ANDREIA LANGE DE PINHO NEVES

USO DE ENZIMAS NA EXTRACAO DE POLIHIDROXIALCANOATOS SINTETIZADOS POR

Cupriavidus necator

FLORIANOPOLIS - SC

2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA E DE ALIMENTOS

USO DE ENZIMAS NA EXTRACAO DE POLIHIDROXIALCANOATOS SINTETIZADOS POR

Cupriavidus necator

Dissertacdo submetida ao Curso de Pos-
Graduagdo em Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina como
requisito parcial a obtencdo do Grau de Mestre

em Engenharia de Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. José Miguel Mller

ANDREIA LANGE DE PINHO NEVES

Engenheira de Alimentos

Florianépolis, 6 de marco de 2009.



Dedico este trabalho a minha mae e ao meu marido pelo amor

incondicional, incentivo e credibilidade.



AGRADECIMENTOS
Ao Prof. Dr. José Miguel Miiller, por todo empenho, sabedoria e compreensdo. Gostaria de ratificar
a sua competéncia e participacdo com discussdes, correcdes e sugestoes que fizeram com que

concluissemos este trabalho.

A todos os professores e funcionarios que, direta ou indiretamente, contribuiram para a execugio

dessa Dissertacdo de Mestrado.

Aos amigos do Laboratorio de Engenharia Bioquimica pela amizade, incentivo e auxilio durante

todo o trabalho.

Aos colegas do Mestrado pela excelente relagdo pessoal que criamos e nunca ird se perder.

A minha familia, que mesmo distante, sempre me apoiou ¢ me deu for¢as com suas oragdes e

muito amor.

Ao meu amor Alarico, pelo infinito carinho, por estar sempre me apoiando nas horas dificeis e

comemorando minhas vitorias.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt se e et s st e s et e nte e s e eseeseentesbeeseeneenteaneeneeneentesreanes i
LISTA DE TABELAS ... oottt sttt e st e te et et e s beete e st e et e e beebe e st e ateeteenseeesteaneens ii
NOMENCLATURA L.ttt et et st e e ae et et e s beebeesb et e s beebaess et e sbeeasensestesreennas iii
RESUMO ..ottt sttt sttt e s et s et e b e a8 et e s b e e b e es e et e e EeeReen e e te e R e e reeeenReeneeneeeenrenneas iv
Y 2 I Y 1 O ST v
S LN 2 T0] 6 107X @ J OO 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA . ......coooivimtiireririesisesisssss sttt 3
2.1 PIASTICOS 1M GETAL....c..iiiieiieiieiieie ettt ettt ettt et et e bt et e e b e enseenseenseenseenseenseenseenseenseenseenseensennses 3
2.2 Polihidroxialcanoatos (PHAS)......c.iiiiiiiiiiiieeieetesiie sttt ettt ettt eteeveeveeseebaesseenseensaensaensennses 5
2.2.1 Poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) ......ceeeciiiiiiieiii ettt et et sae e e see e 6
2.2.2 Caracteristicas e propriedades do P(BHB) ......ccooiiiiiiiiiieciecieeeteeeeee et 7

2.3 Organismos produtores de polihidroXialcanoatos ...........ccueeeereerierienieniesienieseeseeseeseeseesseesaeeeens 8
2.3.1 CUPFIAVIAUS NECALOT .......ovivieeieeiete ettt ettt ettt ettt ettt et e te e et e teeteeseeseeaeeaeeasenseneas 8
2.3.2 AICAHGENES TALUS .......eeeeeieeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt et et eete e e e e eaeeteeneeneeeee s 9

2.3.3 AzOtODACTEr VINEIANGTT ....cueeeieeiieieeeeieeee ettt 9
2.3.4 OrganismoS MEtILOtIOTICOS. . .uuiiiiiieiieeiie ettt eteeee et e st esbeeereeestreetseessseesssaeessneenenas 9
2.3.5 Bactéria do g€nero PSEUAOMONES ..........ccveieuiiiirieieiiitiieieeeete sttt ese et ssesseseesessesseseeseebessesseseenes 10
2.3.6 Bactérias do género BUIKNOIOEITA ............coeviiiiiieiciiieccee et 10
2.3.7 ESCREIICNIA CONT ..ttt s ene s 10
2.3.8 Produtores tranSZEINICOS .....verueeruiereierieeiieeiesitesitesetesteesttesttesetesatesteesseesseesseesseesseesseesseesaesneenseenses 11
23,81 TISELOS ..ttt ettt ettt et e st e bt e e bt e e bt e e e ate e eabee e bt e e bt e e e bt e ebeeebeeenae 11

2.3.8.2 PLANTAS ..uveetieieeeieeieeste ettt et et e bt et e e te e teebe e te e teete e s e e teenseenbe e teese e teenteenteenteenseenseensaans 11

2.4 Descrigdo geral de CUPFIaVIdUS NECALON ...........ooviivieuieeieieeieeteee ettt ettt ettt ettt e eaeennens 11
2.5 Biossintese de P(3HB) por CUpriavidus NECALON ............ccccuiriieuiecieriiiiieieieieeie et eee e sre e esnens 13
2.6 BIOACEIAAAGAO ... .cvieiieitieiieiieieett ettt ettt et eteeteeteeebeesbeesbeesbeesseesseessessseesbesssesssessseenseesseesaenssaans 14
BN ) e Tt 1< PR 16
2.8 Fatores que afetam 0 CuSto de PrOAUGAOD. .......ccvieviriiriieieeie ettt e e aeas 16
2.8.1 SUDSLratos de DAIXO CUSLO....cuiervieirieiieitieitierteeieesteeteeteebeebeeseeseesseesseeseesseesseeseenseessesseesssenses 17
2.8.2 Técnicas de extracao e recuperagao de PHA’S ......c.cocviviiiieiiiiieieeceeeeeeee et 18
2.8.2.1 Uso de enzimas na extragdo de poli(3-hidroXibutirato)...........cceeevereverienienienienienieneeeeen 20

2.9 Separag@o industrial dO POIIMETO ........ecuiiriiiiiieiieieeieeit ettt ettt et seeeseaeseaeseaesnaeenae e 21
3MATERIAL E METODOS. ...ttt sttt sttt seneesneenans 24
3.1 MICTOTZAMISITIO «..cutieutietieieeteete et et et esteesteente e teenteenteenseenteenseenseenseenseenseenseenseenseenseensesnsesnsesnsesnsenns 24
3.2 ObeNGAO d@ CEIUIAS......viitiiieiiii ettt ettt et e et e e e et e eteeetaeeetreeeeaeeenteeereeeenns 24
3.2.1 Testes iniciais para a produgdo de biomassa de Cupriavidus Necator .............cccoceeevevevveereennne. 25
3.2.2 Influéncia de diferentes concentragdes de uréia, KH,PO,4 e Na,HPO, na producdo de biomassa

de Cupriavidus NECALOr € P(BHB)......c.cccioiiiiiiieieiesieeeceete ettt beeaeeae e 26

3.3 TECNICAS ANAITTICAS. ..c.veeiviesiietieiieetiesteesie et esteete e te e teebeesseesseesseesseesseasseesseessessseessessseessenssesssesssensseans 27
3.3, 1 AMOSITAZEIML. .. ueeeuiiieiieesiieeeteeeteeetteetreessreessseeseseesssaessseeassseessseessseessseesssesssseeensseesssseensseessseensses 27
3.3.2 Determinagdo da concentragao de DIOMASSA.......ccueeevieerieeiiieeiieeeieeereeereeereeetreesereeseneesereeenns 28
3.3.2.1 Medida por eSpectrofOtOMELIIA ........ecvereierrieiiieriiesieesteecie et eieeteeteeteebeeveereeebeesbeesaesnneens 28

3.3.2.2 Medida POT SraVIMELTIa . .....ccveervieerieeiieeiieesireesreesreesreessaeessaeessseessseesssessssessssseesssesssaeanes 28

3.3.3 Concentragao d@ ACTICATES .......cccvuierureeiiieeirieeieeesteeestreestreesseessseessseessseessseesssesassessssesesseesssesnsses 28
3.3.4 Quantificag@o de P(BHB) ....cuioiiiiiieeieceeeeteee ettt e 28

3.3.4.1 Cromato@rafia GASOSA.......cccuvierrieirieeiieeiiierteesreeeteeestreessreessseeessaeasseessseessseesssessssessseeanes 29



3.3.5 Determinagao da porcentagem de recuperagdo e pureza de P(3HB) .......cccoocvvevviivieenieenieeee, 29

3.4 Metodologia de EXITAGAO ....eevvieieieiieiieiteteete et et et et et et e esbeeateeatesatesstesatesstesaeeseeesseesssesnsesnnesnnenns 30
3.4.1 Preparo das células para RIdrOliSe........c.evvieiieiieiiieiieieeie ettt e s 30

3.4.2 Procedimento de eXtragao de POIIMETO.......ccuveiuieriieriieiieieeiteie ettt et ereebe e esreebeeveenbeenseeeis 30

TR 5 112 110 - 1SS 31
3.4.3.1 ALCAIASE"™ 2.4L.....oovveoeeoeoseeiseeeise e 31

3.4.3.2 CelUMAX™ BC ....ooooieveeocoeoceeeeeese oo oo 32

3.4.3.3 COTOIASE” T08Y........ooovvoerereeesssressses s sssss s 32

3.4.3.4 COTOIASE” L0 ....oooovoeeoieeoeicseesses e esse sttt 32

3.4.3.5 COTOIASE™ PP ..ot e et eee e e e eee e seese e e et e e seese e e s eeeeeeeens 32

3.4.3.6 PIOLEMAX"™ FCoovrrvovooieeooieecose oot ssss s 33

3.4.3.7 RONAIASE"™ BATICY ...t 33

3.4.3.8 RONAIASE” BX ....ovooovvoervveseiiesnesssssssss oo sssssssse s 33

3.4.3.9 RONAMENE” CL .....oooooooooooeosieeeos s 34

3.5 ANALISE ESTALISTICA .. eeuvietietieiietietietee ittt ettt et et e bt e bt et esbe e te e teente e teenteenteenteenteenseenseenaeenneenneens 34
3.6 Influéncia do tipo de solvente e tempo de hidrélise sobre a extragdo de P(3HB) .......ccceevvveiveinennnne 34
3.7 Extragdo de P(3HB) com diferentes tipos de NZIMAS ........ccceevveerreerrieriienieeniienieesieesieesreesieesseeseeseens 35
3.6 Otimizacdo das condic¢des para atividade da enzima CeluMaX® BC oo 36
3.7 Avaliacdo do niimero de extragdes de P(3HB) com diclorometano...........cccceecveeeiiecieecieesieecieeieeienne 38

4 RESULTADOS E DISCUSSAD.......oouiiiieiiiieiieeiseiss e 39
4.1 Testes iniciais para a producdo de biomassa de Cupriavidus NECALOr ............ccvecvrerreiereerieriereennnen 39
4.2 Influéncia de diferentes concentragdes de uréia, KH,PO4 e Na,HPO,4 na producdo de biomassa de
Cupriavidus NECALOr € P(BHB) ........ooiiiieeieiiiicte ettt ettt ettt ettt b e et s e ereeaeens 41
4.3 Avaliagao de diferentes condi¢des de tratamento tEIMICO .........eeeeeveeeeeirieeeiiieeeecreeeeeteee e e e 44
4.4 Influéncia do tipo de solvente e tempo de hidrolise sobre a extragdo de P(3HB) ........cccevvevvenennen. 45
4.5 Extragdo de P(3HB) apds hidrélise enzimatica com diferentes tipos de enzimas............ccceevvveueennen. 47
4.6 Otimizagdo das condigdes para atividade da enzima CeluMaX® BC oo 50
4.7 Analise de CUSLOS COM CNZIMAS .....veeiuvieiirieeireesireesreeireeereeeseeestreessseessseessseeassesassssessseesssesssesssseensses 55
4.8 Avaliagdo do nimero de extracdes de P(3HB) com diclorometano............ecvevuveriveniienieenieenieenieennenn 57

5 CONCLUSOES E SUGESTOES .....ouuuiiiiiiriteiseieessiessesses st st sssss s esssnens 59
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oioieeeieeeeeeeee ettt ee et en sttt 60

ANEXOS ...t 68



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Variagdo da produgdo fisica da industria de transformagdo de produtos plasticos selecionados

(taxa acumulada nos tltimos trimestres — IV/2006 a I/2008) .........c.cccverierierienierieseeseeseeseese e 3
Figura 2 - Classificagao de polimeros biodegradaveis.........cccvervierciieriieniiieeiie e erieesieesreeereeesaeeeressaeenns 4
Figura 3 - FOrmula geral doS PHA S .......ooiiiiiiieeieeieceseetet ettt ettt st seteseaessaesnaesnaesnne e 6
Figura 4 - Parede celular de microrganismos Gram-negativos ........c..cccveerereeerieeesreerreenreenreessseeessseessseensnes 12
Figura 5 - Granulos de P(3HB) no interior das células de Cupriavidus Necator . .........cccccocveceecvevierrieeennnns 12

Figura 6 - Rotas metabolicas envolvidas na sintese de P(3HB) sob condigdo de crescimento balanceado e

de eXCESSO A@ CATDOMO. ...c..eouiiniiiiiiciieteetee ettt ettt ettt sttt e sbe bt saeae bt saeeanens 14
Figura 7- Biociclo de producdo e degradagdo de PHA’S .....ccoveviiiiiiiniierieceeeeeee e 15
Figura 8 - Fluxograma simplificado para extra¢do de P(3HB) em escala industrial.........c..cccccceveneneenenne. 22
Figura 9 - Decantador para extracdo liquido-liquido com alto teor de conteudo de sélidos......................... 22
Figura 10 - Fluxograma da extragdo de POLIMETO ........cocueeruieriieiieiieie ettt 31

Figura 11 - Graficos da analise do efeito das concentra¢des de glicose, uréia e oligoelementos sobre a
producdo de biomassa de C. NECALON .........c.cccuiiiiiiieiecie ettt ettt ete st e st estaeseeesreeseeesreesreesaeesseesseens 40
Figura 12 - Graficos da andlise do efeito das concentragdes de uréia, KH,PO4 e Na,HPO, sobre o
crescimento celular de C. NECALON ........c.coiririetiirirteteereret ettt ettt sttt st e e eae 43
Figura 13 - Graficos da andlise do efeito das concentragdes de uréia, KH,PO, e Na,HPO, sobre o acimulo
de P(BHB) POI C. NMECALO .......eiiiieiietieieeie ettt ettt ettt ebeebe e be e be e see bt esseesseasseeseesseeseesseesseeseenseennes 44
Figura 14 - Andlise dos efeitos dos parametros pH, temperatura (T), concentra¢do de enzima ([E]) e tempo
(t) sobre a extracao de P(BHB-CO-3HV) ......ocoiiiiiieiiie ettt ettt e e s raesseeessaeennreesssaesnsaens 52
Figura 15 - Analise do efeito dos pardmetros pH, concentra¢do de enzima ([E]) e tratamento térmico (T T)

sobre a extragdo de P(BHB-CO-3HV) .....cooiiiiiiieieeteteet ettt ettt ettt ebe e be e baesbeenseensees 54



ii

LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Comparagao entre as caracteristicas do P(3HB) e do polipropileno (PP)..........ccccecvvvevvieevieninens 7
Tabela 2 - Composicao do MEI0 de CUITUIA. .....cc.eeiuieriieriieiieiieiteie ettt ettt ettt e e beebeenteesaeesseenns 25
Tabela 3 - Composicao da solugdo concentrada de oligoelementos. ...........cccvvevvieriieerieerieerieeeee e 25
Tabela 4 - Matriz do planejamento fatorial 2° de avaliagio do crescimento de Cupriavidus necator .......... 26
Tabela 5 - Niveis dos componentes utilizados no planejamento fatorial............cccceccveeeieiiiienciiencieeiie e 26
Tabela 6 - Composicao do MEI0 de CUITUIA. .....cc.ueiierierieeieriieeiteet ettt ettt et seee e e reesseesseesaeeseeenns 26
Tabela 7 - Matriz do planejamento fatorial 2° para Uréia € SAiS. ...........oo.eveeereeeeeeeeseeeeseeeseeeeeeeseeeeeeeeeae 27
Tabela 8 - Niveis dos compostos variados no planejamento fatorial...........cccoeeerviiriiiniiniinieneee e, 27
Tabela 9 - CompoSiGAO A0 AICOOL CILIUS. ..e.vvirviereieriieitieitiesiesteeteestestteseeseeesaeesreessaesssessaesseessaesssesseesseesseenses 35
Tabela 10 - Solucdo tampao e pH para cada NZIMA .........c.eecueeieeiiieiiieieeieeieeie et 36

Tabela 11 - Matriz do planejamento fatorial 2*"' sobre o efeito dos parAmetros pH, temperatura (T),
concentracdo de enzima ([E]) e tempo (t) na acdo da enzima Celumax® BC. ....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesens 37
Tabela 12 - Niveis dos parametros utilizados no primeiro planejamento fatorial..............cccceevveevieeiennnnnne. 37
Tabela 13 - Matriz do planejamento fatorial 2% dos parametros: pH, concentragdo de enzima ([E]) e
tratamento térmico (T T) para CeIUMAX™ B ..........ouvueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseee e seesseeeee e eeeee e 37
Tabela 14 - Niveis dos parametros utilizados no segundo planejamento.............ccceeeveerveercieercieencieeecieeennnnn 38
Tabela 15 - Biomassa para o planejamento fatorial de otimizagdo das condi¢des de cultivo de C. necator. 39
Tabela 16 - Concentragdes de biomassa e P(3HB) obtidas com o planejamento fatorial de otimizagdo das
condigOes de CUltiVo de C. NEBCALOK .........coviieiie ettt ettt ete e et e e ette e e v e e eeteeeataeeaneeerseesereeas 42
Tabela 17 - Porcentagem média de P(3HB-c0-3HV) recuperado nas diferentes temperaturas .................... 45
Tabela 18 - Porcentagem média de P(3HB) obtida apos a extragdo com diferentes solventes e tempos de
hidrolise com a enzima ALCAIASE™ 2.4L.............ovuoveeeeeeeeeee oo eeeee oo 46
Tabela 19 - Porcentagem média de P(3HB) recuperado e analise estatistica obtida apods a extragdo com
diferentes tiPOS dE ENZIMAS. ........ecviiieiieiiieitieiierterttesteesteesteesseesseesseesseeseesseesseesseesseenseesseesseesssesseesseenseeses 48

Tabela 20 - Porcentagem média de P(3HB) e andlise estatistica das extragdes realizadas com as enzimas

Celumax® BC, Corolase® L10, Rohamen'™ CL € ALCalase™ 2.4L. ..o oo, 49
Tabela 21 - Dados do planejamento fatorial para otimizagdo das condigdes de operagdo da enzima
Celumax” BC e porcentagem média de P(3HB-C0-3HV) 1eCUPerado.............oo.eveeereeeeereeereeeeseeeseeerennae 51
Tabela 22 - Dados do segundo planejamento fatorial para otimizagdo das condi¢des de operagdo da enzima
Celumax” BC e porcentagem média de P(3HB-C0-3HV) 1eCUperado.............oo.oveevreeeeereeeeeeseseeeseeeeennan 53
Tabela 23 - Preco e recuperag@o de P(3HB) das enzimas.........c.cccvveeiieeiieeiiieniiecieecrie s seee e 55
Tabela 24 - Porcentagens de extracdo com diferentes concentragdes de enzimas.........cccecveeeveeveeveeeeennenne 56

Tabela 25 - Retorno financeiro obtido com o P(3HB) extraido com 1 Kg de enzima nos diferentes ensaios.

Tabela 26 - ExtragOes obtidas com diclorometano. ............cc.eoeviieiueeeiuieeeiie et 58



Abs
ART
ATP
CoASH
DMS
EDTA
NADH
NADPH
Pa

PCL
PHA’s
PHB
P(3HB)
P(3HB-c0-3HV)
PLA

PP

R

rpm
SDS

TT

il

NOMENCLATURA

Absorbancia

Acucares redutores totais

Adenosina trifosfato

Coenzima A

Diferenca minima significativa
Etilenodiamino tetra-acético

Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
Nicotinamida adenina dinucleotideo

Pascal

Poli(e-prolactona)

Polihidroxialcanoatos
Poli(B-hidroxibutirato)
Poli(3-hidroxibutirato)
Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
Acido polilatico

Polipropileno

Coeficiente de correlagdo

Rotagdes por minuto

Dodecil sulfato de sodio

Tratamento térmico



v

RESUMO

O impacto ambiental causado pelo acimulo de plasticos sintéticos, tem promovido interesse no
desenvolvimento do poli(3-hidroxibutirato), P(3HB), que ¢ um biopolimero da familia dos
polihidroxialcanoatos (PHA’s), sintetizado e acumulado como reserva de carbono e energia, por uma
variedade de microrganismos. Este polimero é altamente biodegradavel quando exposto a ambientes
biologicamente ativos, 0 que o torna muito atraente como substituto de plasticos derivados do petrdleo.
Entretanto, sua aplicagdo ainda ¢ limitada devido ao custo de produgdo elevado. Portanto, faz-se necessario
o desenvolvimento de novos processos de produgdo e extragdo do polimero a um custo mais baixo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagdo de enzimas no processo de recuperagdo de P(3HB) ¢ P(3HB-
c0-3HV) sintetizados por Cupriavidus necator. A fim de se obter melhores condi¢des de cultivo para
producdo de P(3HB) por C. necator, foram realizados ensaios com diferentes concentragdes de glicose,
uréia, solucdo de oligoelementos, KH,PO, e Na,HPO,4. As células obtidas destes ensaios e de culturas em
biorreator foram utilizadas nos experimentos de extracdo. Foram preparadas suspensdes com 2% (p/v) de
células com as quais testou-se diferentes tipos de solventes (dlcool citrus, cloroférmio e diclorometano) e
enzimas para extra¢do de biopolimero. Realizou-se ainda, planejamentos experimentais de otimizagdo das
condi¢des operacionais da enzima Celumax® BC. Em relagdo aos trés solventes testados, o cloroformio
possibilitou maior extracdo de P(3HB) mostrando que o polimero ¢ mais soluvel neste composto. Das nove
enzimas avaliadas, Celumax”™ BC foi a que melhor provocou a lise da membrana celular da bactéria. Os
resultados sobre a otimizagdo das condigdes operacionais de Celumax® BC mostraram que a enzima ¢ mais
estavel em tampao acetato com pH 4,0 e em banho a 60°C, o tempo de 1 h de hidrélise e a concentragdo de
0,02% (p/p) proporcionaram a lise da membrana da bactéria e alta extragdo de polimero. A recuperacdo de
P(3HB) através da digestdo enzimatica foi de 94,5% e o filme apresentou 91% de pureza. Os experimentos
preliminares em frascos agitados indicaram que Cupriavidus necator cresce melhor (9,9 g.L'l) em meio
com 40 g.L"' de glicose, 2 g.L" de uréia e 15 mL.L" de solucdo de oligoelementos. Ja para produgdo de
P(3HB), o planejamento mostrou que, com 2 g.L™" de uréia, 1,5 g.L " de KH,PO, ¢ 0,6 g.L"' de Na,HPO, a
bactéria acumulou 70,4% de polimero. Os resultados indicam que o uso de enzimas para extracdo de
polimeros € um processo eficiente, ndo havendo a necessidade de utilizar compostos quimicos para auxiliar
no rompimento das células de Cupriavidus necator.

Palavras-chave: Cupriavidus necator, poli(3-hidroxibutirato), recuperagao, enzimas.



ABSTRACT

The environmental impact caused by the accumulation of synthetic plastics, has promoted interest in the
development of poly(3-hydroxybutyrate), P(3HB), which is a biopolymer of the polyhydroxyalcanoates
family (PHA'’s), synthesized and stored as a reserve of carbon and energy, by a wide range of
microorganisms. This polymer is highly biodegradable when it is exposed to biological active
environments, which make it very attractive as a substitute for petroleum derived plastics. However, its
application has been limited due the high cost of production. Therefore, it is necessary to develop new
processes of production and recovery of the polymer with lower cost. This work was made with the aim to
evaluate the use of enzymes in the process of recovery of P(3HB) and P(3HB-c0-3HV) synthesized by
Cupriavidus necator. In order to obtain better cultivation conditions to produce P(3HB) by C. necator,
assays were performed with different concentrations of glucose, urea, solution of trace elements, KH,PO,
and Na,HPO,. The cells obtained from these assays and from cultures in bioreactor were utilized on the
extraction experiments. Solutions were prepared with 2% (w/v) of cells with which different types of
solvents were tested (citrus alcohol, chloroform and dichloromethane) and enzymes for biopolymer
extraction. Experimental planning was carried out to optimize the operating conditions of the enzyme
Celumax® BC. For the three solvents tested, the chloroform allowed higher P(3HB) extraction showing that
the polymer is more soluble in this compound. Of the nine enzymes evaluated, Celumax® BC was the one
that caused higher disruption of the bacteria’s cellular membrane. The results about optimization of the
operational conditions of Celumax® BC showed that the enzyme is more stable in acetate buffer with pH
4,0 and bath at 60°C, the time of 1 h of hydrolysis and concentration of 0,02% (w/w) provided the
disruption of the membrane of bacteria and high polymer extraction. The recovery of P(3HB) by enzymatic
digestion was 94,5% and the film contained 91% of purity. The preliminary experiments in agitated flasks
showed that Cupriavidus necator grows better (9,9 g.L') in environment with 40 g.L™' of glucose, 2 g.L”'
of urea and 15 mL.L™" of trace elements solution. For production of P(3HB), the experimental planning
showed that, with 2 g.L'1 of urea, 1,5 g.L'1 of KH,PO, and 0,6 g.L'1 of Na,HPOy the bacteria accumulated
70,4% of polymer. The results points that the use of enzymes to polymers extraction is an efficient process,
showing that there is no need to use chemical components to assist in the disruption of the cells of
Cupriavidus necator.

Keywords: Cupriavidus necator, poly(3-hydroxybutytate), recovery, enzymes.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento industrial da segunda metade do século XX foi profundamente marcado pelo
surgimento dos materiais poliméricos e plasticos, os quais constituem atualmente boa parte dos materiais
utilizados pelo homem.

Os plasticos tém papel fundamental na sociedade moderna, onde sdo utilizados de intimeras
formas, inclusive em algumas aplicagdes para as quais anteriormente eram utilizados outros materiais como
metais, vidro, madeira e papel. Possuem, dessa forma, um grande mercado e também representam um
mercado em crescimento. Entretanto, estes materiais tém despertado grande preocupacdo devido a sua
rapida descartabilidade, como por exemplo, na aplicagdo em embalagens, ¢ a sua grande dificuldade de
degradacdo no meio ambiente (GOMEZ et al., 1997).

O aumento do interesse cientifico pela area ambiental, atraido pelo crescimento explosivo do
consumo de plasticos e pela disposicao final destes residuos sélidos urbanos, tém tornado mais necessario a
produgdo de substitutos ambientalmente sustentaveis (VINHAS et al., 2007). Cada vez mais estdo sendo
estudadas alternativas como a reciclagem de produtos constituidos de plasticos e a substitui¢do por
plasticos biodegradaveis que sio compostos por um vasto grupo de materiais poliméricos, naturais e
sintéticos, e sofrem alteragdes quimicas e fisicas sob a influéncia de fatores ambientais (SOTERO, 2000).

Os plasticos biodegradaveis, ou bioplasticos, sdo polimeros que se degradam completamente ao
ataque microbiano em um curto periodo de tempo, sob condigdes apropriadas do meio ambiente. Existem
no mercado diversos plasticos biodegradaveis tais como polihidroxialcanoatos (PHA’s), polilactato (PLA)
e poli(e-prolactona) (PCL) (SERAFIM et al., 2002).

Polihidroxialcanoatos (PHA’s) sdo poliésteres sintetizados por varias bactérias e armazenados na
forma de inclusdes citoplasmaticas como reserva energética e poder redutor, que podem representar até
80% da massa seca celular (CHOI e LEE, 1999a). O PHA mais estudado e bem caracterizado ¢ o poli(3-
hidroxibutirato) (P(3HB)), que pode ser produzido pela bactéria Gram-negativa Cupriavidus necator a qual
se destaca pela alta taxa de produ¢@o de polimero (RAMSAY et al., 1990a).

O uso de PHA’s como substituto de plasticos derivados de petroleo depende da capacidade de se
produzir poliésteres a custos competitivos (SIM et al., 1997). Para a implementacdo bem sucedida de
sistemas de produg@o comercial de PHA, tem-se como pré-requisito a otimizag¢ao de todos os aspectos das
condigdes de cultivo e extragao do polimero.

O elevado custo de producdo de PHA’s se deve, em grande parte, ao processo de extracdo do
polimero. Desta forma, estudos tém sido realizados para tentar minimizar os custos de producdo através da
utilizacdo de fontes de carbono de baixo custo, desenvolvimento de novas linhagens e técnicas mais
eficientes para recuperagdo de polimeros (MARANGONI, 2000), além de uma melhor compreensdo do
metabolismo dos microrganismos produtores a fim de alcangar melhores valores de velocidade especifica

de producdo, produtividade e a obtengdo de melhores fatores de conversdo de substrato em produto, através



Introducéo

do aperfeicoamento dos sistemas de controle e desenvolvimento de novas técnicas de produgéo
(BRAUNEGG et al., 1998).

A recuperagdo de P(3HB) consiste em uma etapa importante do processo de producdo. O
desenvolvimento de processos que utilizem solventes nos quais o polimero € mais soluvel torna-se
necessario para uma produ¢do de P(3HB) economicamente atrativa (REDDY et al., 2003).

O uso e produgdo de enzimas, em diferentes areas da agroindustria de alimentos, mostram
perspectivas futuras promissoras devido as varias caracteristicas inerentes a acdo das enzimas que sdo
compostos naturais, biodegradaveis e capazes de desempenhar reagdes especificas sem produzirem
produtos secundarios (COURI, 1998).

A adigdo de enzimas na etapa de recuperagdo de P(3HB) ¢ importante para hidrolisar proteinas ja
que este processo ¢ reconhecido por modificar as propriedades fisico-quimicas e funcionais das proteinas
das células de Cupriavidus necator.

Este trabalho teve como objetivo principal a utilizagdo de enzimas na extragdo de
polihidroxialcanoatos sintetizados por Cupriavidus necator.

E os objetivos especificos foram:

- Desenvolver técnicas que minimizem a utilizagdo de solventes e enzimas;

- Otimizar as condi¢des de operacdo das etapas de recuperagio;

- Estudar a recuperag@o do polimero com o uso de diferentes tipos de enzimas e de solventes para
extracdo do P(3HB);

- Verificar o efeito das varidveis: temperatura, pH, solvente e concentragdo de enzima, sobre a
concentracdao de P(3HB) extraido;

- Analisar os custos com enzimas no processo de recuperacdo de P(3HB);

- Avaliar a capacidade de produgdo de P(3HB) por Cupriavidus necator em diferentes condi¢des

de cultura em frascos agitados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plasticos em geral

O avango do preco internacional do barril de petrdleo, a instabilidade da situagdo geopolitica das
regides detentoras das grandes reservas mundiais e o consenso mundial da necessidade do desenvolvimento
de tecnologias de baixa emissdo de gases de efeito estufa, como o CO,, tém apontado para a possibilidade
real da exploragdo de matérias-primas como fontes renovaveis de insumo para a biossintese de
intermediarios e de produtos quimicos finais.

O crescimento populacional e econdmico, na maioria dos paises, tem como conseqiiéncia um
grande aumento na produ¢ao de lixo. Segundo dados do Diario Oficial do Estado de Sdo Paulo (2007), cada
familia brasileira descarta cerca de 40 Kg de plasticos por ano, destes, 80% sdo usados apenas uma vez e
descartados.

Os plasticos convencionais, produzidos a partir de derivados de petrdleo, originam enormes
problemas de contaminagdo ambiental por ndo serem biodegradaveis, persistindo como contaminantes
durante longos periodos de tempo. Como a utilizagcdo de produtos plasticos cresce nos ltimos anos, cada
vez mais sdo realizadas pesquisas no sentido de desenvolver polimeros biodegradaveis com propriedades
idénticas as dos plasticos convencionais, de modo a poderem substituir estes ultimos em aplicagdes
semelhantes (SERAFIM et al., 2002). A Figura 1 mostra o aumento na demanda de polimeros sintéticos

para a producdo da industria de transformagdo de produtos plasticos selecionados nos tltimos anos.
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Figura 1 - Variagdo da produgao fisica da industria de transformacao de produtos plasticos selecionados

(taxa acumulada nos ultimos trimestres — IV/2006 a 1/2008). Fonte: HIRATUKA et al., 2008.

Os plasticos mais utilizados, desde 1940, tém sido polietileno (PE), polipropileno (PP),
poliestireno (PS), poli(tereftalato de etileno) (PET) e poli(cloreto de vinila) (PVC) que, apesar do avango

no processamento e fabricagdo, geram dois grandes problemas: o uso de fonte ndo-renovavel para obtencdo
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de sua matéria-prima ¢ a grande quantidade de residuos gerada para descarte. A presenga do plastico de
origem petroquimica em aterros compromete a circulagdo de gases e liquidos, dificultando a degradagdo de
outros materiais constituintes do lixo, retardando a estabilizacdo das areas dos aterros. Em areas fluviais,
contamina 0s rios, provoca enchentes e cria zonas mortas nos mares matando animais (SARTORI, 1998).
Quando incinerados ou queimados, emitem varias substancias toxicas, que podem ter efeito carcinogénico,
como as dioxinas (ROCHA, 2000).

Plasticos biodegradaveis sdo definidos como polimeros cuja degradacdo resulta primariamente da
acdo de microrganismos de ocorréncia natural, entre eles, bactérias, fungos ou algas (ROSA et al., 2000). A
procura e investimento nestes materiais tém aumentado cada vez mais. Bastos (2007) avaliou o impacto da
biotecnologia na industria quimica e constatou que em 2005 foram investidos US$ 1 bilhdo em polimeros
contra US$ 20 bilhdes em combustiveis (etanol e biodiesel).

Os polimeros biodegradaveis mais estudados sdo: polihidroxialcanoatos (PHA’s), acido polilatico
(PLA) e poli(e-prolactona) (PCL) (OLIVEIRA, 2006). A Figura 2 apresenta a classificagdo dos polimeros

biodegradaveis.

Polimeros biodegradaveis

Pali(3-hidroxibutirata)

Microrganismos Polihidroxialcanoatos Pali(3 :éSHB; ot
(exiragZo) — , | Poli(3-hidroxibutirato-
(PHA's) co-3-hidroxivalerato)

P(3HB-co-3HV)

Biotecnologia - o
(sinteses convegcionais ] Polilactidios ACIdOPF:jJi”EtICD
de mondmeros bioderivados) ( )
Poli(e-prolactona) Co-poliéster aroméatico
— (PCL) (PBAT)
Petroguimica
(sinteses convencionais
de mondmeros sintéticos) X X
Poliesteramidas Co-poliéster alifatico
(FEA) (PBSA)

Figura 2 - Classificagdo de polimeros biodegradaveis. Fonte: AVEORUS, 2004.

Dentre estes biopolimeros, os mais estudados sdo os polihidroxialcanoatos (PHA’s) que podem ser
produzidos a partir de recursos renovaveis como aglcares e acidos graxos, apresentando propriedades
termoplasticas e caracteristicas fisicas e mecanicas semelhantes as do polipropileno, o que os torna
possiveis candidatos progressivamente mais aplicaveis na sua substituicdo (SQUIO, 2003).

O PLA ¢ um poliéster alifatico produzido do acido latico por fermentacao de aglicares seguida de
purificagdo e polimerizagdo (PRADELLA, 2006). Como este polimero apresenta estrutura quebradiga,
muitos pesquisadores adicionam plastificantes a sua composi¢do, tais como polietileno glicerol (MARTIN

e AVEROUS, 2001). Embora constitua uma alternativa ambientalmente correta e tecnicamente competitiva



Revisdo Bibliografica 5

com os polimeros convencionais, o preco do PLA ainda supera muitos produtos petroquimicos, o que tem
levado ao seu uso em blendas com amido (BASTOS, 2007).

PCL ¢ um termoplastico sintético e biodegradavel obtido através da polimerizagdo de e-
caprolactona utilizando um catalisador como o octanato de estanho. Sua aplicagdo ¢ muito investigada
particularmente no contexto de sistemas de liberagdo de drogas (CHIELLINI e SOLARO, 1996). O tempo
de degradagdo do PCL ¢ muito curto (poucos dias), o que condiciona a sua utiliza¢do, portanto, este
poliéster normalmente ¢ misturado com amido, obtendo-se um material com biodegradabilidade adequada
(OLIVEIRA, 2006).

O material plastico biodegradavel tem uma a¢do degradante inferior, se comparado com o pléstico
comum, pois seu tempo de degradacdo é estimado em 18 meses, no maximo, enquanto que o plastico
comum pode levar até 100 anos para se decompor (DIARIO OFICIAL DO ESTADO DE SAO PAULO,
2007), pois possui alta massa molar média e hidrofobicidade que dificultam a agdo dos microrganismos e

de suas enzimas na superficie do polimero (LEE et al., 1993).

2.2 Polihidroxialcanoatos (PHA’s)

PHA’s sdo poliésteres de reservas de carbono de energia produzidos por algumas bactérias quando
a fonte de carbono ¢ abundante, e outro nutriente, por exemplo, nitrogénio, fosfato ou oxigénio tornam-se
limitantes. Quando a fonte de carbono ¢é exaurida, o PHA ¢ utilizado pela bactéria (KOLIBACHUK et al.,
1999). Estes polimeros sdo acumulados na forma de granulos intracelulares, que podem representar até
80% da massa seca celular (ANDERSON e DAWES, 1990).

A producdo de PHA depende da natureza quimica da matéria prima oferecida como fonte de
carbono a bactéria, bem como das vias metabodlicas que esta possui. Em diversas etapas do metabolismo, a
partir da fonte de carbono, a bactéria pode gerar intermedidrios na forma de hidroxiacil-CoA, os quais serdo
reconhecidos e polimerizados pela enzima PHA sintase, presente nas bactérias capazes de acumular estes
materiais (SILVA et al., 2007).

Mais de 150 hidroxialcanoatos distintos ja foram identificados como constituintes de PHA’s
sintetizados por organismos naturais ou recombinantes bacterianos (STEINBUCHEL e VALENTIM,
1995). Por esta razdo, o dominio sobre o processo de sintese pode permitir a produ¢do de PHA sob medida
para as aplicagdes que se desejar.

A Figura 3 mostra a formula geral dos PHA’s onde n pode variar de 1 a 3. Quando o grupo R for
igual a H, CH;, CH,CHj3;, para n=1, os PHA séo classificados como PHA’scl (“short chain length”), ou seja,
compostos por monomeros de cadeia curta. Quando R = (CH,),CH; a (CH,)sCHj;, os mondmeros sdo

considerados de cadeia média, constituindo os PHAmcl (“medium chain length”) (COLLINS, 1987).
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Figura 3 - Formula geral dos PHA’s. Fonte: SILVA, et al., 2007.

A repeticdo das unidades na estrutura dos PHA’s depende das espécies bacterianas e o
comprimento da cadeia da fonte de carbono alimentada durante a sintese. Contudo, muitos dos precursores
usados para crescimento celular e sintese do polimero podem conter uma ampla variedade de grupos
funcionais que, quando inseridos a cadeia polimérica, geram um polimero quimicamente funcional,
permitindo modificar as propriedades do material (FULLER, 1999).

Segundo Gomez et al. (1997), o primeiro polimero da familia dos PHA a ser estudado foi o
homopolimero poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)), cujas propriedades termoplasticas foram logo em seguida
modificadas pela produg¢do do copolimero de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-
3HV). Este copolimero possui propriedades mecanicas superiores as do homopolimero, sendo mais

flexivel, o que o torna mais atrativo para fins industriais.

2.2.1 Poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB))

O interesse na utilizagdo do P(3HB) como um tipo alternativo de material plastico surgiu na década
de 70, em decorréncia do aumento do preco e da escassez do petroleo, ndo somente porque poderia ser
sintetizado a partir de fontes renovaveis, mas também devido a semelhanca das suas propriedades com o
polipropileno (BRAUNEGG et al., 1998).

O P(3HB) ¢ um polimero termopléstico biodegradavel produzido por microrganismos € que possui
caracteristicas similares aos plasticos convencionais. O material ¢ constituido de poliésteres alifaticos, é
solivel em solventes organicos e insoltivel em dgua. O produto ¢ acumulado no interior das células e sua
extracdo ¢ uma etapa critica, elevando os custos de producio (STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH,
1998).

Devido as propriedades fisicas e quimicas, o P(3HB) apresenta boa processabilidade em
equipamentos comumente usados para processamento de poliolefinas e outros plasticos sintéticos,
tornando-se adequado para moldagem por injecdo, extrusdo, indicando que PHA’s podem ser adequados
para aplicagdes em varias areas como um substituto parcial dos plasticos sintéticos ndo biodegradaveis
(STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998). Contudo, o P(3HB-c0-3HV) apresenta maior utilidade que
o P(BHB) devido as suas propriedades termomecanicas. As unidades repetidas de 3HV na cadeia
polimérica reduzem a dureza, a cristalinidade e o ponto de fusdo do polimero, aumentando, dessa forma, a
flexibilidade e elasticidade e, conseqiientemente, sua resisténcia ao impacto e melhorando sua

processabilidade (BYROM, 1987).
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A facilidade de purificacdo e preparo, sem a presenca e contaminagdo por residuos de metal que
funcionam como catalisadores, caracteriza o P(3HB) como um potencial substituto de materiais como

gelatina, proteinas e polimeros de acido latico nos processos de microencapsulagdo (LU et al., 2001).

2.2.2 Caracteristicas e propriedades do P(3HB)

As propriedades e caracteristicas do P(3HB), em alguns aspectos, assemelham-se aquelas do
polipropileno: termoplastico, biodegradavel, pode ser produzido a partir de recursos renovaveis, ndo toxico,
biocompativel, grau elevado de polimerizagdo, insoluvel em agua, altamente cristalino se extraido de seu
ambiente natural, oticamente ativo e isostatico (STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998). A Tabela 1

compara as principais caracteristicas do P(3HB) e do polipropileno.

Tabela 1 - Comparagdo entre as caracteristicas do P(3HB) e do polipropileno (PP).

Caracteristicas P(3HB) PP
Temperatura de fusio 180°C 174°C
Temperatura de transi¢do vitrea 5°C 17°C
Densidade 1,18 - 1,25 g.em™ 0,91 g.cm™
Cristalinidade 70% 68%
Permeabilidade ao O, 45 cm>.m™.at!.dia™ 1700 cm®>.m>.at™.dia™!
Moédulo de elasticidade 3500 MPa 1700 MPa
Tensao de cisalhamento 40 MPa 38 MPa
Resisténcia a ruptura 5% 400%

Massa molecular 1-8.10° g.mol™ 2,2 -7.10° g.mol™

Fonte: GOMEZ e BUENO NETTO, 1997.

No estado solido, o P(3HB) ¢ uma hélice compacta orientada para a direita onde duas unidades
monoméricas completam o giro da hélice. As forgas bésicas deste modelo conformacional sdo
principalmente as interagdes de van der Waals entre o oxigénio das carbonilas e os grupos metila
(NASCIMENTO, 2001). Devido a estereorregularidade do P(3HB), o material ¢ altamente cristalino (70%)
e relativamente fragil (LEE, 1996a). Apresenta uma temperatura de cristalizagdo em torno de 5°C e baixa
estabilidade frente a fusdo, pois se decompde em aproximadamente 200°C, ou seja, numa temperatura
préxima a temperatura de fusdo (180°C) (CARMIGNAN et al., 2008).

Uma combinac¢do de alta cristalinidade e altas temperaturas faz com que os seus filmes sejam
bastante brilhantes. Sua rigidez e baixa resisténcia ao impacto tém dificultado bastante sua utilizagdo.
Copolimeros de PHB possuem melhores propriedades mecanicas (CHANDRA e RUSTIGI, 1998) e devido
a isso, a incorporagdo de unidades 3-hidroxivalerato (3HV) vem sendo muito explorada, tornando o
copolimero P(3HB-c0-3HV) mais flexivel ¢ com maior resisténcia & ruptura. A medida que aumenta a

fragdo 3HV, ocorre o decréscimo da temperatura de fusdo, sem afetar a temperatura de degradacio,



Revisdo Bibliografica 8

permitindo melhor processamento térmico do copolimero, o que o torna mais atrativo para producio
industrial (LEE, 1996a).

A tensdo de cisalhamento do P(3HB) ¢ similar a do PP, porém, sua resisténcia a ruptura (5%) ¢
muito menor do que a do polimero derivado do petroleo (400%).

A alta massa molecular do P(3HB), que pode chegar a 8.10° g.mol”, é desejavel para aplicacdes
industriais. Segundo Agus et al. (2006) o polimero com alta massa molecular ¢ um material muito util para
a preparacgdo de filmes e fibras fortes por extra¢do quente ou fria.

Bourque et al. (1995) observou que a massa molecular dos PHA’s pode ser reduzida durante o
processamento dos polimeros. Em adig¢do, Lafferty et al. (1988) afirmou que esta diminuicdo ocorre
também durante o processo de extragdo da biomassa.

A resisténcia a agua, a radiagdo ultravioleta e a impermeabilidade ao oxigénio tornam o P(3HB)

adequado para ser usado na confecgdo de embalagens alimenticias (GROTHE et al., 1999).

2.3 Organismos produtores de polihidroxialcanoatos

Sao conhecidos mais de 300 microrganismos capazes de sintetizar PHA’s, mas somente poucas
bactérias sdo efetivamente empregadas na sua producao, incluindo Cupriavidus necator, Alcaligenes latus,
Azotobacter vinelandii, varios isolados de metilotrofos, Pseudomonas oleovorans e, recentemente, as
versdes recombinantes de Cupriavidus necator e Escherichia coli. Estas bactérias foram selecionadas
principalmente porque podem ser eficientemente cultivadas com alta densidade celular, acumulando alta
concentracdo de PHA em um periodo relativamente curto de tempo, resultando em alta produtividade que ¢
um fator indispenséavel para que se consiga diminuir os custos de producdo dos polimeros biodegradaveis
(LEE, 1996b).

Os microrganismos usados para a produ¢do de PHA’s podem ser divididos em dois grupos
baseados nas condi¢des de cultura requeridas para a sintese do polimero. O primeiro grupo de
microrganismos requer excesso da fonte de carbono e limitagdo de um nutriente essencial como N, P, Mg,
K, O ou S para a eficiente sintese de PHA’s. Desse grupo fazem parte Cupriavidus necator e Pseudomonas
oleovorans entre muitos outros. O segundo grupo de microrganismos ndo requer a limitagdo de nutriente
para a sintese de polimero, acumulando-o durante o crescimento. Estdo incluidos neste grupo, Alcaligenes

latus, Alcaligenes vinelandii recombinante e Escherichia coli recombinante (LEE, 1996b).

2.3.1 Cupriavidus necator

E o microrganismo mais atraente para a produgdo industrial por acumular mais de 80% de sua
massa celular em P(3HB) com alta massa molar e utilizando diferentes tipos de substratos (BYROM, 1987)

como a glicose ou a frutose (espécie mutante), formiato, acetato, propionato, lactato, glutamato, succinato,
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fenobenzoato (TANAKA et al., 1994), soro de leite fermentado e aglicares invertidos de cana-de-aglicar
(RAMSAY et al., 1990a), podendo ainda utilizar outras fontes como etanol, acido oléico e até mesmo
diéxido de carbono (LEE,1996Db).

Quando o acido propidnico ¢ adicionado ao meio, a bactéria sintetiza o copolimero contendo
mondémeros 3HB e 3HV. A propor¢do de unidades 3HV depende da razio de alimentagdo acido
propidnico/agucar, durante a fase de acumulo. C. necator também ¢ capaz de acumular polimero contendo

mondmeros 4HB e SHV, dependendo do substrato utilizado (ANDERSON e DAWES, 1990).

2.3.2 Alcaligenes latus

Alcaligenes latus pode utilizar sacarose ¢ melago de cana-de-agiicar como fonte de carbono e
acumula PHA durante a fase de crescimento com velocidade especifica elevada (LEE,1996b). Yamane et
al. (1996) obtiveram menos de 50% de polimero em biomassa em condigdes ndo limitantes enquanto que
Wang e Lee (1997) alcangaram um contetido de P(3HB) em biomassa seca de 88% sob limitagdo de
nitrogénio.

A desvantagem do uso deste microrganismo € a sua sensibilidade aos precursores utilizados para a
produgdo do copolimero P(3HB-c0-3HV), ou seja, o crescimento de A. latus é completamente inibido em

presenca de acido propionico na concentracdo de 0,5 g.L‘1 (BRAUNEGG et al.,1998).

2.3.3 Azotobacter vinelandii

Esta bactéria acumula P(3HB) em culturas de batelada alimentada durante a fase de crescimento,
tendo glicose como fonte de carbono. Segundo Lee (1996b), em 47 h de cultivo, A. vinelandii pode
produzir uma concentragio de P(3HB) de 32 g.L™" utilizando-se peptona de peixe como suplemento.

Este microrganismo ¢é capaz de produzir polimero eficientemente a partir de melago de beterraba,
reduzindo o custo de producdo com relagdo ao substrato. Entretanto, o uso deste melago pode incrementar
os gastos com o tratamento de residuos da fermentacdo (PAGE e CORNISH, 1993). A utilizagdo de A.
vinelandii na produgéo de biopolimero foi rejeitada por produzir paralelamente um polissacarideo, tornando

o processo de dificil controle (BYROM, 1987).

2.3.4 Organismos metilotroficos

Sao microrganismos que utilizam metanol como fonte de carbono, um substrato de interesse por ter
baixo custo e propriedades favoraveis ao processo como miscibilidade em agua, facil manuseio e baixa
viscosidade. Entretanto, o processo de produgdo € lento, com baixa produtividade e o polimero sintetizado

apresenta baixo peso molecular, em quantidades pequenas e de dificil extragao (SQUIO, 2003).
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Alguns microrganismos pesquisados sd3o Methylobacterium extorquens e Methylobacterium
organophilum. O contetido de polimeros geralmente obtido por metilotroficos é de aproximadamente 50 -
60% do peso seco da célula, o que torna necessario o desenvolvimento de novas técnicas para aumentar o

teor de PHA intracelular (LEE, 1996b).

2.3.5 Bactéria do género Pseudomonas

Apesar de P. oleovorans néo ser capaz de utilizar glicose e outros agtcares para acumular PHA’s,
outras pseudomonas como P. putida e P. aeruginosa o fazem. Os PHA’s, formados de gluconato e outros
agucares, t€ém composicao diferente dos formados a partir de 4acidos graxos, prevalecendo nos primeiros o
3-hidroxidecanoato e pequenas parcelas de mondmeros insaturados, enquanto que nos ultimos, prevalece
como maior constituinte o 3-hidroxioctanoato (TIM e STEINBUCHEL, 1990).

Anderson e Dawes (1990) relataram que PHA’s de cadeia média (MCL) de C6 a C14, podem ser
sintetizados por Pseudomonas oleovorans quando cultivado em alcanoatos, alcoois, alcandis, alcanos ou
alcenos como fontes do carbono, onde o tipo e a composi¢do dos mondmeros variam dependendo do

substrato empregado.

2.3.6 Bactérias do género Burkholderia

O género Burkholderia vem sendo pesquisado para produgdo de plasticos biodegradaveis. Este
microrganismo foi isolado do solo e ¢ capaz de acumular PHA’s contendo unidades 3HB e 3HB-4-4cido
pentendico (3HPE), a partir de fontes simples de carbono como sacarose ou gluconato (ANDRADE
RODRIGUES et al., 2000).

Uma das linhagens isoladas, a Burkholderia sacchari IPT 101 apresenta boa produgdo do
copolimero P(3HB-c0-3HV). Entretanto, assim como a maioria dos microrganismos produtores de PHAs,
tem baixa conversdo de acido propidnico em unidades 3HV (GOMEZ et al., 1997). Com o intuito de
aumentar a eficiéncia de conversdo e utilizagdo do acido propidnico, Silva et al. (2000) desenvolveram
mutantes da Burkholderia sp. IPT 101 incapazes de crescer em acido propidnico, porém ainda capazes de

acumular unidades 3HV a partir do acido.

2.3.7 Escherichia coli

Ap6s a clonagem dos genes da biossintese de PHA de Cupriavidus necator em Escherichia coli, E.
coli recombinante tem sido investigada para a produgdo de P(3HB) porque tem diversas vantagens sobre
outras bactérias, sendo capaz de acumular mais de 80% de sua massa seca em polimero (ASTAR e

GRUYS, 2002).
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Altas concentragdes sdo possiveis com elevada produtividade em cultivo por batelada alimentada.
Outra vantagem ¢ o fato de a E. coli ser capaz de utilizar varias fontes de carbono incluindo sacarose,
lactose e xilose, permitindo a produgdo de P(3HB) com subprodutos de baixo custo da agricultura como
melago, soro de queijo e hidrolisado de hemicelulose (CHOI e LEE, 1999a). Entretanto, a E. coli ndo

utiliza eficientemente acido propionico, impossibilitando a produ¢ao do P(3HB-co-3HV) (LEE,1996b).

2.3.8 Produtores transgénicos

2.3.8.1 Insetos

O gene phaC de C. necator foi expresso pela primeira vez em insetos na espécie Trichoplusia ni,
por um sistema de infecgdo bactoviral. A expressdo foi tida como um sucesso, uma vez que ap6s 60 h, 50%
do total de proteina era P(3HB) polimerase. Em contraste a outros sistemas recombinantes, a expressao do
gene phaC em insetos permite uma rapida purificagdo da forma soluvel da P(3HB) polimerase

(WILLIAMS et al., 1996).

2.3.8.2 Plantas

E conhecido o uso da planta Arabidopsis thaliana ancorando genes de biossintese de PHA de C.
necator. Porier et al. (1992) obtiveram sucesso na expressao dos genes relacionados com a aceto-acetil-
CoA redutase e PHA sintase no citoplasma de A. thaliana que resultou na sintese de P(3HB) no citoplasma,
nucleo e vacuolos de todo o tecido da planta, mas em pequenas quantidades e com um crescimento

retardado do vegetal (STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998).

2.4 Descri¢do geral de Cupriavidus necator

Inicialmente foi classificada como Alcaligenes eutrophus, mais tarde como Rasltonia eutropha e
atualmente como Cupriavidus necator, como sera tratada em todo o trabalho. E um microrganismo
procariotico, do tipo Gram-negativo encontrado naturalmente no solo e na agua.

A parede celular das bactérias Gram-negativas ¢ formada pelo peptoglicano, que constitui uma
camada basal delgada, sobre a qual se encontra outra camada, composta por lipoproteinas, fosfolipidios,
proteinas e lipopolissacarideos, denominada membrana externa (NEIDHART et al., 1990). A Figura 4

ilustra a parede celular de microrganismos Gram-negativos.
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Figura 4 - Parede celular de microrganismos Gram-negativos. Fonte: HEE, 2006.

Cupriavidus necator possui células na forma de bastonetes com dimensoes de 0,5 por 1,8 a 2,6 um,
€ movel, possuindo de 1 a 4 flagelos peritriquios. As células podem se tornar esféricas na fase estacionaria
de crescimento (MARANGONI, 2000).

Segundo Tanaka et al. (1994), o pH 6timo para o crescimento ¢ sintetizagdo de P(3HB) por C.
necator encontra-se em torno de 6,9. Em meios mais acidos a produtividade diminui e em pH de 5,4 ha
inibi¢ao do crescimento. O P(3HB) ¢ acumulado nas células na forma de granulos discretos, sendo que Lee
(1996a) observou a quantidade de 8 a 13 granulos por célula, com didmetro de 0,2 a 0,5 um. A Figura 5

mostra células de Cupriavidus necator compostas por granulos de P(3HB) apos a fase de produgao.

\
C.; e (ORCE . S

Figura 5 - Granulos de P(3HB) no interior das células de Cupriavidus necator.
Fonte: BRAUNEGG et al., 1998.

Cupriavidus necator ¢é capaz de crescer em condigdes de quimiolitoautotrofia ou heterotrofia. A
quimiolitoautotrofia é a capacidade dos microrganismos utilizarem 0s compostos inorganicos como
doadores de elétrons e o dioxido de carbono como fonte de carbono, enquanto a heterotrofia é a capacidade
de utilizar compostos organicos como fonte de carbono e energia (DOELLE,1975). Também pode crescer

autotroficamente em atmosfera de gases como H,, O, e CO, (TANAKA et al., 1994).
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Muitos sdo os microrganismos produtores de PHA’s, sendo que a espécie Cupriavidus necator é
uma das que apresenta condigdoes mais favoraveis a produgdo industrial, destacando-se por obter alta taxa
de producdo de polimero (RAMSAY et al., 1990a). Para alcangar alta produtividade de P(3HB), geralmente
C. necator ¢ cultivado em sistema de batelada alimentada com monitoramento de pH e oxigénio dissolvido

(KIM et al., 1999).

2.5 Biossintese de P(3HB) por Cupriavidus necator

Os genes envolvidos na biossintese de PHA’s de varias bactérias foram clonados e analisados ao
nivel molecular (STEINBUCHEL, et al. 1992) sendo que os genes melhor estudados e caracterizados sio
os envolvidos na biossintese do P(3HB) pela bactéria Cupriavidus necator (PEOPLES e SINSKEY, 1989).

Em cultivos que proporcionam um crescimento balanceado, C. necator cataboliza os carboidratos
pela via Entner-Doudoroff a piruvato, que pode entdo ser convertido através de desidrogenacdo a acetil-
CoA (BRAUNEGG et al., 1998), seguindo para a via de producdo de PHA, gerando tanto homopolimeros
P(3HB) quanto heteropolimeros P(3HB-c0-3HV) que sdo sintetizados unicamente na presenga de
substratos como propionato e valerato. Estas fontes de carbono sdo degradadas a propionil-CoA ou 3-
hidroxivaleril-CoA e devem ser utilizadas na presenga de outros substratos como frutose e glicose
(STEINBUCHEL e PIEPER, 1992).

Dawes (1985) afirmou que os microrganismos sintetizam polimeros quando a fonte de carbono ¢
suficiente sob condi¢des de limitagdo. C. necator sintetiza o P(3HB) a partir de trés reagdes sequenciais
catalisadas por enzimas (DAWES e SENIOR, 1973). A primeira enzima na via de biossintese de P(3HB), a
B-cetotiolase, compete por acetil-CoA com vdrias outras vias metabdlicas incluindo sintese de acidos
graxos e formagdo de acetato e citrato. Essa enzima ¢ inibida por moléculas de CoASH livres. Acetoacetil-
CoA redutase, a segunda enzima na via de sintese de P(3HB), requer NADPH como cofator. Entdo, a
atividade de acetoacetil-CoA redutase, bem como a quantidade e a razdo de nicotinamida nucleotideo,
oxidada e reduzida, parece ser importante na regulacdo da sintese de P(3HB). Citrato sintase, a primeira
enzima no ciclo dos acidos tricarboxilicos, ndo somente compete com B-cetotiolase por acetil-CoA mas
também libera moléculas de CoA livres, o que afeta negativamente a sintese de P(3HB) (LEE et al., 1995).

Sob condi¢bes balanceadas de crescimento, os niveis de CoASH sao elevados. Em limitagdo de
nutrientes essenciais ao crescimento como nitrogénio, fésforo ou oxigénio, mas em excesso de carbono, a
formacdo de NADH inibe a citrato sintase, ¢ os niveis de acetil-CoA sobem ao ponto em que a inibi¢do
pela CoASH ¢ superada. A reacdo de condensagdo a acetoacetil-CoA ¢é possivel e P(3HB) ¢ sintetizado. A
degradacao do polimero € controlada através da oxida¢do de monomeros de 3-hidroxibutirato pela enzima
3-hidroxibutirato desidrogenase. Esta enzima esta sujeita a inibi¢ao pelo acetato e NADH (BYROM, 1987).

Os passos envolvidos na biossintese de P(3HB), descritos acima, sdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6 - Rotas metabdlicas envolvidas na sintese de P(3HB) sob condig@o de crescimento balanceado e

de excesso de carbono. Fonte: SOMERVILLE et al., 1997.

A sintese de P(3HB) ndo funciona apenas como reserva de carbono e energia, mas também para a
diminui¢do do poder redutor, podendo ser considerado como regulador do poder de 6xido-redugdo da
célula (SENIOR e DAWES, 1971).

Dawes e Senior (1973) observaram que a sintese de P(3HB) foi acompanhada por um pronunciado
aumento no poder redutor da cultura com concomitante queda nas taxas de utilizacdo de oxigénio e
evolugdo do gas carbdnico, concluindo que durante a limitagdo de oxigénio, as células ajustam-se ao novo

meio pela reoxidagdo do poder redutor através da sintese de P(3HB).

2.6 Biodegradacao

Uma importante caracteristica dos PHA’s, atrativa comercialmente, é sua biodegradabilidade.
Durante a degradacdao ndo ha producdo de intermediarios nocivos (LUZIER, 1992), este processo ocorre
através da colonizagdo da superficie do PHA por uma bactéria ou fungo, que secreta uma despolimerase
extracelular degradando o polimero em unidades monoméricas primarias nas proximidades da célula. Os
produtos da degradacdo sdo absorvidos através da parede celular e metabolizados. (ASTAR e GRUYS,
2002).
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A velocidade de biodegradagdo de PHA’s depende de muitos fatores, alguns relacionados ao
ambiente, como temperatura, umidade, pH e suprimento de nutrientes e outros relacionados ao proprio
PHA, como composicdo, cristalinidade, aditivos e area superficial (SUDESH et al., 2000).

A Figura 7 representa o biociclo de producdo e degradagdo de PHA’s. Através da fotossintese, as
plantas utilizam a luz solar, CO, e agua para produzir carboidratos os quais sdo utilizados como substrato
em bioprocessos industriais, para producdo de PHA’s que serdo purificados e processados formando os
mais diversos artigos plasticos. Apds o uso, estas embalagens podem ser depositadas em ambientes

microbianos ativos e sua biodegradagdo formara CO, e agua.
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Figura 7- Biociclo de producdo e degradacdo de PHA’s.
Fonte: PHB INDUSTRIAL S. A., 2008.

O P(BHB) ¢ um dos polihidroxialcanoatos mais conhecidos e ¢ degradado por inimeros
microorganismos em varios ecossistemas (KIM et al.,, 2000). Segundo Savenkovaet al. (2000), 325
microorganismos que degradam o P(3HB) in vitro foram isolados dos solos sendo 154 bactérias, 77
estreptomicetos ¢ 94 fungos. A maior perda de massa do biopolimero foi registrada na presenga de um
maior numero de fungos (compostagem, turfa e despejos municipais), mostrando a importancia dos fungos
na degradacdo dos bioplasticos. A biodegradagdo de P(3HB) e seus copolimeros tem sido estudada em
ambientes como solos, lodo ativado e dgua do mar (CHANDRA e RUSTIGI, 1998).

Rosa et al. (2002) avaliaram a biodegradag@o dos polimeros poli(B-hidroxibutirato) (PHB), poli(B-
hidroxibutirato-co-valerato) (PHB-V) e poli-(e-caprolactona) (PCL) em solo compostado, utilizando a
técnica de biodegradagdo aerobia e observaram que o PHB degradou mais rapido que os dois outros
polimeros, com velocidade de degradagdo de 2,72 g.dia’l, devido a sua estrutura quimica que pode ser

atacada mais facilmente pelos microorganismos presentes no solo.



Revisdo Bibliografica 16

2.7 Aplicagdes

A primeira utilizagdo de polihidroxialcanoatos foi em embalagens biodegradaveis para xampu
obtidas pelo processo de inje¢do-sopro pela WELLA AG — Alemanha (NASCIMENTO, 2001).

Os PHA’s podem ser utilizados para a producdo de garrafas, fibras para embalagens
biodegradaveis e como filmes envoltdrios os quais podem ser aplicados em papeldo para formar pelicula
impermeavel e produzir um material composto completamente biodegradavel, o que ¢ uma alternativa aos
materiais compostos ndo biodegradaveis preparados a partir de, por exemplo, papeldo mais polietileno ou
aluminio (STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998).

Por serem biomateriais, os PHA’s podem ser usados de forma direta, como suplemento, ou de
modo a substituir as fungdes dos tecidos vivos do corpo humano, uma vez determinada a sua
biocompatibilidade com o hospedeiro. Combinados a outros biomateriais podem ser utilizados em enxerto
de ossos para preencher os defeitos ou substituir os ossos fraturados (RAMAKRISHNA et al., 2001).

Segundo Steinbiichel e Fiichtenbusch (1998), estes biopolimeros podem ser aplicados como matriz
em materiais retardantes para a liberagdo controlada de drogas, hormonios, herbicidas, inseticidas,
flavorizantes e fragrancias na medicina, agricultura, industria farmacéutica e induastria de alimentos.
Carmignan et al. (2008) avaliaram a liberag@o de produtos farmacos a partir de microesferas de PHA’s e o
estudo demonstrou o grande potencial de utilizacdo dos polimeros na elaboracao destes sistemas tanto para
a via oral como parenteral, ja que a liberag@o através das microesferas foi rapida.

Os polihidroxialcanoatos apresentam ainda potencial para aplicagdes terapéuticas. Polimeros
contendo mondmeros na forma 4-hidroxibutirato, P(4HB), sdo empregados na forma de sais de s6dio como

anestésico (SUDESH et al., 2000).

2.8 Fatores que afetam o custo de producio

Apesar da ampla possibilidade de aplicacdo dos polihidroxialcanoatos, como visto anteriormente,
os altos custos e as dificuldades de processamento sdo problemas que tornam inviavel a comercializago
destes materiais quando comparados aos plasticos de origem petroquimica. O grande obstaculo a
substituicdo do polipropileno por PHA’s tem sido de natureza econémica. De fato, o quilo do polipropileno
custa em torno de US$ 1,7 (ICIS, 2008) enquanto que o quilo do P(3HB), segundo dados cedidos pelo
fornecedor, é de US$ 4,5 (PHB INDUSTRIAL S. A., 2008).

A aplicagdo comercial de P(3HB) ¢é limitada pelo custo com o substrato, ja que este € o fator que
contribui mais significativamente com os gastos na producdo do polimero. Choi e Lee (1999b) realizaram
uma avalia¢do econdmica do processo de obten¢do de P(3HB) a qual indicou que o custo com o substrato
pode representar mais de 38% do custo total da producgdo deste bioplastico.

A reducdo dos custos de producdo depende da obtengdo de linhagens altamente eficientes na

conversdo dos substratos no produto desejado, da utilizacdo de substratos de baixo custo, do
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desenvolvimento de processos que permitam explorar ao maximo o potencial dessas linhagens e do
desenvolvimento de processos de extragdo-purificagdo mais economicos e eficientes (GOMEZ ¢ BUENO
NETTO, 1997).

Quando o P(3HB) ¢ produzido a partir de culturas de alta densidade celular, o oxigénio dissolvido
pode atuar como fator limitante. O fornecimento de oxigénio suficiente para manter condigdes aerdbicas
durante o cultivo torna a produgdo de biopolimeros onerosa (van WEGEN et al., 1998), principalmente em

processos industriais de larga escala.

2.8.1 Substratos de baixo custo

Devido ao baixo custo, residuos derivados de indulstrias processadoras de alimentos como 6leos
vegetais, hidrolisados de amido (milho e mandioca), soro de leite, bagaco de maca, melaco (beterraba,
cana-de-agucar e citrico), celulose e hemicelulose sdo substratos atrativos para a producdo de PHA’s.
Viérias bactérias podem produzir P(3HB) a partir de substratos compostos por residuos industriais,
entretanto, o contetido de polimero e a produtividade sdo menores do que as obtidas em culturas com fonte
de carbono purificado (KIM e CHANG, 1998).

Em relagdo as matérias-primas disponiveis no Brasil, a cana-de-aclicar possui uma vantagem
competitiva em face de seu custo de produgdo ser inferior do que em outros paises. Além do
aproveitamento de bagago e palha para geragdo de energia, o melaco pode ser utilizado na produgdo de
biopolimeros. Beaulieu et al. (1995) estudaram a producdo de P(3HB) por Cupriavidus necator DSM 545
em meios contendo 3% de glicose e diferentes concentragdes de melago de cana-de-agucar. Os autores
concluiram que a suplementagdo com 0,3% de melaco levou ao maior crescimento celular € maximizou a
producao de polimero.

A xilose ¢ um componente da hemicelulose, encontrada em residuos vegetais como o bagaco de
cana-de-agucar. Lee (1998) utilizou uma linhagem de E. coli recombinante que abriga os genes de
biossintese de P(3HB) de C. necator para a produgdo do polimero a partir de xilose. Em meio
suplementado com 20 gL de xilose, o conteudo de P(3HB) nas células foi de 35,8%. No cultivo com
adigdo de xilose e hidrolisado de soja, a concentragdo aumentou para 73,9%.

Wong e Lee (1998) cultivaram E. coli recombinante, para a produ¢do de P(3HB), em meio
contendo solucdo concentrada de soro de leite e obtiveram um conteido de polimero de 80% com
concentracdes de células secas e P(3HB) de 87 g.L'1 e 69 g.L'l, respectivamente.

Residuos amilaceos e 6leos vegetais sdo muito estudados na produgdo de P(3HB) por serem
compostos organicos de fonte renovavel e de baixo custo. Dalcanton (2006) avaliou a sintese de P(3HB)
por C. necator utilizando residuo amilaceo com fonte de carbono em cultivos com e sem suplementagdo
com oleo de soja em diferentes temperaturas de cultivo. O melhor resultado foi obtido em cultura
suplementada a 35°C onde o actmulo de P(3HB) foi de 5,0 g.L"'. Sem suplemento nutricional, a

concentracdo de polimero foi de 4,3 g.L™".



Revisdo Bibliografica 18

Fukui e Doi (1998) estudaram a capacidade de producdo de PHA’s por C. necator H16 e um
mutante contendo a PHA sintase de Aeromonas caviae através do uso de 0leos vegetais como 6leo de oliva,
milho e palma como unicas fontes de carbono. Os cultivos foram realizados em meio mineral acrescido de
1% do respectivo oleo vegetal, durante 72 h. Os resultados foram similares para os diferentes 6leos, sendo
obtida uma massa celular seca média de 4,0 g.L"' quando utilizada C. necator ¢ 3,5 g.L"' para o mutante. A
meédia de PHA acumulado foi de 80 e 78% para as duas espécies, respectivamente.

O melago citrico ¢ obtido a partir da concentragdo do licor resultante dos processos de moagem e
prensagem dos residuos de frutas citricas ap6s a extragdo do suco. Ienczak (2006) utilizou melago citrico,
de uma industria processadora de suco de laranja, como substrato para a producdo de P(3HB) por C.
necator. Ao final do cultivo, a biomassa foi de 17,1 g.L”' com uma porcentagem de P(3HB) de 81%. O
autor conclui que, devido ao seu baixo custo, o melago citrico ¢ uma boa alternativa para a produgdo de

biopolimeros.

2.8.2 Técnicas de extragao e recuperacao de PHA’s

Além de minimizar gastos de producdo através da utilizagdo de fontes de carbono de baixo custo, é
importante também o desenvolvimento de técnicas mais eficientes e econdmicas para recuperacdo de
polimeros. A produgdo de PHA’s integrada as industrias sucroalcooleiras, além de empregar os insumos
energéticos (energia e vapor) e melagco da cana-de-aglicar no processo de fermentagdo, utiliza o solvente
fabricado na prépria usina no sistema de extragdo, permitindo um grande ganho competitivo.

Geralmente, a biomassa bacteriana ¢ separada do meio de cultivo por centrifugacdo, filtracdo ou
floculagdo e tratando-se do processo de recuperagdao de PHA’s, sdo descritos varios métodos que incluem
extracdo com solventes, digestdo com hipoclorito de sddio e digestdo enzimatica (PUNRATTANASIN,
2001).

O método mais utilizado para a extragdo de polimeros é através de solventes organicos como
cloroformio, carbonato de propileno e dicloroetano. De acordo com Lee (1996), aproximadamente 20
partes de solvente devem ser empregadas para solubilizar uma parte de polimero.

Rossel et al. (2002) utilizaram alcoois de cadeia superior a trés carbonos ¢ os acetatos destes
derivados para solubilizar a quente o P(3HB). No processo avaliado, o P(3HB) foi separado do solvente por
decantagdo, flotacdo, filtragdo ou centrifugacdo sendo entdo lavado com vapor ou agua proxima a
temperatura de ebuli¢do para remover o solvente residual. Numa técnica de recuperagdo, desenvolvida por
Dalcaton (2006), o P(3HB) ¢ extraido das células por um método fisico, seguido de solubilizagdo em
cloroférmio. Apds esta etapa, o solvente é evaporado para obtengdo do biofilme de P(3HB).

Marchessault e Terada (1999) estudaram a solubilidade de polimeros polares como P(3HB) em
diferentes solventes através de trés parametros de solubilidade que sdo baseados nas forcas entre unidades
estruturais, interagdes entre grupos polares e pontes de hidrogénio. Os 38 diferentes solventes mencionados
na literatura para extragdo de P(3HB) foram examinados por este método para comparagdo com dados

teoricos de experimentos. Os solventes que apresentaram melhores pardmetros para extragdo de polimero
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foram: cloroférmio, cloreto de metileno, 1,2-dicloroetano, etilacetato, 2,2,2-trifluoroetanol, 1,1,2,2-
tetracloroetano e tricloroetileno.

Em um processo de recuperacdo de P(3HB) sintetizado por C. necator, Hahn et al. (1994)
utilizaram uma dispersdo de hipoclorito de sodio e cloroférmio, alcangando uma recuperagao de 91% de
polimero com 97% de pureza. A solugdo utilizada apresentava 30% de hipoclorito de sédio e o tempo de
tratamento foi de 1,5 h. Entretanto, tal produto causa severa degradagdo do material, resultando em
polimero de baixa massa molar e conseqiientemente na perda de suas propriedades, trazendo ainda o
problema da dificuldade de eliminagdo completa de tragos de hipoclorito do polimero, além de gerar
efluentes contendo cloro (BERGER et al., 1989). De acordo com Ramsay et al. (1990b), a realizagdo de
pré-tratamento com surfactante seguido de digestdo com hipoclorito sob condi¢des otimizadas resulta em
PHA mais puro e com menos degradacao.

Choi e Lee (1999a) desenvolveram métodos de recuperagdo de P(3HB) sintetizado por E. coli
recombinante envolvendo surfactantes, digestdo alcalina (NaOH e KOH) e digestao acida (HCI e H,SOy).
Os melhores resultados foram obtidos quando as células contendo 77% de P(3HB) foram tratadas com
solu¢dao de NaOH 0,2 N a 30°C durante 1 h. Neste ensaio, o polimero foi recuperado com 98,5% de pureza
e, segundo os autores, este método reduziu em 25% o custo de producdo de P(3HB) quando comparado ao
método de digestdo com surfactante e hipoclorito.

Fluidos supercriticos tém propriedades fisico-quimicas unicas tais como alta densidade e baixa
viscosidade que os tornam eficientes como os solventes em processos de extracdo (JACQUEL et al., 2008).
Um método de recuperagdo de P(3HB) sintetizado por C. necator proposto por Hejazi et al. (2003) utiliza a
extragdo supercritica com CO,. O efeito dos diferentes parametros como tempo de exposi¢do, pressao,
temperatura e volume de metanol (modificador) foram investigados através de andlise estatistica para a
obtengdo de condi¢des 6timas. As melhores condi¢des para o rompimento celular e recuperagdo de P(3HB),
que alcangou 89%, foram: 100 min de exposi¢do, 200 atm, 40°C e 0,2 mL de metanol.

Os surfactantes se incorporam a membrana lipidica, rompendo a parede celular (JACQUEL et al.,
2008) de bactérias como Cupriavidus necator auxiliando na extracdo de P(3HB). O uso do surfactante
carnitina palmitoil, naturalmente encontrado em membranas celulares, foi investigada por Lee et al. (1993)
para a lise de células de C. necator. A lise da parede celular da bactéria excedeu 70% com uma
concentracdo 6tima de surfactante de 0,1 M em meio Tris-HCI com pH 7,0 a 30°C durante 60 min. Os
resultados mostraram que a carnitina palmitoil € mais eficiente do que lisozimas durante o rompimento das
células sem degradar os granulos dos PHA’s.

Os dados apresentados mostram que a investigagdo de novas técnicas de extragdo ¢ realizada a fim

de conduzir uma 6tima recuperagdo de P(3HB), com um elevado grau de pureza e baixo custo de produgao.
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2.8.2.1 Uso de enzimas na extracio de poli(3-hidroxibutirato)

Sao conhecidos diversos processos de recuperacdo de PHA’s. Porém o desenvolvimento de
métodos eficientes, que podem ser diferentes para cada microrganismo empregado, é importante para o
custo total da producdo dos polimeros (CHOI e LEE, 1999a).

A digestdo enzimatica permite a obten¢do de filmes de P(3HB) com maior grau de pureza porque
facilita a remogao de materiais celulares devido ao tratamento térmico que auxilia na lise das células e na
desnaturacgdo dos acidos nucléicos

O método de recuperagdo de PHA’s utilizando digestdo enzimatica tem a vantagem de ser um
processo seletivo e eficiente em termos energéticos, além de oferecer menor risco de danos ao produto
quando comparado com outras metodologias (ASENJO e SUK, 1986).

As enzimas sdo catalisadores organicos, produzidos pelas células vivas, que governam as reagdes
quimicas nos processos vitais. Uma vez elaborada pelo organismo, uma enzima podera atuar
independentemente da célula, se condi¢des apropriadas forem mantidas (BORZANI et al., 1975).

Segundo a Novozymes (1995) o uso de enzimas ao invés de produtos quimicos apresenta algumas
vantagens como: aceleram processos quimicos sem que haja consumo das mesmas; sdo especificas, pois
permitem a obtencdo de altos rendimentos sem que haja formagdo de subprodutos indesejaveis; sdo
eficientes ja que uma reagao catalisada por enzimas pode se processar de 10%a 10" vezes mais rapidamente
do que a mesma reacdo ndo catalisada; provém de sistemas naturais, portanto sdo ambientalmente
sustentaveis e atuam em condi¢des de facil controle como pH e temperatura.

O isolamento de PHA’s por digestdo enzimatica foi desenvolvido por Merrick e Doudoroff (1964)
que utilizaram lisozimas e desoxirribonucleases para solubilizar os peptidoglicanos e acidos nucléicos,
respectivamente, de células de B. cereus.

Meétodos industriais de recuperacdo de P(3HB) incluem a digestdo enzimatica em conjunto com
tratamento térmico a alta pressdo. No entanto, estes processos resultam em alta concentrag¢do de fragmentos
celulares soliveis no meio juntamente com o polimero. A centrifugacio € a operagdo unitaria mais comum
para a separacdo de inclusdes e outros materiais celulares (MIDDELBERG, 1996). Uma maior pureza do
polimero sera alcancada através de sucessivos passos de centrifugacdo e também com auxilio de
detergentes (HARRISON, 1990).

O desempenho das enzimas papaina, bromelina, tripsina bovina, quimiotripsina bovina, lisozima e
celulase foram avaliadas por Kapritchkoff et al. (2006) na recuperacdo de P(3HB) produzido por C.
necator. O melhor resultado, P(3HB) com 88,8% de pureza, foi alcangcado em digestdo enzimatica com 2%
de bromelina a 50°C e pH 9,0. Visando melhorar a eficiéncia e reduzir custos com enzimas, 0s
experimentos foram realizados com pancreatina, levando a um polimero com 90% de pureza e um custo
trés vezes inferior do que quando utilizada a bromelina.

Buscando métodos mais brandos de extracdo de P(3HB), Zuccolo et al., (1996) observaram que o

tratamento enzimatico de biomassa seca de C. necator suspensa em agua com enzimas proteoliticas
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comerciais de origem bacteriana (Savinase® e Esperase”) elevou o grau de pureza do polimero de 70 para
até 90%.

Segundo Steinbiichel (1996), a Imperial Chemicals Industries (Monsanto) utiliza varias enzimas
durante o processo de digestdo enzimatica para extracdo de PHA’s. Estas enzimas sdo: lisozima,
fosfolipase, proteinase, alcalase e outras. De acordo com o autor, o complexo enzimatico hidrolisa a maior
parte do material celular, o PHA permanece intacto e o filme obtido apresenta elevado grau de pureza.
Braunegg et al. (1998) reportam que a Monsanto utiliza também enzimas proteoliticas, tripsina, pepsina,
papaina e mistura destas enzimas na etapa de recuperagdo de PHA’s.

Fidler e Dennis (1992) investigaram a recupera¢do de PHB sintetizado por E. coli recombinante
que apresenta o gene T7 para co-expressdo de lisozima. No final da fase de acimulo de polimero, as células
foram separadas do meio de cultivo e ressuspendidas em solugdo contendo acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA). A enzima provocou a lise da parede celular da bactéria e os granulos de PHB foram
liberados com eficiéncia superior a 99%.

O processo empregado por Harrison (1990) para recuperar granulos de P(3HB) produzidos por C.
necator envolve homogeneizagdo por alta pressdo, solubilizando os debris celulares com detergentes ¢
enzimas, seguida de multiplas centrifugag¢des. A técnica apresentou-se eficiente tanto na ruptura quanto na
remocao do material celular.

A vantagem de utilizar enzimas para lise de células reside na sua especificidade e nas condigoes
operacionais mais brandas (KAPRITCHKOFF et al., 2006). As técnicas mencionadas acima demonstram o
grande potencial do uso de enzimas para o rompimento da parede celular de bactérias como C. necator

auxiliando a recuperag@o de biopolimeros com maior eficiéncia.

2.9 Separacio industrial do polimero

O elevado custo de producdo do P(3HB) e seu copolimero tém restringido a sua utilizacdo como
material plastico porque depende de varios fatores como rendimento do produto e da técnica de extragdo do
polimero. De acordo com Ling et al. (1997), mais da metade do custo de producdo de P(3HB) ¢ associado
ao processo de purificagdo e recuperagdo do polimero.

Apesar de um grande numero de métodos de extracdo de PHA’s ter sido desenvolvido (HAHN et
al., 1994, BERGER et al., 1989, LEE et al., 1995), a maioria ndo foi testada em escala piloto (LING et al.,
1997).

Meétodos industriais para extragdo de P(3HB) incluem digestdo enzimatica (HOLMES e LIM,
1990) e tratamento térmico associado com homogeneizacdo a alta pressio (HARRISON, 1991).
Entretanto, processos para a remocdo de debris celulares resultantes da ruptura celular tém recebido pouca
atencao (LING et al., 1997).

A Figura 8 apresenta um exemplo de fluxograma de extracdo de P(3HB) em escala industrial, onde

apos a digestdo enzimatica, os debris celulares sdo removidos por centrifugacao.
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Fermentagio

Aeragdo Lise celular Decantador
= —= Solugdo celulas
Micrerganismo =] " + polimero

Substrato Biomassa

ﬁ Residuos
Solvente

Solvente
+ polimero

Figura 8 - Fluxograma simplificado para extragdo de P(3HB) em escala industrial.

Fonte: WESTFALIA SEPARATOR, 2008.

Conforme a Figura 8, em escala industrial, apds o cultivo de Cupriavidus necator, o caldo
resultante da fermentacdo ¢ transferido a um separador onde a biomassa com P(3HB) intracelular ¢é
separada do meio liquido. Em seguida, esta biomassa € suspensa em solugdo tampao e passa pela etapa de
hidrdlise enzimatica com condi¢des como tempo e temperatura pré-estabelecidas. A solugdo tampao com as
células e polimero ¢ transferida para um decantador.

Os decantadores sdo equipamentos muito eficazes para realizar extra¢do liquido-liquido com um
grande teor de solidos. A Westfalia Separator desenvolveu um decantador continuo para tal aplicagdo. Este
tipo de mecanismo ¢é capaz de extrair a substincia desejada diretamente da suspensdo em que as células
foram rompidas. Este equipamento apresenta a vantagem de ndo haver a necessidade de pré-filtragdo do
meio que causa perdas diminuindo o rendimento do processo. A Figura 9 apresenta um exemplo de

separador liquido-liquido com alto teor de sdlidos.

Figura 9 - Decantador para extragdo liquido-liquido com alto teor de contetido de sélidos.

Fonte: WESTFALIA SEPARATOR, 2008.
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A suspensdo da qual o polimero sera extraido, ¢ alimentada no equipamento através do distribuidor
(1) e entra na area de extragdo contra-corrente (4) onde o polimero € separado por centrifugacdo. O residuo
liquido (solug@o tampéao com debris celulares) é descarregado (3) sob agdo da gravidade e o material sélido
entra em contato com o solvente que ¢ introduzido no sistema através do orificio de entrada do agente de
extracdo (2). Finalmente, a mistura de solvente com polimero é descarregada sob pressdo (5) no fluxo
contrario a extragdo com auxilio de uma bomba centripeta.

A utilizagdo de diversos decantadores em seqiiéncia possibilita a investigacdo da utilizacdo de
solventes como o diclorometano, nos quais, apesar de P(3HB) ser menos soluvel, sio menos toxicos e

provocam menor impacto ambiental.
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3 MATERIAL E METODOS

Em Material e Métodos sdo descritos os procedimentos adotados para a realizagdo dos
experimentos, bem como os equipamentos utilizados e as técnicas necessarias para a produgdo e extragdo

de biopolimeros.

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Cupriavidus necator - DSM 545
anteriormente conhecida como Ralstonia eutropha. A nova classificagdo foi proposta pela Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Cole¢do de Microrganismos e Cultura de
Células da Alemanha).

Para sua manutengdo, foi empregado o cultivo em tubos de ensaio contendo meio sélido (agar
nutriente), com repiques mensais. Essa cultura foi mantida a 30°C durante 48 h, e a seguir armazenada em
refrigerador a 4°C. A composic¢do do agar nutriente utilizado ¢ de 5,0 g.L" de peptona de carne, 3,0 g.L" de

extrato de carne e 1,5% de agar.

3.2 Obtencio de células

Parte das células de Cupriavidus necator empregadas no processo de extragdo e recuperacdo de
P(3HB) e P(3HB-co-3HV) foram cedidas pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Engenharia Bioquimica
(ENGEBIO) do Departamento de Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos da UFSC o qual
realiza cultivos para obtencdao de alta densidade celular em biorreator de 5 L (BIOFLO 110, New
Brunswick Scientific CO), utilizando-se volume util de 4 L. A biomassa cedida foi lavada com agua
destilada, separada por centrifugagdo e congelada.

Também foram utilizadas células cultivadas em frascos agitados de 500 mL (Shaker Certomat BS-
1). A reativag@o do microrganismo foi realizada em frasco erlenmeyer aletado de 500 mL contendo 100 mL
de solucdo composta por 1,3% (p/v) de caldo nutriente previamente esterilizado a 121°C durante 15 min. O
meio foi inoculado com trés al¢adas da cepa de Cupriavidus necator anteriormente armazenada a 4°C em
agar nutriente inclinado. Este pré-inoculo foi incubado em shaker a 30°C e 150 rpm por 24 h. Apos este
periodo, 10% do volume do pré-indculo foi transferido para os frascos contendo meio de cultura.

Os cultivos foram realizados em frascos aletados de 500 mL com volume de 125 mL de meio de

cultura sob agitacdo de 150 rpm a 30°C durante o tempo necessario para cada experimento. O pH das
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suspensoes foi ajustado para 7,0 e mantido ao longo dos experimentos com adigdo de NaOH (10%) e HCl

(10%). Ao final das culturas, as células foram separadas por centrifugacdo e mantidas sob congelamento.

3.2.1 Testes iniciais para a producio de biomassa de Cupriavidus necator

Os testes iniciais para a producao de biomassa foram realizados a fim de se obter condi¢des 6timas
de crescimento de Cupriavidus necator. Neste experimento avaliou-se a influéncia de diferentes
concentracdes de glicose, uréia e solucio de oligoelementos no crescimento da bactéria. As concentragdes
dos componentes bem como a composi¢do da solugdo concentrada de oligoelementos foram tomadas de
dados na literatura sobre cultivos de C. necator (KHANNA ¢ SRIVASTAVA, 2005b).

As Tabelas 2 e 3 apresentam a composi¢do dos nutrientes utilizados do meio para a produgdo de

biomassa e a composi¢do da solugdo concentrada de oligoelementos, respectivamente.

Tabela 2 - Composi¢ao do meio de cultura.

Componente Concentragio (g.L™)
Extrato de levedura 0,5
CaCl, 0,01
KH,PO, 1,5
MgS0O,4.7H,0 0,5
Na,HPO, (g.L"") 4

Tabela 3 - Composicdo da solucdo concentrada de oligoelementos.

Elemento Concentracio (g.L'l)
(NH4)sM070,4.4H,0 0,6
H;BO; 0,6
FeS0,4.7H,0 0,2
ZnS0,4.7H,0 1,3

As Tabelas 4 e 5 apresentam a matriz do planejamento fatorial 2° em duplicata, e os niveis dos
componentes utilizados, respectivamente, para a avaliacdo da influéncia dos componentes no crescimento

de C. necator.
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Tabela 4 - Matriz do planejamento fatorial 2° de avalia¢do do crescimento de Cupriavidus necator.

Ensaio  Glicose Uréia Oligoelementos
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Tabela 5 - Niveis dos componentes utilizados no planejamento fatorial.

Componente Nivel +1 Nivel - 1
Glicose (g.L™) 40 20
Uréia (g.L™") 3 2
Oligoelementos (mL.L™) 15 5

Durante o preparo do meio de cultura, cada sal e a glicose foram esterilizados separadamente para

evitar uma possivel reagdo dos componentes e precipitacao dos sais.

3.2.2 Influéncia de diferentes concentracdes de uréia, KH,PO, e Na,HPO, na producio de

biomassa de Cupriavidus necator e P(3HB)

Em cultivos de Cupriavidus necator visando a producdo de P(3HB) estdo envolvidos diversos
fatores que influenciam no mecanismo de sintetiza¢do do polimero pela bactéria, desta forma, foi realizado
um planejamento fatorial para alcancar a otimizacdo destes fatores. Nestes ensaios avaliou-se influéncia de
novos niveis de concentrac¢des de uréia além dos sais KH,PO, e Na,HPO,4 na produgio células e P(3HB).

Na Tabela 6 estdo apresentados os elementos ndo varidveis que compde o meio de cultivo.

Tabela 6 - Composi¢ao do meio de cultura.

Componente Concentragao (g.L'l)
Glicose 40
Extrato de levedura 0,5
CaCl, 0,01
MgS0,.7H,0 0,5

Soluc¢ao oligoelementos 15mL.L"
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As Tabelas 7 e 8 apresentam a matriz do planejamento fatorial 2°, em duplicata, e os niveis dos
componentes utilizados, respectivamente, para a avaliagdo da influéncia de uréia, KH,PO4 ¢ Na,HPO,4 na

producdo de P(3HB).

Tabela 7 - Matriz do planejamento fatorial 2° para uréia e sais.

Ensaio Uréia KH,PO, Na,HPO,

1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Tabela 8 - Niveis dos compostos variados no planejamento fatorial.

Componente Nivel +1 Nivel -1

Uréia (g.L) 2 1
KH,PO,4(g.L™) 3 1,5
Na,HPO, (g.L™") 4 0,6

3.3 Técnicas analiticas

3.3.1 Amostragem

Nos ensaios em frascos agitados, a amostragem foi realizada em menores proporg¢des, devido ao
menor volume de amostra disponivel. Durante as culturas, eram retiradas amostras de 2 mL para leitura de
pH e analise da concentracdo de agucares.

Ao final dos cultivos, aliquotas de 2 mL eram centrifugadas em tubos eppendorf sendo que do
sobrenadante eram feitas as analises de substrato e o precipitado foi lavado duas vezes com dgua destilada,

e apos a ultima centrifugagdo, foi congelado para posterior analise de polimeros.
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3.3.2 Determinacio da concentracio de biomassa

3.3.2.1 Medida por espectrofotometria

A concentragdo celular do pré-indculo foi avaliada em um espectrofotometro (modelo GENESYS
10 Vis, marca Spectronic Unicam, USA) medindo-se a absorbancia a 600 nm. Para manter uma precisdo
adequada (regido linear), a faixa de absorbancia utilizada foi entre 0,0 e 0,8. A partir deste valor, foram

feitas dilui¢des para manter a linearidade. A medida por espectrofotometria foi realizada em triplicata.

3.3.2.2 Medida por gravimetria

Nos cultivos em frascos agitados, a determinagdo por gravimetria foi realizada apenas no final da
cultura. A concentracdo celular por gravimetria foi obtida a partir de um volume conhecido de cultura
(2 mL). O meio de cultura foi centrifugado em tubos eppendorf de 2 mL cada, previamente secos e
pesados, a 14000 rpm, e o precipitado foi ressuspenso com agua destilada e centrifugado duas vezes para a

lavagem, seguido de secagem em estufa a 105°C por 24 h. A amostragem foi realizada em triplicata.

3.3.3 Concentracao de acucares

A concentragdo e consumo de glicose foram avaliados através do Kit Glicose PP que determina a
concentracdo do agucar pelo método enzimatico-colorimétrico. Com o auxilio de uma curva padrdo
previamente realizada, a concentragdo de glicose foi obtida com a absorbancia lida em espectrofotometro a
500 nm. A curva padrdo expressa a concentragio de glicose (g.L") versus absorbancia em uma escala

compreendida entre 0 e 40 g.L" de glicose (Anexos, Figura A.1).

3.3.4 Quantifica¢cao de P(3HB)

O P(3HB) foi dosado por cromatografia gasosa, conforme o método de metandlise baseado em
Braunegg et al. (1978), com as modifica¢des propostas por Brandl et al. (1988).

As amostras, com volume conhecido de meio de cultura, foram centrifugadas a 14000 rpm por 3
minutos. O precipitado foi lavado duas vezes com agua destilada e congelado para posterior andlise. Apds
descongelamento, o precipitado foi ressuspenso em um volume de 2 mL de cloroférmio e 2 mL de metanol
acidificado (H,SO4 15%), contendo acido benzoéico 0,4 g.L‘1 como padrdo interno, com agitagdo em vortex
e a mistura foi entdo aquecida a 100°C durante 140 minutos. Depois de 1 h de aquecimento, a mistura foi
agitada durante alguns segundos e devolvida ao aquecimento. Apos resfriamento em banho de gelo,
adicionou-se 1mL de agua destilada e as amostras foram agitadas durante 30 segundos, seguido de

decantagdo. A fase organica (inferior) foi retirada com uma pipeta Pasteur e armazenada sob refrigeragdo
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para posterior analise em cromatografia gasosa. A curva padrio foi feita utilizando-se o poli-3-
hidroxibutirato (Sigma), como padrao externo, com massa variando entre 0,001 g a 0,03 g. A curva padrao
¢ estabelecida através da relagdo das areas de P(3HB)/padrio interno pela massa de polimero. Submeteu-se

os padrdes a mesma metanoélise que as amostras, a curva se encontra em Anexos na Figura A.2.

3.3.4.1 Cromatografia gasosa

A coluna utilizada para dosagem do P(3HB) foi de silica fundida (0,53mm X 30m) modelo
Supercowax-10. O cromatdégrafo foi um CG-90 equipado com um detector de ionizacdo de chama (DIC ar-
hidrogénio). O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio a 30 mL/min e as temperaturas de injecdo, deteccao
e coluna foram respectivamente de 190°C, 230°C e 90°C, essa condi¢do de coluna foi usada para os
cultivos em residuo amildceo. Para os cultivos utilizando como fonte de carbono a glicose, foi utilizado
uma rampa de aquecimento com as seguintes condigdes: temperatura inicial da coluna de 60°C,
temperatura final de 110°C, taxa de aquecimento de 7°C.min"' e taxa de resfriamento de 35°C.min"". O
volume injetado foi de 2 pL. As diferentes condigdes utilizadas para analise cromatografica se deve
exclusivamente as condi¢des do aparelho utilizado. A integracdo e os cromatogramas foram obtidos através
do software Clarity Lite (DataApex”). Um exemplo de cromatograma pode ser visto em Anexos na Figura

A3.

3.3.5 Determinaciao da porcentagem de recuperacio e pureza de P(3HB)

A porcentagem de recuperacdo de P(3HB) foi obtida através da Equacdo 1.

~ Mool
%recuperagd 0 = —2100 (1)
pol .cél.
Onde: Myl ext. € @ massa de polimero extraido € Myl c4. € @ massa de polimero no interior das células
mensurada por cromatografia gasosa.

A pureza dos filmes foi calculada através da Equagao 2.

m
% pureza = —2-100 ()

filme

Onde: Mp@iyp) € @ massa ¢ a de P(3HB) contida no filme, detectada por cromatografia Myjjme € a

massa total do filme utilizada para a analise cromatografica.
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3.4 Metodologia de extracao

3.4.1 Preparo das células para hidrélise

Apos o descongelamento da biomassa proveniente de cada cultivo, eram preparadas, em
erlenmeyers de 250 mL, suspensdes com 2% (p/v) de células em 100 mL de tampdo. A etapa seguinte
consiste no tratamento térmico. As células em tampao foram tratadas termicamente em autoclave durante
15 min a 121°C para desestabilizar a parede celular. Adicionava-se a enzima na etapa de hidrolise

enzimatica conduzida em banho térmico agitado.

3.4.2 Procedimento de extragio de polimero

Para realizar a extragdo do polimero contido nas células, 4 mL do material submetido ao banho
térmico foi centrifugado em tubos eppendorf durante 3 min a 14000 rpm. Apds o descarte do sobrenadante
da segunda centrifugacgdo, ja que o volume til dos tubos é de 2 mL, adicionava-se 1 mL do solvente. Todas
as extra¢des foram realizadas em triplicata.

Os tubos com células e solvente foram novamente centrifugados e posteriormente retirou-se as
solugdes solvente-polimero com o auxilio de uma seringa. Estas solugdes foram pesadas em placas Petri
previamente taradas.

A evaporagdo do solvente foi conduzida em uma cuba de vidro totalmente fechada no periodo de
24 h. Para confirmar a evaporacao total dos solventes, as placas foram colocadas em estufa a 80°C por 4 h.
Em seguida, estas foram novamente pesadas para o calculo da porcentagem de polimero recuperado. A

Figura 10 apresenta o fluxograma do procedimento de extragcao do polimero.
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Tampao (2% células)
[

Autoclavagem
[

Adicao enzima
[
Hidrodlise enzimatica
[

Centrifugacao
|

Adicao solvente
[

Evaporacio
|
Filme

Figura 10 - Fluxograma da extragdo de polimero.

3.4.3 Enzimas

A fim de hidrolisar a estrutura da parede celular da bactéria Cupriavidus necator, foram realizados
experimentos com as seguintes enzimas: Alcalase” fornecida pela Novozymes; Corolase® L10, Corolase”™
7089, Corolase® PP, Rohalase® Barley, Rohalase® BX e Rohament® CL cedidas pela AB Enzymes;

Celumax” BC e Protemax”™ FC da Prozyn BioSolutions.

3.4.3.1 Alcalase® 2.4L

Alcalase” 2.4L é uma endoprotease produzida a partir da fermentagdo de Bacillus licheniformis.
Tem um bom desempenho em pH na faixa entre 6,0 e 8,0. A temperatura de utilizagdo encontra-se na faixa
de 55 - 60°C.

E adequada para utilizagio em preparacdes de imersdo, assim como meios liquidos. E um produto
liquido de densidade de 1,25 g.mL™" e a concentragdo indicada é de 2% sobre contetido de proteina da
matéria prima mas depende do pH e temperatura do meio.

Esta enzima ¢ utilizada em produtos de limpeza para remover manchas a base de proteinas.
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3.4.3.2 Celumax® BC

Celumax® BC ¢ um sistema de enzimas & base de mananase, celulase e hemicelulase. E um po de
coloragdo levemente castanha. O pH 6timo é de 4,0 e a temperatura 6tima ¢ de 60°C, acima deste valor a
enzima ¢ rapidamente inativada.

A concentracdo adequada deve ser obtida através de testes praticos, pois varia de acordo com o
processo e a qualidade da matéria-prima. O fornecedor recomenda a utilizagdo de 0,02 a 0,1% em base de
substrato seco.

Esta enzima ¢ aplicada na degradagdo de substancias derivadas da parede celular de plantas. O

produto pode ser usado no processamento de café instantdneo e no descascamento enzimatico da soja.

3.4.3.3 Corolase® 7089

Corolase™ 7089 é uma enzima proteolitica que contém exclusivamente endoprotease, obtida a
partir de culturas de Bacillus subtilis. E um produto liquido de cor castanho claro e com odor caracteristico.
O pH 6timo ¢ de 7,2 e a temperatura 6tima é 55°C. A massa especifica é de 1,15 g.mL™".

A concentragdo recomendada para esta enzima varia entre 0,01 ¢ 0,5% e depende do substrato,
grau de hidrolise desejada, condi¢des de reagdo (tempo, temperatura e pH).

Corolase”™ 7089 é utilizada para a hidrélise de proteinas provenientes de diversas fontes. Alguns
exemplos de aplicagdes especiais sdo: hidrolise de gluten de trigo, gelatina, de peixe e de proteinas do leite,

como enzima Unica ou em combinacdo com outras proteases.

3.4.3.4 Corolase® L10

Corolase® L10 é uma protease a base de papaina obtida a partir de "Papaya carica" que quebra
proteinas, em uma ampla faixa de pH. E um produto liquido de cor amarelo claro com odor caracteristico.
O melhor pH para uso ¢ entre 3,0 e 9,0. Para otimizar a eficiéncia recomenda-se uma temperatura de 50 -
70°C. Massa especifica: 1,2 g.mL'l.

A concentracdao recomendada ¢ de 0,01 - 0,5% dependendo das condi¢des de reagdo e do tipo de
proteina do substrato. Esta enzima pode ser utilizada no processamento de alimentos a base de proteinas de

origem vegetal e animal.

3.4.3.5 Corolase® PP

® . . [
Corolase PP~ contém enzimas proteoliticas como endoprotease. Atua melhor em pH neutro e

ligeiramente alcalino. E obtido a partir de glandulas do pancreas suino.
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2

E um poé de cor bege com odor caracteristico. O melhor pH para uso € entre 7,5 - 9,0 ¢ a
temperatura 6tima encontra-se na faixa de 45 - 50°C. Dependendo do substrato e das condigdes de reagdo, a
dose pode variar entre 0,01 - 0,5% de proteina.

Este produto degrada numerosas proteinas de origem vegetal e animal usadas na tecnologia de
alimentos. A enzima exibe a sua melhor atividade em substratos que possuam caseina, proteina de soja e

glaten.

3.4.3.6 Protemax® FC

Protemax” FC é um produto constituido a base de endo/exo-peptidases de grau alimenticio
derivadas de uma cepa selecionada ndo modificada geneticamente do Aspergillus orysae. E um pé de cor
creme-amarronzado. A faixa de pH recomendada de atuacdo ¢ de 6,0 a 9,0, com um 6timo em 7,0 - 7,5. A
atividade da enzima ¢ efetiva nas temperaturas de 25 a 60°C, com um 6timo em 50°C.

A quantidade de enzima a ser adicionada varia de acordo com o tipo de processo utilizado. Em
geral, para degradacdo protéica, recomenda-se inicialmente trabalhar com dosagens de 0,01 - 0,05%,
baseado na massa protéica como ponto de partida.

Tem sido largamente aplicada para hidrolisar proteinas, tirar o amargor de hidrolisados de
proteinas, reduzir rapidamente a viscosidade das solu¢des de proteinas soluveis e géis protéicos e para a

solubilizagdo e modificacdo de proteinas.

3.4.3.7 Rohalase® Barley

Rohalase®” Barley é um complexo enzimatico, que contém predominantemente B-glucanase, além
de outras enzimas tais como celulase e de endoxilanase. E obtida a partir de culturas de Trichoderma
reesei.

E um produto granulado de cor marrom, parcialmente solivel em agua e é mais eficiente sob as
seguintes condigdes: pH entre 4,0 e 7,0 ¢ a temperatura na faixa de 40 - 70°C. A posologia recomendada é
de 0,05 - 0,1%

Esta enzima ¢ aplicada no processamento de cerveja para compensar possivel qualidade inferior do

malte além de reduzir a viscosidade da bebida prevenindo também a turbidez.

3.4.3.8 Rohalase® BX

E uma preparagio B-glucanase com alto teor de p-1.3 - e p-1.6-glucanase obtida de uma cultura

especifica de uma cepa modificada de Trichoderma. A enzima apresenta alta atividade proteolitica e
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encontra-se na forma de um p6 de coloragdo bege com odor aromatico. O pH 6timo situa-se entre 3,0 e 4,0
e a temperatura de atuagdo varia entre 40 e 50°C.
Rohalase” BX ¢ adequada para o processo de filtragem de vinhos e cervejas, onde a clarificagdo é

significativamente melhorada. E também utilizada para lise de células de levedura.

3.4.3.9 Rohament® CL

Rohament” CL degrada celulose formando outros polissacarideos. Funciona melhor em pH
ligeiramente 4cido. E obtida a partir de culturas de Trichoderma reesei.

E um liquido de cor marrom com odor caracteristico e peso especifico de 1,1 g.mL™". O pH 6timo &
de 4,5 e a temperatura 6tima se encontra entre 60 ¢ 65°C. A concentra¢do recomendada é de 0,05 - 0,1%.

Esta enzima ¢ utilizada no melhoramento do processo de filtragdo de gluten resultando maiores

taxas de filtragdo e melhor secagem.

3.5 Analise estatistica

Para avaliacdo da recuperacdo de polimero, foi utilizado o teste de Tukey HSD do Programa
Statistica (versdo 8.0) com o qual avaliou-se se houve diferenca significativa entre as médias das amostras
num nivel de significancia de 5%. Um exemplo de resposta obtida com o teste de Tukey encontra-se em

Anexos na Figura A.4.

3.6 Influéncia do tipo de solvente e tempo de hidrolise sobre a extraciao de P(3HB)

Com a biomassa produzida em biorreator de 5 L, foram preparadas suspensdes contendo 2% (p/v)
de células em tampdo Tris-HCI com pH 7,5. Estas suspensdes foram tratadas termicamente em autoclave
durante 15 min a 121°C. Nestes ensaios, utilizou-se aliquotas de 100 puL da enzima Alcalase™ 2.4L na etapa
de hidrélise enzimatica que foi conduzida em banho térmico agitado a 100 rpm e 60°C, temperatura essa
que se encontra na faixa 6tima de utiliza¢do da enzima.

A extracdo do polimero foi realizada com 1 mL dos seguintes solventes: diclorometano,
cloroformio e alcool citrus o qual é obtido no processo de fermentagdo alcodlica do melago do suco de

laranja. A Tabela 9 apresenta a composi¢@o do alcool citrus obtida através de analise cromatografica.
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Tabela 9 - Composicdo do alcool citrus.

Composi¢do Concentragao (mg.L'l) %
Acetaldeido 306 0,60
Acetona 269 0,53
Acetato de Etila 397 0,78
Metanol 46556 91,81
Sec-butanol 30 0,06
Propanol 1576 3,11
Isobutanol 13 0,02
Acetato de Isoamila 17 0,03
n-Butanol 4 0,007
d-Limoneno 1515 2,98

Alcool isoamilico 0 0
Alcool amilico 23 0,04

Fonte: Citrosuco, 2007.

Apos a etapa de extracdo, a evaporacdo dos solventes cloroférmio e diclorometano foi conduzida

em placas de Petri mantidas em cuba de vidro enquanto que o alcool citrus foi evaporado em capela com

ventilagdo ligada no periodo de 24 h.

As hidrdlises enzimaticas realizadas com os diferentes tipos de enzimas foram realizadas em

duplicata enquanto que as extragdes foram feitas em triplicata.

3.7 Extracdo de P(3HB) com diferentes tipos de enzimas

As células utilizadas nestes testes foram cultivadas em biorreator de 5 L com as quais foram

preparadas suspensoes contendo 2% (p/v) de células em meio tamponante especifico para cada enzima

utilizada. A Tabela 10 apresenta as enzimas empregadas nas extragdes com suas respectivas solugdes

tampao e pH.
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Tabela 10 - Solugdo tampéo e pH para cada enzima.

Enzima Solu¢do Tampio pH
Alcalase® 2.4L Tris-HCI 7,5
Celumax® BC Acetato 4,0
Corolase® 7089 Tris-HCI 7,5
Corolase® L10 Acetato 5,5

Corolase® PP Tris-HCI 9,0
Protemax” FC Tris-HCI 7,5
Rohalase® Barley Acetato 5,5
Rohalase® BX Acetato 4,0
Rohament® CL Acetato 4,0

As enzimas foram utilizadas de acordo com as recomendagdes dos fabricantes que sugerem a
concentracdo maxima entre 0,05 e 0,5% sobre extrato de células secas. Nos primeiros ensaios adotou-se a
concentracdo de 0,5% (p/p) para todas as enzimas testadas.

A hidrolise enzimatica foi conduzida durante 1,5 h em banho térmico agitado a 100 rpm e 60°C e
os polimeros foram extraidos com 1 mL de cloroférmio.

As hidrolises enzimaticas foram realizadas em duplicata e as extragdes em triplicata.

3.6 Otimizacao das condicdes para atividade da enzima Celumax® BC

Neste experimento as células utilizadas para a extracdo de biopolimero foram cultivadas em
biorreator de 5 L. Posteriormente ao descongelamento da biomassa, foram preparadas suspensdes contendo
2% (p/v) de células em tampdo acetato. As células em tampao foram tratadas termicamente em autoclave
durante 15 min a 121 °C. A enzima foi adicionada na etapa de hidrolise enzimatica que foi conduzida em
banho térmico agitado. Apo0s a hidrélise enzimatica, cada soluc¢do foi centrifugada e o polimero extraido
com 1 mL de cloroférmio. Em seguida a evaporagdo do solvente em placas de Petri, os filmes de P(3HB-
c0-3HV) foram pesados. A pureza dos filmes foi obtida através de cromatografia gasosa.

Buscando encontrar as melhores condigdes de operagdo da enzima Celumax BC®, utilizou-se
planejamentos fatoriais. As combinagdes especificas dos fatores foram testadas em 8 ensaios, sendo que as
hidrolises foram realizadas em duplicata e as extragdes do polimero em triplicata.

No primeiro planejamento, variou-se o pH do meio tamponante, a concentracdo de enzima em
relacdo a massa de células secas, a temperatura e o tempo do banho para hidrélise enzimatica. As Tabelas
11 e 12 apresentam dados do primeiro planejamento fatorial 2*', em duplicata, para otimiza¢do das

condigdes de operacao da enzima Celumax® BC.
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Tabela 11 - Matriz do planejamento fatorial 2% sobre o efeito dos parAmetros pH, temperatura (T),

concentracdo de enzima ([E]) e tempo (t) na acdo da enzima Celumax® BC.

Ensaio pH T(C°C) [E] (%) (p/p) t(h)
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1 +1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 +1

Tabela 12 - Niveis dos parametros utilizados no primeiro planejamento fatorial.

Parametro Nivel +1 Nivel -1
pH 4,5 4
T(°C) 70 60
[E] (%) (p/p) 0,1 0,02
t (h) 1,5 1

As Tabelas 13 e 14 apresentam dados do segundo planejamento fatorial 2°, em duplicata, para

otimizacao das condi¢des de operagdo da enzima Celumax® BC.

Tabela 13 - Matriz do planejamento fatorial 2 dos parametros: pH, concentragdo de enzima ([E]) e

tratamento térmico (T T) para Celumax® BC.

Ensaio pH [E] (%) (p/p) TT
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
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Tabela 14 - Niveis dos parametros utilizados no segundo planejamento.

Parametro Nivel +1 Nivel -1
pH 4,2 4

[E] (%) (p/p) 0,02 0,01
TT com sem

3.7 Avaliacao do numero de extracoes de P(3HB) com diclorometano

As células utilizadas nestes ensaios para a extragdo de biopolimero com diclorometano foram
cultivadas em frascos agitados. Com a biomassa, foi preparada uma suspensdo contendo 2% (p/v) de
células em tampao acetato que foi tratada termicamente em autoclave durante 15 min a 121 °C.

Adicionou-se 0,02% (p/p) da enzima Celumax” BC & suspensio e a hidrolise enzimatica foi
conduzida em banho térmico agitado a 60°C durante 1 h. Apds este periodo, 2 mL da suspensdo foi
centrifugada em tubo eppendorf e realizou-se a extragdo de P(3HB) com diclorometano em cinco estagios.

No primeiro estagio, adicionou-se 1,5 mL de diclorometano ao precipitado e, apds centrifugagdo
durante 3 min a 14000 rpm, a mistura de solvente e polimero foi transferida para uma placa de Petri para
evaporacdo. No segundo estagio, adicionou-se 1 mL do solvente ao mesmo precipitado e, apds a
centrifugacdo, o solvente juntamente com P(3HB) foi transferido para uma segunda placa. O mesmo

procedimento foi realizado para os demais estagios.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes iniciais para a produc¢io de biomassa de Cupriavidus necator

O presente estudo preliminar foi realizado a fim de se obter condigdes favoraveis ao crescimento
de C. necator para posteriores ensaios para obtengdo de concentragdes adequadas de nutrientes para
producdo de P(3HB).

Os cultivos tiveram duragdo de 48 h, pois este foi o periodo que a bactéria levou para consumir a
glicose do meio.

A fonte de nitrogénio é um fator importante para o crescimento celular. Khanna e Srivastava
(2005b) testaram o sulfato de amodnio, uréia, cloreto de amodnio e nitrato de amoénio como fontes de
nitrogénio em concentra¢des equivalentes a quantidade de nitrogénio de cada sal no cultivo de C. necator.
A maior biomassa (7,9 g.L™") foi alcangada no experimento realizado com uréia, seguido pelo ensaio com
cloreto de amodnio onde obtiveram 6,7 g.L'1 de células. Baseado nestes dados, a uréia foi adotada com a
fonte de nitrogénio nos ensaios realizados em frascos agitados.

As concentragdes de glicose avaliadas foram 20 e 40 g.L™'. Estes valores foram testados com base
em dados da literatura sobre cultivo de C. necator em meio contendo glicose como principal fonte de
carbono. Ienczack (2006) observou que concentragdes de ART acima de 40 gL causam inibigio do
crescimento de C. necator. Este fenomeno também foi observado por Fiorese (2008) em concentragdes
abaixo de 10 - 12 g.L™".

Com o objetivo de analisar o comportamento dos oligoelementos no crescimento da bactéria,
foram avaliadas as concentragdes de 5 ¢ 15 mL.L" destes elementos trago.

A Tabela 15 apresenta a biomassa, juntamente com a andlise estatistica, obtida através do

planejamento fatorial de otimiza¢do das condi¢des de cultivo.

Tabela 15 - Biomassa para o planejamento fatorial de otimizacdo das condi¢des de cultivo de C. necator.

Ensaio Glicose (g.L'l) Uréia (g.L'l) Oligoelementos (mL.L'l) Biomassa (g.L'l)
1 (-) 20 (-) 2 ()5 8,2+0,4"
2 (+) 40 (-) 2 ()5 9,4+0,1
3 (-) 20 (+)3 ()5 7,140,2°
4 (+) 40 (+)3 ()5 8,9:+0,4*
5 (-) 20 () 2 (+) 15 8,5+0,5%
6 (+) 40 (-) 2 (+) 15 9,9+0,4¢
7 (=) 20 (+)3 (+) 15 7,6+0,1°
8 (+) 40 (+) 3 (+) 15 9,3+0,2™

Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p>0,05).
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A analise estatistica do experimento mostrou que, embora as concentracdes de biomassa entre a
maioria dos ensaios ndo diferiram estatisticamente, o melhor resultado foi alcancado no ensaio 6 onde a
biomassa produzida foi de 9,9 g.L™'. Neste ensaio, a concentragdo de glicose foi de 40 g.L". Tenczak (2006)
utilizou melago como fonte de carbono na concentragio de 40 g.L' de ART durante o cultivo de C. necator
¢ obteve uma biomassa total de 18 g.L". Estes resultados indicam que esta concentragdo de aglcar ¢ ideal
para o cultivo da bactéria.

A fonte de nitrogénio ¢ essencial para o aumento da biomassa bacteriana devido a necessidade
deste elemento durante a reproducdo celular. Segundo Aragdo (1996), a concentragdo inicial da fonte de
nitrogénio ((NH4),SO4) no meio comumente utilizada é de 2,3 g.L”', suficiente para a obtencio de 5,0 g.L™".
No ensaio 6 obteve-se o dobro desta concentragdo celular com 2 g.L" de uréia.

Além das fontes de carbono e nitrogénio, diversos elementos sdo essenciais para o crescimento
celular. No planejamento fatorial, os ensaios 2 e 6, diferem apenas na concentracdo dos oligoelementos.
Como mostrado na Tabela 15, com um nivel de significancia de 5%, ndo houve diferenga na biomassa
obtida ao final dos dois cultivos, que foram de 9,4 ¢ 9,9 g.L”', respectivamente. Em estudos realizados por
Khanna e Srivastava (2005b), as concentragdes de 5 e 15 mL.L" de solugdo de oligoelementos foram
variadas no planejamento fatorial. Os autores concluem que, para a produgdo de biomassa, o ideal é a
utilizagdo da menor concentragdo de metais trago, entretanto, a produgdo de biopolimero foi maior com um
teor de 15 mL.L™" destes compostos.

Para melhor visualizacdo dos resultados, a Figura 11 apresenta os graficos de analise do efeito dos

diferentes niveis de concentragdo de glicose, uréia e oligoelementos no crescimento bacteriano.
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Figura 11 - Graficos da analise do efeito das concentragdes de glicose, uréia e oligoelementos sobre a

produgdo de biomassa de C. necator.
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Como pode-se observar na Figura 11, o nutriente mais importante durante o crescimento celular foi
a glicose no nivel superior (40 g.L'l). A diminui¢ao na concentragdo de agucar para 20 g.L'1 levou a uma
queda da concentragdo de biomassa. Koutinas et al. (2007) utilizaram baixo teor de glicose (10 g.L™")
durante o cultivo de Cupriavidus necator. Com esta concentracdo de substrato a biomassa obtida foi de
5 gL, valor inferior aos encontrados neste trabalho. Através da analise destes dados, em experimentos
posteriores, a concentragdo de glicose adotada foi de 40 g.L'l.

A concentracdo de uréia ndo foi proporcional ao crescimento celular ja que a maior quantidade de
biomassa foi obtida com o nivel inferior (2 g.L ") do composto. Em grande parte dos cultivos de C. necator
encontrados na literatura, o (NH4),SO4 ¢ utilizado como principal fonte de nitrogénio, entretanto, a uréia
apresenta vantagem sobre o sulfato por atenuar flutua¢des no pH, diminuindo gastos com solugdes de HCI
e NaOH utilizadas para corrigir o pH do meio.

Apesar da concentracdo de oligoelementos ser muito baixa no meio de cultura, estes compostos
participam do crescimento celular. Esta participagdo foi maior no nivel superior (15 mL.L™), como
mostrado na Figura 11. Como reportado por Khanna e Srivastava (2005b), a sintetizacdo de polimero pela
bactéria aumenta no meio com maior teor de elementos trago, portanto, nos futuros ensaios em shaker, a
concentracdo utilizada para esta solugéo foi de 15 mL.L".

Estes resultados mostram a importancia do balanceamento dos nutrientes do meio de cultivo para

um aumento na concentragao celular.

4.2 Influéncia de diferentes concentracées de uréia, KH,PO,4 e Na,HPO, na producio de biomassa
de Cupriavidus necator e P(3HB)

O planejamento fatorial foi realizado para determinar as melhores concentragdes de uréia, KH,PO4
e Na,HPO, para crescimento celular e produgido de P(3HB) por C. necator.

Com base no ensaio preliminar, nos cultivos realizados em frascos agitados, a concentracdo de
glicose utilizada foi de 40 g.L™". Ienczak (2006) avaliou a producdo de P(3HB) por C. necator em meios
contendo 30, 40, 50, 60 ¢ 70 g.L'1 de acucares redutores totais (ART) e a produgdo de polimero foi maior
(38%) no meio contendo 40 g.L"' de ART.

A uréia foi utilizada nas concentragdes de 1 e 2 g.L'1 , esta fonte de nitrogénio facilita controles
analiticos do meio cultura evitando sucessivas correcdes de pH. Beaulieu et al. (1995) utilizaram sulfato de
amoénio com fonte de nitrogénio no cultivo de C. necator e observaram flutua¢des no pH do meio de cultivo
entre 2,12 ¢ 6,9, sendo quem em pH 5,4 houve morte celular cessando o crescimento da bactéria. Os
autores reportaram a possivel substituicdo do sulfato de amoénio pela uréia para diminuir a variagdo do pH.

Os cultivos foram conduzidos durante 52 h, periodo que o microrganismo levou para consumir a
glicose do meio. Este tempo é maior do que os reportados na literatura, pois as células sdo transferidas do
pré-indculo para os frascos onde o cultivo é conduzido, sem passar pelo segundo pré-indculo, onde a

maioria dos autores submete a bactéria a uma fase de adaptagdo.
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A Tabela 16 apresenta as concentragcdes de biomassa e P(3HB) obtidos através do planejamento

fatorial.

Tabela 16 - Concentracdes de biomassa e P(3HB) obtidas com o planejamento fatorial de otimizagao das

condicdes de cultivo de C. necator.

Ensaio Uréia KH,PO, Na,HPO, Biomassa (g.L™) P(3HB) (g.L")
1 ()1 () 1,5 (-)0,6 6,8+0,5° 3,7+0,5%
2 (+)2 () 1,5 (-) 0,6 9,8+0,7" 6,9+0,7°
3 () 1 (+)3 (-)0,6 7,040,5° 3,1£0,2°
4 (+)2 (+)3 (-) 0,6 10,2+0,8° 6,3+0,5°
5 () 1 () 1,5 (+) 4 7,3+0,6™ 2,5+0,4°
6 (+)2 () 1,5 (+) 4 10,7+0,7° 5,8+0,5°
7 () 1 +)3 (+) 4 7,5+0,5% 2,3+0,2°
8 (+)2 (+)3 (+) 4 11,3+0,8° 5,1+0,4%

M¢édias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p>0,05).
* As concentragdes de uréia, KH,PO, e Na,HPO4 encontram-se em (g.L'l)

A Tabela 16 mostra que, nos ensaios submetidos ao nivel inferior da fonte de nitrogénio (1 g.L™),
tanto a concentrac¢do de biomassa quanto o teor de P(3HB) nas células foram estatisticamente menores do
que nos testes com 2 gL' de uréia.

Em estudos de produgdo de biomassa ¢ P(3HB) por C. necator, Garcia (2006) utilizou meio de
cultivo contendo 30 g.L'l de glicose/frutose e 2,3 g.L'l de (NH4),SO4. Ao final da fase de produgdo, a
biomassa total foi de 12 g.L"' ¢ a concentragdo de P(3HB) no interior das células foi de 5,2 g.L”', o que
representou um acumulo total de P(3HB) de 44%. Situacdo parecida ocorreu no ensaio 8, onde apesar da
concentragio celular ter sido de 11,3 g.L”', 0 acamulo de polimero foi de apenas 45,1% (5,1 g.L™).

No ensaio 2, obteve-se biomassa de 9,8 g.L'l com a maior concentragdo de polimero (6,9 g.L'l),
que corresponde a um acumulo de 70,4%. Estes resultados demonstram que este ensaio foi o que
apresentou melhores concentragdes de uréia (2 g.L'l), KH,PO, (1,5 g.L'l) e Na,HPO, (0,6 g.L'l) para
producao de P(3HB).

As Figuras 12 e 13 apresentam os graficos de analise do efeito dos diferentes niveis de
concentracdo de uréia, KH,PO, ¢ Na,HPO4 no crescimento bacteriano ¢ no acumulo de P(3HB),

respectivamente.
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Figura 12 - Graficos da analise do efeito das concentragées de uréia, KH,PO4 e Na,HPO, sobre o

crescimento celular de C. necator.

A Figura 12 mostra que o fator mais influenciou significativamente na produgdo de biomassa foi a
uréia no nivel superior, de 2 g.L'l'. As células de Cupriavidus necator sio compostas principalmente por
lipidios, fosfolipidios, peptoglicano e material protéico (PUNRATTANASIN, 2001). Como o nitrogénio ¢
essencial a formagdo dos aminoacidos que compde as proteinas, em maior concentra¢do de uréia, houve
maior crescimento celular bacteriano.

Pode-se observar ainda, que as maiores concentragdes de biomassa foram alcangadas também em

conseqiiéncia das maiores concentragcdes de KH,PO, e Na,HPO, empregadas.
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Figura 13 - Graficos da analise do efeito das concentragdes de uréia, KH,PO4 e Na,HPO, sobre o acaimulo

de P(3HB) por C. necator.

Através da Figura 13 pode-se observar que o fator que mais influenciou na producio de P(3HB) foi
a fonte de nitrogé€nio. Na maior concentragdo de uréia (2 g.L'l), a conversao de substrato em polimero foi
maior. Yeo et al. (2008) observaram que concentracdes maiores da fonte de nitrogénio resultam em
elevados niveis de ATP e NADPH os quais aumentam a taxa biossintese de P(3HB).

O inverso ocorreu com os fosfatos, pois o acumulo de polimero foi maior nos niveis inferiores de
KH;PO4 e Na,HPOy, que foram 1,5 ¢ 0,6 g.L'l, respectivamente. Isto indica que em menor concentragdo, a
limitagdo destes nutrientes foi mais rapida, favorecendo as condi¢des para que a bactéria sintetizasse o

P(3HB).

4.3 Avaliacao de diferentes condi¢cdes de tratamento térmico

Como o tratamento térmico € uma etapa importante no processo de extracdo do polimero ja que
desestabiliza a parede celular da bactéria, neste experimento analisou-se diferentes condi¢des de pré-
tratamento sobre a recuperagdo de P(3HB-c0-3HV) para avaliar se € possivel obter altos rendimentos de
extra¢do em tratamentos térmicos mais brandos.

Os diferentes tratamentos térmicos testados foram realizados durante 15 min. Os pré-tratamentos a

100°C e 121°C foram realizados em autoclave e o ensaio a 80°C foi conduzido em banho térmico.
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As células utilizadas neste experimento apresentavam 75% de polimero, que foi extraido com a
enzima Celumax® BC na concentracdo de 0,02%. A recuperagdao do polimero foi alcancada com 1 mL de
cloroférmio.

A Tabela 17 apresenta a porcentagem de P(3HB-c0-3HV) extraido com as diferentes condigdes de

tratamento térmico.

Tabela 17 - Porcentagem média de P(3HB-c0-3HV) recuperado nas diferentes temperaturas.
Ensaio T (°C) % P(3HB-c0-3HV)

1 121 94,1+0,7
2 100 83,8+0,8°
3 80 79,5+0,5°

O tratamento térmico ¢ realizado a fim de que a enzima ataque a membrana externa das células
para ter acesso ao peptoglicano, que € um polimero insolivel constituinte das paredes celulares bacterianas
(PELCZAR et al., 1996), e com isso, deixar a estrutura mais rigida da parede celular suscetivel ao ataque
de enzimas.

Conforme mostrado na Tabela 17, a condigdo que mais se destacou estatisticamente foi o
tratamento a 121°C onde a porcentagem de extragdo de P(3HB-c0-3HV) foi de 94,1%. Isto indica que, a
maior temperatura, contribui para a desestabilizagdo da parede celular de Cupriavidus necator.

Nos ensaios a 80 e 100°C, a recuperagdo de polimero foi significativamente menor em relagdo ao
ensaio 1. Com isto, conclui-se que o pré-tratamento a 121°C por 15 min, auxilia na atuagdo da enzima
Celumax”™ BC aumentando a liberagdo do polimero para o meio de onde sera extraido.

Em estudos sobre utilizagdo de enzimas para recuperagdo de P(3HB) produzido por C. necator,
Kapritchkoff et al. (2006) realizam um pré-tratamento das células a 85°C durante 15 min. Segundo os
autores, o tratamento térmico desnatura o material genético e as proteinas, desestabilizando a parede celular
da bactéria, tornando-a mais sensivel a4 agcdo das enzimas.

A principal enzima para a degradagdo de P(3HB) e oligdmeros derivados de polimeros ¢ a PHB
despolimerase (KHANNA e SRIVASTAVA, 2005a). De acordo com Steinbiichel et al. (1996), o pré-
tratamento das células com altas temperaturas ¢ favoravel ao processo final de recuperacdo do polimero ja

que desnatura a enzima PHB despolimerase.

4.4 Influéncia do tipo de solvente e tempo de hidrolise sobre a extraciao de P(3HB)

As células utilizadas neste experimento foram cultivadas em biorreator de 5 L e o teor de P(3HB)
no interior das células medido por cromatografia gasosa foi de 72%.
O uso de solventes na recuperagdo de biopolimeros é um processo simples ja que envolve apenas

trés etapas: pré-tratamento da biomassa, extragdo com solvente e purificacdo do polimero (JIANG et al.,
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2006). Foram adicionados aos tubos referentes aos ensaios 1, 4 ¢ 7, 1 mL de cloroférmio, nos experimentos
3,6 ¢9, 1 mL de diclorometano e nos ensaios 2, 5 ¢ 8, 1 mL de alcool citrus. Todas as extragdes foram
realizadas em triplicata.

A Tabela 18 apresenta a porcentagem média de P(3HB) extraido com a respectiva andlise

estatistica para os ensaios realizados com diferente solventes e tempos de hidrolise.

Tabela 18 - Porcentagem média de P(3HB) obtida apds a extragdo com diferentes solventes e tempos de

hidrolise com a enzima Alcalase® 2.4L.

Ensaio Condicoes % Média de P(3HB)
1 Branco 3 h cloroférmio 39,1+ 0,3°
2 Branco 3 h alcool citrus 0,7i0,1b
3 Branco 3 h diclorometano 3,9+0,1°
4 Enzima 1,5 h cloroformio 82,8+0,2¢
5 Enzima 1,5 h 4lcool citrus 1,5+0,1%
6 Enzima 1,5 h diclorometano 6,8ﬂ:0,1f
7 Enzima 3 h cloroférmio 84,8+0,3¢°
8 Enzima 3 h alcool citrus 1,6+0,1°
9 Enzima 3 h diclorometano 7 ,Oﬂ:0,2f

M¢édias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p>0,05).

Os ensaios brancos neste experimento foram removidos no tempo de 3 h e nas extracdes com
auxilio de enzimas, os frascos foram agitados durante 1,5 ¢ 3 h.

Baseado nos resultados de Marchessault ¢ Terada (1999) escolheu-se o cloroformio e
diclorometano para a extra¢cdo do P(3HB) pelo fato de que o polimero apresenta boa solubilidade nestes
dois solventes, além do alcool citrus que foi avaliado devido ao fato de apresentar baixo custo.

O método de separagdo do solvente € um fator importante para as caracteristicas finais do filme.
Dalcanton (2006) avaliou a evaporagdo do solvente contendo P(3HB) em placa de Petri exposta a
condi¢des ambiente e em placa de Petri colocada em uma cuba de vidro totalmente fechada com saturagéo
do meio em cloroférmio e observou que o filme obtido em condi¢cdes ndao controladas apresentou
caracteristica rugosa, ja que o solvente evaporou rapidamente, enquanto que o filme obtido em meio
saturado com cloroférmio ficou mais liso. Por esta razdo, a evaporacdo do solvente em cuba fechada com
saturacdo foi utilizada neste trabalho.

A enzima Alcalase® 2.4L foi utilizada nestes ensaios por ter ampla aplicagdo em diversos
processos biotecnologicos. Como pode-se observar na Tabela 18, nos ensaios brancos, sem adi¢do de
enzima, a porcentagem de biofilme recuperado foi inferior aos experimentos onde a Alcalase® 2.4L foi
adicionada. Isto ocorreu porque sem a enzima proteolitica, ndo houve a lise da parede celular de C. necator,
portanto, a permeabilidade do P(3HB) para o exterior da célula foi menor.

J& nos ensaios onde a enzima foi acrescentada, a recuperagdo do biofilme foi maior, pois a enzima

hidrolisou as estruturas da parede celular do microrganismo. Pode-se observar ainda, que quanto maior o
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tempo de exposic¢do das células a acdo da enzima, maior é a recuperagdo. Entretanto ndo houve diferencga
significativa nos resultados entre os dois tempos de hidrélise para o alcool citrus e diclorometano. Com o
uso do cloroférmio, a porcentagem de extracdo nos dois tempos foi estatisticamente diferente, porém
pequena. Com isso, para os ensaios posteriores, adotou-se o periodo de 1,5 h de exposi¢cao ao banho
térmico. Do ponto de vista econdmico, este resultado € positivo ja que o consumo de energia durante a
hidrolise enzimatica ¢ um fator que pode tornar inviavel o processo de recuperagdo do polimero.

Em relagdo aos solventes, nos ensaios onde a extragdo foi realizada com cloroférmio, a
recuperagdo foi superior, chegando a 84,8% no experimento 7, onde o tempo de exposi¢do ao banho
agitado foi de 3 h. Nestes testes, o filme obtido formou pelicula uniforme.

Nos ensaios com recuperagdo do polimero através do diclorometano, o P(3HB) extraido formou
um filme visivel ao fundo da placa, porém, no centro nao havia formagdo da pelicula. Isto ocorreu porque,
com este solvente, obteve-se uma recuperagdo de, no maximo, 7,0% de biofilme.

Nas extragdes realizadas com alcool citrus, houve uma pequena recuperagdo. Nestes ensaios nao
foi possivel observar a formacdo de filme de P(3HB) no recipiente, pois alcoois de cadeia curta como
metanol e etanol, principais constituintes do alcool citrus, ndo possibilitam uma boa extragdo do polimero.

Ramsay et al. (1994) avaliaram a recuperagao de poli(B-hidroxibutirato) através de trés diferentes
solventes clorados. Apds o pré-tratamento da biomassa com acetona, foram realizadas as extragdes dos
polimeros com cloroférmio, cloreto de metileno, e 1,2-dicloroetano onde a recuperagdo foi de 70, 24, e
66% e o grau de pureza para os trés solventes foi de 96, 95 e 93%, respectivamente.

Os dados destes ensaios demonstram que a combinagdo do uso de enzimas, para lise celular, e

cloroférmio, como solvente de extragdo, € uma estratégia eficiente para recuperagao de P(3HB).

4.5 Extracao de P(3HB) apés hidrolise enzimatica com diferentes tipos de enzimas

A biomassa utilizada para extracdo com diferentes tipos de enzimas foi a mesma do experimento
anterior que apresentava 72% de P(3HB).

Devido a problemas gerados pelo uso de produtos quimicos, neste trabalho, avalia-se a eficiéncia
de enzimas na lise da parede celular da bactéria C. necator por serem catalisadores naturais, com alta
especificidade e que aceleram reagdes sem participar como reagentes ou produtos.

A Tabela 19 apresenta a porcentagem média de P(3HB) e também a analise estatistica das médias

obtidas para recuperacao apoés as extragdes realizadas com diferentes enzimas.
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Tabela 19 - Porcentagem média de P(3HB) recuperado e analise estatistica obtida apos a extragdo com

diferentes tipos de enzimas.

Ensaio Enzima % Média de P(3HB)
1 Celumax” BC 87,6+0,4°
2 Corolase® L10 85,0ﬂ:0,2b
3 Rohament” CL 84,1+0,3™
4 Alcalase® 2.4L 83,1+0,1°
5 Rohalase® Barley 73,8+0,2¢
6 Corolase® 7089 66,4+0,3°
7 Protemax” FC 51,9+0,1"
8 Corolase PP® 41,8+0,18
9 Rohalase” BX 40,5+0,4"

Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p=0,05).

Suzuki et al., (2008) realizaram a purificacdo de biopolimeros produzidos por Burkholderia
cepacia IPT64 através de ataque quimico e enzimatico. Usando apenas o ataque quimico com dodecil
sulfato de sddio (SDS), o grau de pureza do polimero foi de 57%. Quando realizado pré-tratamento
enzimatico com a protease Esperase 8L" na propor¢io de 2% (enzima/célula) seguido de adi¢do de SDS, a
pureza aumentou para 71%.

Através do teste de Tukey foi possivel verificar com os resultados obtidos por meio das médias
entre as duplicatas, que trés enzimas testadas para extragio do P(3HB) se destacaram: Celumax” BC,
Corolase® L10 ¢ Rohament”™ CL.

Pela andlise estatistica dos dados apresentados na Tabela 19, observa-se que, com um nivel de
significancia de 5%, ndo houve diferenga significativa entre extragdes realizadas com as enzimas Corolase”
L10 e Rohament” CL ¢ também entre Rohament” CL e Alcalase”™ 2.4L.

O maior rendimento, de 87,6%, foi obtido com a enzima Celumax® BC que é um sistema de
enzimas a base de mananase, celulase e hemicelulase geralmente aplicado na degradacdo de substincias
derivadas da parede celular de plantas.

Com a papaina Corolase® L10, obteve-se uma extragdo significativa de 85% de polimero. Ryan e
Ward (1988) verificaram que a enzima B-1,3 glucanase de Basideomycete aphyllophoroles possui alta
atividade litica em leveduras, entretanto, quando utilizada em combinagdo com papaina, a solubilizagdo das
leveduras chega a 95% da massa seca.

A enzima Rohament®™ CL ¢ obtida a partir do fungo filamentoso Trichoderma reesei ¢ degrada
celulose formando outros oligolissacarideos. A extragdo do biopolimero com esta celulase foi expressiva
chegando a 84,1% de P(3HB) recuperado.

Alcalase® 2.4L ¢ uma enzima utilizada em muitos processos de extragdo. Santos e Ferrari (2005)
utilizaram a protease Alcalase e uma celulase para extracdo aquosa enzimatica de 6leo de soja e das duas

enzimas utilizadas, a protease apresentou melhor eficiéncia na extragdo. Entretanto, na lise da parede



Resultados e Discussao 49

celular da C. necator, observa-se que a Alcalase” 2.4L proporcionou uma extragdo estatisticamente menor
(83,1%) do que a enzima a base de celulase (Celumax® BO).

Rohalase” Barley contém predominantemente a enzima B-glucanase, além de celulase e de
endoxilanase, entretanto, a sua eficiéncia quanto a extracdo de P(3HB) ndo foi tdo significativa (73,8%)
quanto a Celumax” BC.

Apesar da Corolase”™ 7089 ser uma enzima versatil, capaz de hidrolisar proteinas provenientes de
diversas fontes como as do leite, peixes e gluten de trigo, a sua atuacdo sobre a parede celular da C. necator
foi menor (66,4%).

Das nove enzimas avaliadas, Protemax® FC, Corolase PP® e Rohalase® BX ndo realizaram uma
eficiente lise das células da bactéria, levando a baixas extragdes de P(3HB), 51,9, 41,8 e 40,5%,
respectivamente. Rohalase® BX promove maior lise em células de leveduras, segundo Medeiros et al.
(2008), a ruptura da parede celular das leveduras em geral ¢ mais facil do que das bactérias devido ao maior
tamanho ¢ a diferenca na estrutura da membrana celular.

Para comprovar estes resultados e confirmar qual a melhor enzima, o ensaio foi repetido com as
enzimas Celumax® BC, Corolase® L10, Rohament® CL ¢ Alcalase® 2.4L.

Como as extragcdes com as nove enzimas foram realizadas em tubos eppendorf que apresentam
volume 1util de 2 mL onde a manipulacdo de amostras e materiais € mais dificil, as extra¢cdes no
experimento seguinte foram realizadas em tubos de centrifuga com volume de 50 mL. A Tabela 20

apresenta as porcentagens médias de polimero extraido e a analise estatistica dos resultados.

Tabela 20 - Porcentagem média de P(3HB) e andlise estatistica das extra¢des realizadas com as enzimas

Celumax® BC, Corolase® L10, Rohamen'® CL e Alcalase® 2.4L.

Ensaio Enzima % Média de P(3HB)
1 Celumax” BC 88,1:+0,4°
2 Corolase® L10 85,6+0,1"
3 Rohament” CL 84,8+0,3"
4 Alcalase® 2.4L 84,1+0,3¢

M¢édias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p>0,05).

Este experimento confirmou os resultados do ensaio representado na Tabela 20, indicando que
apesar dos tubos eppendorf apresentarem volume util pequeno, os resultados gerados sdo confidveis num
nivel de significancia de 5%.

O uso de enzimas ¢ um processo atrativo, pois promove maior extragdo do P(3HB) das células de
Cupriavidus necator. Kapritchkoff et al. (2006) avaliaram a eficiéncia de diferentes enzimas (papaina,
bromelina, tripsina bovina, quimiotripsina bovina, lisozima e celulase) na recuperagdo de P(3HB)
sintetizado por C. necator. Os melhores resultados, obtidos por estes pesquisadores, em termos de

quantidade de enzima utilizada por gramas de P(3HB) recuperado, foram com a bromelina.
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Nos resultados apresentados na Tabela 20, a maior extragdo, de 88,1%, foi obtida com a enzima
Celumax® BC e isto pode estar atribuido a sua constituigdo, j4 que é um composto enzimatico formado
principalmente por celulase.

Com a enzima a base de papaina, Corolase” L10, a quantidade de polimero recuperado também foi
significativa, chegando a 85,6%. Shumann e Miiller (2006) utilizaram a papaina para auxiliar na extragdo
de PHB. Apds a lavagem da biomassa, 0,2% da enzima foi adicionada ao meio contendo as células e esta
suspensao permaneceu a 60°C durante 2 h. Ao final da operagdo, os autores obtiveram uma extracdo com
um rendimento de 95% de polimero.

Apesar da Rohament® CL apresentar em sua composigdo a enzima celulase, assim como Celumax™
BC, o teor de biofilme obtido foi menor (84,8%). Segundo o fornecedor, enzimas do género Rohament sdo
utilizadas para a preparagio de concentrados de frutas. Bastos et al. (2002) utilizaram a enzima Rohament®
PL na extragdo de polpa de cupuagu. Nos ensaios controle, sem adi¢do da enzima, o rendimento foi de 41%
enquanto que no ensaio com adi¢do de enzima, nas mesmas condi¢des, a extracdo aumentou para 57%. Isto
demonstra que as enzimas realizam reagdes especificas auxiliando na lise da parede celular tanto de frutas e
vegetais quanto de microrganismos como bactérias.

Com a Alcalase® 2.4L, a extracdo do P(3HB) foi de 84,1%. Yasotha et al. (2006) avaliaram a
influéncia dos fatores como concentracdo de Alcalase, SDS e EDTA na extracdo de PHA sintetizado por
Pseudomonas putida. O planejamento fatorial realizado pelos autores mostrou que a Alcalase contribuiu
com 71,5% na extra¢do do polimero enquanto os outros fatores ndo foram tao significantes.

A enzima Celumax”® BC foi selecionada para a extragio de P(3HB) nos experimentos seguintes por
apresentar maior eficiéncia na lise da parede celular bacteriana conforme os resultados apresentados nas
Tabelas 19 e 20. Estes dados mostram que o uso de enzimas ¢ um processo eficiente, ndo havendo a
necessidade do uso de componentes quimicos para auxiliar no rompimento das células de Cupriavidus

necator.

4.6 Otimizacio das condicdes para atividade da enzima Celumax® BC

A busca por condigdes 6timas de hidrolise enzimatica (pH, temperatura, concentracdo de enzima e
tempo de hidrdlise) foi realizada para aumentar a eficiéncia da enzima na lise celular da bactéria
Cupriavidus necator aumentando assim, a recuperagéo de polimero.

Os niveis da concentracdo de enzima, pH e temperatura foram escolhidos de acordo com os valores
6timos para a enzima Celumax” BC cedidos pelo fornecedor. Variou-se o tempo de exposicdo das
suspensdes ao banho térmico em fungdo de experimentos anteriores sobre a influéncia do tempo de
hidrélise na extragdo de P(3HB) realizados com a enzima Alcalase”™ 2.4L (item 4.5).

Nestes experimentos, avaliou-se a recuperagdo do copolimero P(3HB-co-3HV) que ¢ sintetizado

por C. necator quando alimentado com fonte de carbono e co-substratos como o acido propidnico
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(BYROM, 1987). As células continham 75% de P(3HB-c0-3HV) e o polimero apresentava 79% de
unidades 3HB e 21% de 3HV.
A Tabela 21 apresenta a porcentagem média de P(3HB-co-3HV) extraido e as varidveis do

primeiro planejamento fatorial de otimizac¢do das condigdes para a enzima Celumax® BC.

Tabela 21 - Dados do planejamento fatorial para otimizac¢ao das condig¢des de operagdo da enzima

Celumax” BC e porcentagem média de P(3HB-co-3HV) recuperado.

Ensaio pH T(°C) [E] (%) (p/p) t (h) % P(3HB-c0-3HV)
1 (-) 4 (-) 60 (-) 0,02 () 1 93,2+0,5
2 (+) 4,5 (-) 60 (-) 0,02 (+) 1,5 86,8+0,4°
3 ) 4 (+) 70 (-) 0,02 (+) 1,5 90,4+0,8%
4 () 4,5 (+) 70 (-) 0,02 ()1 87,4+0,7"
5 (-) 4 (-) 60 (+) 0,1 (+) 1,5 88,7+0,4™
6 (+) 4,5 (-) 60 (+) 0,1 ()1 89,4+0,5%
7 (-) 4 (+) 70 (+)0,1 ()1 92,140,7
8 (+) 4,5 (+) 70 (+) 0,1 (+) 1,5 86,3+0,7°

M¢édias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p>0,05).

As condig¢des controladas de pH, temperatura, concentragcdo de enzima e tempo contribuiram para
o enfraquecimento da parede celular e os granulos de P(3HB-co-3HV) foram liberados na solugdo
tamponada para serem extraidos.

Observa-se que a enzima Celumax” BC atacou a camada de peptidioglicano, resultando na
alteragdo da pressdo osmotica interna e rompendo a parede celular da bactéria o que também foi observado
por Rattedge e Kristiansen (2001). Com os resultados obtidos por meio das médias entre as triplicatas, pode
ser verificado, na Tabela 21, que as condigdes avaliadas no ensaio 1 se destacaram na recuperacdo do
polimero. Neste ensaio, todos os parametros foram testados no nivel inferior e obteve-se 93,2% de P(3HB-
€0-3HV) com 94% de pureza.

Em estudos realizados por Hahn et al. (1995), o hipoclorito de s6dio foi empregado na recuperacdo
de P(3HB) sintetizado por C. necator em meio de cultura contendo glicose como fonte de carbono. Ao final
da fermentagdo, o conteudo de polimero no interior das células era de 62% e, apds o tratamento com a
solucdo de hipoclorito de sodio, o nivel de pureza do filme obtido foi de 86%. Além da pureza obtida no
ensaio 1 ser maior do que a reportada pelos autores, a utilizacdo de enzimas no processo de recuperagio é
mais vantajosa ja que a digestdo com hipoclorito de sodio resulta em polimero de baixa massa molar.

No ensaio 8, onde todos os parametros foram avaliados no nivel superior, a recuperagdo de P(3HB-
co0-3HV) foi significativamente menor (86,3%) quando comparada ao ensaio 1. Estes resultados sdo
positivos em relagdo aos custos de recuperacao, ja que a maior extragdo foi obtida no primeiro ensaio, com
a menor concentragdo de enzima (0,02%), temperatura mais baixa (60°C) e menor tempo de exposi¢do ao

calor (1 h).
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A analise entre os ensaios 1 e 7, mostrou que ndo houve diferencga significativa na porcentagem de
copolimero extraido. Estes experimentos diferiam na temperatura do banho e na concentragdo de enzima.
Isto indica que, apesar de no ensaio 1 se ter adicionado uma concentragio de Celumax”™ BC cinco vezes
menor, esta foi suficiente para provocar a lise da parede celular da bactéria com eficiéncia.

Pode-se observar ainda, que nos ensaios intermediarios entre 1 e 8, a maior parte dos valores de
rendimento de P(3HB-co-3HV) extraido ndo diferiram estatisticamente, com um nivel de significancia de
5%, reforcando a conclusdo de que as melhores condigdes para se obter uma maior recuperagdo de
polimero encontram-se nos niveis inferiores.

Com os resultados expressos na Tabela 21 e utilizando o programa Statistica, obteve-se os graficos
de efeito para cada parametro (pH, temperatura, concentragdo de enzima e tempo) sobre a recuperagdo de
P(3HB-c0-3HV). Com estes dados € possivel determinar quais parametros realmente apresentam influéncia

estatistica significativa, e isso pode ser observado por meio da Figura 14.
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Figura 14 - Analise dos efeitos dos parametros pH, temperatura (T), concentragcdo de enzima ([E]) e tempo

(t) sobre a extragdo de P(3HB-co-3HV).

A estabilidade das enzimas ¢ um dos fatores de maior importancia na industria devido ao fato de
algumas serem instaveis em determinadas condi¢des de pH e temperatura do processamento, tornando-se
rapidamente inativas (SEGEL, 1993). Como pode-se observar na Figura 14, o pardmetro que mais
influenciou na extra¢do do polimero foi o pH e sua melhor condig@o apresentou-se no nivel inferior (4,0).

A temperatura ¢ outro fator que influencia na atividade enzimatica. A termoestabilidade da enzima

depende da temperatura 6tima do meio em que se encontra. Como mostrado na Figura 14, o nivel inferior
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(60°C) influenciou positivamente sobre o rendimento da extragdo de P(3HB-co-3HV). Isto ocorreu
conforme o esperado, ja que este valor foi o 6timo recomendado pelo fornecedor.

Segundo indicagdes da Prozyn BioSolutions, a concentragdo ideal de Celumax®BC deve ser
obtida através de testes praticos, pois varia de acordo com o processo e a qualidade da matéria-prima. A
empresa recomenda a concentragdo de 0,02 a 0,1% em base de substrato seco. Estes dois valores foram
testados e com o teor de 0,02% de enzima obteve-se a maior recuperagdo de P(3HB-co-3HV), de 93,2%.

O tempo de exposi¢do das células durante a hidrdlise enzimatica teve grande participagdo na
recuperagdo do copolimero. O menor tempo (1 h) foi suficiente para que ocorresse a lise das células.

As condigdes de extragdo tém um grande impacto sobre a degradacdo dos PHA’s durante o
processo de recuperacdo (RAMSAY et al., 1994). Portanto, ¢ importante otimizar essas condigdes para que
o polimero recuperado apresente caracteristicas apropriadas para produgdo em maior escala.

Com os resultados obtidos para extracdo de P(3HB-co-3HV) no primeiro planejamento fatorial,
foram realizadas novas varia¢des em algumas condi¢des do método de hidrdlise enzimatica. A temperatura
do banho agitado foi mantida a 60°C e o tempo de exposi¢do ao banho foi de 1 h. Novamente, analisou-se a
concentracdo enzimatica, € como o parametro mais importante foi o pH, neste novo experimento seu efeito
foi observado em diferentes niveis. Também avaliou-se a influéncia do tratamento térmico a 121°C durante
15 min, realizado anteriormente a hidrdlise, sobre a recuperagdo de P(3HB-c0-3HV). A Tabela 22
apresenta os resultados do segundo planejamento fatorial de otimizacdo das condi¢des de operagdo da

enzima Celumax® BC.

Tabela 22 - Dados do segundo planejamento fatorial para otimizacao das condi¢des de operagdo da enzima

Celumax® BC e porcentagem média de P(3HB-co-3HV) recuperado.

Ensaio pH [E] (%) (p/p) TT % P(3HB-co-3HV)
1 (-4 (-) 0,01 (-) sem 61,2+0,4°
2 (+)4,2 (-) 0,01 (-) sem 60,7+0,5%
3 (-) 4 (+) 0,02 (-) sem 67,8+0,5"
4 (+) 4.2 (+) 0,02 (-) sem 65,3+0,7°
5 (-) 4 (-) 0,01 (+) com 90,940,4°
6 (+)4,2 (-) 0,01 (+) com 90,3+0,7¢
7 (-) 4 (+) 0,02 (+) com 94,540,6°
8 (+)4,2 (+) 0,02 (+) com 93,8+0,4°

M¢édias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p>0,05).

A andlise dos resultados mostrou que, ao nivel de significancia de 5%, nos ensaios onde o
tratamento térmico ndo foi previamente realizado, a extragdo de P(3HB-co-3HV) foi estatisticamente
menor, enquanto que nos ensaios onde as células foram tratadas em autoclave a 121°C por 15 min, a
recuperagdo chegou a 94,5% (ensaio 7). Neste ensaio, o filme obtido apresentou 91% de pureza.

Dalcanton (2006) baseou-se na técnica de Hahn et al. (1994) que utiliza cloroférmio e solucao de

hipoclorito de sddio 30% para extrair P(3HB) intracelular da bactéria C. necator. Com este método, a
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recuperagdo foi de 94% e o filme obtido apresentou 98% de pureza. Apesar de o autor ter obtido maior
pureza, a porcentagem de extragdo foi similar ao encontrado no ensaio 7. A digestdo enzimatica apresenta
vantagem sobre os métodos quimicos pelo fato das enzimas serem compostos organicos naturais enquanto
que os produtos quimicos causam problemas durante o tratamento de efluentes.

Os resultados mostram ainda, que nao houve diferenca significativa na porcentagem de P(3HB-co-
3HV) extraido entre os ensaios 5 e 6 e também entre 7 ¢ 8. Como apresentado na Tabela 22, os
experimentos diferiram apenas no pH do meio, o que indica que esta variavel ndo influenciou
significativamente na extragdo do biopolimero.

Na literatura sdo reportados diferentes processos para recuperar PHA’s. Garcia (2006) prop6s um
método mecanico alternativo para a extragdo do P(3HB) produzido por Cupriavidus necator que utiliza
pérolas de vidro em um moinho de bolas para a ruptura celular. O autor estudou o efeito das diferentes
condigdes de extragdo como volume de células além da massa e didmetro das pérolas, obtendo um
rendimento maximo de extragdo de 83,8% de P(3HB). Apesar de este método ser uma alternativa menos
impactante para o ambiente, a recuperacdo do polimero ainda € pequena quando comparada ao método que
utiliza tratamento térmico das células seguido de digestdo enzimatica.

A Figura 15 apresenta os graficos de analise do efeito dos parametros avaliados.
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Figura 15 - Andlise do efeito dos pardmetros pH, concentracdo de enzima ([E]) e tratamento térmico (T T)

sobre a extragdo de P(3HB-co-3HV).

Na Figura 15 pode-se verificar que o pH ndo apresentou grande influéncia no processo de

otimizagdo das condi¢des de operagdo da enzima Celumax® BC, entretanto, em pH no nivel inferior (4,0),
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houve uma maior recuperagdo de polimero. Este resultado confirma o dado cedido pelo fornecedor, de que
o pH 4,0 ¢ 6timo para operagdo da enzima.

Quanto mais enzima utilizada durante a hidrélise, maior é a degradagao e solubilizagdo do material
celular. Como observado na Figura 15, com a maior concentragdo enzimatica (0,02%) obteve-se extragdes
de P(3HB-c0-3HV) mais elevadas.

A analise do efeito do tratamento térmico sobre a extracdo de polimero foi realizada a fim de
verificar se ha a necessidade de autoclavar os meios antes da hidrolise enzimatica. Das trés variaveis
testadas, a que mais influenciou significativamente no processo de extragdo do P(3HB-co-3HV) foi o
tratamento térmico. A combinagdo de alta pressdo e temperatura contribuiu para o enfraquecimento da
parede celular bacteriana, tornando-a mais suscetivel ao ataque enzimatico, aumentando assim, a
recuperagdo de biopolimero.

Harrison et al. (1991) relataram a lise completa das células de C. necator apds tratamento com pH

de 7,3 a37,5°C durante 1 h com enzimas liticas de Cytophaga sp.

4.7 Analise de custos com enzimas

Em um processo de obtengdo de P(3HB), as etapas de recuperagdo e purificagdo do polimero sdo
importantes no que diz respeito aos custos de producdo (de KONING et al., 1997). O método de extragdo
de P(3HB) proposto neste trabalho envolveu diferentes tipos de enzimas, portanto se faz necessario a
analise de custos para avaliar se a utilizagdo da enzima Celumax® BC ¢ atrativa do ponto de vista
econdmico. A Tabela 23 apresenta o preco do quilo e a recuperagdo de polimero para cada enzima testada

no processo de hidrolise enzimatica.

Tabela 23 - Preco e recuperagdo de P(3HB) das enzimas.

Enzima Empresa Preco enzima US$/Kg* % P(3HB)

Celumax” BC Prozyn BioSolutions 100,55 94,5
Corolase® L10 AB Enzymes 13,81 85,0
Rohament” CL AB Enzymes 17,14 84,1
Alcalase® 2.4L Novozymes - 83,1
Rohalase” Barley AB Enzymes 13,81 73,8
Corolase® 7089 AB Enzymes 17,87 66,4
Protemax”® FC Prozyn BioSolutions 193,28 51,9
Corolase PP® AB Enzymes 146,25 41,8
Rohalase® BX AB Enzymes 169,48 40,5

“Pregos fornecidos pelos fabricantes em 17/01/2009.

Pode-se observar na Tabela 23 que, no experimento realizado com diferentes enzimas para

extragio de P(3HB), se extraiu 85% de polimero com 0,5% (p/p) de Corolase® L10. J4 com os
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planejamentos fatoriais de otimizagio das condigdes de operagdo de Celumax”™ BC, obteve-se até 94,5% de
recuperagdo com 0,02% (p/p) da enzima. Como Celumax® BC ¢ aproximadamente 7,3 vezes mais onerosa
do que a papaina Corolase” L10, foram realizados testes para avaliar se a papaina exerce boa atuagdo em
dosagens mais baixas.

As suspensoes com 2% (p/v) de células foram preparadas em tampdes acetato com pH 4,0 e 5,5
para as enzimas Celumax® BC e Corolase® L10, respectivamente. No primeiro ensaio, adicionou-se a
solugio de células em tampdo, 0,02% (p/p) de Celumax®™ BC nos demais testes, a concentragio de
Corolase® L10 variou entre 0,02 e 0,5% em base de biomassa seca.

A biomassa utilizada para extragdo com diferentes concentragcdes de enzimas apresentava 72% de
P(3HB).

A Tabela 24 apresenta os resultados das extragdes realizadas com diferentes concentragdes de
enzimas.

Tabela 24 - Porcentagens de extracdo com diferentes concentragdes de enzimas.

Ensaio Enzima % Enzima (p/p) % P(3HB)
1 Celumax® BC 0,02 93,9+0,7°
2 Corolase® L10 0,02 40,2+0,5°
3 Corolase® L10 0,05 47,8+0,7°
4 Corolase® L10 0,1 63,5+0,6°
5 Corolase® L10 0,3 78,94+0,7°
6 Corolase® L10 0,5 83,7+0,8"

Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, QPelo teste de Tukey HSD, (p>0,05).
* Ensaio realizado com Celumax™ BC.

Através dos resultados mostrados na Tabela 24, observa-se que as porcentagens de extracdo de
P(3HB) diferiram significativamente entre todos os ensaios com concentra¢des de enzimas distintas.

Apesar da concentragio de Celumax® BC ser pequena, obteve-se alta extragdo de polimero
(93,9%). O mesmo ndo pdde ser observado com Corolase™ L10, pois com menores dosagens de enzima, as
porcentagens de polimero recuperado foram menores. Isto ocorreu, porque Celumax® BC ¢ um po,
enquanto que a papaina ¢ fornecida em meio liquido, com menor concentragdo de enzima.

Com base nestes dados, realizou-se a analise entre o gasto com enzimas € o retorno financeiro com
o P(3HB) extraido com diferentes concentragdes de Corolase™ L10 e 0,02% (p/p) de Celumax” BC. Os

dados para esta analise podem ser observados na Tabela 25.
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Tabela 25 - Retorno financeiro obtido com o P(3HB) extraido com 1 Kg de enzima nos diferentes ensaios.

Enzima Meguas Mespg) MEesuByext.  Ganhopgppy  GastOeqzima (%)
Celumax® BC 0,02% 5000 3600 3380,4 15211,8 0,6
Corolase® L10 0,02% 5000 3600 14472 6512,4 0,2
Corolase® L10 0,05% 2000 1440 688,3 3097,3 0,4
Corolase® L10 0,1% 1000 720 4572 2057,4 0,7
Corolase® L10 0,3% 333 240 189,3 851,8 1,6
Corolase® L10 0,5% 200 144 120,5 542,2 2,5

Meeiulas € @ massa de células de C. necator hidrolisadas com 1 Kg de enzima na concentrag@o adicionada;
mpiu) ¢ a massa de P(3HB) correspondente aos 72% no interior das células;
Mmep3uB) ext. ¢ @ Massa de polimero extraido de acordo com resultados da Tabela 24;
Ganhopgsug) € 0 retorno financeiro obtido com o polimero extraido;
Gastoenzima € 0 percentual que o custo da enzima representa no ganho com P(3HB).

Massas em Kg e ganhos em USS.

Os resultados mostrados na Tabela 25 ndo levam em consideragdo custos de producdo do polimero,
como energia, substrato, solvente, entre outros. Os calculos foram realizados para comparar o retorno
financeiro obtido com a utilizacdo de 1 Kg de enzimas nas diferentes concentragdes adicionadas. O ganho
com P(3HB) foi calculado com base no dado fornecido pela PHB INDUSTRIAL, de que o quilo do
polimero é comercializado a US$ 4,5.

A adicao de maiores concentragdes de Corolase® L10 leva a alta recuperacdo de polimero ja que,
com a maior lise das células, mais P(3HB) ¢ liberado no meio tamponado. Entretanto, maiores dosagens da
papaina tornam o processo de extragdo menos viavel. Isto ocorreu nos ensaios 5 ¢ 6 onde o gasto com
enzimas representou 1,6 e 2,5% do retorno obtido com o polimero, respectivamente.

O retorno obtido com 0,02% (p/p) de Celumax™ BC (ensaio 1) foi 2,3 vezes maior do que no
ensaio 2 realizado com a mesma concentragio de Corolase” L10. Apesar de a enzima Celumax® BC ser 7,3
vezes mais cara que Corolase” L10 e o gasto em relacdo ao retorno ser trés vezes maior, a utilizagdo de
Celumax” BC é mais vantajosa, pois o retorno financeiro obtido com esta enzima é maior. Como o P(3HB)
tem alto valor agregado, ¢ mais vantajoso utilizar a enzima mais cara ¢ obter maior rendimento durante a

extrac¢do do polimero.

4.8 Avaliacao do numero de extracoes de P(3HB) com diclorometano

O diclorometano ¢ amplamente utilizado como solvente, pois ¢ considerado um dos compostos
organoclorados menos perigosos, apesar de o seu limiar de aroma (214 ppm) indicar que ja se ultrapassou
mais de quatro vezes o valor limite de exposicao (50 ppm) (ALEEN et al. 1990).

Este experimento foi realizado para quantificar o niimero de estdgios necessdrios para que a

extracdo com diclorometano seja atrativa em escala industrial.
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As células utilizadas nestes ensaios foram obtidas em cultivos em frascos agitados e apresentavam
conteudo de P(3HB) intracelular de 70,4%. A Tabela 26 apresenta os resultados das extragdes realizadas
com diclorometano.

Tabela 26 - Extragdes obtidas com diclorometano.

Ensaio % P(3HB) solubilizado

1 26,3
2 11,9
3 7,6
4 59
5 4,1
Total 54,9

Como mostrado nos resultados anteriores deste trabalho, se alcangou até 94,5% de extracdo de
P(3HB) com o método proposto que utiliza hidrélise enzimatica seguida de recuperagcdo do polimero com
cloroféormio. Entretanto, pode-se observar através da Tabela 26, que o P(3HB) ¢ menos soliivel no
diclorometano quando comparado ao cloroféormio.

Apesar de o diclorometano ser reportado por diversos autores como um solvente alternativo para
extragdo de P(3HB), os resultados mostraram que com cinco extragdes com diclorometano na mesma
biomassa hidrolisada, se extraiu 54,9% do polimero total intracelular, sendo que, na primeira extragdo,
extraiu-se 26,3% e nos estagios seguintes a recuperagdo foi diminuindo.

Em escala laboratorial, o uso do diclorometano ¢ muito trabalhoso ja que seriam necessarias mais
do que cinco extragcdes para se recuperar a maior parte do polimero. Ja4 em escala industrial, o uso de
solventes nos quais o P(3HB) ¢ menos soluvel torna-se possivel com a utilizagdo dos equipamentos
adequados como, por exemplo, o decantador projetado pela Westfalia Separator que separa o polimero da

suspensao resultante da hidroélise enzimatica por centrifuga¢cdo conforme mostrado no item 2.9 na Figura 9.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

Os resultados apresentados neste trabalho permitiram concluir que:

- Os cultivos preliminares em frascos agitados indicaram que Cupriavidus necator cresce melhor
em meio com 40 g.L'l de glicose, 2 g.L'1 de uréia e 15 mL.L" de solucdo de oligoelementos. Ja para
producdo de P(3HB), o experimento seguinte mostrou que, com 2 g.L” de uréia, 1,5 gL' de KH,PO4¢ 0,6
g.L'1 de Na,HPO, a bactéria acumulou 70,4% de polimero.

- Nos ensaios sem adi¢do de enzima, a recuperacdo do polimero foi inferior ja que ndo houve a lise
da parede celular de Cupriavidus necator;

- Em relacdo aos trés solventes testados (alcool citrus, cloroformio e diclorometano), o cloroférmio
possibilitou maior extragdo de P(3HB) mostrando que o polimero € mais soliivel neste composto;

- Das nove enzimas avaliadas, Celumax® BC foi a que melhor provocou a ruptura da parede
celular da bactéria, indicando que o uso de enzimas para extracdo de polimeros é um processo eficiente,
nao havendo a necessidade de utilizar componentes quimicos para auxiliar no rompimento das células de
Cupriavidus necator;

- Os resultados sobre a otimizagdo das condigdes de acdo de Celumax® BC mostraram que: a
enzima € mais estavel em tampao acetato com pH 4,0 e em banho a 60°C; o tempo de 1 h de hidrélise e a
concentracdo de 0,02% (p/p) proporcionaram a lise da parede celular da bactéria e alta extragdo de
polimero, de 94,5%, com pureza de 91%;

- A avaliagdo de diferentes condigdes de tratamento térmico sobre a recuperagdo de P(3HB-co-
3HV) mostrou que o pré-tratamento das células em autoclave a 121°C durante 15 min contribui para a
desestabilizacdo da parede celular de C. necator, aumentando a extragdo do copolimero;

- A anlise de custos com enzimas mostrou que é mais vantajoso utilizar a enzima Celumax® BC
pois, apesar dela ser 7,3 vezes mais cara que Corolase® L10, se obtém maior rendimento durante a extragdo
do polimero, o qual apresenta alto valor agregado;

- A avaliagdo do numero de extra¢des de P(3HB) com diclorometano em escala industrial mostrou

que, seriam necessarias mais do que cinco extragdes para que a utilizagdo do solvente seja atrativa.

Como sugestoes, trabalhos posteriores poderiam buscar conhecimento nos seguintes pontos:

- Utilizar enzimas em conjunto para avaliar a eficiéncia na extragdo de P(3HB);

- Estudar a influéncia de diferentes volumes de cloroférmio sobre a extragdao de polimero tentando
minimizar gastos com solvente;

- Buscar novos solventes que sejam eficientes na extracdo do polimero e menos impactantes para o
meio ambiente;

- Realizar a caracterizacdo dos filmes obtidos com as diferentes enzimas e solventes utilizados;

- Avaliar a biodegradabilidade dos filmes obtidos pelo método de digestdo enzimadtica para

extracdo de P(3HB).
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Figura A.1 - Curva padrio para a determinagdo da concentragdo de glicose.
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Figura A.2 - Curva padrio para determinagdo da massa de P(3HB) nas células e filmes.
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Figura A.3 - Exemplo de cromatograma obtido para quantificagdo de P(3HB) através de analise por

cromatografia gasosa.

Tukey HSD test; variable % P{3HE)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 04873, df = 8.0000

Ensaio | {1} 74 &) {4} {5} {6} {1} {&} {9}
Cell No. 39,140 | 71000 | 3,9300 | 82,820 | 1.5400 | 6,8300 | 84,810 | 1.6100 | v.0400
1 1 0000224 | 0,000224 |0.000224 0,000224 |0,000224 |0.000224 |0,000224 | 0,000224
2 2 0000224 0,000224 |0,000224 | 0,065331 |0,000224 |0,000224 0042529 | 0,000224
3 3 0,000224 |0,000224 0,000224 |0,000235 |0,000225 |0,000224 |0,000244 |0,000224
4 4 0,000224 |0,000224 |0,000224 0,000224 | 0,000224 |0.000343 0,000224 | 0,000224
5 5 0,000224 |0,065331 | 0,000235 0,000224 0,000224 |0.000224 | 0,999992 0000224
6 B 0,000224 |0,000224 |0,000225 0,000224 |0,000224 0,000224 |0,000224 1 0,952180
7 7 [0.000224 10,000224 |0,000224 |0.000343 0,000224 |0,000224 0000224 | 0,000224
8 8 0,000224 |0,042529 |0,000244 | 0,000224 | 0,999992 | 0.000224 | 0,000224 0,000224
9 9 0,000224 |0,000224 |0,000224 0,000224 |0.000224 |0,982180 | 0,000224 |0,000224

Figura A.4 - Resposta obtida através do teste de Tukey HSD para o experimento: Influéncia do tipo de

solvente e tempo de hidrolise sobre a extragdo de P(3HB).



