

A utilizagdo de 10 mM de propionato aumentou a quantidade de
3HV incorporado ao polimero. Em pH inicial 6, o percentual de HV no
copolimero aumentou de 17,9% em 10 g-l'1 para 23,8% em 30 g-l'1 de
glicose. Ja em pH inicial 7, os valores foram mais préximos, sendo de
13,9% e 15,2% quando 10 e 30 g-I"" de glicose foram utilizadas.

Da andlise dos resultados, tanto sob limitacdo de nitrogénio como
sob limitacdo de fésforo, destacam-se os seguintes aspectos:

e A adicdo de propionato diminuiu a quantidade de biomassa
produzida em todas as condi¢des testadas. Isto estd relacionado a
toxicidade do propionato sobre as células, inibindo o seu
crescimento celular. Du e colaboradores (2001) demonstraram que
em culturas em frascos agitados com C. necator, o aumento da
concentracdo de propionato de 3,0 g para 12,0 g 1" diminuiu a
produgdo de biomassa de 4,6 g-1" para 3,9 g1

¢ O mdximo actiimulo de polimero obtido foi de aproximadamente 70
g de polimero em 100 g de biomassa em pH inicial 7, 10 g1" de
glicose e 10 mM de propionato, tanto para os ensaios com limitagdo
em nitrogénio, quanto limitacdo em fésforo. Este valor esta préximo
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aos obtidos para outros microrganismos que acumulam PHBV
utilizando propionato como co-substrato, como por exemplo, 78,3%
para C. necator (Du et al., 2001) e 78,2% para E. coli recombinante
(Choi e Lee, 1999b).

Unidades de valerato foram incorporadas ao biopolimero quando
glicose foi utilizada como tnica fonte de carbono, acumulando até
11,5% de unidades de valerato no copolimero sob limitagdo de
fésforo, pH inicial 6 e 30 g1 de glicose. Também em C. violaceum
e utilizando apenas glicose como fonte de carbono, Kolibachuk e
colaboradores (1999) obtiveram 2% de incorporagdo de valerato,
enquanto Viegas (2005) obteve 7% de HV no copolimero.

O percentual de unidades de valerato obtido a partir da utilizacdo de
10 mM de propionato aumentou em relacido aos ensaios realizados
sem a utilizacdo de propionato. A fracdo de 3HV presente no
copolimero de 23,8 g de valerato por 100 g de polimero foi obtida
nas condi¢des de cultivo sob limitacdo de fésforo, a pH inicial 6,
com 30 g-I" de glicose e 10 mM de propionato. A incorporagdo de
unidades de valerato estd relacionada a formacdo de propionil-CoA
que, ao ser condensado com um acetil-CoA, forma unidades de 5
carbonos, que sdo incorporadas ao polimero devido a baixa
especificidade da PHA sintase do tipo I de C. violaceum (Doi et al.,
1990; Steinbiichel et al., 1993; Liebergesell et al., 2000; Du et al.,
2001). A fragdo de 3HV obtida estd proxima a outros valores
encontrados na literatura, sendo de 16,2% (Du et al., 2001), 25,4%
(Marangoni et al., 2000) e 29,8% (Kim et al., 1994) para C. necator
e 15,2 1% para E. coli recombinante (Choi e Lee, 1999b).

O pH medido no final dos ensaios em ambas as condicdes de
limitacdo ficou abaixo do pH inicial dos experimentos. Esta
diminuicilo do pH resultou em condi¢gdes de crescimento
desfavordveis para a C. violaceum, reduzindo a formacgdo de
biomassa. O decréscimo do pH pode estar relacionado a formacdo
de H,SO4 a partir do momento do consumo de fons amonio pelas
bactérias (Khanna e Srivastava, 2005). Para as culturas realizadas
com 10 mM de propionato, os valores de pH ao final do ensaio
foram maiores que os encontrados nos experimentos sem a adi¢do
de propionato. Provavelmente isto ocorra devido a inibigdo
provocada pelo propionato (toxico para as células) (Du et al., 2001),
diminuindo a velocidade de crescimento das bactérias, mas
aumentando o acimulo de unidades de valerato no copolimero. Em
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pH inicial 6, o crescimento da biomassa ficou ainda mais inibido
devido as condicodes desfavoraveis do meio, ocorrendo a formagdo
de uma quantidade de biomassa menor do que em pH inicial 7.

e Sob limitagdo de fésforo, o efeito tamponante propiciado pelo
fosfato vai sendo reduzido com o tempo, diminuindo o pH do meio.
Esta situacdo favorece a incorporacdo de unidades de valerato,
chegando a 23,8% com 30 g-I"' de glicose e 10 mM de propionato.
Provavelmente a diminui¢do do pH favoreca a via de conversio de
propionato a propionil-CoA, sendo o propionil-CoA precursor para
a formacao de unidades de valerato (Doi et al., 1990).

e Dos resultados obtidos, podemos verificar que o copolimero
P(BHB-co-3HV) pode ser produzido por C. violaceum utilizando
como Unica fonte de carbono glicose, sem a necessidade da
utilizacdo de precursores de 3HV, como o propionato. A utilizagio
de propionato como co-substrato aumentou a fragdo molar de 3HV
no copolimero.

5.1.2 Produciao de PHAs em C. violaceum em biorreator

Foram realizados quatro experimentos, varindo-se o nutriente
limitante (nitrogénio ou fésforo) e a concentracio de propionato (0 e 10
mM), conforme descritos na Tabela 9 (Materiais € Métodos). Escolheu-
se trabalhar com uma concentracdo de glicose de 20 g-l'1 por ter sido o
resultado que produziu a maior quantidade de biomassa nos ensaios em
agitador orbital.

Os dois primeiros ensaios foram realizados com limitacdo de
nitrogénio. O biorreator foi preparado com meio mineral (Tabela 7) e
inoculado com 400 ml de C. violaceum, 20 g-1"" de glicose, com controle
do pH em 7. A temperatura utilizada foi de 30°C, agitagdo entre 400 e
800 min' e aeracdo entre 0,5 e 2,0 vvim, de modo a se obter a pressao
parcial de oxigénio dissolvido sempre superior a 30% da saturag@o.

As Figuras 12 e 13 apresentam os resultados obtidos para os
ensaios em biorreator sob limitacdo de nitrogénio, pH 7, concentracio
de glicose de 20 gl1', sendo que no segundo experimento foram
adicionados 10 mM de propionato. As curvas continuas representam a
linha de tendéncia calculada pelo software Excel.
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Figura 12 - Cinética da produgdo de biomassa (¢), consumo de
substrato (A) e de nitrogénio (m) para o cultivo de Chromobacterium
violaceum a 30°C, pH 7 ¢ 20 g-I"' de glicose sob limitacdo de nitrogénio,
sem adicdo de propionato.
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Figura 13 - Cinética da produgcdo de biomassa (¢), consumo de
substrato (A) e de nitrogénio (m) para o cultivo de Chromobacterium
violaceum a 30°C, pH 7 e 20 g-I"' de glicose sob limitacdo de nitrogénio,
com a adicdo de 10 mM de propionato. A linha tracejada representa o
momento no qual foram adicionados 10 mM de propionato.
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Os ensaios de fermentacdo para a producdo de poli-
hidroxialcanoatos podem ser divididos em duas fases. A primeira fase,
conhecida como fase exponencial de crescimento, estd relacionada ao
crescimento celular do microrganismo, sendo o substrato direcionado
para a formacgdo de biomassa. A segunda fase inicia-se no momento da
limitacdo de um dos nutrientes essenciais, ocorrendo o direcionamento
do substrato presente no meio para o actimulo de poli-hidroxialcanoatos.

Em meios limitados em nitrogénio, concentra¢des abaixo de 0,2
g-1" deste nutriente permitem o acimulo de PHAs ainda durante a fase
de crescimento do microrganismo, continuando esta incorporacio
durante a fase em que existe uma quantidade minima de nitrogénio
(Ramsay et al., 1990). Analisando os dados apresentados nas Figuras 12
e 13, a concentracio de 0,2 g-1"" de nitrogénio foi atingida com 16 e 28
horas de cultivo, respectivamente, permitindo que a fase de acimulo de
polimero fosse de 14 horas para o primeiro experimento e de 12 horas
para o experimento com a adi¢do de 10 mM de propionato.

Apés a limitacdo do nitrogénio em ambos os experimentos, a
glicose presente no meio de cultivo foi direcionada a formacdo de poli-
hidroxialcanoatos. Apesar de ndo ocorrer mais a formagdo de células, a
concentragio de biomassa aumentou devido a formagdo de granulos de
PHAs intracelularmente, conforme pode ser observado nas curvas de
producgdo de biomassa e consumo de glicose nas Figuras 12 e 13.

A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos para os cultivos de
C. violaceum sob limitagdo de nitrogénio utilizando o biorreator, pH 7,
concentracdo de glicose de 20 g-1", sendo o ensaio 2 com adi¢io de 10
mM de propionato.

Tabela 18 - Biomassa produzida (g-I"), quantidade de PHAs obtidos
(g1'") e quantidade de butirato ou valerato em 100 g de PHBV (g-g")
produzidos em biorreator por Chromobacterium violaceum sob
limitacdo de nitrogénio, 30°C, pH 7, concentracio de glicose de 20 g-I"",

Propio % Acu-

Biomassa  PHAs" » 3HB® 3HV®

Exp. nato 1 1 mulo 1 1
(mM) (el @) gy &) (2)

1 0 5,467 £ 0,104 1,96 35,8 96,6 34

2 10 4,117 £0,076 1,78 434 96,6 34

* PHAs - concentragd@o de poli-hidroxialcanoatos.
® g de PHA em 100g de biomassa.
g de HB ou HV em 100g de PHBV.
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Pela Tabela 18, a quantidade de biomassa obtida quando da
utilizacdo de 20 g-I"' de glicose sem a adicdo de propionato (5,467 g1™)
foi superior a biomassa obtida com 10 mM de propionato (4,117 g-1'").
Novamente percebe-se o efeito toxico do propionato sobre as células.

Em termos de biopolimero acumulado, a maior quantidade obtida
foi de 1,96 g-l'1 com 20 g-l'1 de substrato, com uma fra¢do de 35,8% de
PHBV na biomassa, resultando em um rendimento de glicose em
biopolimero de 0,10 g-g' e uma produtividade de 0,07 g1'h™'. A
utilizacdo de 10 mM de propionato diminuiu a quantidade de polimero
produzido para 1,78 g-l'l, mas aumentou a fracdo de PHAs acumulados
para 43,4%, com um rendimento de glicose em polimero de 0,09 g-g”' e
produtividade de 0,05 g-1"-h™. No caso do experimento com adi¢do de
co-substrato, o propionato diminuiu a produg¢do de biomassa, mas
melhorou a incorporagdo de biopolimeros. Os valores encontrados para
a produtividade estdo abaixo dos valores encontrados na literatura para a
C. necator em condi¢gdes semelhantes de cultivo. Lee (1996a) reportou
para a C. necator uma produtividade de 2,42 g1"-h" quando ela é
cultivada com 20 g1"' de glicose e 2,55 g-I'-h"' quando cultivada com
uma mistura de glicose e dcido propidnico 50:50.

A adicdo de propionato ndo aumentou a fracdo de unidades de
dcido 3-hidroxivalérico no copolimero. A fracdo de HV para os dois
ensaios com concentracio de substrato de 20 g-I"' foram iguais: 3,4 g de
valerato por 100 g de polimero.

Os ensaios 3 a 4 foram realizados com limitacdo de fésforo. O
biorreator foi preparado com meio mineral (Tabela 7) e inoculado com
400 ml de C. violaceum, 20 g-1" de glicose, com controle de pH em 7. A
temperatura utilizada foi de 30°C, agitacio entre 400 e¢ 800 min™ e
aeracdo entre 0,5 e 2,0 vvm, de modo a se obter a pressdo parcial de
oxigénio dissolvido sempre superior a 30% da saturag@o.

As Figuras 14 e 15 apresentam os resultados obtidos para os
ensaios em biorreator sob limitagdo de fésforo, pH 7, concentracdo de
glicose de 20 gl', sendo que no segundo experimento foram
adicionados 10 mM de propionato. As curvas continuas representam a
linha de tendéncia calculada pelo software Excel.
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Figura 14 - Cinética da producdo de biomassa (¢), consumo de
substrato (A) e de fésforo (m) para o cultivo de Chromobacterium
violaceum a 30°C, pH 7 e 20 g-I'' de glicose sob limitacio de fésforo,
sem adi¢do de propionato.

25 I 0,30
= | @ Biomassa
2 [
S 204 A , | A Substrato [ 025
2 l !
g A A ® Fésforo
= A |
8 | F 020 ~
3 15 - A a 7y I =
(7] - [ | )
= 4 I Fo1s 8
e | 5
=~ 10 | 2
8 * L o0 LW
©
i)
3 ‘
1) - 0,05
©
£ |
K] |
m o° 0,00

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (h)

Figura 15 - Cinética da producdo de biomassa (¢), consumo de
substrato (A) e de fésforo (m) para o cultivo de Chromobacterium
violaceum a 30°C, pH 7 e 20 g-I'' de glicose sob limitacio de fésforo,
com a adicdo de 10 mM de propionato. A linha tracejada representa o
momento no qual foram adicionados 10 mM de propionato.
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Nos ensaios onde o nutriente limitante foi o fdsforo,
concentracdes inferiores a 0,05 g permitiram o acimulo de PHAs
ainda durante a fase de crescimento ndo limitado, pois, como este
elemento ndo faz parte da composicdo de proteinas, isto permite que
ocorra um crescimento residual de biomassa com um aumento no
actimulo de polimero (Aragio et al., 1996). A concentracio de 0,05 g1
para o fosforo foi atingida com 24 e 28 horas de cultivo. Desta maneira,
a fase de aciumulo de polimeros foi de apenas 6 horas para o primeiro
experimento e de 8 horas para o experimento com a adi¢cdo de 10 mM de
propionato. Este fato ajuda a explicar um menor acimulo de polimero
em relacdo a biomassa produzida nos experimentos com limitagdo em
fosforo.

A Tabela 19 apresenta os resultados obtidos para os cultivos de
C. violaceum sob limitagdo de fésforo utilizando o biorreator, pH 7,
concentracdo inicial de glicose de 20 g-1", sendo o ensaio 4 com adi¢do
de 10 mM de propionato.

Tabela 19 - Biomassa produzida (g-I"), quantidade de PHAs obtidos
(g1'") e quantidade de butirato ou valerato em 100 g de PHBV (g-g")
produzidos em biorreator por Chromobacterium violaceum sob
limitacdo de fésforo a 30°C, pH 7 e concentracio de glicose de 20 g-I"".

Propio  piimassa  PHAs® % Acg- 3HB® 3HVS

B e erh) @) e @) @)
(mM) & & ggh B8 8%
3 0 6,542+£0,036 1,43 21,8 95.4 4,6

10 5,233 £0,029 1,82 34,9 96,9 3,1

* PHAs - concentragdo de poli-hidroxialcanoatos.
" g de PHA em 100g de biomassa.
¢ g de HB ou HV em 100g de PHBV.

Analisando a Tabela 19, a quantidade de biomassa obtida para 20
g1 de glicose sem adicdo de propionato foi de 6,542 g-I'". Este valor é
mais de 15 vezes superior ao valor encontrado nos ensaios em agitador
orbital em pH inicial 7, tanto para 10 g1"' de glicose (0,289 g1" de
biomassa), quanto para uma concentragio de substrato de 30 g-1" (0,430
g-l'1 de biomassa). Este fato pode estar relacionado ao melhor controle
das condicdes operacionais no biorreator, principalmente do pH, que é
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controlado em 7 pela adicdo de base ou de dcido, dependendo do pH do
meio. Na concentracdo de 20 g-1" de glicose, a adicdo de 10 mM de
propionato produziu 5,23 g-1", ocorrendo uma diminuicdo da biomassa
em aproximadamente 20%.

Os valores de biomassa obtidos no biorreator sob limitagdo de
fosforo foram maiores do que a quantidade de biomassa produzida sob
limitagdo de nitrogénio. Como o fésforo nédo participa diretamente na
sintese de proteina, a limitacdo neste elemento ndo bloqueou a sintese de
proteinas, o que pode ter permitido a manutencdo da atividade
metabdlica celular, com produgdo de PHBV (Oliveira, 1999).

A quantidade de polimero acumulado em 20 g-1"' foi de 21,8% da
biomassa total, representando 143 glI' de polimero, com um
rendimento de 0,07 g-g”' e uma produtividade de 0,05 g1"-h™". J4 com a
utilizagdo de 10 mM de propionato, a quantidade de polimero obtida foi
de 1,82 g-l'l, acumulando 34,9% de PHAs em relagfo a quantidade total
de biomassa produzida, com um rendimento de glicose em polimero de
0,09 g-g” e uma produtividade de 0,05 g1"-h™.

A frac@o de HV incorporada sob limitagdo de fésforo foi de 4,6%
para uma concentragdo de 20 g-l'1 de glicose sem adi¢do de propionato,
e de 3,1% na utilizacdo de 10 mM de propionato com a mesma
concentracdo de substrato. A adi¢do de propionato diminuiu em 32% a
quantidade de unidades de valerato incorporadas.

A andlise dos resultados demonstra que, tanto nos cultivos sob
limitag¢do de nitrogénio, como sob limitacdo de fésforo, a quantidade de
biomassa e de PHAs formados foram superiores aos obtidos nos ensaios
em agitador orbital. Este fato pode estar relacionado ao melhor controle
das condigdes de cultivo proporcionadas pelo biorreator, como por
exemplo, aeracdo do meio (sempre acima de 30% do valor miximo de
saturacdo) e controle de pH (Khanna e Srivastava, 2005).

A andlise da fragdo de HV incorporada ao copolimero
demonstrou que C. violaceum é capaz de acumular unidades de valerato
utilizando glicose como tnica fonte de carbono. Os valores obtidos para
o acimulo de unidades de valerato foram de 3,4 e 4,6% para limitagdo
de nitrogénio e de fosforo, respectivamente. Kolibachuk e colaboradores
(1999), utilizando apenas glicose como fonte de carbono, obtiveram
38% de acimulo de PHAs, com uma fracdo de 2% de unidades de
valerato. Steinbiichel e colaboradores (1993) obtiveram 100% de
valerato em C. violaceum DSM 30191 utilizando apenas 4cido valérico
como fonte de carbono.
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A utilizacdo de propionato como co-substrato durante o cultivo
de C. violaceum em biorreator diminuiu a fracdo de unidades de HV sob
limitacdo de fésforo (4,6 para 3,1%), permanecendo constante sob
limitac¢do de nitrogénio (3,4 e 3,4%). Em ambos os casos, o controle do
pH no biorreator pode estar associado ao menor acimulo de unidades de
HV ao polimero. Para a C. violaceum, a adi¢do de propionato nio
aumenta a quantidade de unidades de valerato incorporado, pois parece
haver uma tendéncia a ocorrer uma maior incorporacao de HV em pHs
mais baixos, como ocorreu nos ensaios em agitador orbital.

Khanna e Srivastava (2005) sugerem que o consumo dos fons
amonio do sulfato de amonio ((NH4),SO,) libera anions que formam
dcido sulftrico, baixando o pH do meio e diminuindo o crescimento da
bactéria. Com o controle do pH pelo biorreator, os citions H" sdo
neutralizados pela base NaOH adicionada ao meio, permitindo um maior
crescimento da biomassa no biorreator e assim, uma maior incorporacao
de polimero. Sob limitagdo de fésforo, apesar do consumo de fosfato
diminuir o tamponamento do meio, a adi¢do de base permite manter o
pH em 7, diminuindo a formagdo de polimero quando comparado aos
valores obtidos em agitador orbital.

Os valores obtidos para a fracdo de HV obtida com a adicdo de
10 mM de propionato (3,4 e 3,1%) foram inferiores aos obtidos por Kim
e colaboradores (1994) para a C. necator, que obtiveram valores entre
4,3 e 14,3%, dependendo da quantidade de propionato utilizado.

5.2 - Caracterizaciao dos biopolimeros

A C. violaceum possui uma caracteristica fenotipica marcante, a
producdo da violaceina, que a distingue da maioria das bactérias
(Antonio e Creczynski-Pasa, 2004). Este pigmento é formado por duas
moléculas de triptofano, aminodcido que possui sua biossintese
relacionada ao consumo de fosfoenolpiruvato (PEP) e eritrose-4-fosfato
(E4P), formados a partir de glicose pela via glicolitica (Berg et al.,
2007). Portanto, a formacdo de moléculas de violaceina desvia uma
parte da glicose, reduzindo a quantidade de substrato para a formacao de
PHAs. A Figura 16 apresenta uma sequéncia de imagens que mostra a
formacdo de violaceina durante os cultivos realizados com a C.
violaceum. Tanto em limitacdo de nitrogénio como em limitacdo de
fosforo ocorreu a formagao da violaceina.
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Figura 16 - Produgdo de poli-hidroxialcanoatos em Chromobacterium
violaceum utilizando biorreator de bancada. A coloracdo violdcea do
meio de cultivo é devido a formacao da violaceina.

A Figura 17 mostra o resultado do processo de extracdo da
biomassa produzida por C. violaceum no biorreator. A violaceina,
produzida durante o experimento no biorreator, foi obtida misturada aos
biopolimeros devido a extracdo com cloroférmio, que rompe a parede da
célula e libera tanto a violaceina como os granulos de PHAs.

Figura 17 - Extracdo dos poli-hidroxialcanoatos produzidos por
Chromobacterium violaceum da biomassa produzida em biorreator. A
coloragdo violdcea € devida a violaceina presente na solucao.

A solugdo contendo PHA e violaceina da Figura 17 foi filtrada,
permanecendo durante 3 a 4 dias em temperatura ambiente para a
evaporacdo dos restos do solvente utilizado. A Figura 18 mostra o
polimero ja seco, pronto para ser utilizado ou analisado. A coloragéo
violdcea do polimero resultante é devido a presenca da violaceina.
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Figura 18 - Material seco obtido da extracdo da biomassa produzida em
biorreator por Chromobacterium violaceum. A coloragdo violdcea &
devida a presencga de violaceina.

5.2.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para a andlise por microscopia eletronica de varredura (MEV) do
polimero obtido, o material extraido das biomassas de C. violaceum e de
C. necator produzidas em biorreator foi transformado em filme. O
polimero foi dissolvido em cloroférmio na razdo de 2% (m/v) e apds
completa solubilizac¢do, a evaporacdo do solvente promoveu a formagio
do filme polimérico (item 4.4.2).

As Figuras 19 e 20 apresentam as micrografias das superficies
dos filmes obtidos dos polimeros produzidos por C. violaceum e C.
necator sob limita¢do de nitrogénio, pH 7, 30°C e 20 g-l'1 de glicose.

————— soum

Figura 19 - Micrografias de MEV da superficie do filme de PHAs de
Chromobacterium violaceum obtido em biorreator sob limitacdo de
nitrogénio, pH 7, 30°C e 20 g-I"' de glicose. (a) 400X. (b) 4000X.
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50 prn

Figura 20 - Micrografias de MEV da superficie do filme de PHAs de
Cupriavidus necator obtido em biorreator sob limitacdo de nitrogénio,
pH 7,30°Ce 20 g'l'1 de glicose. (a) 400X. (b) 4000X.

A Figura 19 mostra que a superficie do filme produzido com o
copolimero PHBV obtido de C. violaceum é composta por uma matriz
pouco porosa, apresentando poros com didmetros médios de 0,6 pum,
distribuidos na superficie da membrana. O filme formado a partir do
PHB sintetizado por C. necator (Figura 20) revela uma matriz mais
porosa quando comparada ao filme de C. violaceum, sendo que os poros
possuem um diametro médio de 1,5 um. Em ambos os casos, as bordas
dos poros sdo uniformes e ndo apresentam falhas. A microestrutura dos
poros dos filmes poliméricos permite sua aplicacdio como material de
revestimento de stents vasculares, pois impedem o extravasamento de
células do sangue para tecidos periféricos, mas permitindo a troca de
oxigénio através de seus poros.

5.2.2 Espectrometria na regiao do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR é uma excelente técnica de caracterizagdo de
compostos organicos, pois cada ligacdo caracteristica de um grupo
funcional apresenta uma banda de vibragdio em uma frequéncia
especifica. Um espectro de infravermelho representa a composi¢ao total
de um composto, pois cada componente quimico na amostra contribui
de forma individual para o espectro de absorbancia, permitindo analisar
as interacdes e mudancas na morfologia dos componentes, pois combina
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as interacdes quimicas e a estrutura conformacional da molécula (Kansiz
et al., 2000; Spier, 2005).

A Figura 21 apresenta o espectro de infravermelho obtido por
Schneider (2006) para o polimero poli-hidroxibutirato (PHB) produzido
por C. necator.
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Figura 21 - Espectro de FTIR para o poli-hidroxibutirato (PHB) obtido a
partir de Cupriavidus necator (Schneider, 2006).

As Figuras 22 a 25 apresentam os espectros de infravermelho dos
polimeros sintetizados por C. violaceum em biorreator a 30°C, pH 7 e 20
g1" de glicose.

A andlise dos espectros das Figuras 22 a 25 obtidos para os PHAs
produzidos por C. violaceum permite observar que em todos os
polimeros obtidos nas condi¢des de cultivo utilizadas nos experimentos
encontram-se as bandas caracteristicas dos poli-hidroxialcanoatos, sendo
que os resultados estdo de acordo com os obtidos por Schneider (2006)
para o PHB produzido por C. necator. A Tabela 20 apresenta as bandas
identificadas no espectro de FTIR, bem como as atribui¢des
relacionadas a cada uma.
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Figura 22 - Espectro de FTIR para o polimero sintetizado por C.
violaceum em biorreator sob limitacdo de nitrogénio a 30°C, pH 7, 20
g-1" de glicose, sem adicdo de propionato.

29
85

568
528
S1G

Transmitancia

SeLk

AN T LA MARLLLLS WAL LA LAAA LLAL) R UMARLALAR LA L) LA L SR AL T
4000 3400 2800 2200 1600 1000 400

“Ndmero de Onda (cm™)
Figura 23 - Espectro de FTIR para o polimero sintetizado por C.
violaceum em biorreator sob limitagdo de nitrogénio a 30°C, pH 7, 20
g1 de glicose, com adi¢do de 10 mM de propionato.
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Figura 24 - Espectro de FTIR para o polimero sintetizado por C.
violaceum em biorreator sob limitacdo de fésforo a 30°C, pH 7, 20 g1
de glicose, sem adi¢do de propionato.
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Figura 25 - Espectro de FTIR para o polimero sintetizado por C.
violaceum em biorreator sob limitacdo de fésforo a 30°C, pH 7, 20 g1
de glicose, com adi¢do de 10 mM de propionato.
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Tabela 20 - Localizacdo e atribuicdes das principais bandas de
infravermelho dos polimeros PHB (produzido por Cupriavidus necator)
e PHBV (produzidos por Chromobacterium violaceum).

Numero de Onda (cm'l)

PHB PHBV Atribuicao
516,979 515,979 deformagdes angulares e axiais da ligagdo

C-C

1134 1132, 1133 estiramentos simétricos e assimétricos do
grupo C-0-C

1187 1183, 1184 estiramentos simétricos e assimétricos do
grupo C-0-C

1379 1383, 1384 deformacdo gss1metrlca da ligacio C-H
do grupo metil

1453 1457, 1458 deformacdo gss1metrlca da ligacio C-H
do grupo metil

1730 1724, 1725  deformacdo axial do grupo éster (C=0)

2933 2934, 2935 deformagé'o angular da ligacdo C-H do
grupo metil

2975 2978-2980 deformagé'o angular da ligacdo C-H do
grupo metil

3435 3438, 3439  Grupo -OH

Fonte: Kansiz et al., 2000; Thakor et al., 2005.

Analisando os dados da Tabela 20, nota-se que ocorre uma
pequena diferenca entre os valores de localizagdo das bandas dos
polimeros PHB e PHBV. Apesar do aumento da cadeia carbonica lateral
no PBHV, com o acréscimo de um grupo metil, a localizacdo exata das
bandas depende do grau de cristalinidade do biopolimero. Em todos os
polimeros analisados, a banda com maior intensidade ocorreu entre
1725 e 1730 cm™. Esta banda estd relacionada a intensa deformacdo
axial do grupo éster (C=0) (Kansiz et al., 2000).
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5.2.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A Calorimetria exploratéria diferencial é uma técnica de
caracterizagdo que permite identificar transicdes endotérmicas e
exotérmicas em funcio da temperatura decorrente de transi¢des fisicas
ou de reacdes quimicas, podendo ser determinadas a temperatura de
transicdo vitrea (T,), temperatura de fusio (Ty,), e variagdes de entalpia
relacionadas a fusf@o, cristalizacdo, vaporizacdo, solidificacdo e
adsorgdo. A transigdo vitrea (T,) é um importante efeito térmico que
pode ser utilizado para a caracteriza¢do de pldsticos e outros materiais
amorfos ou semicristalinos. Na T, ocorre a passagem do estado vitreo
do material para um estado maledvel, sem ocorréncia de uma mudanga
estrutural. Abaixo da T, o material nio tem energia interna suficiente
para permitir o deslocamento de uma cadeia com relacdo a outra
(Canevarolo, 2002).

As Figuras 26 a 29 apresentam os termogramas de DSC para o
primeiro aquecimento dos biopolimeros obtidos nos ensaios com a C.
violaceum mno biorreator realizados sob limitagdo de nitrogénio ou
fésforo a 30°C, pH 7 ¢ 20 g-1"" de glicose.
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Figura 26 - Curva de DSC para o primeiro aquecimento do polimero
sintetizado por C. violaceum sob limitacido de nitrogénio a 30°C, pH 7,
20 g-1"" de glicose, sem adi¢do de propionato (detalhe evidenciando Ty).
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Figura 27 - Curva de DSC para o primeiro aquecimento do polimero
sintetizado por C. violaceum sob limita¢do de nitrogénio a 30°C, pH 7,

20 glI' de glicose, com adicio de 10 mM de propionato (detalhe

evidenciando T,).
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Figura 28 - Curva de DSC para o primeiro aquecimento do polimero
sintetizado por C. violaceum sob limitagdo de fésforo a 30°C, pH 7, 20

g-1" de glicose, sem adicdio de propionato (detalhe evidenciando Ty).
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Figura 29 - Curva de DSC para o primeiro aquecimento do polimero
sintetizado por C. violaceum sob limitacdo de fésforo a 30°C, pH 7, 20
gl' de glicose, com adicio de 10 mL de propionato (detalhe
evidenciando T,).

A Tabela 21 apresenta os valores para a fracdo de valerato nas
amostras, a temperatura de transicdo vitrea (T,), as temperaturas de
fusdo (Ty), entalpias de fusdo (AH,,) e o grau de cristalinidade (Yc),
obtidos por DSC das amostras de PHBV produzidas no biorreator.

Tabela 21 - Valores de temperatura de transic@o vitrea (T,), temperatura
de fusdo (T,,), entalpia de fusdo (AH,,) e grau de cristalinidade (¥c)
obtidos por DSC para as amostras de PHBV sintetizadas por
Chromobacterium violaceum a 30°C, pH 7 e concentrac@o de glicose de
20 g1

Nutriente T T AH,,
Amostra Piitante &) O iy (%)
PHB puro -5,0a5,0 180 142.0 80
1 N -8,9 177 99,3 70
2 N -7,9 178 89,6 63
3 P -1,5 177 97,0 68
4 P 18,3 174 105,3 74

100



Resultados e Discussdo

Lee (1996a) observou que o ponto de fusdo para o copolimero
PHBYV diminui com o aumento das unidades de 3HV incorporadas ao
polimero, permitindo a sua processabilidade em uma faixa menor de
temperatura. A andlise dos valores de temperatura de fusdo demonstra
que, para os polimeros obtidos dos experimentos sob limitagdo de
nitrogénio, a temperatura de fusdo (T,) dos copolimeros permaneceu
praticamente constante, pois a quantidade de valerato incorporado nas
duas amostras € a mesma. J4 sob limitagdo de fésforo, o aumento da
fracdo de valerato de 3,12 para 4,64 g de HV em 100 gramas de
polimero aumentou a temperatura de fusdo em 3°C. Estes valores estdo
préoximos a outros valores encontrados na literatura. Avella e
colaboradores (2000) encontraram temperaturas de fusdo entre 175 e
157°C para P(3HB-co-3HV) com fragdo de HV entre 0 e 11%. O
copolimero P(3HB-co-71%HV) possui ponto de fusdo de apenas 83°C
(Sali e Blundell, 1993), enquanto que a incorporacdo de 13% de HV
aumentou a temperatura de fusdo para 168,4°C (Zagar e Krzan, 2004).

A presenca de um segundo pico de fusdo em uma temperatura
inferior (T ~ 135°C) € caracteristico dos PHAs. Comportamentos de
fusdes multiplas de um polimero estdo geralmente relacionados a fuséo
de cristais com espessuras lamelares diferentes ou diferentes estruturas
cristalinas (Gunaratne et al., 2004).

A incorporagdo de unidades de valerato ao copolimero diminui a
temperatura de transicdo vitrea, permitindo um maior deslocamento das
cadeias a temperaturas mais baixas, tornando o material mais flexivel.
Dados da literatura indicam que a T, do homopolimero PHB varia entre
-5°C a 5°C (Anderson e Dawes, 1990). Uma variagdo da fracdo de HV
entre 0 e 11% provocou uma diminui¢do dos valores da T, de 9 para
2°C. No caso dos polimeros sintetizados nos ensaios em biorreator, 0s
dados da Tabela 21 mostram que a relacdo direta entre o aumento da
fracdo de valerato e a diminuic@o da T, ndo foi obedecida. Para o caso
do copolimero obtido com uma fragdo de 3,12 % de HV, a elevada T, do
polimero (18,23°C) pode ser resultado de algum residuo resultante do
processo de extragdo do material.

Nas curvas de DSC, as dreas sob os picos s3o tomadas como
proporcionais as variacdes de entalpia de fusdo (AHm). Através da
relacdo entre o valor medido e o valor teérico de uma situagao ideal, em
que se supde o polimero como 100% cristalino, é possivel calcular o
grau de cristalinidade (Yc¢%) de um polimero (Schneider, 2006). Os
graus de cristalinidade obtidos para os copolimeros foram calculados em
funcdo do PHB, tendo em vista que a entalpia de fusdo para o PHB puro
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é de 142 J.g”" (Tsuji e Ikada, 1996). Da Tabela 21 pode-se perceber que
o grau de cristalinidade para os ensaios realizados em biorreator variou
entre 63 e 74%. A diminuicdo da cristalinidade estd associada ao
aumento da fracdo de unidades de valerato ao copolimero. Savenkova e
colaboradores (2000), utilizando Azotobacter chroococcum, obtiveram
uma diminui¢do da cristalinidade de 63% para 31% quando a fracdo de
valerato no copolimero aumentou de 0 para 20 %.

5.2.4 Analise termogravimétrica (TGA)

A utilizagdo de técnicas de andlise térmica, como DSC e TGA,
auxiliam na observacdo das alteragdes nas propriedades do material
antes e depois da degradacdo. A andlise termogravimétrica (TGA)
fornece as temperaturas de inicio de degradacdo (T;) e temperatura
maxima de degradacdo (T,), onde € possivel avaliar a degradagio
térmica e a perda de massa dos polimeros (Schneider, 2006).

As Figuras 30 a 33 apresentam as curvas termogravimétricas para
as amostras de biopolimeros obtidos nos ensaios em biorreator com a C.
violaceum a 30°C, pH 7 ¢ 20 g-1" de glicose.
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Figura 30 - Curva termogravimétrica do polimero sintetizado por C.
violaceum sob limitacdo de nitrogénio a 30°C, pH 7, 20 g-I"' de glicose,
sem adi¢do de propionato.
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Figura 31 - Curva termogravimétrica do polimero sintetizado por C.
violaceum sob limitacdo de nitrogénio a 30°C, pH 7, 20 g-I"" de glicose,
com adicdo de 10 mM de propionato.
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Figura 32 - Curva termogravimétrica do polimero sintetizado por C.
violaceum sob limita¢do de fésforo a 30°C, pH 7, 20 g-I'' de glicose,
sem adi¢do de propionato.
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Figura 33 - Curva termogravimétrica do polimero sintetizado por C.
violaceum sob limitagdo de fésforo a 30°C, pH 7, 20 g-I'' de glicose,
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com adicio de 10 mM de propionato.

A Tabela 22 apresenta os resultados para a temperatura inicial de
perda de massa (T;) e temperatura méaxima de perda de massa (T;.,) dos
polimeros produzidos por C. violaceum nos quatro experimentos
realizados. A Ty, foi determinada a partir da primeira derivada da

andlise termogravimétrica (TGA).

Tabela 22 - Dados de TGA para temperatura inicial de perda de massa
(T) e temperatura mdxima de degradacdo térmica (Tpi,) dos
copolimeros PHBV obtidos de C. violaceum a 30°C, pH 7 e

concentragdo de glicose de 20 g-1"".

L
400.00

L
600.00

Amostra E:::l’:gl:ltz T; (°C) Thico (°C)
PHB puro 265 278

1 N 276 302

2 N 287 310

3 P 292 309

4 P 292 312
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Para o homopolimero PHB, as temperaturas inicial ¢ mdxima de
degradacdo estdo em 265°C e 278°C, respectivamente (Vanin et al.,
2004). A incorporacdo de unidades de valerato ao copolimero aumenta a
sua temperatura inicial e méaxima de degradacdo, como pode ser
observada na Tabela 22, onde as maiores temperaturas iniciais de
degradacdo térmica estdo relacionadas ao aumento da quantidade da
fracdo de HV no polimero, o que melhora a sua processabilidade e
favorece a sua aplica¢do nos processos de extracao.

A andlise dos termogramas mostra que, sob limitacdo de
nitrogénio, apesar da quantidade de HV nos polimeros ter sido
praticamente igual, com a utiliza¢do de propionato a temperatura inicial
de degradacdo aumentou em 11°C, enquanto a temperatura méaxima de
degradagao (Tpico) aumentou de 302°C para 310°C. Este aumento de 8°C
na temperatura mdxima de degradacdo melhora a estabilidade térmica
do polimero. J4 sob limitacdo de fésforo, a utilizagdo de 10 mM de
propionato melhorou em apenas 3°C a temperatura de degradacéo
maxima, apesar de ter diminuido a fracdo de HV no polimero. Quanto a
pureza, analisada pela quantidade de massa degradada durante a andlise
térmica, foram obtidos percentuais de copolimero puro acima de 95%.
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CAPITULO 6
CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve por objetivo analisar sistematicamente as
condi¢cdes de produgdo do copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) em Chromobacterium violaceum em agitador orbital e
biorreator de bancada, analisando a influéncia do pH, do nutriente
limitante, da concentragdo do substrato (glicose) e da adicdo de
propionato, caracterizando os polimeros obtidos quanto a sua
composicdo e propriedades fisico-quimicas. Com base nos resultados
obtidos, pode-se concluir que:

e A C. violaceum foi capaz de biossintetizar o copolimero PHBV
em todas as condi¢des testadas nos ensaios em frascos agitados,
utilizando apenas glicose como fonte de carbono, incorporando
um méaximo de 15,4% de unidades de valerato, com excecdo de
um dos ensaios, onde esta incorpora¢@o nao foi observada.

e A formagdo do homopolimero PHB foi observada em um dos
experimentos quando 10 g-1" de glicose foram utilizados (em pH
iniciais 6 e 7), acumulando apenas unidades de 3-hidroxibutirato.

e Nos ensaios realizados em agitador orbital, a incorporacdo de HV
foi mais acentuada sob limitacdo de fosforo, acumulando até 11,5
gramas de valerato em 100 gramas de PHBV utilizando 30 g-1"
de glicose e pH inicial 6, apesar de produzir uma quantidade
menor de biomassa e de polimero.

¢ Quando 10 mM de propionato foi utilizado nos ensaios em
agitador orbital, a fra¢cdo acumulada de HV aumentou em todas as
condicdes testadas, obtendo-se um maximo de 23,8% utilizando
30 g-1" de glicose e pH inicial 6 sob limitacdo de fésforo. Quando
dcido propidnico € utilizado como co-substrato, observa-se uma
diminuicdo da quantidade de biomassa formada.

¢ O miximo acimulo de copolimero obtido foi de 70%
(2puBVv/Ebiomassa) €M pH inicial 7, 10 g-l'1 de glicose e 10 mM de
propionato, tanto para os ensaios com limitagdo em nitrogénio,
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quanto limitacdo em fésforo. O mesmo valor foi observado
quando se utilizou concentragdo de glicose de 30 g1

De um modo geral ndo se pode afirmar que o aumento na
concentragdo de glicose cause inibi¢do na produ¢do de biomassa,
nem que o aumento da concentracdo de substrato induza a um
aumento no acumulo de biopolimero, conforme sugerido pelos
dados da literatura.

pH mais baixo favorece a incorpora¢do de unidades de valerato
ao copolimero, embora a diminui¢do do pH inicial de 7 para 6 em
ambas as condi¢des de limitagdo (N e P) nos ensaios em agitador
orbital tenha resultado em condigdes de crescimento
desfavoraveis para a C. violaceum (redu¢do da formagdo de
biomassa).

Propde-se que o controle do pH e da aeracdo sobre as condigdes
de cultivo no biorreator sdo determinantes para o grau de
actimulo de unidades de valerato pela C. violaceum.

Sob limitagdo de fésforo, em biorreator de 4 litros, sob controle
de pH e aeracdo, a adi¢do de propionato diminui a incorporagdo
de unidades de valerato ao copolimero.

O aumento da fracdo de valerato nos copolimeros obtidos altera
suas propriedades fisico-quimicas, diminuindo sua cristalinidade
e aumentando sua estabilidade térmica. A variagdo das
temperaturas de fusdo e degradagdo térmica maxima demonstrou
que a incorporag¢do de unidades de valerato a amostra melhorou
as caracteristicas térmicas dos copolimeros obtidos.

A partir dos resultados obtidos, sugere-se que sejam realizados

0s seguintes experimentos:
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¢ Ensaios em biorreator de bancada sem o controle de pH para

determinar o aumento da incorporagdo das unidades de valerato
ao copolimero.

e Ensaios em biorreator de bancada com alta densidade celular

visando aumentar a produtividade do copolimero.

® Ensaios de caracterizagdo bioldgica do material produzido,

visando determinar caracteristicas de biocompatibilidade em
tecidos e/ou culturas de células.
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Figura 34 - Curva tipica padrio para determinagdo da concentracido de
PHB.
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Figura 35 - Curva tipica padrio para determinagdo da concentracido de
PHV.
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Figura 36 - Curva tipica padrdo para determinacdo da concentracio de
substrato.
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Figura 37 - Curva tipica padrio para determinagdo da concentracido de
nitrogénio.
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Figura 38 - Exemplo de cromatograma obtido da andlise de CG para o
polimero sintetizado por Chromobacterium violaceum em biorreator.
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