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RESUMO

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo poliésteres microbianos sintetizados como granulos
intracelulares por representantes dos dominios Bacteria e Archaea. Os PHAs sdo uma familia
de bioplasticos de origem bioldgica, totalmente biodegraddveis e compostaveis, gerando um
solo rico em humus, além de ser biocompativeis, caracteristica atrativa para aplicagdes médicas
e farmacéuticas. Os PHAs também atendem a especificagdes padrdo para degradacdo em
ambientes marinhos. Dessa forma, os PHAs sdo candidatos promissores para aplicacdes em
produtos descartdveis ou de curta de vida de uso. Um conceito de biorrefinaria para
biocombustiveis e biopldsticos tem sido proposto por vdrios autores cOmo um Pprocesso
integrado, com o objetivo de viabilizar ambas as industrias como uma cadeia produtiva
parcialmente ou totalmente independente dos derivados do petrdleo. Neste contexto,
Burkholderia glumae MA13 foi capaz de sintetizar PHAs a partir de fontes de carbono e
subprodutos relacionados a industria de biocombustiveis: sacarose; xilose; melaco, vinhaca e
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar; 6leos de palma, babacu, mamona e residual de fritura;
e sebo bovino. Além disso, a producdo de PHAs foi avaliada utilizando diferentes fontes de
nitrogénio: (NH4)2SO4, (NH4)H2PO3, (NH4)>HPO3, NH4Cl, NaNOs, NH4NOs3, ureia, extrato de
levedura, autolisado de levedura e levedura seca inativa. Entre os insumos da inddstria
sucroalcooleira, o melaco sem pré-tratamento foi a melhor fonte de carbono, mesmo comparado
a sacarose pura, com valores de actimulo intracelular de polimero de 41-47% (m/m) da massa
seca celular (% MSC). A adicao de 25% (v/v) de vinhaca de cana-de-acticar ao meio de cultivo
contendo melago resultou em valores de acimulo de polimero de 45% MSC e um rendimento
de 0,18 g/g, o que € econdmico e ecologicamente interessante para a economia de dgua tratada
para os processos industriais, além de oferecer um uso reciclado para a vinhaca, ao invés do
descarte inapropriado deste subproduto em corpos de dgua e no solo. A producdo de PHAs a
partir de insumos relacionados a industria de biodiesel resultou em um actimulo intracelular
maximo de polimero de 85% MSC a partir de 6leo de palma. A produtividade volumétrica
méxima de 0,16 g/(L.h) também foi obtida a partir deste insumo adicionado de uréia, apds 56
h. A adi¢do de dcido propidnico aos meios de cultivo resultou no copolimero P(3HB-co-3HV)
com 18 e 21 mol% de 3HV em meios contendo 6leo de babagu e mamona, respectivamente. A
atividade lipolitica foi detectada nos cultivos com insumos da industria de biodiesel atingindo
um valor maximo de 481 U/mL. A andlise por espalhamento de luz estatico (SLS) apresentou
polimeros com massas moleculares médias variando de 1,3 x 10° a 2,7 x 10° Da. A calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) revelou polimeros com temperaturas de fusdo em uma faixa de
147-165°C, e a andlise termogravimétrica (TGA) mostrou temperaturas iniciais de degradagao
térmica de 230-297 °C. Neste estudo, B. glumae MA13 demonstrou ser uma linhagem
bacteriana promissora para a sintese de PHAs a partir de diferentes insumos relacionados a
indastria de biocombustiveis, favorecendo um conceito de biorrefinaria com bioprodutos
agregados a cadeia de produgdo de biocombustiveis, com beneficios ecoldégicos em um modelo
sustentdvel.

Palavras-chave: PHA. Bioplastico. Biodiesel. Bioetanol. Sustentabilidade.



ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are microbial polyesters synthesized by representatives of
Bacteria and Archaea domains as intracellular granules. Beyond microbial adaptation
strategies, PHAs are a family of bioplastics which are fully bio-based and biodegradable.
Additionally, PHAs are compostable resulting in humus-rich soil and these microbial polymers
also are biocompatible, which is attractive for pharmaceutical and medical applications such as
nanobeads for drug delivery systems and nanofiber scaffolds for tissue engineering.
Furthermore, PHAs meet the standard specification for marine degradability. All these
mentioned features make PHAs promising candidates for short-lived and disposable
applications. A biorefinery concept for biofuels and bioplastics has been proposed by many
authors as an associated production set in order to generate value-added chemicals, especially
those obtained from common feedstocks or biofuel byproducts, in order to support such
industries as production set partially or totally independent of petrochemical derivatives. In this
sense, Burkholderia glumae MA13 was able to synthesize PHA bioplastics from carbon sources
and industrial byproducts related to biofuel industries: sucrose; xylose; sugarcane molasses,
vinasse and bagasse hydrolysate; palm, babassu, castor and waste cooking oils; and bovine
tallow. Moreover, PHA production was tested using different nitrogen sources: (NH4)2SO4,
(NH4)H2POs, (NH4)HPO3, NH4Cl, NaNOs, NH4NO:3, urea, yeast extract, yeast autolysate and
inactivated dry yeast. Among bioethanol related feedstocks, molasses free of pre-treatment was
the best carbon source, even compared with pure sucrose, with intracellular polymer
accumulation values of 41-47% (w/w) cell dry weight (% CDW). The addition of 25% (v/v)
sugarcane vinasse to the culture media containing molasses was not deleterious and resulted in
a statistically similar maximum polymer content of 45% CDW and a polymer yield of 0.18 g/g,
which is economic and ecologically interesting to save water required for industrial processes
and to offer a fermentative recycling for vinasse, as an alternative to its inappropriate disposal
in water bodies and soil contamination. PHA production from biodiesel related feedstocks
resulted in a maximum intracellular polymer accumulation of 85% CDW from palm oil.
Maximum volumetric productivity of 0.16 g/(L.h) was also obtained from palm oil and urea
after 56 h. Addition of propionic acid to the culture media resulted in the copolymer P(3HB-
co-3HV) with a 3HV content of 18 and 21 mol% in cultivation media containing babassu and
castor oils, respectively. Lipase activity was detected in biodiesel feedstock cultivations with a
maximum value of 481 U/mL. Static light scattering analysis showed average molecular weight
values of polymers synthesized by B. glumae MA13 ranging from 1,3 x 10° to 2,7 x 10° Da.
Differential scanning calorimetry (DSC) analysis revealed polymers with melting temperatures
in the range of 147-165 °C, and thermogravimetric analysis (TGA) showed onset
decomposition temperatures of 230-297 °C. B. glumae MA13 has been demonstrated to be a
promising bacterial strain to synthesize PHA bioplastics from different biofuel related
feedstocks and corroborates to support a biorefinery concept with value-added green chemicals
for biofuel productive chain with additional ecologic benefits into a sustainable model.

Keywords: PHA. Bioplastic. Biodiesel. Bioethanol. Sustainability.
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INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento tecnoldgico contemporaneo tem como um de seus principais
alicerces a exploracao de combustiveis fésseis. A queima de carvao mineral e gés natural, além
da inddstria do petréleo e seus derivados resultaram em um detrimento global dos ecossistemas,
com altos indices de emissdes de gases do efeito estufa e consequente aquecimento global
acelerado, acidificacdo dos oceanos e aumento da poluicdo nos diversos ecossistemas
(YAZDANI & GONZALES, 2007; NAIK et al., 2010). Neste contexto, as fontes de energia
derivadas da biomassa tém ganhado destaque, pois as mesmas sdo consideradas neutras ou de
baixa emissdo de carbono atmosférico, uma vez que em etapas do ciclo bioenergético pode se
correlacionar o envolvimento de produtores primdrios, capazes de assimilar CO> durante o
crescimento para a realizacdo da fotossintese (INDERWILDI & KING, 2009;
WELDEMICHAEL & ASSEFA, 2016). A partir da matéria-prima renovavel surgiram os
combustiveis solidos, liquidos ou gasosos, os quais foram denominados biocombustiveis. Entre
os biocombustiveis, o bioetanol e o biodiesel sdo definitivamente os exemplos mais
estabelecidos de biocombustiveis de transporte, como aditivos e potenciais substitutos da
gasolina e do 6leo diesel (DEMIRBAS, 2008; DEMIRBAS, 2009; GAURAV et al.,, 2017; DE
PAULA et al., 2018a). O bioetanol € o biocombustivel de transporte mais produzido em todo o
mundo, com uma produgdo global projetada para crescer de 122 bilhdes de litros, em 2019,
para 143 bilhdes de litros, em 2028. Entre os maiores produtores de bioetanol, os EUA € o
maior produtor da atualidade com 63,8 bilhdes de litros, em 2019, seguido do Brasil, cuja
producdo atingiu 35,7 bilhdes de litros na safra de cana-de-acucar de 2019/20 (OECD/FAO,
2019; CONAB, 2020). Embora o bioetanol seja o biocombustivel de transporte mais produzido
em todo o mundo, a maioria das pesquisas cientificas t€ém sido devotadas a produgdo de
biodiesel. Os principais produtores de biodiesel incluem os EUA, Brasil, Alemanha, Franca,
Argentina, Holanda e Indonésia, cujo investimento projeta expectativas de crescimento de
producdo de 31 bilhdes de litros em 2015 para 44 bilhdes de litros de biodiesel até 2028 (OECD-
FAO, 2016; AZADIA et al., 2017; OECD/FAO, 2019).

Os bioetanol e o biodiesel t€ém sido suportados, principalmente, por mandatos de
blendas, adicionados aos combustiveis convencionais, para atender a demanda dos setores de
transporte e as metas governamentais de desenvolvimentos sustentavel. Estes biocombustiveis
tém sido obtidos na maioria das vezes a partir de “commodities” agricolas, as quais sdo fontes
de energia comestiveis, como graos e sementes de oleaginosas, além de safras de actcar e

amido, sendo nesse caso denominados biocombustiveis de primeira geragdo. Os
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biocombustiveis de segunda geracdo sdo obtidos a partir de matéria-prima ndo comestivel,
como materiais lignocelul6sicos, culturas de curta rotagdo e gramineas vegetativas, oleaginosas
nao comestiveis e sebo animal. Os biocombustiveis de segunda geracdo tém sido uma
alternativa para mitigar a principal preocupag¢ao com os biocombustiveis de primeira geragao,
que € a escassez de alimentos e o detrimento das terras agricultdveis. Uma vantagem adicional
€ a utilizacdo de subprodutos agricolas e residuos soélidos urbanos, reduzindo custos e

melhorando a gestao de residuos urbanos (DEMIRBAS, 2009).

Além do desiquilibrio ecoldgico gerado pela queima direta de combustiveis fosseis, uma
variedade de derivados petroquimicos tem contribuido para o detrimento dos ecossistemas de
nosso planeta. Os plésticos de origem petroquimica sdo exemplos classicos associados a
diversas questdes ambientais. Devido a versatilidade destes polimeros, os mesmos t€m sido
empregados em diversas aplicacdes, ao ponto de se estabelecer uma sociedade extremamente
dependente destes produtos. A alta demanda de mercado de plésticos, associado a um descarte
inapropriado, e somada a alta persisténcia ambiental destes compostos, tornaram estes produtos
uma ameaca global aos biomas aquaticos e terrestres (LETTIERI & AL-SALEM, 2011;
KUNWAR et al., 2016). Os plasticos convencionais levam varias décadas para se decompor
nos ecossistemas, além de produzir toxinas, particularmente por seus aditivos, tais como ftalatos
como plastificantes, e residuos monoméricos téxicos, como o cloreto de vinila
(SURIYAMONGKOL et al., 2007). Os micropldasticos (particulas de plasticos menores que 5
mm) nos oceanos sao imensamente danosos para os ecossistemas aquaticos, os quais se
acumulam nas cadeias alimentares e inevitavelmente terminam na alimentacdo humana, o
ultimo consumidor desta cadeia alimentar (LACKNER, 2015). Ao lado desta questdo ambiental
surgiram os bioplésticos, 0s quais cumprem pelo menos uma destas duas caracteristicas:
derivado de biomassa ou biodegradabilidade. Portanto, um biopléstico deve ser de origem
bioldgica, biodegraddvel ou ambos. Os bioplasticos exibem as mesmas propriedades ou
propriedades semelhantes aos plasticos convencionais, com beneficios ambientais adicionais,
como reducdo de carbono atmosférico, reciclagem organica ou ambos (EUROPEAN

BIOPLASTICS, 2017).

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo bioplasticos de origem microbiana, produzidos
como granulos celulares por representantes dos dominios Bacteria e Archaea (STEINBUCHEL
& FUCHTENBUSCH, 1998; OBRUCA et al., 2018; KOLLER, 2019; DE PAULA et al., 2021).
Além de serem uma estratégia microbiana adaptativa, os PHAs sdo uma familia de bioplasticos

de origem bioldgica totalmente biodegraddveis. Além disso, os PHAs sdao polimeros



16

compostdveis, resultando em um solo rico em humus (CHANPRATEEP, 2010; LACKNER,
2015; EUROPEAN BIOPLASTICS, 2017; DE PAULA et al., 2018b). Os PHAs também sio
biocompativeis, caracteristica atrativa para aplicagdes médicas e farmacéuticas, na produgao de
nanocdpsulas para liberacao controlada de farmacos, e nanofibras para geracao de suportes na
engenharia de tecidos (RODRIGUEZ-CONTRERAS, 2019). Por fim, os PHAs atendem as
especificacdes padrOes para degradacdo em ambiente marinho. Todas estas caracteristicas
fazem com que os PHAs sejam candidatos promissores a aplicacdes de produtos descartdveis
ou de baixa vida (DE PAULA et al., 2018b). Devido ao aumento da consciéncia global a
respeito da sustentabilidade e as metas propostas por acordos climdticos, o mercado de
bioplésticos tem se tornado cada vez mais profissionalizado, com alternativas provenientes da
biomassa para todos os tipos de aplicagcdo. Embora o mercado de bioplasticos atinja ainda 1%
de todo o mercado de polimeros, vérios grupos de pesquisa e empresas tém focado seus esforcos
em atualizacOes tecnoldgicas na busca pela reducdo de custos e viabilizacdo destes
biopolimeros (CARUS, 2020). Uma vez que a industria petroquimica tem sido a base de
combustiveis e plasticos convencionais, um conceito de biorrefinaria para a produgao integrada
de biocombustiveis e bioplasticos tem sido proposto por varios autores para gerar biomoléculas
de valor agregado, com o objetivo de viabilizar tais inddstrias como um sistema de producdo
parcialmente ou totalmente independente do petrdleo e seus derivados (ASHBY et al., 2011;
CAVALHEIRO et al., 2012; DE PAULA et al., 2017; DE PAULA et al., 2019a; DE PAULA
et al., 2021).

Neste contexto, Burkholderia glumae MA13 foi o microrganismo alvo deste estudo,
uma linhagem bacteriana previamente isolada de solo de Mata Atlantica para a producao de
PHAG s a partir de glicerol bruto proveniente da industria de biodiesel (DE PAULA et al., 2019b).
Neste estudo, B. glumae MA13 foi avaliada em cultivos contendo uma ampla variedade de
fontes de carbono relacionadas as cadeias de produgdo de bioetanol e biodiesel, na busca pela
agregacdo de valores a ambas industrias de biocombustiveis, através da producdo associada de
bioplasticos. Entre os insumos testados para a produ¢do de PHAs estavam sacarose, glicerol,
melaco, vinhaca e hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar, glicerol bruto, 6leos de palma,
babagu, mamona, sebo bovino e 6leo residual de fritura. Além disso, testes de cultivos em
biorreatores avaliaram a suplementacao das fontes de carbono com 4cido propidnico na busca
de um copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) [P(3HB-co-3HV)] com
propriedades diferenciadas comparadas ao homopolimero poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)],

ambos pertencentes a grande classe de bioplasticos, os PHAs. Dessa forma, o presente trabalho
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buscou avaliar o potencial de B. glumae MA13 na conversdao de multiplos insumos nestes
biopolimeros, na tentativa de atestar a versatilidade metabdlica de B. glumae MA13 para ser
aplicada em diferentes processos produtivos ou até mesmo na adaptacdo de um tnico processo
industrial a diferentes insumos, amenizando problemas de logistica e sazonalidade na

disponibilidade de matérias-primas para os setores produtivos.
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CONCLUSOES GERAIS

e Entres os insumos relacionados a industria sucroalcooleira, melaco de cana-de-agicar
foi a fonte de carbono mais promissora para a produ¢do polihidroxialcanoatos (PHAs)
por Burkholderia glumae MAI13, cuja mdaxima produ¢do foi alcancada em
concentracoes de 20 a 40 g/L, com valores variando de 2,5 a 2,7 g/L.

¢ Entre os insumos relacionados a industria sucroalcooleira, o melago de cana-de-actcar
puro ou adicionado de 25% (v/v) de vinhaca de cana-de-agticar induziu o metabolismo
de B. glumae MA13 a sintese de PHAs, resultando nos maiores valores de rendimento
na conversao de acticares em polimero, com um méximo de 0,18 g/g.

® A andlise estatistica demonstrou que os valores de rendimento de conversdo de fontes
de carbono em polimero em meios de cultivo contendo melaco de cana-de-agicar
adicionado de 25% (v/v) de vinhaga de cana-de-aciicar ndo divergiu estatisticamente
dos valores de rendimento atingidos utilizando melago de cana-de-agtcar puro.

e Qs valores de producdo e acimulo intracelular de polimero observados a partir do meio
de cultivo composto pelos subprodutos da industria sucroalcooleira melaco e vinhaca
de cana-de-acicar foram superiores aqueles obtidos em meios de cultivo contendo
sacarose pura.

e Neste estudo, a adicao de 25% (v/v) de vinhaga de cana-de-aguicar a meios de cultivo
contendo melaco de cana-de-agucar, sem perdas estatisticamente significativas na
conversao de substrato em PHAs por B. glumae MA13, pode ser considerada como uma
estratégia sustentdvel na reutilizacdo de um efluente potencialmente danoso a
ecossistemas terrestres e aquéaticos, além de oferecer 25% (v/v) de economia de dgua
tratada destinada aos processos industriais.

¢ Entre as matérias-primas utilizadas para a producao de biodiesel de primeira geracao,
os cultivos realizados em meio mineral contendo 6leo de palma atingiram os maiores
valores de acimulo intracelular de polimero, com um maximo de 84,6% MSC obtido
em cultivos em frascos agitados, e um valor maximo de 60,8% MSC observado em
cultivo em biorreator.

¢ Entre as matérias-primas utilizadas para a producio de biodiesel de primeira geragdo, a
adicao de 4cido propidnico ao babagu resultou na sintese de um copolimero P(3HB-co-

3HV) por B. glumae MA13, contendo 18 mol% do mondmero 3HV.
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Entre as fontes de carbono de cultivo relacionadas a producao de biodiesel de segunda
geragdo, a maior producao e acimulo intracelular de polimero foi alcancada em cultivos
contendo sebo bovino, com 4,4 g/L e 42% MSC, respectivamente.

Entre as fontes de carbono de cultivo relacionadas a producao de biodiesel de segunda
geragdo, os cultivos em frascos agitados em meio mineral contendo 6leo de mamona
resultaram em um copolimero P(3HB-co-3HV), com até 6,4 mol% de 3HV sem a adi¢ao
de qualquer precursor. A adicao de dcido propidonico no cultivo em biorreator contendo
6leo de mamona resultou em um copolimero com 21 mol% de 3HV.

Entre todas as fontes de carbono testadas neste estudo, a maior produtividade
volumétrica foi atingida em cultivo de biorreator em meio contendo 6leo de palma, com
um valor méximo de 0,16 g/(L.h), ap6s 56 h.

Entre as fontes hidrofébicas de carbono avaliadas neste estudo, B. glumae MA13
apresentou producao de lipase, cujos valores maximos de atividade enzimadtica variaram
de 66 a 481 U/mL, sendo este ultimo valor mdximo obtido a partir de éleo residual de
fritura.

As andlises da massa molecular por espalhamento de luz estitico (SLS) revelou
polimeros com valores de massa molecular média variando de 1,3 x 10°a2,7 x 10° Da,
a partir das fontes hidrofébicas avaliadas neste estudo.

Os resultados das andlises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) dos polimeros
produzidos por B. glumae MA13 a partir de fontes hidrofébicas relacionadas a produgdo
de biodiesel apresentou pontos de fusdo variando de 147 a 165 °C, e graus de
cristalinidade em uma faixa de 5,1 a 30,9%.

As andlises termogravimétricas (TGA) revelaram polimeros com temperaturas iniciais
de degradacdo variando entre 230 e 297 °C, temperaturas de degradagdo maxima em
uma faixa de 260 a 317 °C, e temperaturas de degradacao térmica final de 319 a 334 °C.
Todos os polimeros produzidos a partir de fontes de carbono hidrofébicas apresentaram
um intervalo térmico entre a temperatura de fusdo e a temperatura de inicio de
degradacao térmica de no minimo 79 °C.

B. glumae MA13 apresentou producao de PHAs a partir de todas as fontes de carbono
avaliadas neste estudo, e assim, pode ser considerada uma linhagem versatil e
promissora para a sintese destes polimeros a partir de uma ampla variedade de insumos
relacionados a industria de biocombustiveis e, portanto, atingindo o objetivo principal

deste estudo.
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