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RESUMO
Utilizou-se glicerol como fonte de carbono adicional na produção de P(3HB). Avaliando as concentrações de açúcar invertido e glicerol e a temperatura de cultivo de Cupriavidus necator utilizando um DCCR. Os resultados revelaram que o aumento da temperatura e da concentração de açúcar leva a um incremento na produção e no acúmulo de P(3HB) e que quando foram acrescidos de 15 g/L de glicerol chegou-se a resultados superiores, porém não considerados estatisticamente significativos. Resultados semelhantes foram encontrados nos ensaios de com ou sem glicerol, 8,3 (±0,2) g/L de célula com 64 % de acúmulo de P(3HB) e 9,1 (±0,2) g/L de célula com 62 % de acúmulo de P(3HB), respectivamente. O acréscimo de glicerol ao meio não gera um aumento significativo na produção de P(3HB), porém ensaios em escala ampliada estão sendo realizados para verificar se a adição de glicerol melhora as propriedades termicaa e mecânicas do polímero sintetizado.
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INTRODUÇÃO


O poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB), é um poliéster natural e biodegradável da família dos PHAs, sintetizado e acumulado interiormente em diversos micro-organismos(1). É um homopolímero altamente cristalino, rígido e quebradiço, o que reduz sua aplicação, porém, a adição de agentes nucleantes, plastificantes ou outros aditivos tem sido utilizada para conferir novas aplicações ao P(3HB)(2). De acordo com Gumel et al. (2012)(3) o tipo da fonte de carbono utilizada como substrato não somente afeta o polímero produzido em termos das propriedades físico-químicas e mecânicas, como também seu rendimento e composição monomérica.
As aplicações do P(3HB) são as mais diversas. Considerando-se que os custos de produção dos polímeros biodegradáveis ainda são elevados quando comparados àqueles quimicamente sintetizados, muitos pesquisadores têm focado no uso de açúcares de baixo custo como fonte de carbono para uma produção eficiente de PHAs(4). 
Por outro lado, com o aumento crescente de produção do biodiesel, o custo da glicerina originada do processo de produção vem diminuindo em função da elevação da oferta o que, muitas vezes, torna o seu processo de refino economicamente inviável.  Silva et al. (2009)(5) já apontavam o glicerol bruto como sendo uma promessa de fonte de carbono abundante para a microbiologia industrial. 

Dentro deste contexto objetivou-se neste trabalho avaliar o uso do glicerol como fonte de carbono adicional no meio de cultura de Cupriavidus necator sobre a produção e acúmulo de P(3HB).
MATERIAIS E MÉTODOS

Planejamento experimental: As células de C. necator foram cultivadas em frascos de Erlenmeyer aletados de 1.000 mL, contendo 300 mL de MM. As concentrações das fontes de carbono açúcar invertido (glicose e frutose) (variando de 0 a 30 g L-1) e/ou glicerol (variando de 0 a 30 g L-1) e temperatura de cultivo (variando de 28 a 38 °C) conforme delineamento composto central rotacional (DCCR) 23 com 3 pontos centrais. As culturas foram mantidas sob agitação de 150 min-1, durante 24 h. As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software Statistica 7.0.
Validação do DCCR: foram realizados ensaios, em triplicata, na condição apontada pelo DCCR como a maior produtora de P(3HB). 

Crescimento celular: Foi realizado por gravimetria. 
Consumo de substrato: O consumo de substrato (glicose/frutose e glicerol) foi verificado por cromatografia líquida de alta eficiência HPLC.
Determinação de P(3HB): 2 mL de meio foi centrifugado e as células foram lavadas duas vezes com água destilada, após foram submetidas à metanólise, conforme o método baseado em Braunegg et al. (1978)(6), com as modificações propostas por Brandl et al. (1995)(7). Em seguida, o P(3HB) foi dosado por cromatografia gasosa. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Para avaliação da influência da temperatura no cultivo de Cupriavidus necator DSM 545, e a influência das concentrações de açúcar invertido e glicerol um delineamento composto central rotacional foi utilizado.

Na Tab. 1 estão apresentados os 17 ensaios realizados com as condições experimentais utilizadas e as respostas obtidas nos experimentos.

Tabela 1. Condições experimentais dos ensaios delineados e as respostas em de Xt (g L-1), Xr (g L-1), P(3HB) (g L-1).
	Ensaio
	Glicerol
(g L-1)
	Açúcar invertido
(g L-1)
	Temp.
(°C)
	Xt
(g L-1)
	P(3HB)
(g L-1)
	Acúmulo P(3HB) (%)

	1
	6,1
	6,1
	30
	5,5
	0,74
	13,40

	2
	23,9
	6,1
	30
	5,3
	0,84
	15,93

	3
	6,1
	23,9
	30
	7,8
	2,72
	34,90

	4
	23,9
	23,9
	30
	6,9
	2,07
	28,25

	5
	6,1
	6,1
	36
	5,9
	1,31
	22,16

	6
	23,9
	6,1
	36
	6,1
	1,51
	24,76

	7
	6,1
	23,9
	36
	9,3
	3,99
	42,86

	8
	23,9
	23,9
	36
	9,2
	3,89
	42,33

	9
	15
	15
	28
	6,6
	2,15
	32,52

	10
	15
	15
	38
	9,6
	6,89
	71,74

	11
	15
	0
	33
	1,2
	0,32
	26,43

	12
	15
	30
	33
	10,9
	5,26
	48,26

	13
	0
	15
	33
	7,0
	2,13
	30,38

	14
	30
	15
	33
	8,8
	3,26
	37,06

	15
	15
	15
	33
	8,6
	3,07
	35,73

	16
	15
	15
	33
	8,5
	3,31
	38,96

	17
	15
	15
	33
	8,7
	3,68
	42,31


Foi realizada a análise de variância (ANOVA) para a produção de P(3HB). Por meio da estimativa do p-valor fornecido pela ANOVA, verificou-se que das variáveis testadas, apenas a concentração de açúcar invertido e a temperatura de incubação exercem influência significativa tanto na produção de P(3HB) quanto no acúmulo percentual do polímero. A concentração de glicerol e as interações não foram estatisticamente significativas. Os coeficientes e suas interações fazem parte do modelo para compor a superfície de resposta, e estão apresentados nas Equações A e B, os termos em negrito são os estatisticamente significativos.
P(3HB) = 3,435 + 0,108*[G] - 0,501*[G]2 + 1,215*[Ai] - 0,468*[Ai]2 + 0,900*T + 0,144*T2 - 0,131*[G]*[Ai] + 0,082*[G]*T + 0,231*[Ai]*T
                         (A)
Acúmulo = 39,874 + 0,672*[G] - 0,487*[G]2 + 7,972*[Ai] – 3,513*[Ai]2 + 7,733*T + 1,724*T2 – 1,539*[G]*[Ai] + 0,775*[G]*T + 0,556*[Ai]*T                      
   (B)

onde: P(3HB): concentração de poli(3-hidroxibutirato); [G]: concentração de glicerol (g L-1); [Ai]: concentração de açúcar invertido (g L-1); T: temperatura (°C). 
Como o modelo é preditivo na região experimental, estão apresentadas na Fig. 1 as superfícies de resposta para a produção de P(3HB) em relação à concentração de açúcar invertido e a temperatura de incubação, dentro do intervalo testado, mantendo a concentração de glicerol em 0 g L-1 (1a) e 15 gL-1 (1b).
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Figura 1. Superfícies de resposta para produção de P(3HB) em relação à concentração de açúcar invertido (g L-1) e a temperatura de incubação (°C). (a) sem glicerol e (b) concentração de glicerol igual a 15 g L-1.
Como pode ser observado nas Fig. 1a e 1b, a temperatura de incubação exerce influência significativa na produção do polímero. Schneider (2006)(8) já havia observado em seu trabalho, utilizando o mesmo meio de cultura, porém adicionado de óleos vegetais ao invés de glicerol, que um incremento na temperatura de 30 para 37 °C elevava a produção de P(3HB). Pode-se verificar que quando ele está presente numa concentração de 15 g L-1 (Fig. 1b) chega-se a uma produção de 6,9 g L-1 contra 5,3 g L-1, na melhor condição, sem o acréscimo de glicerol, mesmo não sendo estatisticamente significativa a concentração de glicerol. Ao adicionar-se 15 g L-1 de glicerol o percentual de acúmulo de P(3HB) passa de 50 para 70 %, acúmulo superior ao encontrado por Cavaleiro et al. (2009)(9) que obteve 62 % de acúmulo utilizando o mesmo micro-organismo em processo de batelada alimentada tendo glicerol como fonte de carbono. 
Por meio da análise o DCCR chega-se como condição ótima a ser validada, em triplicata, a temperatura no nível axial superior (38 °C) e a concentração de açúcar invertido também no nível axial superior (30 g L-1) e glicerol no nível axial inferior (sem glicerol), uma vez que a análise de variância mostra que a concentração de glicerol não exerce influência significativa nem na produção de P(3HB) nem no acúmulo percentual do polímero nas células. Mesmo não tendo indicado a adição de glicerol como uma variável significativa, não se pode negar que um incremento de 20 % na produção do polímero não seja interessante do ponto de vista operacional na fase de extração desse polímero. Somado a isto, não se saber até esse momento qual é a real contribuição da adição do glicerol em termos de propriedades que o polímero pode adquirir, uma vez que o volume de meio nos frascos de Erlenmeyer não é suficiente para a realização da extração dos filmes para realização das análises de caracterização térmica e mecânica dos mesmos. Desta forma optou-se por realizar os ensaios de validação do modelo, em triplicata, não somente com a condição predita como a melhor como também as condições que mesmo não tendo indicado a concentração de glicerol como uma variável significativa apresentaram respostas para a produção de P(3HB) interessantes, que foram essas: 38 °C, 15 g L-1 de açúcar invertido e 15 g L-1 de glicerol e 38 °C,  30 g L-1 de açúcar invertido e 15 g L-1 de glicerol. 


Nas Fig. 2a, 2b e 2c estão apresentadas as cinéticas de crescimento de Cupriavidus necator DSM 545 e produção de P(3HB) para as condições supra mencionadas e na Fig 2d está um comparativo entre os valores preditos pelo modelo e os obtidos experimentalmente para a produção o acúmulo de P(3HB).
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 Figura 2. Cinéticas de crescimento de Cupriavidus necator DSM 545 e produção de P(3HB) a 38 °C, utilizando 30 g L-1 de açúcar invertido como substrato (a); utilizando 15 g L-1 de açúcar invertido e 15 g L-1 de glicerol como substrato (b) e utilizando 30 g L-1 de açúcar invertido a e 15 g L-1 de glicerol como substrato (c). Comparativo entre os valores preditos pelo modelo para a produção de P(3HB) e acúmulo percentual do polímero comparado aos valores obtidos experimentalmente (d).
A produção de P(3HB) chegou 4,6 ± 1,0 gL-1 o que representa um acúmulo total de 49,2 ± 1,7 % de P(3HB) no interior das células após 24 h, para a condição que não tinha glicerol no meio. Quando 15 gL-1 de açúcar invertido e 15 gL-1 de glicerol foram usados como substrato foi alcançando 3,5 ± 0,8 gL-1 o que representa um acúmulo total de 42,2 ± 8,1 % de P(3HB) e quando se iniciou o cultivo com 30 gL-1 de açúcar invertido e 15 gL-1 de glicerol como substrato a concentração de P(3HB) máxima foi alcançada em 20 h de cultivo (5,6 ± 0,1 gL-1) o que representou um acúmulo de 61,8 ± 0,5 % de P(3HB) interior das células. No final do cultivo (24 h), o acúmulo caiu para 46,7 ± 11,7 %, que devido ao grande erro experimental pode até ser considerado que não seja tão diferente.

Como podem ser observados na Fig. 2d os valores preditos para o acúmulo de P(3HB) são confirmados experimentalmente, quando se leva em conta o erro experimental. Já para os valores de produção de P(3HB), somente para o cultivo em que não havia glicerol no meio os valores preditos e observados foram estatisticamente iguais, para o experimento em que havia 15 g L-1 de cada um dos substratos os valores foram os mais distantes diferindo em 20 %, contando com a margem de erro experimental. Já para o experimento com 30 g L-1 de açúcar invertido e 15 gL-1 de glicerol essa diferença é de apenas 4 %. 


O experimento com 15 gL-1 de cada um dos substratos foi o que levou à menor produção de P(3HB) e também ao menor acúmulo de polímero no interior da célula. Devido ao fato dos valores de produção e acúmulo de P(3HB) serem próximos para os as duas condições que iniciaram com 30 g L-1 de açúcar invertido, e ainda não se saber exatamente quais são as influências que o glicerol adicionado ao meio trará ao produto final, os ensaios de ampliação da escala em biorreator de 2 L, serão conduzidos nas duas condições: com e sem glicerol, e ainda utilizando glicerol bruto proveniente da transesterificação de biodiesel para avaliar a influência do glicerol nas propriedades térmicas e mecânicas dos filmes poliméricos obtidos. 

CONCLUSÃO
A temperatura de cultivo e a concentração açúcar invertido foram as varáveis que exerciam influência significativa para a produção e o acúmulo percentual do P(3HB). Os melhores resultados foram obtidos a 38 °C e com 30 gL-1 de açúcar invertido. Porém, mesmo não sendo estatisticamente significativo, a adição de 15 g L-1 de glicerol aumentaram o percentual de acúmulo de P(3HB) em 20 %.   
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EVALUATION OF THE GLYCEROL ADDICTION IN THE Cupriavidus necator CULTURE MEDIUM ON THE P(3HB) PRODUCTION
ABSTRACT

Glycerol was used as an addictional carbon source in the production of P(3HB). The concentrations of inverted sugar and glycerol and the cultivation temperature of Cupriavidus necator was evaluated using a CCRD. The results showed that increasing the temperature and the increasing of the sugar concentration leads to an increase in the production and accumulation of P(3HB) were added. When 15 g /L of glycerol was added to the medium reached superior results, however not considered statistically significant. Similar results were found in assays with or without glycerol, 8.3 (± 0.2) g/L in 64% cell accumulation of P (3HB) and 9.1 (± 0.2) g/L of cell with 62 % of P(3HB accumulation of P(3HB), respectively. The addition of glycerol to the medium does not generate a significant increase in the production of P(3HB), but on an enlarged scale trials are being conducted to determine whether the addition of glycerol enhances the thermical and mechanical properties of the polymer synthesized.
Key-words: Poly(3-hydroxibutirate), Cupriavidus necator, glycerol.
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