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CULTIVATION STRATEGIES FOR PRODUCTION OF THE BIODEGRADABLE PLASTICS POLY(3-HYDROXYBUTYRATE)
AND POLY(3-HYDROXYBUTYRATE-CO-3-HYDROXYVALERATE) BY BACTERIA. Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are
carbon and energy storage materials that are accumulated as intracellular granules in a variety of microorganisms during unbalanced

growth. PHAs have drawn attention due to their properties similar to conventional plastics and complete biodegradability. They
can be used for food and cosmetics packaging, and in medicine and agriculture. However, their applicability is reduced because
of their high production cost compared to conventional plastics. An overview on production strategies of poly(3-hydroxybutyrate)
and poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) aiming at reducing the production costs is presented.
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INTRODUCAO

Os plésticos tém papel fundamental na sociedade moderna, sen-
do utilizados de inimeras formas, inclusive em algumas aplicacdes
para as quais anteriormente eram usados outros materiais, como me-
tais, vidro, madeira e papel. Possuem, dessa forma, um grande mer-
cado e também representam um mercado em crescimento. Entretan-
to, estes materiais tém despertado grande preocupacdo devido a sua
rapida descartabilidade como, por exemplo, na aplicagdo em emba-
lagens, e a sua grande dificuldade de degradacdo no meio ambiente'.

Para contornar esse problema, estdo sendo estudadas alternati-
vas como a reciclagem de produtos constituidos de pldsticos e a subs-
tituicdo por plasticos biodegraddveis, mais compativeis com a filo-
sofia de preservacdao ambiental’.

Os plasticos biodegradaveis sdo polimeros que se degradam com-
pletamente por ataque microbiano em curto espago de tempo, sob
condicdes apropriadas do meio ambiente. Dentre os biopolimeros
em desenvolvimento estéio os poli-hidroxialcanoatos (PHA’s). Além
da vantagem em serem biodegraddveis, ainda apresentam outras im-
portantes caracteristicas como serem biocompativeis, serem produ-
zidos a partir de recursos renovaveis como agucares e acidos graxos
e por terem propriedades termopldsticas e caracteristicas fisicas e
mecanicas semelhantes as do polipropileno, polimero derivado do
petréleo®*.

PHA'’s sdo poliésteres estruturalmente simples, sintetizados por
muitos microorganismos como substincias naturais de reserva de
carbono e de energia. Sdo acumulados pela célula microbiana em
forma de grinulos, podendo chegar até 90% de seu peso seco*. O
PHA ¢ formado em condi¢des de crescimento ndo balanceadas pro-
porcionadas pela limitagdo de um nutriente, entre outros, como fon-
te de nitrogénio e fésforo e excesso da fonte de carbono>®.

Mais de 100 mondémeros diferentes ja foram identificados como
constituintes de PHA’s sintetizados por organismos naturais ou
recombinantes, o que demonstra a grande diversidade de PHA’s que
podem ser produzidos'. Entre os PHA’s mais estudados e produzidos
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industrialmente, estdo o poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) e o poli(3-
hidroxibutirato-co-3hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)), sendo que o
segundo possui propriedades mecénicas superiores ao primeiro, sen-
do mais flexivel, o que o torna mais atrativo para fins industriais’.

Muitos sdo os microorganismos produtores de PHA’s, sendo que
a espécie Ralstonia eutropha (anteriormente Alcaligenes eutrophus)
tem sido utilizada na produgdo industrial, por apresentar altas taxas
de produgdo de polimero e obter altos rendimentos. Entretanto, a
cepa original (Alcaligenes eutrophus H16) s6 utiliza alguns tipos de
agucares e, embora espécies mutantes (R. eutropha DSM 545,
Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599) possam crescer em glicose,
ndo podem hidrolisar sacarose®. Outro microorganismo com grande
potencial para a produ¢do industrial € Burkholderia sacchari (ante-
riormente Burkholderia sp. IPT 101), isolado de solo de canavial
brasileiro’.

Os PHA’s podem ser utilizados como matéria-prima em um am-
plo campo de aplicagdes, como embalagens para produtos de limpe-
za, higiene, cosméticos e alimentos. Também servem para produzir
sacos descartdveis, vasos para mudas, brinquedos e material escolar.
Além disso, por serem biocompativeis podem ser empregados na
area médico-farmacéutica em fabricacio de fios de sutura, préteses
dsseas, suportes de culturas de tecidos para implantes e encapsulagio
de farmacos para liberagdo controlada’!°.

Apesar desta grande possibilidade de aplicacdes, os pldsticos
biodegraddveis ainda tém participacdo minima no mercado interna-
cional, em virtude de seu alto custo em relagdo aos plasticos
petroquimicos e as dificuldades de processamento. A redugdo dos
custos de produgdo depende da obtencdo de linhagens altamente efi-
cientes na conversao dos substratos no produto desejado, de utiliza-
¢do de substratos de baixo custo, do desenvolvimento de processos
que permitam explorar a0 maximo o potencial dessas linhagens e do
desenvolvimento de processos de extragdo-purificacio, de forma a
tornar os custos de recuperacdo do produto os menores possiveis'.
Com relagdo ao processamento, como o P(3HB) é quimicamente
instdvel a altas temperaturas, o tempo de processo deve ser reduzido,
ajustando-se as propriedades do polimero''. Algumas das estratégias
do bioprocesso, envolvendo decisdes sobre microorganismo produ-
tor, tipo de biorreator, substratos utilizados e tipos de alimentagdes,
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visando a melhoria dos processos de producdo de PHA's, estao apre-
sentadas a seguir.

ESTRATEGIAS DE PRODUCAO DE POLI(3-
HIDROXIBUTIRATO) E POLI(3-HIDROXIBUTIRATO-co-3-
HIDROXIVALERATO)

A producido industrial de PHA’s tem utilizado R. eutropha, por
sua capacidade de acumular grande quantidade de polimero com alto
peso molecular®'2. Dentre os principais PHA’s produzidos industri-
almente estdo o P(3HB) e o copolimero P(3HB-co-3HV). O
homopolimero P(3HB) tem baixa estabilidade na fusdo, pois se de-
compde a aproximadamente 200 °C, que € uma temperatura muito
proxima a sua temperatura de fusio; € altamente cristalino e relativa-
mente fragil. A incorporagdo de unidades 3HV, torna o copolimero
P(3HB-co-3HV) mais flexivel e com maior resisténcia a ruptura, a
medida que aumenta a fracdio 3-hidroxivalerato. Com o aumento desta
fragdo, ocorre o decréscimo da temperatura de fusdo, sem afetar a
temperatura de degradacdo, permitindo melhor processamento tér-
mico do copolimero, o que o torna mais atrativo para producdo in-
dustrial'%.

Byrom’ descreve o processo de producio industrial de P(3HB)
da ICI, hoje adquirido pela Metabolix, Inc., que utiliza cultura em
batelada alimentada, realizada em duas etapas. Durante a primeira
fase, ndo limitada, R. eutropha cresce em um meio mineral contendo
glicose, como tnica fonte de carbono, e fosfato suficiente para o
crescimento celular, até se atingir uma determinada biomassa dese-
jada. Quando ocorre a limitac@o por fosfato, inicia-se a segunda fase,
na qual os microorganismos comecam a produzir e estocar P(3HB).
O processo prossegue com adi¢des de glicose, até que se obtenha a
quantidade desejada de polimero. O tempo total de cultura € de apro-
ximadamente 110 a 120 h, com o acimulo de mais de 75% do peso
seco celular total em polimero.

O copolimero P(3HB-co-3HV) € produzido de forma semelhan-
te, em duas fases, sendo que, a partir do inicio da fase de acimulo,
s@o adicionados glicose e dcido propidnico. P(3HB-co-3HV) com 0
— 30 mol% de unidades 3HV € produzido e essa fragdo pode ser
controlada pela razdo glicose/dcido propidnico adicionada. Como o
acido propidnico, em niveis acima de 0,1% no meio, € téxico ao
microorganismo e inibe a sintese de polimero, sua taxa de alimenta-
¢élo precisa ser bem controlada’.

Utilizacao de substratos de baixo custo na producao de PHA’s

O maior obstdculo na comercializagdo de PHA's € seu alto custo.
Segundo Choi e Lee'®, aproximadamente 40% do total do custo de
producdo de PHA’s sdo devidos aos custos dos substratos. Assim,
para se conseguir reduzir os custos de produgdo € necessdrio a utili-
zagdo de fontes de carbono mais baratas.

Uso de sacarose, melago e agiicar invertido

Em paises como o Brasil, onde a cana-de-acticar € abundante, a
sacarose, o melaco e o agucar invertido sdo substratos de baixo custo
e sua utilizacdo como fonte de carbono na producio de PHA’s pode-
ria diminuir os custos de produg@o regionais.

A producio de P(3HB) e copolimeros, integrada a produgio de
actcar e dlcool em usinas de processamento de cana-de-agucar, pode
representar uma grande oportunidade de produzir polimero a baixo
custo e expandir a industria de cana. Neste caso, a energia necessdria
aos processos de produgdo provém da queima do bagaco de cana, os
efluentes do processo e a biomassa resultante apds extragdo do
polimero podem ser utilizados como fertilizantes na plantagido da
cana e os solventes utilizados na purifica¢do do polimero séo deriva-
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dos da fermentac@o alcodlica, naturais e biodegradaveis, portanto,
sem representar impacto ambiental'®.

A tnica produg¢do industrial de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) a par-
tir de cana-de-agucar, utilizando essa producdo integrada em usina
sucroalcooleira, estd sendo realizada pela industria brasileira PHB
Industrial S.A. A resina, comercialmente conhecida como Bio Cycle,
estd sendo produzida em escala-piloto e destinada a universidades,
empresas e centros de pesquisa e desenvolvimento. Até 2005, a em-
presa pretende produzir cerca de 10 mil toneladas por ano. Os custos
de producdo da PHB industrial sdo os menores do mundo. Enquanto
na Europa o polimero € produzido a US$ 10-20/kg, no Brasil esses
custos estdo entre US$ 2,5 — 5/kg, porém ainda cerca de 4 a 5 vezes
o custo dos polimeros convencionais!+'¢.

Como R. eutropha, o microorganismo utilizado industrialmente,
ndo € capaz de assimilar sacarose, ¢ necessdria a inversdo prévia
deste substrato, o que aumenta os custos de produ¢do. Com o objeti-
vo de desenvolver uma cepa derivada da R. eutropha DSM 545 com
a capacidade de crescer em meio com sacarose como Unica fonte de
carbono, Fava'” construiu a cepa R. eutropha 290/sac. Os resultados
demonstraram a habilidade desta nova cepa em consumir sacarose,
embora sua eficiéncia de crescimento e producdo de P(3HB) fosse
relativamente inferior em relacdo ao que € produzido utilizando-se
glicose e frutose como substratos. Nos estudos em frascos agitados,
utilizando glicose e frutose, foram obtidas velocidade especifica
mdxima de crescimento de 0,29 h'' e quantidade de P(3HB) equiva-
lente a 79% do peso seco celular, enquanto em sacarose obteve-se
velocidade especifica maxima de crescimento de 0,24 h'' e P(3HB)
com apenas 58% do peso seco. O autor sugere que novos melhora-
mentos possam aumentar o desempenho da cepa construida. Em vis-
ta do menor custo da sacarose como fonte de carbono, mais estudos
com essa cepa poderiam levar a significantes redugdes dos custos de
produgao.

Gomez et al."® avaliaram a eficiéncia de produgdo de PHA’s por
diversas bactérias gram-negativas, isoladas do solo de plantacdes de
cana-de-agucar. As culturas foram realizadas sob limitac@o de nitrogé-
nio e utilizando como carboidratos sacarose, glicose e frutose. Quan-
do foi usada sacarose, alguns microorganismos mostraram valores de
rendimento global de carboidrato em produto, Y°, , maiores que em
glicose e/ou frutose. Os autores explicaram o fato afirmando que a
mesma massa de sacarose gera 5% mais acetil-CoA e, por conseqiién-
cia PHA, que glicose e frutose. Entre os microorganismos isolados, a
Burkholderia sp. IPT 101 foi capaz de acumular 75% do seu peso
seco em P(3HB) a partir de glicose mais frutose e 69% a partir de
sacarose, com uma eficiéncia maior que 80% do méximo rendimento
tedrico, que € de 0,48 g/g quando se utiliza glicose e/ou frutose, de
acordo com Yamane", e 5% maior, de 0,5 g/g quando se usa sacarose.
A bactéria ainda foi capaz de crescer com velocidade especifica de
crescimento (0,4 — 0,45 h'), maior que R. eutropha (0,3 h).

A produgio de P(3HB) a partir de hidrolisado de bagago de cana,
residuo da industria sucroalcooleira, utilizando B. sacchari, também
estd sendo estudada como forma de reduzir os custos de produgio
do polimero'.

Alcaligenes latus é um microorganismo que produz P(3HB) as-
sociado ao seu crescimento, mesmo em condi¢des de nao limitagdo
de nitrogénio, porém, normalmente produz baixo conteido de
P(3HB), em torno de 50%%. Wang e Lee® estudaram o efeito da
aplicagdo de limita¢do de nitrogénio sobre a producdo de P(3HB)
por A. latus DSM 1123, a partir de sacarose. A limitagdo de nitrogé-
nio ocorreu quando a concentracdo de biomassa era de 76 g/L e,
ao final da fase de acumulo, obtiveram 111,7 g/LL de biomassa
seca, 98,7 g/L de P(3HB), correspondente a 88% e produtividade de
4,94 g/L h. Segundo os autores, esta alta produtividade foi princi-
palmente obtida porque durante a fase de actimulo, sob limitag¢do de
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nitrogénio, ndo houve crescimento celular, apenas produgdo de
P(3HB).

Melhorias no processo produtivo de P(3HB) por Alcaligenes latus
DSM 1123 a partir de sacarose como unica fonte de carbono, tam-
bém foram propostas por Grothe ef al.?'. Os autores investigaram o0s
efeitos da temperatura, pH inicial, concentra¢do de elementos tra-
¢os, tipo da fonte de nitrogénio e da razdo carbono/nitrogénio (C/N).
Nas melhores condigdes verificadas, obtiveram a producio de 63%
de P(3HB) com um coeficiente de conversdo de sacarose em biomassa
igual a 0,4 kg/kg.

O melaco € um subproduto industrial que tem sido largamente
utilizado como fonte de carbono em fermentacdes com leveduras
para produgéo de dlcool®. Além de ser mais barato que a glicose, o
melaco contém elementos tragos e vitaminas que podem ser usados
como potencializadores do crescimento?.

Melaco de cana foi usado como suplemento nutricional na pro-
dugédo de P(3HB) por R. eutropha DSM 545 crescendo em glicose™.
Os autores concluiram que a suplementacdo com melaco de cana em
concentragdes de 0,3% maximizou a producdo de P(3HB), pois au-
mentou a formagdo de biomassa na fase de crescimento ndo-limita-
da, resultando em maior quantidade de células para acimulo de
polimero.

Liu et al.*® estudaram a produ¢do de P(3HB) por E. coli
recombinante HMS174/pTZ18u-PHB, utilizando melago de beter-
raba hidrolisado como tinica fonte de carbono. A cultura foi realiza-
da em batelada alimentada e resultou em 39,5 g/L de peso seco celu-
lar, 80% de P(3HB) com produtividade de 1 g/L h. Relataram que a
concentragdo de melago teve efeito significante na sintese de P(3HB)
e no crescimento das células. No estudo, a concentracdo de melago
no meio foi gradualmente aumentada de 26,5 para 144 g/L. Obser-
vou-se que a biomassa residual foi inibida pela alta concentragdo de
melaco, enquanto o conteido de polimero aumentou até o final da
cultura, ou seja, altas concentragdes de melago resultaram em altos
contetidos de P(3HB).

Pinto* comparou o crescimento de R. eutropha DSM 545 em
glicose e em acticar invertido, em culturas em frascos agitados. Con-
cluiu que as velocidades especificas de crescimento celular obtidas
para os dois substratos foram bastante similares, indicando que R.
eutropha é capaz de se desenvolver tdo bem em agucar invertido
quanto em glicose, podendo dessa forma ser um substituto de baixo
custo. Confirmando este estudo, Marangoni ef al.”> encontraram que
em acucar invertido, também em culturas em frascos agitados, a ve-
locidade especifica mdxima de crescimento de R. eutropha DSM
545 foi ligeiramente superior a obtida em glicose.

Uso de soro de leite

Soro de leite ¢ um grande efluente da inddstria de laticinios,
resultante da fabricacdo de queijo ou caseina, representando cerca
de 80-90% do volume de leite transformado®. Uma vez que o soro
de leite € rico em nutrientes, sendo a lactose seu maior constituinte,
apresenta-se como outra alternativa de substrato de baixo custo na
producdo de PHA's.

Wong e Lee” estudaram a producéo de P(3HB) em culturas de
alta densidade de células de Escherichia coli recombinante
GCSC 6576, em batelada alimentada, utilizando soro de leite con-
centrado como fonte de carbono. Obtiveram 87 g/L de células e 69 g/L
de P(3HB), perfazendo um total de 80% de polimero com produtivi-
dade de 1,4 g/L h. Apesar de terem obtido valores de concentracdo e
produtividade de polimero menores que com fontes puras de carbo-
no, relataram que sua producdo pode ser econdmica principalmente
se incorporada a uma industria de laticinios, agregando valor ao
efluente. Embora tenham conseguido boas concentragdes de P(3HB),
o meio de cultura precisava ser constantemente removido, devido a
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limitacdo volumétrica do fermentador causada pela baixa solubili-
dade da lactose na solug@o de alimentacdo (210 g/L), se comparada
a da glicose (700 — 800 g/L).

Para tentar resolver esse problema de remocdo do meio de cultu-
ra, Kim? estudou a produgio de P(3HB) por E. coli recombinante
GCSC 6576 em soro de leite ndo concentrado, tentando controlar a
biossintese do polimero fazendo com que as células comegassem a
produzir mais cedo durante a cultura e acumulassem mais P(3HB)
sem precisar remover o meio de cultura. Assim, realizou fermenta-
¢des com e sem limitagdo de oxigénio. Na cultura com limitacio
obteve 80% de P(3HB) com produtividade de 0,48 g/L h, enquanto
na cultura sem limitagao obteve 57% de P(3HB) com produtividade
de 0,9 g/LL h. Embora E. coli ndo necessite de limitagdo de nutriente
para produzir o polimero, na condic¢éo de oxigénio insuficiente hou-
ve aumento da producgdo de P(3HB), por diminuicdo da velocidade
de crescimento celular.

No mesmo intuito de desenvolver estratégias para producdo de
P(3HB) a partir de soro de leite sem remocao do meio de cultura,
Ahn et al.*® conseguiram resultados ainda melhores. Desenvolveram
uma nova estratégia para producido de P(3HB) utilizando E.coli
recombinante GCSC 4401 crescendo em solucdo de soro de leite
altamente concentrado (280 g/L de lactose), com controle apropria-
do da concentragdo de oxigénio dissolvido. Durante a fase inicial
ativa de crescimento de E. coli, na qual o fornecimento suficiente de
oxigénio € importante para conseguir concentragdes finais elevadas
de células e polimero, mantiveram a concentragdo de oxigénio dis-
solvido em 40%. Na fase seguinte, de maior actimulo de polimero, a
concentra¢do de oxigénio dissolvido foi diminuida primeiramente
de 40 para 30% e depois para 15%. Dessa forma, obtiveram 119,5 g/L
de c€lulas, 96,2 g/L. de P(3HB) num total de 80% do peso seco, com
alta produtividade de 2,57 g/L h, sem remogdo do meio de cultura.
Os resultados mostraram que altas concentracdes de células e
polimero podem ser obtidas pela otimizag¢do do tempo e forma de
reduc¢do do oxigénio dissolvido em cultura de E. coli, além de de-
monstrar que P(3HB) pode ser eficientemente produzido a partir de
um efluente altamente poluente como o soro de leite.

O crescimento de R. eutropha DSM 545 em lactose hidrolisada®
e em soro de leite” foi investigado. A bactéria mostrou-se capaz de
se desenvolver muito bem em ambos substratos, sendo que, em lactose
hidrolisada, observaram-se duas fases distintas de crescimento, a
primeira correspondente ao consumo de glicose e a segunda, ao con-
sumo da galactose, com velocidades especificas maximas de cresci-
mento de 0,2 e 0,11 h'!, respectivamente. Quando o soro de leite foi
utilizado como unica fonte inicial de carbono, com adi¢des de agu-
car invertido e 4cido propidnico, na forma de pulsos, observou-se
uma fase de crescimento exponencial, com velocidade especifica
méxima de 0,23 h'!, bastante similar aos resultados com R. eutropha
crescendo em outros substratos, como glicose e actcar invertido.
Apesar de ter produzido pouco contetido de polimero, em torno de
37%, a fracdo de unidades 3HV foi bastante elevada, 38%, com ren-
dimento de conversdo de propionato em unidades 3HV de
0,22 mol mol™'. Estes resultados sugerem a possibilidade da existén-
cia de precursores de 3HV no soro de leite e mostram que o soro de
leite € uma alternativa interessante para a producdo de PHA’s, com
composicao atrativa comercialmente, também utilizando R. eutropha.

Uso de dleos e gorduras

Outro estudo visando a reducéo de custos de producéo de PHA’s
usa 6leos vegetais, que sdo produtos agricolas renovdveis e de baixo
custo.

Fukui e Doi* estudaram a capacidade de R. eutropha H16 cres-
cer e produzir PHA’s a partir de 6leos vegetais como 6leo de oliva,
de milho, dendé e acido oleico como unicas fontes de carbono. Os
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resultados mostraram que a bactéria cresce muito bem nesses
substratos, acumulando alto teor de P(3HB), entre 79-82% de seu
peso seco.

Utilizacdo de diferentes nutrientes limitantes na producio de
PHA’s

O acumulo de polimero pelos microorganismos € favorecido pela
limitacdo de um nutriente como oxigénio, magnésio, potdssio, enxo-
fre, nitrogénio ou fésforo®. O nitrogénio e o fsforo tém sido os ele-
mentos mais estudados como nutrientes limitantes, sendo analisadas
tanto estratégias em caréncia como com alimentacdo do nutriente na
fase de acimulo, visando a mdxima producéo de polimero3>+31-35,

Ramsay et al.® utilizaram limitacdo de nitrogénio em cultura de
R. eutropha DSM 545. Para tanto, usaram glicose como tnica fonte
de carbono, em concentragdo inicial de 30 g/L e sulfato de amonia
como fonte de nitrogénio em concentragio inicial de 9 g/L. Assim
que esses substratos foram totalmente consumidos, houve sua repo-
sicdo ao nivel inicial. Apds a segunda exaustdo, apenas glicose foi
adicionada continuamente ao reator para manter sua concentracio
entre 5 e 16 g/L. Assim, os autores obtiveram produtividade maxima
de P(3HB) de 2 g/L h.

O efeito da alimentagio de amonia na fase de producio de P(3HB)
por A. eutrophus H16, em batelada alimentada foi investigado®'.
Quando uma baixa concentracdo de amonia foi adicionada a uma taxa
de 0,00065 g/h, a produtividade de P(3HB) aumentou de 0,1 g/LL h
para 0,99 g/L h, durante as 10 h em que a amdnia foi adicionada.
Estes valores sdo duas vezes maiores que os obtidos sob caréncia de
amonia. Apds 29 h de fermentacdo, cessou-se a adicdo de amonia
sendo que, neste instante, o teor de P(3HB) era 62% do peso seco
para a cultura com alimentagio e 42,5% para a cultura em caréncia.
Esses resultados mostraram que a alimentagdo de amonia durante a
fase de produgdo de P(3HB) pode aumentar o aciimulo de polimero.
Este trabalho confirma os resultados anteriormente obtidos por Suzuki
et al®, em que a alimentagéio com pequena quantidade de amonia
durante a fase de acimulo, em culturas de Protomonas extorquens,
resultou em mais rapido aumento do contetido de P(3HB) que em
culturas com deficiéncia de amonia. Por outro lado, uma alimenta-
¢do excessiva de amonia causou ndo s6 degradag¢do do P(3HB) acu-
mulado, mas também reduziu a atividade microbiana de sintese do
polimero pelo microorganismo.

Estratégias de caréncia e alimentacdo com nitrogénio e caréncia
de fésforo durante a fase de producdo de P(3HB) por R. eutropha
DSM 545, em batelada alimentada, foram estudadas por Aragdo®.
Com relacdo ao teor de P(3HB) obteve 51, 73,5 e 60% nas culturas
em caréncia de nitrogénio, alimentacio de nitrogénio e caréncia de
féstoro, respectivamente. Por outro lado, os valores de conversao de
glicose em polimero e produtividade foram maiores para a cultura
em caréncia de fésforo, obtendo 0,42 Zpsuin) Setose € 2521 g/L h con-
tra 0,33 e 0,31 gPGHB)/gg“wSCe 0,45 e 1,16 g/L h para as culturas em
caréncia e alimentacio de nitrogénio, respectivamente. O autor con-
sidera que a maior produtividade obtida sob caréncia em fésforo, em
relacdo a caréncia e alimentacdo de nitrogénio, se deve ao fato de
que o fésforo ndo participa diretamente da composicao de proteinas
das células e, dessa forma, sua limitacdo permite um crescimento
celular residual por algum tempo, uma vez que esse elemento faz
parte dos intermedidrios energéticos recicldveis (ATP/ADP), levan-
do a um acréscimo da producio de polimero.

Resultados obtidos por Pinto?, utilizando R. eutropha DSM 545
em batelada alimentada, com actcar invertido como tnica fonte de
carbono, também demonstraram valores de produtividade de P(3HB)
maiores nas culturas sob caréncia/limitagdo de fésforo que de nitro-
génio. No caso da limitacdo em nitrogénio, assim como Bitar e
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Underhill®', o autor relata que alimentagdo controlada durante a fase
de producdo permitiu obter maior produtividade de P(3HB) que sob
caréncia. Entretanto, as culturas sob caréncia/limita¢do de fésforo
obtiveram produtividades ainda maiores.

O efeito de vdrias estratégias de alimentagdo em nitrogénio na
producdo de P(3HB-co-3HV) em culturas de R. eutropha DSM 545
foi estudado por Aragdo ef al.**. Para a cultura sob caréncia em nitro-
génio obtiveram resultados compardveis aos de Ramsay et al.®, ou
seja, S mol% de 3HV por mol de PHA, enquanto as culturas com
alimentac@o de nitrogénio durante a fase de acimulo, mostraram-se
mais favordveis a produ¢do do copolimero, com produtividade de
0,72 g/L h, frac@o de 3HV final de 13 mol% e fator de conversao de
dcido propionico em 3HV de 0,15 mol,, /mol, . O fator de conver-

dc. prop.

sdo de propionato em 3HV teve valor méximo de 0,4 mol, /mol oo,
no inicio da fase de producdo, diminuindo continuamente até o final
da cultura. A andlise do fator de conversdo de glicose em polimero,
mostrou que uma fra¢@o do 4cido propidnico poderia, via acetil-CoA,
ser convertido em unidades 3HB por vias similares do metabolismo
da fonte principal de carbono. Dessa forma, a produgio do copolimero
foi favorecida pelo uso da estratégia de alimentacio de nitrogénio em
que o crescimento celular foi mantido, mesmo durante a fase de acimulo
de polimero. Nao s6 as taxas de produgdo foram melhoradas, como
também a composi¢ao molar do polimero que obteve maior fragdo de
unidades 3HV.

A utilizag¢@o de alimentagdo de fosfato durante a fase de actimulo
de P(3HB-co-3HV), mantendo uma pequena velocidade de cresci-
mento residual (r ) em Ralstonia eutropha DSM 545, de 0,02 gX1/L h,
aumentou o contetddo de polimero acumulado em relagdo a caréncia
do nutriente®.

A limitacdo de oxigénio, durante a fase de acimulo de P(3HB)
por E. coli recombinante XL1-Blue (pSYL107), contendo genes de
biossintese de PHA de A. eutrophus, foi relatada por Wang e Lee™®.
A cultura em batelada alimentada foi realizada utilizando glicose
como fonte de carbono. A concentracio de oxigénio dissolvido foi
mantida entre 1-3% de saturag@o de ar durante a fase de actimulo de
P(3HB). Sob essas condicdes os autores obtiveram 204,3 g/L de con-
centragdo de biomassa, 157,1 g/LL de P(3HB) correspondente a 77%
e produtividade de 3,2 g/L h.

Utilizacao de culturas com alta densidade de células na
producio de PHA’s

Culturas com alta densidade de células apresentam vantagens
como alta concentragio de produto, maior produtividade e redugio
dos custos de recuperag@o do polimero.

Kim et al.¥’, no intuito de melhorar a produtividade de P(3HB),
estudaram a produg@o de polimero por R. eutropha NCIMB 11599,
em batelada alimentada com alta densidade de células, utilizando
dois métodos para manter a concentracdo de glicose em um valor
6timo: um método usando a medida da taxa de evolugdo de CO,
(CER), em mol/h, por espectrometria de massa para estimar a con-
centracdo de glicose e outro, utilizando um analisador de glicose
“on-line”, que controlava diretamente a concentrag¢do de glicose no
meio de cultura. Segundo os autores, controlando a concentracdo de
glicose entre 10 — 20 g/L, o crescimento do microorganismo seria
otimizado, resultando em producdo mais eficiente de P(3HB). Tam-
bém estudaram o efeito da limitagdo de nitrogénio em diferentes
concentragdes de biomassa (30, 55 e 70 g/L) sobre a produgdo de
P(3HB). Encontraram os melhores resultados de concentragdo de
células, de P(3HB) e de produtividade com o analisador de glicose
“on-line” e limita¢do de nitrogénio, quando a biomassa era de 70 g/L.
Nessas condicdes, obtiveram 164 g/L de concentragdo celular, 121 g/LL
de P(3HB) correspondente a 76% do peso seco celular, com produ-
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tividade de 2,42 g/L , em 50 h. Testaram ainda a limitagio de nitro-
génio quando a biomassa era de 90 g/L, ja que obtiveram os melho-
res resultados quando a limitagdo ocorreu na maior concentragdo de
biomassa, porém a cultura mostrou-se instdvel, com baixa concen-
tracdo de polimero, devido a causas desconhecidas pelos autores.
Uma cultura sem o controle da concentracdo de glicose também foi
realizada para comparagdo dos resultados. Neste caso, a concentra-
¢do de glicose esteve entre 0-20 g/L e cada vez que o pH subia rapi-
damente como sinal da exaustio da glicose, ela era adicionada para
voltar a 20 g/L. Dessa forma obtiveram em 44 h, apenas 58 g/L de
concentragdo celular com 10 g/ de P(3HB), sendo que a limitagio
de nitrogénio ocorreu quando a biomassa era de aproximadamente
45 g/L. Assim, pode-se obter alta concentragdo e produtividade de
P(3HB) em culturas de A. eutrophus, controlando a concentragdo de
glicose e 0 momento da limitagdo do nutriente.

Culturas de A. eutrophus NCIMB 11599 em fermentador de 60 L,
regime de batelada alimentada com alta densidade de células, foram
estudadas por Ryu er al.®. Eles utilizaram limitagdo em fosfato em
vez de nitrogénio e controlaram a concentracdo de glicose, que ficou
entre 0 — 20 g/L, pela concentracdo de oxigénio dissolvido. Investi-
garam também o efeito da concentracdo inicial de fosfato na produ-
¢do do polimero. Em todos os casos, o teor final de P(3HB) obtido
foi de 80% do peso seco celular. Entretanto, a cultura com maior
concentracdo de fosfato inicial, 5,5 g/L, foi a que produziu maior
concentragdo de biomassa e de P(3HB), resultando em 281 g/L de
biomassa e 232 g/L. de P(3HB) com produtividade de 3,14 g/L. h em
75 h. Dessa forma, os autores mostraram que a quantidade de células
e P(3HB) produzida pode ser maior com o aumento da concentragio
inicial de fosfato. Para comparacio de resultados, os autores tam-
bém avaliaram uma cultura nas mesmas condigdes, porém com limi-
tacdo em nitrogénio. Entretanto, ndo conseguiram alta densidade de
células devido a significante lise das mesmas, causada pela toxicidade
da solucdo de NaOH excessivamente adicionada para controle de
pH. No caso de limitagdo em fosfato, a solucdo utilizada para con-
trole de pH foi amodnia e as células mantiveram boas condi¢des du-
rante toda a fermentaco, sem lise, o que pode ter contribuido para a
producdo de P(3HB) com alta produtividade™®.

Choi et al.* estudaram a produgdo de P(3HB) por E. coli
recombinante XL.1-Blue(pJC4) contendo genes de biosssintese de
PHA de A. latus. A cultura foi realizada em batelada alimentada com
glicose como fonte de carbono. Ao final, foram obtidos 194,1 g/L de
concentra¢do de biomassa, 141,6 g/L. de P(3HB), correspondendo a
73% de polimero, com alta produtividade de 4,63 g/L h. Assim, os
autores relataram que E. coli recombinante pode ser usada para pro-
ducdo de P(3HB), com alto nivel de competitividade econdmica.

Producao do copolimero P(3HB-co-3HV)

Uma vez que o P(3HB) € um material rigido e quebradico, a incor-
poracdo de unidades 3HV ¢ responsavel pela melhoria das caracteris-
ticas do copolimero P(3HB-co-3HV). Como resultado da incorpora-
¢do de unidades 3HV, ocorrem alteracdes de parametros, como niveis
de cristalinidade e ponto de fusdo, acarretando na diminui¢ao da rigi-
dez do polimero e no aumento da resisténcia ao impacto. Teores de
3HV entre 17 e 20 mol% permitem a obten¢do de um produto com
propriedades termopldsticas, que levam a maior aplicacdo do
polimero®. A partir de fontes de carbono como glicose e frutose,
Ralstonia eutropha produz apenas o homopolimero 3HB. Para a pro-
ducdo do copolimero, sdo necessdrios precursores como acido
propidnico ou valérico, que podem ser metabolizados a unidades 3HV'.

Utilizagdo de dcido propionico como precursor de unidades 3HV
A produgdo industrial do copolimero P(3HB-co-3HV) por R.
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eutropha é feita adicionando-se 4cido propidnico a cultura para a
incorporacdo de unidades 3HV. O teor de 3HV incorporado ao
polimero € controlado pela variacdo da razdo de glicose e dcido
propidnico da alimentacdo. E necessdrio um controle apropriado da
concentracio de propionato adicionado pois, se presente no meio
em concentracdes maiores que 0,1%, pode ser toxico ao microorganis-
mo e inibir a sintese do polimero’ .

Entretanto, a fracdo de 3HV incorporada ao polimero geralmen-
te € baixa, uma vez que, além de servir como co-substrato para uni-
dades 3HYV, o 4cido propidnico também pode ser assimilado para o
crescimento celular*!. O dcido propidnico € rdpida e eficientemente
degradado por células bacterianas, e seu uso, durante a fase de mul-
tiplicag@o celular, implica em maior desperdicio desse substrato,
impedindo que ele cumpra seu principal papel nesse processo, ou
seja, a sintese de unidades 3HV'.

O baixo teor de P(3HB-co-3HV) e produtividade sdo atribuidos
ao efeito toéxico do co-substrato, as estratégias improprias de ali-
mentagdo do dcido propidnico® e ao fato de que a maioria dos micro-
organismos apresenta baixo fator de conversao de acido propionico
em unidades 3HV*. Vidrios estudos tém sido realizados no intuito de
melhorar a producio de P(3HB-co-3HV). Ramsay et al.® estudaram
a producdo do copolimero por R. eutropha DSM 545 a partir de
glicose e 4cido propidnico, utilizando uma razao de alimentacao dci-
do propidnico/glicose (P/G) constante e igual a 0,33 mol/mol. Obti-
veram 17 g/l de P(3HB-co-3HV) contendo 5 mol% de unidades 3HV
com produtividade mdxima de 0,74 g/L h. Relataram que 0,1 g de
mondmero de 3HV foram produzidos para cada grama de dcido
propidnico metabolizado, correspondendo a uma conversdao molar
de 0,074 m0131-w/m015c_pmp:

Kim et al.* verificaram o efeito do dcido propidnico na produ-
¢do de P(3HB-co-3HV) por A. eutrophus ATCC 17699 a partir de
frutose e dcido propidnico, sob limita¢do de nitrogénio. Relataram
que o crescimento microbiano foi completamente inibido em con-
centracdes de dcido propidnico maiores que 1,5 g/l e que a maior
velocidade de producdo de unidades 3HV (0,06 g/g h) foi obtida
quando a concentrag@o de dcido foi de 0,5 g/L. Realizaram culturas
em batelada, mantendo essa concentragdo 6tima de dcido propiodnico
durante a fase de actimulo, e obtiveram mais de 70% de polimero
com fragdo de unidades 3HV de 50%.

Kim ef al.® também analisaram a producdo de copolimero em
batelada alimentada, com controle “on-line” da concentragdo de
glicose. No momento da limitagdo em nitrogénio, quando a biomassa
era de 60-70 g/L, a solucdo de alimentacdo foi alterada de glicose
para uma mistura de glicose e dcido propidnico com razdes P/G cons-
tantes variando de 0,17 a 0,52 (mol/mol). As concentracdes de
biomassa e P(3HB-co-3HV) finais diminuiram conforme aumentou
a razdo P/G. O teor de P(3HB-co-3HV) e a produtividade também
cairam, de 74 para 56,5% e de 2,55 para 1,64 g/L h, respectivamen-
te, com o aumento de P/G. A fragdo 3HV do copolimero aumentou
continuamente até 14,3 mol% com o acréscimo de P/G, entretanto,
a conversdo de dcido propidnico em 3HV caiu de 0,344 para
0,293 gmvlgéc_pmp_. Estes autores sugeriram que o baixo conteido de
PHA obtido com o aumento de P/G se deve ao fato de que a maior
quantidade de 4cido propidnico inibiu a sintese do polimero.

A produgdo de P(3HB-co-3HV), com R. eutropha DSM 545 a
partir de glicose e propionato de s6dio em batelada alimentada com
limitagdo de nitrogénio e baixa concentracdo de oxigénio dissolvido,
foi estudada por Lefebvre er al.*. A adi¢do de glicose e propionato de
sodio foi feita de maneira descontinua, através de pulsos. Quando o
teor de oxigénio dissolvido foi mantido entre 1 e 4% de saturacdo de
ar durante a fase de actimulo, a fragiio molar de 3HV obtida no polimero
foi de 27-31 mol% e a conversao de propionato em 3HV foi de 0,48 a
0,73 molmv/molpmp», enquanto no experimento controle com 50-70%
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de saturacdo de ar obtiveram-se valores menores, com 21 mol% de
3HV e conversdo de propionato em 3HV de 0,25 molmv/molpmp. Ambos
experimentos resultaram em teor de PHA de 75-80% do peso seco
celular, entretanto, a produtividade foi um pouco menor com a utiliza-
¢do de baixas concentracdes de oxigénio dissolvido. Os autores citam
que foi anteriormente demonstrado por Doi et al.*’ que, durante a fase
de acimulo do copolimero, R. eutropha incorpora o fon propionato,
via propionil-CoA a unidades 3HV apds sua condensagio com acetil-
CoA, enquanto as unidades 3HB sdo formadas pela condensacdo de
duas moléculas de acetil-CoA. No entanto, propionil-CoA pode per-
der um grupo carbonil gerando acetil-CoA, liberando CO, e assim
resultando em unidades 3HB. Sendo que essa conversio de propionil-
CoA a acetil-CoA requer 1,5 mol de oxigénio por mol de propionil-
CoA, Lefebvre et al.* sugerem que a baixa concentragio de oxigénio
dissolvido utilizado no estudo, limitou a descarbonilagio do propionil-
CoA, fazendo com que melhorasse sua conversao a unidades 3HV. Do
ponto de vista econdmico, esta estratégia levaria a reducao de custos
de produ¢do, uma vez que necessitaria de menos aeracao durante toda
a fase de acimulo, além de melhorar a conversdo de propionato em
3HYV, cujo custo € elevado para ser usado para producio de biomassa
ou de unidades 3HB.

Marangoni*® estudou diferentes estratégias de alimentagdo de 4ci-
do propidnico em diferentes substratos na produgdo de P(3HB-co-
3HV) com R. eutropha DSM 545, em batelada alimentada. Quando
utilizou soro de leite, a estratégia de alimentagdo do dcido propidnico
por pulsos obteve baixa produtividade porém, com grande fragdo de
unidades 3HYV, cerca de 38%, com conversdo de propionato em 3HV
de 0,22 mol,,, /mol, prop? sugerindo a possibilidade da existéncia de
precursores de 3HV no soro. Com agticar invertido, utilizou alimenta-
¢do de 4cido propidnico como regulacdo de pH, em pulsos de 1 g/LL e
de forma continua, sendo que as fragdes molares de 3HV obtidas fo-
ram 17,5 e 26 mol% 3HYV, respectivamente. Quanto aos fatores de
conversdo foi obtido 0,03 mol,, /mol, orop, PATA AS estratégias de
regulagdo de pH e pulsos, e 0,13 mol, /mol, orop, PATA A alimentagdo
continua, mantendo a concentracdo de dcido propidnico em
0,4 g/ no meio.

Os efeitos de diferentes estratégias de alimentagdo de acido
propidnico na produgio de P(3HB-co-3HV), com R. eutropha a par-
tir de glicose e limitagdo em nitrogénio, foram estudados por Du et
al.®. Experimentos em frascos agitados revelaram que o momento e
a concentra¢do de 4cido propidnico adicionado tém efeitos signi-
ficantes no crescimento celular, na sintese de copolimero e na fracao
3HV. Segundo os autores, quando o dcido propidnico foi adicionado
muito cedo, na fase de crescimento, inibiu o crescimento celular e o
acimulo de polimero, especialmente em altas concentragdes devido
ao seu efeito toxico, resultando em baixas concentragdes de biomassa
residual e concentra¢do de polimero. Por outro lado, quando a adi-
¢do foi muito tardia, grande quantidade de P(3HB) j4 havia sido
sintetizada pelas células e a incorporacdo de 3HV foi relativamente
baixa, pois a diminui¢do da sintese de polimero levou a fraca utiliza-
¢do do dcido propidnico. O momento 6timo de adicdo do 4cido foi,
entdo, no inicio da limitag¢do de nitrogénio e actimulo de polimero.
Neste caso, houve alta concentra¢do de polimero com alta fragdo
3HV ao mesmo tempo. Em geral, com o aumento da concentracdo
de 4cido adicionado, houve aumento da fragdo 3HV porém a biomassa
residual, a concentragio de copolimero produzido e a conversdo em
unidades 3HV decresceram.

Nos experimentos em batelada alimentada, Du ef al.* utilizaram
a alimenta¢d@o continua de dcido propidnico e glicose (P/G) na fase
de acumulo, pois a adi¢do em pulsos poderia causar uma elevada
concentragdo pontual no meio, levando a inibicdo do crescimento
celular e da formagdo de polimero. A fonte de nitrogénio foi adicio-
nada de forma a manter no meio uma razao carbono/nitrogénio igual
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a 50. Dessa forma, utilizaram-se diferentes razdes de alimentagdo
P/G. Uma baixa razdo P/G=0,1 levou a altas concentrac¢des de
biomassa, teor de P(3HB-co-3HV) e produtividade, porém baixa fra-
¢do de unidades 3HV. Uma maior razdo P/G= 0,2, por outro lado,
resultou em alta incorporacgio de unidades 3HV porém, baixo teor de
copolimero e produtividade. A velocidade especifica de produgio de
P(3HB-co-3HV) decresceu linearmente com o tempo, sendo que a
maior velocidade foi obtida com menor P/G, e a queda de produgdo
mais acentuada ocorreu em maior P/G, quando o acimulo de dcido
no meio pode ter inibido a sintese do polimero. A velocidade especi-
fica de formacdo de 3HV foi maior inicialmente em maior razio
P/G, na qual havia mais dcido propidnico inicial para a formacao das
unidades. Porém, o acimulo de acido no meio inibiu a atividade
metabdlica, resultando em rdpido declinio desta velocidade de for-
magdo. Os autores relatam que a capacidade das células utilizarem o
dcido propidnico decresceu com o tempo, sendo que a alimentacio
em razdes P/G constantes pode resultar em acimulo de 4cido, fato
que ndo s6 desperdica substrato caro como também inibe a sintese
do polimero. Assim, a partir destes resultados, desenvolveram uma
estratégia otimizada para a produg@o de copolimero. Nas primeiras
10 h de actimulo, utilizaram a maior razido de alimentagdo P/G, ou
seja, 0,2, nas 15 h seguintes utilizaram P/G = 0,15 e nas tltimas 10 h
utilizaram P/G = 0,1. Assim obtiveram 52,1 g/L. de biomassa, 40,8 g/LL
de P(3HB-co-3HV), perfazendo um total de 78,3% do peso seco
celular e fracdo molar de 3HV de 16,2 mol% com conversdo de
0,38 molmv/moléc_ prop.” Dessa forma, a estratégia otimizada levou a
minimiza¢do do actimulo de 4cido propidnico, aumento do teor de
copolimero, da produtividade, com fragdo de 3HV em teores desejd-
veis técnica e comercialmente, sendo uma maneira simples e efetiva
de produzir o copolimero sem desperdicio de dcido propidnico e
com reducdo de custos.

Utilizagdo de suplementos nutricionais

Alguns pesquisadores tém estudado o uso de suplementos
nutricionais, como dcido oleico no processo de producdo do
copolimero.

Choi e Lee® desenvolveram estratégias de cultura para produgao
de altas concentragdes de P(3HB-co-3HV), com diferentes fragdes
de 3HV por E. coli recombinante contendo genes de biossintesde de
PHA de A. latus. Utilizando apenas glicose e dcido propidnico
(20mM), obtiveram baixo teor de PHA (42,5%) com 10 mol% 3HYV,
converso de édcido propidnico em 3HV de 0,23 g /g orop. © grande
acimulo de 4cido propidnico no meio, o que pode ter sido a razao
para o relativo baixo teor de PHA obtido. Para estimular a assimila-
¢do do 4cido propidnico, foram feitos experimentos utilizando
indugdo com dcido acético e/ou suplementaciio com dcido oleico. A
indugdo com 4cido acético € a utilizagdo do mesmo como a Unica
fonte de carbono até determinado crescimento microbiano, quando
entdo se adicionam glicose e 4cido propionico. Neste caso, obtive-
ram 62,1% de PHA com 15,3 mol% 3HV. No caso da suplementagio
com &cido oleico, os autores relatam a producio de menos polimero
(41,8%), porém com maior fracdo de unidades 3HV (19,3 mol%).
Em ambos os casos, mesmo em menor proporc¢ao, houve acimulo
de 4cido propidnico no meio. Quando utilizaram dcido propidnico
na concentra¢do de 10 mM, acido acético e acido oleico, obtiveram
71,4% de polimero com 14,8 mol% de 3HYV, entretanto, os melhores
resultados foram obtidos quando se utilizaram concentracdes ainda
menores de dcido propidnico (5 mM) para reduzir o acimulo, além
da inducdo com 4cido acético e suplementacdo com dcido oleico.
Neste caso, os autores obtiveram em 55 h, 203,1 g/L de concentra-
¢do celular, 158,8 g/l de P(3HB-co-3HV) correspondente a 78,2%
do peso seco com 10,6 mol% de 3HV. O fator de conversdo de dcido
propionico em unidades 3HV obtido foi de 0,47 g, /g com
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produtividade de 2,88 g/L h. Assim, usando solugdo de alimentacdo
com baixa concentracdo de 4cido propidnico, foi possivel obter alta
concentragdo e teor de polimero, porém com menor fragdo de 3HV.
A indugdo com 4cido acético aumentou a concentracio de células,
de polimero e a produtividade, enquanto a suplementac¢ao com 4cido
oleico levou, principalmente, ao aumento da fra¢do 3HV no polimero.
A conversao do dcido propidénico em unidades 3HV aumentou bas-
tante com as estratégias utilizadas.

A influéncia da utilizagdo do 4cido oleico como suplemento
nutricional na producdo de P(3HB-co-3HV) em culturas de R.
eutropha DSM 545, a partir de agticar invertido, foi estudada por
Marangoni et al. . Obtiveram aumento da produtividade do polimero
de 0,14 para 0,28 g/L h e, também, aumento de polimero acumula-
do, de 18,3 para 28,3%, com a suplementagdo de 4cido oleico. En-
tretanto, ao contrario de Choi e Lee®, obtiveram menor fragéo de
unidades 3HV, com igual conversdo de dcido propidnico. Assim, re-
lataram que o 4cido oleico atuou como indutor de unidades 3HB, ja
que gera principalmente acetil-CoA, aumentando a producdo de
polimero, sem alterar a conversdo do acido propionico.

Utilizagdo de microorganismos recombinantes incapazes de
crescer em dcido propionico

O 4cido propidnico € adicionado como co-substrato precursor
de unidades 3HV na producdo do copolimero, porém, somente uma
pequena fracdo dele € incorporada dessa forma ao biopolimero, sen-
do que o restante € desviado para outras rotas metabdlicas, como
crescimento celular e formag@o de unidades 3HB.

Como o dcido propidnico ou o propionato de sédio sdo bem
mais caros que as outras fontes de carbono que podem ser consumidas
pelos microorganismos durante a fermentacdo, a otimiza¢do do seu
aproveitamento na forma de unidades 3HV no copolimero € de grande
importincia na reducdo dos custos de produgio®.

Lee et al.*' desenvolveram, a partir de A. eutrophus NCIMB 11599,
uma cepa mutante A. eutrophus BK-23, que € incapaz de assimilar o
dcido propidnico para o crescimento celular. As duas cepas foram com-
paradas quanto a habilidade de acumular P(3HB-co-3HV) e a compo-
sicdo do polimero produzido. Os experimentos foram realizados em
batelada alimentada utilizando a razdo de alimentacdo P/G de 0,21 e
limitagdo em nitrogénio. Niveis finais similares de contetddo de célu-
las e de copolimero foram obtidos para as culturas, entretanto, obser-
vou-se para a cepa mutante, uma fracao de unidades 3HV duas vezes
maior (22 mol%), enquanto para a cepa original foi menor que
10 mol%. A taxa de conversio de dcido propiénico em unidades 3HV
durante a fase de acimulo foide 0.4 g, /g orop, PAIA @ MUtante, contra
0,1 g,/8. orop, PATA A CCPA original. Assim, os autores relataram que
com essa cepa torna-se possivel produzir P(3HB-co-3HV) com maior
fragdo de unidades 3HV, usando menos 4cido propidnico.

Em estudo semelhante, Sartori®' obteve uma cepa mutante A.
eutrophus UV1, derivada de R. eutropha DSM 545, incapaz de cres-
cer em propionato, visando seu melhor aproveitamento para a
biossintese das unidades 3HV do copolimero. A cepa mutante UV1
acumulou 37 mol% de 3HV, enquanto a cepa original acumulou ape-
nas 8,6 mol% e se mostrou capaz de converter 60,7% de todo o
propionato fornecido a unidades 3HV, sendo que, nas mesmas condi-
¢des, a cepa original s6 converteu 18,5%. Além disso, a cepa mutante
ainda mantém, ou até supera, a capacidade de produgdo de polimero
total da cepa original. Dessa forma, esse novo mutante € apresentado
como tendo um 6timo potencial de aproveitamento industrial.

Outro microorganismo que estd sendo estudado para a produgao
de PHA’s € Burkholderia sp®. Burkholderia sp. IPT 101 € apresen-
tada como boa produtora de polimero, entretanto, a conversiao de
acido propidnico em unidades 3HV ¢ restrita a menos de 10% do
rendimento médximo tedrico, que € de 1,35g 3HV/g 4cido propidnico
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de acordo com Gomez et al.'®. No intuito de aumentar essa eficién-
cia de conversio e utilizacdo do dcido propidnico, Silva et al.* de-
senvolveram mutantes da Burkholderia sp IPT 101 incapazes de cres-
cer em dcido propidnico, mas ainda capazes de acumular unidades
3HV do 4cido. A mutante Burkholderia sp. IPT 189 e a cepa origi-
nal foram comparadas crescendo em biorreator com razdo de ali-
mentagdo de dcido propidnico e sacarose (P/S) de 0,44 para a cepa
original e de 0,09 para a mutante, ja que era esperado que a mutante
tivesse melhor utiliza¢do do dcido propidnico. Com a mutante IPT 189
obtiveram uma alta taxa de conversdo de dcido propidnico em unida-
des 3HV, de 1,2 ¢, /g orop ENQUANCO Para a cepa original obtive-
ram apenas 0,05 g, /g prop.” Entretanto, as células acumularam pouco
polimero, sendo cerca de 50% para a IPT 189 e 65% para a IPT 101.
Os autores sugerem que a elucidagdo dos mecanismos de decrésci-
mo do acimulo de PHA na cepa mutante pode levar a novos rumos
para garantir a reduciio de custos na produgdo de P(3HB-co-3HV)
usando esta mutante e aplicando estratégias adequadas de cultivo.

CONSIDERACOES FINAIS

As estratégias de producdo de P(3HB) e de P(3HB-co-3HV) aqui
abordadas, além de levarem a reducio dos custos de producdo dos
polimeros, também podem contribuir como base para novas pesqui-
sas e desenvolvimentos na drea.

Sendo a matéria-prima responsdvel por grande parte do custo
dos PHA's, a utilizac@o de substratos mais baratos ¢ uma importante
estratégia para reduzir os custos de producdo. Nesta drea, o Brasil
apresenta grande potencial de competitividade, com o uso dos deri-
vados da cana-de-agticar. O uso desses substratos e a utilizacdo de
outras estratégias complementares levam a significante redugio dos
custos de producdo de PHAs.

O momento da aplicagdo da limitagdo de nutriente exerce grande
influéncia sobre a produgdo de polimero e a alimentagio do elemen-
to limitante, durante a fase de actimulo, permite obter maior conteu-
do de polimero e produtividade. Quanto aos elementos limitantes, o
fosforo apresenta melhores resultados com R. eutropha e o oxigénio
melhora a produg@o por E. coli recombinante.

Na produg¢@o do copolimero, um dos fatores importantes € a ra-
zao P/G. O aumento dessa razdo leva a obtenc@o de maior fragdo de
unidades 3HV, porém as custas da diminui¢io do conteddo total de
polimero e da produtividade. E necessdrio utilizar uma razio proxi-
ma a 0,2 que resulte, a0 mesmo tempo, em um copolimero com fra-
¢iode 3HV desejada tecnicamente e com maior contetido de polimero
e produtividade, para que seja economicamente vidvel.

O 4cido propidnico, sendo um co-substrato de alto custo, preci-
sa ser eficientemente convertido a unidades 3HV para ndo ser des-
perdicado. Algumas estratégias desenvolvidas nessa drea indicam que
baixas concentragdes de oxigénio dissolvido durante a fase de
actimulo por R. eutropha resultam em melhor aproveitamento do
4cido propionico em unidades 3HV, ou seja, maiores fatores de con-
versdo. Ainda a utilizagdo de suplementos nutricionais como dcido
oleico aumenta a fracdo 3HV e a conversdo do 4cido propidnico em
E. coli recombinante. A utilizacdo de microorganismos incapazes de
crescer em 4cido propidnico aumentou bastante a conversao do 4ci-
do em unidades 3HV e parece ser um caminho bem promissor na
busca da redugdo de custos na produgdo do copolimero.

Dessa forma, o desenvolvimento de melhores estratégias de pro-
ducdo de PHA’s estd conseguindo, aos poucos, diminuir os seus cus-
tos, tornando-os mais competitivos. Este fato, aliado a necessidade
de preservacdo ambiental, a maior conscientizacdo da populacgio e
as importantes e diferenciais caracteristicas dos PHA’s, permitird que,
em futuro préximo, seu uso seja ampliado e os pldsticos
biodegraddveis possam estar presentes nas mais diversas aplicagdes.
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