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BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTION OF POLYHYDROXYALKANOATES IN BRAZIL FOR BIODEGRADABLE
POLYMERS. In recent years, several studies have been developed in Brazil to produce biodegradable materials. A particular family
of bacterial polymers, the polyhydroxyalkanoates (PHA), has received special attention. PHAs are thermoplastic, biodegradable,

biocompatible, are synthesised from renewable resources and can substitute petrochemical plastics in some applications. Different

aspects have been focused to increase productivity and to reduce the cost of PHA production: bacterial improvement, use of industrial

by-products as raw material, bioreactor design, process operation strategies, downstream process, mathematical modelling, polymer

characterisation, application and biodegradability of blends. A production process was transferred to industry and studies to produce

new PHA by controlling monomer composition are in progress. All these aspects are presented in this review.
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INTRODUCAO

O avanco do prego internacional do barril de petréleo, a insta-
bilidade da situagdo geopolitica das regides detentoras das grandes
reservas mundiais e o consenso mundial da necessidade do desen-
volvimento de tecnologias de baixa emissdo de gases de efeito es-
tufa, como o CO,, tém apontado para a possibilidade real da explo-
racdo de matérias-primas como fontes renovaveis de insumo para a
biossintese de intermedidrios e de produtos quimicos finais.

A experiéncia da utilizagdo de etanol como combustivel e o in-
centivo atual a producio de biodiesel sio exemplos concretos do uso
de matérias-primas renovédveis em substituicdo a derivados de petr6-
leo. Além do suprimento de necessidades energéticas, a segunda maior
demanda pelo uso de derivados de petr6leo como matéria-prima con-
siste na producio de polimeros. E desnecessério salientar os enor-
mes problemas ambientais e de logistica que as alternativas atuais
de incineracdo, aterramento e reciclagem destes polimeros t€ém cau-
sado as sociedades desenvolvidas e em desenvolvimento.

Uma vasta gama de alternativas biodegraddveis t€ém sido pro-
postas para mitigar o problema. As matérias-primas utilizadas po-
dem ser totalmente renovdveis, como € o caso dos poli-
hidroxialcanoatos bacterianos (PHA)'? e o polilactato proposto pelo
consércio Dow-Cargil®, ou ndo renovaveis, como as alternativas da
Showa Highpolymer do Japao* e da BASF°. Os principais precurso-
res para sintese desses ultimos polimeros poderdo, em um futuro
proéximo, também vir a ser produzidos via microbioldgica, a partir
de matérias-primas renovaveis. Os poli-hidroxialcanoatos bacterianos
constituem uma classe de polimeros bastante estudada no pais e pos-
suem as caracteristicas de biodegradabilidade e de renovabilidade.

Dois componentes sdo preponderantes na determinagdo do preco
dos polimeros produzidos a partir de matéria-prima renovavel e sdo
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imperativos para garantir uma competi¢do com polimeros de origem
petroquimica: custo da matéria-prima e energia, bem como de inves-
timento de capital para implantacdo de uma unidade industrial de pro-
dugio®. Na questdo do custo da matéria-prima e energia é amplamente
reconhecida a vantagem competitiva do nosso pais devido suas condi-
¢oes edafoclimdticas favordveis e grande extensdo territorial (potenci-
al de produzir biomassa). Resta, portanto, converter estas vantagens
competitivas em processos de alto desempenho e economicamente
diferenciados. Dentro deste quadro, nos ultimos anos houve um esfor-
¢o, no Brasil, realizado por diversos grupos de pesquisa para viabilizar
a producdo de PHA, apresentados retrospectivamente nesta revisao,
baseada em publicagdes completas envolvendo pesquisadores nacio-
nais.

A partir de um projeto conjunto entre um instituto de pesquisa, a
universidade e o setor privado, em 1991, houve um estimulo ao estu-
do da producao de diversos pldsticos biodegraddveis no pais™!"', com
enfoques diversificados. Um grande esfor¢o foi realizado'**' e re-
sultou no desenvolvimento de processo de producdo de PHB e PHB-
co-HV, dois polimeros da familia dos PHA, a partir de sacarose como
fonte de carbono principal, que foi transferido para a empresa PHB
Industrial S/A%, havendo no momento diversos trabalhos de carac-
terizagdo e aplicagdo dos PHA.

POLI-HIDROXTALCANOATOS (PHA)

O termo PHA (Figuras 1 e 2) € aplicado a uma familia de poli-
ésteres acumulados por diversas bactérias, na forma de granulos
intracelulares de reserva de carbono, energia e equivalentes redu-
tores®?*. Em geral, a sintese de PHA por bactérias em um meio
nutritivo ocorre quando hd excesso de fonte de carbono e a limita-
¢30 de pelo menos um nutriente necessdrio a multiplicacdo das
células (N, P, Mg, Fe etc.)!».

Estes polimeros despertam grande interesse, pois sdo
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Figura 1. Células bacterianas contendo granulos de polimero biodegraddvel,
da familia dos poli-hidroxialcanoatos (PHA) no seu interior (fotomicrografia
eletronica)
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Figura 2. Formula quimica geral dos PHA. n pode variar de 1 a 3. Quando o
grupo R forigual a H, CH, CH,CH , para n=1, os PHA sdo classificados como
PHAscl (“short chain length”), ou seja, compostos por monémeros de cadeia
curta. Quando R = (CH,),CH ,a (CH,) CH , os mondmeros sdo considerados de
cadeia média, constituindo os PHAmcl (“medium chain length”)

termoplasticos, biodegraddveis, biocompativeis e podem ser sinte-
tizados a partir de matérias-primas renovaveis pela agricultura®
2128 Suas propriedades permitem que sejam utilizados como subs-
titutos dos pldsticos convencionais, de origem petroquimica, em
algumas aplicacdes®. As propriedades do polimero, bem como suas
aplica¢des, dependem de sua composi¢do monomérica®. Por outro
lado, a producdo de PHA depende da natureza quimica da matéria-
prima oferecida como fonte de carbono a bactéria, bem como das
vias metabdlicas que esta possui. Em diversas etapas do metabo-
lismo, a partir da fonte de carbono, a bactéria pode gerar interme-
didrios na forma de hidroxiacil-CoA, os quais serdo reconhecidos
e polimerizados pela enzima PHA sintase, presente nas bactérias
capazes de acumular estes materiais (Figura 3).

A PHA sintase € a enzima chave para a biossintese de PHA, uma
vez que sua especificidade pelo substrato definird a natureza do
polimero final. Quatro classes de PHA sintases jd foram descritas®,
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Figura 3. Fatores que influenciam na sintese de PHA por bactérias
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das quais sdo destacadas aqui as PHA sintases da classe I, capazes de
polimerizar unidades de hidroxiacil-CoA com cadeia curta (3-5 dto-
mos de carbono) e as de classe I, especificas para mondmeros de
cadeia média (6-14 dtomos de carbono). Definem-se assim dois gran-
des grupos de PHA gerados por estas enzimas: PHAscl (“short chain
length””) e PHAmcl (“medium chain length”)®. Enquanto o primeiro
grupo apresenta propriedades termopldsticas, o segundo apresenta-se
como elastdmero, o que diferencia suas aplicagdes. Assim, hd grande
potencial para produzir PHA bacterianos com diferentes composicoes
e propriedades diversas. Mais de 150 hidroxialcanoatos distintos ja
foram identificados como constituintes de PHA bacterianos®?!. Por
esta razdo, o dominio sobre o processo de sintese pode permitir a
producdo de PHA sob medida para as aplicacdes que se desejar. O
primeiro polimero da familia dos PHA a ser estudado foi o
homopolimero poli-hidroxibutirato (PHB), cujas propriedades
termopldsticas foram logo em seguida modificadas pela producdo do
copolimero de poli-hidroxibutirato e hidroxivalerato (PHB-co-HV)®.

POLI-HIDROXIBUTIRATO (PHB)

PHB ¢ um homopolimero composto por unidades monoméricas
de quatro atomos de carbono. O impulso para este estudo ocorreu no
inicio da década de 90, quando teve inicio o projeto “Produgdo de
plasticos biodegraddveis a partir de cana-de-aguicar, por via
biotecnoldgica” que foi desenvolvido em cooperacdo pelo Laborat6-
rio de Biotecnologia do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado
de Sao Paulo (IPT), o Centro de Tecnologia da Copersucar e o Institu-
to de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (este, asso-
ciado a Universidade Federal da Paraiba)'®??, utilizando recursos do
Programa de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico da
Financiadora de Estudos e Projetos (PADCT- Finep)'$+%.

Tanto este trabalho pioneiro, como aqueles desenvolvidos a par-
tir de entdo, por outros grupos de pesquisa, direcionaram seus esfor-
¢os para os seguintes temas-chave para a produciio de PHA a custos
reduzidos: obtencdo de microrganismos eficientes no acimulo de
PHA; produgdo destes materiais pelo uso de matérias-primas de bai-
X0 custo no pafs e renovaveis pela agricultura; aumento de produti-
vidade, pelo cultivo microbiano a alta densidade celular; busca de
reatores alternativos e, adequacdo das caracteristicas do produto pela
modulagido da massa molar. No que se refere a produciao de PHB, as
abordagens adotadas no pais estdo comentadas a seguir.

A busca por microrganismos eficientes na producao de PHB a
partir de diferentes matérias-primas

A busca em colegdes de microrganismos por linhagens capazes de
produzir PHB a partir de sacarose em PHB trouxe resultados
insatisfatorios, pois algumas, embora capazes de utilizar a sacarose,
realizavam sua conversdo a polimero de modo ineficiente, enquanto
outras, embora capazes de acumular eficientemente alta quantidade
de PHB a partir de glicose e frutose, eram incapazes de crescer em
sacarose™. Para contornar este problema, nos primeiros trabalhos de-
senvolvidos no Brasil duas linhas foram adotadas para se ter bactérias
utilizadoras de sacarose: o isolamento e sele¢io de bactérias de diver-
sos nichos ambientais e obten¢do de linhagens recombinantes. Parale-
lamente, para agilizar o desenvolvimento do processo de produg@o,
em biorreatores com tanques agitados mecanicamente, estudos utili-
zaram a linhagem padrdo Alcaligenes eutrophus DSM 545 (posterior-
mente denominada Ralstonia eutropha e, atualmente, Cupriavidus
necator). Posteriormente, diversos materiais, incluindo residuos in-
dustriais foram testados para a producdo de PH, utilizando tanto li-
nhagens isoladas da natureza, como modificadas geneticamente.



1734 da Silva et al.

Producdo de PHB por Ralstonia eutropha

O processo proposto de produc@o de polimero previa a condugio
de duas etapas distintas: uma deveria favorecer o crescimento celu-
lar, atingindo altas concentragdes e, a0 mesmo tempo, assegurar baixa
sintese de PHA; inversamente, na segunda etapa, o processo bloque-
aria o desenvolvimento celular e faria com que as células acumulas-
sem o maximo possivel de produto’. Para se obter alta densidade
celular pesquisadores® propuseram um cultivo de A. eutrophus com-
posto de duas etapas: a primeira, caracterizada por excesso da fonte
de carbono (sacarose invertida) e outros nutrientes essenciais, atra-
vés de bateladas sucessivas, resultando em um crescimento celular
exponencial com velocidade especifica maxima de crescimento de
0,32 h', 25,8 g/L de biomassa, com baixo teor de polimero (6%) e
produtividade em célula de 4,4 g/LL h. Uma segunda etapa, consistia
de uma batelada alimentada com vazao constante e limitagdo na fonte
de carbono, procurando manter a produtividade méxima em c€lulas
e oxigénio dissolvido acima de 15% da saturagdo. O resultado glo-
bal levou a producao de 80,5 g/L de biomassa com 3,5% de polimero
e produtividade em células de 3,1 g/L h*3.

Estudando as condigdes de produgdo de poli-B-hidroxibutirato
(PHB) por R. eutropha em agucar invertido sob limitacdo de nitro-
génio¥, observou-se que a alimentac@o controlada de nitrogénio
na fase de produgdo permite obter uma produtividade mais elevada
(0,23 g/L h) que aquela obtida na cultura sob caréncia em nitrogé-
nio (0,16 g/L h).

Outro aspecto relevante na producdo de PHA € o fato que suas
propriedades e aplicagdes dependem diretamente da massa molar
e distribui¢do monomérica®.

Foi estudada a influéncia do aporte de fonte de carbono na massa
molar e no teor de PHB acumulado por R. eutropha®¥. Ensaios per-
mitiram determinar uma velocidade especifica mdxima de aporte de
fonte de carbono (0,63 ga‘;l,m/gcel_res h) para se alcangar uma massa molar
maéxima (1,3x10° Da) com alta velocidade especifica de acdmulo (0,16
o/ - A variagdo da concentragdo de fosfato e magnésio durante
a fase de acimulo também indicou a possibilidade de se melhorar o
teor do PHB na célula e a massa molar do polimero produzido.

Na busca por matérias-primas alternativas de baixo custo para a
producdo de PHB, Marangoni e colaboradores* estudaram R.
eutropha DSM 545 em frascos agitados, onde foram testados lactose
hidrolisada, agticar invertido e d4gua de maceragdo de milho sob dife-
rentes temperaturas (30 e 34 °C), sugerindo-se a dgua de maceragao
de milho como alternativa vidvel como fonte de nitrogénio.

Producdo de PHB por outras linhagens bacterianas

Amostras de solo de canavial do estado de Sdo Paulo foram
coletadas e submetidas a uma metodologia entdo desenvolvida para
isolamento e selecdo de bactérias capazes de produzir PHB a partir
de diversas fontes de carbono, tais como, sacarose, glicose, frutose™.
Cerca de 80 linhagens capazes de acumular polimero (PHA*) fo-
ram comparadas com linhagens de referéncia (Alcaligenes
eutrophus, A. latus, Pseudomonas saccharophila), as quais utili-
zam sacarose com baixa eficiéncia de conversdo a PHB ou sdo
incapazes de utilizar diretamente este carboidrato*. A eficiéncia
de conversdo global de carboidratos (Y,,.) em células e polimero
foi comparada no sentido de selecionar linhagens de crescimento
rdpido e alta capacidade de actimulo de PHA a partir destas fontes
de carbono®. Duas linhagens destacaram-se, denominadas IPT044
e IPT 101, por serem boas produtoras de PHB a partir de sacarose,
acumulando mais de 80% da biomassa celular na forma de polimero,
com desempenho comparavel ao da linhagem de referéncia, A.
eutrophus, com a vantagem de hidrolisar eficientemente a sacarose®.

Estudos posteriores indicaram que IPT 101 se tratava de uma
nova espécie, ou seja, tendo sido proposto o nome Burkholderia
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sacchari®. Tal resultado corrobora a importincia do potencial
biotecnoldgico da biodiversidade brasileira.

O uso do hidrolisado de bagago de cana para a produ¢do de PHB
foi também estudado e, tanto B. sacchari IPT 101 como B. cepacia
IPT 048, mostraram-se capazes de utilizar xilose e hidrolisado de
bagaco produzindo PHB, com resultados bastante promissores quando
comparados aos de outros trabalhos da literatura**.

Em outro trabalho*, foram oferecidas 30 diferentes matérias-
primas a bactéria B. sacchari, avaliando-se a composi¢@o do polimero
produzido. O principal homopolimero produzido foi PHB. Acidos
valérico e propidnico, dlcool isopropilico e acido nonandico permi-
tiram o actimulo de unidades HV, além de HB, com possiveis tracos
de 3-hidroxiexanoato, 5-hidroxivalerato, 4-hidroxivalerato e 4-
hidroxibutirato, a partir de substratos relacionados. Como os produ-
tos obtidos se mostraram diferentes, em muitos casos, daqueles re-
latados na literatura para R. eutropha, os autores sugeriram que pode
haver diferencas metabdlicas entre as duas espécies e que hd neces-
sidade de identificar melhor a PHA sintase de B. sacchari, bem como
vias geradoras de hidroxiacil-CoAs para a sintese de polimeros. Para
isto, foram estudados mutantes de B. sacchari incapazes de acumu-
lar PHA, inserindo-lhes genes de Wautersia eutropha (phaCB, ), que
restituiram a capacidade de acimulo de PHA aos mutantes, indican-
do similaridade entre os genes das duas espécies”.

Microrganismos capazes de acumular PHB foram também iso-
lados de outras regides do pais. A partir de agroecossistemas de
plantacdes de cana-de-agicar do nordeste do Brasil, usualmente
fertirrigados com vinhaca, foram isoladas 82 bactérias PHB* utili-
zando derivados da cana, as quais pertenciam a 35 espécies dife-
rentes, com grande incidéncia de Pseudomonas. Os isolados foram
também avaliados quanto ao perfil de resisténcia a antibiéticos,
pelo método de diluicdo em meio de cultura sélido na presenca de
antibidtico, ja que, uma vez conhecida a sensibilidade do micror-
ganismo produtor, se pode selecionar os antimicrobianos a serem
aplicados para combater contaminantes sensiveis®. Esta aborda-
gem foi refinada por outros autores, que, apds determinarem a sen-
sibilidade do organismo produtor em métodos convencionais
(antibiograma e concentra¢cdo minima inibitéria ou MIC), avalia-
ram o efeito destes antibidticos sobre a velocidade de crescimento
e aciumulo do organismo produtor, com o intuito de selecionar
melhor os produtos para o combate a contaminantes®.

No sul do pais, trabalhos de isolamento permitiram selecionar,
a partir de cerca de 400 culturas obtidas de solo de floresta
subtropical, uma espécie de Ralstonia picketii capaz de acumular
PHB em meio contendo 5% de melago ou 10% de sacarose™.

Cerca de 50 linhagens de actinomicetos foram isoladas de solo e
avaliadas quanto a capacidade de acimulo de PHA a partir de fontes
de carbono de baixo custo como sacarose, glicerina e amido, entre
outras. Sete delas se destacaram, entre as quais Streptosporagium sp
CC1J pela ampla capacidade de utilizar as fontes de carbono testa-
das. Alguns dos isolados foram capazes de acumular mais de 90%
de sua biomassa em polimero, com predominio de PHB"'.

Foram também selecionadas duas linhagens produtoras de PHA
a partir de triglicérides, submetidas a limitacdo de fosfato e nitrogé-
nio. Cupriavidus necator apresentou fator de conversio de fonte de
carbono em biomassa celular (Y, ) de 0,56 g/g, fator de conversdo
de fonte de carbono em polimero (Y, ) de 0,22 g/g e teor de
polimero de 37% da biomassa e, B. cepacia com Y, . de 0,37 g/g,
Y e de 0,13 e teor de polimero de 34%”.

Uso de linhagens recombinantes

Na tentativa de ampliar o uso de matérias-primas diversificadas e
reduzir o custo de produgdo do polimero, os genes de A. eutrophus
DSM 545 foram introduzidos em linhagens de E. coli DH10B e IM101,
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bactérias bastante conhecidas e de ampla capacidade de utilizagdo de
fontes de carbono. Os recombinantes assim construidos foram testa-
dos frente a fontes de carbono de baixo custo, tendo-se obtido os me-
lhores resultados de acimulo quando misturas de amido e soro de
leite ou ainda amido, soro de leite e 6leo foram empregadas, sendo as
condi¢des em que os recombinantes acumularam até 68% da massa
celular na forma de polimero®**, o qual apresentou propriedades fisi-
co-quimicas similares as encontradas na literatura para o PHB*.

Linhagens recombinantes de A. eutrophus foram também obtidas
no pais, ja que simultaneamente ao isolamento de novas linhagens, a
partir dos anos 90, a outra linha de trabalho adotada no estudo pioneiro
de producdo de PHB a partir de sacarose de cana foi a constru¢do de
uma linhagem recombinante de A. eutrophus. Uma das limitacdes apre-
sentada por essa linhagem era sua incapacidade de utilizar sacarose e,
para a producdo a partir de agticar de cana ou melago, como foi 0 mode-
lo proposto inicialmente no pais, seu uso seria invidvel. Assim, foram
desenvolvidos trabalhos para tornar esta linhagem capaz de utilizar a
sacarose. Diversas bactérias sdo capazes de utilizar sacarose gragas a
um conjunto de genes organizados no que se denomina regulon-scr.
Pesquisadores da Universidade de S@o Paulo inseriram o regulon-scr de
Salmonella typhimurium em A. eutrophus, que se tornou capaz de cres-
cer e acumular até 60% de sua biomassa na forma de PHB. Embora
alguns pardmetros tenham se mostrado inferiores na linhagem
recombinante (e.g. velocidade especifica maxima de crescimento caiu
de 0,30 para 0,24 h'") a biomassa alcangada permaneceu da mesma or-
dem que a da linhagem selvagem®’. Esta abordagem se mostrou muito
mais efetiva que tentativas anteriores, feitas fora do pafs, para capacitar
A. eutrophus ao consumo de sacarose. Com este mesmo objetivo, outros
autores ja haviam inserido genes de Bacillus subtilis codificadores da
enzima levanase em A. eutrophus, que adquiriu a capacidade de hidrolisar
a sacarose, porém apresentou crescimento limitado, quer pela baixa efi-
ciéncia de transporte da sacarose para o interior da célula ou por incapa-
cidade de secretar a levanase para o meio®.

A obtengdo de mutantes foi também empregada para estudo e
controle da massa molar do PHB produzido por B. sacchari. Para isto,
Filipov® desenvolveu uma estratégia para obter mutantes desta linha-
gem incapazes de reconsumir intracelularmente o polimero acumula-
do e sugeriu a presenca de mais de uma via de degrada¢do de PHA.
Isto se torna relevante, tendo-se em conta que os granulos de PHA
acumulados pela bactéria constituem reservas intracelulares e que,
portanto, devem ser degradados e reconsumidos intracelularmente em
auséncia de outra fonte de carbono para o seu crescimento ou manu-
tengdo. Por outro lado, hd trabalhos que indicam que a sintese e a
degradac@o de PHA sdo processos que ocorrem simultaneamente na
célula, o que pode alterar a massa molar do polimero produzido®.
Sugere-se até que a alta massa molar de PHA acumulada por
Escherichia coli recombinante, contendo genes de A. eutrophus, se
deve & auséncia de despolimerases nesta bactéria®. Tendo ainda em
vista a facilidade de cultivo e velocidade de crescimento de E. coli,
outra estratégia empregada para gerar ferramentas para modular a massa
molar do polimero foi a inser¢do de genes da biossintese de PHA de
Ralstonia eutropha fusionados ao promotor pL do bacteriéfago A. O
emprego de promotores fortes do bacteriéfago A permite que se faga o
crescimento de E. coli e, aumentando-se em seguida a temperatura,
seja induzida a expressio do gene sob o controle do promotor. Nestas
condicdes, € desencadeada a sintese de PHA pois ocorre a inativagdo
do repressor Acl, que impedia esta sintese de PHAS'.

A influéncia de rotas metabdlicas na distribuicdo de pesos
moleculares de PHA produzido por A. latus foi estudada, tendo
sido implementadas duas rotas na forma de modelos estruturados e
suas distribuicdes de pesos moleculares foram obtidas a partir de
simulagdes, em batelada. Os resultados mostram que € possivel
correlacionar o mecanismo de polimerizagdo enzimdtica com a
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distribuicao de pesos moleculares do polimero formado®.

Para controlar a composi¢io do polimero, foram comparadas as
seqliéncias de genes codificadores da enzima PHA sintase de
Chromobacterium violaceum, R. eutropha e diversas Pseudomonas,
propondo sitios a serem mutados no gene, modificando a especificidade
da enzima para, assim, incorporar diferentes mondmeros®*.

Uso de biorreatores alternativos para a producdo de PHB

Os estudos de processo de produgdo comentados anteriormente
foram baseados no uso de biorreatores com tanques agitados e aerados
mecanicamente. Na busca por reatores alternativos para redugido de
custos da produgdo de PHA foram desenvolvidos trabalhos empre-
gando reatores “airlift”. O desempenho de um reator “airlift” com
circulagdo externa foi avaliado para a fase de crescimento de R. eutropha
utilizando glicose. Obtiveram-se valores de velocidade especifica de
0,16 h! na fase exponencial de crescimento e fator de conversdo de
glicose em biomassa de 0,46 g/g, valores estes proximos aos obtidos
em STR de 0,17 h'!' e 0,49 g/g em condigdes semelhantes®.

Para a fase de aciimulo, utilizando glicose e frutose, pH contro-
lado em 7,0 e temperatura em 32 °C em um reator de 10 L de volume
de trabalho, foram obtidos valores de velocidade especifica de cres-
cimento de 0,31 h'! e teores de polimero de cerca de 70% da biomassa
ao final do experimento. A excrec¢do de 4cidos orgénicos (acetato e
succinato) no acimulo € citada para vazdes de ar inferiores a 30 L/
min (3 vvm), resultando em teores de PHB inferiores a 30% da
biomassa®. Em condi¢des semelhantes, os resultados de tempo de
mistura, transferéncia e consumo de oxigénio e parametros cinéticos
foram comparados aos obtidos em reator agitado e aerado mecani-
camente®'%_ No reator “airlift” para velocidade superficial de
aeracdo de 10 m/s foram obtidos 50% de P3HB e produtividade de
0,6 g/ h. No tanque agitado, para 0 mesmo teor de polimero acu-
mulado obteve-se 0,8 g/LL h de produtividade. Apesar do maior valor
de produtividade no tanque agitado, os valores de poténcia consumida
mostram que no “airlift” menos energia € necessdria para produgio
de PHB, colocando-o como uma boa alternativa ao tanque agitado.

Em outro estudo utilizando biorreator “airlift”, Pataquiva™ es-
tudou a hidrodindmica e a transferéncia de massa na produgdo em
batelada alimentada de poli-hidroxibutirato (PHB) por B. sacchari
IPT 189. Transferéncia de oxigénio, tempo de mistura e “hold up”
foram considerados para definir a melhor configuracio do biorreator
operado, utilizando projeto de experimento. Nas condicdes estuda-
das, os melhores resultados obtidos foram: velocidade especifica
maxima de crescimento (W, ) de 0,5 h'', biomassa total (Xt) de
150 g/L; 42% de PHB e produtividade (P,,,) de 1,7g/L h.

Outra forma de produgdo de PHB testada no pais € o cultivo
bacteriano em estado sélido, que permitiu a producdo de PHA por A.
latus e A. eutrophus a partir de torta de babagu e torta de soja, rejeitos
agroindustriais de baixo custo’'. Trabalhos subseqiientes citam valo-
res de maxima conversio em polimero de 1,2 mg/g de meio em 36 h,
quando torta de soja foi utilizada e 0,7 mg/g de meio com torta de
babacu em 84 h. A adi¢do de 2,5 m/m de melago de cana-de-acicar
a torta de soja aumentou a produgdo de PHB para 4,9 mg/g em 60 h,
resultando em 39% de polimero na biomassa seca’. O uso de rejeitos
de baixo custo para cultivos em estado sélido para a producgio de
biopolimeros foi também alvo de pedido de patente’.

POLI-HIDROXIBUTIRATO-CO-HIDROXIVALERATO
(PHB-CO-HV) - MELHORAMENTO DAS PROPRIEDADES
DO POLIMERO

Modificaciio genética do organismo produtor

Apesar de ser biodegraddvel e termopldstico, as propriedades
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do homopolimero PHB fazem com que seja quebradigo, o que li-
mita suas aplicagdes. A inser¢do de unidades de 3-hidroxivalerato
(HV), compostas por cinco dtomos de carbono dad origem ao
copolimero PHB-co-HV, com propriedades tais que lhe conferem
maior maleabilidade. Embora existam linhagens bacterianas capa-
zes de sintetizar PHB-co-HV a partir de carboidratos®, elas apre-
sentam baixa eficiéncia. Assim, processos de producdo do
copolimero economicamente vidveis sdo conseguidos apenas com
0 uso de precursores como dcido propidnico®?.

Um fator limitante para o uso de acido propidnico para a pro-
ducdo de biopolimeros refere-se a seu custo, que se apresenta rela-
tivamente maior quando comparado a carboidratos, o que pode
comprometer economicamente o0 processo’.

Para verificar se outros co-substratos poderiam substituir o 4cido
propidnico, testou-se o uso de carboidratos combinados a 4cidos e
dlcoois compostos de até 5 dtomos de carbono, a fim de gerar uni-
dades HV. Linhagens isoladas de solo no Brasil converteram maior
variedade de substratos em HV que linhagens de referéncia e so-
mente linhagens isoladas converteram isobutanol em HV”. Entre-
tanto, nenhuma destas fontes de carbono se mostrou mais adequa-
da que os dcidos valérico ou propidnico. Duas das melhores linha-
gens isoladas, B. cepacia IPT 044 e Burkholderia sp IPT 101, fo-
ram cultivadas em biorreator, comparando-se sua capacidade de
uso de sacarose e propionato para acimulo de PHB-co-HV, utili-
zando-se o controle de pH e de oxigénio dissolvido como ferra-
mentas de monitoramento e controle da producdo. IPT 101 apre-
sentou maior teor de polimero acumulado (66%), o dobro do fator
de conversdo de fonte de carbono em polimero (0,37 g/g), com a
vantagem de nfo ser patogénica'>'*. Entretanto, da mesma forma
que bactérias obtidas em colecdes de culturas, os dois isolados
demonstraram eficiéncia na conversdo de propionato em unidades
HV correspondendo a menos de 10% do valor médximo tedrico'>.

O valor médximo tedrico foi estimado considerando-se que, para
a sintese do co-polimero, o propionato entraria na forma de
propionil-CoA, a ser condensado com uma molécula de acetil-CoA,
oriunda da degradacdo do carboidrato. Ou seja, cada molécula de
propionato seria integralmente incorporada a unidade HV em for-
magdo, de modo que seriam gerados 1,35 g de HV por grama de
propionato fornecido'>*, valor correspondente ao fator de conver-
sd@o0 maximo tedrico de propionato a HV (YHWPYP). O baixo valor de
Y v Observado para todas as linhagens investigadas foi indicativo
da presenca de outras vias metabdlicas que atuariam competitiva-
mente com a via de sintese de HV™, direcionando o propionato
para gerar biomassa, energia e CO,. Para aumentar esta eficiéncia,
buscou-se o melhoramento genético de algumas linhagens e o em-
prego de estratégias de condu¢do do processo de produgdo em
biorreator (estratégias de alimentac@o, uso de indutores ou de dife-
rentes propor¢des entre as matérias-primas oferecidas etc.).

No que se refere a obtengdo de mutantes mais eficientes no uso
de propionato, A. eutrophus DSM 545 foi submetida & mutacio,
por meio de irradiacdo ultravioleta, gerando o mutante UV1, inca-
paz de crescer em propionato (prp), porém mais eficiente na sua
conversdo a unidades HV. Este mutante passou a produzir um co-
polimero PHB-co-HV com um teor de 37,3% de unidades HV, sem
prejuizo da capacidade de acimulo total de PHA, enquanto a li-
nhagem selvagem apresentava um teor de 8,5%. Ambas as linha-
gens acumularam teores totais de PHA similares (c.a 37% da
biomassa celular)””.

Mutantes prp também foram obtidos a partir da linhagem de B.
sacchari IPT 101 selecionada nos trabalhos iniciais de producio
de PHA a partir de sacarose'***#43’%"8_ Dois grandes grupos de
mutantes prp foram identificados: aqueles deficientes na utiliza-
¢do de intermedidrios da o-oxidag@o e outros ndo afetados na utili-

Quim. Nova

zacdo desses intermedidrios. Mutantes afetados na utilizagdo de
intermedidrios da o-oxidagdo consumiram todo dcido propidnico
suprido, acumularam PHA contendo menos que 30 mol% de uni-
dades HV e atingiram fatores de conversdo de propionato em uni-
dades HV (YSprrp) da ordem de 0,35 g/g. Mutantes do segundo
grupo consumiram apenas parte do propionato suprido, acumula-
ram PHA contendo mais que 50 mol% de unidades HV e atingiram
valores de Y v da ordem de 0,80 g/g, observado no mutante IPT
189. Embora até 8 vezes mais eficientes na producdo de HV, os
valores de YHWprp ainda se mostravam inferiores a0 mdximo tedri-
co. Estes resultados, associados ao fendtipo observado para os dois
grupos de mutantes, bem como a estudos moleculares da linha-
gem, levaram a proposi¢do da existéncia de duas vias de catabolismo
de propionato em B. sacchari: a a-oxidac@o e o ciclo de 2-
metilcitrato (2MCC) que, quando ativas, competiriam pelo substrato
com a sintese de HV?7%%; ao serem deletadas, levaram ao melho-
ramento observado nos mutantes.

Quando testados frente ao dacido valérico, os mutantes de B.
sacchari afetados no 2MCC apresentaram valores mais altos que a
linhagem selvagem no fator de conversdo de valerato a unidades
HV, um deles atingindo o valor mdximo tedrico esperado para esta
fonte de carbono (0,97 g/g), indicando que deve haver vdrias rotas
para suprir R-3-hidroxivaleril-CoA para a biossintese de PHB-co-
HV a partir de valerato, assim como a relevincia do 2MCC*.

O 2MCC ¢ hoje a unica via catabdlica de propionato descrita
com base molecular para B. sacchari e outras bactérias produtoras
de PHA®'#2, Estudos recentes t&ém se voltado a construgéo de cas-
setes de mutag¢do para inativagdo sitio especifica de genes desta
via, de modo a se obter linhagens recombinantes capazes de alcan-
car a eficiéncia méaxima tedrica de producio de HV a partir de
propionato, tendo sido gerados mutantes que produzem maiores
porcentuais de HV que a linhagem selvagem®84,

Melhoramento do processo de producio de PHA em
biorreator

Para melhorar a produgdo de PHB-co-HV, diversas estratégias
de engenharia bioquimica também foram estudadas. J4 em 1996,
foi obtido um aumento na produgdo do copolimero PHB-co-HV
por A. eutrophus, alimentando-se a cultura com fonte de nitrogé-
nio de forma linear ou exponencial, possibilitando um crescimento
bacteriano residual durante a fase em que o acimulo do biopolimero
foi predominante®. As produtividades alcangadas nesse estudo fo-
ram de 0,72 g/L h e a porcentagem molar de HV no PHA variou
entre 10,4 e 13,1%.

A produgio de PHB-co-HV por A. eutrophus DSM545 sob dife-
rentes condi¢des de oferta de substratos foi estudada, atingindo me-
lIhor desempenho em condi¢do de limitacdo em hexoses e ndo limi-
tacdo em 4cido propidnico. A maior vazdo especifica de alimentagdo
de hexoses testada resultou em produtividade em copolimero de
=0,10 g/g/h e altos fatores de conversao: Y sivibrop = 0,40 g/g,
Yo = 035 g/lg e Y, = 0,36 g/g. Assim, alterando-se a condigdo
de oferta de substratos foi possivel quadruplicar o fator de conversao
de 4cido propidnico em unidades 3-hidroxivalerato e dobrar a pro-
dutividade em polimero em relacdo ao melhor resultado descrito na
literatura, utilizando 4cido propidnico como co-substrato'>5657,

O crescimento de A. eutrophus foi utilizado como modelo para
verificar a necessidade de correcdo de dados experimentais utiliza-
dos no célculo de velocidades especificas e coeficientes de rendi-
mento®. Esta correcdo é necessdria, pois nem sempre é considerado
que com a retirada de amostras ao longo de um processo, ha varia-
¢des no sistema além da variagdo de volume (substratos e produtos
também sdo alterados). O erro destes pardmetros torna-se significa-
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tivo, podendo causar problemas quando da formulacdo e do ajuste
de pardmetros do modelo matemdtico, ou mesmo quando for utili-
zado em escala industrial. Considerando este fato, modelos mate-
maticos do processo de produg¢do de PHB-co-HV foram propostos
por vdrios autores'’#“! que propuseram modelo fenomenoldgico
estruturado cibernético para o processo de produgdo de copolimeros
de poli-hidroxialcanoatos em biorreator por A. eutrophus. Modifica-
¢oes foram feitas nesse mesmo modelo para estudos de otimizagdo
do processo, nos quais foram analisados os dados experimentais
obtidos em biorreator empregando a estequiometria da via metab6-
lica de producdo de PHA por A. eutrophus'®*>*.

Foi apresentada uma nova metodologia de construgdo de dois
estimadores de estados, um fenomenoldgico e um neural®. A com-
paracdo do desempenho dos mesmos foi feita utilizando-se dados
experimentais do processo de produ¢do de PHB-co-HV por A.
eutrophus. Demonstrou-se que redes neurais sdo uma ferramenta
eficiente como estimadores de estado de sistemas dindmicos nao
lineares multivariaveis.

Estudou-se ainda o comportamento da massa molar do polimero
produzido por A. eutrophus utilizando glicose, frutose e dcido
propidnico como fontes de carbono e formas diferentes de aporte
dos mesmos: fornecimento a uma vazao constante (0,15 g de fonte
de carbono/g de célula.h) ou através do controle de pH*. Verifi-
cou-se que em uma mesma faixa de teores de PHB-co-HV acumu-
lado, o valor da massa molar € pelo menos duas vezes superior no
caso em que a fonte de carbono € alimentada pelo controle de pH.
Observou-se também que, nesse caso, o teor de polimero acumula-
do ndo ultrapassa 60% e o valor da massa molar sofre uma queda
brusca, aproximando-se dos valores obtidos no outro caso, cuja
massa molar permaneceu aproximadamente constante ao longo do
ensaio em torno de 7 a 8.10° Da.

O uso de 4cido oléico (0,3 g/L) como suplemento nutricional
na producdo de PHB-co-HV por R. eutropha foi estudado, em con-
junto com agticar (30g/L) e dcido propidnico (1g/L)%*. A produgdo
de polimero foi aumentada de 18,3 para 28,3%, embora a fragéo de
unidades HV tenha se mantido constante nas culturas com e sem
adi¢do de 4cido oleico. Estudos posteriores utilizaram glicose e
frutose como substratos e alimentag@o de fosfato e dcido propiodnico
na fase de produgdo, bem como 4cidos oleico e linoleico adiciona-
dos no inicio da fase de produgdo, na concentrag¢do de 0,3 g/L. O
uso destes suplementos aumentou em 11% a produgdo de polimero,
que foi maior para a cultura na qual foi utilizada a mistura de acido
linoleico/oleico (2:1 v/v), obtendo-se um acimulo de 57,1% de
PHB-co-HV'.

Soro de leite e agtcar invertido foram também oferecidos a R.
eutropha como fontes de carbono, com posterior adi¢ao de acido
propidnico, pelo controle de pH e na forma de pulsos. O actimulo
do copolimero ocorreu sob limitacdo de nitrogénio e fésforo. Os
melhores resultados foram obtidos quando as adi¢des foram reali-
zadas por pulsos obtendo-se 1,46 g de HV em 3,93 g de polimero
acumulado (37%) com conversido de 0,22 mol/mol atingindo na
fase de actimulo maxima produtividade de 0,17 g/L. h *".

A producido e caracterizacdo de PHB-co-HV também foram
estudadas utilizando R. eutropha e residuo da industria de arroz.
Os ensaios foram realizados em incubador rotativo onde o actimulo
do copolimero foi induzido pela limitagdo em nitrogénio, resultan-
do em 26,6% de PHB-co-HV com 7-9% de HV e com produtivida-
de de 0,12 g/L h 8. O efeito da alimentac@o de fosfato na produgao
do mesmo copolimero por R. eutropha DSM 545 também foi obje-
to de outro estudo, onde a manutengdo de uma baixa velocidade de
crescimento celular durante a fase de producdo do copolimero no
biorreator resultou em 98,2 g de biomassa com 63% de copolimero
e produtividade igual a 1,36 g/L h '

Produgdo biotecnoldgica de poli-hidroxialcanoatos 1737

Recentemente, foram realizados estudos da modulagéio da com-
posicdo monomérica de poli-hidroxialcanoatos através da manipu-
lac@o do fluxo de entrada dos substratos para cultivos em biorreator.
Para B. sacchari IPT 189, a sintese de unidades HV no copolimero
PHB-co-HV guardou uma relagdo diretamente proporcional entre o
consumo de acido propidnico e a velocidade de produgdo de HV em
um intervalo entre 6 até 40 mol% de unidades HV no copolimero.
Altos rendimentos de dcido propidnico em unidades HV foram obti-
dos (Yprmp =1,25; 1,27 e 1,34 g/g) variando-se a relac@o de sacarose
e dcido propidnico durante a fase de actimulo, valores estes muito
proximos do estequiométrico para estas conversdes”.

Foram realizados'®estudos buscando a caracterizagdo da mas-
sa molar do copolimero PHB-co-HV produzido por B. sacchari
IPT 189. As massas moleculares obtidas foram da ordem de 500 a
1600 kDa, com valores decrescentes com o acimulo de polimero e
uma tendéncia menor de queda para as maiores vazdes de alimen-
tagdo testadas.

POLI-HIDROXIBUTIRATO (PHB) E POLI-
HIDROXIPENTENOATO (PHPE)

Poli-3-hidroxi-4-pentenoato (PHPE) € um polimero constitui-
do de unidades monoméricas curtas (5 carbonos) com uma
insaturacdo na sua cadeia lateral. Foi o primeiro homopolimero de
cadeia insaturada descrito na literatura. As propriedades fisicas deste
biopolimero sdo diferentes daquelas apresentadas pelo homo-
polimero PHB e pelo copolimero PHB-co-HV, sendo menos cris-
talino e tendo temperatura de fusdo mais baixa'"'.

Mais uma vez, a biodiversidade brasileira se destaca pelo iso-
lamento de uma espécie, Burkholderia sp IPT 064 (recentemente
B. cepacia), capaz de acumular polimeros com mondmeros
insaturados a partir de carboidratos, ou seja, sem o fornecimento
de substrato com estrutura quimica diretamente relacionada a do
produto”™!®. Esta linhagem, bem como outras dez isoladas de solo
e produtoras de poli(HB-co-HPE) foram comparadas com relagio
aos fatores de conversdo de substratos em polimero (YCP/S) . As
melhores linhagens foram avaliadas com relacdo aos valores de
velocidades especificas maximas de crescimento (W, ) e quanto a
conversdo de dcido pentendico em unidades HPE. Trés linhagens,
IPT 084, IPT 083 e IPT 076, destacaram-se pelos maiores valores
de YCP/S 0,27; 0,29 e 0,30 g/g, respectivamente. Ja os seus valores
de W foram, respectivamente, 0,24; 0,30 e 0,39 h'', sendo estes
valores compardveis aqueles obtidos pelas linhagens A. eutrophus'®.
Entretanto, em nenhuma delas foi possivel aumentar a fracdo de
HPE (5%) pelo fornecimento do dcido 3-hidroxi-4-pentenoato, que
foi convertido a unidades HV.

Para aumentar a fragdo de HPE produzida por B. cepacia IPT
046 foram também desenvolvidos estudos de melhoramento gené-
tico e apds inativagdo de uma PHA sintase (codificada pelo gene
phaC,,) ainda se observou capacidade de actimulo, embora menor
que a original, com aumento da fragdo HPE. Formulou-se entdo, a
hipétese de que a linhagem possui mais de uma PHA sintase, acu-
mulando PHB e PHPE em granulos intracelulares distintos, de modo
que o produto purificado seria uma blenda (PHB-b-HPE)'*1%, Apés
a selecdo de clones derivados de B. cepacia IPT064 adaptados ao
crescimento em dcido 4-pentendico (HPE), foram obtidos mutantes
afetados no uso deste dcido, bem como no uso de 4cido 10-
undecendico, sem prejuizo do consumo de dcidos saturados, como
propidnico e valérico. Esta mutacdo nio foi capaz de promover o
aumento da fracdo HPE no polimero acumulado pelas bactérias,
mas houve uma redugdo na incorporagio de unidades HV. Foi su-
gerido que o dcido 4-pentendico ndo € um precursor direto do
mondmero HPE, mas seria convertido a HV. Foi observada a pro-
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ducdo de unidades HB, HV e HPE a partir de sacarose e dcido 4-
pentendico nestas linhagens. A forma de organizagdo destes
mondmeros (copolimerizados dois a dois, termpolimerizados ou
polimerizados uniformemente), bem como a presenca de mais que
uma PHA sintase sdo hipdteses ainda a serem confirmadas'®.

Estudos em biorreator demonstraram que pH e temperatura
influenciam a velocidade de sintese das unidades de HB ¢ HPE.
Foram obtidos valores maximos de HPE em relagdo ao total de
polimero produzido de cerca de 4,4% (m/m) a 30 °C e pH 7,0,
utilizando sacarose como unica fonte de carbono e limitacdo de
nitrogénio para sintese de PHA por B. cepacia IPT 064
(DSMZ9242). A influéncia da vazdo de alimentacido de sacarose
durante a fase de produgdo de PHA mostrou que a maior velocida-
de de sintese de unidades HPE foi alcan¢ada quando uma maior
limitacdo de fonte de carbono foi imposta, atingindo 8,5% (m/m)
de HPE no polimero produzido'”.

POLI-HIDROXIALCANOATOS COM MONOMEROS DE
CADEIA MEDIA (PHAmcl)

A partir dos avangos na produgdo de PHA com mondmeros de
cadeia curta (PHAscl), como PHB, PHB-co-HV e PHB-b-HPE ficou
evidente a importancia da necessidade de diversificacdo da compo-
sicdo monomérica dos PHA, ja que as propriedades destes materiais
dependem em grande parte desta caracteristica. Uma vez que se con-
siga, por meio de diversas ferramentas, controlar a composi¢ao
monomérica, espera-se produzir PHA sob medida para diferentes
aplicacdes. Neste cendrio, destacam-se os PHAmcl, PHA compos-
tos de mondmeros de cadeia média, ou seja, contendo entre 6 ¢ 14
atomos de carbono (Figura 2) que apresentam propriedades distintas
dos PHAscl. Enquanto os de cadeia curta se assemelham aos pldsti-
cos, como o polietileno, os PHAmcl apresentam propriedades
elastoméricas, assemelhando-se a borracha. Podem ser produzidos
tanto a partir de carboidratos como de diversos compostos alifaticos
por microrganismos, especialmente bactérias do género Pseudomonas
pertencentes ao grupo I de homologia do RNA ribossomal'®!%.

Inicialmente, esperava-se que o uso de dcidos graxos fosse a
forma mais interessante de produzir e controlar a composicdo des-
tes materiais pelo fato de que a composi¢do do poliéster refletia o
comprimento da cadeia carbdnica da fonte oferecida, ou seja, quan-
do a principal fonte € o dcido nonandico; por exemplo, P. oleovorans
produz PHAmcl composto predominantemente de 3-hidroxi-
nonanoato. Entretanto, a partir da década de 90 descobriu-se que
um grupo de Pseudomonas acumulava PHAmcl a partir de
carboidratos. Quando produzidos a partir de carboidratos, PHAmcl
apresentam o dcido 3-hidroxidecandico (HD) como principal cons-
tituinte e outros monémeros podem ser detectados. Além disso,
comparagdes do custo minimo da fonte de carbono para producio
de PHAmcI a partir de carboidratos e 6leo de soja indicaram valo-
res muito proximos''’.

Embora as primeiras publica¢des acerca da produgio de
PHAmcl datem de 1998'"!, diversas bactérias foram anteriormente
isoladas de solo brasileiro'>* e apenas posteriormente se verificou
que o polimero por elas produzido era PHAmcl''*"2,

Mais recentemente, bactérias isoladas de solo de Mata Atlanti-
ca foram avaliadas quanto a produc@o de ramnolipidios e PHAmcl.
Dentre os isolados, 26 produziram biossurfactante anidnico e 57
PHA. Algumas linhagens sintetizaram simultaneamente bios-
surfactante e PHA!S.

Ensaios na busca de linhagens produtoras de PHAmcl a partir de
6leos vegetais também foram realizados com os dleos de soja, arroz,
canola, milho e girassol como fonte de carbono em incubador rotativo,
revelando a presenca de mondmeros contendo insaturacoes''?.

Quim. Nova

Bactérias previamente isoladas capazes de acumular PHAmcl a
partir de carboidratos foram testadas e comparadas com a linhagens
de referéncia P. putida KT2440. A andlise metabdlica de vias envol-
vidas na oxida¢@o de carboidratos e na biossintese do polimero per-
mitiu estabelecer uma equagdo para calculo da eficiéncia maxima
tedrica. Quando comparadas a linhagem de referéncia com relagio
ao uso de carboidratos para produzir PHAmcl, uma delas (P. putida
IPT 046) se destacou com o actimulo de PHAmcl correspondendo a
cerca de 60% da massa seca celular e fator de conversdo do substrato
em produto de 0,16 g/g, correspondendo a cerca de 60% da eficién-
cia mdxima tedrica''’. Essa mesma linhagem foi também estudada
quanto a produgdo de PHAmcl a partir de carboidratos, tendo seu
produto sido caracterizado quanto a massa molar, composi¢do
monomeérica, estrutura, cristalinidade e propriedades térmicas. Em
cultivo em batelada alimentada, foram obtidos 14 g/L. de biomassa
com cerca de 40% de PHA, tendo sido observados valores de Y, .
=0,35 g/g, durante o crescimento e Y, . = 0,20 g/g. Sua composi-
¢do foi de basicamente hidroxidecanoato (60-70%) e hidroxioctanoato
(20-25%), e cerca de 6% de mondmeros com uma dupla ligaciio nio
terminal. A massa molar média alcancada foi de 223 kDa e 24% da
fase solida cristalina. O polimero apresentou baixa temperatura de
transi¢do vitrea (-37,9 °C), ponto de fusdo de 56 °C, termicamente
estavel (243 °C) e propriedades termomecanicas apropriadas para
uso potencial em filmes para embalagens''*.

Cultivos a alta densidade celular de P. putida IPT 046 foram
realizados, empregando glicose e frutose como fonte de carbono.
Foi obtido 0,65 h!' de velocidade especifica méxima de crescimen-
to. Houve limitac¢do e inibi¢do do crescimento a concentragdes de
nitrogénio de 400 e 3500 mg de NH, */L, respectivamente. Para a
obtengdo de altas densidades celulares, foram testadas diferentes
estratégias de condugdo do processo de batelada alimentada. A ali-
mentacdo por pulsos, seguida de alimentagdo da vazdo constante
resultou em 32 g/L de concentragdo celular em 18 h de cultivo,
com baixos teores de PHAmcl. A alimentacdo constante resultou
em 35 g/L de biomassa em 27 h e 15% de PHAmcl. J4 a alimenta-
¢do exponencial levou a formacdo de 30 g/L de biomassa em 20 h
com baixo teor de polimero. Utilizando esta ultima estratégia para
crescimento celular e limitacdo em nitrogénio para acimulo de
polimero, 40 g/L de biomassa foram obtidos com 21% de PHAmcl
em 34 h. A limita¢do em fosfato gerou 50 g/L de biomassa com
63% de PHAmcl em 42 h, com produtividade de 0,8 g/Lh'".

Cultivos continuos em biorreator sob limitagdo multipla de nu-
trientes com a mesma linhagem (P. putida 1PT04) foram realizados
com valores de vazdes especificas de alimentacdo (D) entre 0,05 e
0,5 h', utilizando glicose e frutose como fontes de carbono; os nutri-
entes estudados foram nitrogénio (N), fésforo (P) e a fonte de carbo-
no (C). As relagdes C/N testadas variaram entre 10 e 50 g/g e C/P
entre 70 e 350 g/g. Os resultados obtidos mostraram valores cres-
centes de biomassa para valores decrescentes de D, atribuido ao
acimulo de PHA, também crescente com D. Nas condicdes testa-
das, o teor maximo de PHA obtido foi de cerca de 60%, com fator de
conversdo de fonte de carbono em PHA de cerca de 0,16 g/g''s.

Visando modificar a composi¢do monomérica de PHAmcl ava-
liou-se o fornecimento concomitante de glicose e frutose com aci-
dos acético ou propidnico e o polimero produzido por trés linha-
gens bacterianas. Observou-se o efeito inibitério dos dois dcidos
quando fornecidos a partir de 1 g/L, com reducéo da capacidade de
consumo do carboidrato. Foram observadas modificacdes na com-
posi¢do do polimero apenas quando produzido pela linhagem P.
putida IPT 046 pois mondmeros impares foram incorporados
(hidroxinonanoato e hidroxipentenoato)'''. Outro estudo de modi-
ficacdio da composi¢do de PHAmcl combinou carboidratos a dcido
propidnico ou 4cido acrilico. Embora a incorporacdo de mondmeros
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fmpares tenha ocorrido apenas a partir de 4cido propidnico nestas
condicdes, a eficiéncia foi baixa, direcionando menos que 10% do
propionato para este fim'"’. Para melhorar esta eficiéncia foram
obtidos mutantes incapazes de utilizar o propionato para cresci-
mento, mas nao para o acimulo, empregando o transposon mini7n5.
Em presenca de apenas glicose e frutose, um dos mutantes obtidos
(IPT 693) produziu um PHAmcl cuja composicio monomérica
apresentou menor fra¢do de 3-hidroxioctanoato (HO) e 3-
hdroxidecanoato (HD) que a linhagem selvagem. Quando glicose,
frutose e 4cido propionico foram fornecidos a este mutante, obser-
vou-se uma completa modificagdo na composicdo monomérica do
PHA, com significativo aumento de unidades fmpares: 10 mol%
de 3-hidroxi-heptanoato (HHp) e 90 mol% de 3-hidroxinonanoato
(HN), o que mostrou ser possivel o controle da composicao
monomérica destes materiais para modificar suas propriedades e
aplicacoes!".

Oleos vegetais também tém sido testados como matérias-pri-
mas para a producido de PHAmcl. A presenca de cadeias insaturadas
nos dcidos graxos componentes do 6leo vegetal podem gerar
monomeros insturados no PHAmcl obtido, cuja presenca permite
modifica¢des quimicas posteriores que incorrerdo em proprieda-
des diferentes'®. PHAmcl com distintas composi¢des foi produzi-
do a partir dos dleos de arroz, canola, girassol, milho e soja. Em
todos os polimeros sintetizados foi possivel verificar a presenca de
monodmeros insaturados, alguns dos quais, apds extragdo, purifica-
¢do e armazenamento formavam ligagdes cruzadas''.

Linhagens que acumulavam PHAmcl a partir de carboidratos
também foram bem eficientes quando 6leos vegetais foram forne-
cidos. Duas linhagens, P. putida (IPT 046) e P. aeruginosa (IPT
171), apresentaram PHA com composi¢cdo monomérica diferente,
evidenciando mais uma vez a importincia do microrganismo no
processo de producdo. Quando diferentes propor¢des de dcido oleico
(C18:1) e linoleico (C18:2) foram fornecidas para P. putida, obser-
vou-se a existéncia de uma correlagdo linear entre a concentracio
de 4cido oleico fornecida e a fragdo molar de 3-hidroxidodecanoato
(HDd) obtida'". Tais resultados evidenciam boas perspectivas para
o controle da composicdo e propriedades dos PHAmcl.

Para estudar o uso de 4cidos graxos na producdo de PHAmcl com
composicdo variada, genes de biossintese de PHA de R. eutropha fo-
ram também introduzidos em linhagens de E. coli afetadas no meta-
bolismo de acidos graxos, avaliando-se a especificidade da enzima
PHA sintase'®. Observou-se a formagéo de poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxioctanoato) (PHB-co-HO) e poli(HB-co-HO-co-hidro-
xidodecanoato) (HDD), quando octanoato e decanoato ou dodecanoato
foram fornecidos como fontes de carbono. A caracterizagdo da PHA
sintase de R. eutropha foi também realizada do ponto de vista molecular,
empregando-se evolugdo in vitro e mutacdo sitio-dirigida, o que per-
mitiu propor modelos para a proteina em questdo'?!.

Ainda utilizando E. coli, foram inseridos nas linhagens DH10B
e JM101 os genes de biossintese de PHAmcl de P. aeruginosa. As
linhagens recombinantes assim obtidas tiveram o seu crescimento
avaliado frente a fontes de carbono de baixo custo (amido de milho
hidrolisado, 6leo de soja e soro de queijo), com a adicdo de acido
acrilico como inibidor da B-oxidagéo de dcidos graxos. Foram tam-
bém testadas frente a 6leos vegetais (1% de 6leo de algodido, arroz,
canola, dendé, girassol, milho, oliva, ou soja) combinados a soro
(5%). O maior acimulo de PHA (cerca de 12%) foi obtido quando
azeite de dendé foi testado™.

SEPARACAO E PURIFICACAO DE PHA

Estima-se que o impacto do custo de recupera¢do de PHAs no
custo total do processo de producdo pode variar em até 50% do
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valor do produto, dependendo de varidveis como o processo de
separacdo empregado e o teor de PHA acumulado na biomassa'?.

No Brasil, foi desenvolvido um método de recuperagdo de PHB
utilizando dlcoois superiores com cadeia superior a trés carbonos e
seus ésteres, como dlcool isoamilico, acetato de amila, acetato de
isoamila e dleo fisel, residuo do processo de produgéo de etanol. A
biomassa era submetida a estes solventes a alta temperatura,
solubilizando o polimero na fase orginica, seguindo-se a remocao
dos restos celulares por filtracdo e precipitagdo do polimero na
massa de solvente por resfriamento da solucdo, com remog¢ao do
solvente e secagem™®. Esta tecnologia estd sendo utilizada atual-
mente em escala industrial®>. Este processo foi recentemente mo-
dificado por inserir, apés a precipitagdo do polimero, uma etapa de
concentracido da suspensdo polimero/solvente através de sua pas-
sagem por um equipamento de microfiltragdo'”. Um processo de
recuperagdo do polimero através do tratamento da biomassa com
uma mistura composta de um solvente e um nao-solvente do PHA
também estd descrito na literatura'?. A recupera¢do do material
polimérico se fazia através da precipitacdo do polimero na fase
ndo-solvente quando o solvente era removido da solug@o.

Outro estudo importante a ser destacado € a influéncia da pres-
sdo de operagdo, do nimero de passagens e da concentragdo celular
no rompimento celular de biomassa de R. eutropha DSM 545 utili-
zando homogeineizador APV-Gaulin'®. Nele, os autores concluiram
que as varidveis pressio e nimero de passagens eram importantes no
rompimento celular e que este método € potencialmente interessan-
te para recuperacdo de PHB da biomassa microbiana.

A vantagem do uso de solventes reside na alta pureza do pro-
duto (>99%), porém ha o inconveniente de envolver o uso de gran-
des quantidades de solventes e ndo-solventes orgénicos'* e o uso
de temperaturas elevadas (acima de 100 °C), que podem reduzir a
massa molar do produto, alterando suas propriedades®*.

Buscando métodos mais brandos, observou-se que o tratamen-
to enzimdtico de biomassa seca de R. eutropha suspensa em agua
com enzimas proteoliticas comerciais de origem bacteriana
(Savinase® e Esperase®) elevou o grau de pureza do polimero de
70 para até 90% em massa seca da biomassa'?’. Estudou-se o trata-
mento 4cido apds a lise enzimdtica das células para precipitacdo e
separacdo da biomassa, tendo se observado que a pH 3,0 o arraste
das proteinas residuais foi reduzido, sugerindo que este mecanis-
mo poderia aumentar a pureza do produto obtido'?®. Apds a selecdo
de enzimas para a lise celular, os melhores resultados de purifica-
¢do da biomassa de R. eutropha DSM 545 com 75% de PHB foram
alcangados com bromelina (2% em massa em relacdo a biomassa,
89% de pureza do produto) e com pancreatina (90% de pureza do
produto)!?-130,

Um outro processo de separagdo de PHA, que consistia na di-
minuicio da fonte bioldgica que contém o material pelo emprego
de enzimas, seguido da suspensdo do material e subseqiiente sepa-
ragdo do PHA de outros componentes da biomassa utilizando
fracionamento centrifugo, também estd descrito na literatura'>.

CARACTERIZACAO E APLICACOES

Uma série de usos e aplicagdes tem sido apontada para os PHA,
visando o seu uso como substituto dos pldsticos convencionais, na
sua grande maioria, de pecas feitas por termoformagem e inje¢ao
em moldes, filmes extrudados, fios, entre outros, com a vantagem
de serem biodegraddveis em ambientes microbiologicamente ati-
vos. Gragas as suas caracteristicas de biocompatibilidade, na drea
médica sdo apontadas aplicacdes em fios de sutura, moldes para
engenharia de tecidos e matrizes para a liberacdo controlada de
farmacos. Entretanto, essas aplicagdes dependerdo das proprieda-
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des fisicas do PHA; que, por sua vez, dependem da composicio
monomérica e do tamanho de sua cadeia'®'.

No Brasil, a partir do desenvolvimento dos processos de pro-
dugdo, evidenciou-se a necessidade de estudos das propriedades
dos materiais gerados e do desenvolvimento de novas formulacGes
para viabilizar a aplicag@o efetiva dos PHA. Alguns destes esfor-
¢os estdo descritos a seguir.

O comportamento térmico e morfolégico do PHB foi avaliado,
tendo-se observado que a temperatura de processamento de PHB
influenciou a massa molar do produto obtido'*?. O polimero € bas-
tante sensivel a degradagdo termomecanica a temperaturas acima
de sua fusdo. Nestas condi¢des de processamento, hd significativa
mudanga nas temperaturas de fusdo, cristaliza¢do e transi¢ao vi-
trea. A diminuiciio da massa molar altera significativamente a taxa
de crescimento e o tamanho dos esferulitos de PHB.

Do mesmo modo, verificou-se que o polimero tem tendéncia a
degradagdo, dependendo de seu histérico de processamento. Foi
observada redugdo da temperatura de cristalizacdo proporcional ao
nimero de etapas de processamento térmico a que o PHB era sub-
metido'®.

Foi estudada a preparacdo e a caracterizagdo de compdsitos de
PHB com fibras naturais, a saber, farinha de madeira (Pinus elliotti),
amido de fécula de mandioca, bagago de cana-de-agticar e polpas
celuldsicas obtidas deste bagaco, na propor¢do de 30% em massa
das fibras na mistura com o polimero. Os compdsitos de farinha de
madeira e bagaco tiveram um pequeno decaimento nas proprieda-
des mecanicas em tracdo com relacdo ao PHB puro. Ja os reforca-
dos com polpa de celulose apresentaram alto desempenho quanto
ao alongamento na ruptura em comparagdo ao polimero natural e
aos demais compositos, principalmente a polpa de bagago pré-
hidrolisado'**. Compdsitos de PHB com amido' também foram
estudados por estes autores variando-se o teor de amido entre 10 a
40% em peso do compdsito, concluindo-se que o amido pode ser
utilizado de maneira satisfatéria como reforco de PHB, visto que a
incorporagdo de até 20% de amido ao polimero ndo apresentou
prejuizo das propriedades mecanicas em relagdo polimero puro.
Acima deste teor observou-se comprometimento das propriedades
mecanicas. Quando comparados com outros reforgos estudados
(bagaco de cana e lignina), as propriedades mecanicas foram supe-
riores as observadas com amido. Uma comparacdo dos resultados
destes dois trabalhos com o polimero polipropileno (PP) puro ou
carregado com talco a 20 e 40% em peso do compdsito mostrou
que os compdsitos com amido possuiam propriedades mecanicas
inferiores ao PP puro, mas semelhantes ao PP carregado com tal-
co. Por outro lado, PHB carregado com 30% de polpa de celulose
de bagaco pré-hidrolisado possufa propriedades mecanicas seme-
lhantes ou mesmo superiores ao PP puro.

O actimulo e a caracterizagdo térmica de PHB sintetizado por
Ralstonia eutropha a partir de sacarose hidrolisada e suplementada
com Oleos vegetais indicou que a suplementagdo de 6leos ndo influ-
enciou o crescimento celular. O polimero sintetizado apresentou es-
tabilidade térmica ligeiramente superior 2 do PHB industrial, ambos
apresentando temperatura de fusdo muito préxima, 175 e 168 °C,
respectivamente. Os autores concluiram que existe similaridade no
grau de cristalinidade dos dois polimeros estudados, o que implica
que a taxa de degradagdo de ambos tende a ser préxima'”.

Blendas de PHB com amido natural, amido adipato e deriva-
dos uretanos de amido foram também preparados e caracterizados;
entretanto, nos dois primeiros casos, os materiais resultantes ainda
se mostraram bastante quebradigos'*.

Com o objetivo de se obter PHB com massa molar controlada e
hidroxilas nas duas terminacdes, testou-se a sua transesterificagdo
com um diol, por catdlise dcida. O protocolo estabelecido mos-
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trou-se bastante eficiente para introducdo de hidroxilas terminais.
O produto obtido apresentou massa molar bastante inferior a do
polimero puro, obtendo-se também reducdo da temperatura de tran-
si¢do vitrea e de fusdo do polimero funcionalizado'”.

Visando o melhoramento das propriedades fisicas do polimero foi
estudada a adico de diversos tipo de plastificantes em PHB, conclu-
indo-se que os que mais contribuiram para melhoramento das propri-
edades fisicas foram triacetil glicerol a 30% em peso do polimero e
uma mistura de bindria de poliadipato (20% m/m) e triacil glicerol
(10% m/m)"3s,

PHB e PHB-co-HV parcialmente degradados e trans-
esterificados foram caracterizados visando adequar suas proprie-
dades como matrizes para liberagdo de substincias. Estes materi-
ais foram usados para compor microcdpsulas em emulsdo dupla,
contendo hormonios luteinizante e foliculo estimulante, estudan-
do-se os perfis de liberacdo dos mesmos'®. Microesferas de PHB e
PHB-co-HV foram avaliadas para verificar a influéncia do préprio
material, bem como das condi¢des de processamento sobre as pro-
priedades finais das microesferas produzidas, tendo-se observado
que os fatores mais influentes sobre o tamanho da particula forma-
da foram a concentraciio de surfactante na fase aquosa da emulsao,
bem como a composi¢do do solvente'“.

Microparticulas de PHB encapsulando tionicotinamida (TNA),
para o tratamento da doenca de Chagas, foram formuladas por sim-
ples emulsdo, dupla emulsdo e “spray drying”. A efetividade na
encapsulagdo por essas técnicas foi dependente da solubilidade cri-
tica da droga e da caracteristica hidrofébica da matriz. As
microparticulas obtidas por simples e dupla emulsdo, a 10 °C, foram
as que apresentaram baixa carga efetiva, 2,2 e 3,2%, respectivamen-
te. Entretanto, as microparticulas de “spray drying” atingiram 6,2%
e o rendimento da dupla emulso foi mais elevado (76,3%)''.

Foram também realizados estudos de alguns PHA voltados a
sua aplicagdo em compdsitos de hidroxiapatita. Um dos compdsitos
estudados apresentou caracteristicas promissoras, COmo uma re-
sisténcia mecénica a compressdo de 62 MPa, que € da mesma or-
dem apresentada por vdrios ossos humanos, tendo assim potencial
como biomaterial para ser utilizado na fixagdo de fraturas'.

Membranas de PHAscl foram caracterizadas recentemente, ten-
do sido demonstrada a influéncia de sua alta cristalinidade tanto na
morfologia como na sua permeabilidade. Membranas PHB mos-
traram alta seletividade para vapor de dgua, comparada a etanol e
acetona. J4 o copolimero PHB-co-HV ndo mostrou a mesma
seletividade a dgua ou ao vapor de etanol'*.

Empregando polimeriza¢@o induzida por radiacdo, foram tam-
bém sintetizadas e caracterizadas redes de polietilenoglicol
diacrilato com PHB, visando a produ¢@o de materiais com possibi-
lidades de aplicacdo médica, tendo se observado os efeitos da radi-
acdo na alteracdo parcial da regido cristalina do polimero o que
interfere também no processo de degradagido'. Em 2006, novas
microesferas de PHB/PHPE foram produzidas e estudadas como
um sistema liberador de droga para a terapia fotodinamica de célu-
las neopldsicas!*+!%,

TESTES DE BIODEGRADABILIDADE

As diversas modifica¢des e formulacdes envolvendo PHA es-
tudadas requerem comprovacdes constantes da manuteng¢do de uma
de suas caracteristicas essenciais, que € a biodegradabilidade. Uma
das formas de avaliacdo da biodegradabilidade consiste na medida
quantitativa da conversdo do carbono constituinte do PHA em gis
carbOnico por um conjunto de bactérias do ambiente'**'*’. A capa-
cidade de diversos microrganismos degradarem PHA e outros po-
liésteres pode envolver um ou mais mecanismos enzimdticos. Es-
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tudos para isolar e caracterizar microrganismos degradadores de
PHA, bem como poli-e-caprolactona (PCL) e polilactatos (PLA)
revelaram grupos microbianos capazes de degradar os diferentes
materiais avaliados, o que pode ser relevante para testes rapidos
preliminares que avaliem biodegradabilidade de novas formula-
¢des em desenvolvimento'. Ha indicativos também de que PHB e
PCL quando moldados por compressdo a quente se tornam mais
susceptiveis ao ataque por fungos'. A biodegradabilidade de PHB
e PCL submetidos a compostagem a diferentes pH também foi ava-
liada apés irradiagdo com UV-B. Apenas uma condicio especifica
de irradiagdo e pH aumentou a biodegradagio e em todos os casos
o PHB apresentou maior perda de massa que PCL!¥.

COMENTARIOS FINAIS E PERSPECTIVAS

Pode-se observar a evolug@o ocorrida no pais no desenvolvimento
de tecnologia e de conhecimento cientifico relativos a produgio de
poli-hidroxialcanoatos e sua utilizagdo como polimero biodegradavel
e biocompativel. Uma andlise deste conhecimento acumulado no pais
permite apontar, como alvo atual, o controle de diferentes aspectos da
produgdo de PHA para assim, uma vez determinada uma propriedade
necessdria a uma dada aplicacdo, modular a sua composicdo
monomérica, de modo a se produzirem polimeros sob medida para
aplicacdes estratégicas, a partir do controle dos fluxos metabdlicos do
microrganismo produtor, do uso das estratégias de produg¢do em
biorreator, em um trabalho intrinsecamente multidisciplinar. As pers-
pectivas para este desenvolvimento foram apresentadas em trabalho
recente divulgado pelo Centro de Gestao e Estudos Estratégicos (CGEE)
do Ministério do Desenvolvimento, Inddstria e Comércio sobre
polimeros e intermedidrios quimicos, com o objetivo de fornecer sub-
sidios para a politica de biotecnologia industrial no Brasil. Em suas
conclusdes, o trabalho indica que nosso paifs tem posi¢do mundial
privilegiada, por dispor de matérias-primas renovaveis a baixo custo
(fontes de carbono e energia) e por, potencialmente, possuir mao-de-
obra qualificada formada pelos diversos grupos de pesquisa ja estabe-
lecidos oferece oportunidades para o estabelecimento de uma plata-
forma mundial produtora e exportadora de biopolimeros, desde que
acdes concretas de financiamento e de organizagiio das atividades de
pesquisa e desenvolvimento sejam estabelecidas pelos 6rgéos publi-
cos, em consondncia com os setores produtivos do pais'!,

REFERENCIAS

1. Anderson, A. J.; Dawes, E. A.; Microbiol. Rev. 1990, 54, 450.

2. Holmes, P. A.; Phys. Technol. 1985, 16, 32.

3. Gruber, P.; Abstracts of 8" International Symposium on Biological
Polyesteres, Massachussetts, USA, 2000.

4. Fujimaki, T.; Polym. Degrad. Stab. 1998, 59, 209.

5. http://www.plastico.com.br/revista/pm340/resinas1.htm, acessada em
Agosto 2006

6. Choi, I.; Lee, S.Y.; Appl. Microbiol. Biotechnol. 1999, 51, 13.

7. Bueno Netto, C. L.; Anais do IV Semindrio de Hidrélise Enzimdtica de
Biomassa, Maringa, Brasil, 1996.

8. Gomez, J. G. C.; Bueno Netto, C. L.; Revista Brasileira de Engenharia
Quimica 1997, 17, 24.

9. Mothé, C. G.; Leite, S; G.; Martins, A. B.; Pldstico Moderno 1997, 272,
20.

10. Formolo, M. C.; Vogelsanger-Jr, N.; Schneider, A. L.; Furlan, S. A.; Aragéo,
G. M. E; Pezzin, S. H.; Pezzin, A. P. T.; Anais do 7° Congresso Brasileiro
de Polimeros, Belo Horizonte, Brasil, 2003.

11. Squio, C. R.; Marangoni, C.; Vecchi, C. S.; Aragdo, G. M. F.; Appl.
Microbiol. Biotechnol. 2003, 61, 257.

12. Gomez, J. G. C.; Rodrigues, M. F. A.; Alli, R. C. P;; Torres, B. B.; Bueno
Netto, C. L.; Oliveira, M. S.; Silva L. F.; Appl. Microbiol. Biotechnol. 1996,
45,785.

13. Piccoli, R. A. M.; Bueno Netto, C. L.; Pradella, J. G. C.; Taciro, M. K.;
Pereira, R. P. M.; Urenha, L. C.; Simdes, D. A.; Anais do IV Semindrio de

Produgdo biotecnoldgica de poli-hidroxialcanoatos

14.
15.

16.

18.

19.
20.

21.
22.
23.
24.
25.
26.
217.
28.

29.
30.

31.
32.
33.
34.

35.

36.
37.

38.
39.

40.

41.

42.

43.
44.

45.

46.
47.
48.

49.

1741

Hidrdlise Enzimdtica de Biomassa, Maringa, Brasil, 1996.

Gomez, J. G. C.; Fontolan, V.; Alli, R. C. P.; Rodrigues, M. F. A.; Bueno
Netto, C. L.; Silva, L. E.; Simdes, D. A.; Rev. Microbiol. 1997, 28, 43.
Taciro, M. K.; Pereira, R. P. M.; Pradella, J. G. C.; Bueno Netto, C. L.;
Simdes, D.; Braz. J. Microbiol. 1997, 28, 49.

Piccoli, R. A. M.; Gomez, J. G. C.; Bonomi, A.; Ferraz, L.; Kapritchkoff,
F. M.; Takano, C.; Mattos, M. N.; Oliveira, V.; Fontolan, V.; Braz. J. Chem.
Eng. 1999, 16, 199.

. Ferraz, L.; Bonomi, A.; Piccoli, R. A. M.; Kapritchkoff, F. M.; Schmidell,

W.; Alli, R. C. P;; Takano, C.; Mattos, M. N.; Oliveira, V.; Fontolan, V.;
Braz. J. Chem. Eng. 1999, 16, 205.

Bueno Netto. C. L.; Craveiro, A.; Pradella, J. G. C.; Oliveira, M. S.;
Maiorano, A. E.; Gomes, P. A.; Matsubara R. M.; Br PI 9103116-8, 2000.
Franchetti, S. M. M.; Marconato, J. C.; Quim. Nova 2006, 29, 811.

Silva, L. F.; Gomez, J. G. C.; Oliveira, M. S.; Torres, B. B.; J. Biotechnol.
2000, 76, 165.

Tavares, L. Z.; Silva, E. S.; Pradella, J. G. C.; Biochem. Eng. J. 2004, 18,
21.

Nonato, R. V.; Mantelato, P. E.; Rossell, C. E. V.; Appl. Microbiol.
Biotechnol. 2001, 57, 1.

Steinbiichel, A. Em Pohydroxyalkanoic acids; Byrom, D. ed.; Macmillan
Publishers: Basingstoke, 1991.

Gomez, J. G. C.; Rodrigues, M. F. A.; Alli, R. C. P; Silva, L. F; Oliveira,
M. S.; Bueno Netto, C. L.; Anais do 2° Congresso Brasileiro de Polimeros,
Sdo Paulo, Brasil, 1993.

Steinbiichel, A.; Valentin, H. E.; FEMS Microbiol. Lett. 1995, 128, 219.
Brandl, H.; Gross, R. A.; Lenz, R. W.; Adv. Biochem. Eng. Biotechnol.
1990, 41, 77.

Byrom, D. Em Novel biodegradable microbial polymers; Dawes, E. A., ed.;
Kluwer: London, 1990.

Ramsay, J. A.; Aly Hassan, M. C.; Ramsay, B. A.; Can. J. Microbiol. 1995,
41, 262.

Rehm, B. H.; Biochem. J. 2003, 15, 15.

Collins, S. H. Em Carbon substrates in biotechnology; Stowell, F. D., ed.;
Society for General Microbiology: Washington, DC, 1987, n° 21, cap. 3.
Rehm, B. H. R.; Steinbiichel, A.; Int. J. Biol. Macromol. 1999, 25, 3.
Gomez, J. G. C.; Bueno Netto, C. L. Em Biotecnologia Industrial; Lima,
U. A.; Aquarone, E.; Borzani, W.; Schmidell, W., eds.; Edgard Bliicher:
Séo Paulo, 2001, cap. 10.

Derenzo, S.; Saito, R. M.; Garéfalo, G. M. C.; Ribeiro, A. M. M.; Bueno
Netto, C. L.; Mantelatto, P. E.; Rossel, C. E. V.; Br PI 9302312-0, 2002.
Gomez, J. G. C.; Disserta¢do de Mestrado, Universidade de Sdo Paulo,
Brasil, 1994.

Piccoli, R. A. M.; Bueno Netto, C. L.; Taciro, M. K.; Urenha, L. C.;
Pradella, J. G. C.; Pereira, R. P. M.; Simdes, D. A.; Anais do IV Semindrio
de Hidrolise Enzimdtica de Biomassas, Maringa, Brasil, 1994.

Piccoli, R. A. M.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sdo Paulo,
Brasil, 1995.

Pinto, R. O.; Becker, D.; Furigo Jr, A.; Aragdo, G. M. F.; Anais do XIII
Simpdosio Nacional de Fermentagoes, Teresopolis, Brasil, 2000.

Sim, S. J.; Snell, K. D.; Hogan, S. A.; Nat. Biotechnol. 1997, 15, 63.
Silva, E. S.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sdo Paulo, Brasil,
2000.

Marangoni, C.; Furigo Jr., A. ; Aragdo, G. M. F;; Braz. J. Chem. Eng. 2001,
18, 175.

Gomez, J. G. C.; Fontolan, V.; Alli, R. C. P.; Rodrigues, M. F. A.; Bueno
Netto, C. L.; Silva, L. E;; Simdes, D. A.; Anais do XI Simpdsio Nacional
de Fermentagdes, Sao Carlos, Brasil, 1996.

Gomez, J. G. C.; Silva, L. F; Rodrigues, M. F. A.; Bueno Netto, C. L.;
Simdes, D. A.; Torres, B. B.; Anais do XI Simpdsio Nacional de
Fermentagaoes, Sdo Carlos, Brasil, 1996.

Briamer, C.; Vandamme, P.; Silva, L.E.; Gomez, J. G. C.; Steinbiichel, A.;
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 2001, 51, 1709.

Michelin-Ramos, M. E.; Tese de Doutorado, Universidade de Sdo Paulo,
Brasil, 2003.

Silva, L. F.; Taciro, M. K.; Ramos, M. E. M.; Carter, J. M.; Pradella, J. G.
C.; Gomez, J. G. C.; J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 2004, 31, 245; Silva,
L. E; Gomez, J. G. C.; Taciro, M. K.; Ramos, M. E. M.; Carter, J. M.;
Pradella, J. G. C.; Br PI 0207356-0, 2002.

Buffoni, E.; Gomez, J. G. C.; Silva, L. F.; Anais do XV Simpdsio Nacional
de Bioprocessos, Recife, Brasil, 2005.

Nogueira, N. R.; Gomes, R. S.; Gomez, J. G. C.; Silva, L. F.; Anais do XV
Simpdsio Nacional de Bioprocessos, Recife, Brasil, 2005.

Lima, T. C. S.; Grisi, B. M.; Bonato, M. M.; Rev. Microbiol. 1999, 30,
214.

Oliveira, R. C.; Gomez, J. G. C.; Torres, B. B.; Bueno Netto, C. L.; Silva,
L. F; Rev. Microbiol. 2000, 31, 87.



1742

50.
S1.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.

60.
61.

62.

64.

65.

66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.

80.

81.

82.
83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Bonatto, D.; Matias, F.; Lisboa, M. P.; Bogdawa, H. M.; Henriques, J. A.
P.; World J. Microbiol. Biotechnol. 2004, 20, 395.

Matias, F.; Padilla, G.; Rodrigues, M. F. A.; Anais do XV Simpdsio Nacional
de Bioprocessos, Recife, Brasil, 2005.

Delgado, C. C. R.; Pradella, J. G. C.; Anais do XV Simpdsio Nacional de
Bioprocessos, Recife, Brasil, 2005

Fonseca, G. G.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade Federal de Santa
Catarina, Brasil, 2003.

Fonseca, G. F.; Antonio, R.V.; Anais do XIV Simpdsio Nacional de
Fermentagoes, Floriandpolis, Brasil, 2003.

Arruda, J. C.; Antonio, R. V.; Anais do XIV Simpdsio Nacional de
Fermentagoes, Florian6polis, Brasil, 2003.

Fava, A. L. B.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sao Paulo, Brasil,
1997.

Vicente, E. J.; Schenberg, A. C. G.; Fava, A. B.; BR PI 9806581-5, 1998.
Friehs, K.; Lafferty, R. M.; J. Biotecnhol. 1989, 10, 285.

Filipov, M. C. O.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sao Paulo, Brasil,
2000.

Doi, Y.; Kawaguchi, Y.; Koyama, N.; FEMS Microbiol Lett. 1992, 103, 103.
Tezza, T. D.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sdo Paulo, Brasil,
2001.

Gambetta, G.; Finkler, L.; Pinto, J. C.; Anais do XIV Simpdsio Nacional
de Bioprocessos, Floriandpolis, Brasil, 2003.

. Piemolini, L. T.; Vasconcellos, R. V.; Porto, L. M.; Anais do XIV Simpdsio

Nacional de Fermentagées, Floriandpolis, Brasil, 2003.

Piemolini, L. T.; Tese de Doutorado, Universidade Federal de Santa
Catarina, 2004.

Pedrini, M. R. S.; Souza, J. A. R.; Aragdo, G. M. F; Furigo Jr, A.; Anais
do VI Semindrio de Hidrdlise Enzimdtica de Biomassas, Maringd,
Brasil, 1999.

Tavares, L. Z.; Pradella., J. G. C.; Anais do VI Semindrio de Hidrolise
Enzimdtica de Biomassas, Maringd, Brasil, 1999.

Tavares, L. Z.; Silva, E. S.; Pradella, J. G. C.; Bonomi, A.; Anais do XIII
Simpdsio Nacional de Fermentagoes, Teresépolis, Brasil, 2000.

Tavares, L. Z.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sao Paulo, Brasil,
2000.

Tavares, L. Z.; Pradella, J. G. C.; Anais do XIII Simpdsio Nacional de
Fermentagoes, Teresopolis, Brasil, 2000.

Pataquiva, A. Y.; Dissertacdo de Mestrado, Universidade de Sdo Paulo,
Brasil, 2003.

Oliveira, F. C.; Freire, D. M. G.; Dias, L. M.; Castilho, L. R.; Anais do
X1V Simpdsio Nacional de Fermentagoes, Florian6polis, Brasil, 2003.
Oliveira, F. C.; Freire, D. M. G.; Castilho, L. R.; Biotechnol. Lett. 2004,
26, 1851.

Oliveira, F. C.; Freire, D. M. G.; Castilho, L. R.; Br PI 04001 16-8 (Pedido
de patente), 2004.

Doi, Y.; Tamaki, A.; Kunioka, M.; Makromol. Chem. Rapid Commun. 1987,
8, 631.

Rodrigues, M. F. A.; Silva, L. F.; Gomez, J. G. C.; Appl. Microbiol.
Biotechnol. 1995, 43, 880.

Silva, L. F.; Tese de Doutorado, Universidade de Sao Paulo, Brasil, 1998.
Sartori, D. M.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sao Paulo, Brasil.
Gomez, J. G. C.; Silva, L. E;; BR PI 9806557, 1998.
http://www.comciencia.br/reportagens/biodiversidade/biol5.htm, acessada
em Agosto 2006.

Michelin-Ramos, M. E.; Gomez, J. G. C.; Oliveira, M. S.; Torres, B. B.;
Silva, L. F.; Anais do XIV Simpdsio Nacional de Fermentagaes,
Florianépolis, Brasil, 2003.

Brimer, C. O.; Silva, L. F.; Gomez, J. G. C.; Priefert, H.; Steinbiichel, A.;
Appl. Environ. Microbiol. 2002, 68, 271.

Brimer, C. O.; Steinbiichel, A.; Microbiology 2001, 147, 2203.

Pereira, E. M.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sao Paulo, Brasil,
2003.

Pereira, E. M.; Gomez, J. G. C.; Silva, L. F.; Anais do XV Simpdsio
Nacional de Bioprocessos, Recife, Brasil, 2005.

Aragdo, G. M. F.; Lindley, N. D.; Uribellarea, J. L.; Pareilleux, A.;
Biotechnol. Lett. 1996, 18, 937.

Taciro, M. K.; Pereira, R. P. M.; Pradella, J. G. C.; Bueno Netto, C. L.;
Simdes, D. A.; Anais do XI Simpésio Nacional de Fermentagées, Sao
Carlos, Brasil, 1996.

Pereira, R. P. M.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sao Paulo,
Brasil, 1996.

Takano, C. Y., Ferraz, L.; Piccoli, R. A. M.; Kapritchkoff. F. M, Bonomi,
A.; Anais do I Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica e Iniciagdo
Cientifica, Uberlandia, Brasil, 1996.

Bonomi, A.; Piccoli, R. A. M.; Ferraz, L.; Kapritchkoff, F. M.; Alli, R. C.
P.; Mattos, M. N.; Oliveira, V.; Takano, C. Y.; Fontolan, V.; Anais do V

da Silva et al.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

10

—_

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

11

—

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

12

122.

Quim. Nova

Semindrio de Hidrélise Enzimdtica de Biomassas, Maringd, Brasil, 1996.
Ferraz, L. P. C.; Dissertag¢do de Mestrado, Universidade de Sdo Paulo,
Brasil, 1999.

Ferraz, L.; Bonomi, A.; Piccoli, R. A. M.; Kapritchkoff, F. M.; Schmidell,
W.; Alli, R. C. P.; Takano, C.; Mattos, M. N.; Oliveira, V.; Fontolan, V.;
Anais do XII Simpdsio Nacional de Fermentagées, Uberlandia, Brasil, 1998.
Piccoli, R. A. M.; Tese de Doutorado, Universidade de Sao Paulo, Brasil,
2000.

Piccoli, R. A. M.; Quiroz, L. H. C.; Fleury, A.; Mattos, M. N.; Oliveira,
V.; Bonomi, A.; Anais do XIII Congresso Brasileiro de Engenharia
Quimica e XIX Interamerican Congress of Chemical Engineering, Aguas
de Séo Pedro, Brasil, 2000.

Pereiralima, P. S.; Tannuri, E. A.; Piccoli, R. A M.; Quiroz, L. H. C.;
Bonomi, A.; Fleury, A. T.; Ferraz, L; Anais do XII Congresso Brasileiro
de Engenharia Quimica, Porto Alegre, Brasil, 1998.

Salomao, M. Z.; Taciro, M. K.; Pereira, R. P. M.; Pradella, J. G. C.; Simdes,
D. A.; Bueno Netto, C. L.; Anais do XI Simpdsio Nacional de
Fermentagoes, Sdo Carlos, Brasil, 1996.

Marangoni, C.; Furigo Jr., A.; Aragdo, G. M. E;; Anais do XIII Simpdsio
Nacional de Fermentagoes, Teresopolis, Brasil, 2000.

Marangoni, C.; Finkler, L.; Aragdo, G. M. F.; Anais do XIV Congresso
Brasileiro de Engenharia Quimica, Natal, Brasil, 2002.

Rodrigues, R. C.; Fiorese, M. L.; Arnosti, E. P.; Ramos, R. A. W.; Pezzin,
A. P. T.; Aragdo, G. M. E;; Revista Matéria 2004, 9, 378.

Rocha, R. C. S.; Dissertacdo de Mestrado, Universidade de Sdo Paulo,
Brasil, 2002; Rocha, R. C. S.; Pereira. F. S.; Taciro, M. K.; Rodrigues, M.
F. A.; Pradella, J. G. C.; Quim. Nova, 2007, 30, 53.

Miyahira, T.; Silva, E. S.; Pradella, J. G. C.; Anais do XV Simpdsio
Nacional de Bioprocessos, Recife, Brasil, 2005.

. Valentim, H. E.; Berger, P. A.; Gruys, K. J.; Rodrigues, M. F. A.;

Steinbuchel. A.; Tran, M.; Asrar, J.; Macromolecules 1999, 32, 7389.
Rodrigues, M. F. A_; Silva, L. F.; Gomez, J. G. C.; Velentim, H. E.;
Steinbiichel, A.; Appl. Microbiol. Biotechnol. 1995, 43, 880.

Rodrigues, M. F. A; Oliveira, M. C.; Gomez, J. G. C.; Alli, R. C. P.; Bueno
Netto, C. L.; Silva, L. F.; Torres, B. B.; Anais do VI Semindrio de Hidrolise
Enzimdtica de Biomassas, Maringd, Brasil, 1996.

Rodrigues, M. F. A.; Steinbiichel, A.; Vicente, E. J.; FEMS Microbiol. Lett.
2000, 793, 179.

Rodrigues, M. F. A.; Valentim, H.; Berger, P. A.; Tran, M.; Asrar, J.; Gruys,
K. J.; Steinbiichel, A.; Appl. Microbiol. Biotechnol. 2000, 53, 453.
Salomoni, R.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sao Paulo, Brasil,
2005.

Pereira, F. S.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sao Paulo, Brasil,
2003.

Brandl, H.; Gross, R. A.; Lenz, R. W.; Fuller, R. C.; Appl. Environ.
Microbiol. 1998, 54, 1977.

Haywood, G. W.; Anderson, A. J.; Ewing, D. E.; Appl. Environ. Microbiol.
1990, 56, 3354.

Gomez, J. G. C.; Tese de Doutorado, Universidade de Sdo Paulo, Brasil
2000.

. Silva, L. M. B.; Gomez, J. G. C.; Oliveira, M. S.; Taciro, M. K.; Pradella,

J. G. C; Silva, L. F; Torres, B. B.; Anais do XII Simpdsio Nacional de
Fermentagoes, Uberlandia, Brasil, 1998.

Silva, S.R.; Gomez, J. G. C.; Costa, M.; Taciro, M. K.; Santos, A. L.;
Pradella, J. G. C.; Anais do VI Semindrio de Hidrdlise Enzimdtica de
Biomassas, Maringd, Brasil, 1999.

Strelec, T.; Sato, F. H.; Silva, L. F.; Gomez, J. G. C.; Anais do XV Simpdsio
Nacional de Bioprocessos, Recife, Brasil, 2005.

Sanchez, R. J.; Schripsema, J.; Silva, L. F.; Taciro, M. K.; Pradella, J. G.
C.; Gomez J. G. C.; Eur. Polym. J. 2003, 39, 1385.

Diniz, S. C.; Taciro, M. K.; Gomez, J. G. C.; Pradella, J. G. C.; Appl.
Biochem. Biotechnol. 2004, 119, 51; Diniz, S. C.; Gomez, J. G. C.; Silva,
L. F; Costa, M.; Taciro, M. K.; Silva, S. R.; Pradella, J. G. C.; Anais do
VI Semindrio de Hidrolise Enzimdtica de Biomassas, Maringd, Brasil, 1999.
Taciro, M. K.; Gomez, J. G. C.; Silva, L. F; Pradella, J. G. C.; Anais do
XV Simpdosio Nacional de Bioprocessos, Recife, Brasil, 2005.

Gomez, J. G. C.; Silva, L. E.; Pradella, J. G. C.; Taciro, M. K.; Silva-
Queiroz, S. R.; Bretas, A. F.; Rangel, F. A.; Sanches, R.; Anais do XV
Simpdsio Nacional de Bioprocessos, Recife, Brasil, 2005.

Ashby, R. D.; Foglia, T. A.; Appl. Microbiol. Biotechnol. 1998, 49, 431.
Silva, S. R.; Disserta¢do de Mestrado, Universidade de Sao Paulo, Brasil,
2003.

Antonio, R. V.; Steinbiichel, A.; Rehm, B. H. A.; FEMS Microbiol. Lett.
2000, 782, 111.

.Rehm, B. H. A.; Antonio, R. V.; Spiekermann, P.; Amara, A. A.;

Steinbiichel, A.; Biochim. Biophy. Acta Enzimol. 2002, 1594, 178.
Lee, S.Y.; Choi, J.; Polym. Degrad. Stab. 1998, 59, 387.



Vol. 30, No. 7

123.

124.

Mantelatto. P. E.; Duzzi, A. M.; Sato, T.; Durdo, N. A. S.; Rocchiccioli,
C.; Kesserlingh, S. M.; US pat. 052175 2005.
Noda, L.; Br PI 9507830-4, PCT US9506651, 1995.

125 Bernhard, A. H. O., Zuccolo, M.; Gongalves, I. M.; Ogaki, Y.; Coimbra, J.

126.

127.

128.

129.

130.

13

—_

132.

133.

134.

S. R., Bueno Netto, C. L.; Anais do V Simpdsio de Hidrdlise Enzimdtica
de Biomassa, Maringd, Brasil, 1996.

Steinbiichel, A. Em Biotechnology; Rehm, H. J.; Reed, G.; Roehr, M., eds.;
Willey: New York, 1996, cap. 2.

Zuccolo, M.; Ribeiro, A. M. M.; Ogaki, Y.; Alli, R. C. P;; Bueno Netto, C.
L.; Anais do V Semindrio de Hidrdlise Enzimdtica de Biomassas, Maringd,
Brasil, 1996.

Zuccolo, M.; Carter, J. M.; Morita D. M.; Gongalves, I. M.; Coimbra, J.
S. R.; Bueno Netto, C.L.; Anais do V Semindrio de Hidrdlise Enzimdtica
de Biomassas, Maringd, Brasil, 1996.

Kapritchkoff, F. M.; Tese de Doutorado, Universidade de Sao Paulo, Brasil,
2002.

Kapritchkoff, F. M.; Viotti, A. P.; Alli, R. C. P.; Zuccolo, M.; Pradella, J.
G. C.; Maiorano, A. E.; Miranda, E. A.; Bonomi, A.; J. Biotechnol. 2006,
122, 453.

. http://www.anbio.org.br/pdf/2/tr06_biopolimeros.pdf, acesssada em Agosto

2006.

Quental, A. C.; Felisberti, M. 1.; Anais do 6° Congresso Brasileiro de
Polimeros, Gramado, Brasil, 2001.

Pachekoski, W. M.; Rosdrio, F.; Ezquerra, T. A.; Agnelli, J. A. M.; Anais
do 7° Congresso Brasileiro de Polimeros, Belo Horizonte, Brasil, 2003.
Caraschi, J. C.; Ledo, A. L.; Anais do 6° Congresso Brasileiro de Polimeros,
Gramado, Brasil, 2001.

Produgdo biotecnoldgica de poli-hidroxialcanoatos

135.
136.
137.
138.
139.

140.
141.

142.
143.

144.
145.
146.
147.
148.

149.

1743

Caraschi, J. C.; Ledo, A. L.; Anaiss do 5° Congresso Brasileiro de
Polimeros, Aguas de Linddia, Brasil, 1999.

Innocentini-Mei, L. H.; Bartoli, J. R.; Baltieri, R. C.; Macromol. Symp.
2003, 797, 717.

Antunes, M. C. M.; Felisberti, M. L.; Anais do 7° Congresso Brasileiro de
Polimeros, Belo Horizonte, Brasil, 2003.

Baltieri, R. C.; Innocentini-Mei, L. H.; Bartoli, J.; Macromol. Symp. 2003,
197, 33.

Eligio, T.; Rieumont, J.; Sanchez, R.; Silva, J. F. S.; Die Angewandte
Makromoleculare Chemie 1999, 270, 69.

Maia, J. L.; Santana, M. H. A.; Ré, M. L; Braz. J. Chem. Eng. 2004, 21, 1.
Sa, J. S. M.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Brasil, 2000.

Galego, N.; Miguens, F. C.; Sanchez, R.; Polymer 2002, 43, 3109.
Martellini, F.; Innocentini-Mei, L. H.; Silvano, L.; Carenza, M.; Radiat.
Phys. Chem. 2004, 71, 257.

Ré, M. L.; Rodrigues, M. F. A,; Silva, E. S.; Castro, I. M.; Simioni, A. R.;
Pelisson, M. M. M.; Beltrame, M.; Tedesco, A. C.; Minerva Biotecnologica
2006, 18, 3.

Ré, M. 1; Drying Technology 2006, 24, 433.

Sturm, R.; J. Oil Chem. Soc. 1973, 50, 159.

Santos, J. P.; Wada, M. S.; Gomez, J. G. C.; Silva, L. F.; Anais do 7°
Congresso Brasileiro de Polimeros, Belo Horizonte, Brasil, 2003.

Rosa, D. S.; Penteado, D. F.; Calil, M. R.; Anais do 5° Congresso Brasileiro
de Polimeros, Aguas de Lindéia, Brasil, 1999.

Santos, C. E. O.; Rodrigues, T. C.; Rosa, D. S.; Calil, M. R.; Anais do 6°
Congresso Brasileiro de Polimeros, Gramado, Brasil, 2001.



