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RESUMO

Lopes MSG. Produgdo de plasticos biodegradaveis utilizando hidrolisado hemicelulédico de
bagaco de cana-de-acticar. 128 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) Instituto de Ciéncias
Biomédicas , Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Polihidroxialcanoatos (PHA), que incluem poli-3-hidroxibutirato (P3HB) e poli-3-hidroxibutirato-
co-3-hidroxivalerato (PHB-co-3HV), s@o uma familia de polimeros biodegraddveis que podem ser
produzidos utilizando bagaco de cana-de-agtcar, possibilitando a sua competitividade econdmica
dos PHA, em relagdo aos congéneres petroquimicos. A xilose, presente no bagaco de cana-de-
acucar, pode ser recuperada através da hidrélise dcida mais facilmente e em melhores rendimentos
do que a glicose proveniente da celulose. Assim, o objetivo deste trabalho é produzir PHA a partir
de hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agiicar. Um programa de bioprospecgdo
destacou duas linhagens capazes de produzir PHA a partir de xilose: Bacillus sp. MA3.3 e
Burkholderia sacchari TPT101 (utilizada como controle). Foram identificados, também, dois
problemas principais na utilizacdo de xilose: (i) aumentar a produtividade em xilose, cerca de 40%
menor do que em glicose, e (ii) reduzir a repressdo catabdlica da glicose. Propds-se, que maior
consumo de xilose porderia aumentar a velocidade de crescimento neste agucar. Porém, a
superexpressdao da xilose isomerase, gene-chave do catabolismo de xilose, ndo resultou no
incremento do crescimento de IPT101. Por esta razdo, utilizaram-se balangos estequiométricos e
andlises de fluxos metabdlicos in silico para estudar a sintese P3HB a partir de xilose. Simulagdes
in silico indicaram que é possivel aumentar o rendimento PHA a partir de xilose de 0.25 g g'1 para
0.40 g g'. Para isso, trés modificacdes sdo apontadas: (i) reducdo do fluxo do ciclo do 4cido
tricarboxilico (TCA), (ii) aumento do fluxo na parte inferior na via das pentoses e (iii) aumento na
atividade das enzimas de catabolismo de xilose. Em bactérias o sistema fosfoenolpiruvato-
fosfotransferase (PTS) é responsdvel pelo transporte de agucares e regulacdo da repressdo
catabdlica através de fatores de transcricio. Em Gram negativas, o regulador € o complexo CRP-
AMPc e para Gram positivas, é a proteina CcpA. Dois mutantes com repressido catabdlica
parcialmente abolida foram obtidos a partir de IPT101 e MA3.3, B. sacchari PTS Glicose® e
Bacillus sp. ACcpA. Para ambos, verificou-se consumo simultdneo de carboidratos e reducdo do
tempo de consumo dos agicares no meio de cultura. Porém, diferencas de fluxos de carbono,
especialmente um fluxo maior no TCA, resultaram em menores valores de biomassa e producdo de
PHA. Em experimentos com o hidrolisado de bagaco de cana-de-agicar, IPT101 e MA3.3
apresentaram crescimento inibido. Por esta razdo, em um novo programa de bioprospecgdo
selecionou a linhagem Burkholderia sp. F24 devido a sua capacidade de utilizar todos os
compostos orginicos do hidrolisado para produzir PHA. Em experimentos, em biorreator, em
cultivos em altas densidades celulares, obteve-se 25.04 g 1! de biomassa, 49.31% de acimulo de
P3HB na massa seca celular, alcancando assim, uma produtividade volumétrica de 0.28 g 1" h™.
Demonstrou-se a possibilidade de se alcangar densidades celulares ainda mais altas utilizando
hidrolisados ainda mais concentrados. Além disso, foi possivel controlar a fra¢gdo molar de 3HV na
sintese PHB-3HV em F24 utilizando xilose e 4cido levulinico.

Conclui-se que o redirecionamento de fluxos metabdlicos pode aumentar o rendimento e o
acumulo de P3HB, assim como a reducdo da repressdo catabdlica pode aumentar a produtividade
em bioprocessos utilizando xilose e hidrolisados lignocelulésicos.

Palavras-chaves:  Sustentabilidade, = Biomassa,  Hidrolisado  hemiceluldsico,  Plésticos
biodegraddveis, Bagaco de cana-de-agucar, Polihidroxialcanoatos, Andlise de fluxo metabdlico e
Repressdo catabdlica.



ABSTRACT

Lopes MSG. Production of biodegradable plastics using sugarcane bagasse hemicellulosic
hydrolysate. 128 p. PhD Thesis (Biotechnology). Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Polyhydroxyalkanaotes (PHA), including poly-3-hydroxybutyrate (P3HB) and poly-3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate (PHB-co-3HV), are a family of biodegradable polymers
that can be produced using sugarcane bagasse, allowing the its economic competitiveness in
comparison to their petrochemical counterpart. Xylose, present in the sugarcane bagasse, can be
recovered from hemicellulose by acid hydrolysis more easily and in better yields than can glucose
from cellulose. For that reason, the aim of this work is to produce PHA from hemicellulosic
hydrolysate of sugarcane bagasse. In a bioprospecting program, Burkholderia sacchari IPT101
(used as control) and Bacillus sp. MA3.3 standed out as producer of P3HB from xylose. Two major
points were identified: (i) increase P3HB productivity (Ppsgg), about 40% lower than in glucose
and (ii) reduce glucose catabolite repression. It was proposed that higher specific growth rate could
be related with higher sugar consumption rate. However, the overexpression of a key gene of
xylose catabolism, xylose isomerase, was not able to increase either xylose consumption or cell
growth rate. For that reason, in silico metabolic flux analysis was used to identify key genes of
PH3B production from xylose. In silico simulations indicated that it was possible to increase P3HB
yields to 0.25 g g'1 to 0.38 g g'l, that is similar to those of glucose and fructose. For that, three
modifications are pointed out: (i) lower fluxes in the tricarboxylic acid cycle (TCA); (ii) higher
fluxes through the lower part of the pentose phosphate pathway and (iii) the higher activity of the
xylose catabolic enzymes. In bacteria the phosphoenolpyruvate-phosphotransferase system (PTS)
is responsible for sugar transportation and regulation of catabolite repression though transcription
factors. For Gram negatives bacteria this transcription factor is the complex CRP-cAMP and for
Gram positive bacteria is the protein CcpA. Two mutants with catabolite repression released were
obtained: B. sacchari PTS Glucose™ and Bacillus sp. ACcpA. For both, the sugars were consumed
simultaneously, resulting in a reduced time to exhaust all sugars in the medium. However, due to a
different carbon flux distribution, especially a higher flux through the TCA, biomass and P3HB
production decreased. In experiments using sugarcane bagasse hydrolysate, IPT101 and MA3.3
presented inhibit growth. For that reason, a new bioprospecting program screened Burkholderia sp.
F24 due its ability to consume all the organics substrates from the hydrolysate and produce PHA.
Best results in literature were obtained with P3HB production from xylose and sugarcane
hydrolysate and of PHB-co-3HV using xylose and levulinc acid. In bioreactor experiments in high
cell density experiments it was reached 25.04 g I'' of biomass, 49.31% of P3HB accumulation of
cell dry weight and 0.28 g 1" h™ of volumetric productivity. It was demonstrated the possibility to
reach even higher cell density with more concentrated hydrolysates. Moreover, it was possible to
modulate de molar fraction of 3HV in PHB-3HV synthesis by F24 using xylose and levulinc acid.
In the conclusion, redirecting metabolic fluxes can increase yields and P3HB accumulation,
moreover, reduction of catabolite repression can increase productivity in bioprocesses using xylose
and lignocellulosic hydrolysates.

Key words: Sutentability, Biomass, Hemicellulosic hydrolysate, Biodegradable plastics, Sugarcane
bagasse, Polyhydroxyalkanoates, Xylose, Metabolic flux analysis and Catabolite repression.



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Plasticos sdo materiais incrivelmente versateis. Sdo baratos, leves, duraveis, resistentes a
corrosdo e possuem propriedades de isolamento térmico e elétrico. A diversidade dos polimeros e a
versatilidade de suas propriedades sdo utilizadas em quase todas as atividades industriais, da
automobilistica a medicina (ANDRADE e NEAL, 2009; REDDY et al., 2003). Polimeros
sintéticos sdo produzidos através da polimerizacdo de mondmeros derivados do petréleo ou gis
natural, e os pldsticos sdo feitos desses polimeros combinados a vdrios aditivos quimicos.

O primeiro polimero sintético, o baquelite, foi produzido pelo quimico belga Leo
Baekeland em 1907. Muitos outros foram subsequentemente desenvolvidos durante as décadas
seguintes. Entretanto, foi apenas nas décadas de 40 e 50 que se iniciou a produ¢do em massa de
produtos plasticos. A produgdo de pldsticos aumentou substancialmente durante os tltimos 60
anos, de 0.5 milhéo de tonelada em 1950 para 260 milhdes de toneladas em 2008 (utilizando cerca
de 8% da producdo mundial de petréleo), com a perspectiva de exceder os 300 milhdes de
toneladas em 2010 (THOMPSON et al., 2009).

Materiais descartdveis e embalagens, que representam um terco do total da produgdo,
causam o maior impacto ambiental devido a dificuldade de descarte. Mais de 90% do material
plastico em aterros sanitarios de paises desenvolvidos consiste em polietileno, cloreto de polivilina
(PVC) e poliestireno, em propor¢des semelhantes (ATLAS e BARTHA, 1997). Sendo
xenobidticos, estes polimeros sintéticos sdo recalcitrantes a degradacdo microbiana, devido a falta
de aparato enzimético adequado. Além disso, o excessivo peso molecular também parece ser o
responsével pela resisténcia a biodegradacio e a sua persisténcia no ambiente (ATLAS BARTHA,
1997). Por este motivo, nos ultimos anos, tem havido uma preocupagdo sobre os efeitos da ma
disposi¢do destes materiais no meio ambiente, especialmente nos ambientes aquaticos (REDDY et
al., 2003; THOMPSON et al., 2004; THOMPSON et al., 2009;).

Os detritos plasticos sdo encontrados em todos os habitats marinhos, incluindo os pélos e
mares profundos. Além de detritos plasticos grandes, também se encontram fragmentos
microscopicos de plasticos (< 20 um) sendo que ambos ocasionam sérios problemas para a vida
selvagem. Mais de 260 espécies animais sd@o conhecidas por ingerirem ou ficarem emaranhadas em
detritos plasticos, sendo que a ingestdo de plasticos pode estar amplamente distribuida em certas
populagcdes (chegando a 95% dos individuos) comprometendo a alimentacdo e sobrevivéncia
desses animais. Por outro lado, o emaranhamento por detritos plasticos pode causar ferimentos

graves e até a morte para diversas espécies (DERRAIK, 2002; GREGORY 2009).
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A incinerag¢do de plésticos tem sido uma opcdo de gerenciamento de residuos, ji que o
plastico possui alto valor calorifico. Mas, além de ser um processo caro, pode ser também perigoso.
Dioxinas e furanos podem ser liberadas durante a incineragdo de certos plasticos (ATLAS e
BARTHA, 1997). A reciclagem de materiais vem crescendo nos ultimos anos, mas a taxa de
reciclagem para a maioria das embalagens plésticas continua baixa (DAVIS e SONG, 2006;
HOPEWELL et al. 2009). Existe um ntimero muito grande de tipos de plasticos utilizados em
embalagens. Cada um possui aditivos diferentes: compostos de refor¢os, colorantes e plastificantes
(ANDRADY E NEAL, 2009; THOMPSON et al., 2009). A complexa composicdo destes plasticos,
juntamente com a contaminag¢do que usualmente ocorre durante seu uso, torna a reciclagem ndo-
econdmica em comparagdo com os aterros sanitarios (SONG et al., 2009). Além disso, as
modificacdes das propriedades ocasionadas pela reciclagem podem limitar as suas aplicagdes
posteriores (REDDY et al., 2003). Outro problema que esta relacionado com o gerenciamento de
residuos plasticos € o descarte incorreto de lixo nos espacgos urbanos e rurais. Este problema vem
aumentando em paises como a Inglaterra, nos ltimos cinco anos (THOMPSON et al. 2009).

Verifica-se, portanto, a existéncia de uma demanda social e ambiental pela substitui¢do
desses materiais por outros mais adequados ao meio ambiente, principalmente por materiais
biodegradaveis, aqui também chamados de bioplasticos. Apenas no final da década passada, a
Sociedade Americana para Testes e Materiais (ASTM International) — a maior organizacdo de
fonte para padrdes em materiais, produtos, sistemas e servicos — apresentou uma série de normas
para definir degradacio e biodegradacdo de plésticos, conceitos estes adotados nesta tese (norma
ASTM 6400). Os plésticos degradaveis sdo aqueles projetados para sofrer uma mudanga
significativa em sua estrutura quimica sob condi¢cdes ambientais especificas, resultando em perda
de algumas propriedades que podem variar conforme medicdo por testes padrdo apropriados.
Dentre os plasticos degradaveis, destacam-se os:

- Plastico biodegradavel: aquele capaz de ser sujeito a decomposi¢do em didxido de
carbono, metano, 4gua, compostos inorganicos ou biomassa. O mecanismo predominante € a agdo
enzimatica de microorganismos, que pode ser medida por testes padronizados em determinado
periodo de tempo, e refletindo a condi¢@o de escoamento existente.

- Plastico fotodegraddvel: um plastico degraddvel, cuja degradagdo resulta da agdo da luz
natural.

- Plastico degradavel por oxidagdo: plastico degradavel cuja degradacdo resulta da
oxidacdo.

Plésticos fotodegraddveis possuem grupos sensiveis a luz, incorporados diretamente na

estrutura do polimero como um aditivo. Exposi¢do extensiva a radiagdo (semanas a meses) pode
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desintegrar a estrutura polimérica, tornando-a mais suscetivel a degradagdo bacteriana. Porém,
quando alocados em aterros sanitdrios nfo estdo expostos a luz. Portanto, ndo sdo degradados.
Existem também plasticos semi-biodegraddveis nos quais o amido estd incorporado a uma
poliolefina. Quando descartados, as bactérias degradam o amido. Porém, o polietileno se mantém
nao degradado. Nos plasticos oxi-degraddveis, incorpora-se um aditivo que potencializa a ag¢do do
oxigénio, da temperatura e da radiagdo ultravioleta, para quebrar o plastico em mindsculos
fragmentos. Segundo os fabricantes, este aditivo tornaria o material susceptivel a acdo dos
microrganismos, tornando-o também biodegraddvel (RESBRASIL, 2010). Estudos recentes
contestam esta afirmacio (FECHINE et al., 2009). No comec¢o de 2008, o governador José Serra
vetou uma proposta de lei que tornaria o uso de aditivos oxi-degraddveis em sacolas pldsticas,
devido a divida dos reais beneficios ao meio ambiente (VASCONCELOS, 2008).

Uma vez que a biodegradabilidade do material tenha sido demonstrada, sua aplicacdo deve
ser cuidadosamente escolhida. E necessdrio ter em mente que uma das propriedades mais
interessantes dos plasticos convencionais é precisamente a sua capacidade de resistir as
intempéries. Se o produto final é desenhado para resistir as intempéries (partes externas de veiculos
ou fios elétricos, por exemplo), a biodegradabilidade deve ser evitada. Claramente, entdo,
biodegradabilidade € vantajosa quando € implicitamente demandada. Dessa maneira, as resinas
convencionais ainda sdo indispensaveis e diferentes procedimentos de descartes sdo necessarios
para cada caso.

Na Tabela 1, sdo descritas as principais classes de polimeros biodegraddveis ja produzidos
em escala comercial ou piloto (PRADELLA et al., 2006). E interessante apontar que, da mesma
forma que ha plésticos que sdao produzidos pela sintese de mondmeros derivados do refino do
petréleo com certo grau de biodegradabilidade (SONG et al., 2009), como as poliuretanas, existem
também biopléasticos de origem microbiana que nio biodegraddveis, como os politioésteres

(STEINBUCHEL, 2005).
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Tabela 1 — Principais classes de bioplasticos produzidas em escala piloto ou comercial.

Bioplastico Marca — Empresa Tipo de polimero Estrutura/Método de producio
1. Polimero de amido Polissacarideo Polimero natural modificado
2. Polilactatos (PLA) Nature Works — Cargill Poliéster Acido l4ctico produzido por fermentagio
seguido de polimerizagdo
3. Polihidroxialcanoatos (PHA) Poliéster Bioconversao direta de fonte de carbono por
PHB-co-3HV Biopol — Metabolix microrganismos ou em vegetais geneticamente
PHB-HAp L Nodax — Procter & Gamble modificados.
4. Poliésteres alifaticos — Poliéster
aromaticos 1-3 propanodiol produzido por fermentacio
Politrimetilenotereftalato Sorona — Dupont seguido de copolimerizag¢ao com acido
Coterra - Shell tereftalico ou dimetil tereftalato.
Polibutilenotereftalato Biomax — Dupont 1-4 butanodiol produzido por fermentacao
EastarBio — Eastar seguido de copolimerizagdo com acido
Ecoflex - Basf tereftalico
Polibutilenosuccinato Bionolle 1000- Showa 1-4 butanodiol copolimerizado com 4cido
Mitsubishi, Ajinomoto succinico, ambos produzidos por fermentacio
5. Poliuretanas Poliuretano Polimerizagdo de poliois obtidos por
fermentacao ou purificagdo quimica com
isocianatos petroquimico
6. Nylon Poligamia
Nylon 6 Nylon 6 - DSM Condensagdo da caprolactama produzida por
fermentacao
Nylon 6.6 Acido adipico produzido por fermentagio
seguido por copolimerizagdo com
hexametilenodiamina
Nylon 69

Mono6mero obtido por transformagao
quimica do 4cido oléico

FONTE: adaptado de PRADELLA, 2006

Classificam-se os polimeros de acordo com a sua matéria-prima: renovdveis (base verde) e

ndo renovaveis (base petroquimica). Porém, muitos dos plasticos biodegraddveis comerciais hoje
apresentam formulacdes que combinam ambas as classes, para reduzir custos e/ou melhorar o
desempenho (CHEN 2009), como poliésteres alifdticos-aromaticos e nylon (Tabela 1). Atualmente
no Brasil, sdo produzidos pela Braskem polietilenos ndo biodegraddveis, a partir de cana-de-
agucar.

Dentre os bioplasticos produzidos de fontes renovaveis, destacam-se pelas suas
propriedades os PHA e os polilactatos (PLA). Os PHA sdo termopldsticos naturais que ocorrem
numa grande gama de bactérias, enquanto o PLA ¢é produzido através da polimerizacdo do acido
latico oriundo da fermentacdo. Porém, como demonstrado na Tabela 2, a familia PHA contém
caracteristicas mais apropriadas que tornam sua produ¢do mais vantajosa tanto a curto, como a
médio e longo prazos.

Os PHA podem ser acumulados em grande quantidade sem afetar a pressdo osmdtica das
células, chegando a participar de até 80% do peso seco celular (KAHAR et al., 2003). Os granulos
de PHA sdo formados quando hé limitagdo de um ou mais elementos essenciais ao crescimento

bacteriano, como nitrogénio, fésforo, magnésio ou oxigénio. Sdo usados como fontes de energia e
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de carbono, quando esses elementos voltam a ser disponiveis. O PHA mais estudado e mais
comum entre as bactérias ¢ o homopolimero de polihidroxibutirato (P3HB) que € sintetizado a
partir de acetil-CoA obtido do catabolismo de carboidratos, envolvendo a acdo de tr€s enzimas
(OEDING e SCHLEGEL, 1973; SENIOR e DAWES, 1973). Primeiro, por acido da 3-cetotiolase,
duas moléculas de acetil-CoA se condensam, gerando acetoacetil-CoA. Esta, em seguida, sofre
uma redugdo, formando (R)-3-hidroxibutiril-CoA por acdo da acetoacetil-CoA redutase. A PHA
sintase, finalmente, incorpora cada molécula de (R)-3-hidroxibutiril-CoA (3HB) a cadeia

polimérica em crescimento.

Tabela 2 — Comparacio entre polilactatos (PLA) polihidroxialcanoatos (PHA).

PLA ys. PHA PLA PHA

Estrutura do mondmero Apenas D- e L-acido latico (AL) Pelo menos 130 mondmeros

Custo de produgdo Compardvel com os dos pldsticos convencionais Pelo menos 2x o do PLA
como o PET

Propriedades do material Pobre, pode ser ajustada regulando a propor¢do De rigido, flexivel a eldstico, completamente controlavel
de De L-AL

Maturidade tecnolégica A produgdo de AL estd estabelecida, porém a Ao menos 10 companhias no mundo estdo produzindo
polimerizacdo a PLA é complicada. Apenas uma PHA em escala maior que 2000 t por ano via
companhia, NatureWorks, produz PLA em fermentagdo microbiana.
grande escala.

Investimento Grande investimento em capital fixo: Nature Pequeno investimento: plantas atuais de fermentacéo
Works investiu 1 bilhdo U$S nos ultimos anos  microbiana aerébica podem ser utilizadas para a
em uma planta de 140000 ton por ano. producao de PHA.

Propriedade intelectual Coberta na maioria das dreas de aplica¢do e Muito espago para exploragdo
producao

Areas de aplicacio Embalagens, implantes médicos, impressdo, Para quase todas as dreas da inddstria de plastico

vestudrio e etc. Ainda limitado pela temperatura convencional, limitado apenas no alto custo atual.
de transi¢do vitrea de 65 a 75°C para baratos P(L-
LA).

FONTE: adaptado de CHEN, 2009

Na presencga de um co-substrato, como o propionato, um acido graxo de cadeia impar, uma
molécula de propionil-CoA poderd produzir o mondmero (R)-3-hidroxivaleril-CoA. Dessa
maneira, a PHA sintase, incorpora tanto moléculas de (R)-3-hidroxivaleril-CoA (3HV) como de
(R)-3-hidroxibutiril-CoA a cadeia polimérica em crescimento, para formar o copolimero poli-3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato P(HB-co-3HV). Além dos mondmeros (R)-3-hidroxibutiril-
CoA (3HB) e (R)-3-hidroxivaleril-CoA (3HV), cerca de 130 monomeros diferentes ja foram
identificados como constituintes de PHA produzidos por bactérias, a partir de diversas fontes de
carbono (STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995) que sdo subdivididos em dois grandes grupos: (i)
de cadeia curta (PHAgscL — hydroxyacids of short-chain-length), contendo de 3 a 5 atomos de
carbono na cadeia principal; e (ii) de cadeia média (PHAwmcL — hydroxyacids of medium-chain-
length), contendo de 6 a 14 4dtomos de carbono na cadeia principal. Apesar dos PHA e do PLA
constituirem classes de polimeros diferentes, hoje ja sdo produzidos, por E. coli recombinantes,

copolimeros de poli-3-hidroxibutirato-co-lactato (JUNG et al., 2010).
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E interessante apontar que as empresas que hoje produzem PHA em escala piloto ou
industrial utilizam glicose ou sacarose para a producido de P3HB, 4cido propidnico para producdo
de PHB-co-3HV, e 4cidos graxos para produgcdo de PHAycr, (PRADELLA, 2006).

Existem claras vantagens ambientais em processos renovaveis, porém, aqueles que t€m
como base a agricultuta implicam em diversos problemas ambientais. Erosdo do solo, perda de
biodiversidade, uso da terra e consumo de dgua sdo alguns dos aspectos ndo vantajosos para a
inddstria de processos verde. Usar alimentos para a produ¢do de biocombustiveis ou energia t€m
sido debatido em dmbito moral. Em um nivel mais amplo, este debate se caracteriza pela discussao
de uso da terra. Em um planeta em que a terra é limitada e a populacdo crescente, a principal
discuss@o é como a terra deve ser utilizada: para producdo de comida, para a produgdo de
combustiveis, urbanizag@o etc. Ao nivel de politicas publicas, mais especificamente da Politica
Nacional do Meio Ambiente, a regulacdo da gestdo dos recursos ambientais, inclusive o uso e
ocupagdo do solo, da-se pela implementacdo do Zoneamento Ambiental.

Outra questdo importante € saber se o bioproduto utiliza considerdveis por¢des de
combustiveis fosseis e energia, na producdo da matéria-prima e no seu processo. Uma andlise da
sustentabilidade do processo, portanto, € necessdria para avaliar caso a caso. De outra forma, a
troca de processos de base petroquimica para processos de base verde em grande escala, apenas
trocaria um conjunto de problemas ambientais por outros.

Uma ferramenta de andlise de sustentabilidade que leva em conta desde a producido da
matéria-prima até o descarte do produto é a andlise de ciclo de vida do produto. Utilizando
parcialmente esta metodologia, HARDING et al. (2007) comparou a produgdo de matéria-prima e
processo de producao de P3HB, polipropileno e polietileno de alta e baixa densidade. Porém nao
analisou os impactos de uso, reuso e descarte. O autor descreve que em quase todas as categorias
analisadas (que incluem energia necessdria, aquecimento global, deplecdo abidtica e toxicidade
terrestre e de dguas doce e salgada), a produg¢do de P3HB a partir de sacarose alcangou redugdes
significantes. Por outro lado, devido a utilizacdo de fertilizantes na agricultura, dcidos e um nimero
significante de sais, a produ¢do de P3HB aumenta o nivel potencial de toxicidade das 4guas
residuais e de eutrofizacdo. Porém, conclue-se que o processo de producdo de P3HB € mais
benéfico ao meio ambiente do que os de polipropileno e poliestireno.

A mudanca do clima € um dos mais graves problemas ambientais enfrentados nos tltimos
anos, podendo ser considerada uma das mais sérias ameagas a sustentabilidade do meio ambiente, a
saiude, e ao bem-estar humano e a economia global. Apds a Revolu¢do Industrial, o uso de
combustiveis fésseis nos meios de produgdo elevou em quase 50% os niveis de concentracdo de

gases poluentes, entre eles os chamados gases de efeito estufa. Os gases de efeito estufa tém a
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capacidade de reter calor e alterar tanto o equilibrio térmico quanto o climdtico do planeta (IPCC,
2001). A reducdo dos gases de efeito estufa € uma das metas do Protocolo de Kyoto, acordo
assinado em 1997, pelos paises participantes da Convencdo-Quadro das Nagdes Unidas sobre
Mudancas Climaéticas. Ele passou a vigorar em fevereiro de 2005. Uma das linhas de projetos para
mitigacdo do efeito estufa é a reducdo de emissdes, por meio do aumento da eficiéncia energética e
do uso de fontes renovaveis de energia, conhecidos como projetos de energia. Neste sentido,
enquadram-se processos de producdo de pldsticos a partir de fontes renovaveis. Yu e CHEN (2009)
concluem que a substitui¢do dos similares petroquimicos por PHA pode reduzir em até 80% a
emissdo de gases de efeito estufa.

Dentro deste cenario de processos de base verde, destaca-se o modelo brasileiro de
biorrefinarias de cana-de-agucar, no qual se desenvolveu um dos sistemas (talvez “o sistema”) mais
eficiente do planeta para produg@o de matérias-primas renovaveis para a producdo de combustiveis,
polimeros e outros materiais. De acordo com a Agéncia Norte-Americana de Prote¢do Ambiental
(EPA), o etanol brasileiro de cana-de-agucar reduz as emissdes de gases de efeito estufa (GEE) em
61% em relagdo a gasolina — o que o caracteriza como um “biocombustivel avancado” (FAPESP,
2010). A literatura atual identifica trés niveis de biorrefinarias: biorrefinaria de fase I seria uma
usina padrio produtora de etanol, que utiliza certa quantidade de cana-de-acguicar para produzir
determinada quantidade de etanol. Esta quase ndo possui quase nenhuma flexibilidade de processo,
que se d4 apenas pela propor¢do de etanol e agicar produzidos. A integracdo da produgdo de P3HB
a partir de sacarose, ou de polietileno a partir de etanol caracterizaria uma biorrefinaria de fase II.
Essa nova planta aumenta o nimero de possibilidades de conectar novas linhas de produtos
industriais com a ja existente unidade de produgdo. Uma biorrefinaria de fase III ndo sé produz
uma variedade de combustiveis, quimicos, intermedidrios e produtos finais, mas também utiliza
vérias fontes de matérias-primas e processos (KAMM e KAMM, 2004). A flexibilidade de uso de
suas matérias-primas € o fator primordial para a adaptabilidade diante das mudancas na demanda
para suprir commodities alimenticias e industriais, destacando o uso de residuos lignoceluldsicos
(revisado por KAMM et al., 2006). Neste cendrio, a producdo de PHA integrada a uma usina de
cana-de-agucar torna-se interessante devido a capacidade do sistema de suprir a energia necessaria
para o processo, disponibilidade de substratos para a produg¢do e produtos para a etapa de
purificacdo, e também pela habilidade do sistema de processar e utilizar os seus efluentes
(NONATO et al., 2001). Além disso, como todo carbono envolvido (tanto combustivel quanto de
matéria-prima) € originado da cana-de-agicar, as emissdes de CO, pela planta de producdo
também retornam para os campos de cultivo através da fotossintese, o balango de emissdo de

carbono é perto do zero (NONATO er al., 2001) .
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Recentemente, foi desenvolvido pelo IPT, em cooperagdo com o Centro Tecnoldgico da
Copersucar e a Universidade de Sdo Paulo, com o apoio do PADCT-Finep, um processo para a
producdo de poli-3-hidroxibutirato (P3HB) e de seu copolimero poli-3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato (P3HB-co-3HV) (NONATO et al, 2001). Esse processo foi transferido para a
empresa P3HB Industrial S/A, que atualmente produz cerca de 50 toneladas anuais desses
materiais utilizando caldo de cana-de-agucar (sacarose) como substrato. NONATO e colaboradores
(2001) estimaram os custos de produgdo da planta de producdo de 10.000 toneladas de P3HB ao
ano, integrada a uma usina de etanol e agicar no interior do Estado de Sdo Paulo. A composi¢do
dos custos representa 29% em relagdo a matéria-prima (sacarose), 20% com produtos quimicos,
27% com depreciagdo dos equipamentos, 11% com gastos com energia e 13% com outros gastos
nao especificados. Dessa maneira, verifica-se que na producdo de biopolimeros, mesmo dentro de
um sistema eficiente de produc@o de acicar, o custo da matéria-prima ainda é o mais
representativo.

Os PHA tém sido comercializados atualmente ao preco médio da ordem de US$ 4,00 / kg,
muito menor que os US$ 10 a US$15/kg praticados nas décadas de 80 e 90, mas ainda assim,
superior ao polipropileno comercializado hoje a cerca de US$ 1,5/kg (PRADELLA 2006). A
expectativa inicial (nos anos 90) de que o mercado pagaria um prémio extra pelo produto por suas
caracteristicas de biodegradabilidade ndo tem se cumprido (PRADELLA, 2006). Dessa maneira, o
desafio atual para os bioplasticos € a redugdo dos custos ao mesmo nivel dos congéneres
produzidos, a partir de petrdleo. Neste sentido, os seguintes objetivos devem ser seguidos
(PRADELLA, 2005; CHEN 2009): (i) uso de residuos de baixo custo como fonte de carbono, (ii)
aumento do rendimento e da produtividade do bioprocesso e a (iii) modula¢do da composicdo dos
polimeros para ampliacdo de suas aplicacgdes.

No sentido de utilizar residuos de baixo custo, subprodutos da agricultura sdo os recursos
renovdveis baratos e virtualmente inesgotdveis, uma vez que a sua formacdo tem como base o
processo fotossintético e a atividade antrOpica. Para uso destes materiais lignoceluldsicos em
processos bioldgicos, ha primeiramente necessidade da liberacdo da celulose e da hemicelulose do
complexo formado com a lignina, seguido da quebra dos polimeros de agucar, obtendo desta
forma, pentoses e hexoses livres para o processo de conversdo microbiana ao produto desejado
(CHANDRAKANT e BISARIA, 1998; LEE, 1997).

Os principais métodos de hidrdlise sdo aqueles catalisados por dcidos ou enzimas
celuloliticas (MARTIN et al., 2002). A hidrdlise enzimatica depende de um pré-tratamento brando
para hidrdlise da hemicelulose e, posteriormente, de enzimas para quebrar a celulose. Estas

enzimas representam um custo significante e limitante para o processo atualmente. Enquanto os
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trabalhos na literatura se concentram na liberacdo da glicose proveniente da celulose para os
bioprocessos, os agicares provenientes da hemicelulose, principalmente a xilose, podem ser mais
facilmente recuperados e com melhores rendimentos através da hidrélise branda da hemicelulose.

Hoje, 400 usinas concentradas principalmente no Estado de Sdo Paulo processam cerca de
600 milhdes de toneladas cana-de-agtcar, produzindo um montante de 200 milhdes de toneladas de
bagaco. Uma parte desse bagaco é queimado para geracdo de energia. Porém, em um modelo de
biorrefinaria de fase IIl, o bagaco de cana-de-actcar poderia ser utilizado como matéria-prima
nobre para a producdo de diversos produtos (revisado por KAMM et al., 2006).

E importante destacar que o bagaco apresenta-se como o residuo lignocelulésico mais
susceptivel a pré-hidrélise hemiceluldsica dentre aqueles estudados na literatura (MARTIN et al.,
2007). Além disso, o uso do bagaco como matéria para a producdo de biopolimeros ndo depende
do aumento da fronteira agricola ou substituicdo de culturas alimenticias. Pelo contrario aumentaria
a sustentabilidade ambiental, econOmica e social da industria sucroalcooleira, favorecendo a
competitividade de seus produtos.

O pré-tratamento dcido do bagaco, que libera principalmente a hemicelulose e lignina, pode
ser utilizado tanto para produzir PHA como outros produtos, como xilitol. Posteriormente, a
celulose residual pode ser hidrolisada para produzir etanol, ou outros produtos de fermentacdo
como 4cido latico, butanol e acetona (KAMM et al., 2006). Outros derivados por sintese quimica
podem ser produzidos, a partir de bagaco de cana-de-aciicar. Acido levulinico, por exemplo,
utilizado como precursor de polimeros ou flavorizante, pode ser formado a partir da hidrélise
catalisada por é4cidos (4.45% de HCI a 220 °C por 45 min) do bagago de cana com rendimento de
cerca 23% (YAN et al., 2008). Acido levulinico também pode ser utilizado como precursor de
unidade 3-hidroxivaleril-CoA para a produ¢@o do copolimero PHB-co-3HV (ANEXO V; CHUNG
et al., 2001; KEENAN et al.,2006). KEENAN e colaboradores (2004) demonstraram que seria
possivel variar de 0 a 60% o conteido molar de unidade 3HV, variando a concentragdo deste dcido
do meio de cultura com xilose(de 0 a 6 g 1), controlando, assim, as propriedades do polimero
formado. Além do mais, os rendimentos de produg@o de unidade 3HV estdo em torno de 0.5 g por
g acido levulinico consumido. Eles s@o relativamente altos em comparacdo com aqueles obtidos
pelo 4cido propidnico (0.02-0.13 g g') (GOMEZ et al., 1996). Em adi¢io aos melhores
rendimentos, a produc¢do de 4cido levulinico em biorrefinarias potencialmente reduzird o seu custo
favorecendo a producido econdmica de PHA (BOZELL et al., 2000).

Finalmente, o pré-tratamento de materiais lignocelulésicos libera uma por¢do de compostos
inibitérios para o crescimento de microrganismos. Além das vantagens demonstradas da producio

de PHA a partir de materiais lignoceluldsicos, o processo de producdo de PHA, a partir do pré-
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tratamento do bagago de cana torna-se interessante ao se comparar com outros bioprocessos ja que
se pretende realiza-lo em aerobiose, aumentando a possibilidade da “destoxificacdo” simultanea de
compostos toxicos liberados durante a hidrélise da hemicelulose via oxidagao biolégica, tornando o
processo mais atraente economicamente.

Resumindo esta introdugdo: verifica-se uma demanda da sociedade por plasticos
biodegradaveis com aplicacao relacionada com o descarte rdpido de materiais plasticos. Dentre os
polimeros biodegraddveis atuais, destacam-se os polihidroxialcanoatos por serem produzidos por
fontes renovdveis e estudos de sustentabilidade demonstrarem os seus beneficios para o meio
ambiente em relacdo aos pldsticos petroquimicos, principalmente em relagcdo a emissdo de gases de
efeito estufa. Por fim, o modelo de producdo de PHA utilizando bagaco de cana-de-acticar
integrado a usinas sucroalcooleiras representa uma possibilidade de viabilizar a competitividade de

PHA em relag@o aos congéneres petroquimicos.
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5. Conclusoes

1. O isolamento de linhagens mostrou-se como poderosa ferramenta para obter novos
microrganismos de relevancia biotecnolégica. Neste trabalho, foi demonstrada a possibilidade de
utilizar a biodiversidade microbiana para superar obstdculos impostos a linhagens-modelo como
Bacillus subtilis ou Escherichia coli relacionados com: (i) a produgcdo de PHA, (ii) o consumo de
xilose e (iii) a utilizacdo dos compostos inibitérios e (iv) a producido em altas densidades celulares.
A linhagem Burkholderia sp. F24 mostrou-se robusta para futuros experimentos de producdo de
PHA a partir de hidrolisado hemiceluldsicos em altas densidades celulares ou empregando técnicas

de engenharia metabdlica.

2. Através da andlise das reagdes gerais de producdo de P3HB, foi verificada uma diferenca entre
os balancos energéticos da producido de P3HB, a partir de xilose e glicose. O fator de conversao
teérico de sintese de ATP é 5.8 mol mol™ (ATP/ 3HB) em xilose, inferior ao valor produzido pelo
metabolismo de glicose (7 mol mol ™). Mais de 80% da diferencga entre os dois balancgos é devido a

diferenga entre os mecanismos de assimilicao e fosforilagcdo destes acticares.

3. A obtencdo de mutantes com repressdo catabdlica (parcialmente ou completamente) abolida
pode diminuir o tempo de consumo dos acticares, aumentando assim a velocidade de crescimento e
produtividade. Modificagdes genéticas devem ser feitas, levando-se em conta efeitos adversos. A
delecdo do sistema (ou partes do) PTS parece ndo ser um bom alvo em espécies de Burkholderia,
apesar de resultados positivos em linhagens de E. coli. O PTS apresenta-se como um sistema
eficiente no transporte de acticares além de controlar importantes nédulos dos fluxos metabdlicos.
A delegao de reguladores globais de transcricdo, como o CcpA, também implicam em impactos em

diferentes pontos de regulacio e fungdes celulares.

4. Apesar de trabalhos encontrados na literatura indicarem que a xilose isomerase € um gene-chave
para aumentar a velocidade de consumo de xilose, o aumento da atividade enzimadtica da xilose
isomerase nao apresentou efeito positivo na produg¢do de PHA em B. sacchari. Por outro lado a
andlise do metabolismo in silico apresentou-se como ferramenta eficiente para a identificacdo de
genes-chave para o aumento de rendimento e acimulo de PHA. As modificacdes do metabolismo
indicadas pela anélise de fluxo sdo: (i) aumento no fluxo na parte inferior da via das pentoses ; (ii)
aumento na atividade das enzimas de catabolismo de xilose e (iii) redu¢do do fluxo do ciclo do

acido tricarboxilico (TCA).
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S. Através da andlise da expressdo de genes, modelos de fluxos metabdlicos in silico e
experimentos com mutantes com repressdo catabodlica foi possivel identificar proteinas-chave que
controlam diferentes niveis do sistema celular, como a transaldolase, TalA e regulador global de
transcricdo Crp* independente de AMPc. Através da ac@o conjunta destas proteinas, pretende-se
liberar os mecanismos de repressdo catabdlica e alcancar as mudangas de fluxos propostas no item
anterior. Estas proteinas se mostram importantes ndo so para a producdo de PHA, mas também de

outros produtos, a partir de xilose e hidrolisados hemiceluldsicos, como etanol e xilitol.

6. Foram demonstradas algumas vantagens de um processo aerébio de producdo de PHA para
utilizacdo de hidrolisados hemiceluldsicos. Primeiro, Burkholderia sp. F24 foi capaz de
simultaneamente destoxificar e produzir PHA utilizando o hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar. Segundo, foram obtidos melhores rendimentos de ATP em comparagdo com processos
anaerobios de produgdo de producio etanol. Enquanto a sintese de producdo de PHA a partir de
xilose pode gerar 85% do rendimento de ATP em relacdo ao mesmo processo com glicose, a
producdo de etanol a partir de xilose, por exemplo, ndo chega a 35% do rendimento de ATP em

comparagdo com 0 mesmo processo utilizando glicose.

7. O hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agiicar apresentou-se como uma matéria-
prima alternativa com grande potencial para a produ¢do de P3HB e PHB-co-3HV. Foram obtidos
os melhores resultados de destaque na literatura para a producdo de P3HB e PHB-co-3HV, a partir
de xilose e 4cido levulinico, além dos melhores resultados de producio de P3HB utilizando
hidrolisados hemiceluldsicos. Pela primeira vez, foram obtidos resultados em altas densidades
celulares para a produgdo de PHA utilizando hidrolisados lignocelulésicos: 25.04 g 1! de biomassa,
49.31% de acimulo de P3HB na massa seca celular e uma produtividade volumétrica de 0.28 g 1"
h'. Este valor de produtividade € cerca de duas vezes maior do que o melhor resultado descrito na

literatura.
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