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Resumo

Biopolimeros polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo poliésteres sintetizados por
inimeras bactérias e armazenados em corpos de inclusdo nas células como reserva de
energia, sdo produzidos a partir de fontes renovaveis, e sua principal caracteristica é
a biodegradabilidade. Neste trabalho realizou-se a producdo do PHA poli(3-
hidroxibutirato) (P3HB) em cultivos submersos da bactéria Bacillus megaterium em
meio mineral, utilizando-se sacarose como fonte de carbono e sulfato de amonio
como fonte de nitrogénio. Esta bactéria apresenta comportamento diferente das
bactérias comumente utilizadas para producdo de biopolimero, sendo capaz de
produzir grandes quantidades de P(3HB) sem limitacdo de nitrogénio.

Experimentos em estufa incubadora rotatéria foram realizados, segundo
planejamento fatorial 22 composto central rotacional e trés repeticbes no ponto
central, a fim de se avaliar a melhor concentracdo inicial de sacarose e a razéo inicial
carbono/nitrogénio. Nestes experimentos, obteve-se um acumulo de P(3HB) nas
celulas de cerca de 75%. N&o houve limitacdo de nitrogénio e sacarose para a
maioria dos casos e observou-se uma forte correlacao entre o acimulo de P(3HB) e 0
pH do meio.

Em biorreator foram realizados experimentos com controle de oxigénio
dissolvido e pH, e com a condicdo de substrato inicial escolhida em funcdo do
planejamento de experimentos realizado. Obteve-se acumulo de P(3HB) de 30%,
inferior ao obtido em estufa incubadora rotatoria.

Modelos fenomenologicos de cinética microbiana, producdo de polimero e
consumo de substratos foram estudados, propondo-se modificacdes. Os parametros
dos modelos foram estimados com os dados obtidos experimentalmente no
biorreator. O modelo proposto obteve um desempenho superior aos demais estudados
e com um ndmero menor de parametros. Simula¢Ges foram realizadas a fim de
verificar o comportamento do modelo frente a variagdes nas condi¢es iniciais.



Abstract

Polyhydroxyalkanoates (PHAS) biopolymers are polyesters synthesized by
numerous bacteria and are accumulated on inclusion bodies in the cytoplasm of the
cells as energy storage, they are produced from renewable carbon sources and its
manly characteristic is the biodegradability. In this work it was carried the
production of PHA poly(3-hydroxybutyrate) (P3HB) out in submerse cultures of
bacteria Bacillus megaterium in the mineral medium, using sucrose as carbon source
and ammonium sulphate as nitrogen source. This bacteria shows different behavior
from bacteria commonly used on biopolymer production, and it is able to produce
large amounts of P(3HB) without nitrogen limitation.

Shaker experiments were realized, according to a central composite design
and three repetitions in the central point, in order to evaluate the best initial sucrose
concentration and carbon-to-nitrogen ratio. In these experiments, P(3HB) was
accumulated in the cell about 75%. In most of the cases, there was no limitation in
the sucrose or nitrogen, and a strong correlation between P(3HB) accumulated and
the medium pH was observed.

Bioreactor experiments were carried out with controlled dissolved oxygen
and pH. Substrate initial concentration was chosen according to the experiment
design. P(3HB) accumulation in bioreactor was lower than in shaker, about 30%.

Phenomenological models of microbial kinetics, polymer production, and
substrate consumption were studied and improvements were proposed. The models
parameters were estimated using the experiment data from the bioreactor. The
proposed model showed a better performance than the available models, with a
smaller number of parameters. Simulations were performed with the purpose of
verifying the model behavior for initial conditions changes.
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Lista de Abreviacoes

cPHB Poli(3-hidroxibutirato) de baixa massa molar

IcIPHA Polihidroxialcanoato com comprimento longo de cadeia

mclPHA Polihidroxialcanoato com comprimento médio de cadeia

PHAs Polihidroxialcanoatos

PHB Polihidroxibutirato

P(3HB) Poli(3-hidroxibutirato)

P(3HV) Poli(3-hidroxivalerato)

PhaA B-Cetotiolase - enzima que atua na producdo dos PHAs

PhaB Aceto-acetil coenzima A redutase - enzima que atua na producio dos PHAs
PhaC PHA sintase

PhaQ Proteina responsavel pela repressdo de outras proteinas na produgdo de PHB
PhaR PHA sintase

PhaP Proteina encontrada nos granulos da Bacillus megaterium

phaA Gene que codifica a enzima PhaA

phaB Gene que codifica a enzima PhaB

phaC Gene que codifica a enzima PhaC

phaP Gene que codifica a proteina PhaP

phaQ Gene que codifica a proteina PhaQ

phaR Gene que codifica a proteina PhaR

sclPHA Polihidroxialcanoato com comprimento curto de cadeia

5POHV Poli(3-hidroxi-5-fenilvalerato)



Capitulo 1

Introducao

Os polimeros representam uma parcela muito importante do mercado de produtos. Isto
se deve, principalmente, a elevada relacdo resisténcia/peso e a flexibilidade de processamento
apresentada por estes materiais. No entanto, como a maioria dos polimeros comerciais
caracteriza-se por apresentar taxas de decomposicdo quase despreziveis nas condicBes
ambientes, a disposicdo final de residuos plasticos vem se tornando um problema critico para
a sociedade, causando danos ao meio ambiente. Neste contexto, a utilizagdo de biopolimeros
torna-se uma alternativa cada vez mais interessante, tendo em vista que uma de suas
principais caracteristicas é a biodegradabilidade e que a reacdo de degradacdo gera, como
produtos, somente agua (H,O) e gas carbdnico (CO,). Além de suas matérias primas serem de
fontes renovaveis, baseadas na agricultura ou mesmo em efluentes industriais.

Os biopolimeros podem ser obtidos a partir de uma variedade de substratos como, por
exemplo, agUcares, amido, celulose, metano, 6leo mineral e subprodutos da agroindustria
como melago, soro de queijo, entre outros, ndo ficando sujeitos as oscilagdes de preco do
petréleo, nem tdo pouco a escassez deste.

Ultimamente, tem-se estudado bastante a respeito dos biopolimeros
polihidroxialcanoatos (PHAS), que sdo poliésteres isotaticos, constituidos por uma grande
variedade de monémeros. O mais estudado e melhor caracterizado membro da familia dos
polihidroxialcanoatos € o poli(3-hidroxibutirato) (P3HB), também chamado de poli(p-
hidroxibutirato), que possui propriedades proximas as do polipropileno. Entretanto, sabe-se
que o processamento deste biopolimero apresenta algumas dificuldades, principalmente
devido a temperatura de fusdo ser proxima a de degradacdo térmica. Este problema pode ser
contornado pela obtencdo de copolimeros como o poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato)) (P(3HB-co-3HV)), que melhora a processabilidade.
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As propriedades dos PHAs dependem de vérios fatores, tais como a linhagem do
microrganismo, tipo de substrato utilizado, condi¢bes de operacdo do processo produtivo,
composicdo (no caso de copolimeros) e de modificacBes posteriores a reacao de sintese, como
insercdo de grupos funcionais ou misturas com polimeros petroquimicos.

Visando a predicdo de propriedades finais como, por exemplo, a massa molar de
resinas biodegradaveis em funcéo das condi¢des de operacdo para obtencéo de biopolimeros,
0 objetivo geral deste trabalho é dominar as técnicas para o cultivo de microrganismos para a
producéo de P(3HB) em biorreatores. Além disso, é abordado o desenvolvimento de modelos
matematicos fenomenoldgicos do bioprocesso, necessarios para o posterior desenvolvimento
de modelos para predicdo de propriedades finais do biopolimero em funcéo de sua estrutura
macromolecular. Por fim, é necessario ter reprodutibilidade dos experimentos em diversas
condigdes de operacéo para a estimacao dos parametros do modelo e validagdo do mesmo.

Dessa forma, espera-se responder quais sdo as condi¢cdes mais favoraveis para a
producdo de biopolimeros com caracteristicas predeterminadas de processamento através de
modelos matematicos fenomenologicos do bioprocesso e correlaces da estrutura molecular
do biopolimero com o comportamento reoldgico deste material. A determinacdo deste tipo de
relacdo é fundamental para possibilitar que a modelagem dos biorreatores de polimerizacéo
possa ser diretamente aplicada ao desenvolvimento de processos e novos produtos, no
controle do processo e na garantia da qualidade do produto. Dentro deste contexto, esta
dissertacdo trata do estudo da producdo do P(3HB), utilizando a bactéria Bacillus megaterium,
a fim de fornecer subsidios para as proximas etapas, até chegar a predicdo das propriedades
finais do polimero obtido.

Apesar do descobrimento dos PHASs ter iniciado em cultivos com B. megaterium, aos
poucos, esta foi deixada de lado em detrimento de outras bactérias capazes de produzir
biopolimeros, talvez pelo fato dela esporular e consumir o polimero, enquanto que outras s6
consomem o polimero na falta da fonte de carbono. Porém, esta bactéria € encontrada em
abundancia em solos e possui uma grande vantagem por crescer e acumular em diferentes
fontes de carbono e também é capaz de produzir biopolimero utilizando residuos
agroindustriais. Trabalhos relativamente recentes de isolamento de bactérias de solo para
producéo de P(3HB) tém estudado melhor seu comportamento.

Esta dissertagdo esta dividida em cinco capitulos e dois apéndices. Neste Capitulo 1,
buscou-se introduzir o assunto. O Capitulo 2 apresenta uma revisdo bibliogréafica iniciando
com um breve histérico, microrganismos produtores, aplicacfes, propriedades, obtencéo e
producdo dos biopolimeros. A metodologia, os materiais utilizados para a producdo de
P(3HB) e as andlises realizadas estdo descritas no Capitulo 3, além da descrigdo dos modelos
utilizados na cinética de crescimento microbiano, consumo de substratos e formacgdo de
P(3HB). Os resultados e discussdes sdo mostrados no Capitulo 4. No Capitulo 5, séo
apontadas as principais conclusdes e as sugestdes para a realizacdo de trabalhos futuros
relacionados a predicdo das propriedades finais do biopolimero.



Capitulo 2

Revisao Bibliografica

No inicio do século 20, foram observados corpos de inclusdo do tipo lipidio na
bactéria Azobacter chroococcum (SUDESH et al., 2000). Por volta de 1909, Emil Fischer
demonstrou que proteinas sdo moléculas grandes formadas por cadeias de aminoacidos ou
“poli”-peptideos, nome que originou o termo. Apesar disto, antes da primeira guerra mundial,
poucos quimicos aceitavam a idéia de moléculas grandes, que atualmente chamamos
polimeros (MORAWETZ, 1985; LENZ e MARCHESSAULT, 2005).

Segundo LENZ e MARCHESSAULT (2005), um poliéster natural foi descoberto por
Maurice Lemoigne, na década de 20, enquanto tentava descobrir a causa da acidificagdo de
uma suspensdo aquosa contendo a bactéria Bacillus megaterium. Este poliéster ¢ sintetizado
por alguns microrganismos como reserva de carbono e energia, o que aumenta a chance de
sobrevivéncia do microrganismo em um ambiente com escassez de nutrientes (Lopez et al.,
1996). Em 1923, Lemoigne publicou que o acido produzido pela bactéria era o acido 3-
hidroxibutirico e, em 1927, ele descreveu que obteve um material solido desta bactéria o qual
ele chamou de polimero do 4cido 3-hidroxibutirico. Ele chegou a esta conclusdo hidrolisando
o material encontrado em uma série de oligdmeros soluveis em agua. Ele chamou a menor
unidade formadora de 4cido lipidio-B-hidroxibutirico e sugeriu que o polimero era produzido
pela célula por polimerizacao de desidratacdao. Contudo, a informacao de que uma bactéria era
capaz de produzir polimero permaneceu desconhecida por grande parte da comunidade
cientifica até o final dos anos 50. Lemoigne havia publicado uma série de artigos com suas
descobertas em jornais Franceses de baixo impacto, pois microbiologistas ndo estavam
interessados em lipidios, como se referia Lemoigne ao poliéster encontrado, € muitos
quimicos organicos se recusaram a acreditar que existiam moléculas como polimeros (LENZ
e MARCHESSAULT, 2005).

Na mesma época que Lemoigne publicou seu trabalho, Herman Staudinger, da
Universidade de Freiburg, estava sendo ridicularizado pelos seus colegas europeus por propor
a existéncia de moléculas com alta massa molar, chamadas de macromoléculas. Na década
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de 30, Wallace Carothers, pesquisador da Dupont, publicou trabalhos sobre sintese e
caracterizagdo de poliésteres alifaticos e poliamidas. Somente em 1953, Staudinger recebeu o
prémio Nobel de quimica pelo seu trabalho em sintese de polimeros e por defender o conceito
de macromoléculas. Enquanto isso, o P(3HB) era descrito como lipidio, e ndo como poliéster,
nos livros de bioquimica (MORAWETZ, 1985; LENZ e MARCHESSAULT, 2005).

A redescoberta dos PHAs se deu no final dos anos 50, quando uma série de estudos

independentes mostrou que o acimulo de P(3HB) funcionava como reserva de carbono e
energia para o microrganismo (SUDESH et al., 2000).

2.1 Biopolimeros

Biopolimeros sao definidos como macromoléculas, sintetizados por organismos vivos,
formadas por moléculas idénticas ou muito similares ligadas covalentemente formando uma
grande cadeia (STEINBUCHEL, 2001; KOLYBABA et al., 2004).

Os biopolimeros sdo classificados em oito grupos de acordo com sua estrutura
molecular em:

1) acidos nucléicos (DNA, RNA);

i1) poliamidas (proteinas, poliaminoacidos);

1i1) polissacarideos (amido, glicogénio, celulose);

1v) polioxiésteres organicos (poli(3-hidroxibutirato), poli(acido malico));

V) politioésteres (polimercaptopropionato);

vi) poliésteres inorganicos (polifosfatos);

vii)  poliisoprenoides (borracha natural);

viii)  polifenois (lignina).

Cada grupo de biopolimero possui fungdes diferentes nas células, como expressdo da
informagdo genética, reacdes de catalises, armazenamen.“co de energia, carbono e outros
nutrientes, estrutura celular, entre outras fun¢des (STEINBUCHEL, 2001).

Em STUBBE et al. (2005), encontra-se uma revisao dos mecanismos de sintese de

alguns biopolimeros, como glicogénio, amido, polifosfato, poliisopreno e poli(3-
hidroxibutirato).
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2.2 Polihidroxialcanoatos

Dentre os polioxiésteres destacam-se os polihidroxialcanoatos (PHAs). Estes sao
sintetizados por bactérias e acumulados em inclusdes insoluveis no citoplasma, chegando a
acumular, em alguns casos, cerca de 90% de seu peso seco. Estes biopolimeros servem como
reserva de carbono e energia para o microrganismo. Através da polimerizagao de
intermediarios soluveis em moléculas insoliveis, a bactéria ndo altera sua pressdo osmotica e
mantém sua reserva de nutrientes com baixo custo, garantindo assim, a sobrevivéncia em
situagoes de escassez de alimentos (DAWES e SENIOR, 1783; MADISON ¢ HUISMAN,
1999; REHM, 2003).

Os PHAs sdo termoplasticos ou elastomeros, dependendo do tamanho de cadeia, e
podem ser processados em equipamentos utilizados na manufatura de plasticos convencionais.
Além disso, sdo insoluveis em agua, possuem um alto grau de polimerizagdo variando entre
10°a 10" Da, exibem propriedades piezoelétricas, sdo atoxicos e biocompativeis. Também sdo
compostos opticamente ativos, enantiomeros puros € na grande maioria dos casos, apresentam
configuragdo D, devido a esterioespecificidade da enzima PHA sintase. Outro fator
importante a considerar ¢ que podem ser produzidos a partir de CO, ou fontes renovaveis de
carbono, como agucares (VALAPPIL, 2007; REDDY et al.,2003; STEINBUCHEL, 2001;
SUDESH et al., 2000; MADISON e HUISMAN, 1999;).

Contudo a caracteristica mais importante dos PHAs ¢ a biodegradabilidade. As
bactérias que acumulam polimero possuem uma enzima, PHA depolimerase, capaz de
degradar o polimero que se encontra dentro da célula para utilizacdo deste como fonte de
carbono. Porém, com esta enzima, nao ¢ possivel degradar o polimero externamente, isto &,
depois de retirado das células, possivelmente devido a mudanca do estado amorfo para
cristalino. Mas existem muitos microrganismos (encontrados no solo, 4guas marinhas e lagos)
que possuem uma PHA depolimerase extracelular, capaz de degradar o biopolimero depois de
retirado da célula, utilizando-o como fonte de carbono. A habilidade de degradar PHAs nao ¢
restrita a bactérias, muitos fungos também sao capazes de degradar os PHAs (JENDROSSEK
et al.,1996; MERRICK et al.,1999; SUDESH et al., 2000).

Sao muitos os fatores que influenciam o tempo de biodegradacao, alguns relacionados
ao ambiente (temperatura, umidade, pH e disponibilidade de nutrientes) e outros relacionados
ao biopolimero (composi¢ao, cristalinidade, aditivos, espessura e darea superficial). A
biodegradacao ocorre na superficie por hidrolise enzimatica (AMASS et al., 1998; SUDESH
et al., 2000).

A biodegradacdo de PHAs em condi¢des aerdbias resulta em dioxido de carbono e
agua, enquanto que, sob condi¢des anaerobias, resulta em didxido de carbono e metano. PHAs
sdo compostaveis em um grande intervalo de temperatura, sendo a maxima proxima a 60°C,
com um nivel de umidade de 55%. Estudos nestas condigdes mostraram que 85% do PHA
degradou em sete semanas, enquanto que, em ambiente aquatico, ocorreu degradacdo em 254
dias, em uma temperatura que ndo excedeu os 6°C (REDDY et al., 2003).
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A taxa de degradacdo de pecas de P(3HB) ¢ da ordem de meses em efluente aerdbico e
anos em aguas marinhas. A Figura 2.1 mostra uma foto da degradacdo de frascos feitos de
copolimero biodegradavel, poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV))
incubados em lodo ativado a uma temperatura média de 20°C (MADISON e
HUISMAN,1999).

A

Figura 2.1: Degradacéo de frascos de P(3HB-co-3HV) em lodo ativado referente a um
periodo de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 semanas (MADISON e HUISMAM, 1999).

2.2.1 Propriedades e aplicacdes de PHAs

Devido ao grande numero de PHAs que podem ser obtidos e as similaridades
encontradas entre suas propriedades e as dos plasticos petroquimicos, os PHAs podem ser
usados substituindo polimeros convencionais em um grande numero de aplicacdes, tais como,
utilizacdo em sacolas, aparelhos de barbear descartaveis, fraldas, produtos higiénicos
femininos, embalagens de cosméticos, frascos de xampu, entre outras coisas (LEE, 1996a;
MADISON ¢ HUISMAN, 1999; REDDY et al., 2003).

Na area médica, os PHAs encontram aplicagdo devido a sua biocompatibilidade.
Podem ser utilizados em tratamento de ferimentos (suturas, malhas cirurgicas e grampos),
sistema vascular (valvulas cardiacas), ortopedia (estrutura para engenharia de cartilagens,
regeneragdo de meniscos), urologia (tubo uroldgico) e na liberagdo controlada de
medicamentos (LEE, 1996a; ZINN et al., 2001; MARTIN ¢ WILIAMS, 2003).

A Tabela 2.1 mostra a comparagdo entre as temperaturas de fusdo (Ty,) e de transi¢do
vitrea (T,) de alguns PHAs e polimeros petroquimicos. Pode-se observar que o P(3HB) possui
uma temperatura de transi¢do vitrea maior que a do polipropileno, porém, a adicdo de 3HV no
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P(3HB), na forma de copolimero P(3HB-co-71%3HV), diminui o valor da T,, ficando mais
proximo a do polipropileno.

Tabela 2.1: Temperaturas de fusao (Tw) € transicdo vitrea (T,) (SUDESH et al., 2003).

Polimero Tm (°C) T, (°C)
P(3HB)' 180 4
P(3HB-c0-71%3HV)? 83 -13
P(4HB)? 53 -48
PHAwc ! 45-54 -25a-40
Poliacrilato - -106
Polipropileno 176 -10
Poliestireno 240 100

'Poli(3-hidroxibutirato); *Poli(3-hidroxibutirato-co-71%-3-hidroxivaleralto).
*Poli(4-hidroxibutirato); *Polihidroxialcanoato de cadeia media

A Tabela 2.2 mostra outras propriedades dos PHAs, onde se observa que o P(3HB)
tem propriedades proximas as do polipropileno. O P(3HB) possui menor resisténcia a
solventes, porém, maior resisténcia quando exposto a radiacdo ultravioleta. Filmes de P(3HB)
possuem excelente propriedade de barreira a gas e sdo tdo resistentes quanto os filmes de

polipropileno, porém, ndo tdo resistentes como os filmes de polietilenotereftalato (PET)
(HOLMES, 1985).

Tabela 2.2: Propriedades de PHASs e polimeros petroquimicos (LEE, 1996a).

Temperatura Mddulo de Tensao de Resisténciaa Resisténcia ao
Polimero de fuséo Young cisalhamento ruptura impacto (Izod)
(°C) (GPa) (MPa) (%) (J/m)
P(3HB)' 179 3,5 40 5 50
P(3HB-co-3HV)?
3 mol% 3HV 170 2,9 38 - 60
9 mol% 3HV 162 1,9 37 - 95
14 mol% 3HV 150 1,5 35 - 120
20 mol% 3HV 145 1,2 32 - 200
25 mol% 3HV 137 0,7 30 - 400
P(4HB)’ 53 149 104 1000 -
P(3HB-co-4HB)*
3 mol% 4HB 166 - 28 45 -
10 mol% 4HB 159 - 24 242 -
16 mol% 4HB - - 26 444 -
64 mol% 4HB 50 30 17 591 -
90 mol% 4HB 50 100 65 1080 -
P(3HHx-co-3HO)’ 61 - 10 300 -
Polipropileno 170 1,7 34,5 400 45
Polietilenotereftalato 262 2,2 56 7300 3400
Poliestireno 110 3,1 50 - 21

'Poli(3-hidroxibutirato); “Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato); *Poli(4-hidroxivalerato);
*Poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato); *Poli(3-hidroxihexanoato-co-3-hidroxioctanoato).
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A resisténcia a ruptura do P(3HB) é muito inferior a do polipropileno, porém, esta
propriedade pode ser melhorada pela adicdo de 4 hidroxibutirato (4HB) ao poli(3-
hidroxibutirato) na forma de copolimero, como observado na Tabela 2.2 (LEE, 1996a).

Um ponto desfavoravel ao P(3HB) ¢ o fato da sua temperatura de degradacao térmica,
proxima a 200°C, ser muito proxima a temperatura de fusdo. O decréscimo da temperatura de
fusdo com o aumento da fracdo de 3HV, sem afetar a temperatura de degradagdo, permite
melhor processamento térmico do copolimero. Além disso, o aumento da fragdo de 3HV torna
o polimero mais flexivel (pelo decréscimo do Modulo de Young) e aumenta sua resisténcia ao
impacto. Assim, as propriedades do P(3HB-co-3HV) podem ser controladas pelo ajuste da
fragdo de 3HV durante a cultura em biorreator (LEE, 1996a).

2.2.2 As moléculas de PHASs

Segundo REHM (2003), aproximadamente 150 tipos de mondmeros de PHAs foram
encontrados. Estes incluem 3-hidroxialcanoatos com 3 a 12 4tomos de carbono na cadeia
lateral ligada ao terceiro carbono (posicao P), 4-hidroxialcanoatos com 4 a 8 atomos de
carbono, 5-hidroxipentanoatos, 5-hidroxihexanoatos e 6-hidroxidodecanoatos, entre outros
(LEE, 1996b). Esta variedade de PHAs aumenta as possibilidades de aplicagdo, em
decorréncia das diferentes propriedades apresentadas. Porém, sdo poucos aqueles que sdo
produzidos em grande quantidade pelos microrganismos. Um dos mais estudados e difundidos
¢ o poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) (SUDESH, 2000). A estrutura geral de alguns PHAs
pode ser visualizada na Figura 2.2.

H
O | (CHy,
N
T
R C_’ 100-30000
n=1 R=hidrogénio Poli(3-hidroxipropianato)

R=metila Poli(3-hidroxibutirato)
R=etila Poli(3-hidroxivalerato)
R=propila Poli(3-hidroxihexanoato)
R=pentila Poli(3-hidroxioctanoato)
R=nonila Poli(3-hidroxidodecanoato)

n=2 R=hidrogénio  Poli(4-hidroxibutirato)
R=metila Poli(4-hidroxivalerato)

n=3 R=hidrogénio  Poli(5-hidroxivalerato)
R=metila Poli(5-hidroxihexanoato)

n=4 R=hexila Poli(6-hidroxidodecanoato)

Figura 2.2: Estrutura geral de PHAS e seus principais representantes (LEE, 1996b).
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Segundo STUBBE et al. (2005), se o grupamento R for igual ao hidrogénio, metila ou
etila o PHA sera um termoplastico e caso R seja uma cadeia de CsH; até Ci4Ha9 0 polimero
sera um elastomero.

A cadeia lateral presente no monomero pode ser um grupamento alquila ou um
composto aromatico, halogenado, insaturado, entre outras possibilidades (MADISON e
HUISMAN, 1999). A Figura 2.3 exemplifica alguns tipos de mondmeros com diferentes
cadeias laterais. O Apéndice A mostra uma variedade de exemplos, 91 tipos diferentes de
mondmeros (hidroxialcanoatos) identificados em STEINBUCHEL e VALENTIN (1995)
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Figura 2.3: Monomeros de PHAs com diferentes cadeias laterais (REHM, 2003).

Os PHAs sdo classificados em trés grupos quanto ao tamanho da cadeia do mondmero
que constitui o polimero. No primeiro grupo, comprimento curto de cadeia (sclPHA), o
mondmero contém de 3 a 5 carbonos na cadeia. O segundo grupo tem comprimento médio de
cadeia (mcIPHA) e contém de 6 a 14 carbonos na cadeia principal. O terceiro grupo possui

comprimento longo de cadeia (IcIPHA), quando o mondmero contém mais de 14 carbonos
(ZINN et al., 2001).

As massas molares dos PHAs encontrados em microrganismos produtores variam
conforme as condigdes de produgdo, como por exemplo, o tipo de PHA sintetizado,
microrganismo utilizado, entre outros fatores, mas, em geral, estdo compreendidas entre
50.000 e 1.000.000 Da (MADISON e HUISMAN, 1999; REDDY et al., 2003).
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2.2.3 Microrganismos produtores

Os PHAs sao sintetizados naturalmente por pelo menos 75 géneros diferentes de
bactérias, tanto gram-positivas quanto gram-negativas (REDDY et al., 2003). Além disso,
com o desenvolvimento da biologia molecular, outras bactérias que ndo acumulam PHAs
naturalmente podem ser modificadas geneticamente passando, assim, a acumular os
biopolimeros. Também foram realizados experimentos com leveduras recombinantes e com
plantas transgénicas para a producdo de biopolimeros (SUDESH et al., 2000;
STEINBUCHEL, 2001; REDDY et al., 2003).

A existéncia de PHAs ndo estd limitada a granulos insoluveis no citoplasma de
bactérias. Conforme reportado por ZINN et al. (2001), um poli(hidroxibutirato) de baixa
massa molar (cPHB), proxima a 14.000 Da, associado com polifosfatos ou ions de célcio, foi
encontrado nas bactérias Bacillus subtilis, Azotobacter vinelandii e Streptomyces lividans. O
cPHB ¢ encontrado em concentracdes na ordem de 3 a 4 vezes menor que os PHAs
acumulados no citoplasma (REHM, 2003). Também foi identificado o cPHB na bactéria
Escherichia coli. Apesar disto, ndo se sabe como este cPHB ¢ sintetizado, uma vez que nao
foi identificada nenhuma enzima, nem gene associado a producdo de P(3HB) no genoma
seqlienciado da E. coli, sugerindo que o processo de obtengdo do cPHB ¢ diferente do P(3HB)
acumulado por bactérias no citoplasma (HUANG e REUSCH, 1996; REHM, 2003). Este
mesmo polimero também foi encontrado em células eucaridticas como, por exemplo,
leveduras, plantas como espinafre e mesmo em células animais (ZINN et al., 2001).

Dependendo da fonte de carbono e da espécie da bactéria, podem-se obter tipos
diferentes de PHAs, como ¢ ilustrado na Tabela 2.3, onde se pode observar a producdo de
PHAs por tipos diferentes de bactérias isoladas naturalmente e também modificadas
geneticamente, para diferentes fontes de carbono.

Além disso, alguns microrganismos sao capazes de acumular copolimeros quando se
adiciona uma segunda fonte de carbono ao cultivo (BRAUNENEGG et al., 2004). Algumas
bactérias gram-positivas do género Corynebacterium, Nocardya ¢ Rhodococcus sdo capazes
de acumular copolimeros a partir de uma unica fonte de carbono (VALAPPIL, 2007).
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Tabela 2.3: Produgdo de PHAs por diferentes bactérias (REDDY et al., 2003).

Microrganismo

Fonte de Carbono

PHA

Percentagem de

PHA (% wiv)

Gliconato P(3HB)' 46-85

Alcaligenes eutrophus Propionato P(3HB) 26-36

Octanoato P(3HB) 38-45
B. megaterium QMB1551 Glicose P(3HB) 20
Klebsiella aerogenes recombinante Melago P(3HB) 65
Methylobacterium rhodesianum MB 127 Frutose/Metanol P(3HB) 30

Methylobacterium extorquens (ATCC55366) Metanol P(3HB) 40-46

Pseudomonas aeruginosa Euphorbia e Oleo de ricino PHA® 20-30
Pseudomonas denitrificans Pentanol P(3HV)’ 55

Pseudomonas olevorans Gliconato P(HB) 1,13

Octanoato P(3HB) 50-68

Pseudomona. putida GPp104 Octanoato P(3HB) 14-22
Oleo de semente de palma PHA 37
P putida Acido laurico PHA 25
P Acido miristico PHA 28
Acido oléico PHA 19

P. putida BMO1 Acido fenoxi-decandico 5POHV* 15-35
Sphaerotilos natans Glicose P(3HB) 40

'Poli(3-hidroxibutirato); *Polihidroxialcanoato; *Poli(3-hidroxivalerato); * Poli(3-hidroxi-5-fenilvalerato)

Os PHASs sdo obtidos por microrganismos em cultivos onde haja, geralmente, excesso
de fonte de carbono e limitagdo de algum nutriente essencial como, por exemplo, nitrogénio,
fosforo, oxigénio ou magnésio (DAWES e SENIOR, 1783; STEINBUCHEL, 2001). Porém,
existem algumas bactérias capazes de acumular biopolimeros sem restrigdes a nutrientes.
(MCCOOQOL et al.,1996; MCCOOL e CANNON, 2001).

Segundo LEE (1996b), pode-se dividir as bactérias em dois grupos, de acordo com as
condi¢gdes que requerem para acumular PHAs. O primeiro grupo requer a limitagdo de algum
nutriente essencial para sintetizar PHAs. As bactérias Alcaligenes eutrophus®, Protomonas
extorquens e Pseudomonas olevorans fazem parte deste grupo. O segundo grupo ndo
necessita da limitacdo de um nutriente essencial e pode acumular polimero durante a fase de
crescimento exponencial das células. Sdo exemplos do segundo grupo, as bactérias

' A bactéria Alcaligenes eutrophus foi reclassificada diversas vezes, passando por Ralstonia eutropha,
Wausteria eutropha e, recentemente, vem sendo chamada de Cupriviadus necator.
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Alcaligenes latus, uma linhagem mutante da Azotobacter vineilandii ¢ a E. coli recombinante
(com operon® da A. eutrophus).

Em BRAUNENEGG et al. (2004), sdo mostrados trés comportamentos distintos para
crescimento celular e acimulo de PHA, exemplificados por combinagdao de microrganismo e
fonte de carbono, como segue abaixo:

1. sintese de PHAs ocorre em associag¢do ao crescimento. (ex.: A. latus crescendo
em sacarose);

2. sintese de PHAs ocorre parcialmente associada ao crescimento. (ex.: A. latus
crescendo em glicose, Ralstonia eutropha G crescendo em glicose);

3. sintese de PHAs ocorre principalmente depois que acaba a fonte de carbono.
(Pseudomonas 2 F crescendo em glicose).

2.2.4 Biosintese de PHASs

Para a sintese de PHAs, sdo necessarias 3 fases metabdlicas (Figura 2.4). Primeiro,
uma fonte de carbono apropriada para a sintese deve ser disponibilizada para a célula. Isto
ocorre através de um sistema local de transporte na membrana citoplasmatica da célula ou por
difusdo do composto para a célula. Na segunda fase, reagcdes anabolicas ou catabodlicas, ou
mesmo ambas, convertem o composto a hidroxiacil coenzima A tioéster, o qual ¢ o substrato
para a PHA sintase (também chamada PHA polimerase). Na terceira fase, a PHA sintase,
enzima chave para a sintese de PHAs, catalisa a formacao das ligagdes ésteres com liberagao
da coenzima A (STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995).

Fase | Fase 11 Fase 111

Proteinas associadas a membrana Proteinas soluveis Proteinas associadas ao granulo

7

Anabolismo
e

/ AN

Fonte de Carbono Fonte de Carbono Hidroxi-acil-CoA

\ / CoA-SH

——

\\x Catabolismo

Figura 2.4: Fases da biosintese de PHAs (STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995).

? Unidade operacional responsavel pela expressio e regulagio de genes, composta por genes
repressores, reguladores e estruturais.
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Os PHAs s3o acumulados nas células pelo uso de inimeras fontes de carbono, que sdo
consumidos pelas células por diferentes rotas metabdlicas para gerar o mondmero, que ¢ o

substrato para a PHA sintase. A Figura 2.5 exemplifica o direcionamento para as rotas
metabolicas, conforme a fonte de carbono utilizada.

Alcanos e Aminn dcidos Gluconato e outras
Arcidos Graxos & succinato fontes simples de catbono Fontes de cathono

v
\ =
A A

Piruvato
Acetil-CoA

B-cetotiolase

B-oxidagao Metabolismo Ciclo do Sintese de Metabtorhgmos
5 7e.Q I =G ceniras
SO Acetocetil-CoA de acido citrico 4cidos graxos
acidos graxos Ty aminoacidos
4H8B, 3HV
AHE-3HDD 8HHx-3HDD Hubstratos paraa
PHA sintase

Hidroxi-acetil-CoA)tar

-@—— PHA sintase
% Fasinas

PHA

Figura 2.5: Diferentes rotas metabodlicas para consumo de substrato (REHM e
STEINBUCHEL, 1999).

As diferentes rotas metabolicas para a sintese de PHAs foram bastante estudadas na
bactéria R. eutropha, ilustrada na Figura 2.6. Dependendo da fonte de carbono encontrada
pela bactéria, ela desvia o metabolismo para uma determinada rota metabolica.



14 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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N Rota metaholica I
H Biosintese de
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i Ialoml ACF
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Figura 2.6: Rotas metabolicas que fornecem mondmeros para a biosintese de PHAs na
bactéria R. eutropha (SUDESH et al., 2000).

A Figura 2.7 mostra o esquema cléassico de reacdo de obten¢do do P(3HB) quando
utilizado fontes de aguicares para a maioria das bactérias produtoras de P(3HB), excetuando as
que ndo possuem a enzima PhaA, para as quais o inicio do esquema de rea¢do permanece
desconhecido. Esta rea¢do corresponde a rota metabolica I da Figura 2.6. Nesta reacao,
observa-se que duas moléculas de Acetil-coenzima A sdo condensadas a Acetoacetil-
coenzima A, pela acdo da enzima B-cetotiolase (PhaA). A Acetoacetil-coenzima A ¢ reduzida
a 3-hidroxibutiril-coenzima A (mondémero) pela acdo da enzima Acetoacetil-coenzima A
redutase NADPH dependente (PhaB). Pela agdo da enzima PHA sintase (PhaC), ¢ obtido o
polimero (SUDESH et al., 2000).

NADPH NADP* -&CoA

Pe) SCOA /p QHB fe]
2 HGCJL'SGQA “Phah HECMSC-:A ShaB ”L\/u“sr:on _L'phac ~o o7,
Acetil-CoA Acetoacetil-CoA HB-CoA P(3HB)

Figura 2.7: Esquema de reagdo de obtengdo do P(3HB) (STUBBE et al., 2005).
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De acordo com REHM (2003), foram obtidas seqiiéncias de nucleotideos de 59 genes
de PHA sintase encontradas em 45 bactérias diferentes. Uma extensiva comparacdo entre as
PHA sintases mostraram que estas enzimas possuem uma forte similaridade (8 a 96% de
aminoacidos idénticos). Os autores construiram a arvore filogenética (Figura 2.8) baseada no
multiplo alinhamento dos genes que da suporte a classificagao das PHA sintases.

Acinetobacter sp. RA384G By
s Vfibric Cholerae
s\ ibri parahaemolyticus
r— Aeromonas punictata FA440
ke Aeromonas hydrophita
Chromobaclerium viclkaceum
Pseudomonas sp. 61-3 (PhbC)
Zoogloea ramigera
Alcalig latus
Alcaligenes sp. SH-69
Delffia acidovorans
Burkhoideria sp. DSMZ8242
Ralstonia eutrophia H16
Burkholderia cepacia
Rhodococcus ruber PP2 Y,
Gordonia rubripertinctus
Burkholderta caryophylli (PhaC1)
Pseudomonas chiororaphis (PhaC1) \\
Pseudomonas sp. 61-3 (PhaC1)
— Pseudomonas putida U (PhaC1)
k= Pscudomonas oleovorans (PhaC1)y
Pseudomonas aeruginosa (PhaC1)
Pseudomonas resinovorans (PhaC1)
Psewdomonas siutzeri (PhaC1)
Pseudomonas mendocina (PhaC1)
Pseudomonas pseudolkaligenes (PhaC1)
Pseudomonas aeruginosa (PhaC2)
Bukrholderia caryophyli (PhaC2)
1 r Pseudomonas pulida U (PhaC2)
1 I Pseudomonas putida BMO1 (PhaC2)
Pseudomonas oleovarans (PhaC2)
Pseudomenas resinovarans (PhaC2)
Pseudomonas stutzeri (PhaC2)
Pseudomonas mendocina (PhaC2)
Pseudomonas nitroreducens (PhaC2)
Pseudomaonas pseudcalcaligenes (PhaC2)
Fseudomonas chiorcraphis (PhaC2) /
Pseudomonas sp. 67-3 (PhaC2)
Rickettsia prowazekii (PhbC1)
C chaeota
Synechocystis sp. PCCE803
Ectothiorhodospira shaposhnikavii N1
= Thiccapsa pfennigii 8111
Allochromatium vinosum D
Thiocystis violacea 2311

-

.

Classe |

>Classe 1]

Classe 111

L]

Bacillus megaterium

Bacilius sp. INTO0S

Jclasse IV

Rhodobacier sphaeroides

Paracoccus denitrificans

Rhodobacter capsulatus

Rickettsia prowazekii (PhbC2)

Caulobacler crescentus

Methylobacterium extorquens
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Agrobacterium tumefaciens

—

Rhizobium etli
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Figura 2.8: Arvore filogenética das 59 PHAs sintases (REHM, 2003).

Na arvore filogenética mostrada na Figura 2.8, observa-se uma escala (valor 0,1), que
indica a distancia evolutiva, sendo um valor de referéncia para a comparagdo entre as
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espécies. Neste caso, a distancia corresponde a 1 aminoacido trocado a cada 10 posicdes de
aminoacidos (REHM, 2003).

As PHA sintases sdo divididas em quatro grupos, de acordo com a estrutura primaria
deduzida das seqiiéncias de genes, especificidade ao substrato e subunidade de composi¢ao
(REHM, 2003). A Tabela 2.4 mostra as quatro classes de PHA sintases, também identificadas
na Figura 2.8.

Tabela 2.4: Divisdao das PHA sintases (VALAPPIL et al., 2007).

Classe Subunidade Microrganismos Substrato da enzima
I PhaC Ralstonia entropha 3HAgo -CoA
_ A + maioria das outras bactérias [~ C3-C5]
' exceto as listadas abaixo e 4HAgq-CoA
~ 60 - T3 kDa SHAgq -CoA, 3MAgq -CoA
I1 T Pseudomonas oleovorans IHAMcL-CoA
. PhaC - [~=2Cs]
o 7 + maioria das Pseudomona sp. =
~ 60 - 65 kDa
. R Allochromatinm vinosum JHAsc-CoA
m - Thiocapsa pfenningii [~ C5-Cs]
| PhaC f_.~'._ PhakE | + maioria das Cianobactérias. {3HApcL-CoA
— [“"Cﬁ'cﬁl
~40kDa ~40kDa e 4HA-CoA, SHA-CoA)
v PhaC "-.:,./ PhaR\\. Bacillus megaterium 3HAsc-CoA
E A / + maioria das bactérias do [~ C5-Cs]

e M género Bacillus.
~ 40 kDa ~22kDa

As Classe I e II de PHA sintases sdo formadas por enzimas de um unico tipo de
subunidade (PhaC) com massa molar entre 60 e 73 kDa. As PHA sintases da classe I, como a
encontrada na bactéria R. eutropha, utilizam preferencialmente hidroxialcil de cadeia curta
(contendo 3 a 5 carbonos), enquanto que as da classe I, encontradas por exemplo na bactéria
P. aeruginosa, utilizam preferencialmente mondmeros (substratos para a PHA sintase) de
cadeia média, contendo de 6 a 14 carbonos. Na Classe I encontra-se a maioria das bactérias
que produzem PHAs. A Classe III de PHA sintases ¢ formada por enzimas constituidas de 2
tipos de subunidades, PhaC e PhaE, com massas molares de aproximadamente 40 kDa cada.
A PhaC da Classe III mostra similaridade de 21-28% com a PhaC da classe I e II, enquanto
que a PhaE ndo apresenta similaridade com outras PHA sintases. Bactérias como a A. vinosum
representam a classe III de PHA sintases, as quais ddo preferéncia aos mondmeros com até
oito carbonos. A Classe IV, criada recentemente, ¢ representada pela PHA sintase encontrada
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na B. megaterium, similar a PHA sintase encontrada na Classe III, sendo a PhaE substituida
pela PhaR, com massa molecular de aproximadamente 22 kDa. As PHA sintases da Classe IV
tém preferéncia por hidroxialcil de cadeia curta. Esta foi a ultima classe a ser reconhecida e
permanece pouco estudada (REHM e STEINBUCHEL, 1999; STEINBUCHEL, 2001;
REHM, 2003; VALAPPIL et al., 2007), sendo a classe do microrganismo estudado nesta
dissertagao.

Excegdes a essa classificagdo foram encontradas na PHA sintase da Thiocapsa
pfennigii (contém duas unidades diferentes das relatadas acima com aproximadamente 85%
de similaridade com a PhaC da classe III), PHA sintase da Aeromonas punctata (composta
por uma subunidade com 45% de similaridade a da Classe 1) ¢ PHA sintase da Pseudomonas
sp. 61-3 (possui duas subunidades, PhaCl e PhaC2, muito similares a da Classe II,
diferenciando-se com respeito a especificidade ao substrato) (REHM e STEINBUCHEL,
1999; STEINBUCHEL, 2001; REHM, 2003).

A Figura 2.9 mostra, para cada classe, os genes da PHA sintase e genes que codificam
outras proteinas relacionadas ao metabolismo do PHA, que estdo agrupados no genoma das
bactérias.

Classe |

Ralstonia eutropha
phaC (1767 bp) phad (1179 bp) phall (738 bp) ORFI1 (551 t_lpl
AR S

i bp ’.‘I ::‘1 Tabp k 450 bp
Classe 11

Pseudomonas aeruginosa
PhaCl (1677 bp) phal (B55 bp) st phaC2 (1680 bp) phal) (615 bp)

L T9bpj 155 bp &0 bp 55bp

Classe 111

Allochromatium vinosum )

phaC (1063 bp) phakE (1074 bp) == 38410 ohad (1185 bp) ORF4 (462 bp) i»‘ku“ (363 bp) phali (741 bp) ORF7

[ N] | B L (] — L
sTop 150 bp 146 bp i bp 1%K bp 149 bp
Classe IV

Bacillus megaterium
phal® (513bp) phal) (441bp) el (609 bp) phald (744 bp) phaC’ (1089 bp)
= . "%,

—__  —"

— ! '} d
16% bp 184 bp &2 bp My

Figura 2.9: Representacdo da organizagdo dos genes que codificam as enzimas das quatro
classes de PHA sintase (REHM, 2003).



18 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na R. eutropha, representante da classe I, os genes que codificam a PHA sintase
(phaC), B-cetotiolase (phaA) e acetoacetil coenzima A redutase (phaB) formam o operon
phaCAB (Figura 2.9). Algumas espécies que fazem parte da Classe I, como a Paracoccus
denitrificans, possuem alguns genes adjacentes ao da PHA sintase, como phaP (gene que
codifica as fasinas) e phaR (gene que codifica proteinas com fun¢des reguladoras), que estdo
relacionados a sintese de PHAs (REHM, 2003; LUENGO et al., 2003; STUBBE et al., 2005).

As bactérias do género Pseudomonas, que compoem a Classe II de PHA sintases,
possuem dois genes de phaC separados pelo gene phaZ, que codifica a PHA depolimerase
intracelular (Figura 2.9). Além disso, apés o segundo gene pha,C esta localizado o gene
phaD, que codifica uma proteina estrutural com fun¢des desconhecidas. Algumas espécies
podem conter ainda, apds a phaD, os genes phal e phaF, transcritos em direcdo oposta aos
demais genes, que tém fungdes de codificarem proteinas estruturais e regulatorias (REHM,
2003; LUENGO et al., 2003).

A Classe III de PHA sintases possui os genes phaC e phaE diretamente ligados em
seus genomas. Na bactéria A. vinosum, phaA e phaB estdo localizados em dire¢do oposta
(Figura 2.9).

As bactérias que fazem parte da classe IV, género Bacillus, possuem os genes phaC e
phaR separados pelo phaB (Figura2.9). Em dire¢do oposta ¢ antes do operon phaCBR,
encontra-se os genes phaP ¢ phaQ (codificam respectivamente as proteinas PhaP e PhaQ). A
B. megaterium ndo apresenta o gene phaA. A proteina PhaP encontrada nos granulos de
P(3HB) da bactéria B. megaterium ¢ diferente das fasinas encontradas para as bactérias de
outras classes. A PhaR encontrada nos corpos de inclusdo da B. megaterium ¢ diferente da
proteina codificada pelo gene phaR encontrado na classe I de PHA sintases. A PHA sintase da
B. megaterium pode ser encontrada na forma ativa quando as células estdo acumulando PHA
e inativa em células que ndo estdo acumulando. A PhaR pode ser a ativadora da PhaC
(MACCOOL e CANNON, 1999 e 2001; REHM 2003).

LEE et al. (2004) sugerem que a proteina PhaQ encontrada na B. megaterium auto-
regula negativamente sua propria expressao. Isso significa que a proteina PhaQ se liga ao
operon impedindo a transcricdo do gene. Além disso, a PhaQ pode ser também responséavel
pela repressdao do gene phaP. A PhaQ ¢ repressora sensivel a P(3HB), isto é, a PhaQ ¢é capaz
de detectar o inicio da sintese de P(3HB) e os resultados sugerem que os granulos de P(3HB)
inibem o complexo PhaQ-DNA liberando o gene para transcri¢ao. Portanto, o P(3HB) pode
atuar como indutor para expressdo do gene phaP pela mediacdo do sistema regulatorio da
PhaQ.

A Figura 2.10 mostra modelos tridimensionais das PHA sintases de cada classe. Em
todas as classes foram encontrados residuos dos mesmos aminoécidos (Cisteina, Aspartato e
Histidina, circulados na Figura 2.10), que evidenciam sua participacdo como sitio catalitico
para a reagao.
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_,/" Classe 111 Classe IV

Figura 2.10: Modelo esquematico para as PHA sintases, triade catalitica de residuos
(cisteina-aspartato-histidina) esta circulado (VALAPPIL et al., 2007).

A Figura 2.11 mostra um esquema de reacao, encontrado em STUBBE et al. (2005),
que ocorre no sitio catalitico para a formag¢ao de polimero de PHA sintases das Classe I e III.
O mecanismo (a) envolve um sitio ativo com duas proteinas ligando-se a mondmeros. De
acordo com esse mecanismo, duas cisteinas, uma para cada mondmero, sdo envolvidas em
catalise covalente. O residuo de histidina é responsavel por ativar o residuo de cisteina através
de um ataque nucleofilico. A ativagdo da hidroxila do hidroxibutirato-CoA por ataque
nucleofilico envolve o aspartato que funciona como base catalitica. Assim, existe uma cadeia
de polimero em crescimento para cada dimero de sintase. O mecanismo (b) envolve catélise
covalente com uma cisteina (uma PHA sintase). Neste caso, um segundo hidroxibutiril-CoA
ligado a PHA sintase gera duas moléculas unidas de hidroxibutiril-CoA, que sdo atacados
covalentemente pela cisteina, cedendo a Coenzima A.
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Figura 2.11: Mecanismos proposto para a reagao de polimerizac¢do das Classes I ¢ III de
PHA sintases envolvendo dois (a) ou um (b) intermediario (STUBBE et al.,
2005).
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Um mecanismo muito semelhante ao mostrado anteriormente foi proposto em REHM
(2003) para a PHA sintase da Classe II, conforme mostra a Figura 2.12.
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Figura 2.12: Mecanismos proposto para rea¢ao de polimerizagdo da Classe II de PHA
sintase (REHM, 2003).

Nao foi encontrado nenhum mecanismo proposto para as PHA sintases da Classe IV.

Em MCCOOQL et al. (1996) os autores sugeriram que o acumulo de PHA para a
bactéria B. megaterium pode ser regulado pelo ciclo de crescimento ¢ o procedimento de
acumulo concorre com o funcionamento do ciclo do acido citrico.
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VAZQUEZ et al. (2003) sugerem que existe uma associagdo para a bactéria
B. megaterium no acumulo de P(3HB) ¢ a atividade da enzima fosfotransbutirilase (enzima
que participa da sintese de ATP), pelas seguintes razdes encontradas nos seus experimentos:
1) a expressao da fosfotransbutirilase e acimulo de P(3HB) ocorrem simultaneamente durante
o crescimento; ii) aminodcidos ramificados que sdo indutores da sintese dessa enzima
aumentaram o acumulo de P(3HB); iii) indutores naturais dessa enzima também foram
utilizados para garantir que ndo fora devido aos aminoéacidos que houve aumento no acimulo
de P(3HB). A bactéria modificada contendo o gene actBm, que ativa a expressdo da
fosfotransbutirilase, também causou aumento de acumulo comparando com linhagem
selvagem. Eles verificaram que a atividade da enzima e o acumulo de P(3HB) iniciaram
simultaneamente quando o pH do meio, que era 7, diminuiu para aproximadamente 5. E
possivel que tanto a enzima como o P(3HB) estejam incluidos na regulacdo do sistema
caracteristico do estado que precede a esporulagdo da bactéria.

2.2.5 Granulo de PHA

PHAs existem como inclusdes discretas tipicamente com diametros entre 0,2-0,5 pm,
envolto por uma membrana de 2nm de espessura, localizado no citoplasma das células e
podem ser visualizados em microscopio com contraste de fase devido sua alta refratividade
(DAWES e SENIOR, 1973).

Granulos contendo mlcPHA parecem ser mais largos que os granulos contendo
scIPHA. Ocorrem também diferengas em suas estruturas, existem duas camadas cristalinas de
proteinas separadas por uma camada de fosfolipidios no caso dos granulos de mclPHA (ZINN
et al., 2001).

Os corpos de inclusdes contendo scIPHA isolados da B. megaterium sdo compostos
por 97,7% de PHA, 1,87% de proteinas e 0,46% de lipidios, com proteinas e fosfolipidios
formando uma camada (SUDESH et al., 2000).

Um esquema do granulo contendo sclPHA ¢ mostrado na Figura 2.13. O centro do
granulo, composto por PHA, € recoberto por uma camada de lipidios integrados as proteinas.
A monocamada de fosfolipidios tem seu lado hidrofobico direcionado para o centro do
granulo.
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Figura 2.13: Esquema do granulo de PHA (ZINN et al., 2001).

Proteinas encontradas nos granulos podem ser de quatro tipos diferentes: PHA
polimerase, PHA depolimerase, fasinas (fungdo de estabilizagdo do granulo) e proteinas com
fungdes desconhecidas (possivelmente enzimas que catalisam a formacao inicial dos granulos
e proteinas com fungdes regulatdrias) (ZINN et al., 2001).

As fasinas provavelmente estdo envolvidas na estabilizagdao da inclusdo de PHA, que
se encontra no estado amorfo e ¢ hidrofobico, no citoplasma hidrofilico da bactéria. Além
disso podem estar envolvidas diretamente na formacao e no tamanho do granulo (SUDESH et
al., 2000).

A camada de fosfolipidios pode ter a funcdo de protegdo, evitando o contato do
polimero com a 4gua, o que poderia levar o polimero da forma amorfa para a cristalina

(LUENGO et al., 2003).

A Figura 2.14 mostra a microscopia de células de B. megaterium em diferentes tempos
de cultivos, nota-se que com o aumento do acumulo, as células que tem forma de bastonetes
vao ficando mais arredondadas para acomodar melhor o polimero. Este arredondamento das
células também foi descrito por ANDERSON e DAWES (1990).
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Figura 2.14: Microscopia de transmissao de elétrons (x 30.000) de células de B. megaterium
em diferentes tempos de cultivo (Gouda et al., 2001).

MCCOOL et al. (1996), acompanharam o acumulo de PHA em granulos na B.
megaterium, em diferentes estagios do crescimento em meio minimo e meio rico pela analise
dos granulos em microscopio. Ambos meios apresentaram resultados similares. Células
crescidas durante toda noite foram inoculadas e analisadas em diferentes estigios de
crescimento. Foi verificado que durante a fase lag (adaptacdo) os corpos de inclusdo
diminuiam rapidamente em tamanho e niimero por células. Durante a fase de crescimento
exponencial da célula, aumentou o volume relativo dos corpos de inclusdo. Na fase
estacionaria as células pareciam estar totalmente cheias, portanto nao houve aumento durante
esta fase. Culturas mais velhas, isto €, mais tempo de cultivo na fase estacionaria, mostraram
consumo de PHA, diminuindo o tamanho e nimero de granulos.

MACCOOL e CANNON (1999) monitoraram a quantidade de proteina PhaP dentro
dos corpos de inclusdo da B. megaterium durante o crescimento celular e verificaram que a
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quantidade dessa proteina diminui durante a primeira metade da fase de adaptacao (fase lag)
da bactéria, aumenta no final da fase lag at¢ a metade da fase de crescimento exponencial,
decresce durante o final da fase exponencial e volta a crescer durante a fase estacionaria. Este
resultado sugere que os granulos de PHA inclusos na célula sdo também fontes de
aminoacidos além de serem fontes de carbono e energia. Cabe ressaltar que a PhaP encontrada
na B. megaterium ¢ diferente da PhaP (fasinas) encontrada em outras bactérias.

2.2.6 Producéao de PHAs por Bacillus

Um dos fatores que afetam o custo de producdo ¢ o prego da fonte de carbono sendo
necessario encontrar bactérias capazes de crescer em fontes mais baratas ou residuos agro-
industriais (GOUDA et al., 2001; BRAUNEGG, 2001; VALAPPIL et al., 2007).

A bactéria B. megaterium ¢é capaz de crescer ¢ acumular PHAs a partir de diversas
fontes de carbono como frutose, glicose, xilose, lactose, sacarose, maltose, gluconato de
sodio, melago de cana entre outras fontes (GOUDA et al., 2001; FULL et al., 2006).

GOUDA et al. (2001) testaram o crescimento de B. megaterium e producdo de P(3HB)
e outros PHAs em melago de cana de acticar como fonte de carbono e rejeito de licor de milho
como fonte de nitrogénio, buscando uma alternativa mais barata de matéria prima. No cultivo
em biorreator com volume de 4L, obtiveram um acumulo de 59,4% de P(3HB) nas células e
atingiram 3,6 g/L de células. Os autores testaram também diversas fontes de nitrogénio e
verificaram que o cloreto de amonio foi o que possibilitou um maior acumulo, seguido pelo
licor de milho e outros sais de amdnio como o sulfato de amonio. Além disso testaram varias
fontes de carbono, obtendo o maior rendimento em P(3HB) foi obtido com glicose seguido
pelo melaco de cana e outros agticares como frutose e sacarose.

OMAR et al. (2001) cultivaram B. megaterium em estufa incubadora rotatdria usando
xarope de tdmaras e melaco de beterraba como fonte de carbono, obtiveram um actimulo de
52% e 50% de P(3HB) nas células, respectivamente. Verificaram também que o cloreto de
amonio foi a fonte de nitrogénio que possibilitou maior acumulo de biopolimero, seguida de
acetato de amonio, nitrato de amonio e sulfato de amoénio. Foi realizado também experimento
em biorreator de 30L, utilizando meio mineral contendo 2% de xarope de tdmaras e 0,5% de
cloreto de amonio. O resultado que eles obtiveram ¢ mostrado na Figura 2.15. Segundo os
autores, devido a falta de nitrogénio e provavelmente outros nutrientes, ocorreu esporulagao
levando ao consumo de P(3HB), obtendo menor acimulo em relagdo ao experimento
realizado em estufa incubadora rotatéria. Além disso os autores verificaram que o acimulo de
P(3HB) na B. megaterium ¢ associado ao crescimento celular.
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Figura 2.15: Cultivo batelada em biorreator de 30L da B. megaterium utilizando xarope de
tamaras e cloreto de amonia (OMAR et al., 2001).

MCCOOL et al. (1996) acompanharam o acimulo de PHA em granulos na B.
megaterium em diferentes estagios do crescimento. Os resultados sugeriram que o
crescimento no acimulo de PHA foi maior que o crescimento, em peso seco, das células
durante as fases de crescimento exponencial e estaciondria, isto ¢, a taxa de actimulo de
polimero foi maior que a taxa de crescimento celular. Além disso, verificaram que a taxa de
acumulo de PHA durante a fase estacionaria diminui em relagdo a taxa de acumulo durante a
fase de crescimento exponencial.

SLEPECKY e LAW (1961) verificaram as condicdes ¢ a relagdao entre a producao de
polimero e a formagao de esporos em duas linhagens da bactéria B. megaterium, sendo uma
linhagem formadora de esporos enquanto que a outra linhagem, B. megaterium KM, nao
esporula. Quando a linhagem que esporula ¢ cultivada em meio que favorece a formagao de
polimero, pela adicdo de glicose e acetato ao meio, nao ha praticamente formacao de esporo e
a produgdo e utilizagdo do biopolimero segue cinética similar da linhagem que ndo forma
esporo, porém com rendimento menor. Em meio favoravel a formacdo de esporos, menor
quantidade de polimero ¢ produzida e uma rapida utilizagdo deste polimero precede a
esporulagdo. No caso em que for utilizado meio favoravel a formagdo de polimero combinada
com uma condicdo de agitagdo vigorosa, ocorrerd producdo e consumo de polimero com
formagao de esporo.

WU et al. (2001) isolaram de um solo contaminado com melagco, uma linhagem
produtora de PHAs. Esta foi identificada como do género Bacillus. Em seus experimentos eles
verificaram que a producdo de polimero ¢ associada ao crescimento. Além disso, observaram
que as técnicas normalmente utilizadas em linhagens produtoras para aumentar a producao de
P(3HB), limitacao de nitrogénio, fosforo e oxigénio, mostram um efeito inverso na Bacillus
utilizada, pois estes procedimentos favorecem a formacao de esporo. A energia requerida para
a esporulagdo deverd vir da degradagcdo do P(3HB) e da fonte de carbono e nutrientes do meio
de cultura, sendo que o balango da utiliza¢ao destes decidira a percentagem de acimulo final
de P(3HB) nas células.
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VALAPPIL et al. (2007) reportam o efeito do pH em cultivos contendo Bacillus
cereus. Valores baixos de pH, proximo a 5, inibem totalmente a utilizagdo do polimero bem
como a formacao de esporos.

FULL et al. (2006) isolaram uma linhagem nova de Bacillus, denominada por eles
CL1, semelhante a B. megaterium, e fizeram experimentos em estufa incubadora rotatoria
com diferentes fontes de carbono. A Tabela 2.5 mostra os resultados onde se pode observar
que os autores obtiveram um alto rendimento de polimero chegando a 90% de polimero
acumulado. Os autores também testaram o crescimento da B. megaterium ATCC 14581 em
diferentes agucares tais com: rafinose, sacarose, glicose, frutose, galactose, maltose, xilose e
ribose, os resultados de acimulo ndo foram mostrados. Mostraram que a B. megaterium ¢
estritamente aerobia enquanto que a bactéria encontrada por eles ¢ capaz de crescer na
auséncia de oxigénio.

Tabela 2.5: Cultivo de Bacillus CL1 em substratos diferentes (FULL et al., 2006).

Fonte de Concentracin Biomassa PHA PHA
carbono ¢ (mg) (mg/mL) (%)
proteina de soja 0,2% 0,35 0,09 254
Rafinose 10 mmolL" 3,35 3,00 89,7
Glicose 30 mmol L™ 3,42 3,12 90,9
Frutose 30 mmol L 3,39 2,93 86,3
Sacarose 15 mmolL"! 3,31 2,87 87,0
Lactose 30 mmol L™ 3,28 2,68 81,7
Glicerol 30 mmolL"’ 2,70 1,41 52,1

ASLIM et al. (2002), isolaram bactérias capazes de produzir P(3HB) de diferentes
solos, todas do género Bacillus, uma das linhagens da B. megaterium foi a que acumulou mais
polimero chegando proximo a 50%.

Bactérias do género Bacillus também s3o capazes de acumular copolimeros, como
mostra a Tabela 2.6
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Tabela 2.6: Producao de PHAs por diferentes bactérias (VALAPPIL et al., 2007).

Bactéria Aclmulode  Unidades Fonte de carbono
(Bacillus spp.) PHA (%) monomeéricas
Bacillus sp. JMa5 35 3HB' Melago
437 3HB Acetato e 3-hidroxibutirato
B. circulans DSM 152 ’
circulans DSM 1529 6,80 3HB, 3HV? Proprionato
B. sphaericus 30,2 3HB Sacarose
B. sphaericus DSM 28 4,50 3HB, 3HV Valerato
B. brevis 32,1 3HB Sacarose
. . 25,8 3HB Acetato e 3-hidroxibutirato
B. licheneformis DSM394 6.20 3HB, 31V Propionato
17,0 3HB Acetato e 3-hidroxibutirato
B. amyloliquefaciens DSM ’
amyloliquefaciens DSM7 5,10 3HB, 3HV Propionato
29,5 3HB Acetato e 3-hidroxibutirato
B. laterosporus DSM ’
P SM335 5,00 3HB, 3HV Propionato
40,5 3HB Acetato e 3-hidroxibutirato
B. macerans DSM7068 4,70 3HB, 3HV Propionato
- 33,5 3HB Acetato e 3-hidroxibutirato
B. subtilis DSM10 6.60 3HB, 3HV Valerato
47.6 3HB Acetato e 3-hidroxibutirato
B. thuringiensis DSM2046 )
g 7,20 3HB, 3HV Propionato
. 44 HB Acetat -hi ibutirat
B. mycoides DSM 2048 7 3 ce ?1 o e 3-hidroxibutirato
7,50 3HB, 3HV Propionato
B. mycoides RLJB-107 69.,4° 3HB Sacarose
. 472 3HB Acetato e 3-hidroxibutirato
B. megaterium DSM90 ’
gateriu 8,20 3HB, 3HV Propionato
41,4 3HB Acetato e 3-hidroxibutirato
B. cereus DSM31 ’
7,30 3HB, 3HV Propionato
B. cereus UW85 8,90 3HB, 3HV, 6HHx® g-caprolactana e Glicose
18,8 3HB, 3HV Valerato
. 32,9 3HB, 3HHx* Hexanoato ou Glicose
Bacillus sp. INT00S 96,5 3HB, 4HB’, 3HHx  4-hidroxibutirato
97,3 3HB, 3HHx, 6HHx g-caprolactana
2,20 3HB, 3HHx Hexanoato
B. cereus ATCC14579 ’ ’
NDP 3HB, 3HO® Octanoato

'3_hidroxibutirato; 23-hidroxivalerato; *6-hidroxihexanoato ; *3-hidroxihexanoato; *4-hidroxibutirato (4HB);
®3-hidroxioctanoato (3HO)

* PHA estimado por método que pode superestimar o valor acumulado.

® n3o detectado
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2.2.7 Extracao de biopolimero de PHAs

Os PHAs, como mencionado anteriormente, sdo obtidos em corpos de inclusdo dentro
das células e para poder utilizd-los se faz necessario uma metodologia para separar este
polimero da célula.

Primeiro ¢ necessario separar as células do meio de cultura, para isso sdo utilizados
métodos como centrifugagdo, filtragdo ou floculagdo. O préximo passo ¢ a recuperagdo do
polimero de dentro das células, onde se pode escolher basicamente entre duas metodologias:
extragdo do polimero com solventes organicos ou digestdo da célula dissolvendo somente o
que nao for polimero (LEE, 1996a; ZINN et al., 2001).

A extragdo utilizando solventes orgénicos ¢ feita mediante solubilizagcdo do polimero
contido nas células e posterior recuperagao por precipitagdo em metanol ou etanol. As células
concentradas devem ser secas em liofilizador ou em spray-dryer. Os solventes comumente
empregados sdo cloroférmio, diclorometano, propileno carbonato, dicloroetano entre outros.
Devido a grande viscosidade, mesmo para solucdes diluidas de PHA, ¢ necessario o emprego
de grandes quantidades de solvente (LEE, 1996a; ZINN et al., 2001).

Em TERADA e MARCHESSAULT (1999) pode-se encontrar os parametros de
solubilidade do P(3HB) em diversos solventes. Em todos os casos os parametros sdo validos
para o polimero na forma amorfa. Segundo os autores a estrutura cristalina torna o P(3HB)
inacessivel aos solventes, o que pode tornar o polimero insolivel a esses solventes na
temperatura ambiente.

RAMSAY et al. (1994) mostraram que o tempo de contato com solventes clorados e a
temperatura dos mesmos afetam a massa molar do polimero obtido, mostrando que pode
ocorrer degradagao.

No caso da digestdo das células, solubilizando a parte ndo-polimero, podem se aplicar
hidrolise 4cidas, hipoclorito alcalinos ou coquetéis de enzimas e detergentes anidnicos
(DAWES e SENIOR, 1973; LEE, 1996a; ZINN et al., 2001).

Bactérias contendo biopolimeros tratadas com hipocloritos alcalinos ou hidrélises
acidas recuperam um polimero com ponto de fusdo menor que aqueles onde as células sdo
liofilizadas e se utiliza um solvente neutro diretamente para fazer a extracdo (DAWES e
SENIOR, 1973), mostrando a degradacao do biopolimero durante a extracao por digestao.

HOLMES e LIM (1990) desenvolveram um processo para recuperagdo de polimero
utilizando tratamento térmico, coquetel de enzimas e detergente anidnicos para digestdo da
célula. Este método possui a vantagem de ndo causar degradacdo do biopolimero durante a
extragdo, porém envolve varias etapas tornando a separagdo muito demorada e, além disso, o
uso de enzima torna mais caro o processo devido ao seu alto custo.
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HORI et al. (2002) modificaram geneticamente a bactéria B. megaterium. Esta rompe
sua membrana citoplasmatica e libera o polimero para o meio externo quando detecta uma
quantidade baixa especifica de agtcar.

2.3 Modelos de Crescimento Microbiano

Foram encontrados trés modelos distintos, ndo estruturados, na literatura para a
predicdo do crescimento microbiano: biomassa total (Xt) e biomassa residual (Xg), produgao
de P(3HB) (P), Consumo da fonte de carbono, agucar (S), e consumo de nitrogénio (N).

O modelo nado estruturado utiliza balangos de massa e cinética de crescimento
microbiano, consumo de substrato, formac¢do de produtos, mas sem utilizar metabdlitos
internos da célula. E um tipo de modelo simplificado e eficiente para casos onde ndo se tem
interesse em metabolitos.

O modelo descrito a seguir ¢ o modelo de Mulchadani (apud KHANNA e
SRIVASTAVA, 2005a). Neste modelo a biomassa total (X1) ¢ formada por dois
componentes: um componente cataliticamente ativo, composto por proteinas e acidos
nucléicos, chamado de biomassa residual (Xg) ¢ o P(3HB) que ¢ o componente inerte (P),
conforme mostra a Equacédo 2.1.

X; =Xz +P 2.1)

A biomassa residual ¢ representada pela Equagdo 2.2, onde a taxa de crescimento
especifico (1) ¢ dada pelo modelo de Monod multiplicado por um termo que representa a
inibi¢do por substrato, representada pela Equagao 2.3. O fator limitante considerado € a razao
nitrogénio fonte de carbono (N/S).

dXe

at = - Xq (2.2)
(0 (N/S) Y[, [(N/S)Y
”_[”‘“ < +(N/s) )| s, 23

onde um € a taxa de crescimento maxima especifica, Ks ¢ a constante de saturagdao do substrato
limitante, NSy ¢ o maximo valor para a razdo nitrogénio/fonte de carbono, onde a taxa de
crescimento especifico torna-se zero e N ¢ um expoente do termo de inibi¢ao

A producao de P(3HB) ¢ representada pela Equacgdo 2.4, equacdo de Luedeking e Piret
para formag¢ao de produto, composta por dois termos um associado e outro nao associado ao
crescimento microbiano no qual K; e ky sdo as constantes dos termos, respectivamente.
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dP
oK Xtk X (2.4)

O consumo do agucar, fonte de carbono, ¢ dado pela Equacao 2.5, que considera que
esse substrato ¢ utilizado na produgdo da biomassa residual, produ¢do do biopolimero e na
manutengao celular.

ds dXx dP
E:—[k7'd—tR+k8'E+k6'ij (25)

onde ky é a constante do termo de consumo de agucar devido ao crescimento celular, kg a
constante do termo de consumo de agticar devido a formagao do polimero e K¢ constante do
termo de consumo de agucar devido a manutengao celular. Rearranjando os termos obtém-se a
Equacido 2.6, onde se observa que sdo necessarios apenas dois pardmetros para descrever esta
equacdo, ou seja: @ =K, +Kk, -k, e =Kk, -k, +k,, apesar dos autores terem estimados todos os

parametros das Equagdes 2.4 e 2.5 separadamente.

(;—?:—I:(lg+k1'kg)'ﬂ'XR+(k2'k8+k6)'XR:| (2.6)

O consumo de nitrogénio ¢ dado pela Equagdo 2.7, onde ¢ considerado que o
nitrogénio ¢ utilizado somente para produgdo de biomassa residual.

dN
=k X 2.7)

onde k3 é a constante do termo relacionado com o consumo de nitrogénio para produgdo
celular.

O modelo de MULCHADANI possui 10 parametros para serem estimados com dados
experimentais.

Outro modelo foi proposto em RAJE e SRIVASTAVA (1998), este foi desenvolvido
para o cultivo batelada da bactéria R. eutropha com frutose como fonte de carbono ¢ sulfato
de amonio (fonte de nitrogénio) como substrato limitante. Os autores propuseram um modelo
baseado no modelo proposto por Mulchadani (apud PATWARDHAN e SRIVASTAVA,
2004) descrito acima, e observagdes do trabalho de Heinzle e Laffarty (apud RAJE e
SRIVASTAVA, 1998).

Neste modelo foi considerado que somente o nitrogénio (N) € o substrato limitante que
afeta as cinéticas de crescimento e conta com 16 pardmetros a serem estimados. A produ¢ao
de biomassa total também ¢ dada pela soma da biomassa residual e polimero formado
conforme Equagdo 2.1 e a biomassa residual ¢ representada pela Equacdo 2.2. Porém, neste
modelo a taxa de crescimento especifico (M) ¢ formada pelas cinéticas de crescimento de
Monod e sigmoidal como mostra a Equagdo 2.8, onde somente a concentragao de nitrogénio ¢
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utilizada, e conta com termo responsavel pela inibicdo por substrato, ou seja, a razdo
nitrogénio/fonte de carbono.

NY
N K,

N n
+ 10 _|. —(ﬁj (2.8)
K, +N 1+[ N j NS,,

M= 1

S2

onde tn e o sdo as taxas de crescimento referentes aos modelos de Monod e sigmoidal,
respectivamente. Ks; ¢ Ksz sdo constantes do modelo, n e m expoentes do modelo e NSy € a
maxima razao nitrogénio/carbono na qual a taxa de crescimento especifico torna-se zero.

A producdo de P(3HB) é mostrada pela Equagdo 2.9, que considera a produgdo
associada e nao associada ao crescimento. O termo nao associado ao crescimento considera a
inibi¢do pelo produto e a contribuicdo da produg¢do quando a concentragdo de nitrogénio ¢
baixa. Quando a concentra¢do de nitrogénio ¢ alta a contribui¢do ¢ dada pelo termo associado
ao crescimento.

dP
_:(k4'(xR_x

K dx
dt )_ks'P)' = +k, :

Romin Kps +N dt

(2.9)

onde ks € a constante do termo ndo associado ao crescimento, Xrmin € 0 minimo valor de Xg
logo apo6s o inicio da produgdo de P(3HB), ks ¢ a constante do termo ndo associado ao
crescimento referente a inibigdo pelo produto, kg ¢ a constante do termo associado ao
crescimento € Kps € uma constante.

O consumo de agucar e o consumo de nitrogénio sao dados pelas mesmas equagdes
propostas no modelo de Mulchadani, Equagdes 2.5 e 2.7, respectivamente.

PATWARDHAN e SRIVASTAVA (2004) estenderam este modelo para cultivo em
batelada alimentada pela incorporagdo de fatores de diluigao.

KHANNA e SRIVASTAVA (2005a) desenvolveram um modelo também para a
producao em batelada de P(3HB) pela bactéria R. eutropha crescendo com frutose como fonte
de carbono e uréia como fonte de nitrogénio. Este modelo ¢ semelhante ao modelo de RAJE e
SRIVASTAVA (1998). Neste modelo ¢ necessaria a estimacdo de 15 parametros. Do mesmo
modo que os modelos anteriores, a biomassa total ¢ composta pela biomassa residual mais
polimero (Equacdo 2.1) e a biomassa residual representada pela Equagdo 2.2. Porém, o
nitrogénio e a fonte de carbono sdo considerados substratos limitantes separadamente e a taxa
de crescimento especifico () ¢ expressa pela relagdo sigmoidal e ¢ funcdo da concentragdo
dos dois substratos limitantes (nitrogénio e fonte de carbono) como mostra a Equacao 2.10.
Os termos de inibi¢@o por substrato sdo considerados também separadamente ao contrario dos
modelos anteriores.
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”:”““LKss;“Ss)f(s)“sH(ms;wiN(N)“N] l(si) | 1(%] =10

onde iy € a taxa de crescimento maxima, Kss e Ksy sdo constantes para os substratos
limitantes: fonte de carbono e nitrogénio, respectivamente. S, € Ny sdo as concentracdes
maximas de fonte de carbono e nitrogénio, respectivamente, na qual a taxa de crescimento
especifico torna-se zero. Ng, Ny , €s e ey sdo expoentes do modelo.

A equacdo que descreve a formacdo do polimero segue o modelo de Luedeking e
Piret, a mesma utilizada no modelo de Mulchadani (Equagao 2.4).

O consumo de acucar ¢ devido a formag¢ao da biomassa residual, producao do
polimero e manuten¢do da biomassa existente, conforme pode ser visto na Equagdo 2.11,
novamente a mesma forma de equagao utilizada nos outros modelos.

OS_[L&X 1P X, (2.11)
dt Y. dt Y, dt

onde Ygs € o rendimento da biomassa residual em relagdo a fonte de carbono, o Yps é o
rendimento de polimero em relacdo a fonte de carbono e mg representa o coeficiente do termo
referente a utilizagdo de aguicar para a manutengdo celular. Rearranjando os termos chega-se a

Equacao 2.12.
d_S:_ L_ﬁ.i .dX_R+ ﬁ_kms 'XR (212)
dt Yes  Yps ) dt Yes

Substituido os termos entre paréntesis pelas constantes « ¢ y, definidas anteriormente,
tem-se a equagdo na sua forma final, representada pela Equagdo 2.13. Diferentemente do
trabalho de Mulchadani, os autores utilizaram esta equagao para a estimacao dos parametros o

€
d—S:—(a-,u+7/)-XR (2.13)
dt
onde 05:L+L e ;/:k—2+ms.
YRS YPS PS

O consumo de nitrogénio ¢ devido a formacao da biomassa residual e manutengdo da
biomassa existente conforme pode ser visto na Equagao 2.14.

dN u
—_—=— —+mMm -X 2.14
dt [YRN NJ R @14)
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onde Ygrn € o rendimento da biomassa residual em relacdo a fonte de nitrogénio e my
representa o coeficiente de utiliza¢do de nitrogénio para a manutencao celular.

Em KHANNA e SRIVASTAVA (2005b) o modelo foi estendido para batelada
alimentada, também pela introdugdo de termos de diluigdo.



Capitulo 3
Materiais e Métodos

3.1 Microrganismo

Inicialmente trabalhou-se com uma bactéria obtida na FIOCRUZ, cuja identificacdo é
mostrada no Capitulo 4. Foram feitos testes em diferentes meios de cultivos para verificar o
crescimento celular e a producdo de P(3HB) por esta bactéria. Em todos os meios houve
crescimento celular, contudo ndo houve producéo satisfatoria de polimero (menos que 3% de
acumulo). Dessa forma iniciamos novamente o trabalho com outra bactéria.

A Dbactéria utilizada para producdo de poli(3-hidroxibutirato) foi cedida pelo
Laboratério de Bioprocessos da COPPE/UFRJ. Esta foi identificada como Bacillus
megaterium que é reconhecidamente produtora de P(3HB).

Os dois microrganismos utilizados foram identificados utilizando sequenciamento e
analise de arvore filogenética de fragmentos de DNAr 16S realizado pelo Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CQPBA) da UNICAMP.

A bactéria foi armazenada congelada no meio de cultura com 20% de glicerol,
crioprotetor, que tem a funcdo de proteger as células para ndo romper durante o
congelamento.

Em todos os experimentos realizados, as células foram observadas em microscopio
com contraste de fase utilizando uma lente de aumento de 1000x. Na Figura 3.1 pode-se
observar uma fotografia da bactéria obtida com camera digital com zoom de 4x direto na lente
do microscépio. Esta fotografia corresponde a uma amostra tirada do experimento em
biorreator com 7 horas de cultivo de Bacillus megaterium, os pontos brancos dentro das
células podem ser polimero ou esporo, ndo sendo possivel diferencia-los somente pela
fotografia.
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Figura 3.1: Fotografia da Bacillus megaterium contendo biopolimero e ou esporos (4000x).

3.2 Meio de Cultura

O meio de cultivo empregado nos experimentos foi o meio mineral sugerido por
WANG e LEE (1997). O meio é preparado conforme as composi¢des mostradas na
Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Meio mineral utilizado nos cultivos.

Componente Composicdo (g L™
MgS0,.7H,0 0,008
Na;HPO, 3,6
KH,PO, 1,5
FeS0,4.7H,0 0,05
CaCl,.2H,0 0,01

Acido Citrico 0,1
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Adiciona-se a esse meio, 1 mL de solugdo de micronutrientes a cada litro de meio
mineral. A composicao da solucdo de micronutrientes é mostrada na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Solucdo de micronutrientes.

Componente Composicéo (mg L™
H3BO; 300
CoCl,.6H,0 200
ZnSQ0,4.7H,0 30
MnCI2.4H20 30
(N H4)6M07024.4H20 30
NiSO4.7H,0 30
CuS0,4.5H,0 10

A fonte de carbono utilizada foi a sacarose e a fonte de nitrogénio foi sulfato de
amoénio. Nos experimentos em estufa incubadora rotatéria as concentracBes de sacarose e
sulfato de aménio variaram respectivamente entre 10-50 g L™ e 0,67-6 g L™ conforme o
planejamento experimental realizado. No caso dos cultivos em biorreator, a concentragéo de
sacarose e sulfato de aménio foram respectivamente, 16 g L™ e 2 g L™, escolhidas conforme o
resultado dos experimentos do planejamento. Em todos os casos o pH inicial é ajustado
para 7.

3.3 Experimentos em Estufa Incubadora Rotatoria

A reativacdo da bactéria foi realizada em cultivo em frasco cénico contendo meio
mineral com 30 g/L de sacarose e 5 g/L de sulfato de am6nio em estufa incubadora rotatdria,
160 rpm e temperatura de 30°C, por um periodo de 18 horas (pré-indculo). Apos este periodo,
foram adicionados 5% deste pré-indculo em outro frasco contendo o mesmo meio (in6culo),
nas mesmas condi¢des de agitacdo e temperatura. Aproximadamente 5 horas depois, no inicio
da fase de crescimento exponencial, aliquotas de 5% do in6culo foram transferidas para
diversos frascos cénicos, com diferentes concentracBes de sacarose e sulfato de amonio,
conforme o planejamento de experimentos realizado em estufa incubadora rotatéria nas
mesmas condicOes de agitacdo e temperatura do indculo e pré-indculo. Este procedimento esta
exemplificado na Figura 3.2.
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Figura 3.2: Desenho esquematico do procedimento de indculo.

Para a realizacdo dos experimentos, as solugdes foram preparadas, colocadas em
frascos conicos limpos e entdo esterilizadas em autoclave por 15 minutos na temperatura de
121°C.

3.3.1 Planejamento de experimentos

A fim de se determinar a concentracdo inicial 6tima de sacarose (S), bem como a razdo
carbono/nitrogénio (C:N) inicial para maior crescimento, foi realizado um planejamento
fatorial 2> composto, com trés repeti¢des no ponto central, conforme a Tabela 3.3, no qual as
variaveis independentes foram: razdo carbono/nitrogénio e concentracdo de sacarose. As
variaveis dependentes foram a concentracdo de biomassa, porcentagem de P(3HB) acumulado
e sacarose residual no meio de cultivo. Na tabela, também é mostrada a concentragdo de
sulfato de amoénio (FN) inicial de forma a manter a razéo carbono/nitrogénio proposta. O
tempo de cultivo para cada conjunto de experimento foi de 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas.

Tabela 3.3: Planejamento de experimentos de cultivos realizado.

EXP  Xi(S) X(C:N) S(gL) CIN FN(g/L)
1 1 1 44 22 2,00
2 1 -1 44 8 5,50
3 -1 1 16 22 0,73
4 -1 -1 16 8 2,00
5 0 2 30 5 6,00
6 0 J2 30 25 1,20
7 2 0 10 15 0,67
8 V2 0 50 15 3,33
9a 0 0 30 15 2,00
9 0 0 30 15 2,00
9c 0 0 30 15 2,00
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As varidveis codificadas referentes, respectivamente, a sacarose e a razdo
carbono/nitrogénio sdo mostradas nas Equacfes 3.1 e 3.2.

X, =2— 31
Y (3.1)
X, =C:N7_15 (3.2)

Para a analise dos resultados do planejamento experimental, utilizou-se o software
STATISTICA verséo 7.0.

3.4 Experimentos em Biorreator

Para realizacdo dos cultivos em escala maior, utilizou-se um biorreator experimental.
Este consiste em um vaso de vidro com capacidade de quatro litros, acoplado a um sistema de
controle digital integrado, sendo possivel o controle de algumas variaveis de processo, tais
como temperatura, agitacdo, pH e pO,. Este sistema permite, também, estipular uma
determinada aeracdo, mas esta ndo pode ser controlada automaticamente. O equipamento é
fabricado pela B. Braun Biotech International Co., Alemanha, e é vendido com o nome
comercial BIOSTAT® B. O sistema pode ser observado na Figura 3.3.

Figura 3.3: Biorreator experimental utilizado.

Este sistema opera conectado a um computador remoto capaz de receber sinais da
planta e enviar comandos para a mesma usando como interface o software MATLAB,
responsavel pela aquisi¢do de dados, monitoramento e controle. Esta programada aquisi¢ao
automatica de dados a cada 5 segundos de cultivo. Nos graficos foram apresentados dados a
cada 5 minutos sem que se perdesse nenhum detalhe e nas tabelas do Apéndice B os dados
adquiridos pelo MATLAB séo apresentados a cada 30 minutos, com ampliacdo de dados a
cada 10 minutos na regido onde ocorrem mudangas significativas.
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Para esterilizar o sistema, primeiramente autoclava-se o biorreator fechado com agua
destilada por 30 minutos na temperatura de 121°C. Depois descarta-se a agua e coloca-se 0
meio de cultura a ser utilizado, fecha-se todo o sistema e autoclava-se por 20 minutos. O
sistema permanece fechado até o momento de adi¢do do in6culo, onde passa a se injetar ar
esteril.

Do mesmo modo que foi feito nos experimentos em estufa incubadora rotatoria, a
bactéria antes de ser inoculada no biorreator é reativada em estufa incubadora rotatéria por 18
horas. E entdo, transferida para outro frasco (indculo) por 5 horas para atingir-se o
crescimento exponencial antes de transferir o indculo para o biorreator. Estes procedimentos
de in6culo foram realizados nas mesmas condi¢des de temperatura e agitacdo dos cultivos do
planejamento. As concentracdes no pré-inéculo, no indculo e no biorreator foram de 16 g/L
para a sacarose e de 2g/L de sulfato de amonio.

No experimento em biorreator o pH foi mantido igual a 7, utilizando-se a base NaOH
2M e o acido H3PO4 2M para a corregdo. A temperatura foi mantida constante em 30°C, a
aeracdo utilizada foi de 4 L/min e o percentual de oxigénio dissolvido (pO;) foi controlado
pela variacdo na velocidade de agitagéo a fim de manter o valor de pO, maior que 40%. O
cultivo em biorreator teve duracgdo de 24 horas, sendo coletada amostra a cada hora.

3.4.1 Determinacéo de variaveis do biorreator

Para escolher o intervalo da velocidade de agitacdo e vazdo de aeracdo no biorreator
realizaram-se experimentos, segundo planejamento fatorial 2 (Tabela 3.4), composto com
trés repeti¢cbes no ponto central, para determinacdo da influéncia da velocidade de agitagéo e a
vazdo de aeracdo no coeficiente de transferéncia de massa (k a).

Tabela 3.4: Planejamento de experimentos para determinacédo do ki a.

Agitacdo Aeracdo Aeracao

EXP X3 X4 (rom)  (L/min)  (wm)
1 1 1 700 7,2 1,8
2 1 -1 700 2,8 0,7
3 -1 1 300 7,2 1,8
4 -1 -1 300 2,8 0,7
5 0 2 500 1,88 0,5
6 0 J2 500 8,11 2
7 2 0 217 5,0 1,25
8 J2 0 782 5,0 1,25
9a 0 0 500 5,0 1,25
9b 0 0 500 5,0 1,25
9% 0 0 500 5,0 1,25
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As variaveis codificadas referentes, respectivamente, a agitacdo (AG), medida em
rpm, e aeracdo (AE), medida em L/min sd@o mostradas nas Equacdes 3.3 e 3.4.

AG -500

X, =— "% 3.3

3 200 (33)
AE -5

X, = 3.4

Ty (3.4)

Os experimentos foram realizados em meio mineral sem células na temperatura de
30°C. Para cada experimento, conforme especificacdo da aeracdo e rotacdo media-se 0
oxigénio dissolvido ao longo do tempo pela injecéo de ar partindo-se de 0%, mediante injecéo
de nitrogénio, até atingir a saturacéo.

Considerando a equacéo de balanco de oxigénio conforme Equacéo 3.5:

dox

e k.a-(OxXg, —OX) (3.5)

onde Ox, é a concentracdo de saturagdo do oxigénio na fase liquida, fungéo da temperatura e
pressao.

Integrando-se a Equacdo 3.5 do tempo t = 0 até t = t, obtém-se a Equacao 3.6:

in| Qs —OX(t) —k.a-t (3.6)
Ox,,, —Ox,

Fazendo-se uma regressao linear nos valores obtidos experimentalmente, de acordo
com a Equacéo 3.6, obtém-se como coeficiente angular o valor do k_a.

Para a analise dos resultados do planejamento experimental, utilizou-se o software
STATISTICA verséo 7.0.

3.5 Métodos Analiticos

3.5.1 Determinacao de biomassa

A determinacdo da biomassa total é feita por medidas gravimétricas (massa seca).
Amostras em duplicata (10-30 mL) sdo coletadas dos cultivos, centrifugadas a 3500 rpm,
lavadas e colocadas em estufa a vacuo a 80 °C até atingirem peso constante. Tendo-se medido
previamente a massa de cada frasco vazio, o valor de biomassa total € correspondente ao valor
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pesado menos o valor do frasco vazio, considerando o volume coletado. Como o biopolimero
¢ acumulado internamente, a biomassa residual é calculada diminuindo-se da biomassa total a
quantidade de polimero obtida.

3.5.2 Determinacéo de poli(3-hidroxibutirato)

A quantidade de P(3HB) é obtida através do método de propandlise, segundo RIIS e
MAI (1988). Coloca-se aproximadamente 40 mg de células secas em um frasco, adicionam-se
2 mL de 1,2-dicloroetano, 2 mL de n-propanol acidificado (4 partes de n-propanol para 1
parte de acido cloridrico) e 2 pL de solucdo de padrdo interno, composto por 2 g de acido
benzdico em 50 mL de n-propanol. O frasco, hermeticamente fechado, é deixado em banho a
100 °C por duas horas com agitacao intermitente. Posteriormente, ele € resfriado até atingir a
temperatura ambiente e é adicionado 4 mL de &gua destilada. Da fase organica resultante é
obtido o cromatograma. E necessario construir uma curva de calibracdo, correlacionando-se
as areas de massas conhecidas de P(3HB) padrdo (Sigma-Aldrich), com a area do padrdo
interno. Foi utilizado um cromatografo gasoso Shimadzu 14B, com detector de ionizacdo de
chama. A coluna utilizada foi uma Carbowax 60 m x 0,25 mm. Uma curva padrdo é mostrada
na Figura 3.4, onde pode-se observar a equago da reta e o valor do R

0,045

y=0,0139x - 0,0007
0035 1 R% = 0,9992

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
PHB/AcBenz

Figura 3.4: Curva de calibracdo para determinacdo da quantidade de P(3HB).
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Para cada experimento, uma curva de calibracdo foi feita para diminuir os erros devido
as variagcOes na temperatura do banho. Com o valor obtido em gramas de polimero e células
totais, obtém-se a percentagem de polimero acumulado na célula sendo calculado pela
Equacéo 3.7.

%PHB= PHB

100 (3.7)

R

3.5.3 Determinacéo de sacarose

A anélise de sacarose foi feita pelo método Fenol-Acido Sulfdrico. Segundo Dubois et
al. (1956), agucares, oligossacarideos e polissacarideos ao reagirem com &cido sulfirico
concentrado e fenol, originam um composto alaranjado. Adotou-se o0 seguinte procedimento:
adicionam-se 500 uL de amostra previamente diluida, 500 pL de solucdo de fenol 5% e
2,5 mL de acido sulfurico concentrado e esperam-se 30 minutos para realizar as leituras no
espectrofotdbmetro a 490 nm. A curva de calibragdo é mostrada na Figura 3.5, onde pode-se
observar também a equacéo da reta e o valor do R? na faixa de concentragéo de trabalho.

0,14

y=0,1176x - 0,0154
012 R® = 0,964 .
0,1 4
*
FLI 0,08
RS’
[«B]
3
5 0,06
[&]
©
[7p]
0,04 +
0,02 +
<
0 : : : : :
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
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Figura 3.5: Curva de calibracdo para determinacéo de sacarose.
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A sacarose também foi analisada por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), Perkin Elmer série 200, coluna Rezex-RHM 300 mm x 7,8 mm, utilizando, como
fase movel, dgua padrdo HPLC, a temperatura de 80 °C e vazdo de 0,6 mL/min. O HPLC ¢
acoplado a um computador com o software TotalChrom 3.0 o qual realiza a integracdo das
areas ou altura dos picos. A coluna utilizada hidrolisa a sacarose em glicose e frutose. A
Figura 3.6 mostra os picos obtidos na injecdo de uma solucdo padrdo contendo 3 g/L de
sacarose, 0s picos de glicose e frutose tem os tempos de retengéo iguais a 9,8 e 10,5 min,
respectivamente. O valor da sacarose € obtido pela soma da glicose mais frutose.

. r 1 w w & & o I
& 5 i g & 2 &
Lo v B s B B v B v s Bennn B i

Intensidade do sinal (mV)
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oo 0.5 10 1.8 20 25 20 25 4.0 4.5 50 8.5 &0 6.5 7.0 75 2.0 2.5 Q.0 10,0 108 11,0 1

Tempo (min)

Figura 3.6: Cromatograma da sacarose obtido no HPLC.

A Figura3.7 e Figura 3.8 mostram as curvas padrdes da glicose e da frutose
respectivamente.
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Figura 3.7: Curva padrdo de glicose.
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Figura 3.8: Curva padrdo de frutose.
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3.5.4 Determinacéo de nitrogénio

O nitrogénio foi analisado pelo método indofenol (Weatherburn, 1967), o qual se
baseia na formacdo de uma coloracdo azul, reacdo de Berthelot, resultante da reacdo do ion
amonia com hipoclorito de sddio e compostos fendlicos na presenca de nitroprussiato de
sodio, que é o catalisador. Para a analise utiliza-se 100pL de amostra previamente diluida.
Adicionam-se 5 mL de reagente A (5 g de fenol e 25 mg de nitruprussiato de sodio para 500
mL de &gua deionizada) e 5 mL de reagente B (2,5 g de hidroxido de sddio e 4,2 mL de
hipoclorito de sdédio, completar o volume para 500 mL), nesta ordem para garantir a
estabilidade da cor. Os frascos foram deixados por 20 min em um banho a 37 °C no escuro. A
cor azul foi medida em espectrofotobmetro a 625 nm. O intervalo linear de deteccédo € de 0,5 a
6 g de nitrogénio da amonia. A curva padrdo foi feita de 0,05 a 0,3 g/L de sulfato de amonio,
respeitando a linearidade (Figura3.9). As quantidades de nitrogénio foram calculadas
diretamente da quantidade de sulfato de aménio medido, através da relacdo das massas
molares destas espécies.

030 | y = 0,3102x + 0,008
R* = 0,9989

Sulfato de aménio (g I_'l)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Absorbancia

Figura 3.9: Curva padrdo de sulfato de amonio.
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3.6 Modelo Proposto de Crescimento Microbiano

Realizaram-se modificagdes nos modelos encontrados na literatura, descritos no
Capitulo 2 a fim de melhorar os ajustes dos dados experimentais. Continuou-se considerando
a biomassa total sendo a soma da biomassa residual mais o polimero.

Na equacdo que descreve a formacdo de biomassa residual passou-se a considerar a
morte celular, conforme mostra a Equacao 3.8.

dX
dt

=p- Xg =Ky - Xq (3.8)

onde kq € a constante do termo representativo da morte celular e x é a taxa de crescimento
especifica é dada pela Equacdo 3.9, esta considera tanto a fonte de carbono quanto nitrogénio
como substratos limitantes e utiliza o modelo de cinética de Monod. N&o foi considerado
inibicdo pelos substratos.

S N
remlic s o) 0

onde uy é a taxa de crescimento maxima, Kss e Ksy sd0 constantes para os substratos
limitantes: fonte de carbono e nitrogénio, respectivamente.

A Equacéo de formagdo do P(3HB), diferentemente do modelo de Mulchadani, além
de considerar os termos associado e ndo associado ao crescimento, considera também um
termo de consumo de polimero pelas células, conforme mostra a Equacéo 3.10.

dP ,
oKX X e X (3.10)

onde k¢ é o parametro associado ao consumo celular. Matematicamente a Equacdo 3.10 é
similar a Equacdo 2.4, utilizada por MULCHADANI desde que haja a possibilidade do

pardmetro k, assumir valores negativos. O termo k, - X utilizado por Mulchadani ndo seria
mais somente um termo ndo associado ao crescimento, mas também um termo que considera
0 consumo do polimero pela célula. Portanto no modelo modificado, o valor de k, =k, —k. é

negativo, isso porque experimentalmente observou-se que a contribuicdo do termo de
consumo de polimero é maior que a do termo de produc¢do nao associado ao crescimento.

As equacgOes para consumo de agucar e nitrogénio foram utilizadas na forma sugerida
por PATWARDHAN e SRIVASTAVA (2004) (Equacdo 2.13 e 2.14). Sendo que para a
equacdo do nitrogénio, o termo de manutencao celular foi desprezado o que é equivalente a
Equacdo 2.7, onde k3=1/Yg.
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Sumarizando o modelo proposto neste trabalho, tem-se o0 seguinte conjunto de
equacoes:

= 1k, ) X, (38)
%—Tz(kl-y+k2)-XR (2.4)
z—?}(“'“”)'XR (2.13)

%-T:—é.xR 2.7)

onde u= ym( S j[ N j , com 9 pardmetros a serem estimados.
KSS S KNS

Os modelos descritos no Capitulo 2 e o modelo proposto nesta dissertacdo foram
implementados no software EMSO onde foram feitas a estimacdo dos parametros dos
modelos e as simula¢fes. O método utilizado na estimacéo dos parametros foi 0 método dos
poliedros flexiveis que € um método de busca multivariavel, onde o pior vértice de um
poliedro com n+1 vértices € substituido por um novo vértice colinear com o vértice antigo e o
centréide. A Funcdo Objetivo é dada pela soma das diferencas ao quadrado entre o valor
experimental e a predicdo do modelo divididas pelas variancias, ou seja, usando o0 método dos
minimos quadrados ponderados pelo inverso variancia.

Na implementacdo das equacGes de todos os modelos descritos neste capitulo, no
software EMSO, foi necessario adicionar equacfes condicionais para evitar que a variavel S
assumisse valores negativos, uma vez que os modelos ndo impdem restrigdes para 0 consumo
de substrato, mesmo este ja tendo sido completamente esgotado.



Capitulo 4

Resultados e Discussoes

4.1 ldentificagdo dos Microrganismos

Na Figura4.1 pode-se observar a arvore filogenética que demonstra a relacdo
filogenética entre o microrganismo utilizado para a produg¢do de P(3HB), indicado por
CQPBA 036-07 DMR 01, e linhagens de microrganismos relacionados com base em
seqiiéncia de DNAr 16S. Nesta Figura pode-se observar que o microrganismo utilizado possui
100% de homologia com a bactéria Bacillus megaterium DSM 32", Esta bactéria é gram-
positiva e possui forma de bastonetes.

A bactéria obtida na FIOCRUZ, que nao produzia polimero, também foi identificada
pelo mesmo procedimento e ¢ indicada na arvore filogenética, Figura 4.1, por CQPBA 036-07
DMR 02. Esta possui homologia de 98% com as linhagens de bactérias Bacillus subtilis e
Bacillus amyloliquefaciens.

A escala mostrada na Figura 4.1, corresponde a distincia evolutiva. E um valor de
referéncia para comparacao entre as espécies. Quanto maior a distancia entre as linhagens,
maior as diferencas entre elas. Neste caso a comparacao foi feita entre a seqiiéncia de DNA
retiradas das amostras a serem identificadas e seqiiéncias de microrganismos representados
nas bases de dados do Genbank (base de dados de seqiiéncia genética).
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Bacillus subtilis linhagem FB123 (EF210073)

Bacillus amyloliquefaciens linhagem Ba74501 (DQ422953)
Bacillus subtilis linhagem 2Re5 (EF178446)

79 Bacillus amyloliquefaciens linhagem 1R87 (EF178463)

- PQBA 036-07 DRM 02
Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350" (X60605)

99

Bacillus subtilis subsp subtilis DSM 10" (AJ276351)
68

L Bacillus licheniformis NCDO 1772’ (X60623)

a3

Bacillus pumilus DSM Z27" (AY456263)

97 Bacillus cereus ATCC 14579" (DQ207729)

Bacillus cohnii DSM 6307" (X76437)

\— Bacillus simplex DSM 1321" (X60638)
58

77 CPQBA 036-07 DRM 01
100 [Baciﬂus megaterium DSM 327 (X60629)

Paenibacillus favisporus GMP 017 (AY208751)

Streptococcus thermophilus DSM 20617' (X68418)

]
0.02

Figura 4.1: Arvore filogenética demonstrando a relagdo entre os microrganismos.

4.2 Experimentos em Estufa Incubadora Rotatoria

Conforme foi mencionado no Capitulo 3, foram realizados experimentos em frascos
conicos em estufa incubadora rotatdria, com agitacdo de 160 rpm e temperatura de 30°C,
seguindo o planejamento fatorial 2> composto, com trés repeti¢des no ponto central, conforme
Tabela 3.3, com o objetivo de determinar a melhor concentragdo inicial de sacarose e razao
carbono/nitrogénio. Os resultados destes experimentos sao mostrados na forma grafica e, para
cada analise realizada, foram plotados no mesmo grafico todos os pontos do conjunto de
experimentos para facilitar a comparagcdo. O ponto central apresenta o valor médio das
repeti¢des e os seus desvios padroes foram usados como estimativas dos desvios padrdes das
demais condigdes experimentais. No Apéndice B sdo apresentadas as tabelas referentes aos
dados experimentais.

A Figura 4.2 mostra a concentracdo de biomassa total obtida, apresentada em escala
logaritmica, devido ao fato da cinética de crescimento microbiana ter caracteristica
exponencial. Pode-se observar que para os experimentos 3 e 7, que continham valores baixos
de sacarose e nitrogénio inicial, obteve-se um menor acumulo de biomassa total, enquanto os
outros alcangaram valores proximos. Contudo o ponto 4, que também contém pouca sacarose
inicial, apresentou o maior valor de biomassa total, evidenciando que a limitagdo de
nitrogénio parece ser a causa do decréscimo na biomassa.
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Figura 4.2: Concentragdo de biomassa total versus tempo de cultivo.

A concentragdo de P(3HB) obtida durante o cultivo para todo o conjunto de
experimentos ¢ mostrada na Figura 4.3, também em escala logaritmica. Observa-se que o
acimulo de polimero ocorre juntamente com o crescimento celular e inicia durante a fase de
crescimento exponencial, indicando que a producdo nessa bactéria pode ser associada ao
crescimento. Resultado similar foi encontrado por Omar et al. (2001) utilizando outros
substratos. Assim como na Figura 4.2 os experimentos 3 e 7 mostraram uma producdo de
P(3HB) baixa quando comparada com os outros experimentos. Observam-se também nos
pontos 3 ¢ 7 que o consumo de polimero inicia por volta de 12 horas enquanto que para os
demais pontos parece haver uma tendéncia de consumo a partir de 20 horas, com exce¢do do
experimento 4, o qual ndo apresenta queda.
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Figura 4.3: Concentra¢do de P(3HB) versus tempo de cultivo.

Na Figura 4.4, a biomassa residual (descontando-se a quantidade referente ao polimero
na biomassa total) ¢ apresentada em escala logaritmica. Observa-se que a fase de crescimento
exponencial termina entre 8 e 12 horas, mas o acimulo de P(3HB), Figura 4.3, continua
aumentando na fase estacionaria até 20 h. E importante ressaltar que os experimentos 3 e 7
possuem uma biomassa residual proéxima aos demais, evidenciando que a baixa biomassa
total, Figura 4.2, se deve a menor quantidade de polimero.
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Figura 4.4: Concentragdo de biomassa residual versus tempo de cultivo.

O percentual de acimulo do biopolimero obtido ¢ mostrado na Figura 4.5. Observa-se
que se obteve em alguns experimentos um grande acimulo, chegando préximo a 75%, como ¢
o caso dos experimentos com 20 horas de cultivo.
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Figura 4.5: Porcentagem de P(3HB) acumulado nas células versus tempo de cultivo.

A Figura 4.6 mostra o consumo de sacarose, medido como agucares totais devido ao
método empregado, ao longo dos cultivos. Observa-se que para a maioria dos experimentos
ndo houve o consumo total da sacarose, sendo alcancados valores muito baixos para os
experimentos 3, 4 ¢ 7. Apesar de haver sacarose disponivel no meio de cultura, observa-se na
Figura 4.4 que a partir de 16 horas ndo h4 mais crescimento celular.
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Figura 4.6: Concentragdo de sacarose versus tempo de cultivo.

Na Figura 4.7 ¢ mostrado o consumo de nitrogénio. As quantidades de nitrogénio
mostradas nesta Figura foram calculadas diretamente da quantidade medida de sulfato de
amonio, através da relacdo das massas molares destas espécies. Assim como aconteceu com a
sacarose, nao ha consumo total de nitrogénio, com exce¢ao dos pontos dos experimentos 3 ¢
7, que também obtiveram um actimulo menor de biopolimero.
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Figura 4.7: Concentragdo de nitrogénio versus tempo de cultivo.

Nos experimentos em estufa incubadora rotatéria ndo foi controlado o pH dos meios
ao longo do cultivo. Antes de iniciar os cultivos os meios foram ajustados para o pH 7. A
variagdo de pH ao longo do cultivo ¢ mostrada na Figura 4.8. Pode-se observar que ocorre
uma acentuada queda no valor de pH chegando a valores proximos a 4, com exce¢do dos
experimentos 3 e 7 que obtiveram uma menor producao de P(3HB).
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Figura 4.8: Variagdo do pH durante o cultivo.

A Tabela 4.1 mostra as correlagdes entre os valores obtidos experimentalmente de
acimulo percentual de P(3HB), concentracdo do polimero e concentragdo da biomassa
residual e o pH do meio ao longo do cultivo. Pode-se observar que o pH esta fortemente
correlacionado ao P(3HB) na maioria dos pontos, pois apresentou correlagdes proximas a 1.
Os valores negativos indicam que possui efeito inverso. Mostrando que o pH ¢ uma variavel
importante para o acimulo de polimero. Os experimentos referentes aos experimentos 3 € 7,
ndo apresentaram uma boa correlacdo, porém também nao foi possivel um grande aciimulo
nesses pontos. A biomassa residual ndo apresenta uma correlacdo significativa com o pH.
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Tabela 4.1: Correlagdes entre valores de pH e percentual de polimero obtido, pH e
concentracdo de P(3HB) e pH e Biomassa residual.

EXP 1 2 3 4 5 6 7 8 9
pH-P3HB) (%)  -096 -093 -0,79 -0,86 -094 -0,93 -049 -095 -095
pH-P3HB) (g/L) -0,94 -094 -0,67 -084 -091 -090 -059 -0,92 -091
pH-Xg (g/L) 0,62 042  -066 -080 062 -075 -0,68 -072 -0,84

Na Figura 4.9 ¢ mostrado os valores de pH versus percentual de P(3HB) acumulado.
Pode-se notar uma grande correlagdo entre essas varidveis para o experimento 1 assim como
foi mostrado na Tabela 4.1. Pode-se observar também a fraca correlagdo entre as variaveis
referente ao experimento 7.
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Figura 4.9: pH versus percentual de P(3HB) acumulado.

Outro fato que deve ser considerado é que o meio de cultura ¢ translucido e a medida
que corre o experimento ele se torna rosado, a transicdo ocorre por volta das 8 horas de
cultivo. Este fendmeno também foi observado em GAMBETTA (2006).

Analisando os graficos dos experimentos realizados em estufa incubadora rotatoria,
nota-se que mesmo sem limitacdo de nitrogénio, a bactéria Bacillus megaterium foi capaz de
acumular grandes quantidades de biopolimero, evidenciando que a produgdo ¢ associada ao
crescimento e que ndo necessita de limitacdo de nutriente para iniciar a producdo de P(3HB).
Observa-se também que houve consumo do biopolimero, como por exemplo, nos



4.2 EXPERIMENTOS EM ESTUFA INCUBADORA ROTATORIA 59

experimentos 3 e 7, que alcangaram menor concentracdo de agucar e, portanto, na falta de
fonte de carbono e nitrogénio comegam a consumir as reservas. Para os demais pontos
comegou a haver um pequeno consumo depois de 20 horas, mas ndo se verificou falta de fonte
de carbono. MCCOOL et al (1996), trabalhando com outros substratos, também verificaram
para esta bactéria um acimulo de biopolimero durante a fase de crescimento celular e fase
estaciondria e consumo do P(3HB) no final da fase estacionaria.

Os resultados obtidos em frascos conicos em estufa incubadora rotatdria mostraram
que ¢é possivel obter um grande actimulo de P(3HB) por células de Bacillus megaterium,
mesmo sem limitacdo de nitrogénio.

Apesar de ndo haver consumo total do agticar e do nitrogénio, para a maioria dos
casos, a biomassa parou de crescer ¢ também nao houve formacao de polimero, ou pelo
menos, ocorreu diminuicdo na taxa de producdo, o que leva a considerar que poderia estar
havendo algum tipo de inibi¢ao ou ainda limitagdo de outros fatores de crescimento, pois de
outra forma deveria ainda ocorrer crescimento e producdo. Um dos fatores levados em
consideragdo foi o pH muito baixo. Sendo recomendado, pela DSMZ, pH 7 para crescimento
da B. megaterium. Este valor foi utilizado para cultivo em biorreator com pH controlado em
OMAR et al. (2001) e WU et al. (2001).

4.2.1 Analise estatistica dos resultados

Escolheu-se analisar de forma detalhada os experimentos referentes a 20 horas por ser
o tempo onde se atingiu maior acimulo de P(3HB).

Na Figura 4.10, ¢ mostrada a superficie de resposta da concentragdo de biomassa
total (X), no tempo de 20 horas, em funcdo da concentracdo de sacarose e da razdo
carbono/nitrogénio. Observa-se que a biomassa total tende a aumentar para valores altos de
sacarose, onde apresenta baixa influéncia da razdo carbono/nitrogénio. A curva foi obtida no
software STATISTICA por regressio multivariavel. Com 95% de significancia nos
parametros, a producdo de biomassa mostrou uma influéncia quadratica da concentragdo de
sacarose (S), linear para a razdo carbono/nitrogénio e também uma influéncia do termo
cruzado S e C:N, como pode ser visto na Equagao 4.1.

X;(S,C:N)=7,35-0,0018-5>—0,3919-(C: N)+0,0111-S-(C: N) 4.1

Os parametros do modelo ndo estdo correlacionados e os valores dos desvios padrdo
de cada parametro estio mostrados na Tabela 4.2. O valor de R* ¢ 0,804.
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Tabela 4.2: Parametros e testes estatisticos do modelo para biomassa total.

Coeficientes Desvio Intervalo de Intervalo de
Fator de Padréo t(7) p confianca confianca
regressio (-95%0) (+95%)
i 7,350351 0,911446 8,06450 0,000087 5,195124 9,505577
s? -0,001858 0,000717 -2,59264 0,035807 -0,003553 -0,000163
C:N -0,391920 0,089453 -4,38132 0,003229 -0,603442 -0,180399
S*C:N 0,011126 0,002787 3,99979 0,005191 0,004548 0,017703

i termo independente; t(7) teste t com 7 graus de liberdade; p significancia estatistica.

Pode-se observar na Tabela4.2 que todos os pardmetros apresentaram uma
significancia estatistica menor que o grau de significancia estabelecido, igual a 0,05. O grau
de liberdade utilizado para o célculo da matriz de covariancia no teste t foi igual a 7, referente
ao numero de experimentos menos o numero de pardmetros do modelo.

wig,- TR

Figura 4.10: Superficie de resposta da concentragdo de biomassa no tempo de 20 horas.

Para o tempo de 24h, obteve-se um comportamento similar ao de 20h, porém o
parametro quadratico para a sacarose nao foi significativo.

A Figura 4.11 mostra a superficie de resposta do acimulo percentual de biopolimero
nas células, para o tempo de 20 horas, em func¢do da concentracdo de sacarose e da razao
carbono/nitrogénio. Observa-se que, a partir de valores intermedidrios de sacarose, a variacao
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na concentragdo de sacarose tem efeito pequeno no acumulo de P(3HB) e a influéncia da
relagdo carbono/nitrogénio € pouco significativa.

Do mesmo modo, com 95% de significancia nos parametros, o acumulo de P(3HB)
mostrou influéncia quadratica para a concentragdo de sacarose (S), linear para a razao
carbono/nitrogénio (C:N) e também influéncia do termo cruzado, como mostra a Equagdo 4.2.
Os demais parametros ndo foram significativos.

PHB(S,C: N)=54,36—0,044-5% +2,182-S —3,548-(C : N)+0,092-S-(C : N) 4.2)

Os parametros do modelo para o P(3HB) também ndo apresentaram correlagdo. Os

valores dos desvios padrio de cada pardmetro estdo mostrados na Tabela 4.3. O valor de R* ¢
0,918.

Tabela 4.3: Parametros e testes estatisticos para o modelo de porcentagem de P(3HB)

acumulado.
Coeficientes Desvio Intervalo de Intervalo de

Fator de Padréo t(6) p confianca confianca
regressao (-95%0) (+95%)

i 54,36084 17,89890 3,03711 0,022888 10,56382 98,15787
S 2,18233 0,87616 2,49079 0,047112 0,03845 4,32621
s? -0,04369 0,01216 -3,59352 0,011455 -0,07344 -0,01394
C:N -3,54752 0,97060 -3,65498 0,010643 -5,92249 -1,17255
S*C:N 0,09217 0,03074 2,99858 0,024052 0,01696 0,16739

i termo independente; t(6) teste t com 6 graus de liberdade; p significancia estatistica.

Do mesmo modo que o modelo para a biomassa total, todos os parametros do modelo

para o P(3HB) apresentaram uma significancia estatistica menor que o grau de significancia
estabelecido.
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Figura 4.11: Superficie de resposta da porcentagem de acumulo de P(3HB) nas células no
tempo de 20 horas.

No tempo de 24 horas somente o termo linear da razao carbono/nitrogénio e o termo

cruzado mostraram significancia e para o tempo de 16 horas obteve-se resultados similares ao
tempo 20 horas.

A Figura4.12 traz a superficie de resposta para a concentragdo remanescente de
acucar no meio de cultivo (Sr) para o tempo de 20 horas, onde se observa que o minimo de
sacarose residual ocorre para as menores concentragdes iniciais de sacarose e ainda a razao

carbono/nitrogénio apresenta uma pequena influéncia. Neste caso, deseja-se 0 minimizar o
desperdicio de sacarose.

A equagdo para sacarose residual, com 95% de significancia nos pardmetros, mostrou
influéncia linear para a concentragdo de sacarose (S) e quadratica para a razdo

carbono/nitrogénio (C:N), como mostra a Equagdo 4.3. Os demais parametros ndo foram
significativos.

Sr(S,C:N)=-20+0,812-S+1,859-(C: N)—0,055-(C: N’ (4.3)

Os parametros do modelo para a sacarose residual também ndo apresentaram

correlacdo e os valores dos desvios padrao de cada pardmetro estio mostrados na Tabela 4.4.
O valor de R* ¢ 0,989.
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Figura 4.12: Superficie de resposta da concentra¢@o de agticar para o cultivo de 20 horas.

Tabela 4.4: Parametros ¢ testes estatisticos do modelo para sacarose residual.

Coeficientes Desvio Intervalo de Intervalo de
Fator de Padréo t(7) p confianga confianga
regressio (-95%0) (+95%)
i -20,0005 2,424764 -8,24841 0,000075 -25,7341 -14,2668
S 0,8116 0,032314 25,11727 0,000000 0,7352 0,8881
C:N 1,8588 0,318068 5,84411 0,000634 1,1067 2,6109
C:N? -0,0555 0,010381 -5,34248 0,001073 -0,0800 -0,0309

i termo independente; t(7) teste t com graus de liberdade 7; p significancia estatistica.

A significancia estatistica dos pardmetros foi muito menor que o grau de significancia
estabelecido.

Analisando-se as superficies de respostas obtidas e levando-se em consideracao que na
maioria dos casos houve sobra de sacarose, o que acarretaria em desperdicio, foi montada
uma fungao objetivo reunindo as trés equagdes obtidas ponderadas a fim de ndo haver grande
desperdicio de sacarose. A Funcdo objetivo ¢ representada pela Equacdo 4.4 e pode ser

melhor visualizada na Figura 4.13, obtida utilizando o software MATLAB® com um peso
w=0,2.

(4.4)

FODj(S,C:N) =(1-w)-Sr(S,C: N)—w-(PHB(S’C : l;l())-OXT(S,C : N))
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Nesta fungdo objetivo deseja-se minimizar a sobra de sacarose e maximizar a
produ¢do de biopolimero, dada pelo produto da concentragdo da biomassa total pelo
percentual de biopolimero produzido. O peso W estabelece um compromisso entre estes dois
objetivos. As variaveis de decisdo deste problema de otimizacao sdo: a concentracdo inicial de
sacarose e a relagdo carbono/nitrogénio.

0. 8 ;

Figura 4.13: Valores da Fungdo Objetivo.

O menor valor da fungdo objetivo, onde se consegue a maior produ¢do de polimero e
menor valor de sacarose residual, ¢ obtido proximo ao ponto referente ao experimento 4
(S=16 g/l e C:N = 8) que foi escolhido para a realizagdo de experimentos em biorreator.

4.3 Experimentos em Biorreator

4.3.1 Resultados de k a

Os valores de ki a mostrados em curva de nivel na Figura 4.14 foram obtidos segundo
planejamento de experimentos para determinagdo do kia mostrado na Tabela 3.4 do
Capitulo 3, com o objetivo de determinar a faixa de variagdo da agitagdo e o valor da aeracao
para utilizagdo nos experimentos realizados em biorreator. Pode-se observar que a partir de
700 rpm ndo h4 aumento do coeficiente de transferéncia de massa, além disso, nota-se que a
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acragdo apresenta pouca influéncia sobre a variagdao de kia. No Apéndice B é mostrada a
tabela referente aos dados experimentais obtidos para os valores de kj a.
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Figura 4.14: Curvas de nivel para valores de k a em fungdo da rotagdo e aeragao.

Para os experimentos em biorreator escolheu-se trabalhar com aeragcdo de 4 L/min
(1 vvm) e variou-se a agita¢do de 200 a 700 rpm. Na Figura 4.15 é mostrada a variagao do k a
em funcdo da agitagdo, para o valor de aeracdo utilizado nos cultivos em biorreator,
calculados a partir da equagdo gerada pelo software STATISTICA na analise dos resultados
do planejamento de experimentos realizado. Observa-se que o valor de kia aumenta
rapidamente em func¢do do aumento da agitacdo até alcancar um valor méximo. Verifica-se
que ap6s 500 rpm o aumento na velocidade de agitagdo provoca pequeno aumento no valor de
k|_a.
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Figura 4.15: Valores de k a em fungdo da rotagdo para uma aeracdo de 4 L'min™".

4.3.2 Resultados de cultivos em biorreator

Foram realizados dois experimentos em biorreator em condi¢des iguais (duplicata). Os
resultados para os dois biorreatores sao apresentados nos mesmos graficos. No Apéndice B
sdo mostradas as tabelas contendo os dados experimentais que sdo apresentados neste capitulo
na forma gréafica.

Na Figura4.16, em escala logaritmica, pode-se observar a biomassa total (X;),
biomassa residual (X;) e P(3HB) obtidas nos cultivos em biorreator para os dois cultivos.
Nota-se que os valores para os dois biorreatores estdo muito proximos entre si. Os valores de
biomassa total ficaram proximos aos obtidos em estufa incubadora rotatéria. Enquanto que os
valores de biopolimeros obtidos sdo muito inferiores. Essa diminui¢do de producao em
biorreator em relagdo ao obtido em estufa incubadora rotatoria também ocorreu em OMAR et
al. (2001), também com o pH mantido igual a 7 ao longo do cultivo.
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Figura 4.16: Concentra¢des de Biomassa total, Biomassa residual ¢ P(3HB) obtidas durante
o cultivo em biorreator.

Nos cromatogramas obtidos para andlise de P(3HB) existiam outros picos, menos
significativos, com tempos de retencdo entre 8 e 10 minutos que possivelmente sao de outros
PHAs produzidos pela Bacillus megaterium em menor quantidade. Estes ndo foram
identificados, pois ha necessidade de polimero padrdo para comparar. A Figura 4.17 traz um
exemplo do cromatograma obtido na analise de P(3HB). Os picos iniciais, que aparecem entre
4 e 6 minutos sdo referentes aos solventes contidos na mistura injetada no cromatdgrafo.
Nesta figura esta indicado para cada pico o nimero do pico / o tempo de retengdo / a area
referente ao pico. O Pico 11 ¢ referente ao P(3HB) e o pico 16 ao acido benzodico, utilizado
como padrao interno. Os picos 14 e 16 aparecem freqlientemente nos cromatogramas obtidos
durante as analises.

Em FINDLAY e WHITE (1983) foi reportado que o polimero purificado, retirado da
B. megaterium continha 95% de 3-hidroxibutirato (3HB), 3% de 3- hidroxiheptanoato
(3HHp), 2% de hidroxialcanoato contendo 8 carbonos e tragcos de trés outros compostos
hidroxialcanoatos.
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Figura 4.17: Cromatograma obtido para analise de P(3HB) por cromatografia gasosa.

O acimulo de P(3HB) nas células ¢ mostrado na Figura 4.18, onde se pode observar
que ha um decréscimo na percentagem de polimero durante a fase inicial de crescimento e
proximo a 5 horas comega aumentar o acimulo. No final da fase estacionaria volta a ocorrer
um decréscimo na percentagem de biopolimero. MCCOOL et al. (1996) também verificaram
esse decréscimo inicial e final de P(3HB) na Bacillus megaterium. O decréscimo inicial é
atribuido a taxa de crescimento celular inicial, que ¢ maior que a taxa de formacdo do
polimero. Essa fase lag na formacdo de P(3HB) foi citada em LEE et al. (2004), como sendo
um dos indicios da repressdo dos genes phaQ e phaP, onde uma vez iniciado a producdo de
P(3HB), a PhaQ detecta a formagao e libera a transcrigdo dos genes iniciando a producao da
PhaP encontrada em abundancia nos granulos.

O consumo final e o baixo acumulo de P(3HB) podem ser explicados pela formagao
de esporos devido a falta de algum nutriente. O mesmo comportamento foi observado em
OMAR et al. (2001).

Pode-se observar também que ha uma diferenca entre os valores de P(3HB) percentual
acumulado inicialmente nos dois biorreatores, Figura 4.18, que pode ser explicada pela
diferen¢a de P(3HB) acumulada em relagdo as células totais no pré-indculo, mas como pode
ser visto na Figura 4.16 ndo ha grande diferenca na quantidade final de polimero.
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Figura 4.18: Porcentagem de P(3HB) acumulado nas células durante o cultivo em
biorreator.

GAMBETTA, (2006) obteve acimulo semelhante trabalhando em biorreator com a
mesma bactéria e mesma fonte de carbono, porém nao foi analisada a limitagdo de nitrogénio.

A Figura 4.19 mostra o consumo de sacarose medida pela soma da glicose e frutose,
uma vez que durante a andlise em HPLC ocorre a hidrdlise da sacarose. Assim como o
ocorrido para o experimento 4 em estufa incubadora rotatdria, a sacarose foi praticamente
consumida, alcancando valores proximos a 2 g/L. Pode-se observar também que o consumo
de glicose foi mais rapido que o de frutose, indicando que existe a possibilidade da bactéria
hidrolisar a sacarose externamente uma vez que a Unica fonte de agucar ¢ a sacarose.
GAMBETTA (2006) trabalhando com a mesma bactéria e com sacarose como unica fonte de
carbono verificou que existem glicose e frutose no meio, mas nio verificou um consumo
preferencial.
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Figura 4.19: Consumo de agtlicar durante o cultivo em biorreator.

O consumo de nitrogénio ¢ mostrado na Figura 4.20, onde se pode observar que

ocorreu limitacdo de nitrogénio a partir de 9 horas de cultivo, o que pode ter ocasionado
formagao de esporos e assim consumo de P(3HB), como mencionado anteriormente.

WU et al. (2001) sugerem que a limitagdo parece ter efeito inverso na bactéria Bacillus

megaterium, pois ndo proporciona aumento no acimulo como ocorre para outras bactérias
produtoras de P(3HB).
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Figura 4.20: Consumo de nitrogénio durante o cultivo em biorreator.

O valor de pH, controlado durante o cultivo ¢ mostrado na Figura 4.21 onde pode-se
observar a pequena variacdo em torno do valor de referéncia (pH 7).

Na Figura4.22 pode-se observar o consumo da solugdo de NaOH, variavel
manipulada para controle de pH. Nesta figura observa-se uma grande utilizacao de base até 9
horas onde ocorre um patamar pelas proximas 4 horas voltando a consumir base até o final do
experimento. O inicio do patamar coincide com o término de nitrogénio disponivel no meio.
O consumo acentuado de base até 9 horas pode estar relacionado com a produgao de P(3HB).
A diferenga entre os biorreatores ¢ explicada pela molaridade da base, sendo a base utilizada
no reator 2, mais concentrada que a utilizada no 1, porém nao modificou o perfil de consumo.
Também foi disponibilizado 4cido para controle de pH, mas ndo foi consumido durante o
experimento.

Experimentos com B. cereus mostraram que o pH préoximo a 5 inibe o consumo de
P(3HB) bem como a formagdo de esporos (VALAPPIL et al., 2007). Mais experimentos
deverao ser realizados para testar esta hipotese para a B. megaterium.
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Figura 4.21: Variagdo de pH durante o cultivo em biorreator.
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Figura 4.22: Consumo de NaOH para controle de pH ao longo do cultivo.
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A Figura 4.23 mostra a variavel controlada pO, e a varidvel manipulada rotagdo, que
variou de 200 a 550 rpm durante o cultivo de modo a manter o pO2 acima de 40%. Nota-se
que a cerca de 9 horas de cultivo, ocorreu um pico significativo no pO,, o que pode estar
associado a uma mudanca de metabolismo. No mesmo tempo verificou-se término de
nitrogénio ¢ uma modificagcdo na taxa de consumo de agucar, que podem estar relacionados
com o consumo de P(3HB).
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Figura 4.23: Percentual de oxigénio dissolvido e agitacdo durante o cultivo em biorreator.

Outro fato que deve ser considerado, ja observado nos cultivos em estufa incubadora
rotatdria, ¢ que ha mudanca de coloracdo no meio de cultivo, ou seja, a liberacdo de algum
componente para o meio, tornando o meio rosado. Pode ser também rompimento celular ou
pigmentagao propria da bactéria, necessitando um estudo mais aprofundado para verificagao.

Analisando-se os resultados de producao de P(3HB) obtidos em biorreator, observa-se
que a producao foi muito inferior aquela obtida em estufa incubadora rotatéria. Quando se
trocou para o cultivo em biorreator, j& se imaginava uma diferenga nos resultados,
principalmente devido a aceleragao do metabolismo que ocorre pela maior aeragao do meio.
Esperava-se um crescimento celular maior e pelo menos a mesma quantidade percentual de
polimero, uma vez que os experimentos em estufa incubadora rotatoéria mostraram que havia
excedente de fonte de carbono e nitrogénio. Para melhorar a produgdo sera necessario
investigar a influéncia do pH, sendo talvez necessario a manutengao inicial do pH no valor 7,
para crescimento celular e posterior queda até um valor que ndo prejudique a integridade da
célula, mas que ocorra a inibi¢do da formacgdo de esporos. Além disso, pode-se testar
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alimentacdo de meio de cultura de forma que ndo haja limitacdo de nitrogénio e de fonte de
carbono.

4.3.3 Estimacéo de parametros e simulacdes

Os resultados da estimagdo dos parametros dos modelos mostrados no Capitulo 2 e
para o modelo proposto no Capitulo 3 e o valor da fun¢do objetivo para cada modelo estdo
apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Parametros estimados para o modelo e valor da fun¢do objetiva de cada modelo.

Pardmetro Unidade MULCHADANI RAJE KHANNA MODIFICADO

a 4,3335 2,2076 2,0606
Y 1/h 0.0054 0,0845 0,0849
eS 3,3574
eN 2,4701
ko 0,4249
kq 0,4226 0,3558 0,4053
k, 1/h 0,0014 4,64E-06 -0,0079
ks 0,1385 0,1005
ks 0,0013
Ks 0,0239
Ke 0,0029 0,0861
ks 4,0166 2,1199
ks 1,7500 0,2107
Ky 1/h 0,0073
Ks 0,0067
Ks1 g/L 0,0727
Ks» g/L 2,4033
Kps g/L 0,2771
Kss g/L 0,1699 0,1928
Ksn g/L 0,0754 0,0447
m 0,6486
M 1/h 0,7991 0,7871 0,7979
My 1/h 0,6760
o 1/h 0,6046
n 3,0585 1,9030
nS 2,4953
nN 1,4182
My 1/h 3,44E-06
NSm 0,2977 0,2993
N g/L 7,1890
Sm g/L 80,7846
XRmin g/L 0,1317
Yrn 9,9446 10,6314
Funcéo

.t 2,5744 0,1776 0,2600 0,1575
objetivo
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Como se pode observar, a menor funcdo objetivo foi obtida na estimagdo dos
parametros com o modelo modificado. Seguido pelos modelos propostos por RAJE e
SRIVASTAVA (1998), KHANNA e SRIVASTAVA (2005a) e Mulchadani (apud KHANNA
e SRIVASTAVA (2005a)).

Para os modelos propostos por Mulchadani (apud KHANNA e SRIVASTAVA,
2005a) e RAJE e SRIVASTAVA (1998), calculou-se o valor de a ¢ p em fungdo das
constantes dos respectivos modelos por substituicdo nas equagdes.

Com os parametros das equagdes foram feitas simulagdes utilizando todos os modelos
descritos, que sdo mostradas juntamente com os pontos experimentais nas Figuras 4.24 a 4.29
para visualizar as predicdes do modelo. As varidveis utilizadas para estimacdo de parametros
foram biomassa residual, concentracdo de polimero, concentragdo de aglcares totais e
concentragdo de nitrogénio.
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Figura 4.24: Simulagdo e pontos experimentais para formagao de biomassa residual.
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Figura 4.25: Simulagdo e pontos experimentais para formacao de biomassa residual.
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Figura 4.29: Simulagdo e pontos experimentais para o consumo de nitrogénio.

Analisando-se as Figuras 4.24 e¢ 4.25 nota-se que o modelo proposto conseguiu
descrever melhor a queda da biomassa total e residual no final do cultivo. A formagdo do
polimero, Figura 4.26, conseguiu ser bem descrita pelo modelo modificado e pelo o modelo
proposto por RAJE e SRIVASTAVA (1998), nota-se, porém, que no inicio do cultivo ambos
os modelos estavam antecipados em relagdo a curva experimental. A porcentagem de
polimero acumulado, calculado pela Equagdo 3.8, ¢ mostrada na Figura 4.27, onde se observa
que o percentual de biopolimero foi relativamente melhor descrito pelos modelos proposto
por RAJE e SRIVASTAVA (1998) e o modelo modificado proposto nesta dissertacdo. Porém,
estes modelos nao prevéem as diferencas nas taxas de producdo de biomassa e biopolimero
nas primeiras 10 horas de cultivo, causando o comportamento observado na Figura 4.26 para
este periodo.

No caso do consumo de agucar (Figura4.28), com excecdo do modelo de
MULCHADANI (apud KHANNA e SRIVASTAVA, 2005), os outros modelos tiveram o
mesmo desempenho. O consumo de nitrogénio foi bem descrito por todos os modelos testados
como e pode observar na Figura 4.29. Cabe salientar que o modelo proposto ¢ o que apresenta
menor numero de parametros estimados.
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4.3.4 Simulagdes das condi¢cdes do planejamento de experimentos

A fim de testar o modelo proposto, fez-se simulagdes em que as condi¢des iniciais de
sacarose ¢ nitrogénio foram as propostas no planejamento experimental realizado conforme a
Tabela 3.3 descrita no Capitulo 3. Também realizou-se simulagdes com o modelo proposto
por RAJE e SRIVASTAVA (1998), obtendo-se resultados similares e por isso ndo serdao
apresentadas neste trabalho. As simulagdes com o modelo proposto sdo apresentadas nas

Figuras 4.30 a 4.35. Cabe ressaltar que os parametros do modelo foram estimados para a
condi¢do proxima ao ponto 4.
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Figura 4.30: Simulag¢des da biomassa total.



80

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

16

14 -

12

—
N o] (=]
| | |

Biomassa residual (g L'l)

M~
I

0 Ayenm e
[

0

AT Y
T T B A T DIy
URR AR LTRTTRTIT
5 Bt HHH G Ty,
SR 0P

20

# 1:S=44;C:N=22; FN=2 2:S=44;C:N=8; FN=5,5 3:S=16;C:N=22; N=0,73
* 4:S=16;C:N=8;FN=2 5:S=30;C:N=5,FN=6 6:S=30;C:N=25;FN=1,2
7:S=10; C:N=15;FN=0,67 = 8:S=50,C:N=15;FN=3,33 9:S=30;C:N=1;FN=2

Figura 4.31: Simulagdes da biomassa residual.

25



4.3 EXPERIMENTOS EM BIORREATOR

81

w
I

PHB (g L")

0 5 10 15 20 25
Tempo (h)
# 1:5S=44;C:N=22; FN=2 2:S=44;C:N=8§; FN=5,5 = 3:S=16;C:N=22; N=0,73
* 4:S=16;CN=8§;FN=2 5:S=30; C:N=5;FN=6 £ 6:$=30; C:N=25FN=12
7:S=10; C:N=15; FN=0,67 = 8:S=50; C:N=15; FN=3,33 + 9:S=30; C:N=1; FN=2
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Figura 4.33: Simula¢des do percentual de acaimulo de P(3HB).

Os resultados das simulacdes da biomassa total e residual, Figuras 4.30 e 4.31, estdo
de acordo com o esperado, uma vez que os maiores crescimentos foram obtidos com as
maiores concentragdes de sacarose e nitrogénio no mesmo experimento. O mesmo ocorreu
com a producdo de polimero, Figura 4.32. Porém, esperava-se um percentual de acimulo
diferenciado em fun¢do das variagdes das condigdes de sacarose e nitrogénio, o que ndo foi
verificado como se pode observar na Figura 4.33. Além de ndo prever, adequadamente, o
consumo inicial e retomada de producdo de polimero, a producio ficou mantida sempre em
torno de 30% nao obtendo valores diferenciados. Isto pode ser explicado pelo fato de o
modelo ndo prever uma taxa variavel para o consumo de biopolimero, em funcdo das fases do
cultivo, e pelo fato dos parametros serem estimados com um unico ponto do planejamento de
experimento, o Unico realizado em biorreator.



Figura 4.34: Simula¢Ges do consumo de agucares totais.
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Figura 4.35: Simulagdes do consumo de nitrogénio.

Os resultados obtidos para o consumo de sacarose e nitrogénio, Figuras 4.34 e 4.35

respectivamente, mostraram valores adequados ao consumo para producdo dos niveis de
biomassa e polimero obtidos.

E necessario realizar melhorias no modelo proposto, especialmente para a equacao de

formac¢do de polimero, além de realizar experimentos em outras condi¢des para uma melhor
estimagdo dos parametros do modelo.



Capitulo 5

Conclusao

5.1 Consideracdes Finais

Neste trabalho foi possivel estudar o comportamento da bactéria Bacillus megaterium
crescendo em meio mineral com sacarose como fonte de carbono e sulfato de amonio como
substrato limitante, em relacdo a formacédo de célula e a producéo de poli(3-hidroxibutirato)
ou P(3HB).

Os experimentos em estufa incubadora rotatéria mostraram que esta bactéria é capaz
de acumular uma quantidade satisfatéria de P(3HB) nas células mesmo sem limitacdo de
nitrogénio, chegando proximo a 75%. Pdde-se observar também que o pH estd fortemente
correlacionado ao P(3HB), mostrando que o pH é uma variavel importante para o acimulo de
polimero. Contudo, o fato das bactérias terem parado de crescer no experimento em estufa
incubadora rotatdéria, mesmo sem limitacdo na fonte de carbono e nitrogénio, leva a considerar
que poderia estar havendo algum tipo de inibig&o ou limitacdo de algum fator de crescimento,
pois de outra forma deveria ainda ocorrer crescimento e producdo. Um dos fatores que podem
justificar este fato pode ser o pH, pois atingiu valores muito baixo, proximos a 4.

No experimento em biorreator atingiu-se um acumulo de biopolimero préximo a 30%,
muito inferior ao obtido em estufa incubadora rotatdria. O experimento em biorreator mostrou
que ha consumo de polimero na fase inicial do crescimento, acumulo durante a fase
exponencial e inicio da estacionéria, voltando a ocorrer o consumo no final do experimento.
Esse consumo final pode estar relacionado com a limitacdo no nitrogénio. Quando ocorre
limitagdo, a bactéria utilizada tem tendéncia a esporular, o que pode levar ao consumo do
polimero formado.

Talvez a adicdo de nitrogénio durante o cultivo ou o0 aumento da quantidade inicial de
nitrogénio venha a diminuir o consumo de polimero. A manutencdo do pH em valores mais
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baixos, durante todo o cultivo ou proximo a esporulacdo pode inibir a formacdo de esporos
evitando o consumo de P(3HB).

O modelo proposto por RAJE e SRIVASTAVA (1998) e 0 modelo modificado nesta
dissertacdo se mostraram adequados e conseguiram descrever bem o comportamento das
variaveis. Sendo que o modelo modificado mostrou um desempenho um pouco melhor,
obtendo o menor valor para a funcdo objetivo. Pode-se melhorar ainda mais o modelo
adicionando o efeito do pH na taxa de produgdo de biopolimero e a variacdo da taxa de
consumo de biopolimero em funcdo das fases do cultivo das células.

5.2 Sugestdes para Trabalhos Futuros

Para complementar o trabalho, poderia se estudar a influéncia do pH no acumulo e
formacgéo de esporos bem como a ndo limitacdo de nitrogénio e realizar experimentos em
biorreator com concentracGes de sacarose e nitrogénio diferentes para melhorar a estimacao
de parédmetros. Além disso, é necessario estudar e aprimorar as técnicas de extracdo de
polimero da célula.

Com a realizacdo de experimentos com maior acimulo de P(3HB) pode-se obter
massa suficiente para caracterizar o polimero em rebmetro e analisar a distribuicdo de massas
molares do biopolimero obtido.

Revisar e melhorar a modelagem fenomenol6gica do processo, com consumo de
substratos, formacao de células, producdo de polimero, distribuicdo de massa molar, aléem de
obter um modelo capaz de prever as propriedades do polimero obtido conforme as condi¢Ges
do cultivo também € uma atividade sugerida para fins de aplica¢Ges industriais.

Experimentos visando a obtencéo de copolimeros para melhorar algumas propriedades
do poli(3-hidroxibutirato) também sdo de grande valia.



Apéndice A
Estruturas de Polihidroxialcanoatos

Na Figura A.1 e Figura A.2 pode-se observar a estrutura de 91 tipos diferentes de
mondmeros, hidroxialcanoatos, que foram identificados até 1995.
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Figura A.1: Diversidade de mondmeros de PHAs (STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995).
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Figura A.2: (continuagdo) Diversidade de mondmeros de PHAs (STEINBUCHEL e

VALENTIN, 1995).
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Apéndice B

Dados Experimentais Tabelados

Experimentos em Estufa Incubadora Rotatoria

Nas Tabelas B1 a B7 sdo mostrados os dados experimentais dos cultivos realizados em
estufa incubadora rotatéria e os valores do desvio padrdo de cada andlise, calculados
utilizando-se os valores do ponto central que foram realizados em triplicata.

Tabela B.1: Concentracdo de Biomassa total ao longo do cultivo em estufa incubadora

rotatéria.
Biomassa Total Tempo (h)
(g.L™h 0 4 8 12 16 20 24

1 0,027 0,59 2,93 4,25 5,14 4,93 5,09
2 0,027 0,73 2,53 3,84 4,61 4,89 4,75
" 3 0,027 0,64 2,95 2,93 2,74 2,11 2,14
% 4 0,027 0,59 2,97 3,74 5,43 5,32 5,55
g 5 0,027 0,54 2,65 4,06 4,83 5,18 4,69
§ 6 0,027 0,67 2,89 3,73 4,82 5,10 4,78
. 7 0,027 0,68 3,09 2,73 2,37 2,10 1,84
8 0,027 0,66 2,88 3,96 5,10 5,18 5,01
9 0,027 0,70 2,87 3,80 5,00 5,04 4,99

Desvio Padrao +0,09 +0,18 10,29 +0,36 +0,18 +0,30
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Tabela B.2: Concentracdo de Biopolimero ao longo do cultivo em estufa incubadora

rotatoria.
Biopolimero Tempo (h)
(g.L™h 0 4 8 12 16 20 24
1 0,007 0,09 1,18 1,99 2,59 3,72 3,23
2 0,007 0,99 1,69 2,28 3,62 3,23
. 3 0,007 0,12 1,14 0,91 0,78 0,73 0,59
% 4 0,007 0,12 1,18 1,55 2,83 3,69 3,86
g 5 0,007 0,09 1,11 1,74 2,44 3,83 3,10
:é— 6 0,007 0,12 1,02 1,57 2,38 3,38 3,05
" 7 0,007 0,14 1,12 0,93 0,53 0,56 0,42
8 0,007 0,09 1,10 1,80 2,46 3,61 3,02
9 0,007 0,10 1,16 1,63 2,47 3,35 2,83
Desvio Padrdo +0,01 +0,09 +0,08 +0,21 +0,23 +0,13

Tabela B.3: Concentracdo de Biomassa residual ao longo do cultivo em estufa incubadora

rotatoria.
Biomassa Residual Tempo (h)
(g.L™ 0 4 8 12 16 20 24
1 0,02 0,50 1,74 2,31 2,55 1,37 1,86
2 0,02 1,54 2,15 2,33 1,27 1,53
" 3 0,02 0,52 1,80 2,01 1,96 1,38 1,85
% 4 0,02 0,47 1,79 2,19 2,60 1,63 1,68
g 5 0,02 0,45 1,54 2,32 2,37 1,33 1,59
;‘)- 6 0,02 0,55 1,87 2,16 2,44 1,71 1,74
" 7 0,02 0,54 1,97 1,80 1,84 1,54 1,42
8 0,02 0,56 1,78 2,25 2,60 1,57 1,99
9 0,02 0,60 1,71 2,14 2,52 1,73 2,16
Desvio Padréo +0,09 +0,10 +0,17 +0,15 +0,17 +0,17
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Tabela B.4: Percentual de Biopolimero acumulado nas células ao longo do cultivo em estufa
incubadora rotatdria.

Biopolimero Tempo (h)
(% em massa) 0 4 8 12 16 20 24
1 25 15,6 40,5 46,3 50,4 75,5 63,4
2 25 39,1 44,1 49,4 73,9 67,9
. 3 25 18,9 38,9 31,2 28,4 34,7 28,3
% 4 25 20,3 39,8 41,6 52,1 69,3 69,7
g 5 25 16,7 42,0 42,9 50,7 74,3 66,2
:é— 6 25 18,1 35,3 42,0 49,4 66,4 63,7
" 7 25 20,8 36,3 34,0 22,4 26,7 22,9
8 25 14,2 38,3 43,1 48,6 69,7 60,3
9 25 14,8 40,4 43,6 49,5 66,4 56,7
Desvio Padrdo +21 +0,7 +1,0 +0,6 +28 +0,6

Tabela B.5: Concentracdo de Acucares totais ao longo do cultivo em estufa incubadora

rotatoria.
Acucares Totais Tempo (h)

(g.L™ 0 4 8 12 16 20 24

1 44 46,2 449 37,2 31,9 30,0 28,6

2 44 40,5 41,4 33,6 30,2 28,2 25,6

" 3 16 14,9 13,5 10,6 9,7 58 7,1
% 4 16 16,3 15,2 9,2 54 34 2,1
g 5 30 26,6 26,6 20,2 17,5 12,0 12,4
;‘)- 6 30 29,4 32,5 25,2 21,0 16,8 17,3
. 7 10 9,0 6,3 54 4.8 3,7 3,8
8 50 39,7 44,3 42,6 41,8 33,7 32,5

9 30 30,2 27,2 23,7 20,4 20,6 18,2
Desvio Padrao +0,7 +1,2 +0,5 +1,0 +0,3 +3,7
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Tabela B.6: Concentracdo de Nitrogénio ao longo do cultivo em estufa incubadora rotatoria.

Nitrogénio Tempo (h)

(g.Lh 0 4 8 12 16 20 24
1 0,42 0,45 0,26 0,25 0,21 0,24 0,26
2 1,17 1,23 1,03 1,12 1,00 0,90 0,91
" 3 0,15 0,14 0,01 0,02 0,03 0,05 0,00
% 4 0,42 0,44 0,27 0,27 0,21 0,24 0,19
£ 5 1,27 1,24 1,32 1,19 1,15 0,97 0,96
§ 6 0,25 0,26 0,13 0,10 0,08 0,07 0,08
- 7 0,14 0,12 0,00 0,02 0,03 0,00 0,00
8 0,70 0,70 0,58 0,54 0,53 0,57 0,56
9 0,42 0,43 0,36 0,27 0,23 0,24 0,23

Desvio Padrédo +0,02 +0,02 +0,02 +0,02 +0,01 +0,02

Tabela B.7: Variacdo de pH ao longo do cultivo em estufa incubadora rotatoria.

Tempo (h)
pH
0 4 8 12 16 20 24
1 7 6,7 5,0 4,6 45 38 3,7
2 7 6,6 5,0 4,6 4,6 4,0 3,7
" 3 7 6,8 5,1 59 59 54 5,0
% 4 7 6,7 5,0 4,9 4,6 4,7 43
g 5 7 6,6 4,9 4,6 45 4,0 38
g 6 7 6.7 5,0 48 46 43 3,9
“ 7 7 6,8 5,2 5,9 6,0 53 5,2
8 7 6,7 5,0 4,7 45 4,1 3,7
9 7 6,7 50 4.8 4,6 4,2 3,9
Desvio Padrdo +0,01 +0,02 +0,04 +0,05 +0,17 +0,07
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Experimentos em Biorreator

A Tabela B.8 mostra os dados do cultivo em biorreator e a Tabela B.9 apresenta 0s
dados adquiridos pelo MATLAB durante o cultivo.

Tabela B.8: Dados experimentais do cultivo em Biorreator.

Tempo Biomassa Biomassa PHB PHB Nitrogénio Glicose Frutose Sacarose
(h) Total (L") Residual (L") (L") (%) (L") (L) (L) (gL
0 0,02 0,02 0,01 293 0425 9,0 8,6 17,5
1 0,04 - - - 0,418 8,9 8,6 17,5
2 0,09 - - - 0,407 8,9 8,4 17,2
3 0,19 - - - 0,407 9,0 8,5 17,5
4 0,35 0,25 0,10 285 0,390 9,2 8,6 17,8
5 0,80 0,67 013 226 0,338 9,1 8,5 17,6
6 1,72 1,40 0,31 18,2 0,283 7,2 7,5 14,7
7 3,22 2,46 0,75 235 0,149 54 6,5 11,9
8 5,16 3,82 1,34 259 0,016 3,9 5,8 9,6
9 5,82 4,24 1,57 27,0 0 2,8 51 7,9
10 6,09 4,32 1,77 29,1 0 2,3 4,7 7,0
11 6,36 4,55 1,81 285 0 1,9 4.4 6,3
12 6,19 4,43 1,76 28,4 0 1,7 4,2 59
13 6,21 4,38 1,83 29,4 0 1,5 39 54
14 6,22 4,60 1,77 27,9 0 1,3 3,8 51
15 5,95 4,33 1,62 27,2 0 1,2 3,7 4,9
16 5,87 4,29 1,58 27,0 0 1,0 3,6 4,6
17 5,64 4,19 1,45 257 0 0,8 3,4 4.2
18 5,72 4,25 1,47 2577 0 0,6 33 39
19 5,42 4,06 1,36 25,1 0 0,4 31 35
20 5,38 4,06 1,32 245 0 0,3 2,9 3,2
21 5,28 3,98 1,30 24,6 0 0,2 2,8 3,0
22 5,17 3,95 1,22 23,6 0 0,1 2,6 2,8
23 5,29 4,02 1,27 24,0 0 0,1 2,4 2,6
24 5,23 4,02 1,21 232 0 0,1 2,3 2,4
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Tabela B.9: Dados experimentais do cultivo em biorreator adquiridos pelo MATLAB.

Tempo (h)  Temperatura (°C)  Agitacdo (rpm) pH pO, (%)  H3PO,(mL)  NaOH (mL)

0,0 29,9 203,8 6,99 99,86 0 0,00

0,5 30,0 204,6 6,99 95,22 0 0,15

1,0 30,0 204,6 6,99 93,62 0 0,80

15 30,0 203,6 6,99 90,41 0 1,30

2,0 30,0 204,2 6,99 85,36 0 2,00

25 30,0 204,1 6,99 77,99 0 3,00

3,0 30,0 204,6 6,99 66,20 0 4,15

3,5 30,0 204,5 6,99 47,32 0 7,40

3,7 30,0 221,0 6,98 38,89 0 8,50

4,0 30,0 259,6 6,99 46,22 0 9,70

4,5 30,0 328,2 6,99 43,57 0 12,85
5,0 30,0 384,7 6,99 4391 0 17,35
55 30,0 439,9 6,98 44,04 0 23,75
6,0 30,0 477,0 6,97 44,15 0 30,55
6,5 30,0 515,4 6,96 44,14 0 40,80
7,0 30,0 525,8 6,97 45,31 0 53,45
71 30,0 526,1 6,98 44,94 0 55,10
72 30,0 526,4 6,97 44,89 0 56,30
73 30,0 532,1 6,98 44,38 0 58,75
7,4 30,0 539,9 6,97 44,01 0 60,45
75 30,0 550,0 6,97 44,10 0 62,65
7,6 30,0 553,8 6,98 44,58 0 65,20
7,7 30,0 554,6 6,97 45,01 0 66,15
7.8 30,0 550,7 6,98 45,45 0 68,30
7.9 30,0 538,9 6,97 46,11 0 69,80
8,0 29,9 527,2 6,99 46,18 0 71,95
8,1 29,9 515,8 6,97 46,14 0 73,05
82 30,0 512,3 6,97 45,10 0 74,50
8,3 29,9 427,2 7,00 62,08 0 75,20
8,4 29,8 323,2 6,98 50,00 0 75,30
8,5 29,9 358,6 6,98 40,66 0 76,45
8,6 30,0 403,4 6,98 40,87 0 77,20
8,7 30,1 433,4 6,98 41,57 0 78,65
8.8 30,1 442,0 6,99 44,26 0 79,25
8,9 30,0 4417 6,99 45,61 0 79,60
9,0 30,0 448,2 6,98 44,38 0 79,85
9,1 30,0 450,4 6,99 44,35 0 79,95
9,2 30,0 451,8 6,99 44,80 0 80,10
9,3 30,0 451,9 6,99 45,07 0 80,15
9,4 30,0 4523 7,00 45,11 0 80,15
9,5 30,0 448,9 7,00 45,19 0 80,15
10,0 30,0 4472 7,02 44,94 0 80,15
10,5 30,0 443,5 7,01 45,14 0 80,15
11,0 30,0 4435 7,01 45,01 0 80,15
115 30,0 437,3 7,01 45,11 0 80,15
12,0 30,0 431,6 7,01 45,03 0 80,15
12,5 30,0 424,1 7,00 44,88 0 80,15
13,0 30,0 415,0 6,99 45,27 0 80,65
13,5 30,0 406,7 6,99 45,22 0 81,35
14,0 30,0 396,7 6,99 45,22 0 82,20
14,5 30,0 383,4 6,99 45,25 0 82,95
15,0 30,0 373,0 6,98 45,34 0 83,95
15,5 30,0 373,4 6,99 44,98 0 85,00
16,0 30,0 368,6 6,99 45,16 0 86,15
16,5 30,0 362,9 6,99 45,15 0 87,80
17,0 30,0 356,4 6,99 45,12 0 89,75
17,5 30,0 353,2 6,98 45,19 0 92,00
18,0 30,0 344,9 6,98 45,14 0 94,45
18,5 30,0 332,2 6,98 45,28 0 96,90
19,0 30,0 326,8 6,99 45,36 0 99,30
19,5 30,0 295,7 6,99 45,46 0 101,30
20,0 30,0 284,0 6,98 45,11 0 103,50
20,5 30,0 280,4 6,99 44,98 0 105,65
21,0 30,0 270,4 6,99 45,31 0 107,50
21,5 30,0 261,6 6,98 45,32 0 108,90
22,0 30,0 246,4 6,98 45,37 0 110,40
22,5 30,0 249,0 6,99 45,15 0 111,85
23,0 30,0 240,5 6,98 45,20 0 113,00
23,5 30,0 230,9 6,99 45,24 0 114,15
24,0 30,0 234,4 6,99 42,22 0 115,25
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A Tabela B.10 mostra os dados do cultivo em biorreator da duplicata, com as mesmas
condicdes iniciais da anterior, e a Tabela B.11 apresenta os dados adquiridos pelo MATLAB
durante o cultivo da duplicata.

Tabela B.10: Dados experimentais do cultivo em Biorreator (Duplicata).

Tempo Biomassa Biomassa PHB PHB Nitrogénio Glicose Frutose Sacarose
(h) Total(gL") Residual (gL™) (L") (%) (9L) (gL (L) (gL
0 0,02 0,05 0,00 191 0,426 9,0 8,7 17,7
1 0,04 - - - 0,436 9,0 8,7 17,6
2 0,07 - - - 0,424 8,2 7,9 16,1
3 0,16 - - - 0,418 8,9 8,2 17,1
4 0,29 - - - 0,413 8,8 8,1 16,9
5 0,59 0,41 0,19 12,7 0,386 8,5 7,7 16,2
6 1,32 0,90 0,41 156 0,333 7,1 6,6 13,8
7 2,64 1,86 0,78 19,7 0,204 6,7 7,1 13,8
8 4,67 3,69 098 221 0,059 53 53 10,5
9 5,84 4,45 1,39 237 0 2,9 4,9 7,8
10 6,26 4,69 1,57 25,1 0 2,5 4,7 7,2
11 6,44 5,14 1,30 25,3 0 2,2 4,5 6,8
12 6,58 4,85 1,73 26,4 0 1,7 4,1 58
13 6,42 4,67 1,75 273 0 15 3,8 53
14 6,33 4,64 1,70 26,8 0 1,2 34 4,6
15 6,33 4,69 1,65 26,0 0 0,9 3,1 4,0
16 6,15 4,55 1,60 26,0 0 0,8 31 39
17 6,06 4,54 1,52 25,0 0 0,6 2,9 35
18 5,88 4,75 1,17 247 0 0,5 2,8 3,2
19 5,72 4,26 1,46 255 0 0,3 2,5 2,8
20 5,62 4,46 1,16 25,7 0 0,2 2,3 2,5
21 5,60 4,88 1,45 256 0 0,1 2,1 2,2
22 5,47 4,07 1,40 25,6 0 01 1,8 19
23 5,45 4,78 1,32 243 0 0,1 2,0 2,1
24 5,39 4,08 1,30 242 0 0,1 1,7 1,9
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Tabela B.11: Dados do cultivo em biorreator adquiridos pelo MATLAB (Duplicata).

Tempo (h)  Temperatura (°C)  Agitacdo (rpm) pH pO, (%)  H;PO,(mL)  NaOH (mL)

0,0 29,9 204,2 7,00 99,70 0 0,00
0,5 30,0 203,9 6,99 94,56 0 0,00
1,0 30,0 204,5 6,99 92,26 0 0,25
15 30,0 204,1 6,99 88,70 0 0,80
2,0 30,0 204,0 6,99 85,67 0 1,30
25 30,0 204,0 6,99 79,81 0 2,05
3,0 30,0 204,1 6,99 72,58 0 2,95
3,5 30,0 203,6 6,99 58,50 0 4,05
3.8 30,0 204,1 6,98 50,92 0 4,75
4,0 30,0 203,6 6,99 44,62 0 5,55
4,5 30,0 289,4 6,99 40,51 0 7,85
5,0 30,0 350,0 6,98 41,46 0 10,65
55 30,0 404,9 6,98 42,86 0 14,55
6,0 30,0 450,7 6,97 42,00 0 19,35
6,5 30,0 4948 6,98 42,11 0 26,60
7,0 30,0 538,7 6,97 42,05 0 35,65
71 30,0 541,8 6,96 42,30 0 36,20
72 30,0 546,0 6,97 42,60 0 38,40
73 30,0 550,2 6,98 42,83 0 40,55
7,4 30,0 549,0 6,96 42,81 0 42,00
75 30,0 551,5 6,97 42,75 0 43,80
7,6 30,0 549,5 6,97 43,08 0 46,25
7,7 30,0 547,9 6,98 43,32 0 48,05
7.8 30,0 546,8 6,98 43,04 0 49,55
7.9 30,0 546,2 6,97 43,16 0 50,65
8,0 30,0 545,8 6,97 43,18 0 52,15
8,1 30,0 547,2 6,99 42,94 0 53,85
82 30,0 546,4 6,97 42,79 0 54,85
8,3 30,0 542,0 6,97 43,49 0 56,10
8,4 30,0 535,1 6,98 43,95 0 57,55
8,5 29,8 370,2 6,99 60,02 0 57,80
8,6 29,7 362,9 6,98 42,16 0 58,05
8,7 29,9 403,1 6,98 38,60 0 58,90
8.9 30,0 438,2 6,99 39,27 0 60,05
9,0 30,1 461,4 6,98 40,64 0 60,70
9,1 30,1 474,6 6,99 41,96 0 61,35
9,2 30,0 467,8 6,99 44,03 0 61,60
9,3 30,0 467,3 6,99 42,88 0 61,65
9,4 30,0 466,0 6,99 43,27 0 61,65
9,5 30,0 466,0 6,99 43,11 0 61,65
9,5 30,0 465,4 7,00 43,07 0 61,65
10,0 30,0 457,2 7,01 43,10 0 61,65
10,5 30,0 457,2 7,02 43,03 0 61,65
11,0 30,0 452,0 7,01 43,21 0 61,65
115 30,0 446,4 7,01 43,18 0 61,65
12,0 30,0 4418 7,01 43,21 0 61,65
12,5 30,0 432,4 7,00 43,12 0 61,65
13,0 30,0 422,5 6,99 43,31 0 62,20
13,5 30,0 418,8 6,99 42,91 0 63,00
14,0 30,0 408,2 6,98 43,40 0 63,90
14,5 30,0 402,7 6,99 42,99 0 64,90
151 30,0 392,9 6,99 43,11 0 65,95
15,5 30,0 388,8 6,99 43,06 0 66,90
16,0 30,0 383,2 6,99 43,30 0 67,85
16,5 30,0 381,6 6,99 43,18 0 69,15
17,0 30,0 377,2 6,99 43,16 0 70,55
17,5 30,0 376,7 6,99 43,09 0 71,95
18,0 30,0 369,1 6,99 43,24 0 73,65
18,5 30,0 364,1 6,99 43,27 0 75,30
19,0 30,0 354,5 6,99 43,17 0 76,90
19,5 30,0 348,5 6,99 43,20 0 78,20
20,0 30,0 335,0 6,98 43,33 0 79,50
20,5 30,0 307,0 6,99 43,21 0 80,75
21,0 30,0 292,0 6,98 43,21 0 81,95
21,5 30,0 287,9 6,98 43,09 0 82,90
22,0 30,0 271,2 6,99 43,21 0 84,00
22,5 30,0 273,0 6,99 42,84 0 84,95
23,0 30,0 260,5 6,99 43,43 0 85,90
23,5 30,0 260,2 6,99 43,12 0 86,70
24,0 30,0 252,2 6,99 43,34 0 87,45
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Na Tabela B.12, séo apresentados os dados dos experimentos realizados para obtencéo
dos valores do coeficiente de transferéncia de massa (k.a).

Tabela B.12: Dados experimentais de obtencao do ki a.

Agitacdo Aeracéao Aeracéo kLa kLa KL @médio K1 amedio
rpm L min* vwm st st st h*
300 2,8 0,7 0,013 0,014 0,014 48,8
300 7,2 1,8 0,016 0,016 0,016 57,6
700 2,8 0,7 0,024 0,023 0,024 84,6
700 7,2 1,8 0,028 0,028 0,028 101,9
500 2 0,5 0,021 0,024 0,022 80,8
500 8 2 0,030 0,030 0,030 106,4
200 5 1,25 0,009 0,009 0,009 31,1
800 5 1,25 0,024 0,025 0,024 87,5
500 5 1,25 0,021 0,022 0,022 77,8
500 5 1,25 0,024 0,022 0,023 83,7
500 5 1,25 0,024 0,024 0,024 86,0
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