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RESUMO

Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidrohivalerato) [P(3HB-co-3HV)] é um
biopolimero acumulado intracelularmente por muitos organismos como
reserva de carbono e energia, em condicdes desbalanceadas do meio.
Possui propriedades termopldsticas semelhantes as dos plasticos
petroquimicos e a vantagem de ser biocompativel e completamente
biodegradédvel. Entretanto possui custo elevado de producdo frente aos
polimeros convencionais, o que limita o uso. Diferentes estratégias de
cultivo para a produ¢do do copolimero P(3HB-co-3HV) por
Cupriavidus necator foram avaliadas, com o objetivo de aumentar a
produtividade do processo, e, consequentemente, a reducio do custo de
producdo. O monitoramento da concentragio de biomassa e da
concentracdo de oxigénio dissolvido indicou as mudancas metabdlicas
do microrganismo, sinalizando o momento da limitacdo de nutriente.
Esta sinalizacdo facilita o processo produtivo, permitindo que as
alimentacdes de nitrogénio e 4cido propidnico sejam efetuadas a partir
do momento exato do inicio da fase de producio, evitando desperdicio
de co-substrato. Visando testar a utilizacfo de substratos alternativos de
baixo custo, foram realizados testes em bioreator, estudando o
crescimento de C. necator em diferentes fontes de carbono (glicose e
melago citrico). Quando se utilizou melago citrico como fonte de
carbono, obteve-se maior velocidade especifica de crescimento (0,35 h’
1) comparada ao cultivo realizado em glicose (0,19 h’l), demonstrando-
se dessa forma como substrato promissor para a producdo de
biopolimeros. A alimentac¢do do elemento limitante (nitrogénio) durante
a fase de producdo permitiu a formac¢do de um copolimero com 9,3
mol% de acimulo das unidades 3HV, comparado ao actimulo de 3,7
mol% em cultura submetida a caréncia de nitrogénio. No entanto, ndo
foi observado aumento de produtividade em virtude do elevado
crescimento residual promovido, o qual prejudicou o acimulo do
polimero. A cinética do crescimento e a transferéncia de oxigénio
dissolvido durante o cultivo foram acompanhados. A velocidade
especifica de consumo de oxigénio (QO;) e o kja foram determinados
através do método dindmico. Os resultados mostram que o kja, a
velocidade especifica de crescimento (ux) e de respiracdo (QO,) sdo
afetados pelo aumento da concentracdo de biomassa. O maior consumo
global de oxigénio foi de 595 gO,.L".h™" para uma concentracio celular
de 18 gL' em cultivo realizado em glicose, sendo que a velocidade
especifica de consumo de oxigénio para manutencido celular neste



cultivo foi de 47,1 mgOz.(gcél.h)'I. A modelagem matemdtica do
crescimento da bactéria foi utilizada para estimar os pardmetros:
velocidade especifica maxima de crescimento (Uy4x), tempo da fase lag
(A) e aumento logaritmico da populacio (A), utilizando melago citrico e
glicose como substrato. Utilizaram-se trés modelos primdrios de
crescimento (Gompertz Modificado, Logistico e Barany e Roberts) e o
modelo de Gompertz Modificado foi o que apresentou melhor ajuste as
curvas de crescimento da bactéria, para ambas as fontes de carbono
testadas. Pelo modelo de Gompertz Modificado foi possivel prever o
momento da limitacdo da cultura. Por fim, a caracterizacdo do
copolimero produzido a partir das diferentes fontes de substrato testadas
mostrou que os mesmos apresentam propriedades térmicas semelhantes
ao copolimero industrial e superiores ao homopolimero industrial
P(3HB).

Palavras-chave: Cupriavidus necator, P(3HB-co-3HV), transferéncia
de oxigénio, modelagem matematica, residuo citrico.



ABSTRACT

Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) [P(3HB-co-3HV)] is a
biopolymer accumulated intracellularly by many microorganisms, as
carbon and energy storage, under unbalanced growth. It possesses
thermoplastic properties similar to the conventional plastics with
advantages of biocompatibility and complete biodegradability.
However, its high cost of production related to conventional plastics
limits its use. Different strategies of P(3HB-co-3HV) production by
Cupriavidus necator were studied, aiming to increase its productivity,
and, consequently reducing the cost of production. Culture biomass
potential and percentage of dissolved oxygen indicated state changes in
C. necator and identified the limitation point during the culture. Further,
it facilitated the production process allowing that nitrogen and propionic
acid feedings were realized from the beginning of the production phase,
without co-substrate waste. Looking for alternatives substrates of low
cost, experiments in bioreactor were done, studying C. necator growth
in different carbon sources (glucose and citrus molasses). When citrus
molasses was used as carbon source, has been obtained a higher specific
growth rate (0,35 h™) compared with glucose (0,19 h™), the production
phase, it was demonstrated it is as a promising substrate for biopolymer
production. Nitrogen feeding, during the production phase, allowed the
formation of copolymer with higher percentage of 3HV units, with 9,3
mol% compared with accumulation of 3,7 mol% in the culture with
nitrogen deficiency. However, there wasn’t increase of productivity due
to the high residual growth promoted. The kinetics growth and oxygen
transfer were monitored during of cultivation. The specific oxygen
uptake rate (QO,) and the kja were determined through the dynamic
method. Results show that kja, as well as the specific growth () and
respiration rates (QO,), are affected by the increase in biomass
concentration. The highest value of specific consumption rate of oxygen
uptake observed was 595 mgO,.L".h"", for a cell concentration of 18
gL, in culture with glucose. The amount of oxygen necessary for cell
maintenance was 47,1 mgO,.gce.h”. The mathematical modeling of
bacterial growth was used to estimate the following parameters: specific
maximum growth (U4, time of lag phase (A) and logarithmic increase
of population (A), using citrus molasses and glucose as carbon source.
Three primary models were used (Modified Gompertz, Logistic and
Barany and Roberts) and the Modified Gompertz model was present the
bets fit to the growth curves of the bacteria, on the different carbon



source tested. Through Modified Gompertz model, it was possible to
establish the moment of nitrogen limitation in the culture. The
copolymer characterization obtained from differents carbon source
tested showed that thermal properties were similar to the conventional
copolymer and higher that to the conventional homopolymer P(3HB).

Keywords: Cupriavidus necator, P(3HB-co-3HV), oxygen transfer,
mathematical modeling, citrus molasses.
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CAPITULO I

1 INTRODUCAO

Os plasticos sdo polimeros geralmente de origem petroquimica,
que, devido a sua estrutura quimica, ndo sofrem alteracdes moleculares
durante aquecimento, podendo ser novamente fundidos apds o
resfriamento. A sua estrutura pode ainda ser manipulada, e, sendo
facilmente moldaveis, podem ser obtidos com diferentes formas e
resisténcias. Eles tém massa molar elevada, variando entre 10* e 10°
g.mol', possuem alta resisténcia quimica e boa resisténcia mecanica,
sdo impermedveis e podem ser transparentes, ou coloridos. Essas
caracteristicas, associadas ao seu baixo custo de produgdo, tornaram os
plasticos altamente difundidos em todo o mundo, encontrando
aplicagcdes nos mais variados setores (PLASTIVIDA, 2005; REDDY et
al., 2003).

Variadas aplicacdes acarretaram uma grande produtividade deste
insumo, conduzindo a uma enorme geracdo de residuos sdlidos.
Sabendo que a maior porcentagem desse material é descartdvel e
apresenta grande dificuldade de degradacdo no meio ambiente, o
problema com este lixo gera propor¢des cada vez maiores. Dessa forma,
€ desnecessdrio salientar os enormes problemas ambientais e de logistica
que as alternativas atuais de incineracgdo, aterramento e reciclagem
destes polimeros tém causado as sociedades desenvolvidas e em
desenvolvimento (SILVA, 2007).

Como resposta a uma crescente preocupagdo com os problemas
ambientais causados pela produ¢do e acimulo de materiais pldsticos de
origem petroquimica, e, além disso, o esgotamento das fontes de
combustiveis fésseis e a propria estagnacido no ritmo de inovagdes em
polimeros sintéticos nos ultimos vinte anos, muitos paises estdo
realizando estudos de gerenciamento e diminui¢do do volume de lixo
s6lido, bem como, buscando a producdo de materiais plasticos
biodegraddveis, a partir de fontes renovéveis de carbono. Contudo, estes
novos materiais pldsticos devem possuir as propriedades desejaveis dos
plasticos convencionais e ainda serem completa e rapidamente
biodegradados quando descartados no meio ambiente (LEE, 1996b,
BASTOS, 2007).

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) s@o os tnicos polimeros
totalmente biodegraddveis, de origem microbiana. Eles sdo sintetizados
por diversos microrganismos, como polimeros de reserva de carbono e
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energia, possuindo, apds extracdo, propriedades semelhantes aos
plasticos de origem petroquimica, como o polipropileno. Sdo
acumulados na forma de granulos no interior das células, os quais
podem representar até 80% de sua massa seca. Sua estrutura depende do
meio de crescimento e do microrganismo produtor, podendo ser
planejada, de acordo com as condigdes de cultivo microbiano
empregadas, para fornecer ao polimero as caracteristicas que se deseja.
Com boas propriedades, facilmente molddvel e insoldvel, se apresentam
como um substituinte a altura para os pldsticos petroquimicos
(HOLMES, 1985; LEE, 1996a; RAMSAY, 1994; BASTOS, 2007).

Dentre os PHAs mais estudados, destacam-se o poli-3-
hidroxibutirato (P(3HB)) e seu copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)). O segundo apresenta caracteristicas
mais atrativas em relacdo ao primeiro em virtude da incorporagdo de
unidades de 3-hidroxivalerato em sua molécula. Estas unidades
conferem ao copolimero maior elasticidade e provocam altera¢des de
parAmetros como niveis de cristalinidade e ponto de fusdo, acarretando
uma diminui¢cdo da rigidez do polimero e aumentando a resisténcia ao
impacto, tornando-o mais interessante industrialmente (HOLMES,
1985).

Muitos sdo os microrganismos produtores de PHAs e a espécie
Cupriavidus necator é uma das que apresenta condi¢des mais favordveis
a producio industrial. Este microrganismo se destaca pela possibilidade
de acumular mais de 80% de sua massa seca em polimero, com alta
massa molar e utilizando diferentes fontes de substrato, como glicose,
frutose, entre outros (RAMSAY, 1994).

As aplicacdes destes poliésteres sdo bastante amplas, ndo se
restringindo apenas a utilizagdo como polimero convencional. Além da
caracteristica de minimizacdo de despejos industriais, os PHAs sdo
materiais por exceléncia biocompativeis. A sua biocompatibilidade e sua
baixa dissolu¢do em ambientes bioldgicos os tornam tteis na medicina,
na fabricac¢fo de materiais de sutura e préteses 6sseas, ndo provocando
resposta imunoldgica (reacdes inflamatérias). Podem ainda ser
utilizados na inddstria farmac€utica (na producdo de cdpsulas para
liberacdo controlada de farmacos) e na indudstria alimenticia
(embalagens  ativas) (BYROM, 1990; STEINBUCHEL e
FUNCHTEBBUSCH, 1998).

Apesar desta grande possibilidade de aplicagdes, esta substitui¢dao
ainda ndo € viavel, devido ao preco dos polihidroxialcanoatos nio ser
competitivo, quando comparado ao dos pldsticos petroquimicos
(GOMEZ e BUENO NETTO, 1997; COUTINHO et al., 2004). O custo
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para producdo de PHAs é em torno de US$ 4/kg, frente aos polimeros
sintéticos, como o polipropileno, a US$ 1/kg, mas hd estimativas de
reducdo para US$ 2,65/kg, em planta com capacidade de 100 mil t/a
(BASTOS, 2007).

Dois componentes sdo preponderantes na determinacdo do prego
dos polimeros produzidos a partir de matéria-prima renovavel e sdo
imperativos para garantir uma competicio com polimeros de origem
petroquimica: custo da matéria-prima e energia, bem como de
investimento de capital para implantacdo de uma unidade industrial de
producdo. Na questdo do custo da matéria-prima e energia é amplamente
reconhecida a vantagem competitiva do nosso pais devido as suas
condi¢gdes climdticas favordveis e grande extensdo territorial (potencial
de produzir biomassa). Resta, portanto, converter estas vantagens em
processos de alto desempenho e economicamente diferenciados, porque
o processo de produgdo utiliza nutrientes relativamente caros, em adicao
a outros fatores que também influem no custo do produto, como nivel de
actimulo do polimero nas células, produtividade e eficiéncia de extracio
(SILVA, 2007).

Na tentativa de viabilizar o processo de producdo de PHAs,
diversas estratégias tém sido testadas com o objetivo de aumentar a
produtividade do polimero e diminuir custos. Entre elas, destacam-se as
modificacdes genéticas em bactérias, capacitadas a acumular altos niveis
de polimero no seu citoplasma, e o emprego de fontes de nutrientes
derivados da agroindustria, na sua maioria residuos de beneficiamento e
técnicas mais eficientes para extracdo e recuperagdo (GOMES e
BUENO NETO, 1997).

A utilizagd@o de substratos de baixo custo pode apresentar cerca de
40% de economia no processo de producdo de PHAs (KIM, 2000).
Dentre os substratos de baixo custo disponiveis, o melaco citrico,
subproduto da inddstria processadora de suco de laranja, apresenta-se
como uma fonte de carbono atrativa para produ¢do de PHAs em virtude
do seu alto conteddo de agicares e da sua suscetibilidade a hidrdlises
enzimaticas ou processos fermentativos (ROUMBOUTS & PILNIK,
1978 e GROMANN et al., 1994).

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver estratégias de
producdo de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) por
Cupriavidus necator a partir de melago citrico, e, assim fornecer uma
opcdo interessante de aumento de valor agregado a industria geradora
deste residuo e, consequentemente, reduzir o custos de producdo do
polimero.
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Os objetivos especificos sdo:

Estudar as condicdes de crescimento e produgido de P(3HB-co-
3HV) a partir de C. necator em meio sintético (glicose) para
verificar o comportamento do microrganismo neste substrato
para posterior comparacdo as condicdes de crescimento e
producio em melaco citrico;

Avaliar a capacidade de crescimento e producido de P(3HB-co-
3HV) por C. necator em melago citrico como substrato;

Estudar a influéncia de estratégia de alimentacdo de nitrogénio
durante a fase de produgdo, com a finalidade de melhorar a
composicdo molar do copolimero e aumentar a produtividade
do processo;

Estudar a transferéncia de oxigénio durante o cultivo;

Estudar um modelo matemdtico primdrio que descreva o
crescimento da bactéria nos diferentes substratos testados e
utilizar o modelo para definir o momento da limitacdo da
cultura;

Caracterizar os polimeros produzidos em glicose e em melago
citrico e compara-los com o polimero obtido comercialmente.

Este trabalho estd estruturado em diferentes capitulos. O Capitulo
Il apresenta uma revisdo da literatura sobre os diferentes assuntos
abordados na pesquisa. No Capitulo III sdo apresentados os materiais e
métodos utilizados neste estudo. Os resultados e discussdo estdo
descritos no Capitulo IV e no Capitulo V estdo as conclusdes e
sugestdes. Ao final, estdo incluidos alguns anexos para complementagdo
do trabalho e as referéncias bibliograficas consultadas.



CAPITULO I

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Polihidroxialcanoatos
2.1.1 Historico dos polihidroxialcanoatos

PHAs sdo estocados na forma de granulos no interior dos
microrganismos. A observacdo desta inclusdo nas células bacterianas
remonta a Beijerinck em 1888, mas o reconhecimento e a primeira
determinacio da composi¢do dos granulos de PHAs, s6 foi identificada
por Lemoigne em 1927, no Instituto Pauster, que verificou que em
Bacillus megaterium a degradagdo anaerdbica de um material
desconhecido, levava a excrecdo de 4cido 3-hidroxibutirico (VOLOVA,
2004). Lemoigne identificou esse material como um homopoliéster de
hidroxidcido, 3-hidroxibutirato ou poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB))
(BRAUNEGG et al., 1998).

Em 1958, foi proposto o papel funcional do P(3HB) por Macrae e
Wilkinson, que observaram que B. megaterium estocava 0O
homopolimero especialmente quando a razdo de C/N no meio estava
alta, e que a conseqiiente degradacio ocorria rapidamente na auséncia de
carbono e energia (MACRAE e WILKINSON, 1958; BRAUNEGG et
al., 1998). No inicio da década de 60, o interesse por estes materiais
cresceu fortemente devido a descoberta de que possuiam propriedades
termopldsticas (BAPTIST, 1962a; 1962b). Esta descoberta levou ao
primeiro empreendimento para a produgdo comercial de P(3HB) pela
empresa  W.R. Grace Co. nos Estados Unidos. Porém, baixas
produtividades, altos custos com solventes utilizados na extragdo, e a
contaminag¢do do polimero por residuos celulares minaram o processo
(MACRAE e WILKINSON, 1958; HOLMES, 1985; BRAUNEGG et
al., 1998; VOLOLA, 2004; SURITYAMONGKOL et al., 2007).

A crise do petréleo em 1973 e os subseqiientes acréscimos no
preco do produto, bem como por ser uma fonte de energia ndo-
renovavel, gerou ddvidas no futuro da inddstria polimérica baseada no
petrdleo e incentivou as pesquisas para producdo de materiais pldsticos
alternativos (VOLOVA, 2004). A partir de 1974, Wallen and
Rohwedder reportaram a identificagdo de hidroxialcanoatos (HA) além
do 3-hidroxibutirato (3HB), entre eles 3-hidroxivalerato (3HV), 3-
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hidroxihexanoato ~ (3HHx),  3-hidroxiheptanoato = (3HHp), 3-
hidroxioctanoato (3HO), entre outros. A identificagdo dessas outras
unidades HA gerou um impulso nas investigacdes e foi destacada com
marco do inicio da segunda fase de investigacdo sobre PHAs. Na década
de 70, a Imperial Chemical Industries (ICI) patenteou um processo de
producdo do copolimero P(3HB-co-3HV), batizado de BIOPOL®,
utilizando C. necator a partir de fontes renovdveis (KING, 1982;
VOLOVA, 2004). Porém, com o fim da crise do petrdleo, o projeto foi
abandonado. Em 1990, foi langado na Alemanha, o primeiro produto a
partir de PHA, uma embalagem de “shampoo” de uma industria de
cosméticos (HOWELLS, 1982; VOLOVA, 2004).

Em 1996, a empresa Monsanto adquiriu o processo de produgio
do P(BHB-co-3HV), vendido sobre o nome de BIOPOL, da Zeneca
BioProducts, da Inglaterra, empresa resultante da divisdo parcial da ICI
em 1993 (BRAUNEGG et al., 1998, VOLOVA, 2004). O custo do
primeiro lote comercializado pela BIOPOL foi de US$ 16/kg,
comparado ao preco de US$ 1/kg dos polimeros derivados do petréleo.
Entretanto, em vista do alto custo de producdo, e resolvendo manter seu
foco em aplicacdo da biotecnologia para a agricultura, a Monsanto parou
a producgdo do copolimero em 1998. Em maio de 2001, a Metabolix, Inc.
comprou o processo de fabricagio do BIOPOL da Monsanto,
reiniciando sua produ¢do (METABOLIX, 2001; VOLOVA 2004).

No Brasil, a partir de 1991, comecaram as pesquisas para
producdo de P(3HB) por via fermentativa. Em 1998, iniciou-se a
operacdo de uma planta piloto de producdo de P(3HB) na Usina da
Pedra (Serrana — SP), decorrente de uma parceria do IPT-Copersucar-
ICB/USP. Em 2000, teve inicio a produgdo de P(3HB) pela inddstria
brasileira PHB industrial SA. Essa é a tnica producdo industrial de
P(3HB) e P(3HB-co-3HV) a partir de cana-de-agiicar, utilizando
producio integrada em usina sucroalcooleira. A resina, comercialmente
conhecida como Bio Cycle, estd sendo produzida em escala-piloto e
destinada a universidades, empresas e centros de pesquisa e
desenvolvimento. Os custos de producdo da PHB industrial sdo os
menores do mundo. Enquanto na Europa o polimero é produzido a
US$ 15-20 /kg, no Brasil esses custos sdo inferiores a USS$ 2,5/kg,
porém ainda cerca de 4 vezes o custo dos polimeros convencionais, 0s
quais custam de US$ 0,50-1,20/kg (SANTOS, 2002; VIVEIROS, 2003;
SUCRE-ETHIQUE, 2008).

O terceiro estdgio do desenvolvimento de pesquisas sobre PHAs
envolve a clonagem e a caracterizacdo dos genes envolvidos na
biossintese dos polimeros. O inicio das pesquisas na drea de biologia
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molecular no final dos anos 70 forneceu novas ferramentas para a
investigacdo bioldgica, as quais foram utilizadas com sucesso para
decifrar as informagdes genéticas e compreender entdo a biossintese do
polimero. Até o final da década de 80, os genes que codificam as
enzimas envolvidas na biossintese de PHAs, a partir de C. necator,
foram clonados mostrando-se funcionalmente ativos em Escheriachia
coli (LEE e CHANG, 1995; LEE, 1996a; SUDESH 2000).

2.1.2 Descrigdo e propriedades dos PHAs

Os PHAs constituem uma classe geral de polimeros microbianos
sendo que o mais estudado € o P(3HB) (DOI, 1990). Sdo substincias
naturais de reserva de carbono e de energia que sdo acumulados no
interior das células na forma de granulos por uma grande variedade de
microrganismos, podendo chegar até o nivel de 90% de sua massa seca,
em condi¢Oes particulares de crescimento: a imposi¢cdo da limitacdo de
um nutriente e a presenca de excesso de carbono (MADISON e
HUISMAN, 1999).

Os granulos tipicos de P(3HB) s@o geralmente inclusdes
discretas, esféricas, com diametro médio de 0,2 a 0,7 um localizados no
citoplasma das células e visiveis em microscopio optico por contraste de
fase, devido a sua alta refratividade (YOO et al., 1997; KIM e LENZ,
2001; KHANNA, 2004). Além de P(3HB), estes granulos sdo
circundados por uma membrana composta por cerca de 2% (em massa)
de proteinas e 0,5% de lipidios cuja espessura € de 2 nm. Assume-se que
os lipideos estdo localizados no centro do granulo, formando uma
membrana interna, enquanto que as proteinas envolvidas no
metabolismo dos PHASs (STEINBUCHEL, 1991a; YOO et al., 1997).

2.1.2.1 Estrutura quimica

Os PHAs s3o uma familia de homo ou heteropoliésteres
bioldgicos, opticamente ativos, que contém unidades do mondmero
acido (R)-hidroxialcandico, variaveis, determinantes de sua estrutura e
propriedades (SUDESH et al., 2000). A estrutura geral dos PHAs ¢é
mostrada na Figura 2.1. A natureza do radical R determina a identidade
da unidade monomérica e, junto com o valor de x (que pode variar de
600 a 35000), as propriedades do polimero. Mais de 100 unidades
monoméricas ja foram identificadas como constituintes destes
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poliésteres (STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995; REDDY et al.,
2003).

R 0
I I
[FO-CcH-CcH,-C-],

R = hidrogénio Poli(3-hidroxipropionato)

R = metil Poli(3-hidroxibutirato)

R = eril Poli(3-hidroxivalerato)

R = propil Poli(3-hidroxihexanoato)

R = pentil Poli(3-hidroxioctanoato)

R = nonil Poli(3-hidroxidodecanoato)

Figura 2. 1 - Estrutura geral dos PHAs

O poli-3-hidroxibutirato (P(3HB)) é o polihidroxialcanoato mais
estudado e caracterizado, porém algumas unidades monoméricas
compostas por 4-hidroxibutirato e 5-hidroxivalerato também ja foram
observadas (DOI et al., 1988; MADISON ¢ HUISMAN, 1999; REDDY,
2003). Os copolimeros de P(3HB) podem ser formados através da
alimentacdo de co-substratos resultando na formacgdo de polimeros
contendo mondmeros formados de 3-hidroxivalerato (3HV) ou 4-
hidroxivalerato (4HV). A incorpora¢do de unidades 3HV no polimero
resulta no copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidrohivalerato)
[P(3HB-co-3HV)] que o torna menos rigido e mais flexivel que o
P(3HB) (REDDY, 2003).

A variacdo do comprimento e composi¢do das cadeias € a base da
diversidade de polimeros da familia de PHAs e de seu vasto potencial de
aplicacdo. Dependendo do nimero de dtomos de carbono presentes na
cadeia do mondmero, os PHAs podem ser divididos em trés grupos:
cadeia curta, formado essencialmente por polimeros constituidos de
unidades monoméricas compostas por 3 a 5 dtomos de carbono; cadeia
média, formada por polimeros com unidades monoméricas compostas
por 6 a 14 dtomos de carbono; e cadeia longa, apresentado mais de 14
atomos carbono (RAMSAY, 1994; LEE, 1996a).

Além da classificacdo em relacdo ao comprimento da cadeia, os
PHAs podem ser classificados, de acordo com a composi¢do de
mondmeros na cadeia, em: homopolimeros, apresentando somente um
tipo de mondmero; e copolimeros, apresentando dois ou mais tipos de
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mondmero. A principal diferenca entre estes polimeros de diferentes
comprimentos de cadeia estd nas propriedades fisicas que delimitam
suas aplicacdes.

2.1.2.2 Propriedades fisicas

Os PHAs tém um alto grau de polimerizagdo, confirmado pelas
altas massas molares, sendo que com o aumento do comprimento da
cadeia, ou aumento do nimero de mondOmeros no copolimero sua
elasticidade aumenta (REDDY, 2003; KHANNA, 2004). Estes
polimeros bacterianos apresentam massa molecular suficientemente alta
que proporciona ao polimero caracteristicas poliméricas similares aos
plasticos convencionais, como o polipropileno (MADISON e
HUISMAN, 1998; REDDY, 2003). A massa molecular destes
compostos varia de 2x10° a 3x10° g.mol'l, dependendo do
microrganismo produtor e das condi¢des de crescimento (KIM et al.,
1992a; MADISON e HUISMAN, 1999; KHANNA, 2004).

Os PHAs sdo considerados altamente cristalinos, com um grau de
cristalinidade variando entre 55 a 80%, sendo que a fragilidade do
polimero aumento com o grau de cristalinidade (STEINBUCHEL, 1996;
MADISON, 1999; KHANNA, 2005). Propriedades fisicas e mecanicas,
como rigidez, ductilidade, ponto de fusdo, temperatura de transicio
vitrea e resisténcia a solventes organicos variam consideravelmente, em
funcdo da composi¢do monomérica e da sua aplicabilidade, variando do
fortemente cristalino ao elastico (KHANNA, 2004). A temperatura de
fusdo (Ty,) e a temperatura de transi¢do vitrea (T,) estdo intimamente
relacionadas a estrutura dos mondmeros e a quantidade de
comondmeros, em copolimeros € aumentam com o aumento da massa
molar (MM), para aqueles com baixa MM; porém, este comportamento
¢ invertido, no caso daqueles com alta MM (BRANDL, 1990,
STEINBUCHEL, 1996).

Como o P(3HB) é o polimero mais amplamente estudado, as
propriedades dos demais PHAs t€m sido explicadas levando em
consideracdo suas propriedades (KHANNA, 2004). O P(3HB) apresenta
resisténcia aos raios ultravioleta (UV) superior ao polipropileno e
apresenta excelente impermeabilidade ao O, e a 4gua, tornando-se
adequado para o uso na confeccdo de embalagens alimenticias
(HOLMES, 1985; WEINER, 1997; GROTHE et al., 1999).

O ponto de fusdo do P(3HB) € préximo da temperatura na qual se
inicia sua degradacdo, aproximadamente 180°C, dificultando os
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processos de modelagem por injecdo ou sopro (POIRIER ez al., 1995).
As propriedades mecdnicas como médulo de Young e tensdo de
cisalhamento sdo semelhantes as do polipropileno, no entanto sua
resisténcia a ruptura (5%) € nitidamente inferior a do polipropileno
(400%). Assim, o P(3HB) é um material mais rigido que se torna fragil
quando estocado por um periodo de vdrios dias sob condic¢des
ambientes, podendo limitar sua aplicabilidade (HOLMES 1985; LEE,
1996a, KHANNA, 2004). No entanto, a incorpora¢do de unidades 3HV
ao P(3HB) diminui os niveis de cristalinidade e o ponto de fusdao do
polimero. Isto acarreta na diminui¢do da rigidez assim como um
aumento da resisténcia ao impacto. Além disso, o decréscimo da
temperatura de fusdo com aumento da fracdo de 3HV, sem afetar a
temperatura de degradacdo, permite melhor processamento térmico do
copolimero. A capacidade de alongamento até a ruptura também
aumenta com a incorporacdo de unidades 3HV. Assim, as propriedades
do polimero podem ser controladas pelo ajuste da fracdo HV durante o
cultivo. Uma porcentagem de 3HV em torno 17 a 20 mol% permite a
obten¢do de um copolimero com propriedades mais desejaveis, em
particular sua flexibilidade e resisténcia ao impacto (HOLMES, 1985;
LEE 1996a, KHANNA, 2004). A Tabela 2.1 apresenta uma comparagio
entre as propriedades fisicas de diferentes PHAs.
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Tabela 2. 1 - Comparagéo entre as propriedades dos polimeros

Polimero Temperatura | Médulo | Tensdo de |Resisténcia
de fusdo | de Young | cisalhamento | a ruptura
O (GPA) (MPa) (%)
P(3HB) 179 3,5 40 5
P(3HB-co-3HV)
3 mol% 3HV 170 2,9 38 -
9 mol% 3HV 162 1,9 37 -
14 mol% 3HV 150 1,5 35 -
20 mol% 3HV 145 1,2 32 -
25 mol% 3HV 137 0,7 30 _
P(3HB-co-4HB)
3 mol% 4HB 166 - 28 45
10 mol% 4HB 159 - 24 242
16 mol% 4HB - - 26 444
64 mol% 4HB 50 30 17 591
90 mol% 4HB 50 100 65 1080
P (4HB) 53 149 104 1000
P(3HHx-co-3HO) 61 - 10 300
Polipropileno 170 1,7 34,5 400
Polietileno- 262 2,2 56 7300
tereftalato
Poliestireno 110 3,1 50 -

Fonte: (Lee, 1996a); (Khanna, 2004).

2.1.2.3 Biodegradabilidade

Uma importante caracteristica que torna os PHAs atrativos
comercialmente ¢ sua biodegradabilidade em ambientes naturais,
determinada pela atividade enzimdtica dos microrganismos presentes
(ANDERSON e DAWES, 1990; KHANNA e SRIVASTAVA, 2004). A
biodegradabilidade é a capacidade de decomposi¢do de materiais,
especialmente em produtos indcuos, pela acdo de microrganismos.
Bactérias e fungos sdo os principais participantes do processo de
biodegradacdo na natureza. A decomposi¢do dos materiais fornece aos
microrganismos, 0S precursores para os componentes celulares e
energia. Dessa forma, a biodegradabilidade é nada mais que um
processo catabdlico (BRAUNEGG et al., 1998, MADISON e
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HUISMAN, 1999, KHANNA e SRIVASTAVA, 2004). Os
microrganismos envolvidos neste processo encontram-se presentes no
solo, esgotos, dgua do mar, lagos e ar. Eles sdo capazes de degradar o
PHA excretando enzimas extracelulares, como as PHAs depolimerases e
PHAs hidrolases. A atividade destas enzimas pode variar e depende da
composi¢cdo do polimero, sua forma fisica (amorfa ou cristalina), das
dimensdes das amostras e das condi¢des ambientais (BRAUNEGG et
al., 1998, MADISON e HUISMAN, 1999, SUDESH, 2000). Eles
catalisam a quebra do polimero em compostos soliveis em dgua, que
podem ser aproveitados como nutrientes pelas células. Além disso, os
PHAs também podem ser degradados na auséncia de atividade
microbiana, por um mecanismo de hidrélise quimica, especialmente em
altos valores de pH (SUDESH, 2000; KHANNA e SRIVASTAVA,
2004).

PHAs sdo degradados em sistemas bioldgicos tanto aerdbicos
como anaerdbicos, sendo que a degradacdo ocorre mais rapidamente em
despejos anaerébicos e mais lentamente no mar. Podem ser
completamente degradados a CO, e 4gua (e metano sob condigdes
anaerébicas) pelos microrganismos no ambiente, sendo facilmente
degradado no solo. Durante o processo de degradagdo, ndo ha produgdo
de intermedidrios nocivos (LUZIER, 1992; GROTHE et al., 1999). A
Tabela 2.2 apresenta a taxa de degradacdo de um filme de 1 mm de
P(3HB-co-3HV) em diferentes ambientes.

Tabela 2. 2 - Biodegradacdo de um filme de 1 mm de P(3HB-co-3HV)
em diferentes ambientes

Ambiente 100 % em perda de massa
(semanas)

Ambiente anaerdbio 6

Sedimentos estudrios 40

Ambiente aerébio 60

Solo 75

Agua do mar 350

Fonte: (LUZIER, 1992)

A taxa de degradacdo dos PHAs é funcdo de vdrios fatores,
relacionados ao ambiente, como populacdo microbiana presente,
temperatura, umidade, pH, nutrientes presentes no meio, € outros
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relacionados ao proprio PHA, como composicdo, cristalinidade, aditivos
e drea superficial dos polimeros. O tamanho da cadeia polimérica
também influencia, diminuindo a taxa de degradacdo e dificultando o
crescimento microbiano devido ao aumento da sua hidrofobicidade
(ANDERSON e DAWES, 1990; SUDESH, 2000; ASRAR e HILL,
2002; KHANNA e SRIVASTAVA, 2004). A degradacdo microbiana de
PHAs no solo é aumentada com o aumento da temperatura e o
copolimero P(3HB-co-3HV) tende a se degradar mais rapidamente do
que o homopolimero P(3HB). Os microrganismos presentes no solo e
que degradam os PHAs compreendem bactérias Gram-negativas,
bacillus Gram-positivos, estreptomicetos e bolores (MERGAERT et al.,
1993).

A Figura 2.2 representa o biociclo completo de producgdo e
degradacdo de PHAs. Neste ciclo através da fotossintese, as plantas
utilizam a luz solar, CO, e 4gua para produzir carboidratos (1-2). Estes
na forma de agicares simples podem ser utilizados como substrato em
um processo fermentativo com microrganismos especificos produzindo
PHA que serd purificado e processado formando os mais diversos
artigos plasticos (3-6). Apds seu uso, os PHAs podem ser depositados
em ambientes microbianos ativos e a biodegradacdo deste polimero
formard CO, e 4gua (7-8). Uma rota direta através de plantas que

produzem PHAs pode ser obtida (9).
1
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Figura 2. 2 - Biociclo dos polihidroxialcanoatos
Fonte: (METABOLIX, 2004).
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2.1.3 Aplicagoes

Os PHAs sdo considerados de grande interesse industrial, como
plasticos biodegraddveis e/ou biocompativeis, para diversas dreas de
aplicacdo (LEE, 1996a). O pléstico biodegraddvel deve complementar o
plastico petroquimico, conquistando espacos especificos onde suas
caracteristicas de pureza e biodegradabilidade sejam necessérias
(ROSSEL, 2002). Polimeros como P(3HB) e P(3HB-co-3HV) podem
ser processados em equipamentos convencionais, usados para
poliolefinas e outros plasticos. Assim, através de técnicas de extrusao,
injecdo, moldagem ou sopro, eles podem ser transformados em
diferentes materiais, com uma ampla gama de aplicagdes.

Devido as suas caracteristicas como material polimérico, os
PHAs apresentam uma ampla variedade de aplicacdes. Inicialmente,
foram usados como filmes pldsticos, principalmente na fabricacdo de
sacolas, garrafas, utensilios e sacos de protecdo para plantas. Além
destas utilizacdes, filmes de PHAs podem ser aplicados em papel ou
papeldo formando uma pelicula impermedvel para produzir um material
composto completamente biodegraddvel, o que € uma alternativa aos
materiais compostos ndo biodegraddveis preparados a partir de, por
exemplo, papeldo mais polietileno ou aluminio (STEINBUCHEL e
FUCHTENBUSCH, 1998, REDDY, 2003). Aplicacdes similares aos
produtos plésticos convencionais incluem a fabricagio de itens
descartdveis, como cabos de laminas para barbear, fraldas, produtos de
higiene femininos, embalagens para cosméticos (shampoo) e copos
descartdveis (REDDY, 2004; KHANNA, 2004).

Em adi¢do ao seu potencial como material pldstico, os PHAs
também sdo utilizados na drea médico-farmacéutica por serem atoxicos
e biocompativeis. S@o encontrados como compostos estéreo-regulares,
0s quais servem como precursores quirais para sintese quimica de
compostos opticamente ativos. Estes compostos sdo particularmente
usados como carregadores biodegraddveis para dosagem de drogas por
longos periodos de tempo, encapsulamento de fiarmacos, horménios,
inseticidas e herbicidas. Eles também s3o usados como materiais
osteosintéticos (estimulando o crescimento Osseo), suturas cirdrgicas,
enxertos cardiovasculares, projetos de regeneracdo e reparo de tecidos.
No entanto, as aplicacdes médicas e farmacéuticas sdo limitadas devido
a sua lenta degradabilidade e alta estabilidade a hidrdlise em tecidos
estéreis (SENIOR & DAWES, 1973; WILLIAMS et al., 1999; ASRAR
e HILL, 2000; REDDY, 2003; KHANNA, 2004, CHEN e WU, 2005).
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2.2 Microrganismos Produtores

Os microrganismos capazes de acumular PHAs sdo geralmente as
bactérias Gram positivas, Gram negativas e cianobactérias (BYROM,
1987), que podem ser encontradas na natureza, ou seja, no solo, na dgua
do mar, em efluentes, etc. Apesar de terem sido descritos na literatura
mais de 300 tipos diferentes de bactérias, capazes de sintetizar PHAs
(ANDERSON e DAWES, 1990; STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995;
BRAUNEGG et al., 1998; MADISON e HUISMAN, 1999) apenas
algumas estdo sendo empregadas na producao industrial. Estas bactérias
estdo dividas em dois grupos, baseado nas condicdes de cultivos
requeridas para producdo. O primeiro grupo de bactérias requer excesso
de carbono e limitagdo de algum dos nutrientes (nitrogé€nio, fésforo,
magnésio, potdssio, oxigénio ou enxofre) para a producdo de PHAs.
Fazem parte deste grupo Cupriavidus necator, Protomonas extorquens,
Pseudomonas oleovorans, entre outras. O segundo grupo nio requer
limita¢do de nutriente e acumula PHA ja durante a fase de crescimento.
Tem-se como exemplo: Escherichia coli recombinante, cepa mutante de
Azotobacter vinelandii e Alcaligenes latus (LEE, 1996a).

2.2.1 Microrganismos normalmente produtores de PHA

A facilidade do uso de metanol como fonte de substrato de baixo
custo para producdo de PHA foi demonstrada em bactérias do género
metilotréficas: Protomonas, Methylobacterium, linhagens mutantes de
Cupriavidus necator e Pseudomonas denitrificantes. No entanto,
investigacdes detalhadas mostraram que a producdo de PHA era muito
baixa (50 -60% da biomassa seca) e a sintese do Poh’mero obtido
apresentava baixo peso molecular (4x10* - 6x10* g.mol™). Além disso, a
necessidade de utilizagdo de elevadas quantidades de substrato para
formagdo do polimero (Ypiusys = 0,18 - 0,20 g.g'l) levaram a procura
de outros microrganismos (BYROM, 1987; LEE, 1996a; VOLOVA,
2004).

O segundo microrganismo a ser selecionado para a produgado
industrial de PHAs foi Azotobacter sp., em virtude da sua capacidade de
utilizar sacarose e glicose como fonte de substrato. No entanto, a
instabilidade do processo e a sintese de polissacarideos, paralelamente a
producdo de P(3HB), levaram a rejeicdo desta bactéria para producgéo
industrial (BYROM, 1987). Na tentativa de melhorar as condi¢cdes de
producdo, Page e Knops (1989) estudaram uma cepa mutante de
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Azotobacter vinelandii capaz de sintetizar P(3HB) a partir de fontes
baratas de substrato, os quais poderiam reduzir & metade os custos de
producio, e a adi¢do de propionato induzindo ao acimulo de P(3HB-co-
3HV) (PAGE e KNOSP, 1989). No entanto, é a produtividade obtida é
ainda inferior (1 g.L"".h"") quando comparada 2 produtividade obtida por
C. necator (2,4 gL' ™) (KIM, 1994; RYU, 1997; VOLOVA, 2004).

O terceiro microrganismo estudado, o qual despertou interesse da
ICI’s, foi a cepa Cupriavidus necator, capaz de sintetizar polimeros com
elevado peso molecular e em grandes quantidades (acima de 80% de sua
biomassa seca), podendo utilizar diferentes substratos com elevada
velocidade especifica de crescimento (BYRON, 1987; CHEN et al.,
1991; BRAUNEGG, 1998). Quando écido propidnico é adicionado no
meio C. necator sintetiza o copolimero P(3HB-co-3HV), sendo que a
proporcdo das unidades 3HV dependerd da razdo de alimentacdo de
dcido propidnico/glicose, durante a fase de acimulo do polimero
(ANDERSON e DAWES, 1990).

Alcaligenes latus € um género de bactéria que produz P(3HB)
concomitantemente com o crescimento exponencial. E capaz de utilizar
diferentes substratos, como sacarose e residuos industriais, com uma
velocidade especifica de crescimento elevada (CHEN et al, 1991;
BRAUNEGG et al., 1995). Além do P(3HB), A. latus também pode
sintetizar P(3HB-co-3HV). No entanto, o conteido de PHA ndo é
elevado (aproximadamente 50%) (RAMSAY et al., 1990, CHEN et al.,
1991; YAMENE et al., 1996) e apresenta baixo rendimento de substrato
em produto, sendo sensivel aos precursores utilizados para a producio
do copolimero (RAMSAY et al., 1990).

P. oleovorans tem sido empregada para a produgdo de polimeros
com diferentes composi¢des, tanto PHAs de cadeia lateral média
(PHAMsc) quanto de cadeia lateral longa (PHA[sc) (De SMET et al.,
1983; FULLER et al., 1988; PREUSTING et al., 1991; LEE, 1996b).
Esta produgdo € obtida a partir de substratos de cadeia de carbono
alifatica longa, como de n-alcanos, alcandis ou alcanoatos de cadeia
médias, entretanto, melhoramentos sdo necessarios para que a producgéo
desses polimeros seja economicamente vidvel. Como é uma cepa
estavel, de dificil contaminacdo, o cultivo continuo pode ser boa
estratégia para a producdo de PHAyc, com alta produtividade (LEE,
1996a). Apesar de P. oleovorans ndo ser capaz de utilizar glicose e
outros agucares, outras pseudomonas como P. putida e P. aeruginosa o
fazem. Os PHAs, formados de gluconato e outros agiicares, t€m
composicdo diferente dos formados a partir de 4cidos graxos,
prevalecendo nos primeiros o 3-hidroxidecanoato e pequenas parcelas
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de mondmeros insaturados, enquanto que nos dltimos, prevalece como
maior constituinte o 3-hidroxioctanoato (HAYWOOD et al., 1990;
HUIBERTS et al., 1992; TIM e STEINBUCHEL, 1990).

O género Burkholderia estd sendo estudado para produgdo de
PHAs. Este microrganismo foi isolado do solo e pode acumular PHAs
contendo unidades 3HB e 3HB-4-4cido pentendico (3HPE), a partir de
fontes simples de carbono como sacarose ou gluconato (RODRIGUES
et al., 2000). Uma das linhagens isoladas, a Burkholderia sp. IPT 101
apresenta boa produgdo do copolimero P(3HB-co-3HV), entretanto, com
baixa conversdo de dcido propionico em unidades 3HV (GOMEZ et al.,
1996). Com o intuito de aumentar essa eficiéncia de conversdo e
utilizacdo do 4cido 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
deste 4cido.

2.2.2 Microrganismos recombinantes

Técnicas de DNA recombinante podem ser utilizadas para
modificar ou introduzir novos caminhos metabdlicos no
desenvolvimento de novas linhagens de microrganismos que apresentem
caracteristicas importantes na producido de PHAs, como alta eficiéncia
na conversdo dos substratos em produtos, utilizacdo de substratos mais
baratos, alta produtividade e conteido de PHAs, deve proporcionar
reducdo dos custos de producdo do polimero (GOMEZ e BUENO
NETTO, 1997; CHOI e LEEa, 1999; LEE, 1996a).

A andlise da estrutura dos genes das enzimas que codificam a
biossintese do P(3HB), a phbA (para B-cetotiolase), a phbB (NADPH-
dependente acetoacetil-CoA redutase) e a phbC (PHB sintetase) a partir
de acetil-CoA, sdo agregados e devidamente organizados em um tinico
opéron phbCAB (SCHUBERT et al., 1991; MADISON e HUISMAN,
1999).

Bactérias como E. coli ndo tém capacidade de sintetizar ou
degradar PHA, entretanto, crescem rapidamente, a uma temperatura um
pouco mais alta e sofrem fécil lise. O crescimento rapido possibilita o
acimulo de uma grande quantidade de polimero, diminui o tempo do
processo de produgdo e a facilidade de lise das células economiza no
processo de purificacdio dos granulos de PHA (MADISON e
HUISMAN, 1999; REDDY et al. 2003). A transferéncia de plasmideos
contendo o Operon phbCAB de C. necator confere as linhagens
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recombinantes de E. coli a capacidade de sintetizar e acumular P(3HB)
(SCHUBERT et al., 1991; LEE, 1994). O acimulo nesse microrganismo
pode chegar a 80-90% do peso seco da célula, com alta produtividade.
Sua sintese ndo requer limitacdo de um nutriente, mas é dependente da
quantidade de acetil-CoA disponivel (LEE, 1996a).

A producdo de P(3HB-co-3HV) por E. coli recombinante
observada quando sdo utilizadas como fonte de substrato glicose
propionato. No entanto, apenas P(3HB) é produzido quando
administrado glicose e valerato (YIM et al., 1996). A principal
dificuldade na utilizacdo de E. coli recombinante estd na grande
demanda de oxigénio requerida durante a alta densidade celular (LEE,
1996a). Outra desvantagem é a formacdo de filamentos, durante a
sintese do polimero, causando reducdo na velocidade de crescimento
celular e menor atividade metabdlica gerando, consequentemente,
menor aciumulo de polimero (LEE et al., 1994). Contudo, um baixo
custo requerido nos processos de recuperacdo pode compensar 0s
elevados custos de produgao (LEE e CHANG, 1995).

A cepa selvagem, C. necator H16, nio utiliza glicose nem
sacarose como fontes de carbono. A cepa utilizada na produgio
industrial de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) é a mutante C. necator DSM
545, com habilidade de consumir glicose (RAMSAY et al., 1990;
MADISON e HUISMAN, 1999). Outra mutante de C. necator é C.
necator 290/sac, construida a partir da DSM 545, porém com
capacidade para consumir sacarose (FAVA, 1997). Para aumentar a
eficiéncia de conversdo do 4cido propidnico em unidades 3HV, foram
obtidas cepas mutantes incapazes de utilizar o 4cido propidnico para
crescimento celular. Nesse caso, estdo a C. necator BK 23 (LEE ef al.,
1996b) e o clone mutante C. necator UV1 (SARTORI, 1998), ambas
derivadas de mutantes capazes de utilizar glicose como fonte de
carbono.

o

(€N

2.2.3Plantas transgénicas

A clonagem e expressdo dos genes de biossintese de PHAs de
microrganismos em plantas superiores podem se constituir em uma
importante forma de reducio dos custos de producido de PHAs, uma vez
que eliminaria a necessidade de substratos como carboidratos e dcidos
organicos, 0s quais representam importante parcela dos custos de
producao do polimero em processos fermentativos. A planta necessitaria
apenas do CO, atmosférico, da energia solar e de alguns nutrientes
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obtidos através do solo para fazer a sintese do polimero (GOMEZ e
BUENO NETTO, 1997). A primeira demonstracdo de transgenia
ocorreu com a expressdo dos genes de biossintese de PHA de C.
necator, no citoplasma de Arabidopsis thaliana, resultando em baixo
contetido de P(3HB) e crescimento retardado da planta (POIRIER et al.,
1992). Quando os genes foram expressos nos cloroplastos da planta, esta
exibiu crescimento normal e acumulou 14% de seu peso seco em
P(3HB) ('NAWRATH et al., 1994 ¢ *SOMERVILLE ef al., 1995
citados por STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998).
Recentemente, os genes de C. necator tém sido expressos em
Gossypium  hirsutum e Zea mays (STEINBUCHEL e
FUCHTENBUSCH, 1998).

Algumas dificuldades que estdo sendo transpostas no estudo com
plantas transgénicas sdo: a sintese do polimero deve ocorrer em grande
quantidade em 6rgdo especifico da planta, facilitando sua extracdo e
purificac@o posterior; a sintese de PHA néo deve ocorrer em detrimento
do desenvolvimento global da planta e a obtencdo de outros PHAs além
do P(3HB) (GOMEZ ¢ BUENO NETTO, 1997).

2.3 Producao por Cupriavidus necator

Cupriavidus necator € um microrganismo procariético, Gram-
negativo, encontrado naturalmente no solo e na dgua. E uma bactéria
aerébica, com metabolismo respiratério, sendo que o oxigénio e o
nitrato podem servir de receptor final de elétrons na cadeia respiratéria
(HOLDING e SHEWAN, 1974; BRAUNEGG et al., 1998). As enzimas
fermentativas sdo ausentes nas condicdes normais de cultura e sdo
formadas somente em condi¢des de aeracdo e respiracdo extremamente
reduzidas (SCHLEGEL e VOLLBRECHT, 1980). Possui células na
forma de bastonete com dimensdes de 0,5 por 1,8 a 2,6 um. E mével,
possuindo de 1 a 4 flagelos peritriquios. Na fase estaciondria de
crescimento, ou seja, no acimulo de polimero, as células podem se
tornar esféricas e sdo observados de 8 a 13 grinulos por célula
(BRAUNEGG et al., 1998). A Figura 2.3 apresenta a bactéria em fase

" NAWRATH, C.; POIRIER, Y.; SOMERVILLE, C. R. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., v. 91, p. 12760-12764, 1994.

> SOMERVILLE, C. R.; NAWRATH, C.; POIRIER, Y. PCT Patent
Application W095/05472, 1995.
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de crescimento e em fase de acimulo de polimero.

(o)

Figura 2. 3 - Cupriavidus necator em fase de crescimento (a), Fonte: (Ampe,

1995); e fase de producdo (a barra representa 0,5 um) (b).
Fonte: (Sudesh et al. 2000).

2.4 Metabolismo em Cupriavidus necator
2.4.1 Biossintese de P(3HB)

A biossintese do P(3HB) consiste em uma série de reagdes
enzimdticas catalisadas por diferentes enzimas. O conhecimento da
organizacdo estrutural e funcional do ciclo intracelular de uma molécula
de PHA fornece a chave para o controle do processo e para sintese de
PHAs com novas propriedades (VOLOVA, 2004). As condicdes sob as
quais a sintese de proteinas cessa e as células iniciam os processos de
sintese e acimulo de P(3HB) sdo determinadas pelo estado redox do
citoplasma e pela concentracdo intracelular de piruvato e CoA
disponivel (SENIOR e DAWES, 1973). Durante o crescimento
balanceado, o piruvato e os equivalentes redutores (NADH e NADPH)
sdo geralmente despendidos no ciclo dos dcidos tricarboxilicos (TCA),
sendo terminalmente oxidado a CO, para formagdo de aminoécidos e
geracdo de energia na célula, na forma de ATP. O nivel de CoA
disponivel permanece alto, o qual dificulta a sintese do P(3HB). Em
condi¢des de crescimento desbalanceado, limitagdo de algum nutriente
essencial ao crescimento, o piruvato ndo entra no TCA, mas §é
descarboxilado, formando acetil-CoA. Assim, o nivel de CoA disponivel
é reduzido, o qual favorece a ativacdo do ciclo enzimas que sintetizam o
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P(3HB) (BRAUNEGG et al., 1998; VOLOVA, 2004).

Em C. necator a sintese do P(3HB) ocorre a partir de acetil
coenzima-A por trés reagdes sequenciais catalisadas por B-cetotiolase;
acetoacetil-CoA redutase e PHA sintase (DAWES e SENIOR, 1973). A
primeira enzima, [-cetotiolase, condensa, reversivelmente, duas
moléculas de acetil-CoA em acetoacetil-CoA. Esta molécula é entdo
reduzida, através da acdo da enzima acetoacetil-CoA redutase NADPH-

dependente, & R-3-hidroxibutiril-CoA, que € incorporado a cadeia de
polimero pela acdo da enzima PHA sintase (SUDESH, 2000).

2.4.2 Enzimas envolvidas na sintese de P(3HB)

2.4.2.1 B-cetotiolase

B-cetotiolase € a primeira enzima da sintese do polimero. Ela
catalisa a condensacdo, reversivel, de duas moléculas de acetil-CoA. A
enzima também catalisa a ultima reacdo da degradacdo enddgena do
polimero. Assim, esta enzima € considerada uma enzima-chave para o
ciclo metabdlico do polimero. A atividade da enzima nao € inibida por
concentragdes fisiolégicas de metabdlitos celulares, mas o actimulo de
CoA livre, liberadas quando o acetil-CoA entra no ciclo de Krebs, reduz
drasticamente a rea¢do de condensagdo desta enzima (VOLOVA, 2004).

Existem tipos diferentes de 3-B-cetotiolase, possuindo
especificidades de acordo com o substrato. A enzima denominada tipo
A, ¢é ativa somente para os substratos com C4 e Cs, enquanto que a
denominada tipo B, é ativa para substratos de cadeia de C4 a Cyo. Os
dois tipos de enzimas podem ser ativas na sintese de P(3HB)
(HAYWOOD et al., 1988).

2.4.2.2 Acetoacetil-CoA redutase

No segundo estdgio de sintese de PHAs, os produtos da reacdo da
B-cetotiolase sdo reduzidos para dcidos hidroxialcanéicos. Esta reagdo é
catalisada pela segunda enzima da via metabdlica do PHA — acetoacetil-
CoA redutase. Haywood et al. (1988) encontraram duas enzimas
redutases — NADH e NAPH dependente — em C. necator. Apenas a
NADPH- dependente esta envolvida na sintese do polimero
(ANDERSON e DAWES, 1990; BRAUNEGG, 1998; VOLOVA,
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2004). O fator critico determinante da atividade de enzima € a razdo de
NADPH/NADP" na célula. Quando esta razdo é alta, a atividade da
enzima € aumentada (LEE et al., 1996a). Verificou-se assim que a taxa
de sintese em C. necator, crescida em diferentes substratos, €
estritamente dependente da concentragdio de NADPH na célula
(VOLOVA, 2004).

2.4.2.3 PHA sintase

A terceira enzima chave na biossintese, a qual determina o tipo de
PHA produzido, é a PHA sintase. Mais de 50 tipos de estruturas
genéticas para PHA sintase a partir de vdrias bactérias tem sido clonados
e analisados (RHEN e STEINBUCHEL, 1999; STEINBUCHEL, 2001).
A PHA sintase tém sido classificada em trés diferentes classes de acordo
com sua estrutura e substrato que assimila (STEINBUCHEL et al.,
1991b). A PHA sintetase de C. necator pertencem a Classe I, a qual
consiste de apenas um tipo de subunidade com peso molecular de
aproximadamente 64 kg.mol' e é codificada pelo gene phbC
(VOLOVA, 2004).

Nas células, esta enzima € isolada sob duas formas, uma solivel e
outra como granulos associados. Durante o crescimento nio limitado, a
forma soldvel € predominante. Quando mudam as condi¢des do meio
com limitagdo de nutriente favorecendo a formagdo de PHA, ha o
aparecimento da forma em granulos associados, com concomitante
rapido desaparecimento da forma solivel (ANDERSON e DAWES,
1990). Ambas as formas atuam sobre polimeros de cadeia lateral curta
(de 3 a 5 4dtomos de carbono) 3-hidroxiacil-CoA (ANDERSON e
DAWES, 1990; VOLOVA, 2004).

2.4.3 Biossintese de P(3HB-co-3HYV)

C. necator catabolisa os carboidratos pela via Entner-Doudoroff a
piruvato, o qual é oxidativamente descarboxilado a acetil coenzima A
(acetil-CoA). Assim, o mondmero predominante encontrado em C.
necator ¢ o P(3HB), uma vez que € sintetizado a partir de acetil-CoA.
Quando se administra aos cultivos precursores para formacgdo de
copolimeros, como 4cidos propidnico ou valérico, ocorre a formagdo do
copolimero P(3HB-co-3HV), cujas unidades (3HV) sdo formadas a
partir de propionil-CoA, produto gerado a partir da degradacdo dos
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dcidos utilizados (HOLMES, 1985; ANDERSON e DAWES, 1990;
FAVA, 1997; BRAUNEGG et al., 1998). Estes substratos podem ser
utilizados sozinhos ou na presenca de outros substratos, como frutose e
glicose, que se torna mais conveniente em virtude do alto preco destes
precursores (STEIBUCHEL e PIEPER, 1992).

O copolimero apresenta uma distribuicdo aleatéria das unidades
3HB e 3HV. A via de sintese deste polimero foi estudada por Doi et al.
(1987), que demonstrou que quando o 4cido propidnico estd presente no
meio, a enzima 3-B-cetotiolase condensa uma molécula de propionil-
CoA com uma molécula de acetil-CoA formando 3-cetovaleril-CoA que
¢ polimerizado apds reducdo a mondmeros de 3-hidroxivalerato pela
PHA sintase. O acetil-CoA também pode ser formado pela
descarbonilagdo do propionil-CoA, de forma que ambos mondmeros,
3HB e 3HV, possam ser sintetizados quando o 4cido propidnico é
utilizado. Os estudos demonstraram que a fracdo molar de 3HV no
copolimero restringe-se a 50% em razdo do rdpido metabolismo de
propionil-CoA em acetil-CoA na célula. Copolimeros com 90 mol% de
3HV sdo produzidos a partir de dcido pentandico como fonte de carbono
(DOI et al., 1988). O 4cido valérico também serve como precursor de
unidades 3HV e é diretamente incorporado ao polimero via valeril-CoA
e sua B-oxidagdo a 3-hidroxivaleril-CoA. O uso do 4cido valérico leva a
formacdo de um maior conteido de unidades 3HV no copolimero do
que o 4cido propidnico (DOI et al., 1987). A Figura 2.4 mostra a via de
sintese de P(3HB-co-3HV) a partir do dcido propidnico.

substrato propionato
CO»
A
TCA < acetiI-CSA {-—— — propionil-CoA
CoASH <¢ B -cetotiolase
acetoacetil-CoA 3-cetovaleril-CoA
NADPH ) acetoacetil-CoA NADPH
NADP* + H* redutase NADP* + H*
3-hidroxibutiril-CoA 3-hidroxivaleril-CoA

PHA-sintetase

CoA CoASH

PHB  poli (3HB-co-3HV)

Figura 2. 4 - Via de biossintese de producdo de P(3HB-co-3HV) a partir de
glicose e propionato, adaptado de Doi (1990).
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2.4.4 Regulagdo da sintese de PHAs

A regulacio da biossintese de P(3HB) em C. necator esta
centralizada na ac@o da enzima [-cetotiolase. Ambas B-cetotiolase ja
descritas exibem uma pronunciada inibi¢do pela coenzima A livre
(HAYWOO et al., 1988; OEDING e SCHLEGEL, 1973).

A inibi¢do da sintese do polimero pela CoA livre é um aspecto
muito importante na regulacio metabdlica da célula. Quando a
concentracio da CoA € elevada, os substratos sdo principalmente usados
na reacdes de biossintese de proteinas, dcidos nucléicos e outras
macromoléculas primdrias. Desta forma, o acetil-CoA € largamente
utilizado no TCA; sendo que na primeira fase do TCA, a enzima citrato
sintase utiliza a CoA livre. Sobre estas condi¢des, a concentra¢do de
CoA livre ¢ significativamente maior do que sobre as condi¢des de
crescimento desbalanceado. Como resultado, a alta concentracdo de
CoA inibe a atividade de B-cetotiolase e, conseqiientemente, a sintese do
polimero (VOVOLA, 2004). Ao mesmo tempo, a atividade das duas
primeiras enzimas do TCA ¢ inibida pelo aumento nas concentracdes de
nicotinamida reduzidas (NADH e NADPH) e pelas altas razdes
NADH/NAD" e NADPH/NADP® no crescimento desbalanceado
(SENIOR e DAWES, 1973, LEE, 1995). Assim, a sintese do polimero,
em C. necator, inicia quando a atividade das enzimas do TCA (citrato
sintase e isocitrato desidrogenase) ¢é inibida. Como resultado, a
concentracdo intracelular de acetil-CoA e nucleotideos piridinas
reduzidos aumentam, enquanto que a concentragdo de CoA e dos
nucleotideos reduzidos decrescem (LEE, 1995; VOLOVA, 2004).

Virias formas de desbalanceamento no meio podem causar
diminui¢do dos niveis de CoA livre, desinibindo a enzima [-cetotiolase,
e estimulando o acimulo de P(3HB). A limitagdo nutricional para
producdo de P(3HB) pode ser em oxigénio, nitrogénio, fosfato, entre
outros (DAWES e SENIOR, 1973). A limitagdo em oxigénio aumenta a
relacio NADH/NAD" por ndo existir o aceptor final de elétrons na
cadeia respiratdria, levando a formagao de P(3HB). Sob esta limitagéo, a
velocidade de reoxidacdo das coenzimas NADH e NADPH decresce, e
ocorre preferencialmente na via biossintese de P(3HB) em detrimento da
via de transporte de elétrons até o oxigénio (aceptor final) (RITCHIE,
1971; SENIOR e DAWES, 1971).

Sob limitacdo em nitrogénio, as células ndo produzem mais
proteinas e ocorre acimulo de ATP. O excesso de ATP provoca
diminui¢do da fosforilacdo oxidativa, e assim, acimulo das coenzimas
reduzidas (NADH e NADPH), que leva a formacao de P(3HB), cuja via
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metabdlica reoxida estas coenzimas (DAWES e SENIOR, 1973). O
fosfato € um componente vital para muitas estruturas celulares como
acidos nucléicos e fosfolipideos, além de estar envolvido na energética
celular. O magnésio por sua vez, € essencial para o crescimento da
célula e tem vdrias funcdes como manter a integridade dos ribossomos,
participa do mecanismo de controle de permeabilidade das membranas
da célula, além de ser co-fator em muitas rea¢des enzimaticas (ASENJO
etal., 1995).

Dessa forma, as condi¢cdes necessdrias para a sintese de PHAs sdo
a elevada concentracio de NADH e NADPH, baixa concentracio de
CoA livre e a elevada concentracdo de acetil-CoA. Foi proposto por
Dawes e Senior, (1973) que os PHAs nio servem apenas como reserva
de carbono e energia, mas também como uma forma de diminuir o poder
redutor, atuando como um regulador do poder redox da célula. Um
esquema simplificado do circuito de regulacio do metabolismo de
P(3HB) € mostrado na Figura 2.5 (item 2.4.5).

2.4.5 Degradacdo intracelular do P(3HB)

O catabolismo intracelular do polimero comeg¢a quando ocorre
limitacdo das fontes exdgenas de carbono e energia (DAWES e
SENIOR, 1973). O P(3HB) pode ser degradado intracelularmente por
uma seqiiéncia de reacdes envolvendo as enzimas PHA despolimerases,
D(-)-3-hidroxibutirato desidrogenase e acetoacetil sintetase, para formar
0 acido D-3-hidroxibutirico e acetil-CoA, a fim de mobilizar o PHA na
auséncia de uma fonte exdgena de carbono (DOI, 1990; JENDROSEK,
1996).

A primeira etapa de degradacdo do P(3HB) ocorre através da
acdo da enzima PHA despolimerase que conduz a formacdo D(-)-3-
hidroxibutirato. A enzima PHA despolimerase em C. necator é capaz de
degradar tanto o P(3HB) como o seu copolimero P(3HB-co-3HV) (DOI,
1990). Através da acfo da enzima D(-)-3-hidroxibutirato desidrogenase,
NADH dependente, D(-)-3- hidroxibutirato é entdo convertido em
acetoacetato e por fim em acetoacetil-CoA através da acdo da enzima
acetoacetil sintase (DOI et al., 1992). Dessa forma, o acetil-CoA é um
intermedidrio comum para as vias de sintese e degradacdo de P(3HB)
(DOL 1990; JENDROSEK, 1996).

Em condi¢6es balanceadas de cultivo, os altos niveis de NADH,
bem como a alta concentragdo acetoacetato e baixa concentracdo de
CoA livre, podem inibir a acdo da enzima 3-hidroxibutirato
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desidrogenase, interrompendo, portanto a despolimerizacdo do P(3HB),
até que os niveis de CoA sejam novamente reduzidos (SENIOR e
DAWES, 1973; STEINBUCHEL, 1991a; STEINBUCHEL, 1991b).
Sob condi¢des de limitacdo de nitrogénio, em C. necator, ocorre o ciclo
natural do metabolismo de PHA, onde a biossintese de PHA procede
concomitantemente com sua degradacdo (DOI et al., 1990). Entretanto,
a degradacdo do polimero € dez vezes mais lenta do que sua sintese
(DOI et al., 1992). Em casos de deficiéncia de energia, quando o
suprimento exdgeno de carbono € exaurido, o ciclo move-se no outro
sentido, conforme Figura 2.5, sendo que a degradagdo do polimero é
controlada pela inibi¢do da enzima 3-hidroxibutirato desidrogenase, pelo
acetoacetato, e acompanhada pela formacdo de NADH, que pode ser
reoxidado com continua formacdo de energia para a célula (SENIOR e
DAWES, 1973; BYROM, 1987). Um esquema geral da biossintese e
degradacdo do P(3HB) estd apresentado na Figura 2.5.

Acetil-CoA + acetil-CoA

B-cetotiolase

COASHK/

y

- Acetoacetil-CoA sintase
Acetoacetil-CoA [« Acetoacetato
NADPH | . NADH R-3-
N > Acetoacetil-CoA > hidroxibutirato
NADP rechitase NAD" desidrogenase
y
R-3-hidroxibutiril-Co A R-3-hidroxibutirato

CoASH
PGHB), PGHB) PGHE).., PHA depolimerase

sintase

Figura 2. 5 Biossintese e degradacdo do P(3HB)
Fonte: Byrom (1987)
2.5 Estratégias de cultivo
2.5.1 Modos de cultura
A sintese de PHA a partir de C. necator é favorecida por

condicdes de crescimento limitado (DAWES e SENIOR, 1973) e a
producdo é feita normalmente em duas fases: uma primeira fase de
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crescimento ndo limitado (acimulo de biomassa) e uma segunda fase de
crescimento limitado (produciao de PHA).

O desenvolvimento de estratégias de cultura € importante por
permitir uma producgdo eficiente de PHA, além disso, os estudos de
diferentes modos de cultura permite a otimizacdo do processo de
producdo. A produgdo de PHA em regime descontinuo € um processo
simples de producgdo, porém devido a limitacdo de substrato, ndo se
consegue obter nessas culturas uma densidade celular elevada o
suficiente para a producdo industrial do polimero (BYRON, 1987). O
método mais empregado para a obtengdo de altas concentracdes celular,
os quais sdo freqilentemente necessdrios para atingir alta produtividade
do polimero, tem sido cultura em batelada alimentada (fed-batch).
Sistemas de cultura continua podem oferecer alta produtividade tanto
quanto cultivos em batelada alimentada, mas somente quando a cultura
puder ser mantida estidvel e sem contaminagdo (KOYAMA e DOI,
1995).

Para a produgdo do copolimero P(3HB-co-3HV), durante a fase
de actimulo, o aporte de um precursor com &cido propidnico ou
pentandico, é necessdrio. Como estes acidos sdo toxicos mesmo em
concentracdes baixas, as culturas descontinuas ndo permitem atingir
concentragdes elevadas do copolimero, e as culturas descontinuas
alimentadas se tornam obrigatérias (RAMSAY et al., 1990). Uma
concentracio de 4cido propidnico de 3,0 g.L' (RAMSAY et al., 1990)
ou 1,5 g.L'1 (KIM et al.,1992b) é considerada como inibidora da
produgdo do copolimero. Uma concentracio méaxima de 1,0 gL' deste
acido € utilizada pela ICI Bio Products & Fine Chemicals para producio
industrial do copolimero (BYROM, 1987).

As culturas continuas s3o interessantes do ponto de vista
comercial, pois eliminam as etapas de preparagdo repetidas das culturas
e a produtividade pode se manter por um periodo mais longo (MORI, et
al., 1983). Em termos de rendimento (quantidade de PHA produzido /
quantidade de substrato consumido) as culturas descontinua alimentada
e continua sdo equivalentes (RAMSAY et al., 1990). Contudo, as
culturas em regime continuo nado sao utilizadas industrialmente em razio
dos riscos de contaminag@o e pela instabilidade da cultura. O método
mais utilizado para aplicagcdes industriais sdo as culturas em batelada
alimentada (KIM ef al., 1994b).
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2.5.2 Culturas em regime batelada alimentada

O processo descontinuo alimentado € definido, basicamente,
como uma técnica em processos microbianos, onde um ou mais
nutrientes sdo adicionados ao bioreator durante o cultivo e em que os
produtos ai permanecem até o final (CARVALHO e SATO, 2001). A
alta concentracdo de biomassa atingida em processos por batelada
alimentada conduz a uma produg¢do de grandes quantidades de polimero,
diminuindo os custos de produ¢do (LEE, 1996a). Durante a cultura em
batelada alimentada, os nutrientes sido introduzidos no reator
intermitentemente, ou constantemente, pelo monitoramento de intimeros
pardmetros de “fed-batch”, tais como oxigénio dissolvido e pH. No
entanto, a concentragio de substrato no reator ndo pode ser precisamente
medida devido a natureza da estimativa indireta. A partir de estudos
cinéticos para o crescimento e aciimulo em C. necator, foi encontrado
que a concentracdo de substrato deve ser mantida em valor 6timo para
promover uma producdo eficiente de PHA. Para tal, o desenvolvimento
de métodos para monitorar e controlar precisamente as concentra¢des da
fonte de carbono é essencial. Culturas em fed-bacth em C. necator para
producdo de P(3HB-co-3HV) sdo também conduzidas usando
estratégias de alimentagdo similares (LEE e CHANG, 1995).

Na batelada alimentada, os métodos de cultivo, de acordo com a
bactéria utilizada, envolvem, ou nao, o efeito de limitagdes nutricionais.
No caso de bactérias cujo acimulo de PHAs estd condicionado a
limitagdo de um nutriente, um cultivo em duas etapas é realizado. Na
primeira etapa, uma dada concentracdo de biomassa é obtida, sem
limitagdo nutricional; na segunda, um nutriente essencial é mantido
numa concentra¢do limitante, conduzindo ao acimulo de biopolimero.
Em relacdo a limitagdo empregada, ela pode ser total (cultivo de C.
necator) ou parcial (cultivo de P. extorquens). No caso de bactérias cujo
acumulo ndo estd condicionado a limitacdo nutricional (A. latus, A.
vinelandii e E. coli recombinante), a estratégia de fornecimento dos
nutrientes € importante, para conduzir a uma grande produtividade do
biopolimero. Fontes complexas, como extrato de levedura e peptona de
peixe, podem ser utilizadas para melhorar tanto o crescimento celular,
como o acumulo de PHAs (BRAUNEGG, 1998; LEE, 1996a).

O processo industrial de producdo de P(3HB) e P(3HB-co-3HV)
em batelada alimentada tem sido realizado pela ICI's a partir de C.
necator (BYROM, 1987). Neste processo, C. necator cresce em um
meio contendo glicose e sais minerais, sendo fésforo o nutriente
limitante durante a fase de producdo de P(3HB). A primeira fase da
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cultura, sem limitacdo, dura aproximadamente 60 horas. O tempo total
de cultura é de 110 a 120 horas e a quantidade de polimero acumulada é
superior a 75% da biomassa total seca. Para a produgio do copolimero, a
forma de cultura € similar, a tdnica diferenca estd na adicdo de dcido
propidnico juntamente com a glicose na segunda fase. A incorporagdo
das unidades 3HV ao polimero é controlada pelo aporte de uma mistura
de glicose/acido propidnico durante a alimentacdo (BYROM, 1987). A

cepa utilizada € uma mutante que assimila o propionato mais
eficientemente que a cepa selvagem (BYROM, 1992).

2.6 Custos de produciao

O uso de P(3HB) e de outros PHAs em geral, em substitui¢cio aos
plasticos convencionais, tem sido inibido pelo alto custo de produgdo
destes biopolimeros, quando comparado ao custo dos polimeros de
origem petroquimica. Estes custos tornam os PHAs até cinco vezes mais
caros que os polimeros petroquimicos, como polietileno e polipropileno,
cujo prego, por quilo, varia entre US$ 1,40 e US$ 2,50 (CHEMICAL
MARKET REPORTER, 2005; BASTOS, 2007). Para implementacgio
bem sucedida de sistemas de producdo comerciais de PHAs tem-se
como pré-requisito a otimizacdo de todos os aspectos das condi¢des de
cultivo. O preco de um produto obtido de PHA dependera finalmente de
pardmetros como custo do substrato, rendimento de PHA e eficiéncia da
formulacdo do produto no processo de purificacdo. Isto significa que
altos niveis de PHA e um contetido de massa de célula seca elevado sdo
desejdveis, assim como uma alta produtividade em termos de gramas do
produto por unidade de volume e tempo (KONING et al., 1997a,
1997b).

Para que isto ocorra, é necessdaria a selecdo adequada do
microrganismo. E desejdvel que as cepas tenham velocidade especifica
de crescimento e de producdo de PHA elevados, que possam utilizar
substratos de baixo custo, que apresentem uma porcentagem elevada de
PHA em relacido a massa total seca e finalmente, é importante que haja
um fator de conversdo de substrato em PHA bastante elevado
(RAMSAY, 1991).

O elevado custo de producdo de PHA se deve, em grande parte,
ao processo de extracdo do polimero. Para que este seja rentdvel, é
necessdrio que a cepa produtora seja capaz de acumular pelo menos
60% de sua massa celular em polimero (RAMSAY et al., 1990). Além
disso, uma avaliacdo econdmica do processo de producido de P(3HB)
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indica que o custo do substrato também tem uma contribuicio
importante no custo global da produgdo, podendo representar mais de
38%, segundo CHOI e LEE (1999). Desta forma, estudos t€m sido
realizados para tentar minimizar os custos de produgdo através da
utilizacdo de fontes de carbono de baixo custo, desenvolvimento de
novas linhagens e técnicas mais eficientes para recuperacdo de
polimeros (MARANGONI et al., 2002; DU et al., 2001a; DU et al.,
2001b; FIORESE, 2004; IENCZAK, 2006), além de uma melhor
compreensdo do metabolismo dos microrganismos produtores
(BRAUNEGG et al., 1998) a fim de alcancar melhores valores de
velocidade especifica de produgdo, produtividade e a obtencdo de
melhores fatores de conversdo de substrato em produto, através do
aperfeicoamento dos sistemas de controle e desenvolvimento de novas
técnicas de producdo (SIM, et al. 1997; BRAUNEGG et al., 1998).

2.6.1 Custo do substrato

O custo do substrato ¢ um fator de grande importdncia na
determinagdo dos custos de producdo de PHAs (YAMANE, 1993). Do
ponto de vista econdmico, o custo com o substrato contribui
significativamente para o custo total do processo, podendo atingir até
40% do custo total (KIM, 2000). Pelo seu baixo custo, alguns substratos
brutos como melagos de cana e beterraba, soro de leite, leos vegetais,
hidrolisados de amido podem ser excelentes substratos para a produgdo
de PHAs, porém, geralmente resultam em conteddo de polimero e
produtividade menores do que em substratos de carbono purificados.
Entretanto, desenvolvimentos na drea podem tornar 0s processos
economicamente vidveis (LEE, 1996Db).

Para a produgédo do copolimero, ainda ha que se levar em conta o
custo dos co-substratos precursores de 3HV, que normalmente sdo mais
caros que a fonte principal de carbono (CHOI e LEE, 1999a). Assim,
para a reducdo de custos é importante a definicdo dos substratos que
possam ser utilizados como precursores e o aumento da eficiéncia de
conversao desse substrato em unidades 3HV com o uso, por exemplo, de
mutantes incapazes de utilizd-los para crescimento (GOMEZ e BUENO
NETTO, 1997). Marangoni (2000) com o objetivo de reduzir o custo de
producdo de P(3HB-co-3HV) por C .necator, estudou a utilizagdo de
soro de leite e a mistura de soro de leite e acticar invertido como fonte
de carbono, obtendo uma velocidade especifica mdxima de crescimento
foi de 0,20 h'e de 0,23 h’l, respectivamente. Comparando-se esses dois
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resultados, percebe-se que tanto o soro de leite, quanto a mistura de soro
e aclcar invertido sdo alternativas atrativas para a utilizacdo como fonte
de carbono.

2.6.1.1 Melaco citrico como fonte de carbono para a producdo de
P(3HB-co-3HV)

Um dos principais problemas enfrentados pelas inddstrias
processadoras de suco de laranja € o grande volume de residuos sélidos
e liquidos, produzidos diariamente. Dados fornecidos pela empresa
Citrosuco Paulista S.A mostram que seus residuos liquidos sao
utilizados no processo de producdo de dlcool e o excedente deste residuo
(parte sdlida) constituido por cascas, sementes e polpas sdo, na grande
maioria transformados em "pellets”, os quais sdo utilizados como
componente de racdo animal. Dentre os despejos liquidos, o "melago
citrico", formado por O6leos essenciais, pectinas, agucares, &cidos
organicos e sais, € aquele que mais preocupa, pelos seus altos indices de
matéria orginica, o que o torna um agente de alto potencial poluidor.

Microrganismos, em fun¢éo de suas caracteristicas de reproducdo
e crescimento, adaptam-se a uma grande variedade de substratos, entre
eles, residuos gerados por industrias processadoras de alimentos,
residuos agricolas e agro-industriais. Ao se desenvolverem nesses
meios, consomem nutrientes (agticares, sais, pectinas, etc.), promovendo
a reducdo de sua capacidade poluidora. Isso permite a0 mesmo tempo a
bioconversdo do substrato residual em biomassa microbiana, a qual tem
servido para a extracdo de proteinas, lipideos, dcidos nucléicos, ou
mesmo para uso direto em racdo animal, além do aproveitamento de
compostos como dcidos orgéanicos, vitaminas e enzimas, excretados pelo
microrganismo durante seu crescimento (TAVARES et al. 1998).

As caracteristicas apresentadas pelo residuo melaco citrico, bem
como as caracteristicas requeridas para o crescimento e producdo de
PHAs por C. necator, tornam a utilizacdo deste residuo promissora no
aspecto ambiental uma vez que, minimiza a geracdo de residuos
organicos industriais, auxilia na produ¢do e substituicio de pldsticos
petroquimicos por plasticos biodegraddveis, além de agregar valor a este
residuo.



Revisdo Bibliogrdfica 61

2.7 Extracao

Apés a fermentacio, as células contendo PHAs s@o separadas por
processos convencionais como centrifugacdo, filtracdo ou floculagéo-
centrifugacdo. Em seguida, as células precisam ser rompidas para a
recuperacdo do polimero. Hd varios métodos desenvolvidos para essa
recuperacdo, € a maior parte aplicados a producdo por C. necator
(KESSLER et al., 2001).

A maioria dos processos de purificagio de PHAs propostos na
literatura envolve sua remog¢do das células com uso de solventes. No
entanto, pela alta viscosidade de solu¢des contendo PHA sdo necessdrias
grandes quantidades de solvente, os quais sdo tdéxico e/ou volatil
(aproximadamente 20 partes de solvente para 1 parte de polimero), o
que aumenta os custos de producdo e causa danos ao meio ambiente
(HOLMES et al., 1980; LEE, 1996a).

Os polimeros sdo prontamente extraidos de microrganismos por
hidrocarbonetos clorados, como cloreto de metila, cloroféormio e
dicloroetano. Estes solventes rompem as células, solubilizando seus
componentes, inclusive os PHAs. Compostos organicos polares, como
acetonas e alcodis, também podem ser usados. Eles rompem o material
celular ndo polimérico, deixando os granulos de PHA intactos
(HOLMES et al., 1980). Combinacdes dos dois processos podem ser
utilizadas. Inicialmente, é feita a lavagem com cloroférmio; a solucio
resultante, com o polimero solubilizado, € filtrada, para remover células
debris e concentrada. O polimero é precipitado com gotejamento em
metanol ou etanol, deixando lipidios de baixo peso molecular em
solucdo (BRAUNEGG et al., 1998).

Outro processo que envolve a quebra de material celular ndo
polimérico utiliza solug¢des alcalinas de hipoclorito de sédio. Os
granulos insoliveis de PHA sdo separados da fase aquosa por
centrifugacdo. No entanto, durante a digestdo hd grande degradacio de
P(3HB), podendo resultar em 50% de redu¢do do peso molecular. O pré-
tratamento das células com surfactantes ajuda a melhorar as
caracteristicas do polimero extraido, reduzindo significativamente esta
degradacdo. Normalmente, obtém-se um polimero com pureza maior
que 95% a partir deste processo (LEE, 1996a). No processo de
recuperagdo de P(3HB), dispersdes de hipoclorito de sédio e
cloroférmio também podem ser usadas, garantindo, simultaneamente, o
rompimento do material celular e a migracdo dos polimeros para a fase
organica, com recuperacdo do polimero de 91% e com 97% de pureza
utilizando uma solucdo de hipoclorito de sédio 30% e um tempo de
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tratamento de 90 minutos (HANH et al., 1994).

Métodos de digestdo enzimdtica em meio aquoso foram
desenvolvidos pela empresa Zeneca Bioproducts, como alternativa a
extracdo com solventes (HOLMES e LIM, 1990). Eles consistem em
tratamento térmico da biomassa contendo o PHA, para ruptura das
células e desnaturagdo dos dcidos nucléicos, que poderiam interferir nos
passos subseqiientes. Em seguida, realiza-se um tratamento enzimaético,
com uma mistura de varias enzimas hidroliticas (lisoenzimas,
fosfolipases, lecitinases, proteinases, entre outras) e lavagem com
surfactantes anidnicos, para solubilizar o material celular ndo desejado
(debris celulares). A maior parte do material é hidrolisado por estas
enzimas enquanto o polimero permanece intacto. Apds a lavagem e
floculagdo, o polimero € recuperado com um pé branco, que §é
convertido em chips para ser comercializado (BYROM, 1987;
KESSLER et al., 2001). O elevado custo das enzimas e a necessidade de
passos adicionais de digestdo resultam em maior custo de extracdo por
este processo (CHOI e LEE, 1999b). CHOI e LEE (1999b)
desenvolveram um método simples de digestdo alcalina para recuperar
P(3HB) a partir de E. coli recombinante. Quando as células de E. coli
contendo 77% de P(3HB) foram tratadas com NaOH 0,2 M a 30°C
durante 1 hora, o P(3HB) foi recuperado com uma pureza de 98,5%.
Empregando o método de digestdo alcalina, o custo de producdo de
P(3HB) foi 25% menor que o obtido empregando o método de digestdo
por surfactante-hipoclorito.

2.8 Caracterizaciao

As caracteristicas térmicas dos PHAs, como temperatura de fuséo
e temperatura de degradacdo, sdo importantes de serem quantificados,
pois influem na aplicabilidade e processabilidade dos polimeros. A
caracterizagdo dos mesmos pode ser realizada avaliando-se propriedades
como densidade, temperatura de transicdo vitrea, resisténcia a UV,
permeabilidade ao oxigénio, biodegradabilidade, resisténcia ao impacto
e a ruptura, distribuicdo do peso molecular, entre outras (DUARTE et
al., 2004).

A andlise termogravimétrica (TGA) € uma técnica muito utilizada
na caracterizacio do perfil de degradacdo de polimeros e outros tantos
materiais. A exposicdo a temperatura elevada pode, algumas vezes,
alterar a estrutura quimica e, por consequéncia, as propriedades fisicas
dos materiais. Portanto, a curva de degrada¢@o térmica, em condi¢des
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ndo isotérmicas, mostra o perfil da resist€ncia ou estabilidade térmica
que o material apresenta quando submetido a uma varredura de
temperatura (MOTHE, 2002 citado por SPIER 2005). Em outras
palavras a TGA, pode ser definida como um processo continuo que
mede a variacdo da massa (perda ou ganho) de uma substancia ou
material como uma funcio da temperatura (LUCAS et al., 2001). E uma
técnica que fornece as temperaturas de inicio de degradacdo (T)) e
temperatura mdxima de degradagdo (Tpi,), onde € possivel avaliar a
degradacdo térmica e a perda de massa dos copolimeros obtidos e dos
polimeros puros.

Outra técnica utilizada para a caracterizacdo é a calorimetria
diferencial de varredura (DSC) na qual é medida a absor¢@o ou liberacio
de calor em fun¢do da temperatura em que ocorrem as mudancas fisicas
ou quimicas no polimero. Alteracdes de temperatura da amostra sio
devidas a variacdes de entalpia endotérmicas ou exotérmicas de
transi¢des fisicas ou reagdes quimicas. As variagdes de entalpia sdo
chamadas transicdes de primeira ordem, como fusdo, cristalizacdo,
vaporizacdo e solidificagdo (GALEGO et al., 2000). A transi¢do térmica
dita de segunda ordem, conhecida com transi¢do vitrea (T,) €
acompanhada pela variagdo da capacidade calorifica da amostra,
juntamente com variagdes dimensionais e viscoeldsticas, mas ndo
apresentam variacdo de entalpia. Assim sendo, essas transicdes geram
picos nas curvas de DSC, manifestando-se na alteracdo da linha de base
(SPIER, 2005).

Uma das caracteristicas do polimero que modificam a curva de
DSC ¢é a fusdo. A fusdo € uma caracteristica dos polimeros
semicristalinos. Polimeros amorfos ndo apresentam pico de fusdo
quando submetidos ao aquecimento em andlises DSC, apresentam
temperatura de transi¢do vitrea (Ty), na qual se inicia o movimento de
segmentos da cadeia polimérica, ndo é uma transicio termodinamica de
fase e sim uma transicdo do tipo relaxacdo. A propriedade térmica
bésica na determinacdo da T, é a capacidade calorifica do polimero. E
uma transi¢do de segunda ordem, ou seja, ndo envolve variacdo de
entalpia (LUCAS et al., 2001). Em amostras de polimeros podem ser
empregada na medigdo de temperaturas de transicdo vitrea (T,), fusdo
(T, e cristalizagcdo (T.); na determinacdo da cristalinidade, influéncia
de aditivos sobre as propriedades dos materiais resultantes, na medi¢ao
de calor especifico, no estudo de reacdes de polimerizacdo e de cura e,
ainda, na avaliacdo da degradacdo térmica e oxidativa (LUCAS et al.,
2001).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentadas as descri¢cdes dos equipamentos e
metodologias utilizadas para realiza¢do dos experimentos.

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado em todos os ensaios foi a linhagem
bacteriana Cupriavidus necator DMS 545, por apresentar grande
capacidade de acimulo de polimero e possibilidade de crescimento em
glicose como fonte de carbono (mutante espontineo).

Na preservacdo da linhagem por longos periodos, a cepa foi
congelada a -80°C em glicerol (COSTA, 1991), enquanto que a
manutencio da linhagem por periodos curtos foi realizada por repiques
quinzenais em tubos inclinados, contendo meio dgar nutriente (NA),
composto de 5,0 g.L' de peptona de carne, 3,0 gL' de extrato de carne
e 1,5 % de Agar estocados sob refrigeracio.

3.2 Meios de cultura

Dois meios de cultura liquidos foram utilizados, sendo o primeiro
para reativar a cepa e outro para propiciar a adaptacdo da bactéria ao
meio e promover o aumento da concentracdo celular. Inicialmente, as
células foram cultivadas numa primeira pré-cultura, em um meio
enriquecido, N.B. (Nutrient Broth), o qual € utilizado para reativagdo da
cepa, possuindo a seguinte composicao: 5 g.L'1 de peptona de carne e 3
g.L'1 de extrato de levedura.

O meio mineral (MM) foi utilizado na segunda pré-cultura (sem
limitagdo de nitrogénio) e como meio final (com limitagdo em
nitrogénio). Este meio foi baseado em Aragéo (1996) e sua composi¢ao,
sem limitacdo, utilizada na segunda pré-cultura, estd apresentada nas
Tabelas 3.1 e 3.2.

Para realizacdo das culturas em bioreator, utilizou-se o mesmo
meio da Tabela 3.1, porém limitado em nitrogénio, com concentracio
final da fonte de nitrogénio (CH4N,0O) no meio de 1 g.L'l, baseado no
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rendimento de biomassa a partir do nitrogénio, suficiente para obtengio
de 7,14 a 8,33 g.g'1 no momento da limitagdo (REPASKE e MAYER,
1976).

Tabela 3. 1 - Composi¢cdo do meio mineral (MM)

Volume | Conc. no
Componente Solucdo adic. meio
Conc.(gL™")¥ (mLL'| (gL
de meio)
SOLUCAO 1 Acido 19,1 10 0,19
nitrilotriacético
Citrato ferroso de 10 6 0,06
amonia
MgS0,.7H,0 50 10 0,5
CaCl,.2H,0 5 2 0,01
(NH4),SO, 200 25 5
Solugio de 1 (ImL.L™)
oligoelementos”
Agua deslilada®
SOLUCAO 2 KH,PO, 1224 64,6 2,64
SOLUCAO 3 | Fonte de carbono’ 30
SOLUCAO 4 Fonte de 100 65.2 1
nitrogénio (uréia)

* concentragdes das solucdes estoque.

a composicdo da

demonstrada na Tabela 3.2.
¢ 0 volume de dgua € calculado em fun¢do do volume de solugdes
adicionado ao meio.
42 composicio da fonte de carbono depende do estudo realizado.

solugdo concentrada

de oligoelementos ¢é
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Tabela 3. 2 - Composicio da solugdo de oligoelementos.

Elemento Concentracio (g.L'l)

H;BO; 0,30
COC12.6H20 0,20
ZnS0O,4.7H,0 0,10
MHC12.4H20 0,03
NazMOO4.2H20 0,03
NiCl,.6H,O 0,02
CuS0,4.5H,0 0,01

Fonte: Aragio (1996).

Cada uma das solucdes da Tabela 3.1 foram preparadas
separadamente e armazenadas como solucdo estoque. O pH final da
solugdo 1 foi ajustado a 7,0 com solugdes de NaOH 2,5 mol.L"' ou HCl
2,7 mol.L". Em seguida, as solugdes 1, 2 e 3 foram autoclavadas por 15
minutos a 121°C e adicionadas assepticamente para compor 0 meio
final.

3.3 Condicoes de cultura

O MM foi entdo conduzido a incubacdo em shaker rotatdrio, a
150 rpm, na temperatura de 35°C por um periodo de 24 h. O volume do
primeiro pré-inéculo, transferido para os frascos contendo o meio
mineral, representa uma fracdo de 10% do volume final do mesmo. As
concentragdes dos substratos utilizados com fonte de carbono foram
glicose 500 g.L”" para experimentos em meio sintético e melago citrico
80 g.L"! de forma a obter no meio uma concentracio inicial de 40 g.L™".

3.3.1 Pré-culturas

As pré-culturas foram preparadas em vdrias etapas a partir da
linhagem bacteriana mantida sob refrigeracdo em tubo inclinado. O
primeiro pré-indculo foi realizado em frasco erlenmeyer aletado de 500
mL contendo volume ttil de 150 mL do meio NB, previamente
esterilizado a 121°C por 15 minutos, com a inoculacio de trés alcadas
da cepa, mantida em Agar inclinado. Este pré-inéculo foi mantido em
um agitador rotatdrio, a 35°C e 150 rpm por um periodo de 24 horas.
Apés este periodo, as células foram transferidas para o segundo pré-
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inéculo, em frasco erlenmeyer aletado de 1000 mL contendo 300 mL de
meio MM, ndo limitado, o qual recebeu uma fracio de 10% de seu
volume final de inoculo, proveniente do meio NB. Da mesma forma,
este meio foi incubado em shaker rotatério a 35°C e 150 rpm por um
periodo de 24 horas.

3.3.2 Culturas em bioreator

As culturas foram realizadas em bioreator de 5L (New
Brunswick Scientific CO, modelo BIOFLO 110), com o volume de
liquido inicial igual a 3 L. O bioreator, contendo a solugdo 1 do meio
mineral (Tabela. 3.1), foi autoclavado durante 30 min a 121°C. Em
todos os ensaios, as solugdes de glicose, de base, de dcido, a fonte de
fosfato e o antiespumante (polipropilenoglicol Mn.ca. 2000, Sigma-
Aldrich) foram esterilizados separadamente por 15 min a 121°C e
adicionados ao bioreator assepticamente. A fonte de nitrogénio foi
esterilizada utilizando-se microfiltragdo e o melaco citrico obteve sua
carga microbiana reduzida por um processo de ultrafiltracdo. A taxa de
inoculagdo foi correspondente a 10% do volume titil final do bioreator,
proveniente da segunda pré-cultura. Os cultivos foram todos limitados
em nitrogénio.

A temperatura do bioreator foi mantida a 35°C e o pH ajustado a
7,0 com solugdes de NaOH 2,5 mol.L”' ou HCI 2,73 mol.L™". As
condi¢des iniciais de agitacdo e aeracdo foram de 450 rpm e 0,5 vvm
respectivamente e aumentadas gradualmente até 950 rpm e 1,5 vvm,
respectivamente, de maneira a manter a pressdo parcial de oxigénio
dissolvido superior a 30% de saturacdo. O bioreator é conectado a um
computador, o qual possui um software de aquisicio de dados que
permite o registro on-line da velocidade de agitacdo, temperatura, pH e
pressao parcial de oxigénio dissolvido.

Apds executada a inoculacdo, amostras foram retiradas do
bioreator em intervalos regulares de tempo (aproximadamente a cada 2
h) para determinacdo das concentracdes de biomassa total, glicose,
nitrogénio, proteina, P(3HB) e P(3HB-co-3HV). Valores do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (kpa) e velocidade de
respiragdo do microrganismo (QO,X), foram calculados com auxilio do
software de aquisi¢do de dados interfaceado a um microcomputador.

A Figura 3.1 apresenta o equipamento utilizado no experimento.



68 Materiais e Métodos

Figura 3. 1 - Bioreator Bioflo 110 utilizado nos experimentos

3.3.3 Fontes de carbono

Foram utilizadas duas fontes de carbono de acordo com os
experimentos realizados. As fontes de carbono utilizadas neste trabalho
foram glicose P.A. (NUCLEAR) e melaco citrico (Citrosuco Paulista
S.A.). Todas as fontes de carbono foram adicionadas separadamente ao
meio mineral limitado em nitrogénio.

3.3.3.1 Glicose

Foram realizadas culturas em bioreator, utilizando glicose como
fonte de carbono, devido ao fato deste substrato ser considerado como
meio padrio e desta forma verificar se a estratégia de alimenta¢do em
acido propidnico (substrato precursor) seria a mais favordvel para a
producdo do copolimero P(3HB-co-3HV). Para tal, foi preparada uma
solucdo concentrada de glicose (500 g.L'l) e adicionada ao meio de
maneira a propiciar uma concentragio inicial de cultivo de 40 g.L™",
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3.3.3.2 Melaco citrico

O melago citrico utilizado como substrato, fornecido pela
empresa Citrosuco Paulista S.A., foi congelado, em frascos de 1L e
mantidos a —24°C até sua utilizagdo. O melaco utilizado apresenta em
sua composicdo a presenca de agucares redutores (na concentracdo de
aproximadamente 80 g.L'l), além da presenca de etanol, metanol,
sacarose, dcidos organicos entre outros. A Tabela A.1 apresentada no
Anexo I, apresenta a composi¢cdo do melago citrico utilizado como
substrato para realizacdo dos experimentos.

3.4 Estratégias de cultivo

As estratégias de alimentac@o aqui descritas foram realizadas a
partir do inicio da fase de produg@o que foi caracterizada a partir a da
concentracio da biomassa presente no momento no meio e do aumento
da porcentagem de oxigé€nio dissolvido no momento da limitacdo,
conforme item 4.1.1.

3.4.1 Alimentacdo em Aciicar e Acido propionico

O actcar foi alimentado quando sua concentra¢do decresceu a
aproximadamente 10 g.L'. Este valor foi monitorado, durante a cultura,
através do método de DNS, conforme descrito no item 3.5.3.1. A
alimentagdo foi realizada a partir das fontes de substratos utilizados para
realiza¢@o dos cultivos. A alimentagdo em glicose foi realizada a partir
de uma solugdo concentrada de 500 g.L'1 e a alimentagdo em melaco
citrico foi proveniente de uma solugdo com concentracio de 80 g.L™.
Ambeas as alimentacdes foram realizadas de maneira a proporcionar uma
concentracio final de 40 g.L"'. Para estimular a produgdo do copolimero
foi realizada alimentacdo continua de dcido propionico a uma vazdo de
18 mL.h™", a partir de uma solucio de 80 g.L"' de 4cido.

3.4.2 Alimentagdo em nitrogénio
A estratégia de alimentacdo ocorreu da seguinte forma: ao inicio

da fase de produ¢do administrou-se uma alimentacio continua de uréia,
. . -1 S A =
com concentragdo de aproximadamente 10 g.” de nitrogénio, na vazdo
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de 12,5 mL.h'l, ap6s o momento de limitagdo deste nutriente de
maneira a manter no meio uma velocidade de producdo de biomassa
residual de 0,2 gy.L'.h". Esta concentracio foi baseada em estudos
realizados por Aragio (1996).

3.4.3 Pré-tratamento do melago citrico

A presenca de elevada concentragdo de sodlidos suspensos
presente no melago citrico provoca problemas na determinag¢do da massa
seca e no processo de downstream para a recuperacdo do polimero.
Portanto, foi necessdria a realizagdo de um pré-tratamento com o intuito
de reduzir a concentracdo destes do melaco. Como foi adaptado um
novo método para o pré-tratamento do melago citrico neste estudo, a
metodologia se encontra em resultados e discussao.

3.5 Métodos analiticos
3.5.1 Amostragem

No ensaio em bioreator, a amostragem foi realizada
periodicamente, a cada 2 h, por um tempo de aproximadamente 30 h,
tempo necessdrio para se atingir uma concentragdo final de substrato de
aproximadamente 10 gL'. O volume de amostra retirado foi de
aproximadamente 20 mL, sendo 1 mL destinado para leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro e o restante foi centrifugado em tubos
eppendorf de 2 mL cada em centrifuga MCD-2000 a 14000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi separado e congelado para posterior anélise
de actcares redutores e nitrogénio e o centrifugado foi ressuspendido
duas vezes em pequeno volume de dgua destilada e, apés a ultima
centrifugagao, parte foi congelado para posterior andlise do polimero e
do conteudo protéico e parte foi submetida a determinagcdo da biomassa
seca.

3.5.2 Determinagdo da concentragdo de biomassa

A concentragdo celular € determinada por dois métodos distintos:
por espectrofotometria (durante a cultura) e por gravimetria.
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3.5.2.1 Medida por espectrofotometria

A medida de densidade celular das amostras coletadas é estimada
através da leitura em um espectrofotdmetro (modelo GENESYS 10 Vis,
marca Spectronic Unicam, USA) no comprimento de onda de 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¢Ges para manter a linearidade.

3.5.2.2 Medida por gravimetria

Nos cultivos em bioreator, a determinacdo da biomassa por
gravimetria foi obtida a partir de um volume conhecido de amostra e
realizada durante todo o cultivo. A concentracdo celular foi obtida a
partir da centrifugacio de 2 mL do meio em tubos eppendorf. Os tubos
foram previamente pesados. A centrifugacdo foi realizada a 14000 rpm
por 3 minutos, e o precipitado foi ressuspenso com 4dgua destilada e
centrifugado duas vezes para a lavagem. O material retido foi submetido
a secagem em estufa a 105°C por 24 h. Apds esse periodo, as amostras
foram resfriadas em dessecador por 20 min e pesadas em balanca
analitica, obtendo-se a massa seca presente no volume amostrado. A
amostragem foi realizada em triplicata.

3.5.3 Dosagem de substratos
3.5.3.1 Glicose

Em todas as culturas, a glicose foi dosada, apds o cultivo, pelo
método do 4cido 3-5 dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959), que
determina a concentracdo de agucares redutores. O reativo foi preparado
da seguinte forma:

- 300 g de tartarato de sédio e potdssio tetrahidratado
(KNaC4H404.4H,0) e 16 g de NaOH foram dissolvidos em d&gua
destilada;

- aos poucos foi adicionado 10 g de 4cido dinitrosalicilico;

- 0 volume foi completado para 1 L com dgua destilada.

Ap6s o preparo do reagente, utilizou-se um volume de 400 uL de
amostra do sobrenadante, previamente diluido, adicionou-se a 400 pL de
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reativo DNS e depois este foi colocado em ebuli¢do durante 5 minutos
em banho-maria. Entdo, fez-se o resfriamento em banho de gelo e
adicionou-se 4 mL de dgua destilada. Apds ser mantido em repouso em
ambiente sem a presenca de luz por 15 minutos, foi realizada a leitura
espectrofotométrica a 540 nm contra um branco de 4dgua destilada que
passou pela mesma reacdo. A curva de calibracio expressou a
concentracdo de glicose (g.L'l) versus absorbincia em uma escala
compreendida entre 0 ¢ 3 gL' de glicose. Um exemplo de curva de
padrao € apresentada no Anexo I - Figura A.1.

3.5.3.2 Nitrogénio

O nitrogénio determinado no meio de cultura é o nitrogénio
amoniacal. A dosagem do nitrogénio amoniacal foi realizada utilizando-
se o kit Uréia ES, que determina uréia pelo método enzimatico-
colorimétrico. A uréia, através da aclo enzimdtica, € decomposta em
nitrogénio amoniacal, que ¢ determinado por colorimetria. O
fundamento do método foi o seguinte:

Uréia + H,0 ——— 2 NH," + CO,

NH," + salicilato + hipoclorito — azul de indofenol
onde: NP = nitroprussiato

Os reagentes usados sio os seguintes:

o tampao fosfato 20 mmol.L'l, salicilato de sodio 62 mmol.L'l,
nitroprussiato de sédio 3,4 mmol.L'l;

e oxidante hilpoclorito de sédio 7mmolL' e NaOH
150 mmol.L™;

« solugdo enzimética de urease > 500 U.mL™";

+ solucdo padrdo aquosa de uréia 50 g.dL™";

= o reagente de trabalho foi a mistura do contetddo dos frascos
de tampdo e enzima.

O procedimento adotado para a determinacdo do nitrogénio

amoniacal é apresentado na Tabela 3.3.
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Tabela 3. 3 - Procedimento de determinacdo de nitrogénio amoniacal

Branco Padrao Teste
Padrao - 10 uL -
Amostra - - 10 uL
Reagente de 1 mL 1 mL 1 mL

trabalho
Agitar e incubar por 10 min a 15-30°C. Adicionar
Oxidante 1 mL 1 mL 1 mL
Agitar e incubar por 10 min a 15-30°C
Ler absorbéncia a 600 nm, zerando o aparelho com o branco

A reagdo € estdvel por 2 horas. O célculo para a determinagio do
nitrogénio amoniacal foi feito da seguinte forma (Equagao 3.1):

abs.teste (el 0.1)

NH; = x 0,5

~ abs. padrdo

Um exemplo de curva de padrio € apresentada no Anexo I - Figura A.2.

3.5.3.3 Proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de
Biureto, baseado em uma reacdo colorimétrica permitindo a
determinacdo do niimero de liga¢des peptidicas (STICKLAND, 1951).
Para tal, amostras de 2 mL do meio de cultura foram centrifugadas a
14000 rpm por 3 minutos em centrifuga MCD-2000 e o precipitado foi
lavado duas vezes com dgua destilada e congelado para posterior
andlise. O precipitado foi ressuspenso em 5,5 mL de dgua destilada e a
lise celular provocada por adicio de ImL de NaOH 20% (p/v) e
incubacdo em banho-maria a 100°C  durante 5 minutos. Apds
resfriamento, foram adicionados 170 uL de CuSO4.5H,O 25% (p/v),
agitados e deixados em repouso por 5 minutos. O sobrenadante obtido,
ap0s centrifugacdo a 5000 rpm durante 10 minutos, foi analisado por
espectrofotometria em um comprimento de onda de 560 nm. A
concentracio em g.L'1 foi obtida através de uma curva de calibracido de
proteina (g.L'l) vs absorbancia (560nm), utilizando albumina bovina
(BSA) entre 0 e 3 g.L'l como padrdo conforme ilustrado no Anexo I -
Figura A3.
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3.5.4 Dosagem de P(3HB-co-3HV)

O P@BHB-co-3HV) foi dosado por cromatografia gasosa,
conforme o método de metandlise baseado em BRAUNEGG et al.
(1978), com as modificagdes 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 dgua destilada e congelado para posterior andlise. Apds
descongelamento, o precipitado foi ressuspendido em um volume de
2 mL de cloroférmio e 2 mL de metanol acidificado (H,SO, 15%),
contendo 4cido benzdico 0,4 g.L'1 como padrdo interno, e a mistura foi
entdo aquecida a 100°C durante 140 minutos. Depois de 1 hora de
aquecimento, a mistura foi agitada durante alguns segundos e devolvida
ao aquecimento. Apds resfriamento a temperatura ambiente, adicionou-
se 1 mL de 4dgua destilada e as amostras foram agitadas durante 30
segundos, seguido de decantacdo. A fase organica (inferior) foi retirada
com uma seringa e armazenada sob refrigeracdo para posterior andlise
em cromatografia gasosa. A curva padrdo (Anexo I - Figura A4) foi feita
utilizando-se o P(3HB-co3HV) (Sigma) com um teor definido de 12%
de 3HV, como padrio externo, com massa variando entre 0,0010 g e
0,030 g. Submeteram-se os padrdes a mesma metandlise que as
amostras. A curva padrdo foi estabelecida através da relacido das dreas
de P(3HB-co-3HV)/padrio interno versus a massa do polimero.

3.5.5 Determinagdo do oxigénio dissolvido

A concentra¢do do oxigénio dissolvido (OD) no meio de cultura
foi medida continuamente através de um eletrodo polarografico
(Mettler-Toledo, Germany) e dados gerados foram salvos com auxilio
de um software de aquisicdo de dados para posterior andlises do
coeficiente global de transferéncia de oxigénio (ki a) e velocidade de
respiracdo celular (QO,X).

3.6 Transferéncia de massa

3.6.1 Transferéncia e consumo de oxigénio durante o cultivo:
determinacdo do kLa e Q02

Durante o cultivo, enquanto o bioreator transfere oxigénio da fase
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gasosa para a fase liquida, o microrganismo consome o oxigénio
dissolvido. Assim sendo, o equacionamento mais adequado surge
através de um balancgo de oxigénio no meio liquido, ou seja:

dc
= k,a(C; —C)—-Q0,X (0.2)

onde: QO, = velocidade especifica de respiragdo (gOz.gcé{l.h'l), kia =
coeficiente volumétrico de transferéncia de O, (h'l), Cs = concentragdo
de saturagdo de O, dissolvido no liquido (gOz.L'l), C = concentracio de
oxigénio no seio liquido (g0,.L") e X = concentracio de biomassa
(gear L)

A varia¢do da concentracdo de OD no liquido € o resultado da
diferenca entre a quantidade que se consegue dissolver (kja (Cs — C)) e
o oxigénio consumido pelo microrganismo (QO,X). A cinética do
cultivo estd considerada pela equacdo anterior, pois X varia com 0
tempo e QO; varia com py, atingindo-se seu valor maximo quando ux =
Mmax-

A determinacdo do kia e da QO, foi realizada com emprego do
método dindmico (SCHMIDELL, 2001). Em determinado instante,
interrompe-se a aeracdo para anular a transferéncia de oxigénio.
Conforme ilustra a Figura 3.2, a concentra¢do de OD (Cy), no instante
inicial, comeca a diminuir, e o sinal do sensor é registrado
continuamente. Ao se atingir certo valor (Cy;), retoma-se a aeracio nas
condi¢des anteriores e registra-se o aumento da concentragdo de OD até
atingir novamente o valor inicial (Cy). Este procedimento deve levar
somente alguns minutos, dependendo do estidgio do cultivo, sendo
importante que a concentra¢do nao atinja valores criticos que afetariam
o metabolismo. Nesse curto espaco de tempo, pode se supor que nio
ocorre aumento de X e que QO, se mantém constante.

Para o trecho sem aeragdo, resulta da Equacao (3.2) que:

dC
—=-00,X 0.3
0 00, (0.3)

Com a consideracdo anterior de que QO, é constante, a Equacao
(3.3) pode ser integrada resultando:
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C=C,-00,X(i—1,) 0.4)

A Equagdo (3.4) prevé uma variacdo linear com o tempo no
trecho sem aeracdio. Assim, foi obtido o valor de QO, através do
coeficiente angular QO,X e do valor de X obtido da anélise da amostra
retirada no momento da realiza¢do desse ensaio.

Cong. 02 dissolv. (C)
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Figura 3. 2 - [lustracdo para explicar o método dindmico utilizado para
determinar k;a e QO, (adaptado por SCHMIDELL, 2001)

O valor de kja foi determinado com a utiliza¢gdo dos dados
obtidos durante o aumento da concentragdo do OD, ilustrado pelo
segundo trecho da Figura 3.2, onde a Equacio (3.2) foi aplicada
integralmente. Assim, rearranjando-se a Equacio (3.2), obtém-se:

d—csza CS—QO—ZX —k,aC
dt k,a
(0.5)

Considerando estado estaciondrio no momento que antecede a
interrup¢do da aeracio (C = Cy), verifica-se que:

00X

C,=C; P
L

(0.6)
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Introduzindo-se a Equacdo (3.5) na Equagéo (3.6), obtém-se:

dC
- =ha(C,=0) 0.7)

Essa equacdo pode ser integrada, lembrando que para o instante
inicial de retomada da agitacdo e aeracdo, ou seja, para t=t;, tem-se C =
Cy, obtendo-se:

Cc,-C
In| —>— |=—k,a(t—t,) (0.8)
Co - Co1

Entdo, locando-se C = {(t), conforme a Equacdo (3.8), obtém-se
uma reta cujo coeficiente angular fornece o valor de k;a. Na verdade o
valor de kia estaria correto, caso a sonda apresentasse um perfeito
acompanhamento do aumento da concentracdo de O, no liquido, o que
pode ndo ocorrer em virtude do atraso do sinal, podendo necessitar de
corregao.

3.6.2 Constante de atraso do eletrodo (kp) de oxigénio dissolvido

Considerando que o sinal do sensor (C,) varia no tempo
proporcionalmente a diferenca entre a concentragéo real do OD (C) e o
sinal (C,) (AIBA e HUANG, 1969), tem-se:

dC
dt

==k, (C-C,) 0.9)

Onde: C, = concentragdo de OD lida pelo eletrodo (mgOz.L'l), k, =
constante de atraso do eletrodo (h'l)

As constantes de atraso do eletrodo (k,) foram determinadas
previamente, através de um ensaio degrau na auséncia de
microrganismos onde, primeiramente, zerou-se a leitura do sensor
imerso em dgua através da injecdo de nitrogé€nio e, posteriormente, ele
foi introduzido em liquido saturado de O, e registraram-se as leituras
obtidas. Foram realizados trés ensaios em meio de cultura sob agitacio
intensa e aeracdo, caso em que se minimiza o efeito do filme estagnado
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na membrana do sensor. Nas condi¢des do ensaio degrau tem-se desde o
instante t = 0 com C = 0 até C = Cg, segundo a Equacdo (3.10):

T k(0 -C,) (0.10)
a qual integrada fornece:

ln(l—g”]z—kl,xt 11
Ou:

c% —(1l—e) 0.12)

Locando-se os valores de In(1-Cp/Cs), em func¢do do tempo,
obtém-se o valor de k.

3.6.3Correcdo do kia em funcdo do atraso na resposta do eletrodo

Para corrigir o atraso de sinal do sensor, segundo o procedimento
proposto por Schmidell (2001), introduziu-se na Equacdo (3.10) o valor
de C em funcdo do tempo, obtido a partir da Equacdo (3.8), e a
integracdo da equacgdo resulta em:

S = 1+£x e —k—pXe_kL”X' (0.13)
Cq kp—kLa kp—kLa

Ajustando-se a Equacio (3.13) aos dados experimentais (Cp = f( t
)), utilizando uma rotina de calculo, obtém-se o valor correto de kja. O
valor da constante de atraso do sensor foi determinado conforme
descrito no item 3.6.2.
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3.6.4 Corregdo do kra e do Q0; em fungdo da constante de atraso

Pela mesma razdo apresentada no item 3.6.1, poderd ser
necessdria a correc¢do do kpa e da QO,. Isso pode ser realizado, seguindo
novamente o procedimento de Schmidell (2001). Retomando a Equacio
(3.4) e fazendo-se ty = O (instante inicial da interrup¢do da aeracdo), e
introduzindo o valor de C na Equacdo (3.10), fica-se com:

dC
Ezkﬂ(Co—QOZX.t—CP) (0.14)
Que apds a integracdo fornece:
L1 0.15
C,=C,-00,X|t——+ " (0.15)
k, k,e"

Onde: Cy = Cpy = concentracio de O, antes da interrup¢do da aeracio,
coincidente com o sinal do eletrodo.

Ajustando-se a Equacdo (3.15) aos dados experimentais
(Cp = f( t)), obtém-se o valor correto de QO,. Analogamente, para a
correcdo kia levando em conta o atraso do sensor, retoma-se a Equacio
(3.7) e integra-se a partir de um instante t, (atraso), cuja concentracdo de
oxigenio dissolvido é Cy,, resultando em:

C=C,—(C,—C,)e " (0.16)

A substitui¢@o deste valor de C na Equacido (3.10), e a integracio
da equacdo resultante fornecem:

kp (Co - Coz)
k,—k.,a

k

C, =Cope " +C,(1—e™" )+ (e " =Ty (0.17)

Onde: Cpp, = sinal do eletrodo no instante t, = 0 considerado para
integracio
Co, = concentragdo real de O, no instante t; = 0.

Ajustando-se a Equagdo (3.17) aos dados experimentais (Cp =f( t
)), obtém-se o valor correto de k; a.



80 Materiais e Métodos

3.6.5 Velocidade especifica de consumo de oxigénio para a
manutengdo e fator de conversdo de oxigénio para células

Microrganismos com alta velocidade especifica de crescimento
(k) devem apresentar alta velocidade especifica de respiragdo (QO,)
(SCHMIDELL, 2001). Pirt (1975) sugeriu uma relagdo linear para
relacionar as velocidades:

1
OQpy =m, +— Uy (0.18)
Yo

Onde: m, = velocidade especifica de consumo de oxigénio para a
manutencio (gO,. gcél'l.h'l)
Y o= fator de conversdo de oxigénio para células (g gOz’l)

A velocidade especifica de respiracdo para manutencdo celular
(m,) significa o consumo de oxigénio para px = 0, ou seja, a velocidade
especifica de consumo de O, para manter as células vidveis. Plotando-se
os dados de QO, em func¢do de py, obtém-se o valor de m, e Yo por
meio do coeficiente linear e coeficiente angular da reta de ajuste obtida,
respectivamente.

3.7 Extracio e caracterizacio
3.7.1 Extragdo de P(3HB-co-3HYV)

A técnica utilizada para a recuperacdo intracelular de P(3HB-co-
3HV) foi baseada em um novo método estudado e adaptado Dalcanton
(2006). Neste método, os filmes eram preparados empregando-se a
técnica de solubilizagdo em cloroférmio seguido de evaporacdo do
solvente. A extracdo do P(B3HB-co-3HV), a partir das células de C.
necator cultivada nos diferentes substratos testados, foi realizada através
da melhor condicdo estudada por Dalcanton (2006), descrita no na
Figura 3.3.
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2 g de células contendo
P(3HB-co-3HV)
v
100 mL de cloroférmio

v
Aquecimento a 60°C +
agitacdo magnética
v

Tempo de extracio
2 horas
v
Centrifugagfo por 15 min a
3000 rpm
v
Separacdo

v

Evaporacido

v
Formacao do filme

Figura 3. 3 - Fluxograma do método de extra¢do das células de C. necator
cultivada em diferentes substratos para obtencdo de P(3HB-co-3HV) (baseado
em Dalcanton, 2006)

Ao término do cultivo, as células foram separadas do caldo
fermentativo por centrifugacdo a 3000 rpm por 15 minutos. O
precipitado foi congelado para posterior recuperacdo do polimero.
Foram pesadas 2 g de células, que foram solubilizadas em 100 mL de
cloroférmio, em frasco fechado para evitar a evaporacio do solvente sob
agitacdo magnética, durante um periodo de 2 horas. Segundo, Dalcanton
(2006), o cloroférmio foi escolhido como solvente na realizagdo de seus
estudos em virtude do P(3HB) ser complemente soltivel no mesmo e por
ser um dos solventes mais estudados e utilizados para a extragdo de
biopolimeros. A temperatura de extracdo foi fixada em 60°C, em funcgéo
do ponto de ebulicdo do solvente que € de aproximadamente 61,3°C.
Apés a extragdo, a solu¢do de cloroférmio e P(3HB-co-3HV) foi
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centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos para separacio do contetido nao
polimérico. Para evaporagdo do solvente, a solu¢do contendo o P(3HB-
co-3HV) e o solvente foi vertida em placa de Petri, que foi colocada em
uma cuba de vidro fechado, obtendo-se assim uma evaporacdo lenta
com melhor formagdo dos filmes.

A extracdo foi realizada nas diversas condi¢cdes de cultivo
estudadas, utilizando como fonte de carbono a glicose e o melaco
citrico. Os filmes obtidos foram comparados com os filmes padrdes
adquiridos da P(3HB) Industrial. Depois da extracdo, foram
determinadas as porcentagens de recuperacdo e pureza para o método
utilizado e os filmes foram entdo caracterizados pelas andlises de
calorimetria de varredura diferencial (DSC) e por termogravimetria
(TGA).

3.7.2 Determinagdo da porcentagem de pureza e de recuperacdo de
P(3HB-co-3HV)

Uma massa conhecida do filme formado pelo no método de
extracdo foi submetida a metandlise e posterior dosagem de P(3HB-co-
3HV) por cromatografia gasosa como descrito no item 3.5.4, para a
determinacdo da porcentagem de pureza do filme, que estd expressa na
Equacio (3.19):

% pureza = Des 1)) (0.19)
LT

onde: mpyp é a massa de biopolimero detectada por cromatografia (g) e
My € @ massa total do filme utilizada para a andlise cromatografica.

A partir da porcentagem de pureza conhecida do filme, foi
possivel determinar a porcentagem de recuperacdo, que é expressa pela
Equacdo (3.20):

m
%recuperacdo = —-100 (0.20)
m

i

Sendo:
m,=m,; .% pureza (0.21)
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onde: m, é a massa de filme puro apds o processo de extragdo, ou seja, €
a massa de filme obtida apds extracdo (my) vezes sua respectiva pureza

(Equacdo 3.21) e m; é a massa total de P(3HB) nas células antes da
extracao.

3.7.3 Caracterizagdo de P(3HB-co-3HYV)

As andlises de caracterizacdo dos filmes de P(3HB-co-3HV)
foram realizadas pela Central de Andlises Quimicas da Universidade
Federal de Santa Catarina. A caracteriza¢do dos polimeros obtidos dos
cultivos foi comparada ao P(3HB-co-3HV) fornecido pela PHB
Industrial.

3.7.3.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Foram realizadas andlises de DSC para caracterizar o grau de
cristalinidade através da entalpia de fusdo, temperatura de fusio (Ty,) e
temperatura de transi¢do vitrea (T,) das amostras. As andlises foram
realizadas utilizando-se equipamento DSC-50 Shimadzu. As amostras
foram aquecidas sob atmosfera inerte (nitrogénio) de -30°C a 200°C a
10°C.min™" no primeiro aquecimento e o segundo aquecimento foi
realizado de -50°C a 200°C a 10°C.min"". Para a determinacio da T, 0
resfriamento entre as duas corridas foi com choque térmico. Para a
determinacdo da cristalinidade, o resfriamento foi realizado no proprio
aparelho e também com choque térmico.
3.7.3.2 Termogravimetria (TGA)

As amostras foram avaliadas por andlise de TGA onde foram
monitoradas as temperaturas de inicio de degradacdo (T;) e temperatura
maxima de degradagdo (Tj.), obtidas através da primeira derivada das
curvas de TGA, para avaliar a degradacdo térmica e perda de massa dos
polimeros. As andlises foram realizadas em um equipamento TGA-50
Shimadzu. As amostras foram aquecidas de 25°C a 500°C a uma taxa de
aquecimento de 10°C.min"", sob atmosfera de nitrogénio.
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3.8 Tratamento de dados
3.8.1 Ajuste dos dados experimentais

Os dados experimentais obtidos foram ajustados com auxilio
software Matlab 7.0 e pelo programa Lissage, desenvolvido pelo
laboratério do “Instituit National des Sciences Appliquees de Toulouse”,
Franca, por Ardaillon-Silmoes, Arroyo, Uribelarrea.

3.8.2Analise cinética

Como o acumulo de P(3HB-co-3HV) € intracelular, as taxas
especificas de crescimento celular e de producdo de P(3HB-co-3HV)
devem ser calculadas em relacdo a biomassa residual (Xr), obtida pela
diferenca entre a quantidade de biomassa total (Xt) e a quantidade de
P(3HB-co-3HV) [Xr = Xt-P(3HB-co-3HV)].

3.8.2.1 Velocidades especificas de crescimento

As velocidades especificas médximas de crescimento na fase de
crescimento ndo limitado foram calculadas a partir do coeficiente
angular da curva linearizada pelo logaritmo neperiano da biomassa
residual com o tempo de acordo com a Equacdo (3.22):

In(Xr) =In(Xr,)+ uxt (0.22)

Onde: Xr = biomassa residual (g); Xry = biomassa residual inicial (g); W
= velocidade especifica mdxima de crescimento celular (h-1) e t = tempo

(b

3.8.3 Fatores de conversdo

O fator de conversao foi obtido a partir do coeficiente angular da
porcao linear do grifico da quantidade analisada (biomassa, biomassa
residual, ou P(3HB-co-3HV)) contra a quantidade de substrato de
acordo com a Equacdo (3.23).
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d
Vs = Y
ds (0.23)

Onde: Y s = fator de conversdo de substrato S no componente Q (g. g
Q = componente que pode representar a biomassa, biomassa residual ou
P(BHB-co-3HV) (g) e S = substrato utilizado (g).

3.8.4 Produtividade média de P(3HB-co-3HYV)

A produtividade média (Equacdo 3.24) foi calculada pela
diferenca entre a quantidade de P(3HB-co-3HV) em um instante de
tempo t e a quantidade inicial de P(3HB-co-3HV), dividida pelo
intervalo de tempo correspondente.

_ P(BHB-co-3HV)t-P(3HB-co-3HV)t,
1—t,

Pr

(3.24)

Onde: Pr = produtividade média de P(3HB-co-3HV) (g.L-1.h-1);
P(3HB-co-3HV)t = quantidade de P(3HB-co-3HV) no instante de tempo
t (g); PBHB-co-3HV)t0 = quantidade de P(3HB-co-3HV) no tempo t0
inicial (g).

3.8.5 Produtividade de P(3HB-co-3HYV) na fase de producdo

A produtividade na fase de producdo (Equacdo 3.25) foi
calculada pela diferenca entre a quantidade de P(3HB-co-3HV) em um
instante de tempo t apds o inicio da fase de producdo e a quantidade de
P(3HB-co-3HV) no inicio da fase de producdo, dividida pelo intervalo
de tempo correspondente a estas concentragdes.

_ P(BHB-co-3HV)t-P(3HB-co-3HV)t,
t—t,

(0.24)

Pp

Onde: Pp = produtividade na fase de producdo (g.L"'.h"); P(3HB-co-
3HV), = quantidade de P(3HB-co-3HV) no instante de tempo t apds o
inicio da fase de produgdo (g) e P(3HB-co-3HV),; = quantidade de
P(3HB-co-3HV) no tempo t; inicial da fase de producgdo (g).
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3.9 Modelagem do crescimento microbiano
3.9.1 Modelos Primdrios

Os modelos primdrios utilizados para o ajuste das curvas de
crescimento foram: modelo de Gompertz Modificado, modelo Logistico
e modelo de Barany Roberts. Os modelos foram usados para derivar
uma expressdo para os parametros bioldgicos de formacao de biomassa
e foram comparados estatisticamente. Os parametros, velocidade
especifica méxima de crescimento (W, (h™)), duracio da fase lag (A
(h)) e o aumento logaritmico da populac¢do (A), que sdo mostrados na
Figura 3.4, foram calculados para o modelo que melhor se ajustou as
curvas de crescimento de C. necator. Os modelos primdrios utilizados
para o ajuste sdo descritos a seguir.

A

Ln (Biomassa)

inclinacao = Py

}\‘ Tempo

Figura 3. 4 - Curva tipica de crescimento microbiano em func¢do do tempo,
apresentando os parametros bioldgicos de crescimento

3.9.1 1 Modelo de Gompertz Modificado

O ajuste do modelo de Gompertz aos dados experimentais é
descrito pela Equacido (3.26), segundo Erkmen, (2000):

Ln(%4,) = A.exp{-exp[- B.(t - M)]} (0.25)
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onde: Ln (X/Xp) é o logaritmo neperiano do aumento da densidade
celular no tempo t, t é o temPO em horas, sendo que X, € a concentragdo
celular no tempo zero (g.L) e X € a concentracdo celular no tempo t
(g.L'"), A é o aumento logaritmo da populacio, obtido por Ln (X../X)
onde X, € a concentracdo celular maxima atingida no tempo t=co, B € a
velocidade relativa maxima de crescimento no tempo M (h"),eMéo
tempo necessdrio para atingir a velocidade maxima de crescimento (h).
Através destes parametros, pode-se calcular a velocidade especifica
méaxima de crescimento (U= B.Ale (h'l), onde e=2,7182) e a duragdo
da fase lag (A=M-(1/B) (h)).

O modelo de Gompertz Modificado é a reparametrizacdo do
modelo apresentado anteriormente (Equagdo 3.26) e para a conclusio
direta dos pardmetros de crescimento € expresso pela Equacdo (3.27)
(Erkmen, 2002):

Ln(¥%,) = A exp{— exp['u”‘;x'e (A-1)+ 1}}
(0.26)

onde: Ln (X/Xp) é o logaritmo neperiano do aumento da densidade
celular no tempo t, t é o tempo em horas, sendo que X, € a concentragdo
celular no tempo zero (g.L") e X € a concentrac¢do celular no tempo t
(g.L’l), A € Ln (X./Xp) onde X.. é a concentragdo celular maxima
atingida no tempo t=oco, Hn.x € a velocidade especifica maxima de
crescimento (h™') e A é a duracio da fase lag (h). Os dados experimentais
foram ajustados segundo o modelo de Gompertz Modificado pelo
programa Matlab 7.0.

3.9.1.2 Modelo Logistico

O modelo Logistico foi aplicado de acordo com a Equacio (3.28)
(Erkmen, 2000):

o A
L) = [y exp(D = B1)]

(0.27)

onde: Ln(X/Xy) e A possuem o mesmo significado que os do modelo de
Gompertz, D é um parametro adimensional e B € o crescimento relativo
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na metade do tempo da fase exponencial (h™). Destes pardmetros foram
obtidos: a velocidade especifica midxima de crescimento (Uy,x= A.B/4
[h~ 1]) e a duragdo da fase lag (A= (D-2)/B [h]). Os dados experimentais
foram ajustados segundo o modelo Logistico com auxilio do software
Matlab 7.0

Estes modelos foram numericamente ajustados as curvas de
crescimento de C. necator nas diferentes fontes de carbono e
experimentos testados.

3.9.1.3 Modelo Barany e Roberts

Barany e Roberts introduziram um modelo mecanistico para
avaliar o crescimento bacteriano. Brevemente, a fase lag € atribuida a
necessidade de sintetizar um substrato desconhecido q, o qual € critico
para o crescimento. Uma vez que as células tenham se adaptado ao novo
ambiente, elas irdo crescer exponencialmente até que ocorra alguma
limitacdo no meio de crescimento, como descrito pela Equacdo (3.29)
(McKELLAR e LU, 2004):

dx__q NEGHE
T Ul 1 ( j x(1) (0.28)

mdx

Onde x € o nimero de células no tempo t, X5« € a maxima densidade
celular atingida, e q(t) € a concentracdo limitante de substrato, a qual
muda com o tempo conforme a Equacio (3.30):

d
= g (@) (0.29)
dr

O valor inicial de q (qp) € a medida do estado fisioldgico inicial
das células. A transformac@o mais estdvel para (qo) pode ser definido
pela equacdo (3.31):

hy = 11{1 + i] =u,, A (0.30)
qo
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O pardmetro m caracteriza a curvatura antes da fase estaciondria.
Quando m=1, a fungcdo reduz para uma curva logistica, € uma
simplificacdo do modelo é assumida. Assim, o modelo final possui
quatro parametros: X,, o nimero inicial de células; hg; Xmsx € HUmix-

Uma versdo explicita do modelo de Barany e Roberts é obtida
pela derivacdo da Equacdo (3.29), conforme apresentado nas Equacdes

(3.32) e (3.33):

1 e MHniA D _q
y(t):y0+,umaxA(t)—;ln l+ﬁ (0.31)
e Ymdx Y0
1 T
A(t)=t+—In € T4 (0.32)
v 1+gq,

Onde y(t)= In x(t), yo= In X, € v € a taxa de aumento do substrato
limitante, geralmente assumido como s Os dados experimentais
foram ajustados segundo o modelo de Barany e Roberts através da
aplicacdo do programa DMFit, distribuido pelo Institute of Food
Resarch in U.K. (http://www.ifr.bbsrc.ac.uk/Safety/DMFit/default.html)
(McKELLAR e LU, 2004).

3.10 Analises Estatisticas

Os seguintes indices foram utilizados para comparacdo dos
modelos conforme apresentado por Sutherland e Bayliss (1994) e
Ferreira (2004): erro médio quadritico (MSE), coeficiente de correlagdo
(Rz), fator bias e fator de exatiddo.

Quanto menor o valor de MSE (Equacdo 3.34), melhor € o ajuste
do modelo aos dados experimentais.

MSE

_ RSS _ Z(Valorobservado B Valorpredito )2 (033)
n n

onde: RSS € a soma dos quadrados residuais e n é o niimero de graus de
liberdade (nimero de pontos experimentais - nimero de parametros do
modelo).

O fator bias representa a diferenca média entre os valores



90 Materiais e Métodos

observados e preditos. Pode ser calculado através da Equacgao (3.35):

IOQ(Valorobservado / Valorpredi(o )]

fator bias =1 O( " (0.34)

O fator bias procura dar o mesmo peso na média dos valores que
sobreestimam e subestimam a média, ou seja, € um desvio relativo
médio. Se bias igual 1, a resposta observada € igual a resposta predita.
No entanto, quando bias maior 1, significa que o valor predito € maior
que o observado.Quando bias menor 1, significa que o valor predito é
menor que o observado (ROSS, 1996).

O fator de exatidao (Equacdo 3.36) é uma medida da diferenca
média absoluta entre os valores preditos e observados.

‘IOQ(Valorobservado / Valotyregio )‘
n

fator de exatiddo =10 (0.35)

Conforme aumenta o valor deste fator, o modelo é menos exato
na média, ou seja, no cdlculo do fator bias como se obtém uma média
dos valores, os com sinais opostos, tendem a se cancelar; ja no célculo
do fator de exatiddo, por se tratar de valores absolutos serd sempre
maior que 1. Quanto maior seu valor, menor a exatidao da estimativa da
média.



CAPITULO IV

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producio de P(3HB-co-3HV) por Cupriavidus necator
utilizando glicose como fonte de carbono

A fonte de carbono € talvez o pardmetro que mais influencie no
crescimento do microrganismo. Tal fato levou a realizacdo de cultivos
buscando estudar as condigdes de crescimento do microrganismo C.
necator em meio sintético (glicose), que servirdo de base para estudo em
substrato de baixo custo.

4.1.1 Identificagdo da fase de producdo de P(3HB-co-3HYV) por
Cupriavidus necator

Em culturas de C. necator, a identificacdo do inicio da fase de
producdo € uma etapa muito importante do processo, pois € neste
momento que se iniciam as alimentagdes de dcido propidnico para a
formag¢do do copolimero. Além disso, se o dcido propidnico for
alimentado antes do inicio da fase de producgdo, o microrganismo pode
utilizd-lo para crescimento em detrimento da produc¢do do copolimero,
levando a um desperdicio do co-substrato, com maiores custos de
producio.

A identificagdo do inicio da fase de produgdo/limitacio de
nitrogénio foi efetuada em duas etapas. A primeira com estimativa da
biomassa presente no bioreator pela andlise de absorbancia e, uma vez
atingida esta biomassa, deu-se inicio a segunda etapa determinada
através da observacdo da rdpida elevacdo de oxigénio dissolvido no
meio pela leitura em eletrodo polarogréfico.

A estratégia escolhida para este trabalho foi a produgdo de
P(3HB-co-3HV) em cultivo sob caréncia de nitrogénio e com
alimentacdo continua em dcido propidnico, na fase de producdo, para
promover a incorporagdo das unidades 3HV. A alimentagdo continua em
dcido propidnico foi baseada em estudos anteriores realizados por
Anderson e Madden (1998), Marangoni (2000) e Squio (2003). A
alimentacdo de uma solucdo com concentracio de 80 gL' de 4cido
propidnico foi iniciada no momento em que foi detectada a fase de
producao.
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Dessa forma, o objetivo desta etapa foi definir uma metodologia
para determinar o momento da limita¢do do cultivo, referente ao inicio
da fase de producdo.

4.1.1.1 Estimativa do momento da limitacdo

A concentragdo de nitrogénio na fase de crescimento foi de 1 g.L
!, suficiente para produzir cerca de 8 g.L'1 de biomassa, baseado no fator
de conversdo de nitrogénio em células, Yyxn=8,33 gcélula.gmmgénio'l
(REPASKE, 1976). Durante a cultura foi feito o acompanhamento da
medida de absorbincia que, através de uma relacdo anteriormente
estabelecida, pode ser convertida em concentracio de biomassa. Estudos
anteriores do grupo mostraram que existe uma relagdo linear entre a
biomassa residual e a absorbancia, vélida apenas na fase de crescimento,
que é dada pela Equacéo 4.1:

Xr = 0,332. Abs (0.1)

Onde: Abs representa a leitura de absorbancia e Xr € a biomassa residual
-1
expressaem g.L .

Portanto, medindo-se a absorbancia e usando a Equagdo (4.1)
tem-se o valor aproximado da biomassa presente no reator e, através da
aplicacdo da Equagdo (4.2), pode-se estimar o momento do inicio da
fase de producao.

| X | = Lt 0.2)
XO

Onde: X = biomassa a ser atingida ao final da fase de crescimento; X, =
biomassa inicial do cultivo (estimada pela relagdo absorbancia versus
biomassa); p = velocidade especifica de crescimento; t = tempo
necessdrio para atingir a exaustao de nitrogénio.

Préximo ao momento da limita¢do, o qual é acompanhado pela
concentracdo de biomassa estimada pela Equacdo (4.2), observa-se o
eletrodo polarogrifico para acompanhar o rdpido aumento da
concentracdo de oxigénio dissolvido no meio. Quando ocorre a
limitagdo de um nutriente essencial ao crescimento celular, o
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metabolismo da célula diminui, assim como a sua velocidade especifica
de crescimento e respiracdo, correspondendo a fase estaciondria de
crescimento. Com isso, a concentracdio de oxigénio dissolvido
disponivel no sistema tende a aumentar visto que a velocidade em que
este € consumido diminui. A Figura 4.1 apresenta 0 momento em que
ocorre o aumento da porcentagem de O, dissolvido no meio, indicando a
limitacdo de um nutriente no caso o nitrogénio, e o inicio da fase de
producdo de copolimero P(3HB-co-3HV). Neste momento se inicia a
efetiva limitacdo do elemento limitante, como pode ser observado na
Figura 4.1.

80

Redugido da aeragdo
de 1,0-0,5 L.min”

70 1

60

;

Aeragdo
0.8 -1,0 Lmin™ |

Oxigénio dissolvido (%)
B
S

20 1

0 T T T T ; T T T
0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25
Tempo (h)

Figura 4.1 - Momento da limitagdo em nitrogénio observado pelo aumento da
porcentagem de oxigénio dissolvido no cultivo em meio sintético (glicose) para
a producdo de P(3HB-co-3HB) por C. necator

A Figura 4.2 apresenta a evolucdo da curva de crescimento do
microrganismo, expresso em In(abs/abs,) e a concentracio de nitrogénio
em funcdo do tempo (h) de cultivo. A linha pontilhada representa o
momento da limitacdo do cultivo. Neste ponto sdo administrados o pulso
de carbono (glicose) e a alimentacao continua de 4cido propidnico.
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Figura 4.2 - Acompanhamento do crescimento de C. necator, expressado em
Ln(Abs/Abs,) e da concentrac¢do de nitrogénio versus o tempo, durante o cultivo
em meio sintético para produ¢do de P(3HB-co-3HV). A linha pontilhada indica

o momento da limitacdo

Observa-se na Figura 4.2 a definicdo de duas distintas fases de
crescimento. Na primeira fase ocorre o crescimento exponencial, nao
limitado, com uma velocidade especifica mdxima de crescimento de
0,19 h", tendo duragdo de aproximadamente 12 h. A segunda fase é
definida como fase de producdo do polimero. A cultura ndo apresentou
fase lag, ou seja, fase de baixa velocidade de crescimento, onde o
microrganismo se adapta as condi¢des do meio. O valor encontrado para
velocidade especifica maxima de crescimento de C. necator em glicose
(0,19 h'l) estd de acordo com os valores relatados na literatura (0,20 h'l)
por Kim e Lee (1993) e (0,23 h'l) por Marangoni (2000).

Na Figura 4.3, encontra-se a evolu¢cdo da massa de biomassa total
versus a concentracdo de nitrogénio em fungdo do tempo. Observa-se
que no momento da limitacdo do cultivo (0,179 gL' de nitrogénio,
caracterizado pela linha pontilhada) a concentracdo celular era de
aproximadamente 7,5 g.L"', fator indicativo da limitacio em nitrogénio
no meio. Visto que a limitacdo foi atingida, realizou-se entdo o pulso de
carbono e a alimentacdo continua de acido propidnico para promover a
producdo do copolimero P(3HB-co-3HV).
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Figura 4.3 - Evolugéo da biomassa total e da concentragio de nitrogénio em
funcdo do tempo para a cultura conduzida em meio sintético para producdo do
copolimero P(3HB-co-3HV)

4.1.2 Caracteristicas gerais da fase de crescimento e de producdo de
P(3HB-co-3HV) por Cupriavidus necator a partir de meio sintético
(glicose) como fonte de carbono

Dois cultivos (A e B) foram realizados para producdo do
copolimero P(3HB-co-3HV) em meio sintético, utilizando-se glicose
como substrato, com alimentacdo continua em dcido propidnico
(substrato precursor de 3HV). Serdo apresentados apenas os graficos dos
dados de cultivo da cultura A. No Anexo I, Figura A.5, A.6 e A.7,
encontram-se as curvas que ilustram o comportamento da cultura B. Os
cultivos foram conduzidos em batelada alimentada. A evolugdo da
concentragdo de proteinas, biomassa total (Xt), biomassa residual (Xr),
concentracdo de nitrogénio e produg@o do copolimero P(3HB-co-3HV)
para a cultura A ¢ apresentada na Figura 4.4.
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Figura 4.4 - Evolu¢do das concentra¢des de biomassa total (Xtotal; o) e
residual (Xr; [J[][1), proteina (Ptn; A), nitrogénio (e) e producio do copolimero
(P(3HB-co-3HV;; ¢) para o cultivo realizado em glicose. Os pontos representam

os dados experimentais e as linhas o ajuste pelo software Lissage

As culturas foram realizadas por um periodo de aproximadamente
25 horas. A fase de producdo inicia-se quando ocorre a limitacdo do
nitrogénio, representada pela linha pontilhada, e teve duracio de
aproximadamente 13 horas. Durante a fase de crescimento ndo limitado
(fase a esquerda) ocorre o crescimento exponencial da biomassa total e
do contetido de proteinas. Quando o microrganismo produz um material
de estocagem intracelular, a biomassa total (X)) corresponde de duas
fases: a concentracdo de P(3HB-co-3HV) e a concentracdo de biomassa
residual (X,), onde X, € calculado através da diferenca entre a biomassa
total e a concentragdo de P(B3HB-co-3HV) (X;= Xiotal - X PEHB-co-3HV))
(HEINZLE e LAFFERTY, 1980; citado por SUZUKI et al. 1986b).

Na fase de crescimento, o aumento da biomassa total (X;) resulta
no aumento da biomassa residual (X;), que ndo corresponde
integralmente ao valor da biomassa total, indicando um pequeno
actimulo do polimero durante a fase de crescimento. A concentracdo de
copolimero acumulado até o momento da limitacdo em nitrogénio foi de
2,3 gL', correspondentes 2 massa 6,4 g de copolimero, que representam
227 % da biomassa total. A partir deste momento a producdo de
P(BHB-co-3HV) ¢ acelerada. A quantidade final de polimero acumulada
foi de 52,5 g, correspondentes 4 concentracio de 11,2 gL', a qual
representa 67,7 % de acimulo intracelular, com 4,4 mol% de unidades
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3HV incorporadas ao copolimero.

Um resumo dos dados gerais obtidos nas culturas A e B estdo
apresentados na Tabela 4.1. Nesta Tabela 4.1 foram adicionados dados
de cultivo para Cultura A, equivalentes ao mesmo periodo de duracdo da
fase de producgdo para Cultura B, como base de comparacgdo. Observa-se
comportamento similar para ambas as culturas com producdo do
copolimero de 10,2 g.L'1 de P(3HB-co-3HV), correspondentes a 63,7 %
de actimulo intracelular para a cultura A e de 10,7 g.L"' de P(3HB-co-
3HV), correspondentes a 51,9 % de actimulo intracelular para cultura B.

Tabela 4.1 - Resumo dos dados gerais obtidos nas culturas realizadas
com glicose como fonte de substrato para producido de P(3HB-co-3HV)

Fase de crescimento

Cultura Tempo Nz X( PHBV Xr Ptn Yx(/s Y)(/N PHBV
-1
) (gLlh) (LhH @L) @Lh) L) ©a8) (gagn) (P

A 120 099 75 1,7 5,8 26 052 7,8 22,7
B 140 098 84 2,6 5,8 2,8 048 8,9 30,9

Fase de producdo

Cultura Ternpo Nz X( PHBV Xr Ptn Yx(/s YPHBV/S PHBV
-1
M @l @Lh @) @l @L) ©a®) (g ()

A 10,5 - 160 102 6,6 55 03034 03553 63,7
B 10,9 --- 20,6 10,7 99 45 04238 0,3128 51,9

Na fase de crescimento, 0s resultados obtidos para os valores de
YXt/S € YXI/N foram de 0 52 LZcélula- gsubslrdlo € 7 8 LZcélula: gmtrogemo 1’ para
cultura A e de O 48 Ecélula-Zsubstrato ! € 8 9 Ecélula- gmlrogemo , para a cultura
B, respectivamente. Na fase de produgdo, observa-se valor superior de
Yxys (0,43 gcélula.gsubslmo'l) para cultura B em comparag@o a cultura A
(0,30 gcélula.gsubslrato’l). Para o calculo do fator de conversao (Ypygyys) foi
considerado o consumo do substrato total adicionado ao cultivo, ou seja,
glicose e 4cido propidnico. No entanto, para esta fase o valor para o
fator de conversdo do copolimero P(3HB-co-3HV) apresentou se
ligeiramente superior para cultura A (0,36 gpotimero-Ssubstrato ) em relagdo
a cultura B (0,31 gpotimero-substrato ) justificando desta forma o maior
acimulo de polimero para esta cultura (63,7 %, com 4,4 mol% de
unidades 3HV) em comparacdo a cultura B (51,9 %, com 2,7 mol% de
fracdes 3HV). Estes valores apresentaram perfil caracteristico em
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relacdo aos valores tedricos sugeridos para C. necator (Yxs =
0 5 Ecélula- gsubstrato 1’ YX/N - 8 33 LZcélula- gmtrogemo ! € XPHVB/S = 0 33
Spolimero-Lsubstrato )(REPASKE 1976, ARAGAO, 1996). A porcentagem
de acimulo do polimero P(3HB-co-3HV) e dos mondmeros P(3HB) e
P(3HV) foram determinadas através da andlise de cromatografia gasosa,
conforme método de metandlise descrito no item 3.5.4.

Para investigar a baixa porcentagem de acumulo das unidades
3HV foi realizado o célculo da conversdo de substrato em biomassa e
contedido de polimero, expressos na convengdo C-mol (ROELS, 1983),
para avaliar se a fonte de co-substrato administrada para incorporagéo
das unidades 3HV foi consumida para promover o crescimento celular
em detrimento do acimulo de polimero. Os fatores de conversdo de
substrato em biomassa (Yxys), o fator de conversdo de substrato em
P(3HB) (Y3up/glicose) € fator de conversdo de substrato em P(3HV)
(Y3uvssc. prop) €stdo apresentados na Tabela 4.2. As culturas A e B,
realizadas em glicose para producdo do copolimero P(3HB-co-3HV),
foram comparadas a uma cultura, também realizada em glicose, para
producdo do homopolimero P(3HB). Segundo Marangoni (2000), que
também estudou a estratégia de alimentacdo continua de dcido
propidnico nas mesmas condi¢des deste estudo e determinou a
concentracdo deste substrato ao longo da cultura, todo 4cido ¢é
consumido a medida que o mesmo € adicionado ao meio. Como ndo
foram realizadas andlises para determinacdo de &4cido propidnico em
nossos estudos, a evolucdo do consumo deste substrato foi calculada
baseando-se na concentracio da solugdo (aproximadamente 0,4 g. L'h™
e no volume adicionado no decorrer do tempo do cultivo, considerando-
se que tudo o que foi adicionado foi consumido.

Observa-se na Tabela 4.2, que os fatores de conversio Y';HB/ghcose
para as culturas A e B foram inferiores e de 0,50 Cmol.Cmol” e 0,43
Cmol.Cmol™, respectivamente, comparados ao da cultura C, que
apresentou valor de 0,57 Cmol.Cmol™". O fator de conversdo Y Pol/substrato
apresentou valores de 0,41 Cmol.Cmol™” e 0,42 Cmol.Cmol” para as
culturas A e B, respectivamente. Este fator de conversio deveria
apresentar valores superiores para as culturas A e B, em relagdo a
cultura C, pelo fato desta cultura apresentar administracio de co-
substrato para incorporacdo das unidades 3HV. No entanto, este fato ndao
foi observado, sugerindo que o microrganismo C. necator pode ter
utilizado este co-substrato para crescimento celular em detrimento do
acimulo de polimero. Desde que o 4cido propidnico gera tanto
precursores propionil-CoA, para incorporacio das unidades 3HV, como
precursores acetil-CoA, que pode ser disponivel tanto para actimulo do
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homopolimero P(3HB) quanto para crescimento celular via ciclo dos
dcidos tricarboxilicos, o microrganismo pode desviar sua rota
metabdlica para geracdo de biomassa.

Tabela 4.2 - Fator de conversdo de substrato em polimeros e
mondmeros para as culturas com adicdo de dcido propidnico (A e B)
para formacdo de copolimero e sem (C) para formacdo de
homopolimero

Fator de conversao Cultura A Cultura B Cultura
(Cmol.Cmol ™) c
Y3HB/glicose 0,50 0,43 0,57
Y3HV/é.c. prop O, 14 0,09 _______
YPol/subslralo 0,4 1 0,42 0,57

"Cultura C: estudos anteriores realizados produgo de homopolimero P(3HB) a partir de
glicose (dados ndo apresentados)

A Tabela 4.3 apresenta os resultados de consumo de substrato e
producdo de polimero para ambas as culturas, expressos na convengao
C-mol (Roels, 1983).

Tabela 4.3 - Contetido de carbono consumido e polimero produzido
para as culturas (A e B) para produgdo de copolimero e cultura (C) para
producdo de homopolimero

Cultura A Cultura B Cultura C'

Consumo de  Glicose 9,51 7,42 4,86
substrato Acido 1,18 0,85 —
(C-mol) propidnico
Produgao de 3HB 2,75 2,75 2,32
polimero 3HV 0,14 0,08 ——
(C-mol) P(3HB-co- 2,89 2,83 -—-
3HV)
(%) acumulo 67,7 56,8 78,1

"Cultura C: estudos anteriores realizados producio de homopolimero P(3HB) a partir de
glicose (dados ndo apresentados)

Os resultados de consumo de substrato e producdo de polimero



100 Resultados e Discussdo

(Tabela 4.3) indicam claramente que o 4cido propidnico atuou como
indutor do crescimento celular em detrimento do acimulo das unidades
3HV. Comparando-se as culturas A e B, com a cultura C, em relagéo a
producido do mondémero 3HB, observa-se que houve maior consumo de
substrato nestas culturas com menor porcentagem de actimulo do
polimero. Quando se avaliou a producdo dos mondmeros 3HV pelas
culturas A e B, observa-se que a cultura A apresentou valor ligeiramente
superior (0,14 Cmol.Cmol ') quando comparada a cultura B (0,08
Cmol.Cmol"), o que é comprovado também pela porcentagem de
incorporacdes de unidades 3HV, que apresentaram valores de 4,4 mol%
e 2,7 mol% para as culturas A e B, respectivamente.

O valor maximo tedrico para o fator de conversao Y 3pvsc.prop f01
estimado, considerando-se que, para a sintese do copolimero, todo 4cido
propidnico adicionado entraria na forma de propionil-CoA, a ser
condensado com uma molécula de acetil-CoA, oriunda da degradacao
do carboidrato, ou seja, cada molécula de &acido propidnico seria
integralmente incorporada a unidade HV em formacdo, de modo que
seriam gerados 1,35 g3HV.géc,pmp’1 (GOMEZ et al., 1996). Convertendo
este valor para a convengdo C-mol, obtém valor de 1,77 Cmol.Cmol™
equivalente ao fator de conversio maximo teérico para Y suviscprop-
Desta forma, o baixo actimulo das unidades 3HV observado para ambas
as culturas (Tabela 4.2) foi indicativo da presenca de outras vias
metabdlicas que atuariam competitivamente com a via de sintese de HV
direcionando o 4cido propidnico para gerar biomassa, energia e CO,.

Certamente, o tempo de adi¢do do dcido propidnico também € um
fator chave que influencia no acimulo do copolimero e das fracdes
3HV. Em nosso estudo, como demonstrado anteriormente (item 4.1.1), o
4cido propidnico foi adicionado no tempo 6timo, ou seja, no momento
da limitagdo em nitrogénio e inicio de acimulo do polimero (DU et al.,
2001b). No entanto, no inicio da fase de acimulo o microrganismo ja
havia sintetizado uma quantidade relativamente alta de P(3HB) e,
consequentemente, as unidades 3HV no copolimero foram entio
relativamente baixas. Segundo Du et al. (2001b), o acimulo de P(3HB)
superior a 10% durante a fase de crescimento celular ird promover uma
queda na velocidade de sintese do polimero na fase de produgdo,
promovendo dessa forma uma pobre utilizacdo do acido propidnico, e
consequentemente a concentracdo das unidades 3HV no copolimero serd
baixa. Isso possibilita um acimulo de 4cido propidnico no meio de
cultura, o qual leva ao aumento de propionil-CoA nas células, as quais
aumentam a velocidade de conversdo de propionil-CoA a acetil-CoA e
CO,, de modo correspondente. Consequentemente, a conversdo de dcido
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propidnico em unidades 3HV decresce, desviando entdo o 4cido
propidnico para actimulo de biomassa.

A produtividade média em P(3HB-co-3HV) para as culturas A e
B estd ilustrada na Figura 4.5 (a). Observa-se um valor de produtividade
média mdxima de 0,54 g.L’l.h'1 determinado para a cultura A e 0,50 g.L
"h" determinado para a cultura B. Na Figura 4.5 (a), percebe-se que a
curva de produtividade em polimero tanto para a cultura A quanto para a
cultura B, ainda estd em ascensdo, sugerindo a possibilidade de aumento
deste valor. Quando se avaliam os valores de produtividade média na
fase de produgdo, observa-se que os experimentos apresentaram valores
méximos em torno de 1,07 gL .h'' e 1,11 g.L'l.h'l, para as culturas A e
B, respectivamente (Figura 4.5 (b)). Apesar do valor da produtividade
média na fase de produgdo ser maior para a cultura B, nao foi possivel
manter o valor midximo obtido para essa cultura ao contrdrio do
comportamento obtido na cultura A, que manteve os valores proximos a
produtividade mdxima até o final da cultura, justificando o maior
actimulo de polimero para a mesma.

0.8

Produtividade média P3HB-co-3HV)
fase de produgdo (gL ™)

eL'n"
<
S
Produtividade média P(3HB-co -3HV) na

0 5 10 15 20 25 30 0 2 4 6 8 10 12

Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 4.5 - Produtividade de P(3HB-co-3HV) em toda a cultura (a) e na fase
de produgdo (b) para as culturas A (m) e B (0) tendo como fonte de substrato
glicose

Baseado na andlise destes resultados foi possivel avaliar o
comportamento do microrganismo C. necator em meio sintético, com
defini¢do de parametros importantes do cultivo e definicdo do momento
exato da limita¢@o para posterior comparagdo com cultivo realizado em
melaco citrico, verificando assim a viabilidade de producdo de P(3HB-
co-3HV) neste substrato.

Este estudo demonstrou que o rdpido aumento da porcentagem de
oxigénio dissolvido no meio no momento da limitacdo, que pode ser
acompanhado pela estimativa da biomassa presente no cultivo,
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apresentou-se como bom método para indicar o inicio da fase de
producgdo de P(3BHB-co-3HV) e marcar o inicio da alimentacio em 4cido
propidnico. Como este método € simples e pritico e pode ser
monitorado durante a cultura, a partir desta etapa, este método foi
adotado para identificacdo da fase de producdo dos demais cultivos

realizados.

4.2 Produciao de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) em
melaco citrico

A avaliacdo econdmica do processo de producdo de P(3HB-co-
3HV) indica que a fonte de substrato tem uma contribuicdo importante
no custo de produgdo do polimero. Estudos ji comprovaram a
viabilidade de producdo de P(3HB) a partir de melaco citrico
(FIORESE, 2004; IENCZAK, 2006). Com o objetivo de reduzir os
custos de producdo do copolimero P(3HB-co-3HV) e sendo que os
resultados obtidos para producdo de P(3HB) com melago citrico por
Fiorese (2004) e Ienczak (2006) mostraram-se satisfatorios, realizaram-
se ensaios com este substrato com o objetivo de reduzir o custo de
producido e avaliar a viabilidade do mesmo na produgdo do copolimero
P(3HB-co-3HV). No entanto, os residuos presentes no melaco citrico
provocam problemas na determinacdo da massa seca e no processo de
down stream para a recuperacdo do polimero. No intuito de diminuir a
quantidade destes residuos, se fez necessdria a pesquisa de uma técnica
que possa suprir essas necessidades. Dessa maneira, foi utilizada a
técnica de utrafiltracdo do melaco com o intuito de diminui¢do destes
residuos.

4.2.1 Estudo de pré-tratamentos necessdrios para utilizagdo do melago
como substrato

4.2.1.1 Teste de filtracdo em membrana Millipore Pelicon XL

O teste de ultrafiltracdo foi realizado com uma membrana
PELICON XL da marca Millipore. A membrana possui didmetro de
poro de 0,2 um e drea de filtragdo de 50 cm’. O teste visou 2 filtracdo de
melacgo citrico utilizando duas membranas para a filtracdo, tendo como
finalidade aumentar a drea (no caso da utilizacdo de uma unica
membrana) e, conseqiientemente a vazio de filtracao.
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4.2.1.1.1 Filtragdo do melago utilizando membrana de ultrafiltracdo

As etapas realizadas no processo de filtracdo do melaco citrico
em membrana de 0,2 pm estdo representadas no Fluxograma exposto na
Figura 4.6.

Descongelamento do melago

v

Corregao do pH de 4,7 para
7,00
v

—> NaOH5 mol.L

Decantagéao a frio —> 1 hora

v

Sifonagéao

v

Filtracao

v

Filtrado 2 - Membrana 2

Filtrado 1 - Membrana 1

Figura 4.6 - Fluxograma de pré-tratamento do melago para o ensaio de filtragdo

Para o processo de filtracio, o melaco foi inicialmente
descongelado em temperatura ambiente, havendo a correcio do pH
inicial de 4,70 para 7,00 com uma solu¢do de NaOH 5 mol. L™, Ap6s
esta etapa, o melaco foi mantido resfriado, em geladeira, por um periodo
de aproximadamente 1 hora para que ocorresse a decantagdo de
compostos. Em seguida, realizou-se a separacdo do sobrenadante através
de sifonacdo, com o auxilio de mangueiras de silicone previamente
esterilizadas e posterior filtracdo, com o auxilio de duas membranas de
ultrafiltracdo, obtendo-se dessa forma o filtrado 1 e o filtrado 2. O uso
de duas membranas se fez necessdrio para promover o aumento da
vazdo e da drea de filtracdo. As condicdes de filtracdo estdo descritas a
seguir:

Temperatura de filtragdo: 35°C

Area de filtracdo (para cada membrana): 50 cm®



104 Resultados e Discussdo

Tamanho do poro: 0,2 um

Agitacdo constante do melago a fim de evitar sua precipitagdo.

Volume inicial de filtracdo: 3L

Para a filtracio do melagco fez-se necessdria a preparacdo da
membrana com o processo de transbordamento, na qual dgua destilada
foi circulada pela membrana para remocao de elementos traco presentes
na solucdo de estocagem contida na mesma. Em seguida, circulou-se
solucdo tampdo fosfato pH 7,00 com o objetivo de pré-condicionar a
membrana para etapas de filtragdo. Andlises de aguicares redutores
totais (ART) e nitrogénio foram realizadas para verificar se estes
compostos ficariam ou ndo retidos pela membrana. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Resultados das andlises de ART e Nitrogénio para o teste
de filtracio do melaco citrico utilizando duas membranas de
ultrafiltracdo

Amostras ART (gL N(g.L™")
Antes de filtrar 73,22 0,066

Filtrado 1 72,10 0,053

Filtrado 2 71,84 0,055

Através da Tabela 4.4, pode-se observar que a concentragio de
ART para as amostras antes e apds o processo de filtracdo apresentou
pouca diferenca, indicando que, no processo de filtracdo, os agicares
redutores totais ndo ficaram retidos na membrana de ultrafiltracdo. Na
andlise de nitrogénio, 0 mesmo comportamento foi observado. A Figura
4.7 apresenta a reducdo dos sélidos suspensos presentes no melaco apds
o método de ultrafiltracdo, com a utilizacdo de duas membranas,
processo no qual foi possivel manter uma vazao de filtracdo de 200 mL
de filtrado.h™".
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Figura 4.7 - Concentracido de massa seca para o teste de filtracdo do melaco em
membrana de ultrafiltracdo

Os dados apresentados na Figura 4.7 indicam claramente a
reducdo dos sélidos suspensos presentes no melaco através do método
de ultrafiltracdo, apresentando-se como um método eficiente para a
eliminacdo destes residuos em escala laboratorial e facilitando assim sua
utilizacdo para realizacdo de cultivos visando a producdo do copolimero
P(3HB-co-3HV).

Este procedimento € de fundamental importancia para os estudos
em escala laboratorial. No entanto, para ampliacdo a nivel de escala
industrial, seria necessdria a otimizacdo deste processo, através da
utilizacdo de membranas com maior drea de filtragdo e, que permitissem
dessa forma, maior aplica¢do de pressdo para consequente obtencio de
maior vazio de filtrado.

4.2.2 Uso de melago citrico ultrafiltrado como fonte de carbono

Trés cultivos foram realizados visando a produgdo do copolimero
P(3HB-co-3HV) a partir de melaco citrico. Para ambos os cultivos, A, B
e C utilizou-se melago citrico filtrado em membrana de ultrafiltracdo
(processo descrito no item 4.2.1.1.1). Apés a filtragdo, o melago citrico
foi armazenado em freezer e, para sua utilizagdo, foi descongelado em
temperatura ambiente. O melago utilizado para o cultivo A foi
pasteurizado em bico de Bunsen até a fervura, visando a destruicao de
microrganismos presentes no mesmo. Enquanto que o melaco utilizado
para o cultivo B e C, ndo foi pasteurizado, pois se queria verificar a
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eficiéncia do processo de ultrafiltracio como uma fonte de
descontaminacdo do melago, evitando a etapa de pasteurizagdo e,
conseqiientemente, gerando economia no pré-tratamento do melaco e
aumentando dessa forma a produtividade do processo. O melaco,
utilizado para a realizacdo dos cultivos, seguiu as seguintes etapas:
corre¢do do pH para 7,00 e adi¢do de sais. Quando se adicionaram os
sais, observou-se o turvamento e a precipitacdo de muitos compostos em
ambos os cultivos. Estes compostos foram removidos através da
sifonacdo do sobrenadante e centrifugacdo em centrifuga FANEM,
modelo 204-N com rotagdo de 3500 rpm por 5 minutos para obtencéo
do volume necessdrio para a realizacdo do cultivo. A partir deste
instante, realizou-se a adi¢do do substrato ao bioreator estéril e houve a
inoculagdo do sistema com o acréscimo do pré-indculo.

A Figura 4.8 apresenta as etapas de pré-tratamento para o
substrato utilizado nos cultivos A, B e C.

Descongelamento do melago

A4

Ultrafiltra¢do do melago

A 4

Congelamento do melago

A 4

Descongelamento do melago

A 4

v v
Cultivo A CultivoBe C

A4

Pasteurizagido do melago

A 4

Corregdo do pH

v
Adigio dos sais

A4

Sifonacdo e centrifugagio

A 4

Inoculagdo em biorreator

Figura 4.8 - Fluxograma de pré-tratamento do melaco para os cultivos A, Be C
na produgdo de P(3HB-co-3HV)

Nesta etapa serd realizada a avaliagio do melaco citrico
pasteurizado (cultura A) como fonte de substrato para producdo do
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copolimero P(3HB-co-3HV). O cultivo realizado com melaco citrico,
sem a etapa de pasteurizacdo (cultura B), serd avaliado no préximo item
e comparado a um cultivo, também realizado em melaco citrico nio
pasteurizado, alimentado em nitrogénio na fase de producéo (cultura C).

4.2.2.1 Cultivo com melaco citrico ultrafiltrado e pasteurizado para
produgdo do copolimero P(3HB-co-3HV) por Cupriavidus necator

A Figura 4.9 apresenta a evolucdo da curva de crescimento do
microrganismo, expresso em In(abs/absy) em fun¢do do tempo (h) de
cultivo. A linha pontilhada representa o ponto no qual sdo administrados
no cultivo o pulso de carbono (melago citrico) e a alimentagc@o continua
de écido propidnico.
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Figura 4.9 - Acompanhamento do crescimento de C. necator, expresso em
Ln(Abs/Abs,) versus o tempo, durante o cultivo em melago citrico pasteurizado

Observa-se na Figura 4.9 a defini¢do de duas fases caracteristicas
de crescimento. Na primeira fase (a esquerda da linha pontilhada) ocorre
o crescimento exponencial, ndo limitado, com uma velocidade
especifica mdxima de crescimento de 0,23 h”', tendo duracio de
aproximadamente 12h. A segunda fase, fase de desaceleracdo (a direita
da linha pontilhada), considerada a fase de declinio do crescimento do
microrganismo, onde deveria ocorrer caréncia de algum nutriente
essencial para o crescimento e inicio da fase de produgdo, apresentou
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uma velocidade especifica de crescimento de em torno de 0,06 h'. o
valor encontrado para velocidade especifica médxima de crescimento de
C. necator em melago citrico (0,23 h™") foi ligeiramente superior aos
cultivos apresentados no item anterior (item 4.1.1.1) realizados em
glicose para produgio do copolimero P(3HB-co-3HV) (0,19 h') e aos
valores relatados na literatura (0,20 h'l) por Kim e Lee (1993). Estes
resultados sugerem que possa existir um efeito potencializador do
crescimento em melago citrico em virtude da complexa composiciao
deste substrato.

A Figura 4.10 apresenta os resultados em concentracdo para
biomassa total (Xt), biomassa residual (Xr), proteina (Ptn) e copolimero
P(3HB-co-3HV) para o cultivo utilizando melago citrico ultrafiltrado e
pasteurizado como fonte de substrato para producdo de P(3HB-co-
3HV).
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Figura 4.10 - Evolucdo das concentragdes de biomassa total (Xtotal; o) e
residual (Xr; [J[][]), proteina (Ptn; A) e produgd@o do copolimero (P(3HB-co-
3HV; ) para o cultivo realizado em melaco citrico pasteurizado. Os pontos
representam os dados e as linhas o ajuste pelo software Lissage

A cultura foi realizada por um periodo de aproximadamente 25
horas. De acordo com a Figura 4.10, o aumento da biomassa total
ocorreu até a obtencdo de aproximadamente 70 g, correspondente a
concentracio no meio de 18,3 g.L'. Durante a fase de crescimento nio
limitado ocorreu o crescimento exponencial da biomassa total, biomassa
residual e do contetido de proteinas. A massa de polimero acumulado
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durante esta fase de crescimento exponencial foi de 6,0 g,
correspondentes a concentracio de 2,2 g.L'l, a qual representa
aproximadamente 21% da biomassa total. Observa-se que apenas apds
16 horas de crescimento nao limitado, a curva da biomassa residual
assume um comportamento linear, indicando a limitacdo de nutriente
neste instante. O mesmo comportamento é demonstrado pela curva da
concentracdo de proteinas nas células. A producido de P(3HB-co-3HV) a
partir deste momento € entdo acelerada. A quantidade de polimero final
acumulada foi de 24,5 g, correspondentes a uma concentragdo de
P(3HB-co-3HV) no meio de 6,5g.L”, representando um actimulo
intracelular de 35,4%, com 9,2 mol% de unidades 3HV incorporadas ao
copolimero.

A Figura 4.11 apresenta a evolugdo da concentracido de biomassa
total e da concentracdo de nitrogénio em func¢do do tempo. No entanto, o
cultivo ndo apresentou exaustdo do nutriente nitrogénio conforme o
esperado. A Figura 4.12 apresenta as variacdes efetuadas para promover
o aumento da agitacdo e aeracdo do sistema. Estas variagdes foram
realizadas com o intuito de manter a concentracdo de OD no meio acima
de sua concentracdo critica de saturacdo (30%). No momento da
limitacdo da cultura, como citado anteriormente no item 4.1.1.1, o
metabolismo da célula diminui, assim como a sua velocidade especifica
de crescimento e respiragdo. Dessa forma, a concentracio de OD
disponivel aumenta, comportamento o qual foi observado para este
cultivo, fator indicativo da limitagc@o da cultura, sugerindo que a mesma
deve ter limitado em algum outro nutriente essencial, como pode ser
observado na Figura 4.12.

A alimenta¢do da solu¢do de 4cido propidnico e o pulso de
melago citrico foi administrada com 12 horas de cultivo, como indicado
pelo aumento da porcentagem da concentracdo de oxigénio. Foi
promovido um unico pulso de melaco, no inicio da fase de producdo, de
maneira a restabelecer no sistema a concentragio de 40 g.L”". O fato de
o acido propidnico ter sido adicionado antes da limitacdo efetiva do
cultivo (parece ndo haver limitacio em N) pode justificar a baixa
porcentagem de acimulo intracelular do copolimero (35,4%) e baixa
porcentagem de incorporagdo das unidades 3HV (9,22 mol%).
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Figura 4.11 - Evolucdo da concentragcdo de biomassa total (m) e de nitrogénio
(o) versus o tempo de cultivo durante cultura utilizando melago citrico
pasteurizado como fonte de substrato para produ¢do de P(3HB-co-3HV) por
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As Figuras 4.13 (a), (b) e (c) apresentam os dados bdsicos para o cdlculo
dos pardmetros Yxys, Yxuyn € Y 4cprop/3Hv, F€Spectivamente, para o cultivo
realizado em melago citrico pasteurizado na producdo do copolimero
P(BHB-co-3HV).
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Figura 4.13 - Determinag@o dos fatores de conversdo de ART em célula (Yxys),
de nitrogénio em células (Yxyn), € 4cido propidnico em unidades 3HV (Y.

prop/}HV)

Os resultados obtidos para os valores de Yxys € Yxyn N0 cultivo
com melaco pasteurizado foram de 0,65 gcélula.gsubslrato’l e
12,7 gcélula.gnitmgémo'l, respectivamente. Estes valores sdo mais elevados
em relacdo aos valores tedricos sugeridos para o crescimento do
microrganismo C. necator em glicose (Yxys = 0,5 gcélula.gsubstralo'l e YxnN
= 8,33 gcélula.gnnmgémo'l). Pode-se atribuir este resultado ao fato do
melago conter varios outros compostos, como acidos organicos, etanol e
metanol que também sdo utilizados como fonte de carbono para o
crescimento de células, assim como a glicose. O melaco também
apresenta uma pequena quantidade de nitrogénio, ndo contabilizado no
calculo do fator de conversdo. Portanto, conclui-se que os resultados
obtidos apresentam uma superestima¢ao devido ao fato de que somente
o ART presente no melago foi analisado e foi considerado somente o
nitrogénio adicionado ao cultivo. O valor encontrado para o fator de
conversdao de 4cido propidnico em unidades 3HV foi de 0,13
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23nv.Zicprops O qual apresentou comportamento similar as culturas A e B
conduzidas em glicose (4.1.2), no entanto com maior acimulo de
unidades 3HV (9,2 mol%).

A maior porcentagem em unidades 3HV, obtida para este cultivo
em relagdo aos cultivos anteriores realizados em glicose (item 4.1.2),
pode ter ocorrido devido ao fato da alta fracdo de nitrogénio no meio
(0,748 gL™), observada no momento em que se deu inicio 2
alimentacdo continua em &cido propidnico. Nessas condi¢des, a
viabilidade da célula de converter o acetil-CoA intracelular em unidades
3HB € comprometida, pois em elevadas concentra¢des de nitrogénio no
meio, este precursor (acetil-CoA) é preferencialmente conduzido ao
acimulo de biomassa. Em estudos realizados por Lee et al. (2008), os
autores verificaram que a biossintese de P(3HB) € inibida em altas
concentragOes de uréia (30nM) e que o acréscimo das fragdes 3HV no
copolimero ocorre principalmente devido a reducdo na geragdo de
mondémeros 3HB. Além destes fatores, como foi comprovado
anteriormente em estudos realizados com glicose como fonte de
substrato para produ¢do do copolimero P(3HB-co-3HV), o
microrganismo parece utilizar o dcido propidnico administrado para
geracdo de biomassa em detrimento do actimulo das unidades 3HV.

Os resultados obtidos para este cultivo mostram que o melago
citrico ultrafiltrado e pasteurizado apresenta bons resultados para o
crescimento de C. necator, além de confirmar a possibilidade da
produgdo do copolimero P(3HB-co-3HV) em melago citrico.

Para avaliar a eliminacio da etapa de pasteurizagdo deste residuo,
com a finalidade de verificar a eficiéncia do processo de ultrafiltracao
como uma fonte de descontaminacdo do melago e dessa forma aumentar
a produtividade do processo, foi realizado, na etapa subseqiiente,
experimentos com melago citrico ultrafiltrado utilizando estratégias de
caréncia e alimentacdo em nitrogénio durante a fase de producdo do
copolimero P(3HB-co-3HV).

4.2.2.2 Cultivo com melago citrico ultrafiltrado e ndo-pasteurizado para
produgcdo do copolimero P( 3HB-co-3HV) por Cupriavidus necator:
CARENCIA X ALIMENTACAO

Com o intuito de aumentar a producdo e a produtividade em
biopolimero, a estratégia de alimentacdo de nitrogénio adotada durante a
fase de produgdo foi analisada. De acordo com estudos anteriores de
diversos autores, que avaliaram o efeito da alimenta¢do de nitrogénio
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durante a fase de producdo de PHAs, observou-se que, a adicdo
controlada deste nutriente apresenta resultados de produgdo e
produtividade melhores em relacdo a caréncia ou exaustdo deste
nutriente (SUZUKI et al., 1986; BITAR e UNDERHILL, 1990;
RAMSAY, 1990; ARAGAO et al., 1996; PINTO, 1999.

O que diferencia a limitagdo (adicdo controlada) da caréncia de
um nutriente € a manutencdo de baixas concentragdes do nutriente
escolhido (nitrogénio, por exemplo), possibilitando que a célula realize
o ciclo dos 4cidos graxos tricarboxilicos (TCA), responsédvel pela
elevada relacio NADH/NAD+, que aumenta a atividade das enzimas
envolvidas na produ¢do de PHA. Vale ressaltar que a fonte de carbono
deve sempre ser mantida em concentragdes elevadas para que se tenha
adequados niveis de acetil-CoA na célula, que participa diretamente da
sintese de PHA. Por outro lado, a caréncia de um nutriente evita que este
ciclo seja realizado durante a fase de producido, resultando em baixas
velocidades de producdo de célula e baixos niveis de NADH/NAD+,
fatores responsdveis pela ativacdo das enzimas que participam do
processo de produgdo. Com isso, a produgdo e produtividade de PHA
ndo atingem niveis maximos, havendo a necessidade de se formular uma
nova estratégia para a fase de produgdo, ou seja, administrar pequenas
concentracdes de nitrogénio durante a fase de producio (LEE, 1995).

Neste sentido, um cultivo utilizando melaco ultrafiltrado como
fonte de carbono e adi¢@o controlada de nitrogénio na fase de produgio
foi realizado. Para isto, ao inicio da fase de producdo uma bomba
peristéltica foi acionada para alimentar continuamente ao bioreator uma
solugdo de nitrogénio, com concentracdo de aproximadamente 10 g.L™,
a uma vazdo de 12,5 mL.h"', a fim de manter a velocidade de produgio
de biomassa residual (ry,) em 0,2 ng.L’l.h—l.

Dessa forma, o objetivo desta etapa foi verificar a influéncia da
estratégia de alimentacdo de nitrogénio durante a fase de producio,
através da manutengdo de um crescimento residual controlado e
comparar estes resultados com uma cultura submetida a caréncia. As
estratégias utilizadas para producio de P(3HB-co-3HV) (ARAGAO,
1996) serviram de base para os estudos de producdo do copolimero,
mantendo-se alimentacdo continua de nitrogénio e 4cido propidnico
durante a fase de produgdo.

4.2.2.2.1 Cultura em caréncia de nitrogénio

A Figura 4.14 apresenta o logaritmo da biomassa total e da
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concentracdo residual de nitrogénio no meio ao longo da cultura. A
cultura foi realizada por um periodo de aproximadamente 24 horas. A
fase de producdo inicia-se quando ocorre a limitacdo de nitrogénio,
representada pela linha pontilhada, e teve duracdo de aproximadamente
13 horas. A limitacdo de nitrogénio ocorre a partir do ponto em que o
logaritmo neperiano da concentracdo de biomassa niao € mais ajustado
por uma reta. A fase de crescimento exponencial apresentou veloidade
especifica de crescimento de 0,34 h". Quando ocorre a limitacio em
nitrogénio o logaritmo neperiano da concentracdo de biomassa deixa de
ser exponencial, dando inicio a fase de acimulo do polimero. Nessa
figura, observa-se ainda que esta fase termina com aproximadamente
10,2 horas de cultura, momento no qual a massa de nitrogénio era de
0,33 g correspondente 2 concentragdo de 0,121 g.L"' no meio com
concentracio de biomassa de 9,3 g.L'l. A partir deste ponto (indicado
pela linha pontilhada) a biomassa comeca a crescer de forma linear com
i de aproximadamente 0,037 h™', indicando inicio da fase de produgio.
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Diniz et al. (2004),
que observaram que a limitacdo do crescimento se inicia antes do
esgotamento total do nitrogénio no meio, em concentracdes limitantes
abaixo de 0,3 g.L™".
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Figura 4.14 - Evolucdo da biomassa total (expressa em In; m) e da concentracdo
de nitrogénio (g.L"'; 0) em cultura conduzida em caréncia de nitrogénio na fase
de produgdo
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Durante a cultura, o inicio da fase de producio foi acompanhado
através do aumento da concentracdo de OD no meio no momento da
limitacdo. A partir deste momento, determinou-se o inicio da
alimentacdo continua de 4cido propidnico para incorporagdo das
unidades 3HV no polimero. Também foi administrado um pulso de
melagco para restabelecer na cultura elevada concentracido de substrato
para acimulo do polimero. A Figura 4.15 apresenta 0 momento em que
ocorre todas as alimentacdes realizadas para a cultura conduzida em
caréncia de nitrogénio.
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Figura 4.15 - Evolucio das concentragdes de ART (m) em fungdo do tempo e as
alimentacgdes realizadas durante a cultura em caréncia de nitrogénio

Os resultados das analises das quantidades de biomassa total e
residual, concentragdo de nitrogé€nio, proteina e copolimero produzido,
obtidos para a cultura em caréncia de nitrogénio, estdo apresentadas na
Figura 4.16. A linha pontilhada, perpendicular ao eixo das abscissas,
representa 0 momento em que ocorre a limitagdo pelo nitrogénio,
baseado no aumento da porcentagem de OD dissolvido.
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Figura 4.16 - Evolucdo das concentragdes de biomassa total (Xtotal; o) e
residual (Xr; —), proteina (Ptn; A), nitrogénio (e) e producio do copolimero
(P(3HB-co-3HV; 4) em funcio do tempo para cultura conduzida em caréncia de
nitrogénio. Os pontos representam os dados experimentais e as linhas o ajuste
pelo software Lissage

A fase inicial (esquerda do griafico) demonstra a evolucdo do
crescimento exponencial da biomassa total e do contetido de proteinas.
Na fase de crescimento, a biomassa residual corresponde praticamente
ao valor da biomassa total, pois o acimulo de P(3HB-co-3HV) nesta
fase € praticamente nulo. No entanto, o actimulo de polimero
intracelular iniciou-se antes do esgotamento de nitrogénio no meio,
indicando que concentragdes limitantes de nitrogénio ja s@o suficientes
para iniciar o processo de actimulo. Observa-se que a partir do momento
da limitacdo, em 10,2 horas de cultivo, as curvas de X, e da producdo de
Ptn estdo estabilizadas, indicando o crescimento limitado. A partir desse
momento a producdo de P(3HB-co-3HV) € acelerada. A quantidade
final do polimero acumulada foi de 76,32 g, correspondente a
concentracdo de aproximadamente 17 g.L"', a qual representa 73% de
polimero acumulado intracelularmente. No entanto, a quantidade de
unidades HV acumulada foi baixa, com apenas 2,77 g de unidades 3HV,
correspondente a concentragio de 0,64 g.L”', representando dessa forma
um actimulo de 3,7 mol% de fracdes 3HV no copolimero.
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4.2.2.2.2 Cultura em alimentacdo de nitrogénio

Da mesma forma que exposto para a cultura com caréncia em
nitrogénio, a Figura 4.17 ilustra o0 momento da limitagdo quando o
crescimento deixa de ser exponencial (12 horas) para a cultura
conduzida em alimentag@o de nitrogénio. A cultura foi realizada por um
periodo de 25 h e as caracteristicas da fase de crescimento desta cultura
sdo muito semelhantes as relatadas na cultura sob caréncia em
nitrogénio. A fase de crescimento exponencial foi caracterizada pelo
ajuste linear do logaritmo da concentracdo de biomassa, apresentado
velocidade especifica de 0,27 h'. Durante a cultura, o inicio da fase de
producdo foi acompanhado também pelo aumento da concentragdo de
oxigénio dissolvido no meio, a qual apresentou um ligeiro aumento no
momento da limitagdo, apresentando concentracdo residual de
nitrogénio de 0,184 gL'. A partir deste momento (12 horas)
determinou-se o inicio da fase de producdo, a qual teve duracdo de
aproximadamente 13 horas, e, deu-se inicio as alimentacdes de melaco
citrico, nitrogénio e 4cido propidnico para esta cultura. A Figura 4.18
ilustra o momento em que ocorreram essas alimentacdes e a
concentracdo final promovida na cultura.
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Figura 4.17 - Evolucido da biomassa total (expressa em In; m) e da concentracio
de nitrogénio (g.L’l; 0) em cultura com alimentag@o de nitrogénio na fase de
producdo
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Figura 4.18 - Evolucio das concentragdes de ART (m) em fungdo do tempo e as

alimentacdes realizadas durante a cultura com alimentacdo de nitrogénio na fase
de produgdo

Na Figura 4.19 observam-se os resultados da evolucdo das
quantidades da biomassa total e residual, proteina, concentracdo de
nitrogénio e producdo do copolimero P(3HB-co-3HV) obtido para a
cultura em alimentacdo em nitrogénio. A linha pontilhada, perpendicular
ao eixo das abscissas, representa 0 momento no qual ocorreu a limitacio
em nitrogénio. Como no experimento anterior, ocorre em duas fases
distintas.
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Figura 4.19 - Evolucdo das concentragdes de biomassa total (Xtotal; o),
residual (Xr; [1[J), proteina (Ptn; A), nitrogénio (e) e produ¢do do copolimero
(P(3HB-co-3HV; ¢) em funcdo do tempo para cultura conduzida em
alimentacdo de nitrogénio. Os pontos representam os dados experimentais e as
linhas o ajuste pelo software Lissage
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O cultivo com alimentacdo em nitrogénio apresenta evolucdo
similar aquela apresentada pela cultura em caréncia durante a fase de
crescimento. Durante a fase de producdo, obtém-se um aumento linear
da proteina e da biomassa residual, de acordo com o aporte de
nitrogénio. Este € o mesmo periodo no qual se encontra maior produ¢io
de P(3HB-co-3HV). A quantidade final de polimero acumulada foi de
54,6 g de P(3HB-co-3HV), equivalente & concentracio de 12,2 gL, a
qual corresponde ao actimulo intracelular de 43,1 % com 5,04 g de
unidades 3HV, correspondentes a 9,3 % do polimero total acumulado.

No entanto, no final do cultivo observa-se que ocorre uma
estabiliza¢do na evolugdo de proteinas, no acimulo de biomassa residual
e consequentemente na formagao do polimero. Entre as hip6teses para o
ocorrido estd uma provével limitacdo de carbono no final do cultivo, a
qual apresenta concentracio abaixo de 10 g.L'1 (Figura 4.18). Segundo
Oliveira (1999) concentragdes de substrato abaixo de 10 g.L'1 provocam
a limitacio do crescimento do microrganismo com conseqiiente
interrupg¢do no acimulo do polimero. Outra hipétese relevante € que, se
for mantida velocidade de crescimento celular constante durante a fase
de acimulo polimérico, o aumento da massa celular provoca uma
diminuicdo na velocidade especifica de crescimento celular neste
periodo, o que compromete o metabolismo microbiano e o actimulo do
polimero (ARAGAO, 1996).

4.2.2.2.3 Comparagdo entre os cultivos com caréncia e alimentacdo de
nitrogénio durante a fase de produgcdo

A Tabela 4.5 ilustra um resumo das massas de biomassa total e
residual, producdo e contetido de polimero, de proteina, tempo de
cultura e fatores de conversdo de substrato em polimero para os cultivos
realizados.
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Tabela 4. 5 - Resumo dos dados gerais obtidos nos cultivos com
caréncia e alimenta¢do de nitrogénio durante a fase de producdo do
copolimero P(3HB-co-3HV)

Estratégia Caréncia Alimentaca
0
Tempo (h) 23,2 23,5
Xiotar (8) 103,9 126,5
X: () 27,6 71,9
P(3HB-co-3HV) (g) 76,3 54,6
Proteina (g) 33,1 54,7
Volume final (L) 4,45 4,47
P(3HV) (%) 3,67 9,33
P(3HB-co-3HV) (%) 73,4 43,1
Frodutividade de P(3HB-co-3HV) (gL' 0,74 0,53
)
Fator de conversio Ypaus-co-3uvys 0,36 0,28
Fator de conversio Ypauviac. propionico) 0,12 0,20

Observa-se na Tabela 4.5 que o resultado para o fator de
conversdo do copolimero P(3HB-co-3HV) apresentou valor superior
para a cultura em caréncia de nitrogénio (0,36) comparada a cultura com
alimentacdo (0,28). A produtividade em P(3HB-co-3HV), ao longo de
toda a cultura, também apresentou valor superior para cultura em
caréncia (0,74 gL 'h') comparada i cultura com alimentagio de
nitrogénio (0,53 g.L'l.h'l). Levando em consideracdo o contetdo de
polimero, observa-se também menor porcentagem de actimulo obtida
para cultura em alimentacdo (43,1%) comparada a cultura submetida a
caréncia (73,4%). No entanto, quando se avaliam os resultados para o
fator de conversdo das unidades 3HV, observa-se que a cultura com
alimentacdo em nitrogénio apresentou valor ligeiramente superior (0,20)
a cultura submetida a caréncia (0,12), fator justificado também pela
maior porcentagem de acimulo das unidades 3HV para esta cultura.

O efeito de varias estratégias de alimentacdo em nitrogénio na
producdo de P(3HB-co-3HV) em culturas de C. necator DSM 545
também foi estudado por Ramsay et al. (1990). Os resultados obtidos
neste trabalho mostram-se comparaveis aos obtidos por estes autores em
relacdo a porcentagem das unidades 3HV acumuladas, os quais
obtiveram 5 mol% de 3HV por mol de PHA para cultura em caréncia,
enquanto as culturas com alimentacdo de nitrogénio durante a fase de
acimulo, mostraram-se mais favordveis a produgdo do copolimero, com
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fracado de 3HV final de 13 mol% e fator de conversio de dacido
propidnico em 3HV de 0,15 molzpv/molsc. prop.. A andlise do fator de
conversdo de substrato em polimero, mostrou que uma fracdo do dcido
propidnico poderia, via acetil-CoA, ser convertido em unidades 3HB por
vias similares do metabolismo da fonte principal de carbono. Dessa
forma, a producdo do copolimero foi favorecida pelo uso da estratégia
de alimenta¢do de nitrogénio em que o crescimento celular foi mantido,
mesmo durante a fase de acimulo de polimero, melhorando dessa forma
a composicdo molar do polimero que obteve maior fracdo de unidades
3HV.

A estratégia de alimentacido do nutriente limitante durante a fase
de producgio também foi estudada por Bitar e Underhill (1990) e Aragao
et al. (1996). Eles utilizaram alimentacdo de nitrogénio e obtiveram
também maiores produtividades de polimero comparadas com culturas
sem adicdo de nitrogénio na fase de produgdo. Da mesma forma, a
adicdo de pequenas quantidades de nitrogénio durante o periodo de
actimulo permitiu um pequeno, porém constante crescimento de células,
o que levou a producgdo de grandes quantidades de polimero no estudo
de Koyama e Doi (1993). No que diz respeito a produtividade em
polimero, os resultados encontrados para este trabalho ndo estdo de
acordo com os resultados encontrados na literatura. Isso pode ser
justificado, considerando-se o fato de que a quantidade de nitrogénio
adicionada durante a fase de producdo para manutencdo de crescimento
residual do microrganismo C. necator gerou um elevado aumento da
massa celular, provocando uma diminui¢do na velocidade especifica de
crescimento celular com o comprometimento do metabolismo
microbiano e o acimulo do polimero. Além disso, conforme visto
anteriormente, em altas concentra¢des de nitrogénio no meio, o acetil-
CoA ¢ preferencialmente conduzido a formacao de biomassa, reduzindo
a viabilidade celular em gerar unidades 3HB, ocorrendo dessa forma
acréscimo no actiimulo das unidades 3HV em detrimento da redugdo na
geracdo do mondmero 3HB (LEE, 2008).

Através deste estudo, demonstrou-se que a estratégia de pequena
alimentacdo de nitrogénio durante a fase de produgdo de P(3HB-co-
3HV) por C. necator melhorou a composi¢do molar do polimero, no
entanto o aumento de produtividade do cultivo ndo foi observado. Dessa
forma, sugere-se a realizacdo de novas estratégias de alimentacdo em
nitrogénio uma vez que dados literdrios comprovam o aumento da
produtividade e pelo fato de nosso estudo ter comprovado a melhoria da
composi¢cdo molar do copolimero.
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4.3 Transferéncia de oxigénio

Estudos sobre a transferéncia de oxigénio durante o cultivo de C.
necator foram realizados para estimar parametros respiratorios como:
velocidade especifica de respiracdo (QO,), coeficiente de transferéncia
global de oxigénio (k a), velocidade especifica de consumo de oxigénio
para manutengdo celular (m,) e fator de conversio de oxigénio em
células (Ygo), necessdrios para o estudo de crescimento da bactéria sob
diferentes condicdes. Os estudos foram realizados para descrever o
comportamento do microrganismo C. necator durante as fases de
crescimento e de producdo do copolimero P(3HB-co-3HV) nas
diferentes fontes de carbono testadas, e, dessa forma, comparar os
cultivos.

4.3.1 Constante de atraso (kp) do oxigénio dissolvido

O atraso na resposta € devido ao tempo necessdrio para que OD
no liquido seja difundido através da membrana do eletrodo, que isola o
meio liquido da superficie do citodo (onde o oxigénio é reduzido
gerando o fluxo de elétrons). Além disso, pode existir também uma
pelicula estagnada, dependendo das velocidades de passagem de liquido
pela superficie do eletrodo (SCHMIDELL, 2001).

Em nossos estudos, o teste degrau para verificar o atraso da sonda
foi realizado em meio de cultura, antes da inoculagdo do microrganismo,
sob as condicdes de aeragdo e agitacdo de operacdo maxima submetidas
durante a realizagdo dos cultivos. Como a inten¢do era apenas
determinar a constante de atraso da sonda, sem a interferéncia do filme
liquido, o meio de cultura foi intensamente agitado. Também foram
realizados testes para verificar o tempo de uso da membrana, uma vez
que os processos de operacdo durante o cultivo e processos de
esterilizacdo podem danificar a membrana do eletrodo comprometendo
o acompanhamento do OD e aumentando o atraso do sinal da sonda,
ocorrendo dessa forma erros na determina¢do do kja e QO, com
conseqiiente necessidade de corregao.

A resposta do eletrodo, obtida através de teste degrau realizado
com o primeiro uso da membrana em meio de cultura sob agitacio de
950 rpm e a aeracdo de 1 vvm, apresentou, para a constante de atraso, o
valor foi de aproximadamente 500 h™, equivalente a 7,2 s (Figura
4.20). O fabricante do eletrodo apresenta um tempo variando entre 45 e
90 s para 98% da resposta, que certamente foi determinado em
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condi¢des de agitacdo. Como se observa, o resultado obtido sob agitacio
estd de acordo com a especificacdo de fabrica.
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Figura 4. 20 - Teste degrau, com o eletrodo inicialmente zerado com N,,
colocado em meio de cultura saturado com O, e sob agitacdo, a 35 °C: resposta
do eletrodo em funcao do tempo (a) e determinacao do tempo de resposta (b)

Segundo Schmidell (2001) sdo comuns sensores razoavelmente
rdpidos apresentarem 90% da resposta em 20 s, atendendo, também, a
essa especificacio, o que pode ser observado na Figura 4.20.

A Tabela 4.6 apresenta a resposta para os valores de k, obtidos
através da realiza¢do do teste degrau efetuado para verificar o nimero
de vezes que a membrana da sonda de oxigénio poderia ser utilizada
sem provocar alteracdes na determinacgdo dos valores de kj a.

Tabela 4. 6 - Resposta da constante de atraso da sonda conforme o
nimero de vezes que a sonda foi utilizada

Utilizagdo k, (hh Coeficiente de
correlagdo R’

1* utiliza¢do 498,84 0,9908

2* utilizag¢do 390,07 0,9864

3" utilizagdo 301,32 0,9951

4* utiliza¢do 24743 0,9951

A Figura 4.21 apresenta uma correla¢do entre o tempo de uso da
membrana versus a resposta da constante de atraso da sonda. Observa-se
na Figura 4.21, uma redugdo dos valores de k, da ordem de
aproximadamente 90 a 100 h™' conforme as trés primeiras utilizacdes da
membrana que apresentaram valores de k, de 498,84 h'l, 390,07 h'e
301,32 h' para a 1% 2° e 3" utilizacdo respectivamente. A quarta
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utilizacdo da membrana apresentou valor de k, de 247,43 h', com
redugdo na ordem de 50 h' de sua utilizacdo anterior.
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Figura 4. 21 - Variacao entre os valores de k;, (h™") conforme o tempo de
utilizacdo da membrana

Tal procedimento permitiu concluir que, apesar da sonda
apresentar resposta razoavelmente rdpida (obteve-se 90% da resposta em
20 segundos) no teste degrau para todos os ensaios, 08, valores do k,
apresentaram-se na ordem de aproximadamente 247 h™' j4 na quarta
utilizacdo da membrana. Observa-se dessa forma que estes valores de k,
podem estimar precisamente, sem necessidade de correcdo, apenas os
valores de kja inferiores a aproximadamente 123 h’'. Segundo
Schmidell (2001), para as sondas que apresentam valores de k, duas
vezes superior ao kja, pode-se estimar, com uma razodvel precisdo, sem
a necessidade de correcdo, os valores de kja durante o cultivo. Acima
desses valores de kja, os erros tornam-se muito elevados, exigindo que
se efetue a correc@o propostas pela Equacdo (3.17 — item 3.6.4). Sabe-se
através do acompanhamento da andlise da transferéncia de oxigénio de
experimentos anteriores que os valores de kja durante cultivo com C.
necator para producdo de P(3HB-co-3HV) aumentam até a ordem de
aproximadamente 250 h'. Dessa forma, para evitar erros muitos
elevados na determinacdo tanto dos valores de k;a quanto dos valores de
QO,, bem como evitar prejudicar o sistema de transferéncia de oxigénio
devido ao estado da membrana, definiu-se 0 uso maximo de quatro
vezes para as mesmas. A andlise para determinagio do k;, para as demais
utilizacdes da membrana encontram-se no Anexo I, Figuras A.8.
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4.3.2 Corregdo do kLa em funcdo do atraso na resposta do eletrodo

Para avaliar a necessidade de correcdo dos valores de kja devido
ao atraso na resposta do eletrodo, as Figuras 4.22 (a), (b) e (c)
apresentam grificos com a variagdo da concentracdo real de oxigénio
dissolvido (C) (Equacdo 3.16 — item 3.6.4) e a concentracio prevista
pela sonda (Cp) (Equacgdo 3.13 - item 3.6.3), em funcdo do tempo, para
os valores de kra de 30, 162 e 252 h'! (nas vazodes de 0,30, 0,50 e 1,0
vvm, respectivamente, determinados conforme item 4.3.4), e para o kp
de 498,82 h’ (item 4.3.2), obtido em experimento realizado com
primeiro uso da membrana. Nesses grificos pode-se observar que o
eletrodo acompanha muito bem os valores reais. A constante de atraso
(kp) foi cerca de 2 vezes superior ao kja na maior vazao utilizada para o
estudo de transferéncia de oxigénio (1,0 vvm). Neste caso, conforme
indicado por Schmidell (2001), ndo h4 necessidade de correcdo dos
valores de k; a.

Um limite com razodvel precisdo, sem a necessidade de corre¢do
seria para um valor de kp duas vezes superior ao valor do kpa
(SCHMIDELL, 2001), o qual foi obtido por este experimento, com a
primeira utilizacdo da membrana, e essa condi¢do cobre uma faixa
bastante ampla de kja para aplicacdo em bioreatores agitados.
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Figura 4. 22 - Variacio da concentrago real de oxigénio dissolvido (C.Cs") e
sinal do eletrodo (Cp.CS'l), durante execucdo do método dinamico. Simulacdo
da Equagdo 4.4 e Equagdo 3.13 para valores de k; a e kp para a primeira
utilizacdo da membrana
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As Figuras 4.23 (a), (b) e (c) apresentam graficos com a variagio
da concentragdo real de oxigénio dissolvido (C) e a concentragdo
prevista pela sonda (Cp), em fungdo do tempo para os valores de k;a de
72, 167 e 233 h! (nas mesmas vazoes de ar avaliadas anteriormente, ou
seja, 0,30, 0,50 e 1,0 vvm, respectivamente), e para o kp de 247,03 h’l,

obtido em experimento realizado com a quarta utilizacdo da membrana
do eletrodo polarografico, utilizando melago citrico como fonte de
carbono, para ilustrar uma situagdo onde seria necessdria realizar a

correcdo os valores de kj a.
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Figura 4. 23 - Variacio da concentraco real de oxigénio dissolvido (#, C.Cs")
e sinal do eletrodo (m, Cp.Cs’l), durante execu¢@o do método dindmico.

Simulagdo da Equagéo 3.16 e Equag@o 3.13 para os valores de k; a e kp para a
quarta utilizagcdo da membrana

Através da andlise dos dados da Tabela 4.6 e da andlise da Figura
4.23, observa-se que o valor de k;, obtido através da quarta utilizagdo da
membrana pode estimar precisamente, sem necessidade de correcao,
apenas os valores de kja inferiores a aproximadamente 123,5 h™. Acima
desses valores de k; a, observa-se na Figura 4.23 (b) e (c) que os erros na
determinacdo do kja apresentam desvios muito elevados, exigindo que

se efetue a devida correcg@o.
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4.3.3 Determinagdo do kLa e do QO2X durante o cultivo

A Figura 4.24 € apresentada uma curva tipica obtida durante a
execucdo do método dinadmico, que foi utilizado para a determinacio do
QO,X para um determinado tempo de cultivo, onde C, corresponde a
concentracdo de oxigénio inicial, ou seja, antes da aeragfo ser cessada, t,
€ o tempo no instante da interrup¢do da aeracdo, a partir do qual C
comega a diminuir até que se atinja certo valor C,;, € t; € o instante em
que a aera¢do € retomada nas condi¢des que estava sendo praticada.

35

Cy -\

2.5 A
y =-0.0796x + 5.2303

R’ =099

S}
L

o
»
»
*»
»
-
-
N Qo
- Q0,X =0,0796 mg0,.L".s
-
-
-
-
»

C (mgO2/L)

0.5 4

T
0 50 100 150
Tempo (s)

200 250 300

Figura 4. 24 - Variacdo da concentra¢do de oxigénio dissolvido com o tempo

Tal procedimento deve levar um tempo relativamente curto, nio
demandando mais do que alguns minutos para sua execucio, tempo este
que depende obviamente do instante da fermenta¢do, ou mais
propriamente da concentracdo celular existente. Assim sendo, durante
este intervalo de tempo, pode-se supor que ndo haja alteracdo da
concentragdo celular (X), assim como deve ser mantido constante o
valor de QO,. Nessas condicdes, para o trecho sem aeracdo (Equacio
3.3 - item 3.6.1), o produto QO,X deve ser constante. Dessa forma, a
Equacdo (3.4 - item 3.6.1) prevé que a partir do instante t, = (C = Cy),
deve ocorrer uma variacdo linear de C com o tempo, reta cujo
coeficiente angular € igual a (-QO,X), resultando assim determinado
valor de QO,, conhecendo-se o valor de X neste instante. Como se pode
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observar na Figura 4.24, ndo ocorre variacio linear desde o instante da
interrupcao da areacdo, pois hd um certo periodo em que ainda existem
bolhas de ar no seio liquido e, portanto, ainda ocorre alguma
transferéncia de O,.

Para a determinag@o do coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio (kpa), em uma dada condi¢do de agitacdo e aeracdo, a
injecdo de ar € retomada quando a concentracdo de O, esteja ainda em
valores superiores ao critico (valor critico seria aquele no qual essa
concentra¢do ja inibe a plena respira¢do das células, considerando-se
que este valor estd entre 20 e 30% de OD, em relacdo a concentracio de
saturacdo para o microrganismo em estudo). Durante os instantes da
retomada da aeracdo, com o conseqiiente aumento da quantidade de
oxigénio dissolvido, considera-se que a velocidade de respiracdo
(QO,X) € constante, ou seja, ndo tenha sido afetada.

Dessa forma, plotando-se os dados da concentracdo de oxigénio
dissolvido (C) correspondente a retomada da aeracdo versus o tempo
com auxilio do software Statistica 6.0 e através da Equacdo (3.8 - item
3.6.1), obtém os valores para o k; a, como exemplificado na Figura 4.25.
Deve-se lembrar aqui que, para o instante inicial de retomada da

aeracdo, ou seja, para f =1,, tem-se C = C,; (Figura 4.25)

Model: var2=3,2339-(3,2339-1,6125)*Exp(-kla*var1)
y=3,2339-(3,2339-1,6125)*exp(-(,035064)*x)
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Figura 4. 25 - Determinagdo do coeficiente volumétrico de oxigénio (ki a)
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Observou-se que em estdgios mais avancados do cultivo, a
execug¢do do método dindmico pode levar a concentragdo de OD a niveis
criticos. Nesses estdgios mais avangados, pode-se observar que apds a
retomada da aeracdo a concentragdo de OD estabiliza-se num patamar
superior ao do inicio do ensaio, indicando um consumo de O, inferior ao
que havia antes da interrupcdo da aeracdo, caracterizando um efeito
prejudicial ao metabolismo. A diminui¢do nos niveis de OD somente foi
verificada na fase de producgdo do cultivo, fase na qual o microrganismo
diminui sua velocidade de crescimento e consequentemente sua
velocidade de consumo de oxigénio. Assim, como a concentragdo critica
de OD no meio estd préoximo dos 30% da saturacdo para o
microrganismo em estudo, pode-se atingir no interior das células valores
mais baixos ainda. Em casos mais avancados do cultivo, na retomada da
aeracdo, pode ainda ocorrer uma queda brusca na concentragdo de OD
medida no eletrodo devida ao inicio do processo de mistura do meio
pobre em oxigénio da base do bioreator, onde a biomassa se acumulou,
com o restante do meio da parte superior, durante o restabelecimento da
hidrodindmica. Nesses casos, esses pontos experimentais devem ser
desconsiderados na determinacdo do kia durante o periodo de
instabilidade, determinado como tempo de mistura para restabelecer o
sistema.

4.3.4 Corregdo do kLa e do Q02 em funcdo do atraso na resposta do
eletrodo

Na Figura 4.26 apresentam-se os dados experimentais da
concentracdo de O, dissolvido de um ensaio dindmico num determinado
tempo de cultivo para produ¢do de P(3HB-co-3HV) pelo microrganismo
C. necator. Também estdo locados, no primeiro trecho, a simulacdo dos
pontos tedricos (Equacdo 3.4 — item 3.6.1) e os dados experimentais
corrigidos do atraso na resposta (Equacdo 3.15 — item 3.6.4), utilizando
o kp obtido para a quarta utilizagio da membrana (247,03 h™), valor o
qual apresentou necessidade de correcdo. No segundo trecho, estdo
também locados a simulacdo dos pontos tedricos (Equagdo 3.7 — item
3.6.1) e os dados experimentais corrigidos para o atraso na resposta do
sensor (Equagdo 3.17 — item 3.6.4), para avaliagdo dos valores de kj a.
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Figura 4. 26 - Dados experimentais do método dindmico (Cp) obtidos em
cultivo para produ¢do de P(3HB-co-3HV) por C. necator. A curva vermelha
corresponde aos dados tedricos (Cteor) e a curva tracejada representa os valores
de Cp corrigido o atraso devido ao tempo de resposta (Cpor)-

No primeiro trecho da Figura 4.26, verificou-se que a Equacdo
3.15 ndo ajustou bem os dados experimentais. O motivo para isso foi o
valor muito baixo do kp. Independente disso, desconsiderando-se os
pontos iniciais do estado transiente devido a existéncia de bolhas de ar
em instantes seguidos a interrupcdo da aeracdo (ndo previstos pela
Equacgdo 3.15), tanto os dados experimentais, quanto os seus valores
corrigidos, acompanham bem os valores de C tedricos. Para tempos
elevados no ensaio, o termo (kp*ekp ! da Equagdo 3.15 torna-se
desprezivel, obtendo-se uma reta paralela a representada pelos pontos
tedricos (Equacdo 3.4), podendo-se estimar o valor de QO,X através do
sinal do eletrodo {Cp = f (t )} (SCHMIDELL, 2001). Igualmente para
valores elevados de k, (sonda rdpida), as Equagdes (3.4) e (3.15) seriam
coincidentes.

Na retoma da aeracdo (Figura 4.26), depois do estado transiente
devido a mistura, observa-se que os dados experimentais corrigidos
(Cpeorr) acompanham bem os valores tedricos previstos pela Equacdo
3.7. No entanto, os valores experimentais (Cp) ndo acompanham bem
estes valores tedricos. Segundo estudos realizados por Badino Jr. et al.
(2000), para valores de kja elevados, como € o caso em bioreatores
agitados, a diferenca entre o C tedrico e o Cp lido pelo eletrodo € maior.
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No caso deste trabalho, o transiente definido pelo tempo de mistura
abrange um tempo de 50 a 60 s, periodo em que os dados experimentais
devem ser desconsiderados para o cdlculo do kja. Neste espaco de
tempo, as leituras do eletrodo conseguem estabilizar e acompanhar os
valores reais. Assim, tanto os valores para QO, quanto para kja,
necessitam de correcdo em fungdo do atraso na resposta do eletrodo para
valores de k; encontrados para a quarta utilizagdo da membrana.

4.3.5 Caracteristicas gerais dos dados de k;a e QO, durante o cultivo

A seguir serdo apresentados alguns resultados da andlise de
respirometria de dois cultivos distintos, um utilizando glicose e outro
melago citrico como fonte de carbono com o objetivo de comparar o
comportamento do crescimento celular nos diferentes substratos. A
andlise de respirometria foi realizada durante a cada amostragem,
durante o cultivo, para promover a determinacdo dos parametros
respiratdrios (kpa e QO,) das células.

A Figura 4.27 (a) e (b) apresenta os dados da andlise de
respirometria durante os cultivos em glicose e melago citrico,
respectivamente, na fase de crescimento do microrganismo e na fase de
producdo do copolimero P(3HB-co-3HV).

Observa-se através da andlise da Figura 4.27 perfil similar para
ambas as culturas. Nota-se que, antes da limitacio em nitrogénio,
(indicada pela linha pontilhada), a qual ocorreu com aproximadamente
12 horas e 10 horas de cultivo, para as culturas em glicose (a) e melaco
citrico (b) respectivamente, que a velocidade de respiracdo (QO,X) é
maior em fun¢do da maior velocidade de crescimento das células. A
partir do momento da limitacdo em nitrogénio, essa velocidade decresce,
para ambas as culturas, caracterizando a fase de reducdo de velocidade e
fase estaciondria de crescimento do microrganismo, a qual corresponde
a fase de aciumulo do copolimero P(3HB-co-3HV). Também ¢&
apresentada na Figura 4.27 a velocidade especifica de respiracdo (QO,),
a qual corresponde a razdo entre a velocidade de respiragcdo da biomassa
(QO,X) e a concentragdo da biomassa residual (Xr). Esta dltima
representa a concentracdo da biomassa seca menos a concentracio de
P(3HB-co-3HV) na célula. Assim, o Xr apds a limitacdo em nitrogénio
deve ser praticamente constante em virtude das células entrarem em fase
de baixa velocidade de crescimento. Observa-se nos instantes iniciais do
processo  fermentativo, uma baixa concentracdo celular e,
consequentemente minimos valores de QO,, os quais correspondem a
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necessidade de baixas transferéncias de O, a fim de satisfazer esta
pequena demanda e, conseqilentemente baixos valores de kia. No
entanto, com o decorrer do tempo a concentracdo celular aumenta,
ocorrendo o mesmo com os valores de QO,, o qual atingird seu valor
maximo na fase exponencial (U=Upn;x) aumentando dessa forma o
consumo e a transferéncia de O, e, consequentemente os valores de kja.
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Figura 4. 27 - Dados do k;a (A), QO,X (m), QO, (e), Xt (0) e Xr (—) durante
os cultivos para produgdo do copolimero P(3HB-co-3HV) por Cupriavidus
necator utilizando como fonte de carbono glicose (a) e melago citrico (b). A

linha pontilhada representa a limitagdo em nitrogénio e inicio da fase de
produgdo
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Desta forma, como € de se esperar, as determinacdes de QO; sdo
de muito interesse, pois essa velocidade especifica estd intimamente
relacionada com o estado fisioldgico da biomassa presente no bioreator.

Observa-se ainda na Figura 4.27 (a), cultura utilizando glicose
como fonte de carbono, que o coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio (ki a) aumentou até a 14° hora de cultivo (quando ocorreu a
exaustdo total em nitrogénio), momento no qual atingiu seu valor
méximo (250 h™) acompanhando o comportamento dos valores de
QO,X para esta cultura. Logo apds a limitacdo os valores de kia
decrescem mantendo-se constante até o final do cultivo. Na andlise da
Figura 4.27 (b), cultura utilizando melago citrico como fonte de
carbono, observa-se um comportamento similar para os valores de kja,
sendo que os mesmos aumentam até o momento da limitacio em
nitrogénio (aproximadamente na 10* hora de cultivo) atingindo neste
ponto seu valor maximo (165 hh, apresentando uma reducio em seus
valores na fase de producdo do copolimero. No entanto, observa-se que
os valores de k; a para esta cultura apresentam valores inferiores quando
comparados a cultura em glicose.

Em termos de transferéncia de oxigénio, através de dados obtidos
em estudos anteriores realizados para producido de PHAs por C. necator
mostram valores de ka na faixa de 250 h™ a 100 h’' para a fase de
crescimento, enquanto que valores da ordem de 100 h' a70 h' seriam
necessdrios para a fase de aciumulo do polimero. Obviamente que, o
nimero de utilizacdes e a integridade da membrana irdo influenciar na
determinacdo do O, dissolvido e na necessidade de corre¢do dos valores
de ki a. Dessa forma, evidencia-se a necessidade do acompanhamento do
estado da membrana do eletrodo, através da determinacdo da sua
constante de atraso, a cada uso, para promover a correta estimacao dos
valores de k;a e acompanhamento do comportamento do microrganismo
durante a cultura.

4.3.6 Velocidade especifica de consumo de O2 para a manutengdo
celular e fator de correcdo de oxigénio em células

O microrganismo C. necator apresentou um consumo de oxigénio
varidvel, em funcdo do nivel de atividade observado, para manutenc¢io
de suas atividades vitais, durante o cultivo em bioreator para producio
do copolimero P(3HB-co-3HV). A Figura 4.28 apresenta os resultados
dessa varidvel de consumo (Equacgdo 3.18 — pdg. 45) para dois cultivos,
utilizando como fonte de carbono glicose (a) e melaco (b) com o
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objetivo de comparar o comportamento do microrganismo nestes
diferentes substratos.
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Figura 4. 28 - Relacdo entre a velocidade especifica de respiracao (QO, real) e
a velocidade especifica de crescimento das células (i) para a produgdo de
P(3HB-co-3HV) por C. necator a partir de glicose (a) e melaco citrico (b) como
fonte de substrato

A partir do ajuste linear, aos dados experimentais apresentados na
Figura 4.28, os valores de Ygo € o m, (Equacdo 3.18) foram de
2,30 gcél.(goz)’l e 47,10 mgOz.(gcél.h)’l, para cultivo realizado em
glicose, e de 3,60 gcél.(gOZ)'1 e 43,20 mgOz.(gCél.h)'l, quando o cultivo
foi realizado com melaco citrico como fonte de carbono. Observa-se que
o valor de Ygo € ligeiramente superior para o cultivo realizado em
melago citrico, enquanto que o valor de m, € ligeiramente inferior.
Durante a fase de crescimento o oxigénio fornecido ao sistema §é
utilizado somente para o crescimento celular enquanto que na fase de
producdo o oxigénio € utilizado tanto para o crescimento celular quanto
para a manutencdo das células que estdo produzindo o biopolimero.
Estes resultados mostram que o valor de Ygo apresentou valor
ligeiramente superior para cultivo realizado em melago em virtude do
maior acimulo de biomassa e contetido polimérico quando comparado a
cultura em glicose. Estes resultados podem ser verificados na Tabela
4.7, que apresenta um resumo geral dos dados de cultivo para ambas as
culturas.
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Tabela 4. 7 - Varidveis de cultivo avaliadas no momento da realizacio
do ensaio para determinacio de Ygo € m, para producdo de P(3HB-co-
3HV) por Cupriavidus necator

Cultura Tempo Xt (g) P(3HB- Yo m,
(h) co-3HV)  gea(20))"  mg0,.
() (gearh™)
Glicose 24,89 91,68 52,12 2,30 47,10
Melago 23,29 108,21 76,32 3,60 43,20
citrico

Os resultados encontrados para a andlise de transferéncia de
oxigénio durante o cultivo mostram a importancia da determinacdo de
pardmetros como kia, QO,, Ygo € m, €, comprovam que 0S mesmos
podem ser utilizados para acompanhar o comportamento do
microrganismo durante cultivos para produgdo de P(3HB-co-3HV) por
C. necator, através da estimativa indireta dos valores de concentracdo
celular através dos dados de velocidade especifica de respiracdo, como
também pela possibilidade de identificacdo do inicio da fase de
producio, aumentando assim a produtividade do polimero.

4.4 Modelagem Matematica

4.4.1 Modelagem do crescimento de Cupriavidus necator em meio
sintético (glicose) e melaco citrico para produgdo de P(3HB-co-3HYV)

A modelagem matematica do crescimento microbiano foi
realizada através da aplicacdo de modelos primdrios com o objetivo de
se estimar os parametros de crescimento: velocidade especifica maxima
de crescimento (Wmsx), tempo duracdo da fase lag (A) e aumento
logaritmico da populag@o (A), necessdrios para o estudo da cinética de
crescimento da bactéria sob diferentes condigdes. Os modelos de Barany
e Roberts, de Gompertz Modificado e modelo Logistico foram aplicados
e comparados quanto a capacidade em descreverem o crescimento de
Cupriavidus necator nas diferentes fontes de carbono utilizadas, glicose
e melaco citrico, com ou sem alimentacdo em nitrogénio na fase de
producio.

Dessa forma, o objetivo desta etapa foi avaliar o crescimento de
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Cupriavidus necator nas diferentes fontes de carbono testadas, residuo
da industria processadora de suco de laranja (melago citrico) e meio
sintético (glicose), e escolher um modelo matemadtico primdrio que
descreva bem o crescimento da bactéria nestes substratos. Serdo
apresentados apenas os resultados para os modelos aplicados nos
cultivos que apresentaram as melhores respostas de producdo em
P(3HB-co-3HB). As curvas de crescimento de C. necator e o resultado
da andlise estatistica para aplicagdo dos modelos primdrios aos demais
cultivos estdo apresentadas no Anexo I, Figuras A.9 a A.11 e na Tabela
A.1, respectivamente.

4.4.1.1Avaliacdo e Modelagem do crescimento de Cupriavidus necator
Os resultados das andlises estatisticas realizadas para comparagdo

dos modelos aplicados as curvas de crescimento de Cupriavidus necator
estdo apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4. 8 - Valores dos indices estatisticos para os modelos aplicados
as curvas de crescimento de C. necator nas diferentes fontes de carbono

Indices Modelos matematicos
Glicose Melaco citrico
GM° LO‘ BR® GM° L0’ BR°
MSE? 0,0114 0,0272 0,0117 0,0113 0,1938 0,0123

Fator bias 0,9774 0,9609 0,9628 0,9791 0,9490  0,9768
F.exatidao 1,0724 1,1038 1,1022 1,0539 1,1005  1,0936
R*® 0,9975 0,9934 0,9992 0,9958 0,9887  0,9956

“MSE: erro médio quadratico; PR?: coeficiente de correlag@o; “GM: Gompertz Modificado;
4LO: Logistico; °BR: Barany e Roberts

O erro médio quadrado, MSE, representa a adequacdo dos
modelos aos dados experimentais. Quanto menor o valor do MSE,
melhor o ajuste do modelo. Comparando os valores dos MSE da Tabela
4.8, observa-se que os trés modelos apresentaram um baixo valor de
MSE. Entretanto, os modelos que obtiveram a melhor predi¢do dos
dados de crescimento de Cupriavidus necator, tanto para glicose como
para melaco citrico, foi o modelo de Gompertz Modificado (GM) e o
modelo de Barany Roberts (BR), ambos apresentando valores muito
préximos. Os coeficientes de correlagdo obtidos nos modelos de GM e
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BR foram todos acima de 0,99, indicando que estes modelos
apresentaram um bom ajuste aos dados experimentais, podendo desta
forma serem utilizados para a predicdo do crescimento da bactéria. O
modelo Logistico, também apresentou bons coeficientes de correlagao,
tanto para andlise em glicose como em melaco citrico, mostrando dessa
maneira que este modelo também apresenta um bom ajuste aos dados,
sendo entretanto, ligeiramente inferior aos outros modelos testados.

O fator bias e de exatiddo fornecem uma indicacdo objetiva do
desempenho do modelo. Os valores do fator bias, para ambos os
substratos testados, estiveram bem préximos de 1. No entanto, os
valores obtidos foram inferiores a 1, indicando que o valor predito é
menor que o observado. Os valores do fator de exatiddo representam
quanto os valores preditos diferem dos valores observados em média.
Conforme aumenta esse valor, o modelo é menos exato na média, isto é,
menor a exatidao da estimativa. Os valores do fator de exatiddo obtidos
estdo proximos de 1 para todos os modelos, sendo que para os
experimentos realizados em glicose, o modelo Logistico, apresentou o
maior valor (1,1038), indicando que os valores preditos sdo em média
10% superior aos valores observados. J4 para os cultivos em melaco
citrico, o modelo Logistico também apresentou o maior valor, quando
comparado aos demais modelos (1,1005), indicando novamente uma
diferenca de aproximadamente 10% entre valores preditos e observados.
Pode-se dizer que, para fontes de carbono testadas, pela proximidade
dos valores obtidos para os diferentes indices calculados, que o modelo
de Gompertz Modificado foi o que apresentou os melhores resultados
para a predicdo do crescimento de Cupriavidus necator, e, por isso este
modelo foi escolhido, embora ndo apresente muita diferenca com os
demais modelos, para o cdlculo dos parametros de crescimento. A
Figura 4.29 apresenta o ajuste do modelo de Gompertz Modificado aos
dados experimentais do crescimento de C. necator cultivada em meio
sintético e em melago citrico. A linha pontilhada, perpendicular ao eixo
das abscissas, representa 0 momento da limitacdo em nitrogénio pelos
cultivos. A partir deste ponto, a biomassa representa tanto o crescimento
celular, quanto o actimulo do polimero.
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Figura 4. 29 - Curvas de crescimento de C. necator para produgio de P(3HB-
co-3V) expressa em In (X/X,) em fungdo do tempo cultivadas em (a) Glicose e
(b) Melago citrico. As linhas representam o Modelo de Gompertz Modificado
ajustado aos dados experimentais, com auxilio do software Matlab 7.0.

A partir das curvas ajustadas na Figura 4.31 obtiveram-se os
pardmetros Wys A € A, e os seus valores para as diferentes fontes de
carbono testadas estdo apresentados na Tabela 4.9.

Tabela 4. 9 - Parametros de crescimento obtidos pelo modelo de GM
para os cultivos realizados em diferentes fontes de carbono para a
producio de P(3HB-co-3HV)

Parametro Fonte de carbono
Glicose Melago citrico
Umax () 0,184 0,308
A" (h) 0,000 0,000
A° 3,972 4,104

* Umax: velocidade especifica maxima de crescimento;
®\: duracdo da fase lag;
¢ A: aumento logaritmico da populagéo.

Os resultados apresentados na Figura 4.29 e na Tabela 4.9
mostram que a bactéria Cupriavidus necator possui capacidade de
crescimento nas diferentes fontes de carbono testadas, apresentando
comportamento similar. Para ambas as culturas, ndo foi identificada fase
de adaptagdo da célula ao meio. Os valores de Umax para o cultivo em
meio sintético estd proximo (0,184 h’l) dos valores encontrados na
literatura, onde a faixa de crescimento se encontra em torno de 0,22 h'!
(KOYAMA e DOI, 1995). Porém, no cultivo em melaco citrico, o valor
da velocidade especifica mdxima de crescimento foi superior (0,308 hh,
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o que pode ter ocorrido em virtude do melago citrico apresentar outras
fontes de carbono, além da glicose, que podem ter sido utilizadas pelo
microrganismo para promover crescimento celular.

Quando se compara o aumento logaritmo da populagcdo (A),
observa-se que os valores foram praticamente os mesmos, apresentando
valores de 3,972 e 4,101 para as culturas realizadas em glicose e melaco
citrico, respectivamente. Com isso pode-se dizer que, 0 comportamento
do crescimento observado em melago citrico é bem préximo ao obtido
em glicose, apresentando-se dessa forma como um substrato atraente
para a produ¢do de P(3HB-co-3HB), reduzindo desta maneira os custos
de producio.

4.4.1.2 Modelagem do crescimento de Cupriavidus necator cultivado em
melago citrico com manutengdo do crescimento durante a fase de
produgdo

Nesta etapa, foi estudado o crescimento de Cupriavidus necator
utilizando melago citrico como fonte de carbono e alimentacdo de
nitrogénio durante a fase de producdo do copolimero P(3HB-co-3HV),
visando promover a manuten¢do de um crescimento residual limitado de
0,2 ng.L’l.h’1 nesta fase. Os resultados das andlises estatisticas
realizadas para comparacdo dos modelos primarios aplicados as curvas
de crescimento estdo apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4. 10 - Valores dos indices matemdticos e estatisticos para os
modelos aplicados as curvas de crescimento de C. necator nas diferentes
fontes de carbono curvas de crescimento de C. necator nas diferentes
fontes de carbono

Indices Modelos mateméticos
Melaco citrico com alimentacio de nitrogénio na
fase de produgdo

GM* LO* BR®
MSE* 9,37E-08 0,0002 0,0003
Fator bias 0,9876 0,9588 0,9790
F.exatiddo 1,1106 1,1419 1,1180
R*" 0,9950 0,9891 0,9810

“MSE: erro médio quadratico; PR?: coeficiente de correlag@o; “GM: Gompertz Modificado;
4LO: Logistico; °BR: Barany e Roberts
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Observando os valores obtidos de MSE na Tabela 4.10, nota-se
que, para todos os modelos aplicados, estes valores foram baixos. O
valor para o ajuste do modelo de Gompertz Modificado apresentou
menor valor quando comparado aos ajustes encontrados para os outros
modelos, apresentando, dessa forma, a melhor predi¢ao para os dados de
crescimento de Cupriavidus necator. O coeficiente de correlacio obtido
para o ajuste do modelo de GM foi acima de 0,99, indicando que este
modelo testado apresentou um bom ajuste aos dados experimentais. O
modelo de Barany e Roberts e o modelo Logistico, também
apresentaram bons coeficientes de correlagdo, acima de 0,98, mostrando
dessa maneira que ambos os modelos também apresentam representam
bem as curvas de crescimento, sendo, entretanto, ligeiramente inferiores
ao modelo de GM.

Em geral, os valores do fator bias para todos os modelos testados
foram semelhantes entre si e proximos a 1, sendo que as respostas para o
modelo de GM apresentou ajuste ligeiramente melhor, quando
comparado aos demais modelos, com valores em torno de 0,98. Os
valores obtidos para o fator de exatidao também apresentam respostas
semelhantes entre si para os trés modelos testados e os valores
encontrados foram superiores a 1. O modelo LO apresentou o maior
valor (1,1419), indicando que os valores preditos sdo em média 14%
superior aos valores observados. J4 para os demais modelos testados,
estes valores foram de 1,1106 para o modelo de GM, e, ligeiramente
superior para o valor de BR com valor igual a 1,1180, indicando que os
valores preditos sdo em média 11% superiores aos valores observados.

Pela proximidade dos valores obtidos para os diferentes indices
calculados, em geral, o modelo de Gompertz Modificado foi o que
apresentou os melhores resultados para predicdo do crescimento de
Cupriavidus necator em cultivo com melaco citrico como fonte de
substrato e alimentacdo de nitrogénio durante a fase de producdo para
formacdo do copolimero P(3HB-co-3HV).

A Figura 4.30 apresenta o ajuste do modelo de GM aos dados
experimentais do crescimento de Cupriavidus necator cultivado em
melago citrico com alimentagdo de nitrogénio na fase de produgao,
mantendo-se um crescimento residual na formagdo do copolimero
P(BHB-co-3HV). A linha pontilhada, perpendicular ao eixo das
abscissas representa o momento da limitagdo em nitrogénio e inicio da
fase de produgdo com alimentacdo continua de nitrogénio. A partir deste
ponto, a biomassa total corresponde tanto ao crescimento celular quanto
ao actimulo de biomassa.
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Figura 4. 30 - Curvas de crescimento de C. necator para produgio de P(3HB-
co-3V) expressa em In (X/X,) em fungdo do tempo cultivada em melago citrico
com alimenta¢do de nitrogénio na fase de produg@o. As linhas representam o
Modelo de Gompertz Modificado ajustado aos dados experimentais, com
auxilio do software Matlab 7.0.

A partir das curvas ajustadas na Figura 4.30 pelo modelo de
Gompertz Modificado, obtiveram-se os pardmetros pms, A € A. Os
valores para estes diferentes parimetros foram de 0,2564 h' para a
velocidade especifica maxima de crescimento (Uysx) € de 4,3260 para o
aumento logaritmico da populacdio (A), sendo que o cultivo ndo
apresentou fase de adaptacdo ao meio.

Como a alimentacdo em nitrogénio se dd no inicio da fase de
producido, os valores dos pardmetros de crescimento para este cultivo,
sdo proximos aos apresentados nos cultivos em melago citrico sem
alimentacdo, apresentados na Tabela 4.8 (item 4.4.1.1).

Quando se compara as Figuras 4.29 (b) (em melago citrico com
caréncia) e 4.30 (em melago citrico com alimentagdo de nitrogénio na
fase de producdo) observa-se que a bactéria apresenta o mesmo
comportamento nos dois cultivos em relacido ao crescimento. Quando se
avalia o valor de A, observa-se que a bactéria ndo apresentou fase de
adaptacdo ao meio, iniciando crescimento exponencial logo no inicio do
cultivo. Dessa forma, pode-se perceber que as velocidades especificas
mdximas de crescimento para este cultivo (0,256 h') estdo dentro da
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faixa normalmente encontrada (KOYAMA e DOI, 1995) € 0 py.x para o
cultivo realizado apenas com melago citrico (0,308 h"), com caréncia
em nitrogénio, se apresenta ligeiramente superior quando comparado a
este valor.

A duragdo de crescimento nio limitado € praticamente a mesma
para ambos os cultivos, sendo que obteve duracdo de 10,2 h, para
cultivo em caréncia em nitrogénio e de 12,0 h, para o cultivo com
alimentacdo de nitrogénio. Depois desse tempo, no cultivo realizado
com caréncia de nitrogénio, a bactéria entra em fase estaciondria e
estabiliza seu crescimento até o final da cultura, apresentando um
aumento logaritmico da populagdo (A) em torno de 4,104.J4 no cultivo
com alimenta¢gdo em nitrogénio, durante a fase de producdo, a bactéria
foi mantida sob um crescimento residual em torno de 0,2 gxf.L'l.h'l,
verificando-se dessa forma um aumento logaritmico da populacido (A)
superior ao cultivo em caréncia e em torno de 4,326. Dessa maneira,
demonstra-se que provavelmente o acimulo de biomassa tenha sido
maior, ji que a limitagdo do crescimento ocorreu com praticamente a
mesma concentracdo de biomassa (em torno de 12 g.L'l) e praticamente
no mesmo momento.

4.4.2 Utilizacdo do modelo de Gompertz Modificado para prever o
momento da limitagcdo da cultura

Como mostrado no item anterior, o modelo de Gompertz
Modificado foi o que apresentou os melhores ajustes para descrever os
pardmetros de crescimento (Ung, A € A) de C. necator em todas as
condi¢des de estudo testadas. Como a producdo de P(3HB-co-3HV) estd
relacionada a limitacdio do crescimento e alimentacdo de 4acido
propidnico como precursor das unidades 3HV, utilizou-se as equagdes
do modelo para a definicio do momento da limitacdo do crescimento, a
fim de definir o momento exato do inicio da fase de producéo e, assim,
evitar desperdicios do precursor e auxiliar numa maior producido do
polimero pela célula. O modelo de Gompertz Modificado é um modelo
sigmoidal, com um ponto de inflexdo coincidente com o momento em
que a velocidade é mdxima.

Dalcanton (2006) propds uma metodologia para se identificar o
momento da limitacdo em nitrogénio no cultivo baseando-se no
momento em que a velocidade especifica de crescimento € maxima.
Para se conhecer esse momento, se fez a derivada da equagado fornecida

pelo modelo de GM, onde foi possivel definir o momento em que a
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velocidade especifica de crescimento é maxima e relacionar esse dado
com o momento da limitagdo de nitrogénio para que haja entdo o pulso
da fonte de carbono e alimentagdo continua do 4cido propidnico para
promover a producdo do copolimero P(3HB-co-3HB). No caso do
cultivo com alimentacdo de nitrogénio, a defini¢do deste momento serd
importante para o inicio da alimentacdo deste nutriente durante a fase de
producio.

A derivada da equagdo de Gompertz Modificado € representada
pela Equacio (4.5) (Dalcanton, 2006)

%za(exp(— explb—ct)))= explb — 1)) ¢) 0.3)

onde: a=A; b:Ml‘i‘l; c= Hinax €
A A

Os dados para os pardmetros de crescimento de Cupriavidus
necator (Umax; A € A) obtidos nos itens anteriores para os cultivos em
glicose, melaco citrico (item 4.4.1.1 — Tabela 4.9), e melaco citrico com
alimentacdo de nitrogénio na fase de producdo (item 4.4.1.2), foram
utilizados para o célculo da velocidade especifica de crescimento
conforme descrito na Equacdo (4.5).

A Figura 4.31 apresenta o grafico da derivada da equacdo de GM
em fun¢do do tempo (Equacdo 4.5) e o consumo de nitrogénio ao longo
da cultura, para os experimentos utilizando a glicose e o melaco citrico
como fonte de carbono, com ou sem alimentacdo de nitrogénio.
Novamente serdo apresentados neste item apenas os cdlculos para os
cultivos que apresentaram os melhores resultados em glicose e em
melaco citrico. Os resultados para os demais cultivos estdo apresentados
no Anexo I, Figura A.14.

A partir da Figura 4.31 € possivel observar o momento em que
derivada é médxima, que corresponde a velocidade especifica maxima de
crescimento em cada cultivo, ou seja, onde ocorre o pico na curva, e
compard-lo ao momento em que ocorre o inicio da limitacio em
nitrogénio. Os dados obtidos para velocidade médxima especifica e para
o momento da limitacdo para cada cultivo expressos na Figura 4.31
estdo apresentados na Tabela 4.11.
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Figura 4. 31 - Evolugao do p pelo tempo (==) e consumo de nitrogénio pelo
tempo () nos cultivos utilizando como fonte de carbono (a) glicose, (b) melaco
citrico e (c) melago citrico com alimentacdo de nitrogénio na fase de producao

Tabela 4. 11 - Tempo de cultivo no qual a velocidade especifica de
crescimento € mdxima e onde ocorre a limitacdo de nitrogénio, nas
culturas utilizando diferentes fontes de carbono como substrato. glicose
e melaco citrico, para producdo de P(3HB-co-3HV)

Culturas Tempo (h) Limitagdo Diferenca de
onde sy de N (h) tempo onde
Mmax €
limitacdo em N
(h)
Glicose 8,00 12,0 4,0
Melago (caréncia 4,00 10,2 6,2
nitrogénio)
Melago (alimentagio 6,00 12,0 6,0
nitrogénio)

Avaliando os dados da Tabela 4.11 é possivel relacionar o
momento em que a velocidade especifica de crescimento é mdxima e o
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momento em que se inicia o processo de limitacdo em nitrogénio, e,
consequentemente o inicio da fase de produ¢do do copolimero. A partir
do momento em que a bactéria atinge s, a fase de produgdo do
polimero inicia-se logo depois de aproximadamente 5,40 (+1,4) horas.
Estes resultados apresentam-se semelhantes aos resultados encontrados
por Dalcanton (2006), que observou que a partir do Wy, a fase de
producio  do  polimero  inicia-se  apds  aproximadamente
5,04 (£0,27) horas. Esse comportamento foi observado em ambos os
cultivos apresentados na Figura 4.31, nos quais foram utilizadas
diferentes fontes de substrato, com administragdo de 4cido propidnico
na fase de produgao para induzir a formacdo do copolimero.

Com estes resultados, pode-se prever o momento da limitacdo de
nitrogénio a partir do momento em que a velocidade especifica de
crescimento € maxima, auxiliando assim no momento exato para
administrar a alimentacdo de carbono, para promover alto contetido de
substrato para acimulo do polimero, e, iniciar também a alimentag¢ao
continua de dcido propidnico como co-substrato para acimulo do
copolimero evitando dessa forma desperdicios em vista do seu alto custo
e evitando que este co-substrato seja utilizado para o crescimento ao
invés da producdo de copolimero caso seja administrado antes do
momento da limitacdo. Da mesma forma, no cultivo com manutengio
residual de crescimento na fase de producdo, pode-se determinar o
momento exato da limitagdo e conseqiientemente submeter o cultivo a
alimentacdo continua de nitrogénio provendo desta forma maior
actimulo do copolimero.

4.5 Extracao e Caracterizacio do P(3HB-co-3HV)

PHAs despertam grande atencdo devido as suas caracteristicas,
muito préximas as de pldsticos petroquimicos, além de sua completa
biodegradabilidade. As propriedades fisicas do homopolimero P(3HB)
(Tg= 4°C, Ty= 177°C, e 60-80% de cristalinidade) assemelham-se as
propriedades fisicas do polipropileno (PP) (T,= -10°C, T,= 176°C, ¢
60% de cristalinidade). No entanto, sabe-se que o P(3HB) é um material
rigido e quebradigco e isso tem, portanto, limitado suas aplicagdes. A
incorporacdo das unidades 3HV na cadeia polimérica de copolimeros
P(BHB-co-3HV) melhora as propriedades fisicas e diminui a
cristalinidade do copolimero, formando um plastico mais flexivel e mais
atrativo industrialmente (DOI, 1990).
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Inimeros estudos sdo realizados para caracterizacdo destes
polimeros. Em estudos realizados por Anderson e Madden (1998)
perceberam-se diferencas no ponto de fusdo do polimero de acordo com
a fracdo molar de 3HV acumulada, sendo que este valor tende a
diminuir com o aumento da incorporagdo das unidades 3HV.

Estdo apresentados a seguir os resultados referentes a
caracterizagdo do polimero P(3HB-co-3HV) obtido, apds processo de
extracdo, produzido a partir das diferentes fontes de substrato
administradas (glicose e melago citrico). Nesta etapa, buscou-se realizar
a caracterizacdo dos mesmos e compara-los com os polimeros padrdes
produzidos industrialmente.

Os resultados de extracdo dos polimeros foram comparados pela
porcentagem de recuperacio, porcentagem de pureza e caracterizacio
dos filmes obtidos. Apds a obtencdo dos filmes nos diferentes substratos
estudados, foi possivel determinar as porcentagens de pureza e
conseqiientemente as porcentagens de recuperacdo dos filmes de
P(3BHB-co-3HV). A Tabela 4.12 apresenta uma comparagio entre as
porcentagens de pureza e recuperacao dos filmes obtidos pelo método de
extracdo descrito por Dalcanton (2006).

Tabela 4. 12 - Porcentagem de pureza e porcentagem de recuperacdo
dos filmes obtidos

Amostra de polimero % % % HV
pureza  recuperagio
P(3HB-co-3HV) — Glicose 96 92 4.4
P(3HB-co-3HV) - Melago citrico 94 89 3,7
P(3HB) Industrial 98 94 -

A partir da determinacdo da porcentagem de P(3HB-co-3HV)
acumulado intracelularmente, analisado por andlise cromatografica, foi
possivel obter a porcentagem de pureza (Equagdo 3.19) dos filmes
obtidos nos cultivos com diferentes fontes de substrato utilizadas. Como
pode ser observado na Tabela 4.12, o filme obtido apds a extragdo do
padrio P(3HB) da PHB Industrial foi o que apresentou maior
porcentagem de pureza (98%). Para o copolimero P(3HB-co-3HV)
obtido a partir do cultivo em glicose (96%) e melaco citrico (94%) essa
porcentagem foi aproximadamente a mesma. Sabendo-se a pureza dos
filmes, € possivel calcular a porcentagem de recuperacdo (Equacdo 3.20)
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pela massa de filme obtida ap6s a extracdo, onde novamente o polimero
P(3HB) Industrial apresentou a maior recuperacdo, com 94% de
polimero recuperado. Para os demais cultivos, a porcentagem de
recuperacdo do copolimero foi de 92% para o cultivo em glicose e 89%
para o cultivo em melaco citrico. Analisando-se os filmes pelas
porcentagens de pureza e recuperacdo, pode-se dizer que os copolimeros
extraidos apresentaram bons resultados comparados ao padrdo comercial
extraido P(3HB) Industrial.

A andlise de TGA, além de determinar a temperatura de
decomposi¢do dos filmes também é importante para caracterizar o grau
de pureza de um polimero, porque rastreia possiveis impurezas que
surgem durante o processo de extragdo de P(3HB) do interior das células
e até mesmo no processo de cultivo da bactéria (CAMARGO, 2003).

A Tabela 4.13 apresenta a porcentagem de perda de massa obtida
para cada condi¢do de filme testada, onde os dados obtidos foram
comparados com os resultados de cromatografia gasosa.

Tabela 4. 13 - Porcentagens de perda de massa obtidas através da
andlise termogravimétrica (TGA) para os filmes de P(3HB-co-3HV)
obtidos em cultivos realizados com diferentes substratos e para o filme
de P(3HB) Industrial

Amostra de polimero % de perda de massa
P(3HB-co-3HV) — Glicose 97,5
P(3HB-co-3HV) - Melago citrico 96,0
P(3HB) Industrial 98,2

A porcentagem de perda de massa apresentada na Tabela 4.13
representa a degradacdo total do filme de P(3HB), sendo que a parte ndo
degradada € referente as impurezas. Os dados obtidos de porcentagem
de pureza por cromatografia apresentados na Tabela 4.12 mostram uma
variacdo média de 2% das respostas obtidas pela andlise de TGA, para
os cultivos em glicose e melaco, sendo que para o P(3HB) a resposta foi
idéntica, confirmando dessa maneira os resultados obtidos.

A presenca de impurezas interfere em muitas propriedades finais
dos produtos acabados, como nas temperaturas de fusdo, de transicao
vitrea e cristalizagdo do copolimero, gerando mudangas na coloragdo ou
grau de transparéncia, odor e brilho do filme gerado (CAMARGO,
2003). Os filmes extraidos pelo método de extracdo sugerido por
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Dalcanton (2006) apresentaram poucas impurezas, sugerindo ser um
método eficiente, rdpido e pratico na obtencdo de biofilmes em escala
laboratorial.

Cabe ressaltar, entretanto, que este processo tornar-se-ia invidvel
para a implementagdo em escala industrial devido ao fato da toxicidade
do solvente, pela elevada demanda de solvente requerida e pelo elevado
custo deste método de extragdo. Mas este procedimento é fundamental
para os estudos na etapa de laboratério. Para aplicagdo em escala
industrial seria necessdria a otimizacdo do processo de extracdo através
da utilizacdo de solventes menos agressivos ou métodos de extracio
alternativos que reduzissem os custos de extracao.

4.5.1 Caracterizagdo dos filmes

A incorporagdo de unidades 3HV no homopolimero P(3HB) para
producdo de termopolimeros apresenta uma profunda influéncia nas
propriedades térmicas dos mesmos. Para avaliar o efeito da incorporagdo
das unidades 3HV, os filmes obtidos nos cultivos realizados com
diferentes substratos e extraidos pelo método proposto por Dalcanton
(2006) foram caracterizados por calorimetria diferencial de varredura
(DSC) e por andlise termogravimétrica (TGA). As propriedades
térmicas do filme do P(3HB) fornecido pela PHB Industrial e do
copolimero padrio P(3HB-co-3HV) da SIGMA ALDRICH com 12
mol% de 3-hidroxivalerato foram determinadas e utilizadas para
comparar as  caracteristicas dos  copolimeros  produzidos
experimentalmente com as caracteristicas dos polimeros industriais.

4.5.1.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As determinagdes realizadas pelo método de DSC foram:
temperatura de fusdo (Ty), entalpia de fusdo (AH,), temperatura de
transicdo vitrea (T) e porcentagem de cristalinidade (y.). Os resultados
da andlise térmica por DSC dos filmes obtidos nos diferentes substratos
estudados e do filme P(3HB) Industrial encontram-se na Tabela 4.14.No
Anexo III, Figuras A.1, A.2 e A.3 estdo apresentadas as curvas geradas
pela andlise de DSC para as amostras dos filmes extraidos, juntamente
com a amostra de P(3HB) Industrial.
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Tabela 4. 14 - Propriedades térmicas obtidas pela andlise de
calorimetria DSC para os filmes de P(3HB-co-3HV) obtidos em cultivos
realizados com diferentes substratos e para os filmes de P(3HB)
Industrial e P(3HB-co-3HV) SIGMA ALDRICH

Amostra de polimero T T, AH,, Xe %
o' o’ dgh (@' HV

P(3HB-co-3HV) — Glicose 165,7 -3,83 70,94 50,0 44

P(3HB-co-3HV) — Melaco 167,3 3,62 79,97 56,3 3,7

citrico

P(3HB-co-3HV) Sigma 161,0 -1,37 5941 41,8 12,0

Aldrich?

P(3HB) Industrial 1754 5,88 91,40 644 -

“Fonte: Marangoni (2000) T, — temperatura de fusio; 2Tg — temperatura de transigdo vitrea;
3AH,, — variacio da entalpia de fusdo; *xc — porcentagem de cristalizacio

Observando-se a Tabela 4.14, percebe-se que os valores para
temperatura de fusdo (T,) dos diferentes copolimeros P(3HB-co-3HV)
analisados decrescem de 167,3°C (cultivo em melago citrico) para
161,0°C (copolimero industrial), conforme aumenta o contetido de 3HV
no copolimero, mostrando que o copolimero obtido experimentalmente
neste estudo tem caracteristicas préximas ao copolimero industrial.
Estes valores de Ty, dos filmes obtidos experimentalmente apresentam
também valores inferiores ao homopolimero P(3HB) Industrial
(175,4°C), o que torna os copolimeros produzidos com caracteristicas
industriais atraentes em relacdo ao P(3HB).

Em estudos realizados por Anderson e Madden (1998)
perceberam-se diferencas na T, do copolimero de acordo com a fragdo
molar das unidades de 3HV. Além disso, alimenta¢des prolongadas de
acido propidnico como precursor para incorporacdo das unidades 3HV
podem afetar a porcentagem de cristalizacdo, aproximando-se do valor
obtido ao homopolimero P(3HB).

Como os copolimeros produzidos experimentalmente apresentam
3,7 mol% de 3HV (cultivo melago citrico) e 4,4 mol% de 3HV (cultivo
glicose) e o copolimero industrial possui 12 mol% de 3HV, estes
resultados estdo de acordo com Lee (1996a), onde se apresenta que a Ty,
diminui com o aumento da quantidade de 3HV incorporada ao
copolimero. Em outros estudos realizados por Zhang e Wang (1994) foi
observado que apenas 3 mol% de conteido de 3HV j4 se pode diminuir
em até 13 a 14°C a T, do copolimero em relacdo ao homopolimero, o
que pode ser observado na comparacdo dos copolimeros produzidos ao
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P(3HB) Industrial testado, apresentando uma reducdo de
aproximadamente 9°C na T,, para ambos os cultivos. Os dados de T,
obtidos pela andlise de DSC foram similares aos dados de T, de
copolimeros P(3HB-co-3HV) aleatérios produzidos por outros autores
(BLUHM et al., 1986; AKHTAR, 1988; SCANDOLA et al., 1992;
SAVENKOVA, 2000; MARANGONI, 2000; SQUIO, 2003; KEENAN,
2004). A minima temperatura de fusdo encontrada para o copolimero
P(3HB-co-3HV) reportada na literatura foi de 75°C com
aproximadamente 40 mol% de unidades 3HV (KUNIOKA et al.,1989).
O valor para a T, encontrado para o P(3HB) Industrial (175,4°C)
também estd de acordo com a literatura que cita valores no intervalo de
174°C a 180°C (ANDERSON e DAWES, 1990; GOMEZ ¢ BUENO
NETO, 1997).

A T, € uma caracteristica muito importante desde que a
temperatura na qual ocorra a degradacdo molecular do polimero nio
decresca na mesma extensdo com a incorpora¢do do conteido 3HV,
caso contrdario a diferenca global entre a temperatura de inicio de
degradacdo térmica (T;) e a T, do polimero se torna muito baixa,
dificultando dessa forma a processabilidade dos filmes formados
(SAVENKOVA, 2000). A T, obtida para as amostras de P(3HB-co-
3HV) produzidas experimentalmente a partir de C. necator apresenta
valores favordveis para perspectivas futuras de processamento destes
polimeros.

As temperaturas de transi¢do vitrea (T,) encontradas para os
diferentes filmes extraidos estdo de acordo com os dados pesquisados na
literatura, que se encontram entre -5°C a 5°C, decrescendo ligeiramente
com a incorporacio das unidades 3HV (ANDERSON e DAWES, 1990).
Segundo Lucas et al. (2001), quanto mais baixa é a temperatura de
transi¢dlo vitrea, mais flexivel é o polimero. A mudanga na T, para as
amostras analisadas neste estudo apresentaram um perfil de declinio em
seus valores quando comparados ao homopolimero P(3HB) Industrial.

Os graus de cristalinidade foram calculados a partir dos valores
de entalpia de fusdo e entalpia de cristalizacdo, considerando que a
entalpia de fusdo para o PHB 100% cristalino é de AH’,=142 J.g"
(TSUII e IKADA, 1996). Observando os valores para determinacido do
grau de cristalinidade, na Tabela 3, pode-se notar que o homopolimero
P(3HB) Industrial apresentou porcentagem de cristalinidade de 64,4%, a
qual foi superior aos filmes de copolimeros produzidos
experimentalmente, sendo que o copolimero produzido em cultivo que
utilizou glicose como substrato obteve porcentagem de cristalinidade de
50,0% e o copolimero produzido a partir de melaco citrico obteve 56,3%
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contra 41,8% do copolimero industrial.

A variacdo da entalpia de fusdao (AH,,) dos copolimeros testados
(Glicose: 70,94 J.g'; Melago citrico: 79,97 J.g' e Copolimero
Industrial: 59,41 J.g') foram relativamente mais baixos quando
comparados ao homopolimero P(3HB) Industrial (91,40 J.g'). A
reducdo na AH,, em certos termopolimeros € indicativa de uma ampla
parte amorfa no polimero (MADDEN, 2000). Segundo Madden et al.
(1998), os valores da variacdo de entalpia de fusdo estdo dentro da faixa
de valores que indicam que estes polimeros possuem uma distribui¢io
randdmica das unidades de 3HV. O decréscimo na AH, quando
comparado o homopolimero ao copolimero, segundo a teoria de
cristalizacdo de Hoffman-Hoffman er al. (1976) e a presenca de
porcentagem de cristalinidade menor para o copolimero, em relagcdo ao
homopolimero, indicam que as unidades de 3HV possivelmente ndo
estejam incluidas na fase cristalina (De Koning, 1995). De fato, a
cristalinidade do polimero aumenta com o aumento da entalpia de fusdo.

Os resultados deste estudo estdo de acordo com os resultados
encontrados na literatura. Khanna e Srivastava (2005a) sugerem que a
diminuicdo nos niveis de cristalinidade é obtida através da incorporacio
de unidades de 3HV ao homopolimero P(3HB), pois isto acarreta uma
diminuicdo da rigidez assim como um aumento da resisténcia ao
impacto, onde o P(3HB-co-3HV) apresenta um grau de cristalinidade
variando de 50-70%. Agus et al, (2006), também sugere que a
incorporagdo de unidades de 3HV diminui a cristalinidade do polimero.
Os autores obtiveram 57,8% de cristalinidade no P(3HB-co-22%3HYV),
comparado com 62,1% de cristalinidade para o P(3HB).

Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo
demonstram que as fracdes 3HV diminuem a cristalinidade, resultando
assim em filmes mais flexiveis e com maior aplicabilidade quando
comparado com o P(3HB). O filme obtido experimentalmente tanto com
melago citrico quanto com glicose, apresentaram um grau de
cristalinidade menor que o homopolimero, mostrando dessa forma, que
os filmes de P(3HB-co-3HV) produzidos apresentam uma boa
cristalinidade para aplica¢Ges industriais.

4.5.1.2 Andlise termogravimétrica (TGA)
A andlise TGA permite a determinac¢do da temperatura de inicio

de degradagio térmica (T;), temperatura maxima de degradagdo (Tyc,) €
a porcentagem de perda de massa de cada filme de P(3HB-co-3HV)
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extraido a partir das células de C. necator cultivadas em diferentes
substratos e a partir das amostras comerciais de P(3HB) industrial e
P(3HB-co-3HV) padrio da SIGMA ALDRICH avaliadas para base de
comparagdo. Os dados para andlise de TGA para o padrao P(3HB-co-
3HV) da SIGMA ALDRICH utilizados neste estudo foram baseados em
estudos realizados por Marangoni (2000). No Anexo III, Figuras A.4,
A.5 e A.6 estdo apresentadas as curvas termogravimétricas geradas pela
andlise de TGA das amostras dos filmes extraidos, juntamente com a
amostra de P(3HB) industrial. A Tabela 4.15 apresenta os valores de Tj,
Tpico € % de perda de massa, obtidas a partir da andlise de TGA.

Tabela 4. 15 - Propriedades térmicas obtidas na andlise de TGA para os
filmes de P(3HB-co-3HV) obtidos em cultivos realizados com
diferentes substratos e para os filmes de P(3HB) Industrial e P(3HB-co-
3HV) SIGMA ALDRICH

Amostra de polimero T; Thico (°C) % perda de
°O) massa

P(BHB-co-3HV) — Glicose 279,8 307,2 97.5

P(3HB-co-3HV) — Melaco 282,6 308,5 96,0

citrico

P(3HB-co-3HV) Sigma Aldrich®  276,8 308,2 99,1

P(3HB) Industrial 2824 310,0 98,2

“Fonte: Marangoni (2000)

Observando-se a Tabela 4.15, nota-se que a T; para as amostras
de copolimeros e homopolimero avaliadas ocorreram na faixa de
temperatura de 279,8°C a 282,6°C. Para todas as amostras de P(3HB-co-
3HV) testadas pela andlise de TGA, a T; da cadeia polimérica ocorre a
114,1°C (glicose), 115,3°C (melaco) e 115,8°C (copolimero Sigma
Aldrich) acima de suas respectivas T, comparado com a diferenca de
107°C para o homopolimero.

Quanto a Ty, observa-se que os filmes de P(3BHB-co-3HV)
obtidos experimentalmente, as quais foram de 307,2°C para cultivo em
glicose e 308,5°C para cultivo em melago citrico, apresentaram valores
muito proximos ao obtido para o copolimero industrial P(3HB-co-3HV)
da Sigma Aldrich (308,2°C), enquanto que o polimero P(3HB)
Industrial apresentou valor de Ty, (310,0°C) ligeiramente superior.

O método de extracdo utilizado neste trabalho, baseado em
Dalcanton (2006), foi adaptado do método de Vanin et al. (2004), que



Resultados e Discussdo 153

estudaram a degradacdo de blendas de poli(B-hidroxibutirato)/poli(L-
dcido latico) na forma de filmes. Os resultados encontrados por estes
autores para T;, quando o P(3HB) foi estudado isoladamente foi de
278°C com perda de massa total. Dalcanton (2006) encontrou valores de
Tpico € Ti para o P(3HB) Industrial de 324°C e 306°C, respectivamente,
com perda de massa de 98%. Marangoni (2000) caracterizou o
copolimero P(3HB-co-3HV) produzido a partir de células de C. necator,
com 11 mol% de unidades 3HV e o valor encontrado para Ty, € T; foi
de 313,12°C e de 291,40°C, respectivamente. Keenan et al. (2004)
caracterizou amostras de P(3HB-co-3HV) produzidos por Burkholderia
cepacia a partir de xilose e 4cido levulinico, com fragdes de 3HV
variando de 0 - 61 mol% 3HYV encontrando T; no intervalo de 273,4°C a
225,5°C, exibindo perfil semelhante ao perfil da Ty, ou seja, os valores
de T; reduziram conforme o aumento das fracdes 3HV. Estes mesmos
autores encontraram que para todas as amostras de P(3HB-co-3HV)
testadas por TGA, a T; das cadeias poliméricas ocorreu no intervalo de
54°C a 100°C acima de suas respectivas Ty, apresentando diferenca
média de 92°C.

Os valores obtidos neste estudo apresentaram estabilidade
térmica semelhante aos autores citados acima, com valores de T; e Tpico
muito préximos aos encontrados por Marangoni (2000) e Keenan et
al.(2004). No entanto as amostras testadas neste estudo diferem das
amostras testadas por Keenan et al. (2004) no que diz respeito a reducao
da T; conforme aumento das fracoes 3HV, sendo que este
comportamento ndo foi notavelmente observado nas amostras testadas.
Isso pode ter ocorrido em virtude da baixa fracdo de unidades 3HV
incorporadas nos filmes experimentais (3,7 mol% de unidades 3HV no
cultivo em melaco citrico e 4,4 mol% de unidades 3HV no cultivo em
glicose) quando comparadas ao P(3HB-co-3HV) da SIGMA ALDRICH
(12 mol% de unidades 3HV), o qual apresentou uma reducdo
ligeiramente superior quando comparada aos demais filmes testados.

A T; mostra um perfil semelhante ao perfil da T,, em relacdo ao
aumento das fragdes 3HV no copolimero, embora se apresentem menos
previsiveis em maiores porcentagens de fragdes 3HV. No entanto a T;
do polimero ndo decresce com o mesmo padrio ou com a mesma
extensdo como sua correspondente T, durante o aumento das
incorporagdes 3HV nestes polimeros. Sobretudo, a relativa ampla faixa
de diferenca entre os valores de T, e T; na degradagdo molecular
permite a aplicacdo de uma ampla variedade de procedimentos capazes
de derreter os polimeros sem comprometer a sua massa molecular e as
suas propriedades mecanicas e fisicas, as quais sdo essenciais na
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substituicao aos plasticos ndo-degraddveis (KEENAN, 2004).

Os copolimeros produzidos experimentalmente apresentaram
valores de T; muito préoximos também ao P(3HB) Industrial avaliado
neste estudo, mas a diferenca entre os valores de T, e T; para os
copolimeros testados foi ligeiramente superior. E interessante ressaltar
que a temperatura de decomposicio é um fator muito atrativo
comercialmente, uma vez que esta caracteristica favorece a sua
aplicagd@o nos processos de transformacgdo. Dessa forma € necessdrio que
se estudem métodos mais eficientes para incorporagdo de unidades 3HV
para que se obtenham maiores temperaturas de degradacio, melhorando
assim as caracteristicas de processabilidade dos filmes formados.



CAPITULO V

5 CONCLUSOES E SUGESTAO

Este trabalho teve como objetivo geral: desenvolver estratégias de
producio de P(3HB-co-3HV) por C. necator a partir de melago citrico,
com aumento de valor agregado deste residuo e, consequentemente,
reduzir os custos de produg¢do do polimero. Estudou-se a estimativa da
biomassa presente no bioreator e o aumento da porcentagem de oxigénio
dissolvido para determina¢do do momento da limitacdo da cultura, a
estratégia de alimentacdo de em nitrogénio na fase de producao, afim de
obter aumento da produtividade do polimero, a aplicacdo da
transferéncia de oxigénio e da modelagem matematica para acompanhar
0o comportamento do microrganismo nas fases de crescimento e
producdo do copolimero P(3HB-co-3HV) e, por fim, realizou-se a
caracterizacdo dos polimeros obtidos nos diferentes substratos.
Os resultados obtidos permitiram concluir que:
¢ O rapido aumento da porcentagem de oxigénio dissolvido no meio no
momento da limitacdo, que pode ser acompanhado pela estimativa da
biomassa presente no cultivo, apresentou-se como bom método para
indicar o inicio da fase de producdo de P(3HB-co-3HV) e marcar o
inicio da alimentacdo em 4cido propidnico.

¢ Os experimentos realizados em glicose e melago citrico mostraram
que C. necator é capaz de desenvolver-se e produzir o copolimero
P(3HB-co-3HV) em melago citrico, apresentando comportamento
muito similar ao encontrado em glicose, porém com velocidade
especifica de crescimento superior, na faixa 0,23 a 0,35 h'l,
comparado com 0,19 h™' em glicose.

¢ Alimentacdo em nitrogénio na fase de producdo em cultura de C.
necator melhorou a composicdo molar do copolimero P(3HB-co-
3HV), porém nao foi observado aumento na produtividade. A elevada
razdo de nitrogénio levou a um grande crescimento residual de
biomassa e acumulo de proteinas, desfavorecendo o actimulo do
polimero.

¢ O estudo da transferéncia de oxigénio permitiu concluir que para os
valores de kja obtidos durante a analise dos cultivos, os valores reais
da concentracdo de oxigénio dissolvido podem ser obtidos
diretamente das leituras utilizando sensor relativamente rdpido (kp =
498 h' no primeiro uso da membrana). Verificou-se que o tempo de
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uso danifica a membrana e influencia na determinacdo deste
parimetro apresentando necessidade de correcio (kp = 247 h™' no
quarto uso da membrana).

e A determinacdo dos pardmetros de QO,, kia, m, e Y, permitiram
acompanhar o crescimento do microrganismo, tanto em glicose quanto
em melago citrico, apresentando comportamento de consumo de
oxigénio similar em ambas as culturas.

¢ O modelo de Gompertz Modificado foi o que apresentou os melhores
ajustes para descrever os pardmetros de crescimento: velocidade
especifica maxima de crescimento (Unsx), tempo de fase lag (L) e
aumento logaritmo da populagcdo (A) de C. necator em todas as
condi¢des de estudo testadas.

e Com o modelo de Gompertz Modificado foi possivel prever o
momento da limita¢cdo da cultura para os cultivos tanto em glicose
como em melago citrico. A partir do momento em que a bactéria
atinge seu Wi, a fase de producdo se inicia apds 5,4 (+ 1,4) horas.

¢ As propriedades térmicas do copolimero P(3HB-co-3HV) produzido
com melaco citrico apresentou caracteristicas similares aos produzidos
em glicose, e ambos apresentaram resultados proximos ao copolimero
industrial, apresentando temperatura de fusio ligeiramente superior,
uma vez que apresentaram menor porcentagem de acumulo das
unidades 3HV. Por outro lado, apresentaram caracteristicas superiores
quando comparados ao homopolimero industrial P(3HB), com menor
temperatura de fusdo e menor cristalinidade, apresentando
caracteristicas promissoras para producio industrial.

Com base nos resultados apresentados € possivel fazer algumas

sugestdes de estudo:

® Determinar a concentracao de dcido propidnico durante a cultura para
verificar o consumo deste co-substrato pelo microrganismo.

¢ Desenvolver novas estratégias de alimentacdo de nitrogénio para
aumentar a produtividade e a composi¢do molar do copolimero
P(3HB-co-3V).

® Verificar a producdo de mondmeros 3HV utilizando diferentes
estratégias de alimentacdo de propionato de potdssio e/ou &cido
propidnico, durante a fase de producdo, com a finalidade de aumentar
a porcentagem das unidades 3HV no copolimero.

e Testar a utilizacdo e a influéncia de suplementacdo de dleos vegetais
em cultivos utilizando melago citrico para produgdo do copolimero,
com a finalidade de obter maiores concentracdes de biomassa e
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consequentemente maior acimulo de copolimero.
e Estudar a biodegradabilidade do copolimero produzido a partir do
melaco citrico.
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Anexo A

Tabela A. 1 - Caracteriza¢io do melaco citrico utilizado como substrato
para os cultivos

Composto Quantidade

Brix Corr., g/100g 22,67
Acidez (pH 8,2), g/100g 0,20
Ratio 113,35

Analises com brix corrigido para 11.2° Brix
Sélidos soludveis totais, g/L. 117,1
Glicose, g/ 29,9
Frutose, g/L 21,0
Sacarose, g/L. 22,5
Acticares totais, g/l 73,4
Extrato livre red., g/L. 43,7
Glicose/Frutose=Ratio 1,42
oleo, %v/v 0,0099
Polpa, % 14,6
pH 5,39
Acido citrico, g/L 0,0
acido isocitrico, mg/L 0
acido madlico, g/L 0,0
Formol , 100 mL 23,8
Prolina, mg/L 1844
Cinzas, g/LL 7,5
Potassio, mg/L 2030
Sodio, mg/L 472
Fosfato, mg/L 484
Ferro, mg/L 6,9
Célcio, mg/L 760
Hesperidina, mg/L 5216
Pectina solu. Em dgua, mg/L 374
Pectina oxal. sol., mg/L 709
Pectina alcal. sol., mg/L 64

Pectina total, mg/L 1147
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Figura A. 1 - Curva de calibra¢io para determinagdo da concentragio de
acucares redutores pelo método do 4cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)
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Figura A. 2 - Curva padrio para determinagio da concentragio de nitrogénio
por kit enzimdtico-colorimétrico
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y = 4.1535x + 0.0954
R> = 0.9984
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Figura A. 3 - Curva padrio para determinagdo da concentracio de proteinas
pelo método de Biureto
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Figura A. 4 - Curva padrdo para a determinacgdo da concentragdo de P(3HB-co-
3HV)
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Figura A. 5 - Acompanhamento do crescimento de C. necator durante o cultivo

em meio sintético (cultura B) para producdo de P(3HB-co-3HV). A linha
pontilhada indica o final da fase de crescimento e inicio da fase de producdo
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Figura A. 6 - Evolucdo da biomassa total e da concentragio de nitrogénio em
funcdo do tempo para a cultura conduzida em meio sintético (glicose — cultura
B) para producio do copolimero P(3HB-co-3HV)
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P(3HB-~o -3HV), Xt, Xr e Ptn (g.Ll)
Nitrogénio (g.Ll)

0.00 4.00 8.00 12.00 16.00 20.00  24.00

Tempo (horas)

Figura A. 7 - Evolucao das concentragdes de biomassa total (X,,; 0) € residual
(X;; OO 0), proteina (Ptn; A), nitrogénio (e) e producio do copolimero
(P(3HB-c0-3HV; ¢) para o cultivo realizado em glicose (cultura B). Os pontos
representam os dados experimentais e as linhas o ajuste pelo software Lissage.
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Modelo de Barany Roberts Modelo Logistico

In (abs/abs0)

Tempo (horas) Tempo (h)

Figura A. 9 - Aplicacdo dos modelos primdrios as curvas do cultivo de C.
necator utilizando melago citrico como fonte de carbono com caréncia em
nitrogénio na fase de produgao
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Figura A. 10 - Aplicacdo dos modelos primdrios as curvas do cultivo de
Cupriavidus necator utilizando glicose como fonte de carbono na produgdo do
copolimero P(3HB-co-3HV)
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Modelo de Barany e Roberts Modelo Logktico

=
z 30

Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura A. 11 - Aplicacdo dos modelos primdrios as curvas do cultivo de C.
necator utilizando melago citrico como fonte de carbono com alimentacdo em

nitrogénio na fase de produgao
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Figura A. 12 - Aplicacido dos modelos primdrios as curvas do cultivo de C.
necator utilizando melaco citrico pasteurizado como fonte de carbono na

producdo do copolimero
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Modelo de Gompertz Modificado
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Figura A. 13 - Aplicacdo dos modelos primdrios as curvas do cultivo de
Cupriavidus necator utilizando glicose (cultura B) como fonte de carbono para
a producido do copolimero

Tabela A. 2 - Valores dos indices estatisticos para os modelos de
Gompertz, Gompertz Modificado, Logistico e Barany Roberts para os
cultivos realizados em melaco citrico pasteurizado e glicose (cultura B)
na producio de P(3HB-co-3HV) por Cupriavidus necator

Indices Modelos matematicos
Glicose Melago citrico
GM* LO? BR® GM* LO? BR®
MSE* 0,0158 0,0276  0,0179  0,0004 0,0004 0,0010

Fator bias  0,9550 0,9145 0,9939 09538 0,9567 0,9152
F.exatiddio 1,0953 11,1544 1,0562 1,0906 1,0872 1,1521
R*" 0,9957 09873 0,9954 0,9968 0,9976 0,9859

*MSE: erro médio quadrético; PR?: coeficiente de correlagdo; ‘GP: Gompertz; ‘GM: Gompertz
Modificado; °LO: Logistico; BR: Barany e Roberts
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Nitrogénio (g.Ll)
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Figura A. 14 - Acompanhamento do p em fung¢io do tempo (==) e consumo de
nitrogénio em fungdo do tempo (m) nos cultivos utilizando como fonte de
carbono: glicose (cultura B) (a) e melago citrico pasteurizado (b) na produgdo
do copolimero P(3HB-co-3HV)
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Anexo B

Fase de crescimento
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Figura B. 1 - Curvas que representam os fatores de conversdo de substrato em
biomassa para cultura A realizada com glicose para produgdo
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Figura B. 2 - Curvas que representam os fatores de conversdo de substrato em
biomassa para cultura B realizada com glicose para produciao de P(3HB-co-
3HV)
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Figura B. 3 - Curvas que representam os fatores de conversdo de substrato em
biomassa para cultura realizada com melaco com caréncia de nitrogénio na fase

de produgdo
Fase de crescimento Fase de produgio
60 160
140
507 y=07474x 475232 . o] yE0383x 23516
0l R*=0.8793 2 R?=0.9845
E 2100
= e
%30 s 801
£ . ]
60
2204 g
. @ 40
10~ 2]
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 2 3 4 S0 6 70 50 100 150 200 250 300

Consumo substrato (g) Consumo substrato (g)

Figura B. 4 - Curvas que representam os fatores de conversdo de substrato em
biomassa para cultura realizada com melago com alimentag@o de nitrogénio na
fase de produgdo
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Figura B. 5 - Fator de conversdo de nitrogénio em biomassa total para cultura
A (a) e cultura B (b) realizada com glicose para producio
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Figura B. 6 - Curvas que representam os fatores de conversao de nitrogénio em
biomassa para cultura realizada com melaco com caréncia de nitrogénio na fase
de produgdo
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Figura B. 7 - Fator de conversdo de substrato em P(3HB) para cultura A (a) e
cultura B (b) realizada com glicose para producio
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Figura B. 8 - Curvas que representam os fatores de conversdo de substrato em
P(3HB) para cultura realizada com melago com caréncia (a) e alimentacdo de
nitrogénio (b) durante a fase de produgdo
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Figura B. 9 - Curvas que representam os fatores de conversao de acido
propidnico em P(3HV) para cultura A (a) e cultura B (b) realizadas em glicose
na fase de produgdo
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Figura B. 10 - Curvas que representam os fatores de conversdo de dcido
propidnico em P(3HV) para cultura realizada com melaco com caréncia (a) e
alimentacdo de nitrogénio (b) durante a fase de producao
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Anexo C
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Figura C. 1 - Curva obtida pela anélise de DSC para a amostra padrido P(3HB)
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Figura C. 2 - Curva obtida pela anélise de DSC para o filme de P(3HB-co-
3HV) produzido a partir de melago citrico com fonte de substrato
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Figura C. 3 - Curva obtida pela andlise de DSC para o filme de P(3HB-co-

3HV) produzido a partir de glicose com fonte de substrato
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Figura C. 4 - Curva obtida para andlise de TGA para a amostra padrdo P(3HB)
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Figura C. 5 - Curva obtida para andlise de TGA para o filme de P(3HB-co-
3HV) produzido a partir de melaco como fonte de substrato
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Figura C. 6 - Curva obtida para andlise de TGA para o filme de P(3HB-co-
3HV) produzido a partir de glicose como fonte de substrato



