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RESUMO

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sédo atualmente os biopolimeros provenientes da
fermentacdo microbiana que recebem mais atencdo tanto no segmento cientifico como
no industrial, e este destaque se deve principalmente por suas caracteristicas
termoplasticas. Entre os diversos tipos de PHAs, o polihidroxibutirato (P3HB) é o mais
produzido dentre as linhagens isoladas do ambiente, sendo amplamente estudado. Suas
propriedades fisico-quimicas, tais como, seu peso molecular, cristalinidade, rigidez, ponto
de fusdo e temperatura de transigédo vitrea sdo comparaveis ao polipropileno (PP), um
polimero produzido em ampla escala de origem petroquimica. Devido as similaridades
fica claro que o PH3B se apresenta como um eficiente substituto para o polipropileno.
Atualmente, tém sido relatados varios trabalhos sobre a producdo de PHAs utilizando
subprodutos e efluentes industriais como insumos de cultivo, como por exemplo, a
produgcdo de P3HB através do uso de glicerol bruto, proveniente da producdo de
biodiesel. Aliado também as peculiaridades de sua producéo, os polihidroxialcanoatos
também possuem curto tempo de degradacdo no ambiente, bem como sua quebra em
substancias n&o toxicas. A biossintese de PH3B em linhagens bacterianas envolve varios
fatores, como a limitagcdo da fonte de nitrogénio e o excesso da fonte de carbono,
fazendo-se necessario uma otimizacao dos processos para garantir taxas de produgao
elevadas. Neste trabalho as linhagens Pandorea sp MAO3 e Burkholderia cepacia MA13
foram avaliadas quanto a sua producéo de PH3B. A avaliacao foi realizada utilizando um
delineamento composto central do tipo rotacional (DCCR) levando as seguintes variaveis
em questdo: temperatura, concentracao de sulfato de aménio e glicerol bruto. No

planejamento realizado a linhagem Pandorea sp foi utilizada.

Palavras-chave: Biodiesel. PHA. P3HB. Glicerol. Burkholderia cepacia. Pandorea sp.
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1 INTRODUGAO

A importancia dos combustiveis fésseis na matriz energética brasileira é evidente quando
se analisam os dados relativos aos volumes de produgado e aos valores movimentados
na comercializagao desses produtos (MONTEIRO, AMBROZIN & KURI, 2009). Segundo
a Agéncia Nacional do Petroleo (ANP) s6é em janeiro de 2017 foram observadas
producdes de petroleo e gas natural com valores de 2.687 mil barris por dia (Mbbl/d) e
109,9 milhdes de metro cubicos por dia (MMm?/d), respectivamente. Entre os produtos
derivados do petrdleo, considerando apenas a industria de plasticos, observou-se, no
Brasil, uma producgao de aproximadamente 6,59 milhdes de toneladas de transformados
de plasticos, segundo relatério referente ao ano de 2015 da Agéncia Brasileira da
Industria de Plastico (Abliplast). Estes dados sao exemplos parciais, mas que evidenciam
a consolidacdo de uma sociedade caracterizada pelo alto consumo de produtos de
origem petroquimica, gerando desafios para as administragdes publicas, devido ao
descarte inapropriado dos mesmos, associado a baixa taxa de biodegradabilidade. Esta
dependéncia tem levado muitos paises a buscar novas reservas naturais de maneira a
prolongar o fluxo da matéria prima, paises como Angola, Brasil, Estados Unidos,
Indonésia, Nigéria e Noruega vem desenvolvendo e utilizando novas tecnologias para a
extragao de petréleo na camada Pré-Sal (SILVA, MACK & CONTIERO, 2009). Torna-se
necessario o desenvolvimento de técnicas para a obtengao de combustiveis de demais
fontes, especialmente aquelas provenientes de recursos renovaveis, denominados
biocombustiveis.

Atualmente, as tecnologias mais difundidas e comumente aplicadas na obtencédo de
combustiveis a partir de fontes renovaveis sao a producdo de etanol, através da
fermentacdo de acucares provenientes da cana-de-agucar, milho e beterraba; e a
producao de biodiesel, obtida através da transesterificagao de 6leos vegetais ou gordura
animal com alcool para a produgao de ésteres (YAZDANI & GONZALEZ, 2007). No
entanto, os altos custos de producao de biodiesel dificultam sua introducdo no mercado.
Tanto 6leos vegetais como gordura animal podem ser utilizados no processo de
transesterificacdo, do qual se obtém o biodiesel, tal fato € uma caracteristica favoravel

aos seus custos de producdo comparado ao 6leo diesel comercializado. A selegao de
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matéria-prima de baixo custo é importante para a obtengdo de biodiesel, porém, a
utilizacdo de subprodutos e rejeitos gerados na produgdo de biocombustiveis também
deve ser estabelecida em uma biorrefinaria economicamente viavel (YUSTE &
DOURADO, 2006; KAMM & KAMM, 2007). Dentre os subprodutos obtidos durante a
producdo de biocombustiveis, o glicerol € produzido em altas quantidades, tanto no
processo de obtencdo do biodiesel (THOMPSON & HE, 2006) como na produgéo de
etanol (ALDIGUIER et al., 2004). Durante o processo de transesterificagdo, para cada
100 kg de biodiesel produzido sdo obtidos em média 10 kg de glicerol.

O crescimento acelerado das industrias do biodiesel, com o consequente aumento na
producdo de glicerol, resultou em uma queda vertiginosa nos pregos deste produto,
provocando a faléncia de importantes industrias especializadas em sua producao e refino
(YASDANI & GONZALEZ, 2007). Contudo, o aumento exponencial da oferta do glicerol,
além do impacto comercial negativo observado, ainda remete a preocupagdo com o
descarte de seu excedente de mercado no ambiente. Portanto, para um aumento da
viabilidade econdmica na producéo do biodiesel, torna-se essencial o desenvolvimento
de estratégias de conversdes quimicas e bioldgicas do glicerol em produtos de interesse
de mercado, agregando valores a producédo do biodiesel e amenizando os custos no
tratamento de efluentes (McCOY, 2006). Assim, torna-se interessante a descoberta de
novos micro-organismos capazes de transformar o glicerol em produtos de maior valor
agregado. Entre os produtos obtidos a partir da aplicagdo do glicerol bruto em processos
quimicos e microbiolégicos, pode-se destacar o 1,3-propanodiol, 1,2-propanodiol,
dihidroxiacetonas, poliglicerois, acido succinico e, recentemente, biopolimeros
(PACHAURI & HE, 2006). Dentre os biopolimeros conhecidos, os polihidroxialcanoatos
(PHAs) sao os de maior destaque na area industrial devido seu potencial termoplastico
(MARANGONI, 2000).

O interesse industrial na producdao de PHAs esta diretamente associado a suas
propriedades fisico-quimicas: caracterizados como termoplasticos ou elastdmeros, nao
toxicos e biocompativeis. Sao utilizados na industria de embalagens bem como na area
médica e farmacéutica, onde sao usados na producao de capsulas de medicamentos e

drogas agricolas, bem como na produg¢ao de préteses e enxertos, até sendo avaliados
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como carregadores de substancias antitumorais, na terapia contra o cancer (HSIEH et
al., 2011).

O mais conhecido, dentre os PHAs, € o poli-3-hidroxibutirato (P3HB), um poliéster
formado por uma cadeia curta de carbonos, formados por uma vasta quantidade de
bactérias e arqueas (VALENTIN & STEINBUCHEL, 1995; STEINBUCHEL &
FUCHTENBUSCH, 1998; MADISON & HUISMAN, 1999; EGGERS & STEINBUCHEL,
2013). O P3HB, assim como os demais PHAs, sdo armazenados em granulos no
citoplasma das células quando algum nutriente se encontra ausente e ha um excesso de
carbono. Tais granulos servem como reserva de carbono e energia e podem ser
consumidos durante o metabolismo caso o elemento limitante esteja disponivel ou na
escassez de uma fonte de carbono (ANDERSON & DAWES, 1990). Como a biossintese
de P3HB em linhagens bacterianas envolve varios fatores, como limitacao da fonte de
nitrogénio e o excesso da fonte de carbono, € necessaria a otimizagao de processos para
alcangar as maiores taxas de produgdo de polimero. Para isso, o planejamento
experimental e a analise estatistica fornecem informagdes mais precisas sobre os fatores
determinantes do processo fermentativo, permitindo a interagao entre os mesmos. Dessa
forma, o principal objetivo deste projeto é obter as condi¢gées 6timas na produgado de
P3HB por novas linhagens isoladas, Pandoraea sp. MAO3 e Burkholderia cepacia MA13,

utilizando o glicerol bruto como fonte de carbono.

1.1 Poli-3-hidroxibutirato (PHB)

O polihidroxibutirato, P3HB, foi o primeiro dos PHAs descobertos e € também o mais
caracterizado e bem estudado (Figura 1). Trata-se de um polimero de cadeia carbdnica
curta armazenado em granulos no interior da célula em varias espécies conhecidas de
bactérias, chegando a somar cerca até 80% de peso da massa seca celular. Possui
caracteristicas mecanicas similares a plasticos convencionais de origem petroquimica,
como o polipropileno. Entretanto, mesmo que possa ser retirado das células, e moldado
em fibras e laminas, bem como combinado a outros compostos afim de formar

heteropolimeros, o polihidroxibutirato € mais quebradico e cristalino se comparado a
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outros PHAs de cadeias carbénicas longas (KHOSRAVI-DARANI et al, 2013; KABILAN
et al, 2012).

Figura 1 - Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos

| I
O—CH—(CH,)—C
00-30000
n=1 R= hydrogen poly (-3-hydroxypropionate)
methyl poly (-3-hydroxybutyrate)
ethyl poly(3-horoxyvalerate)
propyl poly (-3-hydroxyhexanoate)
pentyl poly (-3-hydroxyoctanoate)
nonyl poly (-3-hydroxydodecanoate)
n=2 R= hydrogen poly (-4-hydroxybutyrate)
n=3 R= hydrogen poly (-5-hydroxyvalerate)

Fonte: (OJUMU et al, 2004).

De maneira geral, os PHAs sao obtidos na forma de polimeros de 10% a 10* monémeros,
podendo ser acumulados por bactérias gram-positivas e negativas na forma de granulos
citoplasmaticos com 0,2 — 0,5 ym de didmetro (STEINBUCHEL & FUCHTENBUCH,
1998). O P3HB, um polimero de curta cadeia carbdnica, conhecido desde 1926, devido
aos estudos de Lemoigne, outrora ignorado gracas a disponibilidade de recursos
petroquimicos, ganha grande destaque devido sua capacidade de utilizar insumos de
cultivo como o glicerol bruto, proveniente da produgédo de biodiesel, 0 que garante sua
viabilidade no mercado (CHANPRATEEP, 2010).

A utilizagdo de insumos como o glicerol bruto € uma forma alternativa viavel para a
producao destes polimeros, isso pois a fonte de carbono chega a cerca de 40% dos
custos totais de produgéo (CAVALHEIRO et al, 2009). Além disso, a possibilidade de usar
um insumo como glicerol, que é proveniente de uma fonte renovavel de energia, garante
uma valorizag&o nao apenas do produto em questdo, mas também como de toda a cadeia
de produgdo de biodiesel. De maneira geral, a produgdo do P3HB na regiédo

citoplasmatica de uma célula na forma de granulos se da pelo excesso de fonte de
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carbono no meio e pela auséncia de algum nutriente essencial ao crescimento celular,
como nitrogénio, por exemplo.

Atualmente sao conhecidas varias bactérias capazes de produzir o poli-3-hidroxibutirato,
mesmo assim, a busca por novos organismos detentores de condigdes oOtimas de
producao é constante. As condi¢cdes de otimizagao envolvem varios fatores como a alta
porcentagem de acumulo de polimero, o crescimento rapido do micro-organismo
associado a uma fonte de carbono barata e uma alta taxa de transformacéo dessa fonte
no subproduto desejado. Além desses fatores, a busca por organismos néo patogénicos,
que nao oferegcam risco a seus manipuladores, a populagédo e ambiente em geral, bem
como organismos que permitam uma extracao facil do polimero do interior da célula, o
que permitiria uma redugao nos custos de producéo, visto que a extragdao ocupa grande

parcela dos gastos.

1.2 Producgao de P3HB

A busca por condi¢des 6timas de cultivo revela a necessidade de se decifrar os passos
metabdlicos que levam a producao dos biopolimeros, a bactéria Cupriavidus necator, por
sua vez, possui essa via amplamente conhecida e estudada. O P3HB, nesta espécie, é
sintetizado a partir de acetil-CoA por uma acao sequencial de trés enzimas (Figura 2). A
primeira enzima, 3-cetothiolase, promove a condensacao de dois grupos acetil-CoA de
maneira reversa formando acetoacetil-CoA. Em seguida, a acetoacetil-CoA redutase atua
na reducao deste em R(-)-3-hidroxibutiril-CoA, esse composto por sua vez sofre agao da
PHA sintase que transforma-o em P3HB. Pesquisas mostram que em C. necator foi
detectado um acumulo de cerca de 80% no peso da massa seca celular de PHB (OJUMU
et al, 2004).
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Figura 2 - Vias metabdlicas de P3HB e P3HB-co-3HV em Cupriavidus necator

Propionic acid Glucose
ATP + CoASH
CoA synthetase TCA cycle
AMP +PPi
propionyl-CoA acetyl CoA  (2x)
3-ketothiolase
CoASH CoASH
3-ketovaleryl-CoA acetoacetyl-CoA
NADPH+H™ NADPH+H™
acetoacetyl-CoA
reductase
NADP NADP
R-(-) 3-hydroxyvaleryl-CoA R-(-) 3-hydroxybutyrl-CoA
A synthase
CoASH l CoASH
P(HB-HV) PHB

Fonte: (OJUMU et al, 2004).

De maneira geral, uma linhagem bacteriana ideal para a producéo de PHAs deve
apresentar uma baixa demanda por oxigénio, propiciando cultivos com um crescimento
com alta densidade de células e pouca limitagao por oxigénio, resultando em acumulo de

polimeros de alto peso molecular (CHEN, 2003).

1.3 Biodiesel e glicerol

O uso de dleos vegetais como combustivel foi testado por Rudolf Diesel, responsavel
pelo desenvolvimento dos motores movidos a dleo proveniente do petréleo, em meados
de 1900. No entanto, os baixos precos do petréleo e a facilidade na extracdo mantiveram
0 uso de Oleos vegetais apenas como medida emergencial até a década de 40.
Atualmente, com o aumento dos precos dos produtos petroquimicos, os impactos
ambientais causados pelo seu uso e extracdo e a crescente probabilidade de escassez
da matéria prima vem trazendo novamente ao foco das atencbes os agora chamados
biodieseis (FANGRUI & MILFORD, 1999).
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A producéo de biodiesel teve seu inicio nos anos 90 no continente Europeu, colocando-
se como o0 maior mercado consumidor e produtor. Segundo o European Biodiesel Board
a producao total da Uniao Européia no ano de 2013 foi superior a 10,000 mil toneladas,
sendo a Alemanha a responsavel pela maior parcela, devido seu mercado automotivo
bem estabelecido. No Brasil, a lei 11.097 de 13 de janeiro de 2005, introduziu na matriz
energética brasileira, o biodiesel, tornando obrigatério, a partir de 2008, o uso de um
percentual intermediario de 2% (B2) a ser adicionado no 6leo diesel comercializado. A
partir de 2013 o percentual em questao foi alterado para 5% (B5) em todo territorio
nacional. Tal medida do governo federal provocou um elevado investimento voltado para
o0 aumento da capacidade instalada de refinarias no objetivo de suprir a demanda de
biocombustivel esperada na adog¢dao do B2 e B5 (GAZZONI, 2007). O resultado do
elevado potencial de produgdo instalado levou o governo federal, juntamente com o
Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE), antecipar para janeiro de 2010 a
adocdo do B5. Atualmente o percentual intermediario utilizado € de 7%, adotado de
novembro de 2014 e segundos dados da ANP, a previsao é de que este seja de 10% até
marcgo de 2019. (BRASIL, 2016).

A producédo de biocombustiveis gera varios subprodutos, dentre eles o glicerol, em altas
quantidades, tanto no processo de obtengdo de biodiesel (THOMPSON & HE, 2006)
quanto na producao de etanol (ALDIGUIER et al, 2004). A obtencgéo de biodiesel se da
por um processo de transesterificacdo, ao término desse processo, para cada 100kg do
combustivel produzidos sao obtidos 10 kg de glicerol bruto. O crescente incentivo na
producao de biodiesel provocou, por consequéncia um aumento na obtencgéo de glicerol,
provocando uma queda acentuada no seu pre¢co de mercado, o que provocou a faléncia
de importantes industrias da area de refino de glicerol (YASDANI & GONZALEZ, 2007).
Com o aumento da oferta de glicerol no mercado agrava-se também um problema
ambiental, que é o descarte do excedente de mercado no meio ambiente. Faz-se
necessario, para o aumento da viabilidade econémica da produgao de biodiesel por
biorefinarias, o desenvolvimento de estratégias de conversdes quimicas e biolégicas do
glicerol em produtos de interesse, de forma a agregar valor na producao de biodiesel e
amenizando os custos no tratamento de efluentes afetados (McCOY, 2006). Dentre as

técnicas conhecidas, a conversdo biolégica apresenta vantagens se comparada a
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quimica, isso pois possui uma maior especificidade de acdo na obtencdo do produto e

demanda condi¢des de pressao e temperatura mais amenas durante os bio-processos.

1.4Historico de producao de PHAs

O primeiro relato referente aos PHAs data de 1888, descritos por Beijerinck como
granulos brilhantes no interior de células bacterianas (apud CHOWDHURY, 1963).
Porém, foi s6é em 1923 que a composigao desses granulos foi obtida, Maurice Lemoigne,
trabalhando com a espécie Bacillus megaterium, determinou o composto acido 3-
hidroxibutirico (P3HB). Em 1958, Macre e Wilkinson concluiram que tais biopolimores
serviam como reserva de carbono e energia apés verificar o armazenamento de um
homopolimero em B. megaterium em uma situagdo de cultivo onde as proporg¢des de
glicose e nitrogénio no meio eram elevadas.

A historia da comercializagao dos biopolimeros se iniciou em 1959 com a empresa W. R.
Grace and Company, ela produziu PHB nos Estados Unidos para possivel aplicagao
comercial. No entanto encerrou seus processos pouco tempo depois devido a pouca
eficiéncia nos métodos e producéo e a falta de técnicas de purificagdo apropriadas. Em
1970, o PHBV, um copolimero sob o nome de Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato),
passou a ser comercializado pela Imperial Chemical Industries Itda., no Reino Unido, com
nome de Biopol™ (SURIYAMONGKOL et al., 2007). Em 1996 a tecnologia foi vendida
para a Monsanto e mais tarde para a Metabolix, Inc. O Governo americano financiou um
projeto envolvendo engenharia genética para a melhora do metabolismo de Escherichia
coli para uma melhor conversdo de acucares em P3HB. Em 2008, a Metabolix Inc.
anunciou a produgao combinada de biopolimeros e energia de biomassa através do uso
de gramineas, com objetivo de obter PHA a cerca de 20% do peso de massa seca celular,
com 75% de recuperagdo do polimero (apud CHANPRATEEP, 2010). Mais tarde, a
Metabolix Inc. se fundiria a Daniels Midland Company, em 2010, dando origem a Telles
Company e vindo a ser a maior produtora de PHAs da atualidade. Outras empresas e
associacbes foram formadas, como o acordo entre Procter & Gamble, Kaneka
Coporation, Universidade de Tsinga na China e o Instituto Riken no Japao, que culminou
no desenvolvimento de polimeros como o PHB e PHB-HHXx criando a marca Nodax™,
vendida em 1993. No Japao, a Mitsubishi Gas Ghemical tem feito progressos na
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producdo de PHB através de metanol, sob o nome BioGreen™. A alema Biomer Inc. ja
produz PHB em escala comercial desde 1995. No Canada, a empresa Biomatera Inc. se
especializou na produgdao de PHA através da fermentacdo de residuos industriais,
aplicando os produtos na fabricagdo de capsulas medicamentais e cosméticas, além da
utilizagdo do polimero em matrizes de regeneracgéo de tecidos (CHANPRATEEP, 2010).
O Brasil por sua vez com a PHB Industrial S.A., em Serrana, usa cana de acugar para o
a produgado de biopolimero (Biocycle™) que surgiu como um investimento entre a
empresa Irmaos Biagi, produtora de agucar, e a The Balbo Group, produtores de alcool
proveniente de cana de agucar (CHANPRATEEP, 2010).
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2 OBJETIVOS

Avaliar as condigbes 6timas de temperatura, fontes de carbono e nitrogénio para a
producao de P3HB a partir de glicerol de biodiesel por Pandorea sp. MAO3 e Burkholderia
cepacia M013, utilizando planejamento experimental do tipo delineamento composto
central rotacional (DCCR).

Avaliar a cinética de produgao de P3HB durante 120h a partir de glicerol de biodiesel

pelas linhagens Pandorea sp. MAO3 e Burkholderia cepacia MA13.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1Meios de Cultivo

Foram utilizados os meios de cultivo Meio Lisogénico (Luria-Bertani) (LB) e Meio
Mineral (MM).

3.1.1 Meio Lisogénico (LB)

THPLONA ... 10,0 g/L
Extrato de Levedura...........coooeeeiviiieiiiiieiieeeeee, 50¢g/L
1 =1 O F TR 5,09/l

O meio LB sdlido foi obtido com a adi¢do de agar 15-20 g/L.
3.1.2 Meio mineral

O Meio Mineral, utilizado na a produgcédo de PHAs, apresentava a seguinte composi¢ao
(RAMSAY et al., 1990):

NazZHPO 4. ..o 3,5g/L
KH2PO 4.t 1,5 g/L
MGSO4.7H20....cco i 0,2 g/L
CaCl2.2H20........oi e 0,01 g/L
Citrato férrico amoniacal............cccoooveveeiiiiiinieiennn.n. 0,06 g/L
Solucdo de elementos tragos.......ccceeevveeieeeeeeiiiecieiiis 1 mL

Para a obteng&o do meio sélido foram adicionados 15-20 g/L de agar.

Solugao de elementos tragos:
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HIBOS v eeeeeeee e eeeeesee e eeseee e s eeeseseeeessenes 0,30 g/L
COCI2.BH20 ..o 0,20 g/L
y4 3110 Vi = 10 O 0,10 g/L
MNCI2AH20 ..o 0,03 g/L

NAMOO4.2H20 ..o 0,03 g/L
NICI2.BH20 oo eere s senens 0,02 g/L
CUSOLSH20 .o 0,01 g/L

Ao Meio Mineral foram adicionadas diferentes concentragdes de glicerol, como fonte de
carbono, e (NH4)2SO4, como fonte de nitrogénio, para a obtengdo das melhores

condi¢des na produgao de P3HB.
3.1.3 Esterilizacao

Todos os meios de cultivo e solugdes utilizadas foram esterilizados em autoclave vertical

durante 20 minutos a 121°C e 1 atm.
3.2Micro-organismos

Utilizaram-se as linhagens isoladas a partir de solo de Mata Atlantica, Pandoraea sp.
MAO3 e Burkholderia cepacia MA13. As linhagens bacterianas foram mantidas em placas
de Petri e preservadas em tubos criogénicos contendo glicerol a 20%, sob congelamento
a -20 °C e -80 °C; sendo realizada a manutencéao de viabilidade das culturas microbianas
periodicamente. Realizou-se também a preservagdo destas linhagens bacterianas
através de liofilizacdo, sendo estocadas em ampolas seladas a vacuo e mantidas em
refrigerador (5-10 °C).
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3.3 Cultivo de micro-organismos

3.3.1 Delineamento Composto Central Rotacional

A linhagens Pandoraea sp. MAO3 e Burkholderia cepacia MA13 foram avaliadas em
meios de cultivo através de um delineamento composto central do tipo rotacional. O
planejamento para cada linhagem foi constituido de 18 experimentos; com 8 ensaios nos
niveis propostos, 4 réplicas do ponto central e mais 6 referentes aos pontos axiais. As
variaveis estudadas foram temperatura (X1), concentra¢des de sulfato de aménio (X2) e
glicerol bruto (X3); obtendo-se como resposta a produgéo de P3HB (g/L).

Os niveis das variaveis estudadas apresentaram-se na forma codificada

(adimensionalizada), utilizando a seguinte equagéao de codificagéo:

Equag&o Geral: X, = % (1)

Onde:

Xn € o valor da variavel no experimento na forma codificada;
Xo € o valor real da variavel no ponto central;

X+1 € o valor real da variavel no nivel superior;

X-1 € o valor real da variavel no nivel inferior.

Assim, nos planejamentos realizados temos a variavel temperatura (X1) nos niveis 30°C
(-1), 33,5°C (0) e 37°C (+1). Da mesma forma, os valores de concentracao de (NH4)2SOa4
(X2) estao divididos nos niveis 1,0; 2,0 e 3,0 g/L; e por fim o glicerol bruto nos valores 15,
20 e 25 g/L. As equacgbes codificadas nos experimentos sdo demonstradas pelas

equacoes 2, 3 e 4:
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X, =X —33,5/3,5 (2)
X, =X-2/1 (3)
X; =X —20/5 (4)

Os valores dos pontos axiais (xa) foram definidos pela equagao abaixo:

a= £V (5)

Onde k ¢ igual ao numero de fatores (variaveis) do planejamento experimental. Como os
planejamentos realizados apresentam 3 variaveis (k = 3), a = + 1,6818. Para os valores

reais tem-se:

Xo=Xo+a[(Xy1 —X_1)/2] (6)

Na tabela 1, pode ser observada a matriz obtida no planejamento experimental realizado,

com as variaveis em seus respectivos niveis reais e codificados.
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Tabela 1: Delineamento composto central rotacional com variaveis independentes
codificadas X1 = temperatura; X2 = concentragcdo de sulfato de amoénio e Xz =

concentragao de glicerol.

Varidveis codificadas
Tratamentos
Xy X; Xs
I | 1 |
2 | -1 |
3 | 1 1
4 -1 1 1
5 1 -1 1
6 1 -1 1
7 | | -1
3 1 | |
9 1,68 0 0
10 1.68 0 0
1 0 -1.68 0
12 0 1,68 0
13 L)) 0 1,68
14 0 0 1.6%
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
1% 0 0 0
Varidveis independentes Niveis reais
-1,68 -1 0 1 1,68
Xi=Temperatura (°C) 27,6 30 335 37 394
("Jl‘—j““““‘ de amlsio 0.3 ! 2 3 3,7
X;=CGlicerol bruto (g/L.) 11,6 15 20 25 284

Fonte: Dados do trabalho.
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As analises estatisticas foram efetuadas utilizando o Software Statistica 7.0, sendo
realizada para a resposta uma analise de regressdo multipla, através do método dos

minimos quadrados, partindo-se da equagao original:

Y = BO + aX1 + bX2 + CX3 + dX% + eX1X2 + D(1X3 + gX% + hX2X3 + lxg (7)

Onde:

Y é a resposta estudada,;

Bo é o valor médio da resposta;

a, b, c, d,e,f, g, h,iséo constantes ou parametros da equagéo;
X1 é a temperatura (°C);

X2 € a concentragao de sulfato de aménio (g/L);

X3 é a concentracao de glicerol (g/L).

A partir da equacao original (7) foi realizada uma aplicagao estatistica da estimativa dos
parametros através dos valores de t de Student, sendo eliminados aqueles com nivel de
significancia superior a 5%, sendo as variaveis relacionadas a estes consideradas nao
relevantes. O valor da distribuicdo t de Student foi definido como a relagao entre o valor
do parametro estimado e o seu desvio padrdo. Eliminando os parametros néao
significativos, definiu-se para cada uma das respostas estudadas uma equacao
representativa dos efeitos das variaveis do processo que mais afetam a resposta
avaliada.

O valor de F (Fisher) foi determinado pela raz&o entre o quadrado médio da equagao
ajustada (QME) e o quadrado médio do residuo (QMR), como mostra a Equagao 8. O

valor obtido para F pode ser usado para a realizacdo de um teste de hipotese para a
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verificacdo da adequacao aos dados experimentais. Assim, se o valor de F calculado é
maior que o valor de F tabelado, rejeita-se a hipotese de nulidade do modelo obtido,
sendo este considerado significativo. Quanto maior o valor de F, melhor sera o ajuste do

modelo em questao.

_ QME
" QMR

(8)

O quadrado médio da equagao (QME) e o quadrado médio do residuo (QMR) sao dados

pelas Equacgdes 9 e 10, respectivamente.

__ Soma dos quadrados dos valores preditos

QME (9)

" Ntmero de graus de liberdade da equacio

Soma dos quadrados do residuo

QMR = (10)

Numero de graus de liberdade do residuo

O coeficiente de correlagdo quadratico R? e a comparagédo entre o F calculado (Fc)eo F

tabelado (Fr) foram utilizados para a constatagédo da significancia ou ndo do modelo.
3.3.2 Cultivo das linhagens Pandorea sp. MAO3 e Burkholderia cepacia MA13

As linhagens avaliadas foram estriadas a partir de cultura estoque em Meio Lisogénico
so6lido, sendo incubados durante 48 h a 30°C. Colbnias isoladas foram transferidas para
50 mL de Meio Lisogénico, durante 6-8 h a 180 rpm, até que fosse atingida a densidade
optica (A=610 nm) de 0,6510,02 de absorbancia, visando a padronizagao do pré-indculo
(108 UFC). Utilizou-se 1,5 mL do cultivo para inocular 50 mL de meio mineral, contendo

glicerol bruto (Biocapital S. A., Charqueada-SP) e (NH4)2S04, o qual foi incubado durante
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72 h a 180 rpm para cada temperatura teste do planejamento experimental. Os
experimentos de cinética de producdo de P3HB, para ambas as linhagens, foram
conduzidos a 33,5 °C e 180 rpm, em 50 mL de meio mineral até 120 h, sendo analisados
amostras referentes aos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h. Todas as fermentacdes foram
conduzidas em erlenmeyers de 250 mL e o pH inicial dos meios de cultivo foi ajustado
para 7,0 utilizando HCI 2M / NaOH 2M. O Meio Lisogénico também foi utilizado para a
preservagao e manutencao de culturas estoque. Apés o término das fermentagdes, duas
amostras de 10 mL e 40 mL de cada cultivo foram centrifugadas a 1050 x g e 11800 x g
por 10 minutos, respectivamente. A primeira amostra foi utilizada para a determinacéo do
consumo de glicerol e quantificacdo de biomassa. As células da segunda amostra foram

congeladas e liofilizadas para a determinagao da quantidade de P3HB.
3.4 Determinacao da Biomassa

A determinagao de concentracido de biomassa foi analisada pelo método de gravimetria,
através da pesagem de massa seca celular (MSC). Os precipitados (“pelletes”) obtidos
das amostras centrifugadas, provenientes dos cultivos, foram submetidos a secagem em
estufa a 105 °C por 24 h. A biomassa residual (XRr) foi obtida através da diferenga entre

os valores de massa seca celular e polimero (g/L) obtidos nos cultivos realizados.

3.5 Determinagao de glicerol

A determinagédo das concentragcdées de glicerol foi realizada através de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando-se o cromatdgrafo Prominence UFLC
(Shimadzu®), acoplado aos detectores ultravioleta (SPD-20A UV/Vis®) e indice de
refragéo (RID-10A®), equipado com a coluna Rezex ROA (300 x 7,8 mm) (Phenomenex®).
As condigdes empregadas na analise foram: volume de injegcdo: 20uL; temperatura da
coluna (forno): 65°C; e eluente: H2SO4 0,0025M a uma vazao de 0,6 mL/min. O consumo
do substrato utilizado foi calculado através da diferenca entre as concentracgdes iniciais e
finais de glicerol, observadas nos meios de cultivos, para seus respectivos experimentos

fermentativos.

3.6 Determinagao de P3HB
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A analise quantitativa e qualitativa de P3HB foram determinadas através de cromatografia
gasosa de propil-ésteres (RIIS & MAI, 1988) acoplada a espectrometria de massas. Entre
5 a 10 mg de células liofilizadas foram submetidas a reagdo de propandlise em tubos,
aos quais se adicionaram 2 mL de uma solu¢do de HCI em propanol (1:4 v/v), 2 mL de
1,2 dicloroetano e 100 yL de uma solugéo de acido benzdico em propanol (40 g/L), como
padrao interno. Os tubos foram fechados fortemente, sendo vedados com fita de PTFE,
agitados e submetidos a 4 h de reacdao a 80°C, com agitacdo apds os primeiros 40
minutos de propandlise. Ao final da reacao, os tubos foram resfriados a temperatura
ambiente e posteriormente adicionou-se 4 mL de agua ultrapura aos mesmos, sendo
agitados vigorosamente por 30 segundos. Apds a separagao das fases aquosa (superior)
e organica (inferior), a primeira foi descartada, utilizando entdo a fase orgéanica para a
analise de propil-ésteres. Para analise das amostras, um volume de 1 pL da fase organica
foi analisado apds o fracionamento de amostra (“split” 1:20) em cromatoégrafo gasoso
acoplado a um espectrometro de massas GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu®), equipado
com a coluna Rtx®-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). As temperaturas do injetor e da
interface foram 250 e 280°C, respectivamente, utilizando-se hélio como gas de arraste a
0,8 mL/min. As analises foram conduzidas empregando-se um programa de temperaturas
do forno com 100°C por 3 minutos, elevando-se a temperatura até 210°C a uma razao
de 8°C/min e mantendo-se a 210°C por 15 minutos. Foi utilizado o padrao P3HB (Sigma-
Aldrich®) para a geragdo de curvas de calibragdo. O PHA total foi calculado, sendo
expresso em porcentagem da massa seca celular (P3HB%) e em gramas de polimero
por litro de cultivo (g/L).

Além disso, foi realizado o célculo de rendimento global (YChe/cLy), para verificar a
conversao de substrato consumido em produto (g/g). O rendimento global é obtido
através da razdo entre a quantidade de P3HB (g/L) produzida e o glicerol consumido em
cultivo (g/L), levando em consideragao tanto a fonte de carbono utilizada para a produgao
de polimero, como aquela direcionada ao crescimento celular (Xr). O caélculo do
rendimento global maximo foi obtido a partir da equacao 11, utilizando os valores de
rendimento tedrico e de biomassa residual maximos. O rendimento tedrico maximo

considera que a fonte de carbono é totalmente direcionada a producdo de polimero,
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sendo obtido a partir da raz&o entre a quantidade de P3HB (g/L) produzida e a fonte de
carbono utilizada somente para a produc¢ao de polimero. Para o calculo de rendimento
tedrico maximo, tém-se 2 mols de glicerol (M = 92 g/mol) envolvidos na producao de 1
mol de P3HB (M = 86 g/mol), obtendo-se o valor de YTHe/cLy = 0,47. O valor tedrico de
producdo de biomassa residual a partir de glicerol foi considerado YxeLy = 0,50
(YAMANE, 1993; GOMEZ et al., 1996).

PHB

(11)

0 —
YHB/GLY - 1 1 100
PHB| — v IY
Yup/GLy 'X/GLY) YX/GLY
Onde:
YOug/cLy € 0 rendimento global maximo (g/g);
YTheicLy € 0 rendimento tedrico maximo (g/g);
YxicLy € 0 rendimento de glicerol em biomassa residual (XR) (g/g);

e PHB é a quantidade de polimero em porcentagem da massa seca celular (PHB%).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultivos da linhagem Pandorea sp. MAO3 utilizando planejamento experimental

Na tentativa de avaliar o processo de produgdo de P3HB pela linhagem Pandoraea sp.
MAO3, foi realizado um delineamento composto central do tipo rotacional para esta
linhagem. Este planejamento foi constituido de 18 experimentos; com 8 ensaios nos
niveis propostos, 4 réplicas do ponto central e mais 6 referentes aos pontos axiais. As
variaveis estudadas foram temperatura (X4), concentragdes de sulfato de aménio (Xz)
e glicerol bruto (X3); obtendo-se como resposta a produgao de P3HB (g/L). Para cada
variavel, além dos pontos axiais, foram analisados 3 niveis. Assim, nos planejamentos
realizados a variavel temperatura (X;) foi avaliada em 30°C (-1), 33,5°C (0) e 37°C
(+1). Da mesma forma, os valores de concentragao de (NH4)2SO4 (X2) estao divididos
nos niveis 1,0; 2,0 e 3,0 g/L; e por fim o glicerol bruto nos valores 15, 20 e 25 g/L. Os
ensaios fermentativos foram realizados segundo especificagdes do item 3.3.2, sendo
conduzidos até 72 h.

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos nos cultivos com a linhagem Pandoraea sp.
MAOQ3, utilizando delineamento composto central. O maior valor de producao de
polimero foi obtido no experimento 14, com 28,4 g/L de glicerol bruto e 2 g/L de sulfato
de amoénio, a 33,5°C. Neste ensaio foi observada uma producao de aproximadamente
1,34 g/L de P3HB, quando pdde ser observado um rendimento de 0,078 g/g. No
experimento 11, onde foi utilizada a menor concentracao de sulfato de amdnio, foi
observado um acumulo intracelular de polimero de 58,85 %, demonstrando a
necessidade da limitagao de nitrogénio para o aumento da concentragéo celular de
P3HB.
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Tabela 2 - Resultados dos cultivos de Pandorea sp. MAO3 em meio mineral

apos 72 h, através de delineamento composto central rotacional.

Temperatura (NH4)2S04 Glicerol Consumo MSC P3HB P3HB XRrR Y? HBiGLY
Experimento (°C) (g/L) (g/L) de glicerol (g/l) (%MSC) (g/L) (g/L) (g/g)
(g/L)

1 30,0 1,0 15,0 10,42 0,60 46,96 0,282 0,318 0,027
2 30,0 1,0 25,0 14,63 0,93 47,18 0,439 0,491 0,030
3 30,0 3,0 15,0 15,00 2,71 29,78 0,807 1,903 0,054
4 30,0 3,0 25,0 15,40 3,00 36,00 1,080 1,920 0,070
5 37,0 1,0 15,0 12,95 1,48 41,27 0,611 0,869 0,047
6 37,0 1,0 25,0 12,46 1,60 42,19 0,675 0,925 0,054
7 37,0 3,0 15,0 15,00 2,75 37,45 1,030 1,720 0,069
8 37,0 3,0 25,0 14,32 3,35 35,79 1,199 2,151 0,084
9 27,6 2,0 20,0 11,23 1,61 38,04 0,612 0,998 0,055
10 394 2,0 20,0 10,81 2,57 16,05 0,412 2,158 0,038
1 33,5 0,3 20,0 2,62 0,42 58,85 0,247 0,173 0,094
12 33,5 3,7 20,0 17,20 2,95 17,69 0,522 2,428 0,030
13 33,5 2,0 11,6 11,60 1,46 54,64 0,798 0,662 0,069
14 33,5 2,0 28,4 17,23 2,44 55,054 1,343 1,097 0,078
15 33,5 2,0 20,0 18,78 1,70 57,65 0,980 0,720 0,052
16 33,5 2,0 20,0 18,62 1,74 56,72 0,987 0,753 0,053
17 33,5 2,0 20,0 18,14 1,84 53,34 0,981 0,859 0,054
18 33,5 2,0 20,0 18,89 1,89 52,32 0,988 0,901 0,052

Fonte: Dados do trabalho

A partir dos resultados de producéo de polimero obtidos neste delineamento, realizou-

se uma regressao multipla no programa Statistica 7.0, criando a seguinte equacao

geral para a sintese de P3HB em Pandoraea sp. MAO3:

Y =0,978 + 0,042X; + 0,188X; + 0,116X3 - 0,139X12 - 0,028X4X; - 0,025X1X3 - 0,184X2
(12)

+0,028X,X3 + 0,059X32

Para verificar a confiabilidade deste modelo, foi realizado um teste de hipdtese de

nulidade (Ho). Os valores de p (nivel de significancia) abaixo de 5% (p-valor < 0,05)

rejeitam Ho, criando uma hipdétese alternativa (H1), a qual afirma que o modelo obtido

€ significativo.lsto pode ser confirmado a partir de um teste de Hartley, cuja estatistica

tem distribuicdo F (Fisher-Snedecor) obtida do quociente entre a maior e menor

variancia. Assim, o valor de Fcalculado (Fc) obtido para o experimento € comparado a

F tabelado (F1), este ultimodeterminado através dos graus de liberdade associados ao

numerador e denominador daestatistica do teste. Se F¢ > Fr, rejeita-se Hy. Na tabela 3,
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pode ser verificado que F calculadoé maior que F tabelado, assim o modelo obtido
acima ¢ validado. O coeficiente dedeterminagdo (R?) mede o ajuste da reta de
regressdo a nuvem de pontos e, neste caso, indicaque 83,65% da variagédo total das

respostas pode ser explicada pela equagao obtida.

Tabela 3: Analise de variancia para a produgao de P3HB nos cultivos de Pandoraea

sp. MAO3 em meio mineral apos 72 h, utilizando planejamento experimental.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fc p-valor
Variagdo Quadrados Liberdade médio
Regressédo  1,447618 9 0,160846 4,546450 0,022106
Residuos 0,283028 8 0,035378

Total 1,730646

Na figura 3 pode ser visualizado os valores observados neste experimento em fungéo

aqueles preditos pela equacgao geral.
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Figura 3-Valores observados em fungéo dos valores preditos para a produgéo de P3HB,
obtidos nos cultivos de Pandoraea sp. MAO3 em meio mineral apdés 72 h, utilizando

planejamento experimental.

Produgéo de P3HB (g/L)

1,0 o’

08 o 0

Valores Observados

0,6 o

04

0,2
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1,2 1.4

Valores Preditos

Fonte: Dados do trabalho

Neste modelo, foram eliminados os parametros da equacao com nivel de
significancia acima de 5% para o teste t de student, desconsiderando as variaveis
relacionadas aos mesmos. Na tabela 4 observam-se apenas os parametros e

variaveis mais significativos para o delineamento realizado.
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Tabela 4- Resultados da regressao multipla para a produgdo de P3HB obtidos nos
cultivos de Pandoraea sp. MAO3 em meio mineral apds 72 h, utilizando planejamento

experimental.

Fator Pardmetro t de Student p-valor

Constante fo 1,040864 15,59042 0,000000

X2 0,188293 4,13830 0,001166

X3 0,115662 2,54201 0,024561

X2 -0,151093 -3,26834 0,006109

X2? -0,196171 -4,24344 0,000959
R?=0,79 Fc=12,05 Fr(4,13) = 3,18

Fonte: Dados do trabalho

Na eliminacdo dos parametros nao significativos, nota-se um aumento no valor de F
calculado (Fc = 12,05) em relacao a F tabelado, afirmando a significAncia do modelo

ajustado, para o qual obteve-se a seguinte equacgéo:

Y = 1,041 + 0,188X, + 0,116X5 — 0,151X2 — 0,196X2 (13)

Nos cultivos realizados, pode ser verificado a influéncia da variavel glicerol bruto
(X3), com um discreto aumento nos valores de MSC e acumulo de polimero, a partir do
ajuste de sua concentracdo de 15 a 25 g/L. As variaveis estatisticamente mais
significativas para este processo, nos niveis propostos para este planejamento, foram
a temperatura (X1) e concentracédo de sulfato de aménio (X;). Nestes experimentos,
notou-se um efeito positivo sobre o acumulo de polimero no sentido das menores
concentragdes de sulfato de amoénio. Ao contrario, o aumento nos valores de
temperatura nas proximidades do ponto central, favorece o acumulo intracelular de
polimero, assim como o0 aumento de seus valores até 37 °C, também influencia de
forma positiva o crescimento celular, resultando em maiores biomassas. Estes dados

podem ser melhores visualizados a partir dos graficos de superficie de resposta,
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obtidos a partir da equacéo ajustada deste planejamento, para as variaveis deste
estudo.

Figura 4 - Superficie de resposta para a produ¢ado de P3HB em fung&o da temperatura e
concentragdes de sulfato de aménio, nos cultivos de Pandoraea sp. MAO3 em meio

mineral apds 72 h, utilizando planejamento experimental
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Fonte: Dados do trabalho
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Figura 5 -Superficie de resposta para a produgao de P3HB em fungao da temperatura

e concentragdes de glicerol, nos cultivos de Pandoraea sp. MAO3 em meio mineral
apos 72 h, utilizando planejamento experimental.
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Figura 6 - Superficie de resposta para a producdo de P3HB em fungdo das

concentragdes de glicerol e sulfato de aménio, nos cultivos de Pandoraea sp. MAO3 em

meio mineral apos 72 h, utilizando planejamento experimental.
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Fonte: Dados do trabalho
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4.2 Cultivos da linhagem Burkholderia cepacia MA13 utilizando planejamento
experimental

Foi realizado um delineamento composto central do tipo rotacional para avaliar a
produgao de P3HB pela linhagem Burkholderia cepacia MA13, com o objetivo de
verificar a influéncia das variaveis temperatura, fonte de nitrogénio (sulfato de aménio)
e fonte de carbono (glicerol de biodiesel), na tentativa de obter condi¢cdes otimas de
cultivo. Assim como nos ensaios posteriores (item 8.1), o planejamento foi constituido
de 18 experimentos; com 8 ensaios nos niveis propostos, 4 réplicas do ponto central e
mais 6 referentes aos pontos axiais. As variaveis estudadas foram temperatura (X,),
concentragdes de sulfato de aménio (X;) e glicerol bruto (X3); obtendo-se como
resposta a producao de P3HB (g/L). Para cada variavel, além dos pontos axiais, foram
analisados 3 niveis. Assim, nos planejamentos realizados a variavel temperatura (X1)
foi avaliada em 30°C (-1), 33,5°C (0) e 37°C (+1). Da mesma forma, os valores de
concentragao de (NH4)2SO4 (X2) estdo divididos nos niveis 1,0; 2,0 e 3,0 g/L; e por fim
o glicerol bruto nos valores 15, 20 e 25 g/L. Os ensaios fermentativos foram realizados
segundo especificagdes do item 3.3.2, sendo conduzidos até 72 h.

Os resultados obtidos nos cultivos de Burkholderia cepacia MA13 podem ser
observados na tabela 5. Como pode ser verificado o maior valor de producao de
P3HB foi obtido no experimento 14, com 28,4 g/L de glicerol bruto e 2 g/L de sulfato de
amonio, a 33,5 °C, onde foi observada uma producéao de 3,23 g/L de polimero, e um
rendimento de 0,166 g/g. O maior acumulo intracelular de polimero foi observado no
experimento 11, sendo obtidos 82,70% da MSC, evidenciando a necessidade da

limitacdo da fonte de nitrogénio para o acumulo deP3HB.
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Tabela 5 - Resultados dos cultivos de Burkholderia cepacia MA13 em meio mineral

apods 72 h, através de delineamento composto central rotacional.

Temper (NH4)2S  Glicerol Consum MSC P3HB P3HB Xr YO heioLy
Experim atura O4 (g/L) ode (g/) (%MSC) (g/L) (g/L) (9/9)
ento (°C) (g/L) glicerol
(g/L)
1 30,0 1,0 15,0 10,42 0,60 46,96 0,282 0,318 0,027
2 30,0 1,0 25,0 14,63 0,93 47,18 0,439 0,491 0,030
3 30,0 3,0 15,0 15,00 2,71 29,78 0,807 1,903 0,054
4 30,0 3,0 25,0 15,40 3,00 36,00 1,080 1,920 0,070
5 37,0 1,0 15,0 12,95 1,48 41,27 0,611 0,869 0,047
6 37,0 1,0 25,0 12,46 1,60 42,19 0,675 0,925 0,054
7 37,0 3,0 15,0 15,00 2,75 37,45 1,030 1,720 0,069
8 37,0 3,0 25,0 14,32 3,35 35,79 1,199 2,151 0,084
9 27,6 2,0 20,0 11,23 1,61 38,04 0,612 0,998 0,055
10 39,4 2,0 20,0 10,81 2,57 16,05 0,412 2,158 0,038
1 33,5 0,3 20,0 2,62 0,42 58,85 0,247 0,173 0,094
12 33,5 3,7 20,0 17,20 2,95 17,69 0,522 2,428 0,030
13 33,5 2,0 11,6 11,60 1,46 54,64 0,798 0,662 0,069
14 33,5 2,0 28,4 17,23 2,44 55,054 1,343 1,097 0,078
15 33,5 2,0 20,0 18,78 1,70 57,65 0,980 0,720 0,052
16 33,5 2,0 20,0 18,62 1,74 56,72 0,987 0,753 0,053
17 33,5 2,0 20,0 18,14 1,84 53,34 0,981 0,859 0,054
18 33,5 2,0 20,0 18,89 1,89 52,32 0,988 0,901 0,052

Fonte: Dados do trabalho

Utilizando os valores de produgdo de P3HB (g/L) como resposta, obtidos neste
delineamento, realizou-se uma regressao multipla no programa Statistica 7.0, criando

uma equacgéo geral para a sintese de P3HB por Burkholderia cepacia MA13:

Y = 2,431 + 0,391X1 + 0,427X2 + 0,363X3 - 0,756X1? - 0,213X1X2 - 0,003X1X3 -

0,182X22 + 0,220X2X3 + 0,039X32 (14)

Foi realizado um teste de hipétese de nulidade (Hy), para verificar a confiabilidade do

modelo obtido. Os valores de p (nivel de significaAncia) abaixo de 5% (p-valor < 0,05)
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rejeitam Hp, criando uma hipétese alternativa (H4), a qual afirma que o modelo obtido &
significativo. Isto pode ser confirmado a partir de um teste de Hartley, cuja estatistica
tem distribuicdo F (Fisher-Snedecor) obtida do quociente entre a maior e menor
variancia. Assim,o valor de F calculado (Fc) obtido para o experimento € comparado
a F tabelado (Fr), esteultimo determinado através dos graus de liberdade associados
ao numerador e denominadorda estatistica do teste. Se Fc > Fr, rejeita-se Ho. No
teste de hipdtese de nulidade, realizadopara o delineamento composto central dos
experimentos de Burkholderia cepacia MA13,pode ser verificado na tabela 6 que F
calculado € maior que F tabelado, assim o modeloobtido acima é validado. O
coeficiente de determinacdo (R?) mede o ajuste da reta deregressdao a nuvem de
pontos, indicando que 84,61% da variagao total das respostas pode serexplicada pela

equacao obtida.

Tabela 6 - Analise de variancia para a producédo de P3HB nos cultivos de Burkholderia
cepacia MA13 em meio mineral apos 72 h, utilizando planejamento experimental.

Fonte de Somados Grausde Quadrado Fc p-valor
Variagao quadrados Liberdade médio
Regressdo  14,92054 9 1,657838 4,885581 0,017886
Residuos 2,71466 8 0,339333
Total 17,63520

R2=84,61%:; F9,5:0,05=3,39

Fonte: Dados do trabalho

Na figura 7 pode ser visualizado os valores observados neste experimento em fungéo

daqueles preditos pela equacao geral.

Figura 7 - Valores observados em func¢ao dos valores preditos para a producao de P3HB,
obtidos nos cultivos de Burkholderia cepacia MA13 em meio mineral apds 72 h, utilizando

planejamento experimental.
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Fonte: Dados do trabalho

No modelo obtido para Burkholderia cepacia MA13 foram eliminados os parametros
da equacao com nivel de significAncia acima de 5% para o teste t de student,
desconsiderando as variaveis relacionadas aos mesmos. Na tabela 7 observam-
se apenas o0s parametros e variaveis mais significativos para o delineamento

realizado.

Tabela 7- Resultados da regressao multipla para a producdo de P3HB obtidos nos
cultivos de Burkholderia cepacia MA13 em meio mineral apos 72 h, utilizando

planejamento experimental.



41

Fator Parametro t de student p-valor
Constante Bo  2,304273 13,35235 0,000000
X1 0,391331 2,62019 0,021179
X2 0,427297 2,86100 0,013372
X3 0,363363 2,43292 0,030165
X12 -0,730956 -4,89085 0,000295
R?=0,78 Fc=11,22 FT(4,13) =
3,18

Fonte: Dados do trabalho

Apos a eliminacéo dos parametros nao significativos, notou-se um aumento no valor
de F calculado (Fc = 11,22) em relagao a F tabelado, afirmando a significancia do

modelo ajustado, para o qual obteve-se a seguinte equacao:

Y = 2,304 + 0,391X1 + 0,427X2 + 0,363X3- 0,731X4° (15)

Nos cultivos realizados com Burkholderia cepacia MA13 pode ser verificado a
influéncia da variavel temperatura (X1), com valores 6timos proximos de 34 °C, onde
pode ser verificado um metabolismo mais apropriado para o crescimento celular,
e consequente acumulo de biomassa. Temperaturas com valores proximos dos
pontos axiais deste planejamento parecem inibir o crescimento celular de
Burkholderia cepacia MA13. Tais resultados podem ser verificados a partir dos
graficos de superficie de resposta, obtidos a partir da equacao ajustada obtida para
as variaveis deste planejamento (Figuras 8 e 9). Por outro lado, as variaveis
concentragcdo de sulfato de aménio (X;) e concentragcdo de glicerol bruto (X3)
exercem efeito positivo na producdo de P3HB (g/L), sendo observados maiores
valores de polimero, a medida que se aumenta os valores destas variaveis nos niveis

propostos para o planejamento (Figuras 8, 9 e 10).

Figura 8 - Superficie de resposta para a producao de P3HB em funcao da temperatura
e concentragdes de sulfato de amoénio, nos cultivos de Burkholderia cepacia MA13 em

meio mineral apds 72 h, utilizando planejamento experimental.
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Fonte: Dados do trabalho

Figura 9 - Superficie de resposta para a produc¢ao de P3HB em fung¢ao da temperatura e
concentragdes de glicerol, nos cultivos de Burkholderia cepacia MA13 em meio mineral
apos 72 h, utilizando planejamento experimental.
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Fonte: Dados do trabalho
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Figura 10 - Superficie de resposta para a produgdo de P3HB em fungdo das
concentragdes de glicerol e sulfato de aménio, nos cultivos de Burkholderia cepacia

MA13 em meio mineral apdés 72 h, utilizando planejamento experimental.

QB avkad

Fonte: Dados do trabalho
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Foram realizados experimentos de cinética de producdo de P3HB a partir de glicerol

bruto pelas linhagens Pandoraea sp. MAO3 e Burkholderia cepacia MA13. Estes

experimentos foram conduzidos a 33,5 °C e 180 rpm, em meio mineral contendo 30 g/L

de glicerol bruto e 3 g/L de (NH4)2SO4. Nas figuras 11 e 12 podem ser observados os

perfis de cultivo de ambas as linhagens durante 120 h.

Figura 11 - Cinética da producao de P3HB a partir de glicerol bruto pela linhagem
Pandoraea sp. MAO3. Cultivos realizados a 33,5 °C e 180 rpm, durante 120 h.
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Figura 12 - Cinética da producdo de P3HB a partir de glicerol bruto pela linhagem

Burkholderia cepacia MA13. Cultivos realizados a 33,5 °C e 180 rpm, durante 120 h.
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Fonte: Dados do trabalho
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Tabela 9 - Cinética da produgdo de P3HB a partir de glicerol bruto pela linhagem

Pandoraea sp. MAQ3. Cultivos realizados a 33,5 °C e 180 rpm, durante 120 h.

Tempo (h) Glicerol (g/L) NH3+ (/L) MSC (g/) P3HB (%MSC) P3HB (/) Xgp(2/L) Y %oy (2/2)

0 30,00
24 23,96
48 1582
72 12,61
96 10,22
120 6,13

0,77 0,12
0.4% 0,94
0,35 6,18
0,15 1.56
0,13 1,76
0,15 7,74

0,00
3,06
68,21
67,56
59,60
45,67

0,000
0,029
4,215
5107
4,625
3,535

0,000
0911
1,965
2453
3,135
4,205

0,000
0,005
0,297
0,294
0,234
0,148

Fonte: Dados do trabalho
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Tabela 10 - Cinética da producdo de P3HB a partir de glicerol bruto pela linhagem
Burkholderia cepacia MA13. Cultivos realizados a 33,5 °C e 180 rpm, durante 120 h.

Tempo (h) Glicerol (g/L) NH3+ (g/L) MSC (g/) P3HB (%MSC) P3HB (21) Xy (/L) Y wery (2/g)

0 30,00 0,77 0,14 0,00 0,000 0,000 0,000
24 19.28 0,48 1,20 22,40 0,269 0,931 0,025
48 10,72 0,23 6,72 57,31 3.852 2,868 0,200
72 9.36 0,22 7,00 64,23 4,496 2,504 0,218
96 7.90 0,21 7.82 72,84 5,696 2,124 0,258
120 536 0,20 8.34 67,20 5.605 2,735 0,227

Fonte: Dados do trabalho

Devido aos resultados obtidos nos planejamentos experimentais anteriores, realizados
com as linhagens Pandoraea sp. MAO3 e Burkholderia cepacia MA13, a partir dos quais
foram observados os maiores acumulos intracelulares de P3HB nos cultivos com
menores concentragbes de sulfato de amodnio, objetivou-se realizar uma cinética de
producao deste polimero, prolongando o tempo de cultivo até que fossem encontradas
limitagdes nesta fonte de nitrogénio, onde fosse possivel verificar a influéncia desta
variavel no perfil de acumulo de P3HB. Os cultivos foram realizados a 33,5 °C, utilizando
30 g/L de glicerol bruto e 3 g/L de (NH4)2SO4, para que fosse possivel uma oferta inicial
consideravel de fonte de carbono e nitrogénio, além de temperatura de cultivo adequada
ao metabolismo destas linhagens, no intuito de obter maiores valores de biomassa antes
da fase de acumulo. A partir dos valores apresentados nas tabelas 9 e 10, assim como
os perfis de cultivo apresentados nas figuras 11 e 12, podem ser observados maiores
acumulos de polimeros quando valores abaixo de 0,30 g/L de NH3+ foram alcangados,
evidenciando a necessidade de limitagao da fonte de nitrogénio para que o acumulo de

polimero seja mais significativo nas linhagens deste estudo.

Foram obtidos valores de acumulo de 68,21 % por Pandoraea sp. MAO3 e 72,84 % por
Burkholderia cepacia. O aumento da concentragéo de (NH4)2SO4 para 3 g/L propiciou
maiores valores de biomassa, embora o aumento da concentracao de glicerol bruto para
30 g/L nos meios de cultivo resultou em uma certa inibigado do crescimento no inicio de
cultivo, provocando, consecutivamente, uma extenséo da fase lag, devido a um maior

tempo de adaptagdo ao meio de cultivo e inicio da fase log ou exponencial apés 24 h de
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cultivo. Devido aos maiores valores de biomassa obtidos, na fase de acumulo foram
obtidos valores de produgado de P3HB de 5,1 e 5,7 g/L para Pandoraea sp. MAO3 e
Burkholderia cepacia MA13, respectivamente.

4.4 Consideragoes finais a respeito dos planejamentos experimentais realizados

com as linhagens Pandorea sp. MAO03 e Burkholderia cepacia MA13.

Atualmente, ha uma necessidade crescente no melhoramento de processos, na
tentativa de minimizar custos e tempo, maximizando produg¢do, rendimento e
qualidade do produto obtido. Isto tem levado profissionais de diversas areas do
conhecimento a buscarem técnicas sistematicas de planejamento experimental
(RODRIGUES & IEMMA, 2005).

A otimizacao de experimentos tem sido conduzida essencialmente de duas maneiras,
sendo uma delas a metodologia convencionalmente utilizada, onde varia-se um fator
por vez, em técnicas de tentativas e erros. Outra possibilidade envolve a variagao dos
fatores ao mesmo tempo, analisando seus efeitos e interagdes a partir de analises
estatisticas. Neste caso, o planejamento experimental acaba fornecendo informacoées
mais confiaveis, minimizando o empirismo (NIKEL et al., 2005). Além disso, através
da analise de superficies de resposta, podem ser visualizadas areas de tendéncia a
partir da interacao entre as variaveis propostas, dificilmente verificadas a partir de
técnicas convencionais. Portanto, a metodologia de planejamento fatorial, torna-se
uma boa alternativa para a avaliacao e otimizacao de parametros fermentativos, na
producao de P3HB, pelas linhagens avaliadas neste estudo.

Os programas computacionais de estatistica sdo capazes de gerar varias classes
de superficies de resposta para experimentos fermentativos. Entre elas, o
delineamento composto central € o mais popular e eficiente método, do qual se
pode obter o maior numero de informagdes por um menor numero de experimentos;
apresentando ainda, a flexibilidade de corridas sequenciais(MONTGOMERY, 1997).
Em ambos os planejamentos realizados as linhagens Pandoraea sp. MAO3 e

Burkholderia cepacia MA13 apresentaram maiores valores de produgado de P3HB no
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experimento 14, a uma temperatura de 33,5 °C, 2 g/L de sulfato de aménio e 28,4
g/L de glicerol de biodiesel; onde foram obtidos 1,34 g/L e 3,23 g/L, respectivamente.
Nota-se que os valores de produgdo maxima sao obtidos nos niveis proximos aos
pontos centrais destes planejamentos. Uma observagao importante a respeito dos
planejamentos realizados é sobre a variavel concentracédo de sulfato de aménio, a
qual influencia a produgao de polimero de maneira diferente para as linhagens deste
estudo. Nos cultivos com Pandoraea sp. MAQO3, valores de sulfato de amdnio até 2
g/L parecem exercer efeito positivo sobre a producédo de polimero, sendo em valores
maiores observados menores producées de polimero. Por outro lado, nos ensaios
com Burkholderia cepacia MA13, valores crescentes de concentracdo de sulfato de
amonio, dentro dos niveis propostos para este planejamento, exercem efeito
positivo sobre a producdao de P3HB. Outros resultados que merecem atengao, sao
aqueles obtidos nos ensaios de numero 11, de ambos os planejamentos, onde sao
avaliados cultivos com baixa concentragao de sulfato de aménio (0,3 g/L), a qual pode
ser considerada limitante ao crescimento. Nestes experimentos foram observados os
maiores acumulos de polimero por Pandoraea sp. MAO3 e Burkholderia cepacia
MA13, com valores de 58,85% e 82,70% da MSC, respectivamente. Estes dados,
demonstram que um maior acumulo celular nestas linhagens esta associado a
limitacdo de fonte de nitrogénio. Porém, em Burkholderia cepacia MA13, maiores
valores de concentracao de sulfato de aménio parecem exercer influéncia positiva no
acumulo de polimero.

Devido a estes resultados, decidiu-se realizar experimentos de cinética para avaliar a
producao de P3HB a cada 24 h, durante 120 h de cultivo. Estes experimentos confirmaram
a importancia da limitacdo da fonte de nitrogénio para que se obtenha maiores valores de
acumulo intracelular de polimero. No planejamento experimental realizado anteriormente,
provavelmente a linhagem B. cepacia MA13 apresentou maiores valores de biomassa e
acumulo de polimero em concentragdes maiores da fonte de nitrogénio utilizada,
provavelmente, por estar mais adapta as condicbes de cultivo e também a fonte de
carbono utilizada. Dessa forma, dentro do intervalo de tempo deste planejamento (72 h)
esta ultima linhagem pdde alcangar maiores valores de biomassa e a0 mesmo tempo

atingir valores limitantes de fonte de nitrogénio, os quais favoreceram o acumulo de
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polimero. Outro fator importante sdo os valores de NH3+ observados para ambas as
linhagens durante a fase de acumulo. Somente foi observado valores significativos de
acumulo de polimero em Pandoraea sp. MAO3 quando valores de NH3s* proximos a 0,20
g/L foram atingidos, enquanto para B. cepacia MA13 valores inferiores a 0,40 g/L ja foram
suficientes para acumulo de P3HB.

O P3HB, por ser um produto intracelular, tem sua producéo associada a capacidade
do micro-organismo em acumular este polimero, mas também depende de seu
potencial de crescimento. Portanto, também devem ser alcangados bons valores de
biomassa. Assim, € necessario estabelecer as melhores concentragcdes da fonte de
nitrogénio que favoregam a produgéo de biomassa e ao mesmo tempo a limitacdo em
nutrientes necessaria ao acumulo do polimero (LEE, 1996). Pode-se sugerir a partir
dos resultados obtidos a partir das linhagens deste estudo, a realizacdo de cultivos
bacterianos em duas etapas. Em uma delas, sem limitacdo da fonte de nitrogénio,
onde poderia ser alcangado maiores valores de biomassa. E uma segunda etapa,
com limitacdo da fonte de nitrogénio para o acumulo de polimero intracelular.

Os valores de acumulos da MSC celular obtidos nestes experimentos a partir das
linhagens deste estudo, com 58,58% e 82,70%, estdo préximos aos maiores valores
obtidos na literatura, demonstrando o seu potencial para futuros estudos. Shrivastav
et al. (2010) obtiveram em seus estudos duas linhagens bacterianas promissoras na
producado de P3HB a partir de um subproduto de biodiesel, proveniente de dleo de
mamona, o qual continha glicerol. A linhagem SM-P-3M, identificada como
Halomonas hydrothermalis, apresentou um acumulo de polimero de até 75% da MSC,
enquanto SM-P-1S (Bacillus sonorensis) uma produgdo de 72%. lbrahim &
Steinblchel (2010) também obtiveram um alto percentual intracelular de polimero com
uma linhagem de Zobellella denitrificans, com um acumulo de 80,4% da MSC, a partir
de glicerol puro. Zhu et al. (2010) ao utilizar glicerol de biodiesel atingiram um
acumulo de polimero de 81,9% apdés 96 h, a partir de uma linhagem de
Burkholderia cepacia. Mothes et al. (2007) também relataram um alto acumulo de
P3HB em cultivos contendo glicerol purificado, com um valor de 70% da concentragao
de polimero, obtidos a partir de uma linhagem de C. necator. Porém, ao utilizar
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glicerol de biodiesel apresentaram uma queda na concentracao celular de P3HB, com
um valor de 48% da MSC.

Para verificar o rendimento teérico maximo a ser alcangado na producao de P3HB a
partir do glicerol, deve-se levar em conta as vias metabdlicas envolvidas na conversao
desta fonte de carbono em polimero. A biossintese de P3HB requer a condensacgao
de 2 moléculas de acetil- CoA, catalisada pela enzima 3-cetotiolase (PhaA), levando a
formacdo de acetoacetil-CoA, o qual é reduzido para 3-hidroxibutiril-CoA pela
acetoacetil-CoA redutase (PhaB). Este ultimo é o precursor direto para a sintese do
polimero, realizada pela PHA sintase (PhaC) (REHM, 2006). Dessa forma, a
conversao de glicerol necessita fornecer duas moléculas de acetil-CoA para a
formacao de 3HB. A molécula de glicerol, através da agcdo da enzima glicerol quinase,
sera transformado em glicerol-3-fosfato, este por sua vez, ao sofrer a acao da
glicerol-3- fosfato desidrogenase, sera convertido em dihidroxiacetona fosfato. Nesta
etapa da reacdo, uma triose fosfato isomerase transformara este ultimo substrato em
gliceraldeido-3-fosfato, um intermediario das vias glicoliticas. Nesta via, o
gliceraldeido-3-fosfato rendera uma molécula de acetil-CoA (KIRK-OTHMER, 2007).
Assim, sdo necessarios 2 mols de glicerol (M = 92 g/mol) para a formag¢éao de 1 mol
de 3HB (M = 86 g/mol), resultando em um rendimento tedrico maximo de 0,47 g/g.
Segundo Gomez et al. (1996), ha duas diferentes maneiras de obter o rendimento
da producao de P3HB por linhagens bacterianas a partir de uma determinada fonte
de carbono. Uma delas é o rendimento tedrico, onde assume-se que a fonte de
carbono utilizada é convertida apenas em P3HB. Outra forma, é o rendimento global, o
qual é mais adaptado a realidade de cultivo, pois considera que parte da fonte de
carbono € utilizada para a manutengao e crescimento celular, além da produgao de
polimero. Dessa forma, diante de diferentes acumulos de polimero (P3HB%) sao
obtidos diferentes rendimentos globais. Assim, mesmo diante de um valor de eficiéncia
maxima de conversao da fonte de carbono em polimero, os valores de rendimento
global serao menores que o rendimento tedrico, pois o primeiro considera a fonte de
carbono voltada a producdo de biomassa residual. No planejamento realizado, a
linhagem Pandoraea sp. MAO3 alcangou um rendimento global de 0,09 g/g, com uma
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eficiéncia de 31,73 % de converséao de glicerol em P3HB. J& a linhagem Burkholderia

cepacia MA13 alcangou um rendimento global de 0,17 g/g e uma eficiéncia de 53,38%.

4.5 Analise dos polimeros de Pandoraea sp. MA0O3 e Burkholderia cepacia MA13

A partir do produto da reacao de propandlise das células liofilizadas de Pandoraea sp.
MAO3 e Burkholderia cepacia MA13 foram realizadas as analises dos propil-ésteres
obtidos, através de cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massa, com
a finalidade de melhor auxiliar a caracterizagcdo dos polimeros obtidos por esta
linhagem.

Abaixo pode ser visualizado o espectro de massa obtido para o polimero produzido
pelas linhagens MA 03 e MA13 (Figuras 13 e 14). Nos espectros obtidos pode ser
verificado o fragmento com m/e 131, caracteristico de propil-ésteres de 3-
hidroxialcanoatos, o qual é formado pela clivagem a do grupo funcional hidroxila (LEE
& CHOI, 1995; SILVA- QUEIROZ et al., 2009). Além disso, os diferentes constituintes
de PHAs podem ser identificados pela analise dos fragmentos de m/e [M-59]. Na

analise realizada o fragmento m/e 87 corresponde ao propil-éster de 3-hidroxibutirato.
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Figura 13 - Espectro de massa de propil-ésteres de 3-hidroxialcanoatos (3-hidroxibutiril-

propil-éster), relativo ao polimero obtido nos cultivos com Pandoraea sp. MA 03.
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Figura 12 - Espectro de massa de propil-ésteres de 3-hidroxialcanoatos (3-
hidroxibutiril-propil-éster), relativo ao polimero obtido nos cultivos com Burkholderia
cepacia MA 13.
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5. Conclusao

Em ambos os planejamentos realizados, as linhagens Pandoraea sp. MAO3 e
Burkholderia cepacia MA13 apresentaram maiores valores de produg¢dao de P3HB no
experimento 14, a uma temperatura de 33,5 °C, 2 g/L de sulfato de ambnio e 28,4 g/L de
glicerol de biodiesel; onde foram obtidos 1,34 g/L e 3,23 g/L, respectivamente. O acumulo
de polimero da linhagem Pandorea sp. Ainda, em o acumulo de polimero por Pandoraea
sp. MAO3 e Burkholderia cepacia MA13, com valores de 58,85% e 82,70% da MSC,
respectivamente. Com relagdo ao rendimento global, a linhagem Pandoraea sp. MAO3
alcangou um valor de 0,09 g/g, com uma eficiéncia de 31,73 % de conversao de glicerol
em P3HB. Ja a linhagem Burkholderia cepacia MA13 alcangou um rendimento global de

0,17 g/g e uma eficiéncia de 53,38%.

Os experimentos de cinética de producdo de P3HB demonstraram a importancia da
limitagdo da fonte de nitrogénio, sendo observados valores significativos de acumulo de
polimero em Pandoraea sp. MAO3 quando valores de NH3* proximos a 0,20 g/L foram
atingidos, enquanto para B. cepacia MA13 valores inferiores a 0,40 g/L ja foram

suficientes para acumulo de P3HB.
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