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RESUMO

Por muito tempo, o petréleo tem sido a principal fonte para produgao
de energia, além de matéria-prima para a industrializacdo e geracao
de vérios produtos, em especial nas areas mais urbanizadas do globo.
Atualmente, no entanto, a humanidade se vé diante de um impasse - a
extensa demanda e quadro restrito de oferta dos combustiveis fosseis
de impactos negativos ao meio ambiente, torna fundamental a busca e
utilizagdo racional de produtos e processos alternativos, garantindo
nao so6 o presente, mas o futuro do planeta e suas diferentes espécies.
Residuos que antes preocupavam apenas pela questdo de remogao
ambiental, podem ter um destino mais sustentavel, convertendo-se em
matéria-prima para gerar combustiveis renovaveis e produtos
biodegradaveis. O objetivo desta cartilha é apresentar, como exemplo
de energia limpa e remog&o de carga organica poluente, a producéo
de biocombustiveis e bioplasticos a par tir de estratégias envolvendo
microrganismos.

Palavras-chave: biodegradagao; energia limpa; hidrogénio molecular;
polihidroxialcanoatos; poluentes; sustentabilidade.
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1

INTRODUCAO

Perante o esgotamento dos combustiveis fosseis sob 0 solo e o fundo do mar, elevando seus precos e
gerando mudangas climaticas ocasionadas por sua combustio, fazem-se necessarias politicas de eficiéncia
energética. Assim, tecnologias de energia renovaveis com baixo nivel de carbono no aprovisionamento mundial, tém
recebido subsidios globais, os quais atingiram 120 milhdes de ddlares em 2013.

Estima-se que a demanda brasileira total de energia, no periodo 2013-2050, se eleve duas vezes mais
comparada ao ano 2012, destacando o avango para o gas natural e eletricidade, e recuo do consumo de derivados de
petréleo/carvdo vegetal, em funcdo da penetragdo de biocombustiveis no setor de transpor tes (EMPRESA DE
PESQUISA ENERGETICA, 2014). Com a redugo dos custos de produgéo e o apoio continuo, estas representardo
50% do aumento da geragéo total de eletricidade em 2040 (NETTO & LEAL, 2012), enquanto a de biocombustiveis no
Brasil crescera mais de 200% até 2035, atingindo 4,1milhdes de barris por dia (IEA, 2014).

Biocombustiveis produzidos a par tir de produtos vegetais ou compostos de origem animal sdo, geralmente,
biodegradaveis. As fontes mais conhecidas no mundo sé&o a cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.), o milho (Zea
mays L.), a soja (Glycine max L.), o girassol (Helianthus annuus), e a celulose de madeira como de eucaliptos. A par
tir delas € possivel produzir etanol e biodiesel (PETROBRAS, 2007). Outra alternativa é o hidrogénio molecular, de
elevada densidade energética e cuja combustdo resulta em vapor de agua, podendo ser gerado por bioprocessos
Menos onerosos que os eletroquimicos através de material de descarte (sélido ou liquido), como é o caso dos residuos
oriundos de atividades agricolas, domésticas e/ou industriais (NEVES, 2009).

Em termos globais, rejeitos solidos domésticos e/ou industriais excedem a taxa de urbanizagao, atingindo a
taxa diaria de 1,2 quilos por pessoa, e considerando a expansdo demogréfica, que é atualmente de cerca de 7,5 bilhdes
de seres humanos, e da renda, a estimativa para 2020 é que se atinja 2,2 bilhdes de toneladas anuais de residuos
solidos no mundo (WORLD BANK, 2012).

No Brasil, a tendéncia € a mesma mundial, isto &, cresce a cada ano a geracédo de residuos descar taveis
pela sociedade, e 40% desse material sdo despejados diretamente em lixdes (vazadouros), visto que apenas 27% dos
municipios brasileiros apresentam aterros sanitarios (ABRAMOVAY, 2013). Além disso, varios dos residuos ndo séo
biodegradaveis, sendo a maior par te deles plasticos como os polietilenos (PEBD e PEAD), polietileno tereftalato (PET),
poliestireno (PS), polipropileno (PP), poliuretano (PU), cloreto de polivinila (PVC) e nylon (SHAH et al., 2008),
revolucionarios devido a sua versatilidade, facil modelagem e baixo custo em comparagdo com outros produtos, mas
que persistem no ambiente por centenas de anos. Sua incineragdo emite gases toxicos como o diéxido de carbono e
0 metano, contribuindo, em longo prazo, para alteragdes climaticas a nivel mundial.

Diante disso, a produgéo de plasticos bio e fotodegradaveis (ARIKAN & OZSQY, 2015) para substituir os
sintéticos em vérias de suas aplicagdes tornou-se também essencial, e considerando-se que varias espécies de
microrganismos acumulam polihidroxialcanoatos (PHAs) como reserva energética, e que estes atuam como
bioplasticos, os interesses voltaram-se para a otimizagéo de bioprocessos de geragdo dos mesmos, assim como para
a produgéo de biocombustiveis como o gas hidrogénio, tornando-os competitivos em termos de custo caso se utilize
como matéria-prima diferentes rejeitos poluentes.
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PLASTICO versus BIOPLASTICO

Polimeros (poli: muitos, meros: partes) sdo macromoléculas constituidas pela repeti¢do de unidades quimicas
denominadas monémeros. Eles podem existir em estado amorfo (isto €, com disposigao desordenada das moléculas)
ou cristalino (com ordenagéo tridimensional); sendo que na maioria dos casos, a estrutura do polimero se apresenta
parcialmente amorfa ou cristalina, sendo chamados de polimeros semicristalinos (NUNES & LOPES, 2014). Uma vez
que sdo bastante versateis, os polimeros foram os responséveis por grande parte das mudangas tecnoldgicas
realizadas pelo ser humano na segunda metade do século XX. Enquanto as borrachas e as fibras sintéticas
revolucionaram o desenvolvimento dos setores automotivo, eletroeletrénico e téxtil (TOKIWA et al., 2009; WEBB et al.,
2013; NUNES & LOPES, 2014), os plasticos dominaram especialmente a industria de embalagens e se tornaram os
polimeros industriais mais conhecidos no mundo.

Os mondmeros dos plasticos sintéticos sao obtidos de fonte petroquimica e ligados repetitivamente em cadeia
(WASHAM, 2010). Durante muito tempo, foram utilizados de forma promissora na fabricacdo de varios tipos de
utensilios, visto seu baixo custo e versatilidade em comparagdo com outras matérias primas, como metais, tecidos,
madeiras, etc. A aplicacdo abrangente desse material pode ser demonstrada partindo do consumo brasileiro do
plastico, equivalente a 6,2 milhdes de toneladas em 2011, sendo cerca de 40% deste montante destinados apenas a
producédo de embalagens, 15% a itens de construcao civil, 4% ao setor agricola, 1,5% designados a pegas automotivas,
e, na sequéncia, surgem os produtos hospitalares, eletrodomésticos, cosméticos e farmacéuticos (AMARAL, 2011).

Por outro lado, um dos principais atrativos do plastico sintético €, também, seu maior inconveniente - sua alta
capacidade de resistir & degradacdo. Segundo estudos da Agéncia de Conservagéo Oceanica, o primeiro item dentre
residuos perigosos e com maior frequéncia nos mares corresponde as sacolas plasticas (prevaléncia de 5,4%)
(SANTOS et al., 2012). Essas sacolas sdo fabricadas a par tir do polietileno (PEBD e PEAD) ou polipropileno (PP),
podem levar até 500 anos para serem decompostas, sendo relatado que o consumo mundial desses produtos chega
a 1 milh&o por minuto (VALERO-VALDIVIESO et al., 2013). Considerando-se o contingente populacional a consumir
esse tipo de material de curto periodo de vida Util, seu acumulo tornou-se inevitavel. Nos residuos urbanos e industriais,
0 plastico tornou-se o terceiro componente mais frequente, perdendo apenas para o desperdicio alimentar e de
derivados de papel (PHILP et al., 2013).

De maneira geral, a decomposi¢do natural dos plasticos comega com a fotodegradagdo, que leva a
termoxidagao, isto €, a a luz ultravioleta (UV) solar fornece a energia de ativagdo necessaria para iniciar a incorporagao
dos atomos de oxigénio no polimero, deixando o plastico quebradico; como consequéncia, formam-se fragmentos de
peso molecular baixo o suficiente para sé ent@o ocorrer a biodegradagdo microbiana, convertendo o carbono presente
em CO2 ou a incorporagdo do mesmo em biomoléculas. Esse processo pode levar mais de meia década (TOKIWA et
al., 2009; WEBB et al., 2013).

O que se observa nos dias atuais, portanto, é seu acimulo — em lixdes e aterros com pouca capacidade ou em
oceanos (Figura 1). Um estudo realizado no Atlantico Norte revelou o equivalente a 580 mil pecas de plastico por
quilémetro quadrado (ARIKAN & OZSQY, 2015), e, segundo pesquisadores da expedico Race for Water Odyssey,
realizada em 2015 por todos os oceanos, 260 bilhdes de toneladas desse produto estdo acumuladas nos mesmos
(Figura 2).
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Figura 1 - Composigéo dos residuos sélidos em fungéo da renda nacional.
Fonte: WORLD BANK, 2012.

Assim, a medida em que a populagdo mundial deu-se conta da problematica ambiental desses polimeros, em
especial no final do século XX, iniciou-se uma intensa busca por outros biodegradaveis (Tabela 1) e/ou provenientes
de matéria-prima renovavel, normalmente polimeros de carboidratos ou éleos vegetais (PRADELLA, 2006), mantendo-
se, porém, as mesmas caracteristicas de utilizagdo dos diferentes plasticos sintéticos. A estes biopolimeros
acumulados no interior de células (poliésteres, polissacarideos ou poliamidas) de bactérias, fungos e algas, por
processos metabdlicos complexos, para servirem de reserva energética, ou serem secretados extracelularmente
(polissacarideos), durante o ciclo de crescimento dos mesmos (RAO et al., 2014), deu-se o nome de bioplasticos. No
entanto, nem todos séo gerados a partir de fontes renovaveis ou sao de facil biodegradabilidade, ainda que uma destas
duas caracteristicas deva estar presente para este ser considerado um bioplastico (Tabela 2).

Tabela 1- Degradabilidade ambiental dos plasticos sintéticos.

Resisténcia a degradagdo ambiental Requisito necessario na cadeia Exemplo de cisdo molecular
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Fonte: MANO; PACHECO; BONELLI(2005) apud MANO & MENDES, 2013.
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Tabela 2 - Principais familias de bioplasticos produzidos em escala comercial ou semi-comercial.

Polimeros de amido (PA) Polissacarideo Polimero natural modificado

Polilactatos (PLA) Poliéster Acido lactico produzido por
fermentacado seguido de
polimerizacao

Polihidroxialcanoatos (PHAS) Poliéster Produzido por fermentagao

direta de fonte de carbono por
microorganismos ou em
vegetais geneticamente

modificados
PHB - homopolimero poli(3-hidroxibutirato)
PHB/HV - copolimero de poli(3-hidroxibutirato) e 3-
hidroxivalerato
PHB/HHXx - copolimero de poli(3-hidroxibutirato) e
3-hidroxihexanoato

Poliésteres Alifaticos - Aromaticos (PAA) Poliester

Politrimetileno tereftalato (PTT) 1-3 propanodiol produzido por
fermentagdo seguido de
copolimerizagcao com acido
tereftalico (AT) ou dimetil
tereftalato (DMT)

Polibutileno tereftalato (PBT) 1-4 butanodiol produzido por
fermentacgao seguido de
copolimerizagdo com AT

Polibutileno succinato (PBS) 1-4 butanodiol copolimerizado
com acido succinico, ambos
produzidos por fermentacao

Poliuretanas (PURS) Poliuretano Polimerizacdo de polidis obtidos
por fermentagao ou purificagao
quimica com isocianatos
petroquimicos

Nylon Poligamia’

Nylon 6 Caprolactama produzida por
fermentagao

Nylon 66 Acido adipico produzido por
fermentacao

Nylon 69 Mondmero obtido por
transformagao quimica do acido
oléico

' Poligamia: Coexisténcia de flores unissexuais (masculina e feminina) e hermafroditas numa mesma espécie.
Fonte: PRADELLA, 2006.

Em 2014, a produgdo mundial de bioplasticos superou a marca de 1,6 milhdo de toneladas, representando
cerca de 1% da produgdo mundial de plasticos (Figura 3). Espera-se que essa produgdo quadruplique em 2018,
atingindo 6,7 milhdes de toneladas a serem aplicadas em nichos especificos de mercado que agreguem um apelo
sustentavel ao produto. Essa previséo é feita considerando as possibilidades apresentadas em diversas areas, como
nas industrias de informagao, higiene, embalagens, brinquedos, veterinaria, agricola, escolar, escritorio e
automobilistica (ABIEF, 2015). Pesquisas apontam que o consumidor em paises mais desenvolvidos esta disposto a
pagar até 20% a mais por produtos ambientalmente corretos. Tecnicamente, os bioplasticos poderiam substituir cerca
de 85% dos polimeros consumidos, porém, o volume produzido ainda ndo é suficiente para tornar isto uma realidade
a curto ou médio prazo (NOVA-INSTITUTE, 2014).
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CAPACIDADE DE PRODUCAO GLOBAL DE BIOPLASTICOS POR SETORES DE
MERCADO (2014)
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Figura 3 - Aplicacdes do mercado de bioplasticos.
Fonte: Adaptado de NOVA-INSTITUTE (European Bioplastics, Institute for Bioplastics and Biocomposites), 2014.

O mercado de bioplasticos ainda € incipiente no Brasil (menos de 1% em 2011), sendo que a maior par te
provém de impor tagdes ou de produgéo em escala piloto, considerando apenas as resinas em si, como PLA (acido
polilactico), PHB (polihidroxibutirato) e aquelas derivadas do amido da batata, por exemplo. Embora cientes dos
pontos ambientalmente positivos da producdo de biopolimeros, as empresas brasileiras enfrentam obstaculos que
persistem para a consolidagdo dos bioplasticos no campo comercial, pois ainda que se posicionem em produtos de
maior valor agregado e aplicagbes de nicho, gracas ao seu maior preco e apelo de sustentabilidade, a redugéo de
custo e 0 aumento de produtividade séo alguns dos desafios para firma-los, isto €, 0 consumidor brasileiro em geral
ainda ndo esta disposto a pagar mais por um produto ecoeficiente, sendo de crucial importancia que os produtores
busquem reduzir os custos de producao.

Outro desafio bastante significativo é o desconhecimento dos consumidores brasileiros sobre tais produtos e
a auséncia de uma regulamentagao especifica para 0s mesmos no pais. Uma legislagdo mais robusta, abrangendo
diversas aplicagdes e definindo como os bioplasticos e seus produtos seréo certificados, pode garantir inclusive as
expor tacdes, identificando claramente, mediante uma logomarca, se o produto é biodegradavel ou se deve ser
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submetido ao processo de reciclagem convencional. Atualmente, os bioplasticos s&o destinados a nichos de mercado,

com questdes técnicas e econdmicas a serem resolvidas para que sejam adotados em outros segmentos. A baixa
resisténcia térmica de algumas resinas, por exemplo, restringe sua aplicagdo no segmento eletrénico. O PHB possui
ponto de amolecimento em torno de 135 °C, ndo permitindo sua aplicacdo em carcagas de secadores de cabelos, por
exemplo. Ja os bioplasticos derivados do etanol e ndo- biodegradaveis, caso dos “verdes” polietileno (PE) e cloreto
de polivinila (PVC) produzidos no Brasil, apresentam propriedades fisico-quimicas iguais as de resinas convencionais,
sao0 reciclaveis, de origem renovavel, e impulsionaram o mercado brasileiro de tal forma que o mesmo atingiu cerca
de US$ 500 milhdes em 2015. Os bioplasticos derivados do milho, como o PLA, por exemplo, podem ter sua aplicagao
restrita no setor de embalagens para cosméticos, em que a transparéncia da resina é muitas vezes valorizada, e estes
apresentam coloracdo amarelada. Afinal, a correta gestao da cadeia dos bioplasticos devera garantir sua efetividade
como “produto verde” da producéo a sua disposi¢ao final. Assim, num prazo curto a médio, os bioplasticos ndo deverdo
representar uma ameaca aos plasticos petroquimicos, uma vez que seus volumes corresponderdo a menos de 5%
da demanda total no Brasil e as resinas convencionais continuaréo focadas em aplicagdes de baixo custo (no caso
das commodities) ou naquelas em que se exige alto desempenho técnico (no caso das especialidades). Por outro
lado, o pais possui uma vantagem competitiva imbativel para a produgéo de plasticos derivados da cadeia da cana-
de-agucar, por exemplo (PRADELLA, 2006).

E necessario, por tanto, envolver a sociedade e definir valores ecoldgicos e sociais ligados a esta iniciativa.
Visando firmar a utilizagdo de bioplastico nas industrias, lles & Martin (2013) apresentaram o planejamento de
negadcios com a trajetdria necessaria tanto para a permanéncia do produto no mercado, como também para torna-lo
competitivo aos polimeros convencionais. A empresa Braskem, por exemplo (Figura 4), com acesso abundante ao
etanol proveniente da fermentagéo de caldo de cana-de-agucar, baseando-se na conversao de PVC a partir deste,
passou a oferecer material biodegradavel nas caracteristicas principais do PE, e sem tantos custos.

| | | | | | | | | | | | | | | | |
Figura 4 - Polo petroquimico de Triunfo, no Rio Grande do Sul, onde € produzido o polietileno verde da Braskem, com

capacidade para produgao de 200 mil toneladas anuais.
Fonte: BRASKEM, 2015.

Aventa-se a hipdtese de que se recursos agricolas forem utilizados como substratos para producdo de
bioplasticos, é provavel que quando altas taxas de consumo do biopolimero forem atingidas no futuro, surja um conflito
de interesse com as culturas utilizadas, isto é, estas podem servir para alimentagéo, geracdo de bioenergia ou outros
produtos provenientes de converséo (YATES & BARLOW, 2013). No entanto, atualmente, cerca de apenas 0,01% do
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total de 5 bilnGes de hectares da area agricola mundial s&o usados para a producao de bioplasticos, o que esté longe
de competir com a producéo de alimentos, isto é, 70% do solo agriculturvel esta ocupado com pastagens para
pecuaria, 26% com o cultivo de alimentos, 2% com culturas para produgdo de materiais como papel e madeira, 1%
com vegetais para geragdo de biocombustiveis e 0,01% com o cultivo de matérias-primas para fabricagéo de
bioplasticos, sendo que um aumento de 300% da escala de produgéo atual sé elevara o uso do solo em mais 0,01%.
A eficiéncia aumentada das matérias-primas e tecnologias agricolas estd melhorando continuamente as praticas
agricolas, e hoje tais melhorias ficam asseguradas com o estabelecimento de certificagOes fidveis e independentes
de sustentabilidade (NOVA-INSTITUTE, 2014).

Dessa forma, os processos microbianos da biotransformagéo de residuos desses recursos € que apresentam
grande potencial para sua conversao em material polimérico provedor durante a fabricacéo de bioplasticos que, ap6s
concluirem seu ciclo de uso, podem naturalmente ser biodegradados sem gerar substancias nefastas ao meio
ambiente.

Microrganismos capazes de utilizar residuos organicos poluentes, como fontes de carbono para produzirem
tais polimeros tornaram-se uma ferramenta de biotecnologistas e geneticistas, ndo apenas para que estes viessem a
otimizar a producao de bioplasticos em termos de quantidade e custo, mas também para que propusessem solugdes
para poluicdo ambiental (RAO et al., 2014). A goma xantana, sendo o primeiro bem sucedido polissacarideo
bacteriano, produzido em larga escala pela bactéria Xanthomonas campestris, € composta por cinco grupos diferentes
de monossacarideos, € a pululana € um oligossacaride hidrossoluvel, produzido industrialmente por leveduras como
Aureobasidium pulullans (RAO et al., 2014). A dextrana, por sua vez, € um polissacarideo produzido tanto
intracelularmente quanto extracelularmente por diferentes bactérias e leveduras, sendo que nestas pode atuar como
substancia de reserva.

Por outro lado, os materiais com grande potencial para substituirem os plasticos sintéticos séo representantes
do grupo dos poliésteres, como os PHAs (Figura 5).
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Figura 5 - Estruturaquimica dos poli(hidroxialcanoatos) (PHAs): (a) poli(hidroxibutirato) ou PHB e (b) poli(hidroxibutirato-
co- valerato) ou PHB-PHV.
Fonte: FRANCHETTI & MARCONATO, 2006.

As caracteristicas gerais dos PHAs s&o: insolubilidade em &gua e relativa resisténcia a degradagéo hidrolitica;
boa resisténcia a UV, porém baixa resisténcia a acidos e bases; e solubilidade em cloroférmio e outros hidrocarbonetos
clorados (BUGNICOURT et al., 2014). S&o poliésteres estruturalmente simples, cuja classificagdo depende do numero
de atomos de carbono que compdem o grupo funcional R: enquanto os PHAs de cadeia curta, como o poli-3-
hidroxibutirato, constituem-se de polimeros com mondémeros de 3 a 5 carbonos, os PHAs de cadeia média séo aqueles
que tém monbmeros com 6 a 14 carbonos (exemplos: poli-3- hidroxihexanoato e poli-3-hidroxioctanoato) (GAO et al.,
2011). Ja o numero de mondmeros presentes no polimero pode variar de 100 a 30.000. Os PHAs de cadeia curta s&o
geralmente mais cristalinos que os de cadeia média e usualmente exibem propriedades termoplasticas. Os de cadeia
média, por sua vez, exibem propriedades elastoméricas ou adesivas dependendo do comprimento da cadeia lateral
especifica e do grau de instauragdo (SATOH et al., 2011). Além disso, a presenga de diferentes grupos funcionais na
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cadeia lateral do PHA (hidroxil, carboxil, metil éster, halogenados, etc.) implica em novas propriedades fisico-quimicas
(LOPEZ, 2013). Mais de 150 diferentes unidades monoméricas sdo identificadas como constituintes dos PHAs
(RIEDEL et al., 2014), fazendo com que distintos tipos de polimeros sejam criados, aumentando sua gama de
utilizagBes.

Um tipo de PHA com caracteristicas similares as do PP, o PHB, foi descrito pela primeira vez em 1925 (CHEE
et al., 2010), e pode ser sintetizado por diferentes bactérias (ANDLER & DIAZ-BARRERA, 2013). No entanto, ha
ressalvas em torno da fabricagdo de polimeros a par tir deste, visto a fragilidade de suas propriedades fisicas e
mecanicas, além do alto custo para desenvolvé-lo com pureza (SOROUDI & JAKUBOWICZ, 2013), tornando mais
viavel combina-lo a outro polimero. Isso gera o copolimero poli-3-hidroxibutirato-co-3- hidroxivalerato ou apenas PHB-
PHV, o qual é mais maleavel e resistente que o homopolimero (HAFUKA et al., 2011).

Algumas bactérias, quando submetidas a determinado desequilibrio nutricional (restricdes de nitrogénio,
oxigénio, magnésio e fésforo) acumulam PHA como substancia de reserva em granulos (Figura 6), sendo que os
estudos relacionam tal mecanismo a uma estratégia adaptativa desses microrganismos em nichos ecoldgicos muito
competitivos (Tabela 3), bem como a resisténcia a determinado estresse ambiental, uma vez que tais polimeros
possuem propriedades termoplasticas biodegradaveis (LOPEZ, 2013). Essas bactérias produtoras de PHA, portanto,
pertencem a dois grupos: as que necessitam da restricdo de um nutriente essencial (nitrogénio, oxigénio, fésforo ou
magnésio) para sintetizar o polimero a par tir do excesso de fonte de carbono, como ocorrem com a Cupriavidus
necator, Pseudomonas extorquens e P. oleovorans, ou as que requerem a restricdo nutricional e sdo capazes de
acumular grandes quantidades do polimero ainda durante sua fase de crescimento, com utilizagdo do carbono
presente, como as estirpes de Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii recombinante e Escherichia coli recombinante
(GONZALEZ GARCIA et al., 2013).

Tabela 3 - Principais nutrientes cuja limitagéo estimula a produgéo de polihidroxialcanoatos (PHA) por bactérias.

Microrganismo Nutriente limitante
Alcaligenes latus

Pseudomonas oleovorans

Pseudomonas cepacia Nitrogénio

Cupriavidus necator (=Ralstonia eutropha)
Rhodobacter sphaeroides

Azotobacter vinelandii

Azotobacter beijerinckii Oxigénio
Rhizobium ORS571
Pseudomonas sp. K. Magnésio

Rhodospirillum rubrum
Rhodobacter sphaeroides
Caulobacter crescentus
Pseudomonas oleovorans

Fosforo

Fonte: BABEL & STEINBUCHEL, 2001.
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Figura 6 - Granulos de polihidroxialcanoatos (PHA) em Pseudomonas aeruginosa.
Fonte: Adaptado de SUDESH et al. 1998.

Existem relatos de mais de 300 diferentes espécies produtoras de PHAs, porém, nem todas tém sido
trabalhadas e algumas séo capazes de utilizar organicos poluentes como fonte de carbono, barateando o processo
de produgao do biopolimero, como C. necator, P.  oleovorans, A. latus e B. megaterium (CHEE et al., 2010; IOUNE
et al., 2016), sendo a Ultima considerada a mais vantajosa por apresentar melhores condigdes para a produgéo
industrial, podendo reunir cerca de 80% de sua massa seca em polimero (FIGUEIREDO et al., 2014), e estirpes
recombinantes, como de E. coli, que demonstraram também excelente desempenho na sintese de PHAs devido a seu
rapido crescimento, capacidade de utilizar diversos substratos e acumular grandes quantidades dos polimeros, além
destes se apresentarem mais longos e mais cristalinos (PHILP et al., 2013).

A polimerizagdo das unidades monoméricas durante a sintese de PHA ocorre por meio de uma cisteina
conservada da PhaC sintase (Cys319), que atua como um sitio catalitico no qual a cadeia crescente de PHA é
covalentemente ligada (VAN-THUOC et al., 2012). Segundo Rehm (2003), a PhaC sintase é uma enzima inicialmente
soluvel e torna-se anfipatica somente quando comega a sintetizar a cadeia de poliéster, ao iniciar o processo de
automontagem. O produto dessa reagdo geralmente € um homopolimero (GAO et al., 2011) constituido de cadeias
lineares de (R)-3-hidroxibutirato (3HB), ou seja, o poli-R-3-hidroxibutirato [P3(HB)] - o primeiro PHA descoberto
(LEMOIGNE, 1926), mais comumente acumulado pelos microrganismos e melhor caracterizado e explorado
(BUGNICOURT et al., 2014). Além disso, 0 P3(HB) ainda possui propriedades mecanicas muito similares aos plasticos
convencionais, tais como elevada temperatura de fuséo (175 °C) e resisténcia a tragdo (30-35 MPa) (JENDROSSEK
& PFIEFFER, 2014).

No tocante a formagao in vivo dos granulos de PHA microbianos (Figura 6), a revisao publicada por Jendrossek
& Pfieffer (2014) descreve trés modelos atualmente propostos para sua formagéo — micela, brotamento arcabougo.
Pelo modelo de micela, a enzima PhaC sintase comega a produzir moléculas de PHB desde que a concentragéo do
substrato (3-hidroxibutiril-CoA) seja suficientemente elevada. A hidrofobicidade aliada a baixa solubilidade do PHB em
ambiente aquoso resultam na agregacéo da cadeia polimérica nascente e formagédo de estruturas parecidas com
micelas no citoplasma, sendo as moléculas de PhaC (parcialmente hidrofilicas) localizadas na superficie. Por esse
modelo, os granulos podem surgir em qualquer regido do citoplasma. O modelo de brotamento, por sua vez, assume
que a sintase esta localizada ou ligada (direta ou indiretamente) @ membrana citoplasmatica, e que a cadeia de PHB
nascente € liberada a par tir da bicamada da membrana, levando a formagao do grénulo contendo par te da membrana,
e quando este atinge um tamanho especifico, é liberado e as fasinas e outras proteinas associadas juntam-se a ele.
Por Ultimo, 0 modelo de arcabougo considera que a PhaC sintase esta (ou se torna) ligada & uma molécula — ainda
desconhecida — que serve como uma ancora dentro da célula. Acontecendo dessa forma, a localizagao subcelular
dos granulos de PHB dependera tanto da natureza como também da localiza¢do nas células deste arcabougo. Apesar
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de os autores terem concluido que esse é o melhor modelo para explicar a formagéo dos grénulos de PHB em C.
necator, 0s outros dois modelos ainda ndo podem ser descartados.

A maquinaria metabdlica responsavel pela produgdo do PHA, em muitos casos, ndo consiste apenas nas
proteinas/enzimas que catalisam a sintese do polimero e formagao do granulo e sua hidrélise, mas sim na importante
conexao com outras rotas centrais e periféricas do metabolismo microbiano como um todo. Em algumas bactérias, 0s
intermediarios utilizados na sintese do PHA advém de rotas conectadas com o metabolismo do carbono (B-oxidagéo
e sintese de novos acidos graxos), em que o acetil-CoA € o ponto de conexao entre as rotas catabdlicas e anabolicas
do sistema. No género Pseudomonas, por exemplo, existe uma estreita relagdo entre a estrutura do &cido graxo
utilizado como fonte de carbono e a composicdo do PHA armazenado (0 mondmero presente no polimero tem
ramificacdo semelhante a de &cido graxo intermediarios da B-oxidagéo, sugerindo que estes possam ser utilizados
como substratos. Nesses microrganismos, portanto, pode ocorrer competicao pelo substrato entre a PHA polimerase
e enzimas do catabolismo de &cidos graxos (ESCAPA, 2012; LOPEZ, 2013).

De acordo com Jendrossek & Pfieffer (2014), trés tipos de PHB com diferentes nimeros de unidades de 3HB
sao conhecidos: a) PHB de estoque: sdo PHBs de elevado peso molecular (> 102 residuos de 3HB); b) oligo-PHB:
PHB de baixo peso molecular (de 100 a 200 unidades de 3HB); ¢) PHB conjugado (cPHB): sdo aqueles nos quais um
pequeno nimero de unidades de PHB (< 30) estdo covalentemente ligadas a proteinas. O PHB de estoque esta
presente apenas nos procariotos (Eubacterya e Archaea), enquanto os oligo-PHB e cPHB sao constituintes de todos
0s procariotos e nos eucariotos que ja foram estudados, e, portanto, devem estar presentes em todos os organismos,
ainda que hajam poucos os estudos envolvendo os mesmos. O PHB de interesse como bioplastico € o de estoque,
entretanto seu uso € limitado principalmente devido a sua fragilidade intrinseca. Como documentado na revisdo de
Bugnicourt et al. (2014), tem sido constatado inclusive uma cristalizagéo secundaria (que ocorre no polimero quando
em temperatura ambiente), o que altera suas propriedades mecéanicas ao longo do tempo. Verificou- se que amostras
estocadas por 60 dias possuem alongamento de ruptura menor que as amostras que foram armazenadas na metade
desse periodo, e considerando-se que a sintese de copolimeros a par tir de carboidratos € uma situagao rara nos
microrganismos (QUILLAGUAMAN et al., 2010) e que o PHB microbiano pode ser moldado e utilizado para a sintese
de heteropolimeros com outros polimeros sintéticos (KHANNA & SRIVASTAVA, 2005), a produgéo de blendas pode
ser uma solugéo para esse problema. Nessa forma, o polimero tem suas propriedades fisicas melhoradas (isto €,
menos fragil), diminui-se a temperatura do processamento e reduz-se o custo de produg&o. Por conta disso, esforgos
na fabricag&o de produtos contendo PHB estéo focados na pesquisa em aditivos (plastificantes, agentes de nucleagéo,
etc.) que sejam capazes de reduzir o processo de cristalizagdo e melhorar a flexibilidade e alongamento do produto
final (BUGNICOURT et al., 2014).

Segundo Kessler & Withollt (2001), a regulagdo do metabolismo de PHA pode ocorrer: 1) por ativagio da
expressdo do cluster phaCAB devido ao sinal especifico do ambiente, como limitagdo de nutriente; 2) por ativagéo
das enzimas para sintese de PHA por componentes especificos da célula ou intermediarios metabolicos; 3) por
inibicdo de enzimas metabolicas das vias competitivas e aumento de intermediarios requeridos para a sintese de PHA;
ou 4) por combinag&o dos fatores anteriores.

C. necator, por exemplo, cataboliza carboidratos a piruvato pela via Entner-Doudoroff (Figura 7). O piruvato
pode ser desidrogenado/descarboxilado a acetil-CoA e seguir para via de produgdo de PHA por trés reagdes
sequenciais catalisadas pelas enzimas [-cetotiolase (acetil-CoA-acetiltranferase; EC 2.3.1.9), acetoacetil-CoA
redutase (hidroxibutiril-CoA desidrogenase; EC 1.1.1.36) e poli-D-(-)-3-hidroxibutiril-CoA sintase [P3(HB) polimerase],
gerando tanto homopolimeros P(3HB) quanto heteropolimeros P(3HB-co-3HV) (HOLMES, 1985). A B-cetotiolase,
compete por acetil-CoA com varias outras vias metabdlicas, incluindo formagéo de acetato, depois de citrato e sintese
de &cidos graxos. Essa enzima é inibida por moléculas de CoASH livres. Ja a Acetoacetil-CoA redutase, requer o
poder redutor do NADPH como cofator, de modo que sua atividade, assim como a concentragdo e razao entre
NAD+/NADH, parece ser importante na regulagéo da sintese de P(3HB). Considerando, entdo, a via de Entner
Doudoroff, o NADPH seréa derivado principalmente da ag&o de glicose-6- fosfatodesidrogenase (HAYWOOQD et al.,
1988).
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Figura 7 - Rota da biossintese de polihidroxibutirato (P3HB) por Cupriavidus necator. Quando da limitagéo da fonte

de nitrogénio no meio, um fluxo aproximadamente constante para o ciclo dos acidos tricarboxilicos e o bloqueio na via
biossintética de aminoacidos, especialmente na converséo de a-cetoglutarato (a-KG) a glutamato (Glut) - na reagéo
21(r21), que assimila o ion amdnio no interior da célula, resulta em maior produgdo de NADPH (nicotinamina- adenina-
dinucleotideo- fosfato reduzida), o que acelera a biossintese de P3HB, uma vez que este pode diminuir 0 excesso de
equivalentes redutores. r=reac¢do; ATP=adenosina-tri-fosfato; ADP=adenosina-di-fosfato; G6P= glicose-6-fosfato;
F6P= frutose-6-fosfato; GAP= gliceraldeido-fosfato; R5P=  ribulose-5-fosfato; E4P=eritrose-4-fosfato; PEP-
fosfoenolpiruvato; PIR= piruvato; AcCoA= acetil-CoA; AcAcCoa= acetoacetilCoA; L-(-) HB-CoA= L-hidroxibutiril-COA;
NADP+ou NAD+= NAD (fosforilada ou n&o) oxidada; D-(-)HB-Coa= D-hidroxibutiril-CoA; OAA= oxaloacetato; MAL=
malato; IsoCit= Isocitrato; SUC= succinato; SucCoA=succinil-CoA.

Fonte: Adaptado de LEE et al., 1995.

No caso da citrato sintase, a primeira enzima no ciclo dos acidos tricarboxilicos, esta ndo somente compete
com a B-cetotiolase por acetil-CoA, mas também libera moléculas de CoASH livres, inibindo a sintese de P(3HB) (LEE
et al., 1995).Sob condigbes balanceadas de crescimento, os niveis de CoA s&o elevados, porém, sob limitagdo de
nutrientes essenciais ao crescimento, e excesso de carbono, a formagéo de NADH inibe a citrato sintase e a isocitrato
desidrogenase, elevando a concentragdo de acetil-CoA ao ponto de superar a inibigdo pela CoA e favorecer a
condensagao a acetoacetil-CoA, e, em seguida, a sintese de P(3HB). A degradagdo desse polimero, por outro lado,
€ controlada pela oxidagédo de monémeros de 3(HB) pela enzima 3-HB- desidrogenase, a qual é inibida por acetato e
NADH (BYROM, 1987). Em condigdes aerdbicas, a reciclagem de NAD+/NADH é obtida, principalmente, pela cadeia
respiratoria, que € acompanhada pela produgéo de varios moles ATP por moles de NADH oxidados (SHI et al., 1997;
YAMANE, 1993).
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Outro género do grupo de C. necator produtor de PHA é o das Pseudomonas, sendo este de cadeia curta,
com relagéo direta com o tamanho do substrato, sugerindo que a biossintese € uma ramificagao direta da beta- oxidagao
de acidos graxos (Figura 8).
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Figura 8 - Rota metabdlica para a biossintese de PHAs por Pseudomonas.
Fonte: Adaptado de MADISON & HUISMAN,1999.

Estes acidos graxos em Pseudomonas s&o degradados para a remogao das unidades de C, na forma de acetil-
CoA, e o restante da rota os oxida a 3-cetoacil-CoA, via intermediarios de 3-hidroxiacil-CoA. A especificidade do
substrato varia de C6 a C14 (R)-3-hidroxialcanoil-CoA, com preferéncia a mondmeros de C8-C10. No entanto, em face
do intermediario (S)-3-hidroxialcanoil-CoA da B-oxidagdo, um passo adicional é requerido para a sintese do monémero
(R)-3-hidroxialcanoil-CoA. Tal precursor é o produto da reagao da hidratase pela atividade da epimerase do complexo
de B-oxidagao, ou por uma 3-cetoacil-CoA redutase especifica (HUISMAN et al., 1989; LAGEVEEN et al., 1988). Por
outro lado, a produgao do P(3HB) é caracteristica comum também entre bactérias fototréficas anaerobias dos géneros
Chromatium, Thiocustis, Thiocapsa, Rhodococcus, Rhodobacter e Rhodospirillum, os quais crescem sob acetato
(Figura 9).
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Figura 9 - Rota metabdlica para a biossintese de poli-3-hidroxibutirato [P3(HB)] em Rhodobacter sphaeroides.

Fonte: Adaptado de BIOCYC DATA COLLECTION, 2015.

Em suma, a sintese em fototroficas se inicia a partir do acetil-CoA, numa sequéncia de trés reagdes catalisadas
por enzimas distintas. Primeiro ocorre a condensacdo do acetil-CoA pelo complexo acetil-CoA-acetil transferase/p-
cetoacil-CoA tiolase (Phb-A), que gera acetoaceti-Coa. Em seguida, este é reduzido por uma desidrogenase
dependente de NADPH (acetoacetil-CoA desidrogenase ou Phb-B), gerando (R)-3-hidroxibutanoil-CoA, e, em seguida,
o PHB é produzido pela polimerizagdo daquele através da polimerase de poli-B-hidroxibutirato (Phb-C). Acredita-se que
tal enzima permanece ligada covalentemente ao polimero durante o crescimento de sua cadeia (ESCAPA, 2012;
GONZALEZ GARCIA et al., 2013; LOPEZ, 2013).

A maioria dos processos de produgéo de PHAs utiliza substratos a base de sacarose, elevando o custo diante
do rendimento obtido. Frente a isso, ao avaliarem a produtividade de uma cultura pura de C. necator em residuos de
alimentos fermentados, Hafuka et al. (2011) apontaram a necessidade de mais estudos para elevar a taxa de produgéo
de PHB, observando que embora a técnica de melhor eficiéncia energética a par tir dos residuos inclua a fabricagéo do
biopolimero por culturas microbianas mistas, o teor de PHB final é menor (<65%) que numa cultura pura (atinge 80%).

Uma vez que as pesquisas mais recentes sobre PHAs tém focado predominantemente nas enzimas que estdo
diretamente envolvidas na sua sintese, e a maioria delas é bem caracterizada bioquimica e molecularmente
(JENDROSSEK, 2009), os genes codantes para tais estdo geralmente agrupados em operons, € podem ser
encontrados em ilhas gendmicas (TRIBELLI et al., 2012), sugerindo-se que a transferéncia horizontal dos genes pha é
um mecanismo de adaptabilidade dos microrganismos as condigdes estressantes. Desses, 0 gene codante da sintase
(phaC) é o principal alvo para ensaios de mutagdo em projetos biotecnolégicos que almejam elevar a produgdo de
PHAs (REHM, 2003). Isolar microrganismos que possuam esse gene significa selecionar os potencialmente produtores
de bioplasticos. O modelo atual das PHA-sintases ativas possui duas subunidades, formando um homodimero ou
heterodimero, sendo classificadas em quatro classes (Figura 10).
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Figura 10 - Organizagdes genéticas das quatro classes dos loci pha: phaA, B-cetotiolase; phaB, acetoacetil redutase;
phaC (inclusive phaC1 e phaC2), PHA sintase; phaE e phaR, subunidades da PHA sintase de classes Ill e IV,
respectivamente; phaP, fasina; phaQ, repressor; phaZ, PHA depolimerase. ORF: regiéo aberta de leitura com funcéo
desconhecida.

Fonte: Adaptado de SOLAIMAN & ASHBY, 2004.

A PHA sintase de Classe | possui apenas subunidade PhaC que atua em substratos com 3 a 5 carbonos - é
o0 caso da PHA sintase de C. necator. A de Classe Il também s6 possui subunidade PhaC, porém a enzima atua em
substratos maiores, com 6 a 14 carbonos - situagdo encontrada em Pseudomonas spp. Ja a de Classe I, além de
PhaC, possui também PhaE (exemplo: Allochromatium vinosum); enquanto a Classe IV possui as subunidades PhaC
e PhaR - é o caso do género Bacillus (REHM, 2003).

No entanto, ndo somente o alto custo do substrato limita a produgédo de PHAs em grandes quantidades. O
processo envolvendo culturas puras, por exemplo, necessita de condigdes estéreis para o desenvolvimento e
manutengéo, o que é de alto valor para as empresas (AMULYA et al., 2016). E necessario potencializar o processo de
fermentag@o e as condigbes da cultura microbiana (temperatura, pH e velocidade do agito), conforme citado na Tabela
4. Alguns estudos inclusive apontam a clonagem de genes como sendo benéfico ao processo (TRIPATHI et al., 2013).

Segundo Jiang et al. (2012), como proposta de tratamento de efluentes alternativa e barata esta a engenharia
de comunidades microbianas. Esta ndo requer substrato estéril ou condigbes operacionais onerosas, utilizando
microrganismos selecionados em ambiente natural a base de aguas residuais (advindas de fabricas de madeira, papel,
petréleo, agucar e residuos urbanos), com rendimento de até 70% da massa seca em biopolimero. Esta faz uso também
da estratégia de alimentacao continua, a qual impulsiona uma pressao seletiva sobre os microrganismos maximizando
o sistema de produgao (AMULYA et al., 2016; ATLIE et al., 2011). Para uso em escala comercial, é desejavel a utilizagéo
de linhagens bacterianas que consigam aliar elevada densidade celular num curto periodo de tempo e grande produgao
do polimero a par tir de substratos de baixo custo. Assim, alguns pesquisadores tém avaliado em laboratério o uso de
substratos alternativos, tais como 6leos, esgoto doméstico e melago para bactérias usadas nos experimentos em
frascos agitados ou em biorreatores com o proposito de obter PHAs. Wang et al. (2014) sumarizaram as tecnologias
necessarias para a producdo de linhagens bacterianas (selvagens ou modificadas geneticamente) Uteis para a
produgdo industrial desses polimeros (Tabela 5).



Tabela 4- Condices de cultivo para a produgéo de polihidroxialcanacatos (PHA) em escala laboratorial.

Bactérias Meio de Cultura pH Temperatura  Agitacao Tipo de Reator Referéncia
meio minimo o Marjadi & Dharaiya,
+ 1% de dleo de soja ! 3re 150 rpm S 2011.
meio minimo + 2% de 6leo o Frascos Chaudhry et al.,
Pseudomonas de milho 7 37°C 200 rpm (100 mL) 2011,
meio minimo + 2% de o Palmeri et al.,
glicerol ! 30°C 220 tpm Sl 2012.
meio minimo + 3% de 7 37°C 150 rpm Frascos Naheed et al.,
melago (150 mL) 2012.
meio minimo + extrato de o Arumugam et al.,
levedura + dleo de 51 0°C 7o pm Reator (21) 2014,
Enterobacter maquina
meio minimo (NYB) + 7 37°C gl Frascos Ceyhan & Ozdemir,
esgoto doméstico (200 mL) 2011,
meio minimo 7 30°C SI Biorreator (5L) ~ Zhang et al., 1994.
+ 5% de melago
Klebsiella
2,5% manitol + 0,5% 0 ”
extrato de levedura + 1% 8 35°C estatica Frascos (20mL) Sheg%); gt al.,
peptona '
meio minimo + 2% de Sl 30°C 250 rpm Frascos Shamala et al.,
sacarose (100 mL) 2003.
meio minimo + 2% de Sl 37°C 140 rpm Fragrl;os RNarayan;r(l)i&2
sacarose (SI) amana, 2012.
Bacillus
meio minimo + 2% melago o Kulpreecha et al.,
) 7 30°C 200 rpm Frascos
+ 0,08% de ureia (50 mL) 2009.
. 0 0 Frascos
meio minimo + 2% de 7 35°C 150 rpm (400 mL) Gomaa, 2014.

melago

SI: sem informag&o.
Fonte: Autores, 2017.
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Tabela 5- Tecnologias a serem desenvolvidas e que sd@o capazes de diminuir o custo da producdo de
polihidroxialcanoatos (PHA).
Tecnologia Razio e/ou propdsito Metodologia
Fermentacdo com alta densidade ~ Crescimento dos microrganismos e Manipulagéo do quorum sensing €
celular facilidade para recuperagdo dessas ~ mecanismos de assimilagdo de oxigénio
células
Crescimento das células em Os substratos contribuem com 60% do  Selegéo de substratos especificos nos
substratos de baixo custo ou custo de produgao de PHA quais a bactéria produza alto contetido de

substratos impuros

PHA

Células de crescimento rapido Tempo de fermentagao reduzido e
menor risco de contaminagéo

microbiana

Minimizagdo do genoma bacteriano e
modifica¢des nos padrbes de
crescimento

Rapido crescimento de bactérias
que utiliéem CO9

CO9 é um substrato gratuito

Manipulagdo do mecanismo de
assimilagao de CO2 como dos
carboxissomos

Economia de energia para esterilizagao,
reducédo da complexidade de
fermentag@o e aumento da efetividade do
processo

Processo de fermentagéo
aberto (ndo estéril) e continuo

Selegdo de produtores de PHAs capazes
de crescer rapidamente em ambientes
extremos de pH, temperatura e pressdo

osmética

O oxigénio é um fator limitante em todo
crescimento celular de alta densidade

Sintese de PHA induzida por
limitac&o de oxigénio

Transferéncia dos operons de PHAS para
regides com promotores microaerobicos

Actmulo elevado de PHA (> 95% Evitar processos caros e complicados de Manipulagdo do mecanismo de sintese de

em células secas) purificagdo do polimero

PHA

Os substratos contribuem com 60% do
custo de produgdo de PHA

Aumento do substrato para
eficiéncia da conversdo em PHA

Remocéo das vias que consomem
substratos para metabolismo ndo
relacionados a PHA, e/ou reforgo no fluxo
de sintese do polimero

Aumento de células produtoras
de PHA

Mais espago para o aciimulo de PHA e
recuperagao das células

Engenharia genética dos microrganismos

Indugéo de floculagéo celular Facilita a recuperagéo da biomasssa

apos fermentagédo

Expressao induzivel de proteinas adesivas
de superficie

Lise celular induzivel Permite a recuperagao dos granulos de

PHA apés centrifugagéo da biomassa

Expressao induzivel de proteinas
envolvidas na lise celular

Rompimento de células por
hiperproducdo de PHA

Economia do processo de centrifugagéo
da biomassa

Manopulagéo do mecanismo de sintese
de PHA

Produgdo extracelularde PHA  Auséncia de limitagdo devido ao pequeno
espago celular, além de facilidade de

recuperagao de granulos

Necessidade de novos mecanismos de
sintese de PHA

Gréanulos grandes de PHA Facil recuperacao dos granulos de PHA a

partir da lise na cultura

Manipulacdo da formagéo das proteinas
associadas aos granulos

Célula sintética combinando todas Elevada competitividade

as propriedades acima

Sintese de uma célula artificial com DNA
funcional construido

Fonte: WANG et al., 2014.



0S DESAFIOS DO NOVO “PLASTICO VERDE” -

Na busca por alternativas sustentaveis de energia,
o0 poli-3-hidroxibutirato ou PHB tem sido o bioplastico do
grupo dos polihidroxialcanoatos com maior potencial de
substituicdo dos plasticos sintéticos. O custo total para sua
producdo, segundo Naranjo et al. (2014), envolve fatores
como o microrganismo e as fontes de carbono e nitrogénio
(matéria-prima) selecionados para o processo (rendimento
e produtividade), a compatibilidade das condicdes de pré-
tratamento do substrato com as dos processos de fermentagéo (temperatura ideal, arejamento e pH), separagéo e
purificagao (estes, fortes consumidores de energia durante o procedimento.

Além disso, o PHB apresenta limitagcdes mecanicas (instabilidade térmica e fragilidade). Em fungao disso,
estudos tém sido desenvolvidos para aprimorar a resisténcia desse biopolimero e o custo de sua produgéo, utilizando-
se para tal matérias-primas baratas como residuos agroindustriais. Dahman & Ugwu (2014) fizeram uso da palha de
trigo, até entdo descartada, para produgéo de PHB. Embora a maioria dos microrganismos n&o a metabolize, quando
hidrolisada, ela d& origem a variados monossacarideos favoraveis ao crescimento celular e a elevada produgéo de
PHB. Outro estudo avaliou a utilizagdo do PHB como enchimento de reforgo associado a lignina (subproduto da I
produgéo de papel, obtido a par tir da madeira), a fim de influenciar na viscosidade e cristalizagdo do material, além
de sua biodegradabilidade. Embora a atividade antimicrobiana da lignina possa ter modulado a velocidade del
degradagéo, néo foi possivel observar uma significativa conexdo entre a matriz e o reforgo, e a combinagao néo
afetou a estabilidade térmica (ANGELINI et al., 2014). Por outro lado, utilizando residuos de café (casca e pergaminho) I
a par tir do mesmo principio de refor¢o de enchimento + matriz polimérica, atingiu-se estabilidade térmica e aumento
da absor¢éo de agua (REIS et al., 2015). I

CAsSCA I
PERGAMINHO SEMENTE

SEMENTE I

Ainda sao necessarios mais estudos para encontrar a melhor maneira de produzir o PHB associado a outro I
material, em prol de um produto final resistente e estavel, de baixo custo, podendo torna-lo competitivo ao plastico
convencional.

No inicio do segundo milénio, alguns estudos relataram a produg&o simulténea de polimeros distintos (ndo
apenas precursores dos bioplasticos, mas também, polimeros de valor comercial em geral) a par tir de um mesmo
lote, como uma possibilidade mais lucrativa para as biorrefinarias. Mantendo o foco nos bioplasticos, verificou-se que
cepas de Azotobacter sp e C. necator foram capazes de produzir exopolissacarideos (EPS) — polimeros extracelulares
utilizados na industria alimenticia e farmacéutica, durante a sintese de PHB, além do mesmo resultado ter sido
atingido a par tir de culturas de Anabaena cylindrica na sintese do copolimero PHB-PHV, tornando possivel expandir
a variedade de produtos obtidos a par tir destes microrganismos (SUKAN et al., 2015).

Em 2014, Naranjo et al. elucidaram a vantagem da interacdo entre bom uso de energia de biomassa a partir
dos residuos, durante a producéo de bioplasticos, biocombustiveis, solventes e outros produtos quimicos naturais em
biorrefinarias, utilizando casca e polpa de bananas que seriam descartadas apds a selegéo para comercializagéo.
Reduziram o gasto de agua e energia em 35 e 30% respectivamente, além do custo total durante a produgéo de
quase 15% somado a consideravel diminuigdo de impactos ao meio ambiente.
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BIOCOMBUSTIVEIS LIQUIDOS E BIOHIDROGENIO

Nas Ultimas décadas, sobreveio o debate global em torno das agdes antrépicas precursoras do cenério
climatico atual, e o que é estimado a longo prazo. Constata-se que o uso de combustiveis foésseis prejudica intensa e
completamente muitas geragdes. A emissdo de gases de efeito estufa (GEE), isto €, mondxido (CO) e didxido de
carbono (CO-), metano (CHs), Oxidos de enxofre (SOy) e de nitrogénio (NOx) e hidrocarbonetos volateis, esté for
temente ligada ao setor de energia que, por sua vez, tem na atividade de transporte a maior emissora de GEE. Espera-
se que as nagdes possam desenvolver juntas agdes de mitigagao acerca das projecdes das emissdes desses gases,
e, posteriormente, alcangar a harmonia viavel entre o desenvolvimento da eficiéncia energética e sustentabilidade.

Considerando que o CO; é o gas mais emitido ao longo de todo ciclo de vida de um combustivel féssil, o
quadro de emissdes de GEE é expresso sob a forma de equivalentes de CO2 (COqeq), € fatores como densidade
demogréfica e tamanho das nagdes interferem na demanda direta de combustivel féssil, bem como no tratamento e
descarte dos residuos, além das emissdes de CO2q, como no caso das incineragdes (GAZZONI, 2012). O que vai
determinar o volume das emisses, portanto, sera o volume do despejo e seu respectivo manejo (BRASIL, 2013).

LEGEN
I CO; na atmosfera ) _GE s
Queima 2 ‘ W Fixagao
I Q Plantas, algas, l Respiacao
e B T cianobacterias
I . s . Respiragao . Respiragao
& ": da planta ‘“| do animal

Madeira e com-
bustiveis fosseis

. Bacterias
aquaticas

FigmﬂI 1 -"Ciclo do carbono. Numa escala gmal 0 retomo do CTZ para_atmo?f;ra FEE resp_lragéo_equilfbra sua

remocao pela fixagdo. Entretanto, queima de madeira e combustiveis fésseis adiciona mais CO, a atmosfera, elevando
sua concentragdo constantemente.
Fonte: TORTORA et al., 2012.
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Dados do balanco energético (BEN) de 2013 revelaram que o setor de transportes brasileiro é responsavel
pelo consumo de 32% dos combustiveis fosseis, correspondendo a um equivalente de emissdes de CO, de 215,3
milhdes de toneladas (EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2014). Tendo em vista que o Brasil representa apenas
2% do consumo energético mundial, devido a compensagao por sua produgéo de biocombustiveis, tais nimeros ainda
nao sio significativamente negativos ao meio ambiente quando comparado ao de outros paises (MOTA & MONTEIRO,
2013).

A Lein®12.187/2009 estabeleceu o compromisso nacional voluntario em prol da reducéo da emissdo de GEE,
iniciando-se a Politica Nacional sobre Mudanga do Clima (PNMC) (BRASIL, 2013). Estima-se que em 2035 os
biocombustiveis brasileiros irdo suprir um ter¢o da demanda doméstica para o transpor te, e 40% das expor tagdes
liquidas no comércio mundial (IEA, 2013).

Em func&o da geografia, clima e vasta disponibilidade de recursos, o Brasil tornou-se pioneiro na produgéo de
energia renovavel, como € o caso do bioetanol, visto ndo requerer equipamentos ou matérias-primas impor tadas para
tal, como no caso das energias edlica e solar. Em 2014, os valores acerca da geracdo de energia renovavel e néo
renovavel no pais atingiram respectivamente 39,4% e 60,6% (EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2015),
demonstrando o quanto sua matriz energética é diversificada.

Ndo-renovaveis Total Renovaveis
185,1 Mtep 305,6 Mtep (2,2% do mundo) 120,5 Mtep (8,6% do mundo)

Urénno

- y Vegetais;
y 2,2

Carvio; = | >
9,5 Outras;
7,4

Renovaveis: Mundo (13,8%)
| | | | | | | | | | | | | | | | |

Gas
Industnal

Figura 12 - Oferta interna de energia no Brasil (%). Mtep =milhdes de toneladas equivalentes de petroleo.
Fonte: EPE (Empresa de Pesquisa Energética), 2015.

Assim, nos préximos 50 anos os biocombustiveis [biohidrogénio (Hy), etanol e bio-metano] seréo as formas
mais promissoras de fornecimento de energia. Atualmente, o bioetanol é produzido a partir da cana-de- aglcar, do
milho, do sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench], do trigo (Triticum aestivum L.), da mandioca (Manihot esculenta Crantz),
da batata-doce [lpomoea batatas (L.) Lam.] e de outras fontes vegetais, enquanto o biodiesel é gerado a partir de dleos
de sementes de colza (Brassica napus L.), palma (Elaeis guineensis Jacq.), soja [Glycine max (L.) Merr.], girassol
(Helianthus annuus L.), algoddo (Gossypium hirsutum L.), babagu [Orrbignya speciosa (Mart.) Barb. Rodr.)], amendoim
(Arachis hypogaea L.), mamona (Ricinus communis L.) e de gorduras animais. Portanto, um dos impactos negativos
com o aumento crescente da produgéo de biocombustiveis de 12 geragéo (117,715 milhdes de litros em 2013) a partir
dessa matéria prima é a exploragéo do solo (vastas areas destinadas a produgdo da matéria prima), além da competicéo
por recursos que servem de alimentos (KOIZUMI, 2015). Com isso, biocombustiveis de 22 geragéo provenientes de
residuos e biomassa lignocelulésica, composta por celulose (unidades de glucose), hemicelulose (polimeros de agUcar)
e lignina (polimeros complexos), desafiaram a descoberta de um caminho factivel para degradar esse material em
glicideos simples (MACHADO & ATSUMI, 2012) e passaram a ser valorizados.



Um exemplo ¢ o “Projeto Bioetanol” que, iniciado em 2006 e financiado pela FINEP (Financiadora de Estudos
e Projetos), busca a produgdo de bioetanol a partir da hidrélise enzimatica da biomassa de cana-de-aglcar, ja que,
durante a produgéo convencional de agucar e etanol, apenas um ter¢o da massa dessa planta é aproveitada. Assim,
com a finalidade de minimizar a expanséo dos canaviais, a meta é utilizar tecnologias de converséo da celulose do
bagaco e da palha da cana, ainda que seja um desafio em fungdo da estrutura lignocelulésica. Por esta razéo, é
necessario que a biomassa passe por um pré-tratamento visando separar a matriz de lignina (OGEDA & PETRI, 2010).

L;J’q" RS,
R i i

o e S S

A
<

v

:

I
I
| prrs——
I
I

| | | | | | | | | | | | | | | | |
Figura 13 - Fluxograma da conversdo de biomassa em biocombustiveis, insumos quimicos, materiais, alimentos,

ragdes e energia. Melhor aproveitamento de matéria-prima e redugédo de efluentes. Rotas de converséo: mecénica,
bioquimica, microbiana, quimica e termoquimica.

Ainda que viavel, a valorizagdo de biomassa advinda de residuos agroindustriais para producdo de
biocombustiveis de 22 geragéo apresenta dificuldades a serem sobrepujadas. Sua heterogeneidade (diferencas em
propriedades fisicas e quimicas) torna a conversdo complexa, inclusive em termos de metodologias, sendo a torrefagéo
a temperaturas capazes de clivar ligagbes quimicas de polimeros organicos, em especial de residuos ja oriundos de
algum processamento, a solugdo para muitos dos casos (DUCA et al., 2014). A biotransformagao dos residuos
resultantes através de microrganismos (bactérias, fungos e microalgas), representa a continuidade do desenvolvimento
de eficiéncia energética e sustentavel em biorrefinarias, pois estas podem gerar diferentes produtos a par tir de uma
mesma matéria-prima, reduzindo custos, agregando valor a inovagéo, aumentando o lucro e evitando flutuagdes de
mercado do prego de um Unico produto (ALVIM et al., 2015).

As algas e bactérias fotoautotréficas sintetizam biocombustiveis através de CO2 e luz solar, alcangando
grandes taxas de crescimento em sistemas de produgdo menos complexos, como areas degradadas e compactadas.
Contudo, nestes é preciso aperfeicoar a coleta e isolamento de produtos, bem como compreender a capacidade
fotossintética envolvida para um melhor rendimento (MACHADO & ATSUMI, 2012). Os demais microrganismos
(heterotréficos), por outro lado, devem ser capazes de converter em biocombustiveis uma variedade de moléculas,
como acidos organicos, glicidios, etc. Por tanto, o pré-tratamento da biomassa pode afetar a capacidade produtiva dos
microrganismos selecionados. A levedura Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, embora ndo seja capaz de
consumir pentoses como a xilose presente em material proveniente de paredes vegetais, € amplamente utilizada na
producéo de bioetanol (HUFFER et al., 2012).

Misturas complexas de substratos podem n&o ser interessantes para produgéo industrial de biocombustiveis,
ja que alguns microrganismos utilizam a repressao catabdlica de carbono para regular seu uso, isto é, na presenga de
uma fonte de preferéncia, ocorre a supressdo da expressao de genes necessarios a absorgdo das demais, exigindo
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um periodo maior para 0 consumo completo destas, como ocorre com Escherichia coli, por exemplo. A engenharia

metabolica, portanto, visa elevar a expressao de enzimas que possam canalizar um maior fluxo de carbono (HUFFER
etal., 2012).

Assim, variados tipos de biocombustiveis (ou precursores), como derivados de alcoois, acidos graxos,
isoprendides e policeticideos, estdo sendo produzidos por microrganismos geneticamente modificados. Dentre os
alcoois, merece destaque o isobutanol e butanol, sendo o ultimo também produzido por bactérias selvagens do género
Clostridium. A comercializagéo destes avangou em empresas como Gevo, Butalco e Butamax Advanced Biofuels. Isso
mostra como a biologia sintética e de sistemas pode aprimorar a engenharia metabélica de microrganismos a fim de
produzir compostos cada vez mais complexos sem a necessidade de ajustes de vias metabélicas (FAVARO, 2012).

No entanto, embora tais combustiveis sejam atrativos, a atengéo para a produgéo de energia sustentavel esta
atualmente voltada para o gas hidrogénio (H,). Este é oriundo de um dos elementos mais abundantes do universo, e
sua combustdo gera apenas agua e produz elevada quantidade de energia (~ 140 MJ / kg, isto é, pelo menos 3 vezes
mais do que o obtido com a combustdo de gas e de derivados de hidrocarbonetos naturais) (TRCHOUNIAN, 2015;
TRCHOUNIAN & TRCHOUNIAN, 2015). A producdo mundial de Hz em larga escala, atualmente, esta acima de 50
milhdes de toneladas anuais, sendo eminentemente eletroquimica e derivada de combustiveis fosseis, Porém, o
crescente consumo e a fabricagdo de veiculos movidos a Hz requerem mais esforgos para aumentar sua producao
bioldgica e diminuir os custos desta, tornando-a competitiva (TRCHOUNIAN & TRCHOUNIAN, 2015), a partir da fotélise
da agua (por meio de algas e cianobactérias), da fotodecomposi¢éo (por bactérias fotoheterotréficas) (Figura 14) da
fermentagdo anaerobia (bactérias quimioheterotréficas), além de sistemas hibridos fotossintéticos e fermentativos
(Figura 15). Tais bioprocessos (Tabela 6), em especial os trés ultimos, tém gerado resultados promissores que também
contribuem para o tratamento de residuos poluentes (BASAK et al., 2014; De SA et al., 2014; SHOW et al., 201 1).
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Figura 14 - Producéo de H. por bactérias purpuras durante fotofermentagéo de fonte de carbono como lactato, etc, sob

luminosidade (CsHgO3 + 3H20) + luz = 6H, +3CO,; AG=+ 8.5 kJ/ mol Hy).



Tabela 6 - Vantagens, desvantagens de processos biologicos e principais microrganismos estudados para a produgao
de biohidrogénio.

Processos

BokSgtias Vantagens Desvantagens Micro-organismos
Produgio de H, a partir da dgua; Necessita de iluminagdo constante; Chlamydomonas reinhardii
Biofotélise Nio necessita de ATP. Inibigdo das hidrogenases pelo O,; Platymonas subcordiformis
direta Biorreatores modificados para maximizar a
utilizagdo da energia solar.
Produgio de H, a partir da dgua: Necessita de iluminagio constante; Plectonema boryanum
Habilidade de fixagdo de N, e producio de H, Biorreatores modificados para maximizar a  Anabaena siamensis
Biofotélise pelas nitrogenases; utilizagdo da energia solar; Anabaena variabilis
R Separagiio espacial do O, e H, nas células Necessidade de ATP pelas nitrogenases: Synechocystis sp.
diferenciadas (heterocistos); Sintese e manuteng¢io dos heterocistos; Cyanothece sp.
Separagio temporal (dia/noite) em células CO, presente no gés. Nostoc sp.
ndo-heterocisticas.
Utilizagdo de diferentes residuos e efluentes Necessita de iluminagio; Rhodopseudomonas
como substrato; Biorreatores modificados para maximizara  palustris
Foto-fermentagio Utilizagdo de amplo espectro de luz pelas utilizagdo da energia solar; Rhodobacter sp.
bactérias fotossintéticas. CO, presente no gés. Rhodobacter sphaeroides
Rhodobacter capsulatus
Ampla variedade de fontes de carbono como Tratamento do efluente apés fermentagao;  Clostridium sp.
substrato; CO, presente no gés. Clostridium butyricum
Nio necessita de iluminagio; Clostridium beijerinckii
Fermentagio Produgio de metabélitos intermedidrios de Citrobacter freundii
anaerdbia grande valor agregado; Enterobacter cloacae
Nio hd limitagdes com relagio ao O,. Enterobacter aerogenes
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

Fonte: De SA et al., 2014.
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Figura 15 - Sistema de biorreator com muiltiplos estagios.
Fonte: Adaptado de SHOW et al., 2011.
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Nos biorreatores de multiplos estagios (Figura 15), assim como num reator convencional, que apresenta
recipientes (tanques ou tubos) que mantém a cultura do microrganismo submetida ao processo em questao (fotdlise,
foto-fermentagéo, fermentagao anaerdbia ou eletrolise microbiana) enquanto é alimentada pelo substrato especifico
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durante a etapa inicial, ha produgao de acetato, CO, e Hy. Estes passam de um tanque para outro, operado por outro
processo especifico (novamente fotdlise, foto-fermentagdo, fermentagédo anaerdbia ou eletrdlise microbiana), e o
substrato residual ndo aproveitado em um reator, é conver tido em mais CO; e Hy, seguindo essa sequéncia até o
reator final, com melhor rendimento. Um biorreator tem de basear-se nas varias condigces das culturas necessarias
aos processos (velocidade de agitagdo das misturas, temperatura, pH, teor de sais, reciclagem de nutrientes, modo
de aplicagdo de luz quando necessaria, formagao de produtos secundarios, etc.) (Das NEVES, 2009; SHOW et al.,
2011).

No caso das bactérias fotoautotroficas ou fotoheterotréficas, o0 mecanismo de absorgéo da energia luminosa
para fixagdo e conversdo de CO2 (unica fonte de carbono celular) em matéria organica, envolve apenas um
fotossistema, com um de dois tipos basicos de centro de reagéo fotoquimica (CRF). O CRF tipo | (feofitina-quinona)
envolve a transferéncia de elétrons da feofitina (Pheo) para uma quinona e o tipo Il (Fe-S), em que ocorre o fluxo de
elétrons para um centro ferro-enxofre através de uma quinona. As bactérias purpuras, por exemplo, apresentam CRF
tipo Il, e a excitagdo do fotossistema pela luz promove um fluxo ciclico de elétrons. A absorgéo dos fétons de luz
dirige os elétrons do CRF (P870), através de uma cadeia de carreadores de elétrons passando por um complexo
citocromo bc1 e pelo citocromo c2, retornando ao CRF. Durante o fluxo de elétrons pelo citocromo bc1, ha um
bombeamento de prétons, gerando um gradiente quimiosmatico e uma forga préton-motriz, que promovera a sintese
de ATP (fotofosforilagdo). Em comparacdo com algas, menos energia luminosa € necesséria pelas bactérias
fotossintetizantes para produzir H,, principalmente devido ao elevado rendimento de conversdo de substratos
organicos ao produto, a ndo producdo de Oy, a capacidade de absorver luz de comprimento de onda mais longo e de
utilizar uma ampla gama de substratos organicos reduzidos como fonte de carbono e elétrons, auxiliando também no
processo de biorremediacdo (BASAK & DAS, 2007).

Fotoheterotréficas pUrpuras ndo sulfurosas, como Rhodobacter capsulatus e R. sphaeroides, apresentam
relacdo entre os metabolismos de carbono e nitrogénio, e esse esta intimamente associado com o controle intracelular
do equilibrio de éxido- redugdo (redox). Nestas, observa-se niveis maximos das enzimas chave da via de Calvin-
Benson-Bassham (CBB), ou seja, da ribulose bisfosfato carboxilase 1,5-/oxigenase (RuBisCO) e da fosforibulocinase
(PRK). Crescimento fotoheterotréfico durante a fixagdo de N resulta em menores, mas ainda substanciais, niveis de
RUBISCO e PRK. No entanto, sob tais condi¢des, a via CBB trabalha principalmente para ajudar a manter o equilibrio
redox da célula (Figura 16), por permitir que o CO, ou dimetilsulféxido (DMSO) ou tetrimetilamina-N-6xido (TMAO)
sirvam como transportadores de elétrons, através do sistema DMSO molibdénio-redutase (DorA), localizado no
periplasma, € que envolve o citocromo-DorC. Este é importante especialmente quando as fontes de carbono
presentes estéo reduzidas (PAOLI, VICHIVANIVES & TABITA, 1998).

O complexo enzimatico Nitrogenase conduz a redugdo bioldgica de N2 a amdnia. Resumidamente, dois
componentes protéicos s@o necessarios para tal atividade — a MoFe-proteina (ou dinitrogenase), que contém o sitio
ativo para a redugéo de N», e a Fe-proteina (ou redutase dinitrogenase), cuja fungéo principal é o de transferir elétrons
para MoFe-proteina com a concomitante hidrélise de Mg-ATP. Em algumas outras condi¢des, quando nenhum
amoniaco mas Ny esta presente no ambiente (crescimento N, -dependente), o sistema de MoFe- proteina é
sintetizado para catalisar a redugéo desse gas para aménia, acompanhada pela reducdo de prétons a H,. Esta via
requer muito poder redutor, e € um processo intensivo de energia (20 a 30 mol de Mg-ATP para a redugao de 1 mol
de N), desempenhando nao apenas um papel primario no metabolismo de N2 (KERN et al., 1998), mas também na
homeostase redox, ndo sendo de estranhar que este processo seja rigorosamente regulado a nivel da transcrigéo e
pds-tradugdo. A escuriddo ou a adi¢do de amdnio em culturas de R. capsulatus ou R. sphaeroides causa rapido
decréscimo (2 a 3 min) na atividade da nitrogenase. A recuperago total da taxa inicial de atividade da nitrogenase é
observada dentro de um periodo relativamente curto e que depende da quantidade de aménio adicionada. Os efeitos
de modificacdo de Fe-proteinas e adigbes de ambnio sobre a atividade de nitrogenase sao diferentes, dependendo
do grau de limitagéo de N (Figura 16).
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Figura 16 — Proposta de vias envolvidas no metabolismo de H2 em bactéria fotoheterotrofica Rhodobacter
sphaeroides, sob condi¢des limitantes (a) ou de excesso (b) de nitrogénio (2e + 2H + 4ATP - H2 + 4ADP + 4Pi por
mol de N2). LHC= complexo de coleta de energia luminosa, RC = centro de reagao, Q= ubiquinona, Fd = ferredoxina,
Cit= citocromo, DPi=for¢a préton motriz, Pi= fosfato inorgénico.

Este tipo de regulagdo, denominado efeito “nitrogenase desliga/liga” (modulagéo reversivel), pode ser
parcialmente mediado por um sistema de duas enzimas: dinitrogenase redutase (Fe-proteina)-ADP- ribosiltransferase
(DraT) e glicohidrolase dinitrogenase(DraG) ativando redutase (resisténcia), o que provoca uma modificagdo
covalente/demodificagao da Fe-proteina via ADP-ribosilagao. Crescimento fotoheterotréfico sob condigdes de baixas
concentragdes de fonte de nitrogénio (como exemplo, o glutamato), sinaliza a célula para sintetizar o sistema de Mo-
dinitrogenase (LUDDEN & ROBERTS, 1995). Os equivalentes redutores em excesso gerados pela oxidagéo de
substratos de carbono sdo consumidos pela reducdo de protons e consequente evolugdo de Hz por uma atividade
semelhante do sistema dinitrogenase. Assim, em R. capsulatus, por exemplo, fixagdo de N, é controlada por fatores
ambientais, como disponibilidade de molibdénio, luz e oxigénio.
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Além de produzirem hidrogénio na presenga de luz, bactérias fotoheterotréficas também fermentam e
produzem H, no escuro. Carboidratos fermentados por R. capsulatus no escuro rendem no méximo 33% de
hidrogénio, gerando como subprodutos também acetato e butirato (ABO-HASHESH & HALLENBECK, 2012a;
HALLENBECK, 2009, 2012). Estes, por sua vez, podem ser posteriormente completamente oxidados a H, e CO;
na presenca de luz (fotofermentacdo). Na hidrolise de polissacarideos, por exemplo, sdo formados os
monossacarideos que irdo ser degradados, por meio da homo ou heterofermentacdo, em piruvato efou alcoois, que,
posteriormente, serdo convertidos em metabdlitos intermediarios de alto valor agregado. Tal oxidag&o gera elétrons
que se distribuem de forma a manter a neutralidade, e o cation hidrogénio (H+) atuando como aceptor final de elétrons,
que na auséncia de oxigénio sera reduzido a (H,). O processo de dupla fermentagéo (Figura 17), por tanto, é atraente
para a conversao total de matérias- primas que séo apenas parcialmente oxidados durante a fermentagéo no escuro
(ADESSI et al., 2012; HALLENBECK, 2011, 2012; HALLENBECK et al., 2012; KESKIN & HALLENBECK, 2012a), e
varios sistemas estdo sendo pesquisados, incluindo co-cultura em dois estagios com bactérias anaerobias
fermentantes, e este rende H, adicional (5—7 moles H2/mol de hexose) (CLAASSEN & DE VRIJE, 2010; CLAASSEN
etal., 2010; OZGUR et al., 2010).

Ozkan et al. (2012) relataram a producéo de hidrogénio por R. capsulatus YO3 (hup) em um fotobiorreator
(4 L) em painel de vidro mantido externamente sob luz solar e alimentado diariamente (10% do volume) com usando
efluente termofilico da fermentagéo no escuro de suco de beterraba (pela bactéria terméfila Caldicellulosiruptor
saccharolyticus) no verdo de 2009 de Ancara, Turquia. O efluente continha acetato (125 mM) e NH4 (7,7 mM) como
as principais fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente, e foi diluido trés vezes com tampao fosfato de potassio,
ajustando-se a concentracdo de acetato para 40 mM e suplementando-se com Fe e Mo. A temperatura de
arrefecimento foi controlada por recirculagéo de agua fria através de um tubo no interior do reator, obtendo-se uma
produtividade de 1,12 mmol Ho/LC/ h e rendimento molar de 77% do maximo tedrico sobre o substrato consumido ao
longo de 15 dias de operacao.
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Figura 17 - Esquema do sistema de produgéo de gas Hidrogénio registrado como “HYVOLUTION".
Fonte: GEBICKI et al., 2010.

Gebicki et al. (2010), por sua vez, desenvolveram e estudaram a produgéo de H, em fotobiorreatores de
vidro em painel e tubular (sistema HYVOLUTION) inoculados por R. capsulatus, em batelada, uma vez que cada um
desses tipos é mais indicado para uma situagao geografica diferente (Figura 18). O reator em painel é mais adequado
quando se tem grandes areas de solo em baixas temperaturas e, por conseguinte, desenvolvido para a aplicagio no
norte da Europa Ocidental. Por outro lado, o reator tubular é facil de arrefecer e, assim, indicado para o Sul da Europa.
Ambos os reatores foram pesquisados no verdo sob condi¢des ambientais da Alemanha, demonstrando-se que os
dois podem ser operados durante varias semanas com produtividades comparaveis de Hy, isto é, em painel de vidro



a produtividade foi de 3690 mL H,/ m? de superficie irradiada por dia, e em tdbulos de vidro esta foi de 3350 mL H;
Im? de superficie irradiada por dia. No entanto, em termos de area, a superficie exigida para 8 m? de superficie
irradiada do fotorreator em painel foi de cerca de 1 m2 de solo, enquanto a rela¢do da area de instalagdo do fotorreator
tubular por area de solo € de aproximadamente 1: 1.

ntrada
H, + €O, Substrato

Moldura de vidro do
reator em paine!

.
Cfivente final

|
|

|

<

|
|

|

|

| | | | | | | | | | | | | | | | | I
Figure 18 - Esquemas do modulo de um fotorreator em painel de vidro (superior) exposto a luz solar, e da circulagéo

interna da suspensdo bacteriana em mddulos de fotorreator tubular (abaixo, esquerda), bem como do proprio
complexo fotorreator tubular (abaixo, direita) “HYVOLUTION”.
Fonte: GEBICKI et al., 2010.

No entanto, tendo a fermentagdo anaerébia menor limitagdo diante de outros processos (ndo depende da
area de superficie de luz ou Oy, por exemplo), ha de se sumarizar seu mecanismo, isto é, a oxidagéo/ degradagéo de
polissacarideos, proteinas e lipideos, admitindo-os como provenientes de residuos, resulta em compostos mais
simples além da liberagéo de energia (Figuras 19 e 20).

As bactérias empregadas em tal processo podem ser anaerdbias estritas ou facultativas (Figura 20), e
embora as anaerobias estritas sejam mais produtivas (4 moles de H, por mol de glicose, por exemplo), as anaerdbias
facultativas s@o menos sensiveis a presenca do O, e dessa forma estas podem retomar a produgéo de H, mesmo
apos danos acidentais causados pela presenga de O, esgotando-o no seu meio (Das NEVES, 2009). Algumas das
bactérias comumente utilizadas nesse processo podem ser encontradas no ambiente (solo, lama, adubo, agua
residual), como espécies dos géneros Clostridium, Citrobacter e Enterobacter, além da enterobactéria E. coli (De SA
et al., 2014; SINHA & PANDEY, 2011).
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Figura 19 - Fluxograma das etapas do processo de degradagédo anaerdbia de materiais organicos por culturas mistas.
Fonte: De SA et al., 2014.
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Figura 20 - Géneros de alguns microrganismos que produzem diferentes residuos organicos a par tir de glicose, e
que podem ser utilizados em processos fermentativos de produgédo de H..

Fonte: TORTORA et al., 2012.

De maneira geral, assim como na fotofermentagdo anoxica, a produgdo fermentativa anaerdbia do
biohidrogénio envolve a expressédo de hidrogenases e nitrogenases por meio de processos complexos que envolvem
outras enzimas/ proteinas auxiliares e de maturagao, sob influéncia do pH, tipo e concentragéo de indculo e substrato.
Esse processo, portanto, requer um pré-tratamento do indculo, a fim de eliminar a contaminagdo por outros
microrganismos consumidores de hidrogénio (Das NEVES, 2009; De SA et al., 2014; Dos SANTOS et al., 2012;
SINHA & PANDEY, 2011).

Estudos indicam também que as vias biossintéticas de H, s&o sensiveis a elevadas concentragdes deste,
ou seja, sob elevada pressao parcial de H2 no meio fermentativo pode ocorrer a solventogénese (fase em que séo
formados o acido latico e solventes). Desse modo, a presséo parcial de H, no biorreator inibe sua sintese e as vias
metabolicas séo direcionadas para a produgao de metabolitos mais reduzidos (a coleta periddica e regular dos gases



produzidos, pode apresentar-se como uma maneira de atenuar a pressao parcial de Hz) (ANGENENT et al., 2004; De
SAetal., 2014).

Por tanto, além do desafio de aprimorar a producao de biohidrogénio, a ciéncia também se deparou com a
necessidade de melhorar o desempenho mecanico de veiculos. Estes utilizardo esse gas para resolver o problema
da vasta emissao de poluentes e consumo de combustivel fossil, tornando-se processados a baixas temperaturas
para o ligamento imediato apds a par tida, surgindo entdo as células a combustivel (CC) (Figura 21).
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Figura 21 - Funcionamento da célula a combustivel (CC). O hidrogénio alimenta o terminal negativo onde seréo
oxidados no catalisador, produzindo elétrons livres e ions de hidrogénio (H*). Os elétrons véo ao circuito elétrico para
serem utilizados na producg&o da corrente continua, enquanto que os ions de hidrogénio (H*) véo ao terminal positivo,
e junto com o oxigénio que ¢ alimentado pela entrada de ar e o restante do processo, culminam em vapor d'agua; o
hidrogénio em excesso que ndo romper ligagdo, sera posteriormente realimentado.
Fonte: MIRANDA et al., 2013.

Como uma bateria alimentada por um tanque de hidrogénio, a CC produz a eletricidade que alimenta o carro
e 0 vapor de 4gua que sai do escapamento. Em contraste com o sistema classico de combustao, ndo ha partes
méveis promovendo o trabalho mecanico para o veiculo, apenas um terminal negativo (anodo) e um positivo (catodo),
além do auxilio de um catalisador de platina (responsavel pela quebra da molécula de hidrogénio) e um eletrdlito.

O tipo de eletrdlito utilizado determina a classificagdo da CC, e consequentemente, sua aplicagéo, que vai
desde a geragdo de energia por tatil ou estacionaria ao setor de transportes. O Ultimo, por exemplo, tem-se a
membrana trocadora de prétons (PEMFC, Proton Exchange Membrane Fuel Cell), responsavel pelo transpor te de
ions entre 0 anodo e o catodo. No terminal negativo, o catalisador atua na reagao de oxidagéo que liberam os elétrons
a serem conduzidos pelo eletrdlito até o terminal positivo, a diferenca de potencial entre os terminais é enfim utilizada
para gerar o trabalho elétrico (Da PORCIUNCULA, 2013).

O primeiro automdvel movido a CC foi desenvolvido por Kordesch em 1960, e desde entdo diversas
empresas, como Mercedes-Benz, Honda, Toyota e outras, por exemplo, procuraram desenvolver protétipos elétricos
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e hibridos. Um estudo publicado na Revista de Salde, Meio Ambiente e Sustentabilidade em 2013, buscou analisar
0 mercado automobilistico diante do uso do gas H, como potencial combustivel ndo poluidor. Atualmente, é realidade
para a Europa e a América do Norte o investimento em pesquisa e mercado com veiculos baseados em CC,
substituindo assim os motores a combustio (MIRANDA et al., 2013).

Os veiculos movidos a CC s&o mais eficientes, apresentando um rendimento em torno de 60%, enquanto
que a combustéo a diesel, por exemplo, possui eficiéncia energética inferior a 40%. Em 2013, a “Brasil Engenharia”
tendo em vista 0 pais como um dos grandes produtores mundiais de 6nibus, divulgou a implantagdo do projeto
brasileiro do dnibus movido por CC Hy, com a finalidade de desenvolver meios de transpor te coletivo com emisséo
zero de poluentes, bem como 0 acompanhamento da aplicagéo estacionaria e veicular na utilizagéo desse gas com
seguranca e eficiéncia (REGINA & LOPES, 2013). Embora vantajoso tal recurso nao é ainda bem compreendido por
toda populagéo e, como uma tecnologia ainda sob pesquisa, é de elevado custo, especialmente para fabricantes
poderem torna-lo um produto competitivo. E necessario entéo, dar continuidade aos estudos acerca dessa tecnologia,
com énfase na seguranca do transpor te e armazenamento do H,, o qual é altamente inflamavel, bem como
demonstrar e conscientizar a sociedade da existéncia de uma estratégia alternativa num setor tdo importante.



CONSIDERACOES FINAIS

Biotransformagédo é o processo em que distintas substancias sofrem diferentes reagbes quimicas dentro de
organismos vivos, e estes as convertem em compostos diferentes do original ou as mineralizam completamente a diéxido
de carbono e agua. Microrganismos sdo excelentes biotransformadores, € em especial as bactérias, representam
alternativa poderosa para remover do ambiente substratos organicos poluentes e transforma-los em produtos ndo sé
menos agressivos ao ambiente, mas que possam ser reciclaveis. Por isso, a comunidade cientifica tem buscado
compreender e aperfeigoar os processos bioquimicos e de produgdo em pequena, média e grande escala de bioplasticos
e biocombustiveis, os quais, diferentes de seus analogos de fungdo derivados de matérias-primas fésseis, nédo
contribuem para o aumento da concentragdo de gases do efeito estufa.

S&o varias as espécies capazes de realizar a biotransformagdo de residuos em polimeros plasticos
(polihidroxialcanoatos, PHA) e biocombustiveis solventes e hidrogénio molecular (H,), destacando aquelas que vivem no
solo e aguas residuarias. Dependendo do método de produgéo, algumas bactérias podem acumular até 90 % de seu
peso seco em PHAs. Ja na produgéo de biohidrogénio, a vantagem é a capacidade dos microrganismos utilizarem
diferentes substratos e processos bioquimicos para gera-lo, podendo inclusive trabalhar para tal em cooperagéo (co-
metabolismo), por via fotoautotréfica, fotoheterotréfica, por fermentagé@o na auséncia de luz ou por um sistema hibrido
desses. Sendo assim, ndo ha necessidade de se purificar os diferentes compostos de residuos sélidos ou liquidos
utilizados no bioprocesso. Varios produtos tém sido aperfeicoados com incorporagdo de bioplasticos ou para utilizagao
de biohidrogénio como fonte de energia, como ocorre no setor de transpor te, por exemplo.

Assim, a ciéncia dos bioprocessos tem se dedicado a aperfei¢oar a geragéo desses produtos em larga escala,
seja estudando as condi¢fes que afetam diretamente a a¢do das bactérias ou o melhoramento genético destas. Esse
conhecimento visa ndo sé aumentar o rendimento da biotransformagao, mas também diminuir os custos de producéo e
aproveitamento praticamente total dos substratos utilizados, tornando a biotransformagéo uma alternativa tecnolégica
sustentével, favoravel ndo s6 a redug@o do consumo de matérias-primas fosseis ja em esgotamento, e que geram
emissdes poluentes, mas também removendo residuos que, em geral sdo descartados inadequadamente, e se
acumulam a ponto de trazer danos ao ambiente e a saude do homem e demais seres vivos.
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