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Resumo
Polihidroxialcanoatos (PHA) sdo poliésteres acumulados por bactérias na forma de granulos
intracelulares que podem representar até 80% da massa seca bacteriana. Estes polimeros
apresentam propriedades termoplasticas, sdo biodegradaveis ou compostaveis e podem ser
produzidos a partir de matérias-primas renovaveis, nao contribuindo de forma liquida para o
aumento da emissdo de carbono na atmosfera. Este trabalho descrevera estudos realizados por
mais de trinta anos desenvolvendo linhagens bacterianas e processos em biorreatores para a
producdo de PHA a partir de matérias-primas abundantes no Brasil. Foram selecionadas
bactérias produtoras de poli-3-hidroxibutirato (P3HB), o mais conhecido e estudado dos PHA,
capazes de converter sacarose e outros carboidratos com a eficiéncia maxima tedrica
metabolica. Nesses estudos, destacou-se a bactéria Burkholderia sacchari, uma nova espécie
bacteriana isolada de solos de canaviais, demonstrando o potencial da biodiversidade
brasileira para o desenvolvimento de bioprocessos. A producdo de copolimeros contendo 3HB
como principal constituinte demonstrou ser uma estratégia eficaz para ampliar as propriedades
termomecanicas e, consequentemente, as aplicagdes de PHA. Os estudos de producdo dos
copolimeros contento 0 mondémero 3-hidroxivalerato em sua composi¢do (P3HB-co-3HV)
revelou a necessidade de melhoramento genético e maior compreensdo do metabolismo do
co-substrato (&cido propidnico) para se atingir eficiéncias melhoradas. A producdo dos
copolimeros contendo 0 mondmero 3-hidroxihexanoato em sua composi¢éo (P3HB-co-3HHXx)
foi atingida com a expressdo de uma enzima PHA sintase proveniente de bactéria do género
Aeromonas, mas revelou possibilidade de melhoramentos adicionais com estudos da beta-
oxidacdo de &cidos graxos. Dentre as matérias-primas/subprodutos estudados temos: sacarose
(cana-de-acucar), xilose (bagaco de cana), glicerol (subproduto biodiesel), melagco de soja
(subproduto cadeia soja), pectina (subproduto industria suco laranja), acidos organicos
(obtidos em processos anaerobios de oxidacdo de residuos). Linhagens do género
Pseudomonas demonstraram capacidade de produzir um poliéster com propriedades
elastoméricas denominado PHA contendo mondmeros de cadeia média (PHAmcL). Estas



bactérias foram a base para o desenvolvimento de linhagens bacterianas recombinantes
capazes de produzir P3HB-co-3HHXx utilizando carboidratos exclusivamente como fonte de
carbono. Bioprocessos em alta densidade celular foram atingidos permitindo o
estabelecimento de processos economicamente vidveis e enquadrados em uma bioeconomia.
A partir do sequenciamento de genomas, modelos metabdlicos tém sido estabelecidos e
estudos mais avancados tém sido realizados para avaliar o desempenho bacteriano e melhorar
0s bioprocessos a partir das diferentes matérias-primas/subprodutos.
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1. INTRODUCAO

Polihidroxialcanoatos (PHA) sdo poliésteres acumulados por bactérias na forma de
granulos intracelulares que podem representar até 80% da massa seca bacteriana. Para as
bactérias esses polimeros representam reserva de carbono e energia. Entretanto, quando
extraidos e purificados apresentam propriedades termoplésticas. Uma vez que sdo materiais
naturalmente produzidos, sdo biodegradaveis e compostaveis, pois a natureza desenvolveu
ferramentas enzimaticas para sua hidrolise. Como s&o materiais de reserva, sdo produzidos
a partir de matérias-primas renovaveis, nao contribuindo de forma liquida para 0 aumento
da emissdo de carbono na atmosfera. O mais conhecido dos PHA € o poli-3-hidroxibutirato
(P3HB) produzido por diversas bactérias.

O primeiro empreendimento para produgdo de P3HB como termoplasticos ocorreu ainda
nos anos 1960 e ndo foi bem sucedido devido a baixa eficiéncia no processo de producéo e
extracdo na época [1]. No inicio dos anos 1980, a Imperial Chemical Industries (ICI -
Inglaterra) retomou estudos para a producdo de P3HB. Uma descoberta disruptiva na época
foi a verificacdo que é possivel produzir copolimeros contendo além do 3HB, também
unidades 3-hidroxivalerato (P3HB-co-3HV) utilizando acido propiénico como co-substrato
em cultivos com glicose como principal fonte de carbono. Dessa forma, era possivel
produzir copolimeros com variacdo gradativa na fracdo molar de 3HV apresentando
propriedades termomecanicas variaveis e atendendo aos requisitos de diferentes aplicaces
[2].

Ainda nos anos 1980 foi observada a producdo de elastdbmeros da familia dos PHA por
bactérias do género Pseudomonas. O PHA produzido por essas bactérias tem o 3-
hidroxidecanoato (3HD) como principal constituinte, mas também contem outros
mondmeros (3-hidroxioctanoato — 3HO, 3-hidroxihexanoato - 3HHXx, 3-hidroxidecanoato —
3HDd). Devido a sua composicdo, 0s biopoliésteres produzidos por Pseudomonas sdo
denominados PHA contendo monémeros de cadeia média (PHAmcL).

No inicio dos anos 1990, foi desenvolvida no Brasil tecnologia para a producdo de P3HB e
copolimeros P3HB-co-3HV utilizando agucar de cana como principal matéria-prima e
integrando-se a producgéo desses polimeros em uma usina de agucar e alcool [3-4].

Ainda nos anos 1990, foi descoberto que bactérias do género Aeromonas sao capazes de
sintetizar copolimeros de P3HB-co-3HHx a partir de &cidos graxos ou 6leos vegetais [5].
Verificou-se que estes copolimeros apresentavam uma faixa mais ampla de propriedades
que os copolimeros de P3HB-co-3HV, permitindo inclusive aplicacGes na forma de filmes
plasticos [6].

Assim, PHA sdo materiais versateis como bioplasticos tendo propriedades desde
materiais mais cristalinos até matérias mais flexiveis. As propriedades termomecanicas
destes biopolimeros podem ser moduladas de acordo com sua composi¢cdo monomérica e
também com base em sua massa molar.



2. OBJETIVO

Este trabalho descreverd estudos realizados por mais de trinta anos desenvolvendo
linhagens bacterianas e processos em biorreatores para a producdo de PHA a partir de
matérias-primas abundantes no Brasil.

3. METODOS E MATERIAIS
3.1. Microrganismos

Este trabalho descrevera estudos realizados por mais de trinta anos desenvolvendo
linhagens bacterianas e processos em biorreatores para a producdo de PHA a partir de
matérias-primas abundantes no Brasil.

3.2. Cultivos de avaliacao inicial — agitador rotativo

Bactérias isoladas foram cultivadas em frascos de Erlenmayer com meio de sais minerais
correspondendo a 20% do volume do frasco. Os cultivos foram conduzidos em agitador
rotativo orbital (150 rpm, 30°C).

3.3. Cultivos em biorreator

Para determinacdo de parametros cinéticos do bioprocesso, bem como para o
desenvolvimento de bioprocessos aplicaveis industrialmente em escala de bancada foram
utilizados biorreatores de até 10 litros de volume atil, com controle automético de
temperatura e pH. Oxigénio dissolvido foi controlado manualmente ou automaticamente
dependendo do bioprocesso em desenvolvimento. Foram realizados bioprocessos em
batelada alimentada para explorar o maximo de producéo de PHA.

3.4. Métodos analiticos

Massa seca celular foi determinada por gravimetria. O teor e composi¢do de PHA foram
determinados por cromatografia gasosa apds propanélise de células secas ou PHA
purificado. Carboidratos e acidos organicos foram determinados por cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC).

4. RESULTADOS
4.1. Selecdo de bactérias produtoras de P3HB

O primeiro isolamento de bactérias realizado foi para selecionar bactérias produtoras de
P3HB. Foram selecionadas bactérias capazes de utilizar sacarose, glicose e frutose como
fontes de carbono, pois sdo os principais carboidratos encontrados na cana de agUcar.
Algumas das bactérias isoladas atingiram a eficiéncia méaxima teorica de conversdo dos
carboidratos em P3HB, indicando a ndo necessidade de trabalhos de melhoramento
genético, mas apenas uma boa selegéo [7].

A colecdo de bactérias produtoras de P3HB a partir de carboidratos da cana de agucar
também demonstrou ter bactérias capazes de utilizar xilose como fonte de carbono [8]. A
utilizacdo de xilose como fonte de carbono pode representar a oportunidade de integrar a
producdo de PHA em um sistema de producéo de aculcar e alcool de segunda geracéo [9].

Nesses estudos, destacou-se a bactéria Burkholderia sacchari, uma nova espécie
bacteriana isolada de solos de canaviais, demonstrando o potencial da biodiversidade
brasileira para o desenvolvimento de bioprocessos [10].



4.2. Desenvolvimento de linhagens bacterianas produtoras de P3HB-co-3HV.

A producéo de copolimeros contendo 3HB como principal constituinte demonstrou ser
uma estratégia eficaz para ampliar as propriedades termomecanicas e, consequentemente, as
aplicagcdes de PHA [2]. Os estudos iniciais de producdo dos copolimeros P3HB-co-3HV
revelaram a necessidade de melhoramento genético e maior compreensdo do metabolismo
do co-substrato (acido propibnico) para se atingir eficiéncias melhoradas [7]. Mutantes
deficientes no metabolismo de propionato foram obtidos e atingiram eficiéncias melhoradas
na conversdo de propionato em unidades 3HV [11]. Foi demonstrado que a via do 2-
metilcitrato € a principal via de oxidacdo de propionato em B. sacchari [12], embora essa
ndo seja a Unica via de oxidacdo de propionato nessa bactéria [13], abrindo perspectivas
para desenvolvimentos adicionais do bioprocesso de producdo do copolimero P3HB-co-
3HV utilizando propionato como co-substrato.

Estimativas realizadas demonstraram que o custo de produgdo de P3HB-co-3HV
contendo 10, 20 ou 30 mol% de 3HV € bastante similar ao custo de producao de P3HB se
forem atingidas eficiéncias de conversdo do propionato em unidades 3HV proximas ao
valor maximo teorico [14].

4.3. Desenvolvimento de linhagens bacterianas produtoras de P3HB-co-3HHX.

Inicialmente, foi avaliada a producdo de copolimeros do tipo P3HB-co-3HHX por B.
sacchari utilizando &cido hexandico como co-substrato [15], entretanto o acido hexandico
foi convertido em 3HHx com baixa eficiéncia. Assim, foi construido um mutante de B.
sacchari deficiente na producdo de PHA e genes de biossintese de PHA de Aeromonas sp.
foram expressos nesse mutante. Dessa forma, foi possivel produzir P3HB-co-3HHXx com
diferentes fracdes molares de 3HHx e com eficiéncia correspondendo a 50% do valor
maximo teorico [16-17]. Melhoramentos adicionais poderdo ser atingidos com estudos da
beta-oxidacdo de &cidos graxos.

De forma semelhante, foi possivel produzir P3HB-co-3HHXx a partir de frutose e acido
hexanodico por linhagem recombinante de Cupriavidus necator albergando genes de
biossintese de PHA de Aeromonas sp.

Uma vez que linhagens do género Pseudomonas sdo capazes de produzir PHAwc, foi
obtido mutante deficiente na producdo de PHA de um isolado eficiente na conversdo de
carboidratos em PHA. Expressando os genes de biossintese de PHA de C. necator foi
possivel produzir um terpolimero de P3HB-co-3HHx-co-3HO. Com a expressdo dos genes
de biossintese de PHA de Aeromonas sp., foi produzido um P3HB-co-3HHx com elevada
fracdo de 3HHx [18]. Esses PHA foram produzidos utilizando exclusivamente glicose como
fonte de carbono, ou seja, sem a necessidade dos co-substratos precursores dos co-
mondmeros.

4.4. Desenvolvimento de bioprocessos de producéo.

A producéo industrial de PHA para aplicacdo como bioplastico em grande escala requer
altas produtividades volumétricas. Essas produtividades sdo atingidas em processos em alta
densidade celular. Diferentes estratégias de engenharia bioquimica foram realizadas,
demonstrando que processos de producdo podem ser desenvolvidos para produzir diferentes
PHA com altas produtividades [14, 19-21]. Assim, temos avangando no estabelecimento de
processos economicamente viaveis e enquadrados em uma bioeconomia.



4.5. Materias-primas para producéao de PHA.

Embora um enfoque deste trabalho seja na diversidade de PHA produzidos, os estudos
estdo focadas também na deteccdo de bactérias capazes de utilizar diferentes fontes de
carbono para a producdo destes bioplasticos. O foco principal é em matérias-primas que
sejam componentes de residuos/subprodutos gerados em grande quantidade no Brasil.
Destacamos: sacarose (cana-de-agucar), xilose (bagaco de cana), glicerol (sub produto
biodiesel), melago de soja (subproduto cadeia soja), pectina (subproduto industria suco
laranja), &cidos organicos (obtidos em processos anaerobios de oxidacao de residuos).

4.6. Modelos metabdlicos e o desenvolvimento da producédo de PHA.

A selecdo de bactérias relevantes para a producdo de PHA levou ao préximo passo para
aprofundar a compreensdo de seu metabolismo e estabelecer estratégias para o
melhoramento genético por abordagens de Engenharia Metabdlica. Os genomas de B.
sacchari [22] e Pseudomonas produtora de PHAwmcL [23] foram sequenciados. A partir de
dados gendmicos foi possivel reconstruir a rede metabdlica da linhagem de Pseudomonas
[24]. Estudos de fluxdmica estdo sendo realizados e deverdo permitir uma melhor
compreenséo do funcionamento celular em busca de melhorar o desempenho [25]. Modelos
que permitem avaliar o impacto do processo de producdo no custo final do bioproduto
também tém sido aplicados [26].

5. CONCLUSAO

Os trabalhos desenvolvidos até o momento permitiram o estabelecimento de uma
colecdo de bactérias capazes de converter eficientemente diferentes fontes de carbono em
PHA de composicbes variaveis e atendendo requisitos para diversas aplicacdes.
Bioprocessos economicamente viaveis tém sido desenvolvidos. Estratégias de Engenharia
metabolica estdo sendo desenvolvidas com a caracterizacdo adequada das bactérias em
modelos metabdlicos e o estabelecimento de estratégias para o melhoramento adicional de
seu desempenho.
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