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Resumo

Folhelho de Uva, Polihidroxialcanoatos, Cupriavidus necator, Haloferax mediterranei

O objetivo deste trabalho consistiu na valorizacéo do folhelho de uvas brancas,
um subproduto da industria vitivinicola rico em monossacarideos, através da
producéo de polihidroxialcanoatos (PHAS) pelos microrganismos Cupriavidus
necator e Haloferax mediterranei. Os PHAs sao poliésteres intracelulares
acumulados por microrganismos como reservas de carbono, com valor
comercial pela sua natureza biodegradavel e biocompativel.

De modo a avaliar a producdo de PHAs pelos dois microrganismos,
realizaram-se ensaios em meio definido suplementado com glucose e manose
(meio sintético MG), os aguUcares predominantes no extrato, em extrato aquoso
de folhelho (EAF) suplementado com os constituintes do meio mineral.

Dos ensaios realizados em erlenmeyer com C. necator em EAF verificou-se
que a bactéria era capaz de crescer a uma taxa especifica maxima de 0,19 h*
até uma concentracdo de biomassa final de 17,11 g/L, com uma acumulacao
de 30,38% P(3HB) (mMPHA/mX). No ensaio realizado em reator descontinuo
com regulagéo de pH, em meio 50% (v/v) EAF, verificou-se o melhor resultado
de producgéo, com a acumulacéo de 85,60 % P(3HB) mPHA/mX.

H. mediterranei revelou-se incapaz de crescer significativamente em EAF. No
ensaio realizado com H. mediterranei em meio sintético com 2% de glucose
verificou-se uma taxa especifica de crescimento maxima de 0,03 h™, uma
concentracdo de biomassa final de 23,66 g/L e uma acumulacdo de 4,89 g/L
P(3HB/3HV) (17,21% mPHA/mX). O polimero produzido por H. mediterranei foi
identificado como P(3HB/3HYV), constituido por 90,04% HB/ 9,96% HV.

Neste trabalho foi verificada pela primeira vez a adequagédo do EAF como meio
para producdo de PHAs. Estes resultados sdo uma contribuicdo valiosa no
processo de valorizagdo deste subproduto agroindustrial, e adjacente proposito
de reducgédo de custos na producédo de PHAs.
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The aim of this work was the valorization of the white grape skins, a byproduct
of the wine industry, through the production of polyhydroxyalkanoates (PHAS)
using Cupriavidus necator and Haloferax mediterranei. PHAs are intracellular
polyesters stored in the cell as carbon source, with commercial value as
bioplastics due to its biodegradable and biocompatible nature.

Accumulation tests were carried using defined synthetic medium supplemented
with glucose and mannose (main sugars in the extract) and white grape skins
agueous extract (GSAE) supplemented with mineral medium constituents.

From the tests performed in erlenmeyer with C. necator in GSAE it was found
that bacteria could grow to a maximum specific rate of 0.19 h™ to a final
biomass concentration of 17.11 g.L™, with an accumulation of 30.38% P(3HB)
(mPHA/mX). When production tests were performed in a batch reactor with pH
regulation, using 50% (v/v) GSAE, best result of accumulation were achieved,
with accumulation of 85.60% P(3HB) (mHB/mX).

H. mediterranei revealed to be unable to grow significantly in GSAE. In the test
with H. mediterranei in synthetic medium containing 2% glucose, there was a
specific maximum growth rate of 0.03 h?, a final biomass concentration of
23.66 g.L™" and an accumulation of 4.89 g.L™ P(3HB/3HV) (17.21% mPHA/mX).
The polymer produced by H. mediterranei was identified as P(3HB/3HV)
consisting of 90.04% HB/ 9.96% HV.

This work recognizes for the first time the suitability of the GSAE as a substrate
for PHA production. These results are a valuable contribution to the valorization
of this agro-industrial by-product, and adjacent cost reduction in the PHA
production process.
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CAPITULO | — INTRODUCAO

l. INTRODUCAO GERAL

A valorizacdo de subprodutos agroindustriais € uma necessidade que combate 0s
desafios de descartes de residuos e problemas ambientais associados de um modo positivo
para a respetiva industria e economias envolventes. A utilizagdo de subprodutos da
vinificacdo é uma dificuldade crescente na Europa (produtora de 65% do vinho gerado
mundialmente),’ no contexto das regulamentacdes contra o descarte de subprodutos que
afetam a erosdo/compactacéo do solo e a qualidade das 4guas subterraneas.?

A utilizacdo do extrato aquoso de folhelho de uva (EAF), um subproduto da
indUstria vitivinicola, como substrato para a producdo de compostos de valor acrescentado
vai de encontro ao conceito de biorrefinaria lenhocelulésica. E um residuo rico em
acUcares simples,® que tem assim potencial para ser usado como substrato para a producao
de polihidroxialcanoatos (PHAS).

Os PHAs sdo bioplasticos biodegradaveis com vantagens reconhecidas, no entanto
a sua producdo é dispendiosa, ndo conseguindo ainda competir comercialmente com os
polimeros sintéticos convencionais de base petroquimica. O custo da fonte de carbono é
um dos fatores que afetam a economia da produg&o microbiana de PHAs.* A utilizagdo de
residuos agroindustriais como o EAF pode aumentar a sustentabilidade da produgdo, uma
vez que consiga fornecer as condigdes ideais para a producdo de uma variedade de PHAS
por diferentes bactérias, mas também permitir produtividades elevadas, de modo a

desenvolver-se um processo economicamente competitivo.’

Assim, o objetivo do trabalho apresentado foi valorizar o folhelho de uvas brancas,
utilizando os acuUcares existentes no respetivo extrato aquoso como substrato para a
producdo microbiana de PHAs. Para isso recorreu-se a bactéria Cupriavidus necator,
microrganismo produtor muito estudado. Adicionalmente, pretendeu-se averiguar a
possibilidade de diminuir os custos energéticos relacionados com a manutengdo de
esterilidade do processo recorrendo a um microrganismo extremofilo, a halobactéria
Haloferax mediterranei, um dos candidatos mais promissores para a producéo industrial de

PHAs.® Preliminarmente, procedeu-se a caracterizagdo do contedo em monossacarideos




Producéo de PHAs para valorizacdo de um residuo da inddstria vinicola

do extrato aquoso do folhelho e posteriormente procedeu-se ao estudo do crescimento
microbiano e producdo de PHAs a partir dos agucares presentes no extrato.
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II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. BIORREFINARIA

Os recursos fosseis como o petroleo tém estado estreitamente relacionados com o
crescimento da economia mundial e tém sido explorados nas refinarias petroquimicas
como fonte fundamental de energia e compostos quimicos para a industria. Nesta
conjetura, a necessidade mundial de petréleo é de aproximadamente 108 milhdes de barris
por dia e esta projetada para aumentar para cerca de 115 milhdes de barris por dia até
2035.” No entanto, tém surgido alguns obstaculos & exploracdo indiscriminada deste
recurso, como a instabilidade dos precos dos recursos fésseis;” a poluicio resultante da
exploragdo petroquimica, e a rapida diminuicéo das reservas deste recurso ndo-renovavel.®
Atualmente verifica-se uma crescente pressao publica industrial para o desenvolvimento de
solucdes tecnicas alternativas, como a utilizacdo de matérias-primas economicamente
viaveis e ecologicamente sustentaveis.

A sociedade exige materiais ecoldgicos de alto desempenho, a custos competitivos
e reduzida dependéncia de recursos fdsseis. Espera-se que, do uso total de energia, a
parcela relativa aos combustiveis fésseis diminua de 83% em 2009 para 78% em 2035,
com o uso de biocombustiveis.” Neste contexto, areas como a Quimica Verde e
Biotecnologia Branca apostam na biomassa como a fonte de carbono para a producéo de
energia, combustiveis e compostos quimicos, considerando trés principais fatores: as
alteraces climaticas, seguranca energética e desenvolvimento rural.’

De acordo com a International Energy Agency (IEA),™ biorrefinaria define-se
como o processamento sustentavel de biomassa para a obtengdo de uma gama de produtos
comercializaveis e energia. Uma biorrefinaria pode concretizar-se em processo, instalacdo
ou mesmo conjunto de instalagdes, onde o “output” de um processo se torna o “input” do
seguinte. As biorrefinarias ttm como objetivo o processamento de recursos, como culturas
e residuos agricolas, residuos florestais, biomassa aquética, residuos organicos e residuos
urbanos ou industriais. O objetivo é a producdo de energia e uma grande variedade de
produtos quimicos, precursores e biomateriais, tal como as atuais refinarias petroguimicas,
mas de uma forma economicamente, socialmente e ambientalmente sustentavel. Para
manter a competitividade estratégica, € necessario que 0s substratos cumpram critérios

como o0 baixo custo, acessibilidade e facilidade de manipulacdo.’ Idealmente, a
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sustentabilidade econémica consegue-se mediante a capacidade de adquirir diferentes tipos
de biomassa e produzir varios produtos, todos com valor, seguindo, para a determinagédo da
escala e estratégia de producdo, um esquema “high value — low volume”, no qual o elevado
valor agregado e baixo volume de producdo define a estrutura de producdo de
especialidades; e “low value — high volume”, onde h4 um baixo valor agregado e maior
estrutura de producéo, e a sustentabilidade é alcancada em grande escala.™

Pretende-se que o mercado baseado no conceito de biorrefinaria resulte em
industrias com pouco impacto ambiental. Em Gltima insténcia, as biorrefinarias devem ser
caracterizadas por uma integracdo eficiente de varias etapas de manipulacdo e
processamento de biomassa, fermentacdo em biorreactores, processamento quimico,
recuperacdo final e purificagdo do produto.®

Os bioplasticos de origem microbiana, como os PHAs, sdo um exemplo de produto
que pode ser obtido em biorrefinaria, por exemplo, como um bom complemento a
producéo de bioetanol,**** tendo como substrato biomassa lenhocelulésica, na medida em

gue aumenta a flexibilidade do processo.

2. BIOPLASTICOS

O termo “plasticos” refere-se a uma ampla gama de materiais poliméricos sintéticos
ou semissintéticos que, em algum momento da sua fabricacdo, permitem ser manipulados
de tal forma que podem ser extrusados, fundidos, moldados, fiados ou aplicados como um
revestimento.™ Os plasticos s&o ubiquos e essenciais & vida quotidiana, na medida em que
muitos produtos modernos contém pelo menos alguns componentes destes materiais,
essencialmente devido a sua polivaléncia e durabilidade. Como categoria, 0s plasticos séo
materiais consideravelmente versateis e perduraveis, podendo ser baratos, leves, fortes,
resistentes a corroséo, com boas propriedades de isolamento térmico e elétrico.’®

A industria do plastico tem um impacto significativo na economia mundial. De
acordo com a Plastics Europe, de 2009 a 2010 a producdo mundial de plasticos aumentou
cerca de 15 milhdes de toneladas (6%), atingindo 265 milhdes de toneladas, confirmando a
tendéncia de longo prazo da procura de plésticos e crescimento da producéo de quase 5%
por ano durante os Gltimos 20 anos.*® Tradicionalmente, a utilizacdo mais substancial de
plasticos, responsavel por mais de um terco da producédo, € em embalagens descartaveis, a

maioria dos quais descartadas aproximadamente um ano apés fabricacdo, representando
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sensivelmente 10% dos residuos gerados.’> Considerando que a maioria dos plasticos
deriva do petroleo e ndo é biodegradavel, o aumento inevitavel do seu uso cria um
problema considerdvel de gestdo de residuos, devido a sua durabilidade e resisténcia,
reduzida taxa de decomposicdo, toxicidade ap6s incineracdo, e acumulacdo em aterros e

ambientes marinhos.>

Qualquer abordagem que vise a melhoria da gestdo de residuos e
protecdo do ambiente deve combinar reciclagem e estratégias de recuperacdo de energia,
mas também de investigacdo e investimento no desenvolvimento de materiais substitutos.
A definicdo mais abrangente de bioplasticos descreve um material polimérico que
seja proveniente, pelo menos parcialmente, de matérias-primas renovaveis e/ou que seja de
alguma forma biodegradavel.'® Complementarmente, o caracter ambiental é destacado se
apresentarem um processamento ecologicamente sustentavel. De acordo com as definicGes
anteriores, 0s bioplasticos podem ser classificados em trés grupos: biodegradaveis
baseados no petrdleo, ndo-biodegradaveis de base bioldgica renovavel e biodegradaveis de
base biolégica renovével.'” ® Considerando o interesse em ultrapassar as desvantagens
associadas aos plasticos convencionais, mediante o distanciamento das matérias-primas
fosseis e favorecimento da biodegradacdo, o principal grupo de bioplasticos a suscitar
maior interesse como substituto dos plasticos convencionais é o grupo de biodegradaveis
de base bioldgica renovavel. Destes destacam-se, com maior potencial no mercado, 0s
biopoliésteres microbianos polilactato (PLA), obtido a partir de &cido lactico, e os PHAs.*®
20 Até agora, 0s bioplasticos ainda representam menos de 1% do volume global de plésticos
produzidos anualmente, do total aproximado de 265 milhGes de toneladas. No entanto, a
producdo de bioplasticos de aproximadamente 1,16 milhdes de toneladas produzidas em
2011 esta projetada para aumentar 500% para uma capacidade aproximada de 6 milhdes de

toneladas em 2016.%

3. POLIHIDROXIALCANOATOS

Os PHAs sdo bioplasticos com potencial para producdo num processo integrado
para o aproveitamento de varios residuos. Os PHAs destacam-se dos demais bioplasticos e
despertam o interesse da investigacdo e industria devido as suas caracteristicas como
biocompatibilidade, versatilidade, biossintese a partir de recursos renovaveis, propriedades

termoplésticas préximas as dos plasticos sintéticos e, apds descarte, biodegradacio total.*®
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Apesar das suas inimeras vantagens, estes bioplasticos ainda ndo conseguem competir a
larga escala com os plasticos convencionais devido ao elevado custo de producéo.

Em 1995, Hanggi definiu critérios exigidos aos poliésteres bacterianos para que
estes possam ter sustentabilidade na producdo em larga escala: (i) satisfazer um mercado
com necessidades urgentes; (ii) possuir sistemas eficientes de compostagem instalados em
areas urbanas; (iii) possuir qualidade e desempenho de processamento competitivo com 0s
plasticos petroguimicos atuais; (iv) satisfazer os requerimentos necessarios para se
qualificarem préprios para embalar alimentos; (v) possuir um preco competitivo.”* Os
PHAs sdo produzidos comercialmente, embora com um sucesso limitado, considerando o
seu potencial, devido ao custo elevado da sua producéo.”® A sua sustentabilidade depende
do aproveitamento de residuos num contexto integrado e do rendimento das estirpes
produtoras. Uma producdo eficiente de PHAs deve utilizar estirpes com elevado
rendimento na acumulacao do polimero, a partir de fontes de carbono (e outros nutrientes)
baratas, facilmente disponiveis e que ndo compitam com fontes alimentares; resultando
numa alta produtividade de processo e consumo minimo de energia, que se devera

complementado com um processo de extracio simples e de baixo custo.*

3.1. CARACTERISTICAS E PROPRIEDADES DOS PHAS

Os PHAs sdo um amplo grupo de biopoliésteres alifaticos lineares de acidos
hidroxialcanéicos,* acumulados por microrganismos em granulos intracelulares como
fontes de reserva de carbono, maioritariamente produzidos em condic¢des limitantes de
nutrientes essenciais ao crescimento (ex. azoto, fésforo, magnésio ou oxigénio) e excesso

de fonte de carbono:® %

podendo também ser sintetizados por células eucariotas
modificadas geneticamente, nomeadamente em plantas,?® leveduras®’ ou insetos.?®

Os PHAs variam no nimero de monémeros e/ou substituicdo de grupos alquilo. Os
monomeros de PHAS sdo, normalmente, 3-hidroxialcanoatos (3HA) de 3 até mais de 14
atomos de carbono e/ou, com menor frequéncia, 4-hidroxialcanoatos (4HA) e 5-
hidroxialcanoatos (SHA) de 3 a 5 4tomos de carbono.?® ® A estrutura quimica geral dos
mondmeros esta representada na Figura 1, apoiada pela Tabela 1.3 ** A polimerizacéo
acontece mediante uma ligacdo éster entre o grupo carboxilo de um mondmero e 0 grupo

hidroxilo do monémero vizinho.*®
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R Polimero
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Figura 1: Esquema da estrutura geral dos
mondmeros de polihidroxialcanoatos, onde R
representa grupos alquilo e n = 1-3. Alguns
exemplos sdo dados na Tabela 1.

Tabela 1: Exemplos relativos a estrutura geral dos PHAs,

relativamente a Figura 1.

O tipo de radical R da origem as diferentes unidades monomeéricas, variando de um

Unico 4tomo de hidrogénio até cadeias com mais de 14 4tomos de carbono, podendo, por

exemplo, ser saturado ou insaturado, linear, ramificado ou ciclico, conter ligacdes duplas,

ou ainda 4tomos de fltor, cloro ou azoto.?® Destas variagdes advém a elevada diversidade
de propriedades dos PHAS. A sua composi¢cdo monomeérica determina as caracteristicas dos

PHASs, como as propriedades termoplasticas, elastoméricas, enantioméricas, piezoelétricas,

insolubilidade em agua, toxicidade, grau de polimerizacdo, pesos moleculares e gama de

cristalinidade.®  Depois de sintetizados, existe ainda a possibilidade de

modificar/funcionalizar os polimeros, através de métodos quimicos ou enzimaticos.® A

massa molecular destes biopolimeros depende da estirpe produtora e condi¢bes de

crescimento, e varia geralmente entre 2,0x10° e 3,0x10°.3" Relativamente ao seu tamanho,
tendo em conta 0 nimero de atomos de carbono do mondmero, os PHAs podem ser
divididos em trés classes:** !

e PHAs de cadeia curta (PHAg, do inglés “short chain length’’), com monémeros de
3 a 5 carbonos. Tendem a ser bastante frageis e quebradicos.

e PHAs de cadeia média (PHAmq, do inglés “medium chain length”), com
monomeros de 6 a 14 carbonos. Estes tém baixo ponto de fusdo, baixa temperatura
de transicdo vitrea, baixa cristalinidade mas maior alongamento a rutura,
relativamente aos PHAg,, tornando-se mais macios a medida que aumenta o
comprimento da cadeia.

e PHAs de cadeia longa (PHA, do inglés “long chain length™), com monomeros de

mais de 14 carbonos, menos comuns.*
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E possivel obter uma variedade de composi¢des, manipulando as condigdes de
fermentacéo, estirpe bacteriana, fonte de carbono e possivel presenca de percursores.®® *’
Por exemplo, o poli-3-hidroxibutirato, P(3HB), pode ser obtido a partir de acetato e
butirato, enquanto que uma mistura de acetato e propionato ou valerato e propionato levam
a sintese de um polimero composto por 3-hidroxibutirato (3HB), 3-hidroxivalerato (3HV) e
2-metil-3-hidroxivalerato.*” *

Os PHAs podem ser homopolimeros (por exemplo, P(3HB); poli-3-hidroxivalerato
— P(3HV); poli-3-hidroxihexanoato — P(3HHX) ou copolimeros (por exemplo, poli-3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato — P(3HB/3HV). Os copolimeros tém potencial para
reunir caracteristicas mais versateis. Nestes dois tipos, evidenciam-se o P(3HB) e o
P(3HB/3HV), por serem extensivamente estudados e referenciados com boas perspetivas

comerciais.

3.1.1.Poli(3-hidroxibutirato) e Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)

Em 1926, Lemoigne verificou pela primeira vez a formacdo de PHAs em corpos de
inclusdo de Bacillus megaterium,® e apurou que se tratava de P(3HB). O P(3HB) é um
homopolimero de cadeia curta, considerado um termopléastico fragil, com apenas 5 a 10%
de alongamento & rutura, o que limita consideravelmente a sua aplicacdo.’® “ * A
cristalinidade deste polimero ronda os 60 a 70%,> *! e as suas propriedades mecanicas
como a resisténcia a tracdo sdo préximas as do polipropileno, mas o alongamento a rutura é

significativamente menor.*?

O P(3HB) é pouco resistente a degradacdo durante o
processamento térmico do polimero, revelando instabilidade a temperaturas superiores a
160 °C.* A incorporacdo de outros monémeros, tais como o 3HV, interrompe a
constituicdo cristalina do P(3HB) e cria poliésteres com melhores propriedades fisicas e
termodinamicas.** Por exemplo, para um copolimero com 20% mol 3HV verificou-se um

menor grau de cristalinidade, 56%,% *!

0 que torna o material mais flexivel, resultando em
melhores propriedades de forca. Para além disso, tanto a temperatura de transicdo vitrea
como a temperatura de fusdo também diminuem com o aumento de unidades 3HV até 40%
da composicdo, 0 que permite aumentar a janela de processamento.*® Isto significa que
existe uma maior distancia entre a temperatura de fuséo e a temperatura de decomposicéo,
permitindo ampliar a capacidade de processamento para a fabricagdo dos itens desejados.*

O copolimero P(3HB/3HV) resultante tem valores mais elevados quer de alongamento a
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rutura, 50% (considerando, de igual modo, 20% mol 3HV)* ** quer de resisténcia ao
impacto, indicando que tem também menor rigidez.** E apresentado, na Tabela 2, um
resumo das propriedades de P(3HB), P(3HB/3HV) e polipropileno, de modo permitir a
comparacdo de propriedades entre os PHAs mais comuns e um polimero sintético, e
averiguar ainda como o aumento da percentagem de mondmeros de 3HV no copolimero

influencia a variagao das suas propriedades.

Tabela 2: Resumo das propriedades de alguns polimeros.® 42 45

. P(3HB/3HV) . .
Propriedade P(3HB) Polipropileno
3 % mol3HV 14 % mol3HV 20 % mol3HV
Ponto de Fuséo (°C) 179 170 150 145 170
Temperatura de
. -1 . d. .d. .d. -1
Transigdo Vitrea (°C) 5-10 n.d n.d n.d 0
Cristalinidade (%) 60 - 70 n. d. n. d. 56 50-70
Tenséo de
cisalhamento 40 38 35 20-32 345
(MPa)
Alongamento a
Rutura (%) 5-10 n. d. n. d. 50 400

n. d. — ndo definido. (Temperatura de transicdo vitrea é o valor de temperatura ao qual um termoplastico sofre uma mudanga,
variando entre um estado ductil e um estado fragil. Cristalinidade é a fracdo volumétrica correspondente a regido cristalina,
cujo empacotamento molecular se dispde num arranjo de elevado grau de compactagdo. Tensao de cisalhamento, ou tangencial,
€ o valor do quociente entre a forca tangencial ao plano de rutura constante, e a area sob a qual age a forga — representa a tenséo
tangencial ao plano de rutura que o polimero suporta sem sofrer rutura. Alongamento & rutura representa 0 aumento percentual
do comprimento da pega sob tracdo no momento da rutura, e é tdo maior quanto menor ¢ a fragilidade do polimero.)

No geral, reconhece-se que o P(3HB/3HV) tem bastante potencial em mimetizar as
propriedades dos plasticos convencionais. Para a biossintese de P(3HB/3HV) pode ser
necessario, no entanto, que se forneca um substrato precursor, geralmente o &cido
propiodnico ou acido valérico. Andlises do Ciclo de Vida efetuadas aos processos
convencionais de producdo de P(3HB/3HV) mostraram que os custos de producdo tendem

a aumentar linearmente com o aumento da fracdo de 3HV.*
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3.2. METABOLISMO DE PRODUCAO

Os microrganismos transformam agucares e acidos gordos em PHAs através de vias
metabdlicas diferentes, que envolvem como intermediério acetil-CoA, que em condic¢Bes
nutricionais ndo equilibradas é desviado do ciclo de Krebs, e terminam coma
polimerizacdo de mondmeros pela PHA polimerase. A capacidade dos microrganismos
para sintetizar uma forma particular de PHAs deve-se principalmente a especificidade

enzimatica pelo substrato.?®

3.2.1.Sintese de PHB

O P(3HB) é o PHA mais comum na natureza e 0 que € sintetizado por vias
metabdlicas mais simples. As trés enzimas necessarias a sintese de P(3HB) estdo situadas
no citoplasma da célula, onde se d4 a formacdo dos granulos de reserva.** Considerando
como microrganismo representativo a bactéria Cupriavidus necator, trés enzimas sdo
expressas a partir de um operdo e sdo responsaveis pela producdo de P(3HB) a partir de
acetil-CoA. Neste microrganismo, os genes phbC, phbA e phbB codificam respetivamente
as enzimas P(3HB) polimerase, acetoacetil-CoA redutase e p-cetotiolase, constituindo o
operdo phbCAB, transcrito completamente por um promotor “upstream” do phbC. A -
cetotiolase condensa duas moléculas de acetil-CoA para produzir acetoacetil-CoA, numa
reacdo dependente de ATP. Acetoacetil-CoA é entdo reduzido a (R)-3-hidroxibutiril-CoA
pela acetoacetil-CoA redutase (R)-especifica, aquando da oxidacdo de uma molécula de
NADPH. Os mondmeros (R)-3-hidroxibutiril-CoA sdo entdo polimerizados pela PHA
polimerase*’ (Figura 3).

A B-cetotiolase compete pelo acetil-CoA com a citrato sintase, enzima
interveniente no ciclo de Krebs que neste liberta COASH. Em condicdes equilibradas do
metabolismo celular existe elevada quantidade de CoASH que inibe a B-cetotiolase. Numa
situacdo de limitacdo (oxigénio, por exemplo) com excesso de carbono, hd um excesso de
NADH que inibe a citrato sintase. Consequentemente ha uma diminui¢do da quantidade de
CoASH e acumulacdo de acetil-CoA, o que suplanta a inibi¢do da B-cetotiolase e permite

que esta inicie a via de sintese de P(3HB).*’

10
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glucose propionato
ATP + CoA-SH \ ATP + CoA-SH
AMP+P‘</,, AMP + Pi
acetil-CoA ~——____ propionil-CoA
CoA-SHe— B-cetotiolase \l\_)’ CoA-SH
v
acetoacetil-CoA 3-cetovaleril-CoA
NADPH + H*\ e NADPH +H
Acetoacetil-CoAredutase
NADP* <] e —

v A 4
(R)-3-hidroxibutiril-CoA (R)-3-hidroxivaleril-CoA
CoA—SH&J\ N> CoA-SH

4 PHA polimerase \

P(3HB) P(3HB/3HV)

Figura 2: Exemplo de via de sintese de P(3HB) e P(3HB/3HV) por C. necator a partir de glucose e propionato
(traduzido e adaptado).?®

Para além desta via referida como exemplo, existem outras relevantes, nomeadamente de
Rhodopseudomonas e Pseudomonas do Grupo I e 11 de homologia de rRNA.* Além disso,
0 operdo referido ndo tem sempre a disposicao correspondente ao de C. necator, podendo

0S genes no estar na mesma ordem,? ou mesmo nem estar no mesmo operéo.*®

11
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3.2.2.Sintese de P(3HB/3HV)

Para a acumulacdo de P(3HB/3HV), para além da presenca de hidratos de carbono
como frutose ou glucose para a formacdo de acetil-coA e consequente sintese do
monomero 3HB, pode ser necessaria a presenca de co-substratos percursores, como
propionato ou valerato, para a sintese de 3HV. Sabe-se que o propionato, entre outros
percursores, pode ser prejudicial para o crescimento celular e, portanto, o processo precisa
de um controlo rigoroso para manter uma baixa concentracao de propionato, normalmente
numa estratégia em semi-continuo.®*® As reaces para a sintese de P(3HB/3HV) sdo
catalisadas pelas mesmas enzimas, p-cetotiolase, acetoacetil-CoA redutase e PHA
polimerase. No geral, a sintese de P(3HB/3HV) passa pela formacdo de 3HB e 3HV, que
sdo depois polimerizados. A via biossintética para a producdo de P(3HB/3HV) comeca,
sob a acdo da B-cetotiolase, com a condensacdo de acetil-CoA com propionil-CoA,
resultando em 3-cetovaleril-CoA, e, paralelamente, a condensacdo de duas moléculas de
acetil-CoA, resultando em acetoacetil-CoA. Estes compostos sdo reduzidos a (R)-3-
hidroxivaleril-CoA e (R)-3-hidroxibutiril-CoA, respetivamente, sob a acdo da enzima
acetoacetil-CoA redutase (R)-especifica, com a oxidacdo de uma molécula de NADPH. Os

monémeros so entdo polimerizados pela PHA polimerase (Figura 3).*

3.3. GRANULOS DE RESERVA

A acumulacdo de PHAs em microrganismos ocorre no citoplasma, sob a forma de
corpos de inclusdo amorfos méveis e insolGveis em agua,®* de modo a ndo alterar o estado
osmotico das células e manter os compostos disponiveis. A constituicdo geral dos granulos
de reserva é aproximadamente 97,7% PHAs, 1,8% proteinas e 0,5% lipidos.?* Na sintese
dos granulos de PHAs, a PHA polimerase converte-se numa molécula anfifilica,
mantendo-se ligada covalentemente ao biopolimero durante a elongacdo da cadeia,
permanecendo & superficie do granulo.®® Proteinas e lipidos formam um revestimento
membranar que envolve a regido central e estabiliza a transicdo entre a regido central
hidrofébica e as suas imediagdes hidrofilicas.?* °* O revestimento membranar tem a
seguinte estrutura geral: monocamada fosfolipidica,®® que evita o contacto dos PHAs com
a agua;>® PHA polimerases ligadas covalentemente; PHA despolimerases intracelulares

mantidas por intera¢fes hidrofébicas; proteinas citosolicas ndo ligadas covalentemente,

12
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nomeadamente proteinas estruturais como fasinas, estabilizadoras e reguladoras dos

granulos;**

e ainda outras proteinas de fungdo desconhecida. Os grénulos chegam a
representar 90% em peso seco da célula, podendo atingir um didmetro a variar entre os 0,1

20,8 um.*

3.4. ORGANISMOS PRODUTORES

A viabilidade da producéo depende principalmente da densidade celular final, taxa
de crescimento microbiano, percentagem de PHAS no peso seco, do substrato e respetivo
preco, e dos métodos de extracdo e purificacdo.” Por estas razdes, os critérios a ter em
conta na escolha do microrganismo sao a capacidade de utilizar fontes de carbono baratas,
possuir taxas de crescimento e de polimerizacdo elevadas, e capacidade substancial de
acumulacdo do polimero.® Nos sistemas naturais, podem ser definidos dois grupos
relativos as condicBes necessérias a acumulacéo de PHAs.>® Um primeiro requer limitacdo
de um nutriente essencial como azoto, fésforo, magnésio ou enxofre, com a fonte de
carbono em excesso; no qual se incluem C. necator, Protomonas extorquens e
Pseudomonas oleovorans, entre outros.*> Um segundo grupo ndo necessita de limitaco de
nutrientes e pode acumular o biopolimero durante o crescimento, por exemplo Alcaligenes

latus,* e Haloferax mediterranei.®’

3.4.1.Microrganismos Geneticamente Modificados

Para assegurar a competitividade da producdo bacteriana de PHAs é desejavel um
microrganismo com alta eficiéncia de producdo, preferencialmente capaz de acumular mais
de 60% (m/m) do seu peso seco da biomassa em polimero, utilizando substratos
econdmicos, como os residuos organicos industriais, e ainda que permita a extracéo facil e
econémica do biopolimero produzido.”® E nestes pontos que se foca a intervencdo da
engenharia genética. A otimizacdo do rendimento de producdo pode ser feita de varias
maneiras, por exemplo: sobre expressar enzimas relevantes na via de sintese de PHAs,
recorrer a mutagenese direcionada a fim de melhorar a eficiéncia enzimética na conversao
de substrato,®® ou ainda modificar/implementar novas vias metabélicas para a utilizacio
eficiente de substratos renovaveis baratos.®™ ®* A E. coli recombinante é o microrganismo

mais utilizado nesta abordagem para produgdo de PHA, devido a conveniéncia associada a
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sua manipulagdo genética, capacidade de atingir elevada densidade celular a partir de
fontes de carbono baratas, e permitir facil extragdo do polimero.®® ® A E. coli
recombinante permitiu, por exemplo, a acumulacao de cerca de 80% P(3HB) em peso seco
da biomassa, utilizando soro de leite como substrato, numa producdo em semi-continuo de
elevada densidade celular.®

A instabilidade genética é um dos principais obstaculos para a producdo de PHAS
por organismos recombinantes. A elevada carga genética pode levar a instabilidade e perda
do plasmideo ao longo das geracbes e, consequentemente, comprometer os elevados

rendimentos da produc#o.®

3.4.2.Culturas Puras

Atualmente, grande parte da producdo industrial de PHAs tem como base estirpes
de culturas puras como C. necator, Alcaligenes latus, Aeromonas hydrophila, Bacillus
spp., Pseudomonas putida e Pseudomonas oleovorans.*® ®® O uso generalizado de culturas
puras deve-se ao facto de estas terem uma elevada capacidade de producdo de PHAS,
embora culturas puras nativas estejam associadas a necessidade de substratos caros, maior
controlo de producdo e equipamento de esterilizacdo, exigindo a partida um maior
investimento, o que resulta numa menor competitividade de custo perante o mercado

global dos plasticos.*® ®’

3.4.3.Culturas Mistas

Na producdo industrial € necessario ultrapassar 0s custos operacionais adjacentes a
necessidade de esterilizacdo, acfes que requerem elevada manutencdo de reator. Nesse
sentido, surge o interesse nas culturas microbianas mistas, populacdes de composigdo
desconhecida, selecionadas pelas condi¢gdes impostas sobre a comunidade microbioldgica.
Estas podem ser mantidas sem custos associados a esterilizacdo, ja que o favorecimento da
elevada capacidade de acumulagdo ocorre pela imposicdo de determinadas condigdes
operacionais. Além disso, conseguem usar uma variedade de fontes nutricionais baratas,
incluindo residuos industriais, diminuindo ainda mais 0s custos de “input” e permitindo
aumentar a escala de produc&o.®® ® % A utilizacdo de culturas microbianas mistas para
producdo de PHAs apresenta resultados promissores, nomeadamente em termos de

rendimento e produtividade especifica, relativamente a varios substratos,®®
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maioritariamente sob a estratégia de alimentacdo dinamica aerébia.”* No entanto, ainda é
necessario ultrapassar algumas desvantagens associadas, como o0s baixos valores de

densidade celular, entre outros.*® "

3.5. PRODUCAO DE PHAS POR CUPRIAVIDUS NECATOR

C. necator é uma bactéria gram-negativa, anteriormente classificada como
Ralstonia eutropha, Alcaligenes eutrophus, Hidrogenomonas eutrophus, ou ainda
Waustersia eutropha.”® E uma bactéria aerobia e mesofilica, com temperatura 6tima de
crescimento de 27 °C.”™* Os valores 6timos de pH para o crescimento de C. necator situam-
se entre 7,0 e 8,0, sendo inibida em valores de pH inferiores a 5,5 e superiores a 9,2.” C.
necator é predador ndo obrigatorio, causando a lise no solo de varias bactérias gram-
positivas e gram-negativas, inclusive de outros predadores bacterianos ndo obrigatérios.
Tem uma elevada resisténcia ao cobre, e o inicio do seu crescimento € estimulado pelo
cobre. Estas caracteristicas estdo vincadas na sua nomenclatura, uma vez que o termo
Cupriavidus deriva do latim “cuprum” (cobre) e “avidus” (avido, insaciavel), e necator
pode ser traduzido do latim como assassino. "

C. necator é o microrganismo produtor de PHAs mais estudado e o mais utilizado
comercialmente, devido a sua capacidade de acumular P(3HB) até mais de 80% do seu
peso seco.’’ C. necator produz naturalmente o homopolimero P(3HB), conseguindo
produzir copolimeros compostos por varios outros mondmeros apds a adicdo de
precursores ao meio de cultura.”® " A acumulacdo ocorre geralmente em condicdes ndo
balanceadas de crescimento, na presenca de excesso da fonte de carbono e com limitacdo
de nutrientes como azoto, fésforo, magnésio, oxigénio ou enxofre. C. necator produz
PHAs a partir de uma ampla gama de substratos como hidratos de carbono (e. g. frutose,
xilose, glucose, sacarose, lactose), glicerol, &cidos (e. g. &cido fumarico, acido latico, acido
propidnico), entre outros.** "® ™ Khanna et al. (2005) estudaram a producio de PHAs por
C. necator em Vvarios substratos. Os melhores resultados verificaram-se no ensaio realizado
em meio com frutose (20 g/L) e sulfato de amonia como fontes de carbono e azoto,
respetivamente, tendo verificado uma concentragdo celular méxima de 3,25 g/L e uma
concentracdo de P(3HB) de 1,4 g/L, em 48 horas de incubacdo. O ensaio realizado nas

mesmas condic¢des, mas com glucose (20 g/L) como fonte de carbono, resultou numa
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concentracdo celular de 2,3 g/L e concentracdo de P(3HB) de 0,031 g/L.** Apesar da
glucose ndo permitir um rendimento téo elevado como a frutose, apresentou-se como um
bom compromisso entre o rendimento de producdo de P(3HB) e o custo da producéo
associado a fonte de carbono, ao ser geralmente um monossacarideo mais barato e mais
recorrente em subprodutos de baixo custo.

Foi verificada a aptiddo de C. necator para produzir PHA a partir de vérios
substratos de matriz complexa como subprodutos agroindustriais. Estudos realizados por
Fukui et al. (1998) investigaram a producdo de PHAs por C. necator H16, incubada em
meio mineral com 1% (v/v) de Oleos vegetais (azeite, leo de milho e 6leo de palma) como
fonte de carbono e sob limitacdo de azoto, tendo verificado acumulacdo de P(3HB) até
81% (m/m) de peso seco de biomassa, para uma concentracdo celular média de 4 g/L, em
72 horas de incubacdo.®® Estudos comparativos realizados por Obruca et al. (2010)
constataram que a acumulagdo de PHAs por C. necator H16 é superior em 0leos vegetais
usados em frituras de alimentos que em O&leos vegetais ndo usados. Por exemplo,
recorrendo a 6leo de colza usado em frituras numa cantina universitaria foi verificada uma
concentracdo de 7,7 g/L P(3HB), superior a concentracdo de 4,8 g/L P(3HB) obtida
relativamente ao mesmo 6leo ndo processado (testes realizados em 72 horas de incubagéo).
Os autores explicam que a aptiddo superior dos 6leos processados para serem usados na
producdo de PHAs por C. necator se deve as modificacGes do 6leo no processo de fritura,
como alteracdo da composicdo dos acidos gordos, aumento da concentracdo de acidos
gordos livres e transferéncia de componentes do alimento frito (proteinas, lipidos ou
hidratos de carbono) para o 6leo.®*

Uma estirpe adaptada de C. necator revelou capacidade de producdo de PHASs
(57% peso seco de biomassa, concentracdo celular de 11 g/L) com remocdo de compostos
inibitdrios de hidrolisado lenhocelulésico de bagaco de cana-de-acucar diluido, mediante
uma elevada concentracdo de biomassa inicial. A estirpe removeu &cido férmico, &cido
acético, furfural, lenhina soltvel em &cido e compostos fenélicos, e uma vez que a xilose,
arabinose e oligossacarideos nao foram utilizados, o hidrolisado recuperado pode ser usado
para outras producdes.’* A tolerancia demonstrada relativamente a compostos
tendencialmente inibidores € uma vantagem que podera alargar a gama de substratos

complexos de baixo custo acessiveis a producao de PHASs por C. necator.
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3.6. PRODUCAO DE PHAS POR HALOFERAX MEDITERRANEI

Os microrganismos extremofilos ndo apenas toleram como tém um
desenvolvimento 6timo em ambientes considerados indspitos, como condi¢des extremas de
pH, temperatura ou salinidade, revelando elevado potencial para aplicacdes
biotecnologicas. Os microrganismos haléfilos necessitam de elevadas concentracdes de sal
para se desenvolverem,” esperando-se geralmente um crescimento 6timo a uma
concentracdo proxima ou superior a 5% NaCl (m/v).%

Haloferax mediterranei € um microrganismo hal6filo extremo. Cresce com2 a5 M
de cloreto de sédio (NaCl),** estando reportada como a halobactéria com maior capacidade
de producdo de PHAs na familia Halobacteriaceae, e um dos maiores produtores ao nivel
dos procariotas em geral.® °" ® |dealmente, a producéo de PHAs por H. mediterranei
tende a seguir 0 esquema proposto por Koller et al. (2011), apresentado da Figura 3.4 ®

As condicBes salinas extremas necessarias ao correto desenvolvimento destes
microrganismos permitem a eliminacdo da necessidade de esterilizacdo e custos
consequentes.”> * % Qs sais do meio podem ser reciclados, de modo a reduzir o custo
geral do processo e minimizar os riscos ecoldgicos implicitos ao descarte dos residuos pos-
fermentacdo.”® Para além disso, ap6s acumulacdo, a lise da-se facilmente apés a

transferéncia das células para um meio hipoténico.?* %8
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Fornecimento de energia
(agitacdo, aquecimento, etc. Residuos como fonte de carbono

Sem gastos energéticos para
esterilizacdo)

Fornecimento de dgua €. Agua

Centrifugacdo Lenta

Agitacdo
Inoculagao — "

Residuos como fonte de azoto
(ex. biomassa proteica hidrolisada

|

Hidrolise Biomassa Rica em PHA Sobrenadante Salino

~ J

Meio Hipoténico

Biomassa Residual Granulos de PHA
Purificacdo de acordo com
pureza desejada

"

Processamento do Biopolimero

Figura 3: Esquema de processo para a producdo de PHASs por H. mediterranei, a partir de residuos complexos
(traduzido).>® &

A estrutura quimica do PHA produzido por H. mediterranei corresponde ao
copolimero P(3HB/3HV),> * biopolimero com boas caracteristicas de processabilidade.
Ao contrério da producdo bacteriana de P(3HB/3HV) onde sdo necessarios precursores de
mondmeros de 3HV, como o0 acido propionico ou acido valérico, H. mediterranei consegue
acumular até mais de 60% P(3HB/3HV) (m/m) sem adicdo de precursores, adquirindo
vantagem competitiva acrescida ao conseguir atingir elevadas concentracdes de biomassa

6 3% nomeadamente subprodutos industriais.® Em H.

numa gama variada de meios,
mediterranei a elevada capacidade de acumulacdo do polimero esta aliada a estabilidade
genética,’ vantagem que surge comparativamente a E. coli e outros microrganismos
recombinantes com alta capacidade de producdo, mas geneticamente instaveis. Além disso
permite obter elevada densidade celular a partir de substratos baratos.’® O preco de
producéo de 1 kg de P(3HB/3HV), em 2007, foi calculado em 2,82€, considerando uma
produtividade volumétrica de 0,29 g/(L.h) e soro de leite hidrolisado como fonte de

carbono para H. mediterranei.®” Este preco é significativamente menor do que o entdo
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calculado para a producdo de PHAs por E. coli recombinante, 4,00€, utilizando o mesmo
substrato.”> %

Por se verificar, no geral, um grande potencial para a producdo de PHAs, H.
mediterranei suscitou um grande interesse na comunidade cientifica. Fernandez-Castillo et
al. (1986) obtiveram uma acumulacdo de 38% PHB (m/m) de peso seco, em meio
contendo 1% (m/v) glucose e 0,1% (m/v) extrato de levedura, com 15% (m/v) de
concentracdo salina; tendo o rendimento diminuido para metade com aumento da
concentracdo de sais para 30%.%* Lillo e Rodriguez-Valera (1990) propuseram, pela
primeira vez, H. mediterranei como candidata adequada para producdo industrial de PHAsS,
tendo estudado sistemas de producdo em descontinuo e em continuo. Em descontinuo foi
conseguido um conteudo em PHAs de 60% do peso seco da biomassa, para condi¢des
consideradas otimas de 2% (m/v) amido, 0,00375% (m/v) dihidrogenoortofosfato de
potéssio (KH,PO,) e 0,2% (m/v) cloreto de amédnia (NH4CI), tendo sido obtido um
rendimento de 0,324 (m/m). A produgdo em continuo foi mantida durante trés meses, com
0 intuito de testar a estabilidade de H. mediterranei. Apesar de, neste caso, 0 rendimento
ter sido inferior, 0,075 (m/m), verificou-se que, de facto, a cultura se manteve estavel no
que diz respeito ao rendimento e caracteristicas do polimero produzido.>” Don et al. (2006)
estudaram a producdo em semi-continuo, a partir de glucose e amido como fontes de
carbono e azoto, respetivamente. Em 117 horas, obtiveram um conteddo de PHAs de
48,6% peso seco da biomassa total, para uma concentrago celular de 85,8 g/L.% Koller et
al. (2007) estudaram a producdo de PHAs a partir de acUcares de soro de leite hidrolisado
por H. mediterranei e verificaram que a glucose é metabolizada mais rapidamente que a
galactose.”’

Verificou-se a probabilidade de o amido, a par da glucose, ser a melhor fonte de
carbono para o crescimento de H. mediterranei, com foco na producdo de PHAS, no
entanto, existem algumas reservas ao considerar o0 amido num processo comercial, por ser
demasiado caro.”” Embora H. mediterranei ndo possa usar amido nativo, pode recorrer a
amido extrusado.®® Por exemplo, Huang et al. (2006) utilizaram o farelo de arroz extrusado
e amido de milho extrusado como fontes de carbono, sem limitacdo de azoto, numa
producdo em semi-continuo, com pH controlado entre 6,9 — 7,1. Os melhores resultados

foram obtidos usando ambas as fontes de carbono simultaneamente (1:8 m/m,
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respetivamente), tendo-se apurado um contetdo de PHAs de 77,8% de peso seco da
biomassa total para uma concentracdo celular de 140 g/L.%

Apesar da producdo de PHAs por H. mediterranei ser associada ao crescimento e
ndo exigir limitacdo nutricional, a imposicdo de limitagdo pode melhorar o rendimento do
processo. A limitacéo de azoto é ineficiente,”” a limitacdo de oxigénio poderé prejudicar o
crescimento de H. mediterranei, e a limitagdo de magnésio, enxofre ou de potassio ndo €
pratica em meios contendo grande quantidade de sais. Alguns autores defendem que a
limitacdo de fosfato, até um minimo de 0,00375 % (m/v) é fundamental para a acumulagéo
de PHAs em grandes quantidades.”” A temperatura 6tima para o crescimento para H.
mediterranei é 45 °C,>" contudo é normal recorrer-se a temperaturas inferiores, como 37
°C34.36.84.8 ) 38 °C* para producéo de PHAs. Essa estratégia permite duas vantagens:®
poupar energia e oxigénio - nomeadamente em culturas de elevada densidade celular, uma
Vez que temperaturas menores promovem uma maior concentragdo de oxigénio.** Também
se verificou que, a partir dos 45 °C, 0 aumento da temperatura conduz a uma diminui¢éo no
contetdo de PHAs.”’

Esta reportado que as haloarchaea requerem 200-250 g/L de NaCl para um
crescimento 6timo, e lisam quando a concentragdo salina desce para valores menores que
100 g/L.% A monitorizacdo da condutividade pode ser usada para estimar a concentrac&o
total de sais no meio de producéo. Huang et al. (2006) mantiveram a condutividade entre
valores de 3-4 S/m, que afirmam representar aproximadamente concentracdes salinas totais
na gama 173-230 g/L. Para tal, foi sendo adicionada uma mistura de sais, com uma
proporcao de sais equivalente ao meio definido inicialmente.®> Pensa-se que os valores de
condutividade tendem a diminuir devido a diluicdo que se promove com a adigdo de meio
de alimentagdo sem sais, e por causa da adsorcdo dos ides as células.®

H. mediterranei tem um elevado potencial para cumprir as exigéncias da producéo
em continuo, referidas anteriormente, ja& que esta bactéria necessita de meios com
concentracdes salinas extremas, evitando assim a possibilidade de contaminac&o.®® " No
entanto, deve ser tido em consideracdo que 0s sais necessarios ao crescimento de H.
mediterranei podem corroer os fermentadores usados em larga escala, nomeadamente
componentes de aco inoxidavel. Este problema poderad ser prevenido recorrendo a
materiais inertes de elevada qualidade para a constituicdo dos biorreactores, por exemplo

poli(éter-éter-cetona) (PEEK), vidro, ou ceramica de nitreto de silicio.? &
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H. mediterranei também excreta um polimero extracelular - exopolissacarideo
(EPS),% 0 que pode aumentar a viscosidade do meio e assim limitar a difusdo de oxigénio
e dificultar o crescimento,®® ou ainda competir pelas fontes nutricionais com o
P(3HB/3HV). Este facto ndo tem sido referido como um problema para a producao de
PHASs nos trabalhos publicados neste tema. Pelo contrério, os EPSs de microrganismos
extremdfilos sdo alvo de interesse pelo potencial de apresentarem caracteristicas novas e
capacidades funcionais em condicdes extremas, podendo ter aplicacdo nas induastrias
alimentar, farmacéutica e de cosmética como emulsionantes, estabilizantes, coagulantes,

espessantes e agentes de suspensdo.”

O EPS produzido por H. mediterranei foi
caracterizado por Antén et al. (1988) como um heteropolissacarideo de natureza acida
maioritariamente constituido por manose.” Parolis et al. (1996) determinaram a estrutura
do EPS, tendo averiguado uma notavel resisténcia do EPS a valores extremos de pH,
temperatura ou salinidade, indicando-o como um polimero interessante para aplicagdes que

exijam um agente espessante muito resistente.% %2

3.7. CONDICOES OPERACIONAIS

A produgdo de PHAs pode ser realizada em descontinuo, semi-continuo e
continuo.®® A abordagem de producio em descontinuo é geralmente aplicada em fases
preliminares, para estudos de crescimento de microrganismos potencialmente
acumuladores de PHAs. A desvantagem deste processo é que permite a degradacdo dos
polimeros produzidos caso haja escassez de nutrientes, cuja solucdo é adicionar substrato
de uma forma semi-continua ou continua.”

A producdo em semi-continuo é a estratégia mais utilizada para a producdo de
PHAs. Esta estratégia permite minimizar os efeitos inibitérios de substratos e de alguns
subprodutos, e apresenta como vantagem a obtencao de elevadas densidades celulares com
altas produtividades (70 a 80% peso seco em polimero).** Apés uma primeira fase de
adaptacdo e crescimento em descontinuo, é realizada alimentacdo de modo a manter a
fonte de carbono em excesso e forcar a limitagdo nutricional que desencadeia a producgéo
do polimero, em microrganismos com producdo ndo associada ao crescimento.”® Os
processos em alimentagdo descontinua com elevada densidade celular tém vantagens para

a producdo de PHAs, nomeadamente ao possibilitar a reducdo do volume de cultura, de
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residuos liquidos, dos custos de producdo e do investimento em equipamento,
comparativamente aos processos com baixa densidade celular. E uma boa estratégia para a
manutencdo das concentracdes de substancias toxicas, como alguns percursores, para além
de que permitem realizar uma primeira fase de acumulacdo de biomassa, e depois induzir
uma fase de acumulacdo, com imposicao de limitacéo nutricional.*

A producdo continua exige estirpes microbianas produtoras com alguma robustez, e
que preferencialmente ndo necessitem de condicGes estéreis. Esta configuracdo permite a
troca constante de meio de cultura, garantindo que todos os componentes do meio estdo
nas concentragBes Otimas para a produgdo. Tem como vantagem a possibilidade de maior
controlo do processo e maior produtividade.** A producdo de PHAs por cultivo continuo
num biorreator s6 é possivel quando o polimero € sintetizado durante o crescimento
celular, e portanto, ndo € aplicavel para a maioria dos microrganismos que produzem
PHAs durante a sua fase estacionéria de crescimento.® A producdo em continuo é
extremamente atraente para a producdo em escala industrial, uma vez que a contaminagao

seja evitada e a estabilidade da estirpe esteja garantida.

3.8. RECUPERACAO DE PHAS

Devido a serem acumulados intracelularemente, o processo de recuperacdo dos
PHAs € crucial para a economia do processo. Os métodos a escolher para separar 0s PHAs
da biomassa residual dependem da produtividade da estirpe, pureza pretendida e
disponibilidade dos agentes de separacdo.?* O procedimento bésico para a recuperacdo de
PHAs engloba quase obrigatoriamente passos de
centrifugacdo/sedimentacao/floculacdo/filtracdo, lise celular, extragdo com solventes, e no
final, cristalizacdo.*” Os métodos principais sdo: extracdo por solvente (cloroférmio,
trifluoroetanol, dicloroetano, carbonato de propileno, diclorometano ou &cido
dicloroacético),” digestdo quimica/enzimatica, disrupcdo mecanica ou extracdo por fluidos
supercriticos.”® No caso de H. mediterranei, a lise da-se facilmente, apds ressuspensdo das
células em agua destilada. Os grénulos de PHAs poderdo ser facilmente recolhidos apds
centrifugacdo lenta.?* Este facto resulta num procedimento simples para extracio de PHAs,
diminuindo os passos no processamento “downstream” de recuperacdo de PHAS e custos

associados. 3% 8+ 8
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3.9. APLICACOES DE PHAS

Ainda que mantendo os esforcos de elevar a sua competitividade, os PHAS j& estdo
a ser produzidos industrialmente.™® A aplicacdo dos deferentes tipos de PHAs depende da
sua composicdo e da respetiva etapa de extracdo, uma vez que esta pode influenciar a
massa molecular e a pureza do biopolimero.?® A gama de aplicacdes para os PHAS nio se
limita a embalagens ou itens de comodidades, mas abrange areas tdo vastas como a
agricultura, farméacia e medicina.?” * Os PHAs poderdo substituir os plasticos
convencionais na constituicdo de garrafas, sacos, e filmes ou fibras para materiais de
embalamento.'®® Os PHAs poderdo também, por exemplo, ser aplicados em papel, papel&o
ou bandejas de comida para formar uma camada resistente a agua como uma alternativa
aos filmes de polietileno ou de aluminio.®*Com eficiéncia de custo, PHAs permitem tornar
certas superficies resistentes a 4gua, substituindo produtos atuais nao-biodegradéaveis.*™
192 Nas areas agroindustriais, PHAs podem ser incorporados em acolchoado de protecéo
dos solos,*® ou atuar na libertacdo controlada de inseticidas, evitando a distribuicdo em
larga escala destes quimicos.'®® Nas areas de farmécia e medicina existe um grande
potencial de aplicacGes, por exemplo: odontologia, valvulas cardiacas, vasos sanguineos
artificiais, implantes &sseos, reparacdo nervosa, lentes intraoculares revestimento de
feridas, material cirdrgico e paramédico descartavel, apoio a engenharia de tecidos, e
libertagdo controlada de substancias ativas, por exemplo liberacdo de drogas para a
promocdo da cicatrizacdo de feridas, drogas anti-trombose, anti-infeccbes e anti-
tumorais.’® # 2 24194 para além disso, como os monémeros de PHAs sdo moléculas
quirais, tém potencial para ser usados como produtos de base para a sintese de antibi6ticos
e outros produtos de quimica fina.'®> No geral, os PHAs podem inclusive ser incorporados

noutros polimeros com o intuito de melhorar as respetivas propriedades.'%
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3.10. BIODEGRADAGAO AMBIENTAL

No ambiente, os PHAs podem ser completamente convertidos a dgua e de didxido
de carbono (CO,) em condicBes aerdbias, ou a metano em condi¢des anaerdbicas; sob
ataque microbiano das comunidades presentes no solo, em recursos hidricos ou efluentes
industriais. Em contraste com a utilizacdo de recursos fdsseis, onde o carbono fixado
outrora no interior da Terra é libertado como CO, de forma rapida e inesperada, a
degradacio de PHAs esté perfeitamente incorporada no ciclo natural do carbono.®’

Uma vez que os PHAs sdo polimeros solidos de elevado peso molecular, ndo
sendo, entdo, possiveis de transportar através da parede celular, muitos microrganismos
excretam PHA despolimerases. Estas enzimas adsorvem-se a superficie do material e
hidrolisam PHA a oligdmeros e mondémeros sollveis em agua, que sdo depois usados no
metabolismo celular. Por ser extracelular, PHA despolimerase extracelular estd mais bem
caracterizada que a intracelular pela sua independéncia dos granulos e é ubiqua em
ambientes naturais, uma vez que ndo é exclusivamente sintetizada por organismos

107

acumuladores.”™" Os PHAs sdo biodegradaveis numa ampla faixa de temperaturas, mesmo

com um méximo de cerca de 60 °C com niveis de humidade a 55%.®

Estudos de biodegradacdo de P(3HB/3HV) em diferentes ambientes verificaram
que a velocidade de degradacdo foi maior em ambientes anaerobios que em aerdbios, e que
a biodegradacdo em 4gua do mar foi mais demorada (Tabela 4).*%

Os tempos de biodegradacéo dos PHAs foram sempre inferiores aos estimados para
os plasticos de base petroquimica. Estimativas para a longevidade dos plasticos
convencionais apresentam conclusdes variaveis, mas acredita-se que esteja na faixa de
centenas ou mesmo milhares de anos, dependendo das propriedades fisicas e quimicas do

polimero.**°
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Tabela 3: Biodegradacéo de um filme de P(3HB/3HV) com 1 mm de espessura, considerando diferentes ambientes.'*

Ambiente 100 % Perda de massa (semanas)
Sedimentos estuarinos 40
Solo 75
Agua do mar 350
Aguas residuais (ambiente anaerdbio) 6
Aguas residuais (ambiente aerdbio) 60

Arcos-Hernandes et al. (2012) estudaram a biodegradacdo em solo de filmes de
P(HB/HV) produzido por lamas ativadas, e definiram uma modelacdo dos dados que
permitiu estimar que estes sofreriam uma perda de massa de 50% num prazo de 3,3 a 4,4
meses, e 90% num prazo de 10,7 a 22,2 meses. Os autores acreditam que estes resultados
associados a um estudo minucioso das cinéticas de degradacdo sdo um importante ponto de
partida para que se possam produzir produtos de P(3HB/3HV) para aplicacdes na
agricultura, mediante ajuste as condicdes especificas do cultivo e respetiva sazonalidade.'**
Em ambientes naturais, a velocidade de degradacdo é influenciada pela populacdo
microbiana, por exemplo na especificidade da PHA despolimerase; condi¢cbes ambientais
como temperatura, humidade, pH e condi¢BGes nutricionais; e ainda caracteristicas dos
PHAs como composicdo, cristalinidade, aditivos e area superficial.** *** Por isso, é
necessario acompanhar a entrada de produtos de PHAs no mercado com uma nogao mais
aproximada da realidade da biodegradabilidade desses produtos. A biodegradagdo de
embalagens de P(3HB/3HV) em lamas ativadas aerdbias, durante 10 semanas, a uma

temperatura média de 20 °C, ocorreu conforme ilustrado na Figura 4.%
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Figura 4: Embalagens de P(3HB/3HV) incubadas em lamas ativadas aerébias durante 0, 2, 4, 6, 8 e 10 semanas (da
esquerda para a direita), numa temperatura média de 20°C.%

A biocompatibilidade e biodegradabilidade in vivo de P(3HB), torna-o um material
atil para muitas aplicacGes biomédicas. Em tecidos animais, a biodegradacao de P(3HB) é
realizada sob acdo de esterases ndo-especificas presentes nos tecidos. A Figura 5 ilustra a
biodegradacéo in vivo de um filme de P(3HB), para um intervalo de tempo de 3 meses.'*?

Figura 5: Biodegradagdo de um filme de P(3HB) (50um espessura) implantado subcutaneamente num rato Wistar. (A)
0,5 meses, 98% peso residual do filme; (B) 2,0 meses, 94% peso residual; (C) 2,5 meses, 28% peso residual; (D) 3,0
meses, 0% peso residual. !
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3.12. SUSTENTABILIDADE E IMPACTO AMBIENTAL

Antes de apostar na implementacdo industrial deve ser avaliado o impacto do
produto, num contexto ambiental, mediante a Andlise do Ciclo de Vida (ACV). Deve
imperar a no¢gdo de que uma avaliacdo holistica integra exige a avaliacdo da producéo
desde a obtencdo da matéria-prima, passando pela fabricacéo, distribuicdo e utilizacdo, até
a eliminacdo do produto, incluindo todas as necessidades de transporte - etapas que
constituem o Ciclo de Vida do produto.®” Conhecer o Ciclo de Vida do produto e as
necessidades inerentes é essencial, pois pode permitir o planeamento da producéo, definir a
continuidade de um processo, ou motivar a sua reformulacdo. A producdo microbiana de
PHAs tende a revelar-se vantajosa considerando que emite menos carbono e apresenta um
menor gasto energético comparativamente & producéo de plasticos petroquimicos.***

No entanto, as perspetivas econémicas da producdo microbiana de PHAs, como
tem vindo a ser referido, sdo pouco competitivas.® Algumas ACVs realizadas a
determinadas estratégias de producdo microbiana de PHAs nédo revelam sustentabilidade
superior e compensatéria relativamente a producdo dos polimeros sintéticos
convencionais.**> No entanto, deve-se atentar que a producéo dos plésticos petroquimicos
ja esta satisfatoriamente desenvolvida, enquanto a producdo de PHAs ainda carece de

otimizacao.

4. FOLHELHO DE UVA

A agricultura gera quantidades significativas de subprodutos que geralmente nao
sdo intrinsecamente perigosos, mas cujo elevado teor de matéria organica aliado a
producdo sazonal e consequente concentracdo de determinados residuos num periodo do
ano cria dificuldades de gestdo e coloca potenciais problemas de poluicdo. A utilizacéo
eficiente dos residuos da industria agroalimentar é essencial ndo s6 para minimizar o
impacto ambiental, mas também para reforcar a rentabilizacdo do setor segundo o conceito
de biorrefinaria.**°

A uva é dos frutos mais produzidos no mundo, circulando essencialmente no
mercado de vinho, sumos e passas.’*” A area mundial de cultivo de vinhas, principalmente
Vitis vinifera, é de aproximadamente 8 milhdes de hectares, produzindo mundialmente

cerca de 70 milhdes de toneladas anuais de uvas, das quais 80% sdo destinados a producédo
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de vinho.**®

Os subprodutos da vinificagdo sdo o bagaco, as borras e os sarros. O bagaco,
solido residual remanescente ap0s a prensagem da uva, é tipicamente uma mistura
heterogénea genericamente composta por 50% de folhelho, 25% sementes (grainhas) e
25% de caules (engago), sendo o residuo mais abundante gerado no processo de
vinificacdo.® Uma vez que 20% a 25% do peso da uva processada permanece como
bagaco, cerca 11 a 14 milhdes de toneladas de bagago de uva sdo produzidos no mundo
anualmente.™® *® Considerando estes valores, estima-se que sejam produzidos grosso
modo 6 milhdes de toneladas de folhelho de uva anualmente em todo o mundo.

De acordo com a pratica convencional, o bagaco de uva é descartado ou utilizado
em alimentac&o animal ou como adubo, sem qualquer pré-tratamento.*?* Um dos principais
problemas ambientais relacionados com a gestdo destes residuos é a geracdo de grandes
quantidades durante um curto periodo do ano, assim como algumas caracteristicas
poluentes como pH baixo e um alto teor de compostos fendlicos fitotoxicos e

antibacterianos, que resistem a degradacéo biolégica.'?

A sazonalidade dos subprodutos
da vinificacdo impde a definicdo de estratégias que permitam a acumulacéo destes a baixo
custo, uma vez que para o processamento de tdo grande quantidade de residuos num curto
espaco de tempo exigiria grandes instalacdes, caras de construir e que funcionariam em
capacidade total apenas em periodos muito curtos. Idealmente, estes subprodutos deverdo
ser convertidos de antemdo em intermediarios estaveis que possam ser armazenados sem
requerer manutencao ou gastos energéticos elevados.*?

Do ponto de vista quimico, este subproduto é rico em alcoois, acidos, aldeidos,
ésteres, pectinas, polifendis, minerais, acucares e fibras, apresentando por isso um elevado
potencial de valorizagdo.'?* ** Investigacdo recente demonstrou que uma grande variedade
de produtos de valor acrescentado pode ser obtida por tratamento dos componentes do
bagaco de uva usando processos quimicos e/ou biotecnoldgicos.?® 2 Entre estes
subprodutos, deve ser realcado o folhelho de uva devido ao seu teor significativo em
moléculas como antocianinas, flavan-3-6is, flavonois, &cidos hidroxibenzoicos e
hidroxiestilbenos, sendo por isso considerados uma fonte potencial para o isolamento de
compostos naturais.?" 128

Folhelno de uva é essencialmente a designacdo dada as peliculas das uvas
prensadas na vinificacdo, apds desidratacdo e separacdo das grainhas e engago. E

essencialmente constituido por polissacarideos estruturais (celulose e hemicelulose),
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proteinas, taninos, acucares (principalmente glicose e frutose), lipidos (&cidos gordos,

ceras) e minerais.***

A composigdo do folhelho é complexa e varia consoante a casta da
videira e as condi¢bes geoclimaticas da regido onde sdo cultivadas, variando
principalmente a um nivel primério entre as uvas tintas e brancas.**’

As uvas tintas estdo inteiramente envolvidas no processo de fermentacdo e o
folhelho resultante contém muito menos celulose e aglcares residuais do que o folhelho de
uvas brancas, uma vez que as uvas brancas sdo prensadas mecanicamente para produzir
sumo e ndo s&o submetidas & fermentacéo alcodlica.'*® Esta caracteristica ¢ atraente para a
eventual utilizacdo do folhelho de uvas brancas como substrato em producdes microbianas.

Mendes et al. (2013) determinaram a composicao quimica geral do folhelho de
uvas brancas (vérias castas) de acordo com a Tabela 4.% A anélise aos aclcares neutros foi
realizada apds uma extracdo prévia com diclorometano. Adicionalmente também
analisaram o extrato aquoso de folhelho (EAF) de uvas brancas para a composi¢do de
monossacarideos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, de “High-
Performance Liquid Chromatography”), tendo apurado o perfil apresentado na Tabela 5,
para uma concentracdo de acUcares totais de 44,15 g/L, em média. Em menor quantidade,
também poderéo estar presentes proteinas, glucanomananas, oligossacarideos e taninos.

O EAF de uvas brancas ja foi utilizado com sucesso como substrato para a
produco de celulose bacteriana e bioetanol.® **
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Tabela 4: Composicdo quimica do folhelho de uvas brancas (varias castas), segundo Mendes et al.. 3

Componentes Abundancia Relativa (% residuo seco)
Cinzas 18,3
Extrataveis
Diclorometano 2,4
Hexano 1,3
Agua 48,0
Celulose (Kirschyner-Hoffer) 12,5
Proteinas 6,7
Taninos 34
Acucares neutros
Ramnose 12
Fucose 0,4
Arabinose 3,1
Xilose 7,2
Manose 4,2
Galactose 33,1
Glucose 50,8

Tabela 5: Abundancia relativa de monossacarideos livres no extrato aquoso do folhelho de uvas brancas (vérias castas).?

Monossacarideo Abundancia relativa no extrato aquoso (%)
Galactose 46,2

Glucose 43,4

Frutose 55

Arabinose 3,5

Manose 11

Xilose 0,3
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CAPITULO Il = MATERIAIS E METODOS

1. EXTRATO AQUOSO DE FOLHELHO DE UVA

Neste trabalho foi utilizado folhelho de uva branca, fornecido pela Quinta do
Serrado, Penalva do Castelo, Portugal. O extrato aquoso do folhelho de uva (EAF) foi
obtido por extragdo aquosa do folhelho de uva, numa proporcao de 1 g de folhelho/10 ml

de &4gua, em ebulicdo durante 4 horas, seguido de uma decantacao.

2. MICRORGANISMOS

Neste trabalho foram utilizados os microrganismos Cupriavidus necator B-4383
(gentilmente cedido pela colecdo de culturas do “Agricultural Research Service” do
Departamento de Agricultura do Governo Norte-Americano); e Haloferax mediterranei
DSM 1411 (adquirido a Colecdo Alema de Microrganismos e Culturas Celulares, DSMZ -
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH).

As estirpes de C. necator e H. mediterranei foram recebidas liofilizadas, tendo sido
reavivadas segundo as instrugdes que as acompanhavam. O “pellet” recebido foi
transferido para 25 mL de meio adequado (LB para C. necator, e DSMZ372 para H.
mediterranei) e incubado durante 96 horas, nas condi¢Bes indicadas para cada
microrganismo (28 °C e 150 rpm para C. necator, e 37 °C e 180 rpm para H.

mediterranei).

A partir das culturas reavivadas foram preparadas amostras para criopreservacao.
Aliguotas de 2 mL foram centrifugadas a 13000 rpm, durante 30 segundos, € 0
sobrenadante foi descartado. O “pellet” foi ressuspendido em 600 pL de meio fresco com
15% de glicerol. Por fim, os preparados foram congelados a -80 °C em “crio-vials”

estéreis.

As linhagens das estirpes utilizadas neste trabalho foram mantidas em placas de Petri
com meio sélido adequado (LB para C. necator, e DSMZ372 para H. mediterranei),
através de repicagens mensais, mediante crescimento durante 72 horas, a temperatura
adequada (28 °C para C. necator e 37 °C para H. mediterranei), e posterior conservacéo
sob refrigeracdo a 4 °C.
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3. MEI0s DE CULTURA

Para a preparacao dos meios, 0s respetivos componentes foram dissolvidos em agua
destilada, e o pH foi acertado aos valores indicados. Os meios de cultura, bem como todo o
material necessario na preparagdo dos mesmos e no manuseamento das culturas foram

esterilizados em autoclave durante 21 minutos a 121 °C.

3.1. MEIOS DE CULTURA PARA C. NECATOR
Para o estudo de C. necator foram usados o meio Luria-Bertani, LB, e 0 meio

definido.

3.1.1. Meio Luria-Bertani, LB
O meio LB (Tabela 6) foi usado na sua forma liquida para reavivar a cultura
liofilizada e para o arranque dos pré-indculos e, na sua forma sélida, para o0s

plagueamentos.

Tabela 6: Composicdo do meio de cultura LB.

Nome do composto Concentracéo (g/L)
Triptona 10,0
Extrato de levedura 5,00
Cloreto de sodio (NaCl) 10,0
Agar (para meios solidos) 15,0

3.1.1.1.Meio definido para C. necator

O meio definido foi utilizado nos ensaios com C. necator, incluindo os ensaios em
EAF. O meio foi elaborado de acordo com a composicdo das Tabela 7 e Tabela 8. O pH do
meio foi ajustado a 6,8. Na preparacdo do meio definido, a solugédo de fosfatos e a solucéo
de cloreto de ferro foram preparadas e autoclavadas em separado e posteriormente reunidas
com os restantes constituintes do meio, em condicdes assepsia.

Na preparacdo do meio EAF, o extrato aquoso foi suplementado com o0s

constituintes do meio definido, com excec¢éo da fonte de carbono.
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Tabela 7: Composicéo do meio de cultura definido para C. necator.

Quantidade para

Nome do composto Formula quimica 1L de meio

Fosfato de potéssio KH,PO, 2,309
Fosfato de sédio Na,HPO, 2,30g
Cloreto de amonia NH,CI 1,009
Sulfato de magnésio heptahidratado MgSQ,.7H,0 0,509
Hidrogenocarbonato de sédio NaHCO; 0,509

Cloreto de calcio dihidratado CaCl,.2H,0 10,0mg

Citrato de amonia CsHsO7(NH,), 22,2mg
Glucose CeH1,04 20,09

Cloreto de ferro FeCl, 30,0mg

Solucéo de micronutrientes* 5,00mL

*Composicdo descrita na Tabela 8.

Tabela 8: Composicédo da solucéo de micronutrientes.

Nome do composto Férmula quimica

Concentragéo (g/L)

Sulfato de zinco heptahidratado
Cloreto de manganés tetrahidratado
Acido bérico
Cloreto de cobalto hexahidratado
Cloreto de cobre dihidratado
Cloreto de niquel hexahidratado
Molibdato de sddio

ZnS0,.7H,0
MnCl,.4H,0
HsBO;
CoCl,.6H,0
CuCl,.2H,0
NiCl.6H,0
Na,MoO,

0,10
0,03
0,30
0,20
0,01
0,02
0,03

3.1.2. Meios de cultura para H. mediterranei

Para o estudo de H. mediterranei foram utilizados o meio DSMZ372 e 0 meio

usado por Fang et al. (2010),"*" designado meio Fang2010.

3.1.2.1.Meio de cultura DSMZ372

O meio DSMZ372 (Tabela 9) foi usado na sua forma liquida para reavivar a cultura

liofilizada e para o arranque dos pré-indculos e, na sua forma solida, para 0s

plagueamentos. O pH do meio foi ajustado a gama 7,0 — 7,2.

33



Producéo de PHAs para valorizacdo de um residuo da inddstria vinicola

Tabela 9: Composi¢éo do meio DSMZ372.

Quantidade para

Composto Formula quimica 1L de meio
Extrato de levedura - 5,009
Hidrolisado acido de caseina (“Casamino acids™) - 5,009
Glutamato de sédio CsHgNNaO, 1,009
Cloreto de potassio KCI 2,009
Citrato de sddio NasCeHs0, 3,009
Sulfato de magnésio heptahidratado MgSQ,.7H,0 20,009
Cloreto de sodio NaCl 200,09
Cloreto de ferro (1) tetrahidratado FeCl,.4H,0 36,0mg
Cloreto de manganés (I1) tertahidratado MnCl,.4H,0 0,36mg
Agar - 20,00g

3.1.2.2.Meio de cultura Fang2010

O meio utilizado por Fang et al., 2010 (Tabela 10) foi utilizado nos ensaios com H.
mediterranei, incluindo os ensaios em EAF, nos quais 0s componentes do meio foram
suplementados ao extrato aquoso, com excecao da fonte de carbono. O pH do meio foi

acertado a 7,0.

Tabela 10: Composic¢ao do meio Fang2010.

Quantidade para

Composto Formula 1L de meio
Glucose CeH1,06 1%

Cloreto de sddio NaCl 156,09
Cloreto de magnésio hexahidratado MgCl,.6H,0 13,009
Sulfato de magnésio heptahidratado MgSQ,.7H,0 20,009
Cloreto de calcio hexahidratado CaCl,.6H,0 1,00g
Cloreto de potassio KCI 4,009
Hidrogenocarbonato de sédio NaHCO; 0,209
Brometo de sodio NaBr 0,509
Extrato de levedura - 5,009
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4. ENSAIOS DE PRODUCAO DE PHAS

4.1. ENSAIOS COM C. NECATOR

4.1.1. Pré-inoculos

Os pré-inéculos foram realizados em “Erlenmeyers” de 100 mL e preparados de
acordo com a Tabela 11, mediante a transferéncia sequencial do volume assinalado entre

pré-indculos, apds o tempo indicado de incubacdo a 150 rpm e 28 °C.

Tabela 11: CondigGes de preparacdo dos pré-indculos para os crescimentos de C. necator.

Pré-indculo Condigges
(inoculacgéo/horas de incubacéo)
1 1 col6nia + 25mL meio LB
72 horas
2 1mL Pré-in6culol + 30mL meio LB
24 horas
3 1mL Pré-in6culo2 + 30mL meio do ensaio

48 horas

4.1.2. Crescimentos em “Erlenmeyer”

Para os ensaios de crescimento de C. necator em “Erlenmeyer” foi transferido um
volume do pré-indculo 3 de modo a que o valor de absorvancia a 650nm inicial dos ensaios
rondasse 0s 0,200 em meio definido e 0,400 em EAF. Os ensaios foram realizados em
“Erlenmeyers” de 250 mL, com 100 mL de volume de trabalho. Os testes foram
monitorizados mediante amostragem periddica até a definicdo inequivoca da fase
estacionaria. Para cada amostra recolhida foi medido o pH (Hanna Instruments - pH 211
Microprocess pH Meter, HI 1131 pH Electrode) e a absorvancia a 650 nm (UVmini-1240,
Shimadzu), e feita a quantificacdo de acucares e PHAs. Foram também retiradas amostras
para analise por microscopia de fluorescéncia. No final da monitorizacdo do ensaio, foi
feita a extracdo do polimero da cultura restante, e os filmes obtidos foram posteriormente

analisados por FTIR.
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4.1.3. Crescimentos em reator

Foi estudada a producdo de C. necator em EAF em descontinuo num reator B.
Braun BioLab de 1 L. O reator foi operado a partir de um volume inicial de 600 mL (EAF
diluido 1:2), a 28 °C e 150 rpm. A taxa de arejamento foi sendo ajustada de modo a manter
0s niveis de oxigénio entre 20 a 30% O,. O pH da cultura foi mantido a 6,8 por
suplementacdo do meio com KOH 1,5M ou H,SO, 1,5M. A amostragem foi efetuada
durante 24 horas, para leituras de absorvancia a 650 nm, analise dos agUcares e

quantificacdo de PHAs.

4.2. ENSAIOS COM H. MEDITERRANEI

4.2.1. Pré-inéculos

Os pré-indculos foram realizados em “Erlenmeyers” de 100 mL e preparados de
acordo com a Tabela 12, mediante a transferéncia sequencial do volume assinalado entre

pré-indculos, apds o tempo indicado de incubacdo a 180 rpm e 37 °C.

Tabela 12: Condigdes de preparacdo dos pré-indculos para os crescimentos de H. mediterranei.

Pré-inéculo . Condigﬁes_
(inoculagdo/horas de incubacéo)
1 colénia + 20mL meio DSMZ372
1
96 horas
9 5mL Pré-inéculol + 25mL meio DSMZ372
48 horas
3 5mL Pré-indculo2 + 25mL meio Fang2010 1%
48 horas
4 5mL Pré-in6culo3 + 25mL meio do ensaio
96 horas

4.2.2. Crescimentos em “Erlenmeyer”

Para os ensaios de crescimento de H. mediterranei, foi transferido um volume do
pré-indculo 4 de modo a que o valor de absorvancia inicial a 520 nm rondasse 0s 0,200 em
meio definido e 0,400 em EAF. Os ensaios foram realizados em “Erlenmeyers” de 250
mL, com 100 mL de volume de trabalho. Os testes foram monitorizados até a definicéo
inequivoca da fase estacionaria, mediante amostragem periddica. Para cada amostra
recolhida foi medido o pH (Hanna Instruments - pH 211 Microprocess pH Meter, HI 1131

pH Electrode) e a absorvancia a 520 nm (UVmini-1240, Shimadzu), e feita a quantificacéo

36



Universidade de Aveiro [

de acucares e PHAs. Foram também retiradas amostras para analise por microscopia de
fluorescéncia. No final da monitorizacdo do ensaio, foi feita a extracdo do polimero da

cultura restante, e os filmes obtidos foram posteriormente analisados por FTIR.

5. EXTRACAO DO POLIMERO

No final da monitorizacdo do ensaio, a cultura restante foi centrifugada a 5000 rpm,
20 minutos e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e¢ o “pellet” de biomassa foi
ressuspendido numa solugdo de NaCl 0,9%, no caso de C. necator. Centrifugacdes e
lavagens foram repetidas duas vezes, ou mais se necessérias. Por fim o sobrenadante de
lavagem foi descartado e a biomassa foi ressuspendida em 30 mL de cloroférmio. As
amostras foram transferidas para “Erlenmeyers” esmerilados tapados e incubadas a 30 °C,
200 rpm, durante dois a trés dias. Por fim, uma filtracdo em véacuo permitiu remover 0s
residuos de biomassa, e o cloroférmio filtrado foi evaporado, formando-se um filme de
PHA. No caso de H. mediterranei, foi usada uma solucdo de NaCl 10% nas lavagens

sequenciais, e agua destilada na lavagem imediatamente anterior a adicdo de cloroférmio.

6. METODOS EXPERIMENTAIS E ANALITICOS

6.1. QUANTIFICACAO DA BIOMASSA

Para a quantificacdo da biomassa foi relacionada a absorvancia (650 nm para C.
necator e 520 nm para H. mediterranei) com a concentracdo de biomassa, atraves de uma
reta de calibracdo. Esta foi elaborada mediante a determinacéo do peso seco e leituras de
absorvancia de varias diluicdes relativamente a uma cultura liquida na fase de
desaceleracdo. Para a determinacdo do peso seco, 5 mL de amostra foram filtrados em
vacuo, através de membranas de nitrocelulose (27 mm de didmetro, 0,2 pm diametro de
poro) previamente pesadas. Depois de lavadas (15 mL de agua destilada no caso de C.
necator, e NaCl 10% para H. mediterranei), as membranas foram colocadas numa estufa a

100 °C durante 72 horas, ap0s as quais foram pesadas.
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6.2. QUANTIFICACAO DE ACUCARES NO EXTRATO AQUOSO DE FOLHELHO

A quantificacdo de agUcares neutros foi realizada por cromatografia gasosa com detetor
de ionizagdo de chama (GC-FID, do inglés “Gas Chromatography - Flame lonization
Detector”), apds a hidrolise das amostras e derivatizagdo dos agucares a acetatos de alditol.
A amostra foi hidrolisada por tratamento de 200 uL de EAF com 400 uL de H,SO4 72% a
temperatura ambiente durante 3 horas, seguido de adi¢do de 4,4 mL de H,O e incubacéo a
100 °C durante 2h30. Ao hidrolisado arrefecido adicionaram-se 200 pL de 2-desoxiglucose
(20 mg/mL) como padrdo interno. A 1 mL desta solucao adicionou-se 200 pL de NH3 25%
e 100 pL de uma solucdo de NH3 3M contendo 150 mg/mL de NaBH4, e incubou-se a 30
°C durante 1 hora, ocorrendo a reducdo dos monossacarideos a alditois. Para a
decomposicdo do excesso de NaBH,, adicionaram-se duas vezes 50 pL de acido acético
glacial. A 0,3 mL desta solucdo adicionou-se 0,45 mL de 1-metilimidazol e 3 mL de
anidrido acético, mantendo-se a 30 °C durante 30 minutos, para a acetilacdo dos alditois.
Os acetatos de alditol foram seguidamente extraidos com diclorometano e esta fase
organica foi lavada véarias vezes com agua. O solvente foi evaporado sob atmosfera de
azoto. Por duas vezes, adicionou-se 1 mL de acetona anidra e repetiu-se o processo de
evaporagdo. O residuo seco foi dissolvido em 100 pL de acetona anidra e 0,5 pL foram
injetados num cromatégrafo de gas Varian 3350 Focus GC-FID (Thermo Scientific),
equipado com uma coluna capilar DB-225 J&W (30 m x 0,25 mm didmetro interno, com
0,15 um de espessura de filme) e detetor de ionizagdo de chama, usando N, como gas de
arraste, com as seguintes condi¢bes cromatograficas: temperatura do injetor 225 °C,

temperatura da coluna 220 °C e temperatura do detetor 250 °C.

6.3. QUANTIFICACAO DE ACUCARES POR HPLC

A guantificacdo dos monossacarideos presentes no meio de cultura nos ensaios foi
feita por HPLC. Prepararam-se diferentes padrGes para a determinacdo das retas de
calibracdo. As amostras foram preparadas mediante filtracdo de 800 mL em “eppendorfs”
com filtro de diametro de poro de 0,22 um a 10000 rpm durante 15 minutos (MiniSpin
Eppendorf). As amostras e os padrdes foram analisados numa coluna de HPLC (HPLC
Hitachi, coluna Knauer EurokatH10, forno Gecko 2000 40 °C, detetor de indice de
refracdo (RI) Hitachi L-2490), a uma temperatura de 40 °C, durante 60 minutos, com
eluente H,SO4 0,01N a um caudal de 0,4 mL/min.
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6.4. QUANTIFICACAO DE PHAS POR CROMATOGRAFIA GASOSA (GC)

A concentragdo de PHAs foi determinada por GC-FID utilizando o método de
Lemos (2006) adaptado.*** A biomassa liofilizada foi incubada a 100 °C durante 3,5 horas
com solucdes de heptadecano (padrdo interno) dissolvido em cloroférmio numa proporc¢éo
de 1:1, e metanol acidico (20%). Ap0s o passo de digestdo, a fase organica de cada amostra
foi extraida e injetada num cromatdgrafo de gas com detetor de ionizagdo de chama (GC-
FID, Bruker 400-GC). Foi usada uma coluna Bruker BR-SWAX (30mx0,25mmx0,25um)
utilizando hidrogénio como gas de arraste (14,5 Psi). Foi utilizado um split de injecdo de
0,50 pL a 280 °C com uma proporcdo de split de 1:5. O programa de temperaturas do
forno foi o seguinte: 40 °C; 20 °C/min até 100 °C; 3 °C/min até 155 °C; 20 °C/min até 220
°C. A temperatura do detetor foi de 250 °C. A calibracdo de 3HB e 3HV foi efetuada
mediante a utilizacdo de padrdes do polimero comercial P(3HB/3HV), (88%/12%,
Aldrich).

7. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Foi aplicada a técnica de coloragdo Azul de Nilo as amostras recolhidas ao longo
do tempo, de forma a averiguar a acumulacdo de PHAs através de microscopia de
fluorescéncia. Apds os procedimentos descritos nas seccGes imediatamente seguintes

(adaptados da metodologia descrita por Ostle e Holt, 1982),*

uma aliquota da amostra
preparada foi colocada numa lamela para visualizagdo ao microscopio (AXIO Imager;
lentes Zeiss e shutter HXP 120C).

Nos casos em que ndo foi possivel realizar a analise microscopica no dia em que
foi retirada a amostra, procedeu-se a fixacdo das células (Seccdo 7.1.3), para posterior

coloracdo e analise.

7.1.1. Metodologia de Coloracédo Azul de Nilo para C. necator

A 1mL de amostra adicionaram-se 5 pL de solugdo de Azul de Nilo, incubando
numa estufa a 55 °C, durante 10 minutos. Submeteu-se a amostra a sucessivas
centrifugagdes (5000 rpm, 5 minutos) mediante descarte sistematico do sobrenadante
seguido de ressuspensdo em 1 mL de NaCl 0,9%, posterior lavagem em 2 mL de &acido

acético 8% (com agitacdo no vortex), e ultima ressuspensdo em 500 pL de NaCl 0,9%.
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7.1.2. Metodologia de Coloragdo Azul de Nilo para H. mediterranei

A 1mL de amostra adicionaram-se 50 puL de solug¢dao de Azul de Nilo, incubando
numa estufa a 55 °C, durante 15 minutos. Submeteu-se a amostra a sucessivas
centrifugacdes (3000 rpm, 5 minutos) mediante descarte sisteméatico do sobrenadante
seguido de ressuspensdo em 0,5 mL de NaCl 10%, posterior lavagem em 2 mL de &cido
acético 8% em NaCl 10% (com agitacdo no vortex), e Ultima ressuspensdo em 500 uL de

NaCl 10%.

7.1.3. Fixacéo da biomassa

Uma amostra de 1mL foi centrifugada a 13000 rpm, durante 2 minutos. O “pellet”
de biomassa resultante foi submetido a entre duas a trés lavagens sucessivas mediante
descarte do sobrenadante, ressuspensdo em tampdo PBS e centrifugacdo a 8000 rpm e 5
minutos. Ap6s descarte do sobrenadante da Gltima lavagem, adicionou-se 1 mL de tampao
PBS e 1 mL de paraformaldeido, e reservou-se a 4 °C. No dia seguinte, os preparados
foram centrifugados a 13000 rpm durante 2 minutos, o sobrenadante foi descartado e 1 mL
de tampdo PBS e 1 mL de etanol absoluto foram adicionados. As células deste modo

fixadas foram congeladas até ao dia da visualiza¢do ao microscopio.

8. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER COM
REFLEXAO TOTAL ATENUADA
Os filmes de PHA obtidos foram caracterizados por espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier com Reflexdo Total Atenuada, FTIR-ATR
(Mattson-7000, com uma resolucdo 4cm™, 256 scans), numa gama de comprimentos de

onda entre os 4000 e os 500 cm™.
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9. TRATAMENTO DE DADOS

A concentracdo de biomassa residual ([Xres], g/L) foi calculada subtraindo a concentracéo
de polimero acumulado ([PHA], g/L) a concentracdo de biomassa determinada ([X], g/L),
num dado momento:

Xres = X — [PHA] (Equagdo 1)

De forma a obter a taxa especifica de crescimento foi necessario partir da equacdo que

descreve 0 crescimento microbiano:

1 dx Etaca 2
u= ¥ 4 (Equagéo 2)

Por integracéo e linearizacdo da Equacdo 2 foi obtida a Equacéo 3:
In(X,) = p-t+In(Xx,) (Equagdo 3)

onde X € a concentracdo de biomassa e t € 0 tempo. A integracdo do tempo foi feita entre
0, que corresponde ao inicio da fase exponencial, e t, que corresponde ao instante final da
fase exponencial. A estes momentos correspondem duas concentracfes de biomassa
distintas, X, e X; respetivamente. A integracdo foi feita na fase exponencial uma vez que
nesse intervalo de tempo a taxa especifica de crescimento € maxima. A Equacédo 3 obtida é

da forma y = mx + b, ¢ a taxa especifica de crescimento maxima (umax) corresponde ao

declive da reta ().

A taxa de consumo de substrato, rs, foi calculada a partir da variacdo da

concentragdo de substrato (AS) ao longo do tempo (At):
AS

Ty = —E (Equacéo 4)

A taxa de formacdo de produto, r,, foi calculada a partir da variacdo da

concentracdo de PHA (AP) ao longo do tempo (At):
AP
T

n = E (Equacéo 5)
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O rendimento produto/biomassa observado, (Yp/x)obs, fOi calculado a partir da
variacdo da concentragcdo de PHA (AP) e da variagdo da concentracdo de biomassa (AX) no
meio:

Y b . Equagéo 6
( P,-'})G 5= ﬁ (Equagéo 6)

O rendimento produto/substrato observado, (Ypss)os, fOi calculado a partir da
variagdo da concentracdo de PHA (AP) e da variagdo da concentragdo de agucares (AS) no
meio:

(Ir’p,r )abs = E (Equago 7)
i5 AS

De modo a estimar a %PHA com base na massa de polimero extraido, foi
relacionado a massa do filme com a quantidade de biomassa da qual foi obtido, de acordo
com a Equagéo 8. A quantidade de biomassa foi calculada do valor de concentracdo de

biomassa e volume utilizado.

GPHA = m( filme) < 100 ~
’  m(biomassa) (Equagéo 8)

O conteudo em PHA (%PHA) foi calculado a partir da concentracdo de PHA
([PHA] g/L) e da concentracdo de biomassa ([X] g/L) no meio:

PHA
%PHA = ux 100 (Equagdo 9)

[X]
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CAPITULO Il = RESULTADOS E DISCUSSAO

1. CARACTERIZACAO DO EXTRATO AQUOSO DE FOLHELHO

O conteudo em monossacarideos do EAF utilizado neste trabalho foi determinado e
estd descrito na Tabela 13. O EAF de uvas brancas da casta Touriga Nacional difere na
composicdo em monossacarideos relativamente a composicao descrita por Mendes et al.
(2013) para 0 EAF de uvas brancas de varias castas (“mixed varieties”).> O EAF de vérias
castas, anteriormente descrito, contém galactose como principal constituinte (abundancia
relativa 46,2%) de uma concentragdo de aclcares totais de 44,15 g/L, em média.> O EAF
da casta Touriga Nacional utilizado neste trabalho contém glucose como acglcar mais
abundante, e uma quantidade de galactose muito inferior (abundancia relativa 0,60%). A
diferenca nesta proporcdo pode ser explicada pela diferenca entre castas.®” O facto do
EAF de Touriga Nacional apresentar uma concentracdo inferior de agucares totais, 19,16
g/L deve-se ao facto de ndo ter sido concentrado.

Para os ensaios de producdo de PHAs utilizando C. necator e H. mediterranei
realizados em meio sintético foram considerados apenas 0s principais monossacarideos:
glucose (14,373 + 0,6284 g/L) e manose (4,197 £ 0,2032 g/L).

Tabela 13: Concentragdo e abundancia relativa de monossacarideos no extrato aquoso do folhelho de uvas brancas da
casta Touriga Nacional.

Monossacarideo Concentracao Abundancia relativa, %

(g aclcar/L EAF) (m aglcar/m agUcares totais)
Ramnose 0,104 +0,0058 0,54
Ribose 0,081 + 0,0087 0,42
Arabinose 0,280 + 0,0248 1,46
Xilose 0,010 + 0,0009 0,06
Manose 4,197 + 0,2032 21,91
Galactose 0,114 £ 0,0053 0,60
Glucose 14,373 £ 0,6284 75,01
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2. ENsAIOS comMm C. NECATOR

2.1. ENSAIO PRELIMINAR EM MEIO SINTETICO

De modo a verificar a capacidade de C. necator em utilizar os agucares presentes

no EAF para crescimento e producdo de PHAs, foi realizado um ensaio (Figura 6) em meio

definido com glucose e manose (meio MG), os principais actcares constituintes de EAF.
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Figura 6: Variacdo de pH, concentragdo de biomassa, P(3HB), glucose e manose, durante o ensaio
preliminar de crescimento de C. necator em meio sintético MG.

A concentracdo inicial de biomassa foi de 0,13 g/L. Ap6s 13,75 horas de fase lag, a

biomassa arrancou em fase exponencial de crescimento com uma taxa especifica de

crescimento da biomassa total (pmaxx) de 0,06 h™. A monitorizago do ensaio ndo permitiu

definir perfeitamente as fases exponencial e estacionaria, no entanto, determinou-se uma

concentracdo maxima de biomassa as 52,23 horas de 9,03 g/L, quando se esgotaram 0s

acucares. A concentracdo de biomassa no final do ensaio, as 127,27 horas, foi de 12,13

o/L.

A concentragdo inicial de glucose foi de 16,44 g/L, e a concentracdo inicial de

manose foi de 4,40 g/L. A concentracdo de ambos os agucares diminuiu a partir das 24,98

horas, e verificou-se 0 esgotamento de ambos as 52,23 horas. Os valores disponiveis ndo

permitiram apurar que agucar se esgotou primeiro, mas no geral, foi evidente que todo o

44



Universidade de Aveiro [

consumo acompanhou a fase exponencial de crescimento. As taxas de consumo de
substrato (rs) foram estimadas em 0,31 Qgicose/(L-N), 0,08 Qmanose/(L.N) € 0,40 Gacucares
totais/ (L-h).

O pH inicial foi de 6,92. Este aumentou ligeiramente até 7,05 as 4,18 horas, e partir
desse momento diminuiu para 5,77 as 52,23 horas. Finalmente, o pH aumentou até 5,89,
mantendo-se assim na gama de valores adequada para o crescimento de C. necator.

As 52,23 horas verificou-se uma concentracio de PHA de 2,19 g/L (24,27%
mHB/mX). Apenas foi possivel determinar um valor de concentracdo de PHA por GC-
FID, no entanto foi verificada acumulacdo de PHAs em determinados momentos do tempo
de incubacéo por microscopia de fluorescéncia mediante tratamento com Azul de Nilo. As
imagens obtidas permitem ver os granulos de polimero como pontos brancos brilhantes. Na
fase de aceleracdo do crescimento de biomassa total (28,85 horas) verificaram-se indicios
de acumulacdo ainda que em quantidades reduzidas (Figura 7). A anélise da amostra as
120,68 horas revelou uma acumulacdo significativamente superior na fase estacionaria
(Figura 8).

Figura 7: Imagem de microscopia de fluorescéncia com Figura 8: Imagem de microscopia de fluorescéncia com

Azul de Nilo do ensaio de crescimento de C. necator em Azul de Nilo do ensaio de crescimento de C. necator em

meio MG, as 29,65 horas, com [X] = 1,37 g/L (ampliagéo meio MG, as 109,5 horas, com [X] = 4,14 g/L (ampliagio
100x). 100x).

Considerando 0 momento do ensaio para o qual foi possivel quantificar o polimero
acumulado (52,23 horas), e em relacdo a concentracao total de acUcares e biomassa nesse
instante, foi calculado um rendimento de produto/substrato observado, (Ypnass)obs, de 0,22
mPHA/mAcUcar e um rendimento de produto/biomassa observado, (Ypnasx)obs, de 0,32
MPHA/MXes.
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No final do teste procedeu-se a extracdo do polimero acumulado. O filme obtido

(0,0152 g), ilustrado na Figura 9, foi caracterizado por FTIR-ATR, e 0 espetro resultante

apresenta-se na Figura 10.
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Figura 9: Filme de PHA obtido da extragdo do polimero produzido por C. necator em meio MG
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A série de picos localizados na gama [1000-1300] cm™ corresponde ao estiramento
da ligagdo C — O do grupo éster. O pico no comprimento de onda 1344 cm™ € originado
pelos grupos terminais OH e pela possivel adsor¢do de 4gua & amostra. O pico a0 numero
de onda 1379 cm™ é caracteristico dos grupos CHs, e 0 pico ao numero de onda 1452 cm™

corresponde a deformacdo assimétrica da ligagdo C — H nos grupos CH,. O pico ao nimero
de onda 1720 cm™ é referente ao estiramento das ligagdes C=0. O pico na ordem dos

Figura 10: Espetro obtido por FTIR-ATR do filme obtido de C. necator mediante crescimento em meio sintético
MG (Figura 9), com a indicacao das ligagdes correspondentes aos picos indicados, e estrutura do monémero 3HB.
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[3000-2850] cm™ corresponde a vibracdes de estiramento caracteristica dos alcanos nas
ligagdes C-H."** 13> O espetro obtido apresenta um perfil praticamente semelhante ao
descrito por Oliveira et al. (2007) relativamente a P(3HB) produzido por C. necator a
partir de residuos da producdo de soja, e ainda a P(3HB) comercial.**®

O ensaio realizado confirmou a capacidade de C. necator em crescer e produzir
P(3HB) a partir da glucose. Além disso, este ensaio mostrou que a manose também pode
ser utilizada por esta bactéria demonstrando a potencialidade do EAF poder ser utilizado

como substrato para a producéo de PHAsS.
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2.2.ENSAIOS DE PRODUGAO DE PHAS EM MEIO MG E MEIO EAF

O ensaio de produgdo de PHAs por C. necator em meio EAF foi realizado em
conjunto com um ensaio em meio sintético MG (21,37 g/L glucose e 5,03 g/L manose),
considerando a mesma concentracéo inicial de biomassa. Os resultados do ensaio em meio

sintético MG sdo apresentados na Figura 11.
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Figura 11: Variagdo de pH e da concentracdo de biomassa total e residual, P(3HB), glucose e manose, do
ensaio de produgéo de PHAs por C. necator em meio sintético MG.

A concentracdo inical de biomassa foi de 0,83 g/L. Apés uma fase lag de 2,50
horas, iniciou-se o crescimento exponencial até as 54,75 horas, momento em que se
verificou uma concentracdo de biomassa de 7,90 g/L. A concentracdo final de biomassa foi
de 9,06 g/L, as 102,75 horas. Comparativamente ao ensaio prelimiar realizado (Figura 6), 0
aumento da concentragdo inicial de biomassa imposto neste ensaio (Figura 11) permitiu
diminuir a fase lag (de 11,50 horas para 2,5 horas) e aumentar a concentragdo final de
biomassa obtida (de 7,52 g/L para 9,06 g/L). A taxa especifica de crescimento da biomassa
total (umaxx) foi de 0,06 h™,

Foi sendo monitorizada a acumulacdo de PHA ao longo do ensaio por microscopia
de fluorescéncia mediante coloragdo com Azul de Nilo. As 77,75 horas de incubag&o,
correspondente a uma concentracdo de biomassa de 9,22 g/L, foi possivel confirmar

acumulacdo conforme ilustrado na Figura 12.
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Figura 12: Imagem de microscopia de fluorescéncia com zuI de Nilo do ensaio de crescimento de C.

necator em meio MG (Figura 11,*), as 77,75 horas, com [Xa]=9,22 g/L (ampliagcdo 1000x).

O polimero foi quantificado e identificado como P(3HB) ao longo do ensaio. As
24,17 horas a concentracdo de P(3HB) foi de 0,827 g/L. A concentracdo de polimero
aumentou até 2,87 g/L as 46,42 horas. No final do ensaio, as 102,75 horas, verificou-se o
maximo de acumulag&o de 4,36 g/L (48,16% mPHA/mX). A taxa de produgéo de PHA (rp)
foi de 0,04 g/(L.h).

A acumulacéo de PHAs em C. necator é considerada ndo associada ao crescimento,
contudo alguns autores defendem que a producdo pode acompanhar o crescimento em
determinada extensdo, mesmo em meios aparentemente equilibrados.*** **” Essa ideia pode
derivar do facto de a concentracdo de biomassa estar relacionada com a quantidade de
PHA produzida, uma vez que o polimero é acumulado intracelularmente. Para relacionar a
producdo de PHAs com o crescimento microbiano é (til analisar a concentracdo de PHAS
em relacdo a concentracdo de biomassa residual, Xy (concentracdo de biomassa medida
menos a concentracdo de PHA apurada).

A concentracdo de biomassa residual aumentou até 10,41 g/L as 46,42 horas, e
posteriormente estabilizou em fase estacionaria até ao final do ensaio. Apesar de se ter
observado a acumulagdo de PHA na fase exponencial de aumento da biomassa residual
verificou-se que, de facto, a maior parte da acumulagdo do polimero ocorreu a partir da
desaceleracdo do crescimento e durante a fase estacionéria. A taxa especifica de
crescimento méaxima da biomassa residual (pmaxxres) foi de 0,06 h, igual & calculada para a

biomassa total.
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A concentracgdo inicial de glucose foi de 21,37 g/L, e a concentracdo inicial de
manose foi de 5,03 g/L. A concentracdo de glucose diminuiu constantemente até as 72,33
horas para um valor de 5,75 g/L, e ainda até ao final do ensaio, porém nunca se esgotando
e apresentando um valor final de 4,22 g/L. A concentracdo de manose sofreu um
decréscimo acentuado durante a fase exponencial de crescimento de biomassa residual,
apresentando um valor de 2,63 g/L as 30,50 horas, que posteriormente se manteve até ao
fim do ensaio. As taxas de consumo do substrato (rs) foram estimadas em 0,17
glucose/(L-N), 0,02 Gmanose/ (L.h) € 0,19 Gacicares totais/ (L. h).

Considerando todo o tempo do ensaio, e 0s aglcares e biomassa totais, verificou-se
um rendimento de produto/substrato observado, (Ypnass)obs, de 0,22 mPHA/mAcUcar e um
rendimento de produto/biomassa observado, (Y pxa/x)obs, de 0,93 MPHA/MX .

O pH inicial foi 6,64 e diminuiu ao longo de todo o tempo de incuba¢do. No final
da fase lag (4,35 horas) o pH tem o valor de 6,56. Por volta das 72 horas o pH desceu para
valores considerados inibitérios (pH < 5,5). O pH final foi de 3,36, um valor muito baixo
para os requisitos da cultura. O registo de valores baixos de pH aliado facto de nédo se

verificar deplecdo total de agUcares sugere inibicdo por pH.
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Os resultados do ensaio em meio EAF sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13: Variacdo de pH e da concentracdo de biomassa, P(3HB), glucose e manose, durante o ensaio de
producéo de PHAs por C. necator em meio EAF. Desvio padrdo assinalado relativo & média da concentragdo de
biomassa de amostras bioldgicas (ensaio em duplicado).

A concentragéo inicial de biomassa foi de 0,70 g/L. A amostragem ndo permitiu
definir as fases lag e exponencial. Das 66,00 as 72,08 horas verificou-se crescimento que
pode ainda associar-se a0 comportamento da cultura na fase exponencial, com um aumento
de concentracdo de 5,86 g/L as 66,00 horas para 7,12 g/L as 72,08 horas. O crescimento
entrou ai em fase estacionaria, até ao final da incubacdo as 167,99 horas, quando
apresentou uma concentracdo final de 6,99 g/L. A taxa especifica de crescimento da
biomassa total (pmaxx) foi de 0,03 h™.

Foi verificada a acumulacdo de PHA por microscopia de fluorescéncia mediante
coloracdo com Azul de Nilo. As 70,25 horas de incubacdo, correspondente a uma
concentracdo de biomassa de 7,11 g/L, foi possivel confirmar acumulacdo conforme
ilustrado na Figura 14. N&o foi possivel quantificar a acumulagdo de PHAs ao longo da
totalidade do ensaio. Verificou-se uma concentracdo de polimero no valor de 0,34 g/L as
112,42 horas, identificado como P(3HB) (3,63% mPHA/mMX). Considerando os valores
obtidos, a taxa de producédo de PHA (r,) foi de 0,003 g/(L.h).
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Figura 14: Imagem de microscopia de fluorescéncia com Azul de Nilo do ensaio de crescimento de C.
necator em meio EAF (Figura 13,*), as 70,25 horas, com [Xa]=7,11 g/L (ampliagdo 400x).

A concentracdo inicial de glucose foi de 15,09 g/L, e a concentracdo inicial de
manose foi de 3,43 g/L. Os valores disponiveis ndo permitiram acompanhar o consumo de
substrato ou apurar que agucar se esgotou primeiro, mas no geral, € evidente que todo o
consumo acompanhou a fase exponencial de crescimento. Verificou-se o esgotamento de
ambos os acucares as 66,00 horas. As taxas de consumo do substrato (rs) foram estimadas
em 0,22 ggiucose/ (L-N), 0,05 Gmanose/(L-N) € 0,27 Gagucares totais/ (L-h).

Considerando o periodo até as 112,42 e o valor de agucares e biomassa totais nesse
momento, verificou-se um rendimento de produto/substrato observado, (Y prass)obs, de 0,02
mPHA/mAgUcar e um rendimento de produto/biomassa observado, (Ypuax)obs, de 0,04
MPHA/MXes.

O pH inicial foi de 6,02. Durante o periodo correspondente ao crescimento
exponencial o pH diminuiu para 3,71, as 66,00 horas, valor considerado inibitorio. Até ao
final do tempo de incubacdo o pH sofreu apenas ligeiras variacdes, apresentando um valor
final de 3,81 as 167,75 horas. Estes valores de pH tdo baixos podem ser responsaveis pela
baixa acumulacdo de PHA neste ensaio.

A Tabela 14 contém alguns parametros considerados na analise comparativa dos
ensaios e inclui os resultados de Khanna et al. (2005) que investigaram o crescimento e
producdo de PHAs de C. necator a partir de diferentes fontes de carbono em meio

sintético, entre as quais glucose (20 g/L).**®
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Tabela 14: Parametros relativos ao ensaio em meio MG (Figura 11) e ao ensaio em meio EAF (Figura 13).

A Khanna et al.
Referéncia Presente trabalho (2005)"°
Meio Sintético MG EAF Sintético
[Xiniciar] (9/L) 0,87 0,70 n.d.
9,06 6,99
[Xsinat] (9/L) (102,75 h) (167,99 h) 2,33
" : 20
[acucares totais]inicia (/L) 26,40 18,52 (glucose)
Consumo de agUcares Parcial Total n.d.
Is agUcares totais (9/(|—h)) 0,02 0,05 n.d.
4,36 0,34
[P(3HB)] (9/L) (102,75 h) (112,42 h) 0,03
% P(3HB) 48,16 3,63 wd
(mMPHA/MX) (102,75 h) (112,42 h) o
PHfina 3,36 3,81 n.d.

n.d. — ndo definido

O ensaio em meio EAF (Figura 13) resultou em concentracGes de biomassa e
P(3HB) inferiores as obtidas no ensaio controlo em meio MG (Figura 11), apesar de no
ensaio em meio EAF a concentracdo inicial de biomassa ser semelhante. Isto pode dever-se
ao facto de a concentracdo inicial de agucares no meio MG ser superior. No ensaio
realizado em meio EAF, verificou-se uma taxa de consumo de agUcares (rs) superior, e a
deplecdo total de manose e glucose. No ensaio em meio MG verificaram-se valores
superiores quer de concentragdo quer de percentagem de P(3HB). Em relagédo ao ensaio em

138 ambos os ensaios

meio sintético com 20 g/L glucose realizado por Khanna et al. (2005),
realizados neste trabalho revelaram melhores resultados, tanto a nivel de concentracdo de
biomassa final quanto em relacdo a concentracdo de P(3HB) acumulado.

Ambos o0s ensaios realizados neste trabalho apresentaram valores muito baixos de
pH. No entanto, no ensaio em meio MG apenas se verificou valores de pH inferiores a 5,5
por volta das 72 horas (a meio da fase estacionaria de crescimento), enquanto no ensaio em
meio EAF o pH foi inferior a 5,5 durante a fase de crescimento exponencial. Uma vez que
0 pH atingiu valores considerados inibitérios em ambos os ensaios, os resultados pobres do
ensaio em meio EAF poderdo derivar também de possiveis condigdes adversas impostas

pelo proprio EAF.
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Foi entdo realizado outro ensaio em meio EAF, com uma maior concentracao
inicial de biomassa, de modo a averiguar se uma fracdo superior de indculo permitiria a

obtencdo de melhores resultados.
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Figura 15: Variacdo de pH e da concentracdo de biomassa, glucose e manose durante o ensaio de
producéo de PHAs por C. necator em meio EAF.

A concentracdo inicial de biomassa foi de 1,91 g/L. A fase lag de crescimento foi
indetetavel. Verificou-se um aumento exponencial da concentracdo da biomassa total até
uma fase de desaceleracdo as 22,33 horas, aquando de registou uma concentracao de 14,21
g/L. A concentracéo final de biomassa foi de 17,11 g/L.

Né&o foi possiver quantificar a acumulacdo de PHA por GC-FID. Foi verificada a
acumulacdo de PHA por microscopia de fluorescéncia mediante coloragdo com Azul de
Nilo. As 77,75 horas de incubac&o, correspondente a uma concentracdo de biomassa de
18,62 g/L, foi possivel confirmar acumulacdo conforme ilustrado na Figura 16.
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Figura 16: Imagem de microscopia de fluorescéncia com Azul de Nilo do ensaio de crescimento de C.
necator em meio EAF (Figura 15,*), as 77,75 horas, com [Xs]=18,62 g/L (ampliagdo 1000x).

Foi extraido o polimero do ensaio de C. necator em meio EAF, a partir do ensaio
representado na Figura 15. O filme obtido (0,0127 g), ilustrado na Figura 17, foi analisado
por FTIR-ATR, e o respetivo espetro é apresentado na Figura 18. O peso do filme permitiu
estimar um rendimento de %PHA.y de 30,38% mPHA/mX.

Figura 17: Filme de PHA obtido da extracdo do polimero produzido por C. necator em meio EAF.
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Figura 18: Espetro de FTIR-ATR do filme de PHA produzido por C. necator em meio EAF (Figura 17), com a
indicacdo das ligacdes correspondentes aos picos indicados, e estrutura do monémero 3HB.

O espetro de FTIR-ATR do filme obtido da producdo em EAF exibiu o perfil
caracteristico para P(3HB) semelhante ao obtido inicialmente no ensaio com meio sintético
MG. De igual modo, apresenta a série de picos na gama [1000-1300] cm™ corresponde ao
estiramento da ligacdo C — O do grupo éster, 0 pico aos 1379 cm™ caracteristico dos
grupos CHs, 0 pico aos 1452 cm™ correspondente & deformacéo assimétrica da ligacdo C —
H nos grupos CH,, o pico aos 1720 cm™ referente ao estiramento das ligagdes C=0
associadas ao grupo éster e o pico na ordem dos [3000-2850] cm™ correspondente a
vibracdes de estiramento caracteristica dos alcanos nas ligagdes C — H.2** 13 Este espetro
relativo ao filme obtido do ensaio em EAF difere do espetro referente ao filme obtido do
ensaio em meio sintético MG, principalmente ao apresentar um pico intenso por volta do
comprimento de onda de 800 cm™. Este pico encontra-se na gama tabelada para as ligacées
C — H angulares fora de plano.*** O facto de este pico apenas estar presente no espetro de
FTIR-ATR do filme produzido em EAF, aliado ao método simples de extracdo usado,
sugere que 0 pico seja originado por residuos do meio presentes no filme. Para esclarecer
essa hipotese, poderia identificar-se a origem do pico por técnicas complementares ou
poderia simplesmente proceder-se a lavagem do filme, e. g. mediante dissolu¢do em

1,52 e realizar uma nova analise

cloroformio e precipitagdo promovida por metanol ou etano
FTIR-ATR. Qutras disparidades verificadas, como uma diferenca na gama correspondente

ao estiramento da ligacdo C — O, ou diferencas relativas a largura ou intensidade de alguns
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picos (que podem derivar de diferencas no grau de cristalinidade), ndo comprometem a
identificacdo do polimero como sendo P(3HB), mas tornam necessario complementar a
analise por FTIR-ATR com outras metodologias de caracterizacéo estrutural.

A concentracdo inicial de glucose foi de 13,84 g/L, e a concentracdo inicial de
manose foi de 3,34 g/L. A diferenca entre estes valores e a concentragdo conhecida de
glucose e manose no EAF deve-se a dilui¢do realizada na inoculagdo. A concentracdo de
glucose diminuiu acentuadamente nas primeiras 6,08 horas até um valor de 4,90 g¢/L, e
toda a glucose foi consumida até as 46,42 horas. A manose foi maioritariamente
consumida nas primeiras 22,33 horas. As taxas de consumo do substrato (rs) foram
estimadas considerando as primeiras 46,42 horas do ensaio, apresentando os valores de
0,30 ggiucose/ (L-h), 0,07 Gmanose/(L.h) € 0,37 Gagicares totais/ (L-h).

O pH inicial foi de 5,06, ja inferior ao valor considerado inibitorio (pH<5,5). O pH
decresceu durante o periodo correspondente ao crescimento celular exponencial, sendo que
na fase de desaceleracdo do crescimento de biomassa, as 22,33 horas, 0 pH apresentou o
valor de 2,82. Até ao final do periodo de incubacdo, durante a fase estacionaria de
crescimento de biomassa, os valores de pH ndo variaram muito. No final do tempo de
incubacdo, as 102,75 horas, o valor de pH foi 2,54.

No geral, os resultados dos ensaios realizados em EAF indiciam inibi¢do por pH. A
literatura sugere que o decréscimo de pH pode derivar do consumo de amonia (NH,"),
introduzida no meio sob a forma de cloreto de aménia e citrato de aménia. 3
Pressupondo isso, a variacdo de pH podera refletir um consumo acentuado de azoto que
desloque o réacio C:N no sentido de limitacdo de azoto. A quantificacdo de amonia ao longo
do tempo do ensaio seria necessaria para a confirmagdo desta hipdtese. A introducdo de
hidroxido de amonia no meio permitiria regular o pH e manter condi¢6es indicadas para o
crescimento microbiano. No entanto, a regulacdo do pH sem introducdo de amoénia no
meio, recorrendo por exemplo a hidroxido de sédio (NaOH), deverd permitir manter a
suposta limitagdo de azoto e contrariar a inibicdo que advém da acidificacdo do meio.**!

E apresentado na Tabela 15 um resumo comparativo dos valores reultados obtidos
nos ensaios em EAF. O 2° ensaio, com 1,91 g/L de biomassa inicial, apresentou valores
superiores de concentragdo final de biomassa (17,11 g/L), %P(3HB) como %PHAext
(30,38%), taxa especifica de crescimento (0,19 h™') e taxa de consumo de substrato (0,37
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acuicares totais/ L) E evidente que o aumento da concentragio inicial de biomassa (de 0,70 g/L
para 1,91 g/L) perrmitiu obter melhores resultados.

Tabela 15: Par@metros relativos aos ensaios em meio EAF (Figura 13, 1° ensaio; Figura 15, 2° ensaio).

Meio (et & onsio)
[acticares totais]inicia (g/L) 6 L1C8+32A " (G|_1c7+’ l\];ISAN)
[XTiniciar (9/L) 0,70 1,91
[X]finar (9/L) 6,99 17,11
Bmaxx (™) 0,03 0,19
Mmaxxres (N™) n.d. n. d.
rs glucose (g/(L.h)) 0,22 0,30
s manose (g/(L.h)) 0,05 0,07
rs Aclcares Totais (g/(L.h)) 0,27 0,37
rp (9/(L.h)) 0,003 n. d.
[P(3HB)] (g/L) " 10233‘2‘ ’ . d.
% P(3HB) (m PHA/MX) 3,63 gﬂgg
(Ypis)ons (MPHA/MS) 0,02 n. d.
(Ypix)obs (MPHA/MX rec) 0,04 n. d.

n. d. — ndo definido
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2.3.ENSAIO EM REATOR

Foi realizado um ensaio de producdo de PHAs por C. necator em reator, conforme
a Figura 19, com a obtencéo dos resultados apresentados na Figura 20.
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Figura 20: Variac8o de pH e concentragdo de biomassa, P(3HB), glucose e manose durante o ensaio de
producéo de PHAs por C. necator em meio 50% (v/v) EAF, em reator.
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Para o ensaio em reator foi usado EAF diluido (50% v/v), devido a
indisponibilidade do residuo. Assim, a concentracao inicial de glucose foi de 6,50 g/L, e a
concentracdo inicial de manose foi de 1,56 g/L. Ambos os acgucares foram consumidos
rapidamente nas primeiras duas horas, ndo se esgotando e diminuindo apenas ligeiramente
até ao final do ensaio. As 36,50 horas, a concentrago final apurada de glucose foi de 0,45
g/L e de manose foi de 0,02 g/L. As taxas de consumo do substrato (rs) foram determinadas
para as primeiras duas horas em 2,71 Qgicose/(L-N), 0,69 Gmanose/(L.h) € 3,40 Gagicares
wotais/ (L.N). O perfil de consumo de agUcares sugere que outros compostos no EAF tenham
sido utilizados para o crescimento e a producdo de PHAS, como oligossacarideos e taninos
presentes no residuo em menores quantidades, mas passiveis de serem utilizados por C.
necator.

A concentracdo inicial de biomassa foi de 0,22 g/L. Ap6s uma fase lag de 4,00
horas, a concentracdo de biomassa total aumentou, verificando-se um valor de 2,46 g/L as
15,50 horas. Posteriormente, a concentracdo de biomassa total estabilizou e no final do
ensaio foi registada uma diminuicdo até ao valor final de concentracdo de biomassa total
registado de 1,83 g/L, as 36,50 horas. A taxa especifica de crescimento da biomassa total
(Umaxx) foi de 0,18 h™.

O PHA acumulado foi quantificado e identificado como P(3HB). As 5,50 horas foi
verificada uma acumulacdo de 0,15 g/L, e até as 10 horas concentragdo diminuiu
ligeiramente para 0,13 g/L. Posteriormente deu-se um aumento de concentracdo até ao
méaximo de acumulacdo verificado, 2,19 g/L (85,60 % mPHA/mX) as 25,50 horas. Até ao
final do ensaio, a concentragdo de P(3HB) diminuiu, registando-se um valor final de 0,37
as 36,50 horas. A taxa de produgdo de PHA (rp) foi de 0,03 g/(L.h).

Da determinacdo da biomassa residual verificou-se uma fase lag de crescimento de
5,50 horas. O crescimento deu-se até 0,79 g/L as 10 horas. Ap6s uma fase estacionéria de
7,50 horas, a concentracdo de biomassa residual diminuiu acompanhando o aumento de
concentracdo de polimero. Posteriormente, a concentracdo de biomassa residual aumenta
com a diminui¢do de polimero, sugerindo que se deu consumo de P(3HB) para proveito
celular. A taxa especifica de crescimento maxima da biomassa residual ({maxxres) fOI de
0,24 h,

O pH inicial foi 6,31. O pH aumentou até as 6,50 horas, para um valor de 7,22.

Mediante regularizagdo com NaOH, os valores de pH mantiveram-se na gama [6,73-6,93]
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até as 40 horas, sendo que o pH final foi de 6,73. A regulacdo do pH que se verificara
necessaria nos ensaios em “Erlenmeyer” conseguiu contrariar a inibicdo associada a
acidificacdo do meio ao longo do tempo de incubacao.

O oxigénio dissolvido (OD) foi mantido entre 20% a 30% de saturacdo com o
ajustamento da taxa de arejamento. No geral, a elevada necessidade de arejamento da
cultura obrigou a fornecer uma taxa de arejamento muito elevada, de modo a manter as
condicdes aerdbicas necessarias ao crescimento e producdo. Para além de poder impor
condicdes agressivas para as células, a elevada taxa de arejamento necessaria pode
encarecer o processo de producdo de PHAS neste contexto.

Na Tabela 16 encontra-se um resumo de pardmetros considerados na analise
comparativa dos ensaios de C. necator em meio EAF (“Erlenmeyer” e reator), e resultados
pertinentes da literatura, para a comparacdo de producdo de PHA em relacdo a outro

residuo agroindustrial rico em agUcares.
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Tabela 16: Resumo de parametros considerados na analise comparativa dos ensaios de C. necator em meio EAF, e
valores da literatura.

Referéncia Presente trabalho Zahari et al. (2012)'*
Sumo de peciolos residuais da
Meio EAF EAF 50% (viv) producéo de 6leo de palma
(2° ensaio) Reator
20% SP (viv) 30% SP (viv)
[acucares a a b b
- 17,18 8,06 10,42 15,72
totaIS]inicial (g/l—)
[X]inicial (g/l—) 1191 0,22 n. d. n.d.
[Xfinar (9/L) 17,11 1,83 4,80 8,42
Bmaxx (h™h) 0,19 0,18 n.d. n. d.
MmaxXres (h-l) n.d. 0,23 n.d. n.d.
rs glucose (g/(L.h)) 0,30 2,71 n. d. n. d.
rs manose (g/(L.h)) 0,07 0,69 n. d. n. d.
s AcUcares Totais 0.37 3.40 nd nd
(9/(L.h)) ' ’
rp (9/(L.h)) n. d. 0,03 n. d. n. d.
2,19
[P(3HB)] (g/L) n.d. i 1,06 2,67
% P(3HB) 30,38
(m PHA/mX) (filme) 85,60 22 32
(YP/S)obs
(m PHA/M S) n.d. 0,09 0,12 0,20

n. d. — ndo definido; a — glucose e manose; b — glucose, sacarose e frutose.

O ensaio em reator apresentou alguns resultados semelhantes ao 2° ensaio realizado
em meio EAF, designadamente a taxa especifica de crescimento maxima (0,19 h™ no
ensaio em “Erlenmeyer” e 0,18 h™ no ensaio em reator) e o rendimento produto/substrato
observado (0,30 no ensaio em “Erlenmeyer” e 0,27 no ensaio em reator). No entanto, o
ensaio em reator apresentou o melhor resultado de producdo neste trabalho, com 85,60%
P(BHB) (m PHA/mX). Zahari et al. (2005) estudaram a producdo de P(3HB) por C.
necator a partir de sumo dos peciolos (SP) da rama originaria da poda de palma, um

abundante subproduto agroindustrial da producéo de 6leo de palma.*?

O sumo, obtido por
prensagem dos peciolos e posterior centrifugacao e filtracdo, € rico em glucose (70,9%),
sacarose (26,89%) e frutose (2,21%). Os resultados obtidos pelos autores nos ensaios em

descontinuo sdo apresentados na Tabela 16. O 2° ensaio em meio EAF produziu uma
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%P(3HB) semelhante ao ensaio em 30% SP, (30,38% P(3HB) e 32% P(3HB),
respetivamente), no entanto atingiu valores muito superiores de concentracdo de biomassa
(17,12 g/L no ensaio em meio EAF, comparativamente a 8,42 g/L no ensaio em 30% SP), a
partir de uma concentracdo inicial de aclcares apenas ligeiramente superior. A partir de
concentragOes iniciais de aglcares semelhantes, o ensaio realizado em reator com 50%
(v/v) EAF ndo atingiu uma concentragdo de biomassa téo elevada quanto o ensaio em 20%
SP (1,83 g/L no ensaio em meio EAF, comparativamente a 4,80 g/L no ensaio em 20%
SP), no entanto no ensaio em reator com EAF foram obtidos melhores resultados de
acumulagdo, nomeadamente o dobro da concentracdo de P(3HB), e quase o triplo de
%P(3HB).
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3. ENSAIOS cOM H. MEDITERRANEI

3.1. CRESCIMENTO EM MEIO DSMZ372

H. mediterranei foi inicialmente cultivada em meio DSMZ372. Este € 0 meio
indicado pelo banco de culturas para esta estirpe de H. mediterranei e foi 0 meio usado

para reavivar a cultura, e para realizar o primeiro pré-indculo em todos os ensaios.
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- - 8,00
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™
2 2,50 + 7,00 §
E 2,00
= €
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Figura 21: Variacdo de pH e da concentracdo de biomassa durante o ensaio de crescimento de H.
mediterranei em meio DSMZ372. Desvio padrdo assinalado relativo a média calculada da
concentracdo de biomassa de amostras bioldgicas (ensaio em duplicado).

Este ensaio ilustra o crescimento de H. mediterranei em meio 6timo sem glucose.
A concentracdo inicial de biomassa foi de 0,19 g/L. A concentracdo de biomassa aumentou
exponencialmente até as 74,50 horas, fase de desaceleracdo, onde se verificou uma
concentracdo celular de 4,69 g/L. Até ao final de crescimento a cultura manteve-se em fase
estacionaria, seguida de uma fase de morte, apresentando assim uma concentracdo de
biomassa final de 3,47 g/L as 169,50 horas. A taxa especifica de crescimento maxima (pmax
x) foi de 0,05 h™. O primeiro valor de pH, 7,4, foi obtido as 6,68 horas, ainda durante a
fase lag de crescimento. O pH entdo aumentou para 7,73 as 10,83 horas, diminuiu para
7,32 as 29,13 horas e voltou a aumentar até 8,21 as 57,50 horas, estabilizando. O pH
manteve-se na gama [8,01-8,19] até ao final da monitorizacdo, as 154,50 horas,

apresentando ai o valor de 8,18.
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3.2. ENSAIOS EM MEIO SINTETICO COM GLUCOSE

Para estudar o crescimento de H. mediterranei e associada acumulacdo de PHAsS
recorrendo a glucose foi utilizado o meio definido por Fang et al.,, 2010 (meio
Fang2010)."*!
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Figura 22: Variagdo de pH e da concentracdo de biomassa, P(3HB/3HV) e glucose durante o ensaio de producéo de
PHAs por H. mediterranei em meio Fang2010 com 1% de glucose. Desvio padrdo assinalado relativo & média
calculada da concentracdo de biomassa de amostras bioldgicas (ensaio em duplicado).

A concentracdo inicial de biomassa foi de 0,17 g/L. Apds uma fase lag de 29,13
horas, a concentracdo de biomassa total aumentou exponencialmente até 18,04 g/L as
111,00 horas, inicio da fase de desaceleracdo. A concentracdo de biomassa total diminuiu
entdo de 18,92 g/L as 135,25 horas para uma concentracdo final de biomassa total de 17,81
g/L no final da incubacdo, as 304,50 horas. Considerando a variacdo de biomassa total em
crescimento exponencial, entre as 29,13 as 111,00 horas, verificou-se uma taxa especifica
de crescimento méxima da biomassa total (pmsxx) de 0,06 h™.

Néo se verificou acumulacdo de PHAs até as 42,00 horas, ou seja, até ao inicio do
crescimento de biomassa. As 87,25 horas verificou-se uma concentracio de PHA de 2,26
g/L (18,39% mPHA/mX), identificado como P(3HB/3HV) (89,78% HB/10,22% HV). Nao
foi possivel quantificar a acumulagdo por GC-FID no restante periodo do ensaio. Foi no
entanto possivel constatar a acumulacdo de PHAs por microscopia de fluorescéncia
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mediante coloragdo com Azul de Nilo, as 186 horas para uma concentracdo de biomassa de
18,86 g/L, conforme a Figura 23.

Figura 23: Imagens de microscopia de fluorescéncia com Azul de Nilo do ensaio de crescimento de H. mediterranei
em meio Fang 1% de glucose (Figura 22), as 186 horas, com [biomassa]=18,86 g/L (ampliagdo 400x).

A concentragdo inicial de glucose foi de 9,71 g/L, n&o se verificando variagdo desse
valor durante fase lag de crescimento de biomassa. O consumo de glucose acompanhou o
crescimento exponencial de biomassa, diminuindo de 9,47 g/L as 42,00 horas para 2,41
o/L as 135,45 horas. Posteriormente ndo se verificou alteracdo da concentracao de glucose
no meio até ao final da fase estacionaria de crescimento, as 304,50 horas, quando se
registou uma concentracdo final de glucose de 2,50 g/L. Considerando o consumo
acentuado de glucose nas primeiras 135,25 horas, foi apurada um a taxa de consumo de
substrato (rs) de 0,05 ggiucose/(L-).

Considerando a quantificacdo de PHA as 87,25 horas, € a respetiva concentragdo de
glucose e biomassa total, verificou-se um rendimento de produto/substrato observado,
(YpHAs)obs, de 0,64 mPHA/mAcUcar e um rendimento de produto/biomassa observado,
(YpHAX)obs: de 0,23 MPHA/MX .

O pH inicial foi de 6,64. O valor de pH diminuiu para 6,02 durante o periodo
correpondente a fase lag de crescimento de biomassa. No periodo correspondente ao
crescimento exponencial da biomassa, 0 pH manteve-se na gama [6,00-6,22]. No inicio da
fase estacionaria de crescimento de biomassa, o pH entdo aumentou gradualmente até 7,40
as 186,00 horas, a partir do qual estabilizou com uma ligeira variacdo incremental até 7,65
no final do periodo do ensaio. Estes valores estdo proximos dos valores indicados para o

cultivo de H. mediterranei.
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Figura 24: Variag8o de pH e da concentracdo de biomassa, P(3HB/3HV) e glucose durante o ensaio de producgéo
de PHAs por H. mediterranei em meio Fang2010 com 2% de glucose. Desvio padrao assinalado relativo a média
calculada da concentracdo de biomassa de amostras bioldgicas (ensaio em duplicado).

No ensaio em 2% glucose, a concentracdo inicial de biomassa foi de 0,19 g/L
(semelhante a concentracdo inicial do ensaio em 1% de glucose, 0,17 g/L, Figura 22). A
fase lag durou aproximadamente 23,50 horas (menos 5,67 horas que a fase lag verificada
no ensaio com 1% glucose). A concentracdo de biomassa total aumentou de 0,58 g/L as
23,50 horas até 28,57 g/L as 209,50 horas, desacelerando e estabilizando até ao final do
ensaio. A concentracdo de biomassa total final foi de 26,84 as 332,50 horas.

Acumulacdo de PHAs foi inicialmente registada as 90,00 horas, com 1,98 g/L de
P(3HB/3HV). A producédo de PHA acompanha o crescimento de biomassa, atingindo um
valor maximo de 4,89 g/L (17,21% mPHA/mX) as 209,50 horas. A concentracdo de PHA
diminuiu até ao final do ensaio, até 2,18 g/L as 332,50 horas. A composicdao do
copolimero foi consistente ao longo do tempo como 90% HB/ 10% HV, em média. A taxa
de producdo de PHA (rp) foi de 0,03 g/(L.h).

Tendo sido monitorizada a acumulacdo de PHA ao longo do ensaio, foi possivel
definir a curva de crescimento relativa a biomassa residual, permitindo destinguir a
variagdo de biomassa e producdo de polimero. Assim, verificou-se que a fase de
crescimento exponencial de biomassa residual terminou as 168,00 horas, com um valor de

22,36 g/L, mantendo-se em fase estacionaria até ao final do ensaio, apresentando uma
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concentracdo final de biomassa residual de 24,67 g/L. A taxa especifica de crescimento da
biomassa residual (Lmaxxres) foi de 0,03 h™.

A concentracdo inicial de glucose apurada foi de 17,96 g/L. (N&o se verificou a
concentracdo relativa aos 2% glucose pretendidos, devido a diluicdo inadvertida efetuada
na inoculagdo). A glucose apenas comeca a ser consumida as 23,50 horas, no final da fase
lag de crescimento. O consumo de glucose deu-se apenas durante a fase exponencial de
crescimento, até as 185,50 horas. A concentracdo de biomassa residual apurada ao final do
ensaio foi de 8,83 g/L. Considerando o consumo acentudo de glucose nas primeiras 185,50
horas, foi apurada um a taxa de consumo de substrato (rs) de 0,05 ggiucose/(L.h).

Considerando a quantificacdo de PHA as 215,50 horas, e a respetiva concentragao
de glucose e biomassa total, verificou-se um rendimento de produto/substrato observado,
(YpHas)obs, de 0,64 mPHA/mAcUcar e um rendimento de produto/biomassa observado,
(YpHAX)obs, de 0,21 mMPHA/MX .

O pH inicial foi de 6,02. Durante a fase lag de crescimento, o pH aumentou até 6,23
e diminuiu até 5,97 as 23,50 horas. No periodo correspondente ao crescimento exponencial
da biomassa, o pH manteve-se na gama [6,20-5,82]. Na fase de desaceleracdo do
crescimento, as 161,50 horas, o pH diminuiu gradualmente até ao final do periodo de
incubacdo, apresentando um valor final de 4,78 as 332,50 horas. Este valor € muito inferior
ao indicado para a cultura. Ainda que tenha sido possivel verificar valores elevados de
biomassa e polimero, a manutencdo de pH poderia melhorar os resultados do ensaio.

O filme obtido pela extracdo de PHAs produzidos neste ensaio, ilustrado naFigura

25, foi analisado por FTIR-ATR, e o respetivo espetro é apresentado na Figura 26.
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Figura 25: Filme obtido na extracdo do polimero produzido no ensaio de H. mediterranei em meio Fang 2% glucose.
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Figura 26: Espetro de FTIR-ATR do filme de PHA produzido por H. mediterranei em meio Fang 2% e estrutura dos
mondmeros 3HB e 3HV.

O espetro de FTIR-ATR do PHA produzido por H. mediterranei no presente
trabalho apresenta um perfil semelhante ao obtido por Fernandez-Castilho et al. (1986)
para um filme de PHA produzido por H. mediterranei com 0,1% (m/v) extrato de levedura

e 1,0% (m/v) glucose.®*
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Tabela 17: Resumo de parametros considerados na analise comparativa dos ensaios de H. mediterranei em meio

sintético.
A Lillo et al.
Referéncia Presente trabalho (1990)°7
% glucose (m/v) 1 2 1 2
Mmaxx (h™) 0,06 0,06 n.d. n.d.
WmaxXres (h-l) 0,03 0,03 n.d. n.d.
rs (g/(L.h)) 0,05 0,05 nd. | nd.
Glucose 7.21 9,13 nd | nd
consumida (g)
rp (g/(L.h)) 0,03 0,03 nd. | nd.
2,26 4,89 3,09 | 4,16
[PHA] (g/L) (87,25 horas) (209,50 horas / méx) | (méx) | (méx)
(Ypss)ovs 0,64 0,64 0,309 | 0,208
(m PHA/m S)
(Yerx)oos 0,23 0,21 nd. | nd
(m PHA/MXes)
12,22 n.d. n.d.
% P(3HB/3HV) 18,39 (90,00)
(MPHA/mMX) (87,25 horas) 17,21 ; ;
(209,50 horas /max) | & | ™
%HB/PHA 89,78 90,04 n.d. n.d.
%HV/PHA 10,22 9,96 n.d. n.d.

n.d. — ndo definido

Para ambos os ensaios, as taxas de crescimento de biomassa total e residual, as
taxas de consumo de substrato e de producdo de PHA, e os rendimentos observados de
produto/substrato e produto/biomassa apresentam o mesmo valor. Em ambos 0s ensaios o
consumo de glucose foi verificado apenas no periodo correspondente ao crecimento
exponencial de biomassa, com uma mesma taxa de consumo. Apesar do ensaio em meio
com 2% glucose fornecer aproximadamente o dobro de glucose, ndo se verificou um
aumento substancial de consumo, uma vez que no ensaio em meio com 2% glucose foram
consumidas 9,13 g glucose, apenas mais 1,92 g glucose que no ensaio em meio com 1%
glucose. Estes resultados estdo de acordo com estudos realizados por Lillo et al. (1990).>

Os autores verificaram que o aumento da concentracdo de glucose ndo causa
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necessariamente um aumento de concentracdo de PHA, e obtiveram os melhores resultados
de acumulagdo com 2% glucose. De igual modo, nos ensaios realizados no presente
trabalho, o aumento da concentracdo de glucose ndo alterou os valores dos parametros
cinéticos, mas permitiu atingir valores mais elevados de acumulacdo. Deve ser referido
que, ndo tendo sido possivel quantificar o polimero toda a extensdo do ensaio com 1%
glucose, é muito provavel que o valor de acumulacdo de PHA obtido ndo corresponda ao
méaximo. Na verdade, o valor de 2,26 g/L (18,39% mPHA/mX) obtido as 87,25 horas no
ensaio com 1% glucose, ainda que inferior ao maximo obtido por Lillo et al. (1990) no
ensaio com 1% glucose, 3,09 g/L, é superior ao obtido as 90,00 no ensaio com 2% glucose
realizado neste trabalho, 1,98 g/L (12,22% mPHA/mX).

No ensaio com 2% glucose foi obtido a concentracdo mais elevada de PHA neste
trabalho, 4,89 g/L (17,21% mPHA/mX). Este valor foi superior ao verificado por Lillo et
al. (1990) no ensaio com 2% glucose, 4,16 g/L.

3.3. ENsAlIOS EM MEIO EAF

Né&o foi possivel realizar ensaios de produgdo de PHAs por H. mediterranei em
meio EAF. A informagdo apresentada relativa ao comportamento de H. mediterranei
incubada em EAF ¢ referente aos pré-indculos (P. 1.) (Figura 27). Nos P.l.s foi apenas
monitorizada a concentracdo de biomassa uma vez que seria 0 parametro de interesse para
a inoculacdo posterior nos ensaios a realizar. Ainda que se tenha verificado um aumento na
concentracdo de biomassa, este ndo foi significativo considerando o tempo de incubacao
(21 dias, P.l. 50% EAF; 30 dias, P.l. 100% EAF). Ao fim destes periodos verificou-se
precipitacdo de sais e consequente desequilibrio do meio, pelo que a incubacédo dos P.l.s

foi forcosamente interrompida.
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Figura 27: Variagdo da concentragdo de biomassa durante o periodo de incubacdo dos pré-in6culos de H. mediterranei
em meio 100% EAF, e 50% EAF.

O facto de H. mediterranei ndo crescer em EAF deve-se muito provavelmente a
presenca de taninos no extrato, compostos fendlicos com capacidades antibacterianas.’
Bhattacharyya et al. (2012) estudaram a producdo de PHAs por H. mediterranei em
vinhoto de cana (também designado por vinhaca ou restilo) e verificaram que o
crescimento microbiano era inibido pelas elevadas concentracdes de compostos fendlicos.
A realizacdo de um pré-tratamento do residuo com carbono ativado a pH 2,0 permitiu
reduzir o conteido em compostos fendlicos. Em 96 horas de incubacdo de H. mediterranei
em 50 % (v/v) de vinhoto pré-tratado (48+1,5 mg compostos fendlicos/L), a cultura
acumulou 66 % de peso seco de biomassa em PHA, para um pmax de 0,12 hl% O EAF
poderd, no mesmo sentido, precisar de um pré-tratamento para poder ser usado na
producdo de PHAs por H. mediterranei. A diminui¢do da concentracdo de taninos devera

preferencialmente permitir a sua recuperacdo e posterior utilizacéo.
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CAPITULO IV — CONCLUSOES

Neste trabalho foi investigada a producdo de PHAs por C. necator e H.
mediterranei a partir de EAF, um subproduto da industria vitivinicola. O conteddo em
acucares do EAF caracterizado por GC-FID revelou glucose (14,37 + 0,628 g/L) e manose
(4,19 £ 0,203 g/L) como os principais monossacarideos constituintes.

Foi realizado um ensaio preliminar de crescimento de C. necator em meio sintético
com glucose (16,44 g/L) e manose (4,40 g/L), que confirmou a aptiddo de crescimento e
producéo de PHAs por C. necator a partir dos agucares predominantes no EAF. Verificou-
se uma taxa especifica de crescimento maxima de 0,06 h™, uma taxa de consumo de
substrato de 0,40 Qacicares totais/(L.N), € uma concentracdo de P(3HB) de 2,19 g/L,
correspondente a 24,27% mPHB/mX.

Foram realizados ensaios de producdo em meio EAF ([X]inicia de 0,70 g/L), em
relacdo a um controlo em meio sintético MG ([X]inicias de 0,87 g/L). O ensaio em meio EAF
resultou em concentragbes de biomassa (6,99 g/L) e P(3HB) (0,34 g¢/L) inferiores as
obtidas no ensaio controlo em meio MG (9,06 g/L e 4,36 g/L, respetivamente). Esta
diferencga pode ter derivado do facto de a concentracdo inicial de actcares no meio MG ser
superior. Foi realizado um segundo ensaio de producdo em meio EAF, com uma
concentracdo inicial de biomassa superior, 1,91 g/L. O aumento da concentracdo inicial de
biomassa permitiu obter melhores resultados, apresentando uma concentracdo final de
biomassa de 17,11 g/L e 30,38% PHA.«. No geral, foram verificados valores inibitorios de
pH em todos os ensaios de producéo realizados com C. necator em EAF.

Foi realizado um ensaio de producdo em reator com manutenc¢do de pH. Foi usado
50% (v/v) EAF, o que resultou numa concentracdo inicial de glucose de 6,50 g/L, e uma
concentragdo inicial de manose de 1,56 g/L. Verificou-se uma taxa de consumo de
substrato de 3,40 Jacucares totais/(L-h). O consumo imediato de quase toda a glucose e manose
propGe a possibilidade de que C. necator tenha consumido outros componentes do EAF. A
taxa especifica de crescimento méxima foi de 0,18 h™, e a concentracéo final de biomassa
foi de 1,83 g/L. Verificou-se um maximo de concentragdo de P(3HB) de 2,19 g/L,
correspondente a 85,60 % mPHA/mX.

A andlise FTIR-ATR do filme de polimero obtido em meio sintético revelou um

perfil caracteristico de P(3HB), com a presenga de uma série de picos na gama [1000-
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1300] cm™ corresponde ao estiramento da ligagdo C — O do grupo éster, um pico aos 1379
cm™ caracteristico dos grupos CHs, um pico aos 1452 cm™ correspondente & deformacéo
assimétrica da ligacgdo C — H nos grupos CH,, um pico aos 1720 cm™ referente ao
estiramento das ligagcbes C=0 associadas ao grupo éster e um pico na ordem dos [3000-
2850] cm™ correspondente a vibragdes de estiramento caracteristica dos alcanos nas
ligagdes C — H. O espetro FTIR-ATR do filme obtido no ensaio em meio EAF revelou
diferencas que podem ser associadas a residuos provenientes do meio, mas apresentou um
perfil que permitiu a identificacdo como P(3HB).

H. mediterranei revelou-se incapaz de crescer significativamente em EAF.
Provavelmente o microrganismo foi inibido pela presenca de taninos no meio. Nos ensaios
em meio sintético (1% e 2% glucose), verificou-se 0 mesmo valor para a taxa de
crescimento de biomassa total (0,06 h™) e residual (0,03 h™*), taxa de consumo de substrato
(0,05 g/(L.h)) e taxa de producdo de PHA (0,03 g/(L.h)), e rendimento observado de
produto/substrato (0,64 m/m) e produto/biomassa (0,19 m/m). No ensaio com 2% glucose
foi obtido o melhor resultado de acumulacéo, 4,89 g/L P(3HB/3HV) (17,21% mPHA/mMX).
O polimero produzido por H. mediterranei foi identificado como P(3HB/3HV), constituido
por 90,04% HB/ 9,96% HV.

Em suma, neste trabalho foi verificada pela primeira vez a adequacdo do EAF
como meio para producdo de PHAs. O melhor resultado foi obtido por C. necator em
reator descontinuo com regulacdo de pH, com a acumulacdo de 85,60% P(3HB)
(mPHA/mX). Estes resultados sdo uma contribuicdo valiosa no processo de valorizacao
deste subproduto agroindustrial, e adjacente proposito de reducéo de custos na producéo de
PHA:s.
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CAPITULO V — PROPOSTAS DE TRABALHO FUTURO

No seguimento dos resultados obtidos neste trabalho, sdo sugeridos trabalhos

futuros complementares e de continuidade como:

e Concentrar o EAF (e. g. osmose inversa, ultrafiltracdo), de modo a aumentar a
concentracdo de aclcares. Na utilizacdo do EAF concentrado como substrato deve ser tida
em consideracdo a suscetibilidade dos microrganismos aos taninos, uma vez que a sua
concentracdo também aumentaria, consequentemente. Assim, deverdo ser escolhidas
espécies tolerantes, como C. necator, ou proceder a remog¢do dos taninos para permitir a o

uso de EAF por espécies intolerantes, como H. mediterranei.

e Realizar novos ensaios de producdo por C. necator em meio EAF, com monitorizacédo

de amonia.

e Remover o0s taninos presentes no EAF (e. g. solventes seletivos, carvdo ativado,
resinas), para averiguacdo da capacidade de H. mediterranei crescer e produzir PHASs a
partir de EAF.

e Realizar estudos de limitacdo nutricional para aumento do rendimento de producao.

e Complementar a analise por FTIR-ATR aos filmes de PHA com outras metodologias

de caracterizacdo estrutural.
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