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RESUMO

Polihidroxialcanoatos (PHAs) séo polimeros singetas por varios microrganismos e
armazenados na forma de reserva de energia e carBoa producdo se da sob condi¢des
desfavoraveis de crescimento, como limitacdo degénhio ou fosforo, e na presenca de
excesso de fonte de carbono. Poli(3-hidroxibutyrdR{3HB)) € o polimero mais estudado
dentre os PHAs, possuindo caracteristicas proxiasagncontradas no polipropileno. Os
PHAs chamam atencéo devido a sua biodegradabilidguessibilidade de substituicdo dos
plasticos petroquimicos. Embora os PHAs apresentantagens ambientais sobre os
plasticos de origem petroquimica, a sua princigasvdntagem é o alto custo de producéo,
principalmente relativo ao substrato, recuperac@xteacdo do polimero. Neste trabalhou
teve-se por objetivo a melhoria das condi¢cdes dievaypara o crescimento e producao de
P(3HB) porR. eutrophaem diferentes temperaturas, seguido de um estadexttacéo,
caracterizacao e recuperacdo do polimero obtidoexperimentos foram conduzidos em
culturas em biorreator utilizando como microrgaragmodutor a bactériRalstonia eutropha
DSM 545. O processo foi dividido em duas fases @eadprimeira um crescimento
balanceado e a segunda um crescimento desbalanceada@aréncia de nitrogénio para
acumulo intracelular do polimero. Primeiramenten@elagem matematica do crescimento
da bactéria foi utilizada para estimar os pararsetvelocidade especifica de crescimento
(Umay), tempo da fase lag ) e aumento logaritmico da populagéo (A), posterente definiu-

se a melhor temperatura de cultivo para o cres¢onemproducdo de P(3HB) p&alstonia
eutropha Os modelos de Gompertz Modificado e o Logistm@i ajustados as curvas de
crescimento. O modelo que melhor se ajustou aossdegperimentais foi 0 Modelo de
Gompertz Modificado. N&o foi possivel a obtencadaislemodelo secundéario que descrevesse
a influéncia da temperatura sobre os parametrosrecimento pA e A, nas diferentes
temperaturas de cultivo testadas. A temperaturapg@orcionou as melhores condicdes de
cultivo tanto para o crescimento quanto para ayg@&o de P(3HB) foi a temperatura de
32,5°C, onde nesta condicéo obteve-se uma prodiec&¢§3HB) de 70,3% em 26,5 horas de
cultivo, com uma produtividade de 0,47 Q. O estudo da respirometria como alternativa
para definicdo do estado fisiolégico da célula ma@derramenta indicativa de limitacbes de
nutrientes durante a producéo de P(3HB) tambéme#dizado deste trabalho. Foi observado
que, para concentracdes de substrato inferiore2gé_,la cultura comeca a sofrer uma
desaceleracdo na sua velocidade especifica deragpi (QQ), tornamdo-se um fator
limitante na producdo de P(3HB). Foi possivel Jigaa também, através do
acompamamento da velocidade especifica de respjragdomento em que comeca a ocorrer
a limitacdo de nitrogénio e, consequentemente,icoirda producdo de P(3HB), isto é
indicado através do inicio da sua desaceleracgaoge@assa a ser mais acentuado a partir do
momento em que ocorre a exaustdo do nitrogénio&io.r@omo ultima parte deste estudo,
foram realizados testes em diferentes condi¢cogsé@&ratamentos celular antes da extragéo,
e testes durante a extracdo variando-se o tempiera@eratura, utilizando como solvente o
carbonato de propileno. Nesta etapa, observou-seoqmelhor resultado foi obtido nas
extracOes realizadas com pré-tratamento de pH petetura de extracdo a 130°C/30 min
onde obte-se um peso molecular de 1%y/hdol, com uma recuperacédo e pureza de 96,3% e
94,6%. O conjunto de dados obtidos neste trabalbaséante relevante para a melhoria do
processo de producéo de P(3HB).

Palavras-chave: Polihidroxialcanoat&alstonia eutrophabiopolimeros, P(3HB), extracéo,
recuperacao.
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ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are polymers syntleekiay various microorganisms and
stored as reserve of energy and carbon. Their ptmtiuoccurs under unbalanced growth
conditions, such as limitation of nitrogen or phuospus and excess of carbon source.
Polyhydroxybutyrate (P(3HB)) is the most studiedypwr among the PHAs since its
physical properties are remarkably similar to thokpolypropylene. The PHAs are important
due to their biodegradability and also because gbssibility to use them rather than
petrochemical plastics. Although PHAs show ecolalgiadvantages over petrochemical
plastics, their main disadvantage is the high obgtroduction, mainly due to the polymer
substrate, recovery and extraction. In this wotle target was to improve the culture
conditions for growth and production of P(3HB) W®alstonia eutrophain different
temperatures, following by the study of extracti@maracterization and recovery of the
polymeric obtained. The experiments were carriedl iaua bioreactor usindralstonia
eutrophaDSM 545. The process was divided in two phases.fifst phase was characterized
by balanced growth conditions and the second orsrped under unbalanced growth
conditions such as limitation of nitrogen in order produce intracellular polymer
accumulation. Firstly, the mathematical modelindatteria growth was used to estimate the
following parameters: maximum specific growth rg{e..,), time of lag phaseAj and
logarithmic increase of population (A). After, thest cultivation temperature was defined in
order to produce P(3HB) biralstonia eutrophaThe growth models “Modified Gompertz”
and “Logistic” was fit to the growth curves. Thesbenodel fitted to the experimental data
was Modified Gompertz. It was not possible to fandecondary model able to describe the
influence of temperature over growth parametefs,|A and A in the different cultivation
temperatures tested. The best cultivation temperdtr growth and for P(3HB) production
was 32.5°C, in which 70.3% of P(3HB) was produced26.5 hours of cultivation, with
productivity of 0.47 g.[*h™. The respirometry study, as a alternative fornigdin of the
physiologic state of the cell and also as a toliciwhgive indication of nutrients limitation
during the P(3HB) production, was done in this wtok. It was observed that when the
concentration of substrate was under 12g/L, théurilstart to suffer a slowdown of its
specific respiration rate () becoming itself a limiting factor of P(3HB) mhaction. It was
also possible to see, following the specific respan rate, the exactly moment when begins
the nitrogen limitation and, consequently, the FgBHproduction phase. This phase is
indicated by the decrease of @@lue, followed by the acceleration of this dimioatwhen
the exhaustion of nitrogen occurs in the mediaghinlast step of this study, tests were made
in different conditions of cellular pre-treatmergftwre extraction and tests were made during
the extraction under different time and temperatamaditions, using propylene carbonate as a
solvent. In this step, it was observed that the teessilts was found when the extractions were
made with pre-treatment of pH and temperature dfaekon at 130°C/30 min which was
obtained molecular weight of 1.3 x ®0mol and recuperation and purity of the 96.3% and
94.6%, respectively. The set of the data obtaimedhis work is enough relevant to the
improvement of the P (3HB) production process.

Keyword: PolyhydroxyalkanoatesRalstonia eutropha biopolymer, P(3HB), extraction,
recovery.
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1- INTRODUCAO

O pléstico convencional apresenta velocidades deadacdo extremamente baixas
fato que, pode ocasionar sérios problemas relaivosinutencéo do equilibrio ambiental. A
grande quantidade de lixo plastico que se acumalapbs dia, bem como o esgotamento das
fontes de combustiveis fosseis, levou a realizardes de gerenciamento e diminuicdo do
volume de lixo sélido, buscando ainda a producaamndeeriais plasticos biodegradaveis, a
partir de fontes renovaveis de carbono. Portargtesenovos materiais devem possuir as
propriedades desejaveis dos plasticos convencjosetism produzidos a partir de substratos
renovaveis e ainda serem completa e rapidamendedradados quando descartados no meio
ambiente (PIEMOLINI, 2004).

Para contornar esse problema, estdo sendo estualtéetastivas como a reciclagem
de produtos constituidos de plasticos e a suligitupor plasticos biodegradaveis, mais
compativeis com o pensamento de preservacao amb(@E®TERO, 2000). Os plasticos
biodegradaveis, ou bioplasticos, sdo polimeros spuelegradam completamente ao ataque
microbiano em um curto espaco de tempo, sob coesligpropriadas do meio ambiente, sua
degradacdo € realizada principalmente pela atieidatziméatica dos microrganismos num
periodo entre doze a dezoito meses (LAFFERTY el@83; BYROM, 1990; KRUPP &
JEWEELL, 1992). Dentre o0s biopolimeros em desennv@ato estdo o0s

polihidroxialcanoatos (PHAS).

Os polihidroxialcanoatos sdao os Unicos polimerdsirteente biodegradaveis, de
origem microbiana. Eles sdo sintetizados por dagmicrorganismos, como polimeros de
reserva, possuindo, apds extracdo, propriedade®llsmmes aos plasticos de origem
petroquimica, como o polipropileno. Sua estrutuepethde do meio de crescimento e do
microrganismo produtor, podendo ser planejada, a#da com as condi¢cdes de cultivo
microbiano empregadas, para fornecer ao polimecarasteristicas que se deseja. Com boas
propriedades, facilmente moldavel e insoluvel,sel@presenta como um substituinte a altura
dos plasticos petroquimicos (RODRIGUES, 2005).

Além da caracteristica de minimizacdo de despejphsstriais, o0s PHAs sdo materiais
por exceléncia biocompativeis, uma vez que saoupsedde metabdlitos intermediarios
comuns a todos os eucariotos superiores, sendoo quai(3-hidroxibutirato) P(3HB) é
inclusive detectado em quantidades apreciaveiplasma humano (REUSCH et al., 1993).

Consequentemente, implantes em tecidos como psotps®s, placas, fios de sutura, etc.
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constituidos de PHAs, ndo provocam resposta imgic@décomo reacdes inflamatorias
(BYROM, 1990).

Estes atributos fazem dos PHAs objeto de interekse industrias quimica e
farmacéutica, para o desenvolvimento de produt@s \@o desde horménios até os mais
variados produtos (BYROM, 1990; BRANDL et al., 199fRABAK, 1992; LEE, 1996).

Apesar desta grande possibilidade de aplicagfep)asticos biodegradaveis ainda
tém participacdo minima no mercado internacional,vetude de seu alto custo em relacao
aos plasticos petroquimicos. Apesar de alguns Pstkem sintetizados quimicamente, a
alternativa de producao por via biotecnoldgica génida se impde, gragcas a um menor custo
de producéo, em grande escala, tornando assincegs® mais interessante do ponto de vista
econbmico, principalmente em paises com dispoddili de matéria-prima para 0 processo
fermentativo (GOMEZ e BUENO NETTO, 1997).

Estratégias de producao de P(3HB) para elevar te@do de biopolimero e diminuir
o custo total dos bioplasticos sdo necesséariagdili2agéo de substratos de baixo custo pode
representar 40% de economia no processo de prodecB@BHB) (KIM, 2000). O estudo da
temperatura de cultivo dealstonia eutrophaambém é uma grandeza importante pois, se
houver a possibilidade de operacéo a temperatuaisatias que a utilizada &) em niveis
industriais, é interessante em virtude da econaniaalgumas etapas de troca de calor
(DALCANTON, 2006)

Como o biopolimero € um produto intracelular, osaués adotados para recuperacao
e purificagdo do P(3HB) contribuem significativaneepara o desenvolvimento e economia
global do processo (NONATO et al.,, 2001). A pesgy®r uma técnica de extracdo de
P(3HB), de células d®alstonia eutrophaque possa diminuir a quantidade de solventes
utilizados, tornar o processo mais simples e megdgente, tornam assim 0s custos de
recuperacdo de P(3HB) os menores possiveis tambéfazsnecessaria (DALCANTON,
2006).
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A relevancia dessa pesquisa reside no fato de sotilwicdo de melhoria na
producdo de P(3HB) possibilitando, no futuro, assitiicdo de embalagens de plasticos
sintéticos por estes biopolimeros, estes ultimodymidos a partir de um recurso renovavel e
que pode ser produzido no Brasil, inclusive geragmpregos no campo. Desta forma, pode-
se obter mais independéncia do mercado mundiaktiélgo e dos precos oscilantes deste.
Além disso, a biodegradabilidade do bioplasticooaitribuir, expressivamente, na reducao
do volume de residuos sodlidos que ficam acumulatloante muito tempo em aterros

controlados ou néo.

Este trabalho tem como objetivo a melhoria das icoed de cultivo para o
crescimento e producéo de P(3HB) poreutrophaem diferentes temperaturas, seguido de
estudo de recuperacdo e caracterizacdo do polipreduzido. O estudo da respirometria
como alternativa para definicdo do estado fisi@dgla célula durante a producéo de P(3HB)

€ também objetivo deste trabalho.
Os principais objetivos deste trabalho foram:

1- Utilizagc&o de ferramentas estatisticas na prewisdorescimento dRalstonia
eutropha,visando obter a melhor condi¢géo de crescimentoidmnganismo.

2- Estudo comparativo de diferentes temperaturas tevaypara producdo de
P(3HB) visando melhorar a produtividade do biopeliop utilizando como fonte de

carbono glicose/frutose.

3- Utilizacdo da respirometria no estudo do comportamésiologico da célula

durante os cultivos.
4- Estudo de cultivos em alta densidade celular.
5- Estudo da extragéo e purificacdo do P(3HB) acunoutexdinterior das células.

6- Caracterizacao do polimero extraido.

Este trabalho estd estruturado em diferentes tapit® capitulo 1l traz uma revisédo
bibliografica sobre os diferentes assuntos aboslati pesquisa. No capitulo Il estédo
apresentados os materiais e os métodos utilizagssenestudo. Os resultados e discusséo
estdo apresentados no Capitulo 1V subdivididospartd 4, 5, 6, 7 e 8) no Capitulo V estéo
as conclusdes e sugestdas final, estdo inclusos alguns anexos para camgitacdo do

trabalho e as referéncias bibliogréficas.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Impactos ambientais ocasionados por embalagens pii@éas

Até pouco tempo atras era importante descobrir maggecada vez mais duraveis para
utilizacdo diaria no mercado e dentre estes estasamlasticos, com grande variedade de
aplicacdes, devido a suas propriedades, versaididie uso e preco (FRANCHETTI et al,
2006). Um dos materiais mais importantes na sodedéual é o polimero, que, sob diversas
formas, tornou-se de uso indispensavel para aglicagm bens duraveis e em embalagens
(MARANGONI, 2000). Devido ao fato dos polimeros eggntarem grande dificuldade de
degradacéo e terem um ciclo de utilizagdo muittoctiem aumentado a preocupagdo com a
disposicao final e reutilizagdo dos mesmos. Comma#or parte do lixo é depositada em
aterros sanitarios, os polimeros derivados de lpetr@presentam um problema, pois devido
a dificuldade de degradacéo, eles acabam comprodwete circulacdo dos gases e liquidos,
dificultando a degradacé&o de outros materiais g¢omges do lixo e deste modo retardando a
estabilizacdo das areas dos aterros (NETTO, 2005).

Industrias buscam ativamente maneiras de reduzisco desnecessario de plasticos
como forma de complementar os programas de reeitlagu de reutilizacdo. Outras
trabalham em novos materiais ou na modificacao akenmais antigos para reduzir o impacto
ambiental de plasticos (LUZIER, 1992).

Aproximadamente 140 milhdes de toneladas de pidstiberivados do petréleo, sao
produzidos anualmente em todo mundo (SHIMAO, 2081)roducéo nacional em 2002 foi
de, aproximadamente, 3,98 milhdes de toneladadpsgue sé o Brasil consumiu 45% deste
total. Estes polimeros sdo extremamente estaved@oeentrardo de imediato no ciclo de
degradacéo da biosfera e podem permanecer infa@tdsngo tempo (SAVENKOVA, 2000;
SHIMAO, 2001). Outro aspecto negativo destes palisi@ que eles formam uma camada
impermeabilizante que dificulta a circulacdo deegas liquidos nos lixdes que agilizam a
decomposicao do lixo (KARNIOL, 2006).

No entanto, fica dificil de imaginar a vida modesesn o0 uso de embalagens plasticas
para alimentos. Elas sdo usadas em 80% dos alim@néepreparados e conservados em
embalagens (CURTE, 2002). Por outro lado, sdoqlassobram do consumo, apds o uso do

produto, sendo descartadas, gerando enormes cadegidle residuos, ou seja, o lixo para o
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meio ambiente. Hoje o plastico representa em tded5% a 20% da composicdo do lixo
urbano. No Brasil, por ano, 1.8 milhdo de tonelatkaplastico sdo consumidas, das quais 350
mil toneladas sdo despejadas anualmente nos asamidrios que tém sua degradacéo dificil
e lenta. No Brasil, em média, o equivalente a 2@0taneladas por ano 15% do total de
plastico consumido é reciclado. Do montante, 60réém de residuos industriais e 40% do
lixo urbano, segundo estimativa da Associacado Riesi de Reciclagem de Materiais

Plasticos em 2004 (http://www.plastico.com.br/rea/fism374/reciclageml.htinl

Em Florianépolis 14% do peso do lixo coletado pealistema convencional

corresponde a plastico_ (http://portal.an.com.brd@@eicle/4rec.htth No Brasil, cada

habitante descarta 25 quilos de plastico por aimgpovezes menos que 0S americanos, um

dos maiores consumidores do mundo.

O crescimento populacional e econémico gera conmsemfiéncias, a demanda por
embalagens e o aumento do volume de lixo na madw paises, principalmente nos

ocidentais.

Segundo dados estatisticos (SOTERO, 2000), s6 asilBsdo despejados de 240 a
300 mil toneladas diarias de residuos urbanos rio ambiente, dos quais 100 mil toneladas
sdo residuos domeésticos, conforme a estimativandotuto Brasileiro de Geografia e
Estatistico (IBGE). Desses residuos domesticos, 68% sdo restos alimentares e 25 a 30%
sdo embalagens. Essa montanha de sacos, caixasagidatas, entre outros, colabora para a
superlotacéo dos aterros e lixbes, para a sujeiraaks e rios. A Figura 1 mostra que a grande
maioria das embalagens consumidas no Brasil dqaast

A situacdo atual do residuo solido no Brasil éaajtprincipalmente nos municipios
do interior. De acordo com o censo do IBGE de 20,% da populacdo de grandes
metropoles ou capitais do pais tem o lixo coletpeéta limpeza publica, o restante é
gueimado, sem controle, ou jogado a céu abertdofabde lixo coletado, 72 % é depositado
em lixdes, sem controle de poluicdo ou preocupagio a populacdo vizinha. Deste total
coletado, a compostagem de residuos organicos ram de 3%. Isto significa dizer que

apenas 28 % deste lixo recebe um tratamento adequad
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Figura 2.1 - Consumo de Embalagens por Tipo deraate
Fonte: BRASIL , 2000.

A substituicdo de materiais plasticos convenciopaisbiodegradaveis na fabricacéo

de embalagens, passa a ser uma solucdo para seidiongrande volume de residuos.

A producdo de plasticos biodegradaveis (passiveisrgpida decomposicdo por
microrganismos) € uma importante alternativa patugédo dos danos ambientais causados
por esses materiais, as outras formas sdo: aageil incineracdo, incorporacao de aditivos
a plasticos tradicionais e obtencdo de termoptastaque se degradam mais facilmente. Ja
foram desenvolvidos varios polimeros com propriedagimilares as dos plasticos de origem
petroquimica e mais suscetiveis de degradacaogimalocomo pole-caprolactona (PCL),
alcool polivinilico (PVOH), polilactato, poliglicato e diversas misturas desses materiais com
amido, além dos polihidroxialcanoatos (PHAS) (SIL\&al 2001).

Atualmente, o0 mundo produz 200 milhdes de tonelpdasano de polipropileno. "O
P(3HB) né&o é indicado para substituir todas asapdies do polipropileno, mas alcancara nos
préximos anos algo entre 1% a 2% deste mercadoimaaflefter, mestre em engenharia
guimica pela Unicamp em 2001.

Os polimeros biodegradaveis podem ser classificadosluas categorias de acordo
com a sua fonte de obtencdo; ou seja, rotas s@msetou naturais, incluindo plantas e
microrganismos (VERHOOGT, 1994). Biopolimeros sabrperos formados durante o ciclo
de crescimento de organismos vivos sao, entdontandos polimeros naturais. Sua sintese
envolve, geralmente, reacOes catalisadas por eazgmaacdes de crescimento de cadeia a
partir de mondémeros ativados, que sdo formadosaldas células por processos metabolicos
complexos (FRANCHETTI, et al, 2006).

Os polimeros biodegradaveis ou polimeros natumat®rdéram-se divididos em 4
categorias:
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a) Polissacarideos: sao formados basicamente mtades de glicose, ligadas como
anéis de grupos acetais (aldeido e alcool) e, mortaaom grande quantidade de grupos
hidroxilas (alta hidrofilicidade). Os principais |@sacarideos de interesse industrial séo
celulose, e amido, havendo uma atencdo especiatabsidratos mais complexos como

quitosana, quitinas e xantanas (CHANDRA, et al 1998

b) Acidos alginicos: sdo formados de mondmeroit®ananurdnico e gulurdnico,
sdo solaveis em agua e tornam-se insollUveis nampyasde cations, como célcio, berilio,
aluminio e ferro, formando géis, que podem seramagdiberacdo controlada de drogas em

sistemas vivos, para encapsulamento de herbicidasgrganismos e células.

c) Polipeptideos naturais: gelatinas sdo poliméiodegradaveis, consistindo de
proteinas do tipo animal, com grande aplicacdo smil, farmacéutica e biomédica,
empregados como coberturas e microencapsulacaaod@asde no preparo de hidrogéis
(FRANCHETTI, et al, 2006).

d) Poliésteres bacterianos: sao poliésteres nafymaiduzidos por microorganismos
selvagens ou bactérias geneticamente modificadas enateriais de reserva intracelular, e
tém sido alvo de muita atencdo para aplicacfes rogige como polimeros biodegradaveis,
vantajosamente produzidos por fontes renovaveis. m@ais conhecidos sdo o0s
polihidroxialcanoatos, principalmente o poli(3-fogibutirato) (P(3HB)) e poli(3-
hidroxibutiratoeo-3-hidroxivalerato) (P(3HR:0-3HV)). No Brasil e em toda a América
Latina a empresa pioneira a produzir o P(3HB) e (8HB-co-3HV) é a Copersucar
(Cooperativa dos Produtores de Actcar e Alcool stadd de S&o Paulo).

Os polimeros biodegradaveis sintéticos sdo éstdiidgicos biodegradaveis, por
possuirem cadeias carboOnicas hidrolizaveis. Seodebradacédo for por meio da acdo de
enzimas, a cadeia polimérica deve se ajustar os afivos das enzimas e isto é favorecido
pela flexibilidade das cadeias poliméricas aliidico que ndo ocorre com 0s poliésteres
aromaticos. Esta classe de polimeros tem sido nemitpregada em usos biomédicos, tais
como capsulas de liberacdo controlada de drogargamismos vivos, fixadores em cirurgias
(suturas, clips, pinos para 0sso0s) e para embaaggpeciais. Os polimeros mais usados tém
sido poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicoligdPGA), poli(acido glicélico-acido latico)
(PGLA), polie-caprolactona) (PCL) (FRANCHETTI, et al, 2006; CHBRA, et al 1998).

As Figuras 2.2 a 2.5 abaixo mostram exemplos deatifes estruturas de polimeros

biodegradaveis naturais e sintéticos.



Revisao Bibliografica 10

OH

1 OH
HO O H,o -0 HO 0
-’{@ Fiats - g Wk"-.,r’r-]\.ﬁ \ﬂj\“,x%/f } A
G/ I.':{‘:ffjﬁ}-] e poS-"To

Hi CHy ™0 H
HC Hi

Figura 2.2 - Estrutura da celulose

COOH

(a) (b}
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Figura 2.4 - Estrutura quimica dos PHAs: a) politwibutirato); b) polihidroxivalerato) e, c)
polihidroxibutiratoeo-valerato.
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Figura 2.5 - Estrutura quimica de: a) potiprolactona) (PCL); b) poli(acidolatico) (PLA); ¢
poli(acido glicdlico) (PGA) e, d) poli(acido glidob-latico) (PGLA).

Na Tabela 2.1 abaixo é possivel visualizar o podénie substituicdo dos polimeros

sintéticos por polimeros biodegradavéis.
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Tabela 2.1 - Potencial de substituicdo dos polimesmtéticos por polimeros
biodegradavéis (Crank et al. PRO-Bip, 2004).

Materiais PVC | PE-HD | PELD PP PS PMMA PA PET PC
Polimeros de = + + + + - = = w

amido

PLA - + - + + - + + -

PTT a = . + 5 2 ++ ++ +
PBT o - . ++ - " + e+ +
PHB & - - ++ + . 5 - >

PHB/HHx - ++ e ++ -+ - . + .

++ substituicdo completa;

+ substituicdo parcial;

- né&o substituicéo.

PVC: cloreto de polivinila

PE-HD: polietilieno de alta densidade
PE-LD: polietileno de baixa densidade
PBT: polibutileno tereftalato

PP: palipropileno

PS: poliestireno

PMMA: polimetil metacrilato

PA: poliamida

PET: polietileno tereftalato

PC: policarbonato

Fonte: Adaptado por Pradella, (2006), Biopolimeeoktermediarios Quimicos. Centro de Gestao e Estltratégicos.

2.2 Polihidroxialcanoatos

2.2.1 Descricao dos Polihidroxialcanoatos (PHAS)

Os polihidroxialcanoatos séo sintetizados por uandge numero de bactérias Gram
negativas e Gram positivas pertencentes pelo mend$ géneros diferentes. Alguns
exemplos destas culturas usadas industrialmente gaduzir PHAs incluem &alstonia
eutropha, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandi diversas espécies drseudomonas
(KIM et al., 1994).
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Os PHAs sdao poliésteres biodegradaveis produzidwsdiversas bactérias como
material de reserva, na forma de granulos intréarels. E um material termopléstico que, em
contraste com os polimeros sintéticos, tem a vantagindamental de ser renovavel e nédo
sao derivados de petréleo (DUFRESNE et al., 2083®strutura geral dos PHAs € mostrada
na Figura 2.6. A natureza do radical R determiitieatidade da unidade monomérica e, junto
com o valor de n (que pode variar de 600 a 3500@8uem nas propriedades fisicas do
polimero. Desde que o primeiro P(3HB) foi descahestn 1926, ja foram identificados cerca
de 125 mondmeros diferentes constituintes de PHAdugidos por mais de 300 tipos de
bactérias a partir de diferentes fontes de carl{f@tHM & STEINBUCHEL, 1999, LEE,
1996a; SUDESH et al., 2000, RODRIGUES, 2005).

| | .
' " 0 " O
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-1___ ____.' F '-;-.__ _ Z ~ ).__. ._/ . : .
b - Y- ! N i~y = 'l
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PHA

R = hidrogénio Poli(3-hidroxipropionato)
R = metil Poli(3-hidroxibutirato)

R = etil Poli(3-hidroxivalerato)

R = propil Poli(3-hidroxihexanoato)

R = pentil Poli(3-hidroxioctanoato)

R = nonil Poli(3-hidroxidodecanoato)

Figura 2.6 - Estrutura Geral dos PHAs (GOMES, 2000)

De acordo com o comprimento das cadeias carbédeasas unidades monoméricas,
os PHAs foram classificados em dois grupos: PHAssttidos por unidades de acidos
hidroxialcanodicos de cadeia curta (P&f), ou seja, aqueles que possuem cadeia carbdnica
constituida de 3 a 5 atomos de carbono, e os PbaAstituidos por unidades de cadeia média
(PHAwcL), apresentando de 6 a 14 atomos de carbono na@ds de cadeia longa com
mais de 15 atomos de carbono (RHA (STEINBUCHEL et al., 1992; STEINBUCHEL e
VALENTIN, 1995; JENDROSSEKEet al., 1996)
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Estes biopolimeros apresentam caracteristicas nmiéessantes como propriedades
termoplasticas e fisico-quimicas muito similares a@rios plasticos de origem petroquimica,
sdo completamente biodegradabilidavéis e biocomipdtide, produzidos a partir de
matérias-primas renovaveis, podendo ser recicladosinerados sem a geracéo de produtos
toxicos, o que os torna de grande aplicabilidaderelacdo aos plasticos petroquimicos e
possiveis candidatos a sua substituicdo (BYROM71BANGGI, 1995; STEINBUCHEL e
FUCHTENBUSCH, 1998).

Os PHAs podem ser produzidos por uma grande valgedle microrganismos
procarioticos, sendo acumulados na forma de granudocitoplasma celular (Figura 2.7).
Estas inclusdes sdo geralmente esféricas, com tl@nmédios de 0,2-0,am, e sao
circundados por uma membrana composta por cer@dde proteinas e 0,5% de lipidios
cuja espessura € de 2 nm (SUDESH et al., 2000jyeissem microscopio optico por
contraste de fase, devido a sua alta refrativid&d®! e LENZ, 2001). Os granulos séo
envoltos por uma camada fosfolipidica, por polimesa despolimerases e proteinas
citosolicas ndo especificas. A funcdo da monocanfasflipidica ainda ndo esta bem
estabelecida, embora se suponha que ela seja @wagmsa evitar a transicdo do poliéster do
estado amorfo para o estado mais estavel - foristalora. Supde-se ainda que ela aja como
uma barreira protetora evitando danos celularesacis pela interagdo de PHAs com

estruturas internas ou com proteinas citosolicele(LlGO et al., 2003).

Estes biopolimeros sdo geralmente sintetizados aeserva de carbono e energia,
guando o microrganismo detecta no meio alguma caondadversa ao seu crescimento. Estas
condicBes podem estar associadas a limitacdo dentas ou fatores de crescimento (como
N, P, S, Q, K e Mg), na presenca de um excesso de fonterderua ou a limitacdes fisicas,

como temperatura néo ideal para crescimento.
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Figura 2.7 - Formagéao de granulo de P(3HB) inttdaeha membrana lipidica adaptado de TIAN et
al., 2005).

O acumulo de PHAs nas células, quando cultivadascsmdicdes controladas, é
variavel, podendo representar de 30 a 80% de sussamseca . Porém, em condi¢ges
otimizadas de cultivo, ou com uso de engenhariatgen pode-se atingir acimulos acima de
90% da massa bacteriana (KIM et 4B92; MADISON e HUISMAN, 1999).

2.2.2 Caracteristicas dos PHAs

Os PHAs compartilham diferentes propriedades, dedaccom sua composi¢ao
monomeérica. Eles sdo substancias lipofilicas, ¢ra@a célula encontram-se como inclusdes
insollveis. Sao polimeros termoplasticos ou eladtmms, exibindo um grau de
polimerizacdo de até 30.000, confirmado pelas aftassas molares. Com o aumento no
comprimento da cadeia, ou aumento no nimero de r@me&ros em um copolimero, sua

elasticidade aumenta.

Duas caracteristicas fisicas sédo frequentementetagas nos trabalhos relacionados
com a producédo de PHAs: massa molecular e projpiesdi@&rmicas. A massa molecular e a
distribuicdo de massas moleculares de um polim@mstituem-se caracteristicas importantes
para a sua adequacao comercial (SIM et1897). No caso do P(3HB), polimeros com peso

molecular inferior a 4x10Da apresentam suas propriedades mecanicas dadesofTAIDI
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et al, 1995). As propriedades térmicas de um polimekp-(Temperatura de fusdog T
temperatura de transicdo vitrea), além de propiesiacomo cristalinidade e tempo de
cristalizacdo, definem algumas propriedades meaérdo material a temperatura ambiente,

sendo também parametros Uteis para o processateemioo do material (GOMES, 2000).

A familia de PHAs possui grande variedade de pedpdes mecénicas, do fortemente
cristalino ao elastico, dependendo da composic8oudalades monoméricas. A Tabela 2.1
apresenta uma comparacédo das propriedades figitagld#erentes PHAS e o polipropileno.

Tabela 2.2 - Comparacdo entre as propriedadesdigictérmicas dos varios PHAs e do
polipropileno.

Propriedades P(3HB) P(HB-HV?Y PHO® Polipropileno
Ponto de fusao 175 145 61 176
(°C)
Cristalinidade (% 80 40 30 70
Tensao de 40 32 10 38
cisalhamento
(Mpa)
Resisténcia a 6 - 300 400
Ruptura (%)

@ Dados adaptados de (Holmes, 1988; Gagnon, et@2:Hihg, 1982).
® p(HB-HV) copolimero contendo 20 mol % C5 e 80 moC%mondmeros.
©pHO copolimero contendo 4 mol % C10, 86 mol % C8 m&b% C6 mondmeros.

FONTE: POIRIER 1995.
Os PHAs mais comuns sdo polimeros semicristalifbsgrau de cristalinidade
depende da composi¢cdo do polimero: sendo 60-80& @&(3HB) e decrescendo para 30-
40% para o copolimero cujo conteido em unidadesHMé 30% (mol/mol) (SERAFIM et
al., 2003). As propriedades mecanicas do P(3HB)uimdo Mddulo de Young e tenséo de
cisalhamento, sdo similares as do polipropileng.(BPP(3HB) possui resisténcia aos raios

UV superior ao polipropileno e excelente impermiddule ao oxigénio (HOLMES, 1985).

Os polimeros PHAsc tém menor nivel de cristalinidade e sdo mais iet#sttendo
aplicacdes potencialmente diferentes dos BEddAMADISON e HUISMAN, 1999).

Assim, PHAs poderéo se constituir, no futuro, ertinperos feitos sob medida para
diferentes aplicacdes. As propriedades de PHAs @@ obtencdo desde materiais rigidos,

como o P(3HB), a materiais flexiveis, como PiAs
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2.2.3 Historico dos PHAs

* O relato da primeira observacdo de polihidroxiabesos, foi no inicio do
século XX (Meyer, 1903). Estes apareceram acumslado bactériagdzotobacter
chroococcum na forma de inclusdes lipidicas soluveis em ¢tomio (STAPP,
1924).

. Em 1923, o microbiologista Maurice Lemoigne feziapira determinagéo da
composicdo de PHAs eBacillus megateriunonde a degradacdo de um material
desconhecido levava a excrecao de acido 3-hidroxitmu(LEMOIGNE, 1926).

. Em 1958, MACRE e WILKINSON, observaram gBeacillus megaterium
estocava homopolimero quando a razdo das fontegiaese/nitrogénio no meio
estava alta.

. No inicio da década de 60, o interesse por estésriaia cresceu fortemente
devido a descoberta de que possuiam propriedauespi@sticas (BAPTIST, 1962a;
1962b). Esta descoberta levou ao primeiro empre@mdd para a producao
comercial de P(3HB) pela empresa W.R. Grace Cobstados Unidos (HOLMES,
1985).

. Na sequéncia desses estudos, que se intensifigaeno entendimento das
funcdes do P(3HB) no metabolismo das células povdst foi publicada a primeira
revisao cientifica sobre esse biopolimero, compkransua funcéo a da gordura nos
seres humanos (DAWES e SENIOR, 1973). Até aquelmento, P(3HB) era o
unico membro conhecido da familia dos polihidracaalbatos, cuja unidade
monomerica hidroxialcanoatos (HA) tinha sido idicdida.

. Em 1974, foi publicada a identificacdo de outragdames HA (Wallen e
Rohwedder, 1974), dentre elas, a unidade 3HV (Bkidalerato). Cerca de uma
década depois, outras 11 unidades monoméricas nmagiglo identificadas
(FINDLAY e WHITE, 1983).

. Em 1976, a empresa inglesa ICI-Imperial Chemicdustries iniciou estudos
sobre a producao e desenvolvimento de aplicacGasopB(3HB). Outra importante

descoberta da ICI foi que com a incorporacdo deladss 3 HV era possivel
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modular gradativamente as propriedades fisicascdmeas do polimero produzido,
permitindo, deste modo, ampliar o campo de apliesgissiveis. Iniciando assim a
producdo de PHAs, com a comercializacdo do hommgoti P(3HB), bem como
copolimeros de poli(3-hidroxibutiratms-3-hidroxivalerato) (P(3HR:0-3HV)) com

o nome comercial de BioptBYROM, 1990).

. Em 1990, foi lancado na Alemanha, o primeiro prodlitido a partir de PHA,
uma embalagem de “shampoo” de uma industria de é&@ose (SUDESH et al.,
2000).

. Em 1996, a empresa Monsanto adquiriu o procespoodieicdo do BIOPOL.

. A Metabolix, Inc. em maio de 2001, comprou o prgoede fabricacdo do
BIOPOL da Monsanto, reiniciando sua producao (METABX, 2001).

. A partir de 1991, comecaram as pesquisas para giodie P(3HB) através de
processos fermentativos no Brasil.

. Em 1992, a Cooperativa dos Produtores de canalmarae Alcool do estado
de Séo Paulo (Coopersucar), o Instituto de Pesgjlisenologicas (IPT) e o Instituto
de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Béado (USP) estabeleceram
um protocolo de cooperacéo técnica, com o propdsitdesenvolver pesquisas para
a producéo de P(3HB).

. Em 1993, a Coopersucar construiu uma unidade pilat@Jsina da Pedra, no
municipio de Serrana (SP), para estudo e produe&{3HB).

. Em 1997, a Coopersucar estabeleceu parceria coensds/ processadores de
plasticos e instituicdes, de pesquisa e desenveiion

. Em 2000, teve inicio a producéo de P(3HB) pelaceimdlistria brasileira PHB
Industrial SA.

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

O poli(3-hidroxibutirato) constituido por monémerds 3-hidroxibutirato, € o PHA
mais bem caracterizado e o acumulado com maioiiérezrja por bactérias (MADIGAN et al.,

2000). O P(3HB) é produzido através de culturasteb@anas, com predominancia de



Revisao Bibliografica 18

utilizagdo da bactériRaltonia eutrophaA biossintese deste polimero permite um processo
ciclico sustentavel através de fontes renovaveB(3bIB) e seus copolimeros sao poliésteres
biodegradaveis sendo totalmente degradado a e€@gua por uma enorme quantidade de

fungos e bactérias.

A degradacao de P(3HB) produz o acido 3-hidroxitmatj que é constituinte normal
do sangue humano. Estudos com este acido, obtiti@ddise do P(3HB), mostraram que o
mesmo pode ser usado como um suprimento de carbwavenoso ou oral, com vantagens
sobre a glicose (ASRAR e HILL, 2000).

O P(3HB) € um termoplastico altamente cristalinarode quebradico, lembrando o
poliestireno (PS) ou o poli(cloreto de vinila) (PV@ao-plastificado. Suas propriedades
fisicas sdo freqientemente comparadas as do pulgmmo, por possuir ponto de fusdo, grau
de cristalinidade e temperatura de transicdo vitsgailares. Entretanto, a baixa
processabilidade, o elevado grau de cristalinidadeagilidade do P(3HB) limitam suas
aplicacdes (ZHANG et al., 2000). A utilizacdo d@IF#B) como um polimero de engenharia
também é dificultada pelo fato de apresentar unrée fetendéncia ao envelhecimento,
manifestado pelo aparecimento de trincas no int@l@oseus cristais, e possuir uma grande
suscetibilidade a degradacdo térmica o0 que limitauass aplicacdes.

http://www.ima.ufrj.br/linhaspes/recicl pet alext

Varios estudos importantes tém sido realizadosentativa de reduzir a fragilidade
desse material. Alguns desses estudos baseiametgeragdo de copolimeros com unidades
de hidroxivalerato, que apresentam menor cristdiohe e melhores propriedades mecéanicas
que o P(3HB). Outros estudos baseiam-se na mifigica com diversos outros polimeros
biodegradaveis e sintéticos. Como visto anteriotenen P(3HB) ndo é o unico plastico
biodegradavel disponivel no mercado. Hoje, exigteatro classes diferentes deles, nenhum,

no entanto, tdo bom no quesito biodegradabilidadaip o P(3HB)

2.3 Organismos Produtores de PHAs

A selecdo do microrganismo e do substrato tem granfluéncia nos custos de
producdo dos PHAs (ANDERSON & DAWES, 1990). Mesmastindo mais de 300
microrganismos diferentes produtores de PHAs, apaiguns podem ser utilizados para a
producdo em escala industrial. E necessario quess produtoras tenham uma velocidade
especifica de crescimento e producdo de PHA elsvadgue possam utilizar substratos de
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baixo custo, além de apresentarem uma porcentafgamda de PHA em relagdo a massa
total seca e um fator de conversao de substrat®ldfm (RAMSAY,1994 a). Para que o
processo seja economicamente viavél € necessaeoaqoepa produtora seja capaz de

acumular ao menos 60% de sua massa celular segalienero.

Este critério elimina da sele¢cédo todas as bact&ras-positivas e aquelas que nao
sdo capazes de acumular porcentagens elevadarderpd RAMSAY et al., 1990a).

Bactérias produtoras de PHAs possuem dois compentas distintos. O primeiro é
em relacdo ao comprimento da cadeia carbonica cdmero inserido. AssinR. eutrophae
Rhodococcusp. séo capazes de inserir em seus polimeros nevo$ibe cadeia curta (3a5 e
raramente 6 carbonos). Por outro laBeeudomonas aeruginosaPseudomonas olevorans
sdo capazes de inserir monémeros de cadeia médiad@arbonos). O outro comportamento
diz respeito a capacidade ou ndo de sintetizampotis contento monémeros diferentes de
3HB, sem a necessidade de serem supridas com worgwe Deste modd&hodococcusp.

e P. aeruginosaséao capazes de sintetizar mondémeros deferentes$iee inseri-los em seus
polimeros, a partir de substratos que néo estasioekhdos estruturalmente ao monémero
inserido (GOMES, 1997).

As bactérias que apresentam as caracteristicasfamaigveis para uma producao em
escala industrial sé@dAzotobacter vinelandi, Alcaligenes latus algumas espécies de
metilotréficos e alguns microrganismos recombinentemo R. eutropha recombinante,
Escherichia coli recombinante eKlebsiella aerogenesrecombinate (LEE, 1996 b),
essencialmente pela grande variedade de substustcedes podem utilizar.

Recentemente, a bactéria Gram-negativa designa@a@olderia saccharsp. ou
IPT 101 foi isolada do solo de plantacédo de canacdear. IPT 101 é acumular até 68% da
biomassa seca em poli(3-hidroxibutirato) utilizamdono a fonte de carbono exclusivamente
a sacarose e até 659 % de biomassa seca poliB«hidtirato€o-hidroxivalerato)
utilizando como fonte de carbono glicose e acidpr@idénico como substrato de precursor
(GOMEZ, et al., 1996, 1997, SILVA, et al., 2000).

YABUUCHI et al., em (1995)propds,a partir da caracterizacdo fenotipica, das
andlises de lipideos e &cidos graxos e de andiisgenéticas, a mudanca ddcaligenes
eutrophus para Ralstonia eutropha Por possuir elevado rendimento e velocidade de
producao este tem sido o microrganismo o maizatlh na producéo industrial de polimero
(RAMSAY et al., 1990).
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2.4 Ralstonia eutrophgatualmente Cupriavidus necatoy

A Ralstonia eutrophd@em sido o microrganismo mais utilizado na produgéustrial
de polimero (KHANNA e SRIVASTAVA, 2005a). Por possielevado rendimento e
velocidade de producédo, pode acumular mais de 80%ua massa seca celular em polimero
com uma alta massa molecular (BYROM, 1987), utidmadiferentes tipos substratos como

frutose, soro de leite, glicose e sacarose (espéuitantes).

E uma bactéria gram-negativa, aerdbia, quimiotifata facultativa, encontrada
naturalmente no solo e na agua. Essa espécie afrestulas na forma de bastonetes, com
dimensdes de 0,5 por 1,8 a Py, € moével e possui de 1 a 4 flagelos peritriquiss fase
estacionaria de crescimento, ou seja, no acumulpotmero, as células podem se tornar
esféricas (BRAUNEGG et al., 1998). A Figura 2.8 treos evolucdo do crescimento e de

acumulo de polimero P(3HB) ao longo de 24h de\aulti

Figura 2.8 - Imagens microscoépicas de elétronatestnissao (TEM) dBR. eutrophana producao de
P(BHB) a2,5h (A), 5h (B), 9 h (C) e 24 h (D)pstrando o “desaparecimento” dos elementos de
mediacao escuro-manchados dando espaco aos grémrdoslulares de P(3HB). O tamanho final

apos 24h é de Oym.
Fonte: TIAN, 2005.

A temperatura 6tima de crescimento relatada nealitea € de 30°C podendo crescer
autotroficamente em atmosfera de gases contend®He CQ (TANAKA et al., 1994).
Segundo REPASKE (1962), um pH 6timo para o crestime producdo de P(3HB) é
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aproximadamente 6,9, e em pH de 5,4 hé inibicacrescimento.

O acumulo de PHA, na forma de granulos, Rafstonia eutrophageralmente ocorre
quando existe excesso de fonte carbono e limitagi@lgum nutriente essencial a sua
multiplicacédo. Esta sintese ocorre em duas et&#mprimeira etapa, procura-se favorecer ao
maximo o crescimento celular e assegurar, a0 mésmEo, que a sintese do polimero seja a
menor possivel. Na segunda etapa, o processo @ ifaiersamente, interrompe-se 0
crescimento celular e estimula-se ao maximo o atmmo polimero no interior da célula
(Figura 2.9) (GOMEZ e BUENO NETTO, 1997). O biopeodéro pode sofrer degradacéo
intracelular que ocorre, via de regra, em condigfiiesultura opostas aquelas onde observa-se
0 seu acumulo, ou seja, em situacdes onde haja mbsgonibilidade da fonte de carbono, e
nao haja limitacdo de outras necessidades nutaison

Este microrganismo tem também como caracteristig@itante, do ponto de vista
biotecnoldgico, a producdo de PHAs relacionada rdefale carbono utilizada para seu
crescimento. Isto porque a via de degradacdo dbsideatos (via Entner-Doudoroff), mais
frequentemente utilizados pdR. eutropha leva a formagdo de piruvato, o qual é
oxidativamente descarboxilado a acetil coenzima agetfl-CoA). Assim, o0 mondmero
predominante encontrado df eutrophaé o poli-3-hidroxibutirato (P(3HB), uma vez que €

sintetizado a partir de acetil-CoA (BRAUNEGG ef 4D98).

Substrato

v

Crescimento Acetil-CoA Excesso de
balanceado carbono

Oxigénio
Fosforo
Enxofre
Nitrogénio Limitacao
. Potassio

Material celular Magnésio

T Sulfato

Energia

P(3HB)

Escassez de fonte de carbo

Figura 2.9 - Produtos do acetil-CoA em condi¢@sréscimento balanceado e de excesso e escassez
de carbono apresentado por SQUIO, (2003).
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2.5 Metabolismo emRalstonia eutropha Sintese do P(3HB)

O P(3HB) é sintetizado emR. eutropha e em muitos microrganismos, a partir do
acetil-CoA, em condi¢cdes de excesso da fonte deonare limitacdo de algum nutriente
essencial, por uma sequéncia de 3 reacOes cataispelas enzimas [Beetotiolase,
acetoacetil-CoA redutase e PHA sintase (OEDING BIIEGEL, 1973 citado por SQUIO,
2003).

A enzima 3B-cetotiolase condensa, reversivelmente, 2 moléaldaacetil-CoA em
acetoacetil-CoA. O produto é entdo reduzido pethutesse NADPH-dependente a D(-)-3-
hidroxibutiril-CoA, que se liga a uma cadeia enscimento de P(3HB) pela PHA-sintase. A
rota de producédo e degradacdo de P(3HB) € intlacglarR. eutrophgpodendo ser melhor
visualizada na Figura 2.10. (GOMES, 2000).

Glicose

v

Acetyl-CoA + Acetil - CoA

CoASH / 3 -cetotiolase

v

Acetoacetil-CoA < Acetoacetato
NADPH + H ¢//\\\ 1
AMP ATP

NADP CoASH NADH
Acetoacetil-CoA-redutase

(R)-(-)-3-hidroxybutiril-CoA \ NAD*

PHA sintase
CoASH

» (R) - (-) - &cido- 3 - hidroxibutirico

P(3HB
( ) PHA despolimerase

Figura 2.10 - Sintese de P(3HB) a partir de aGi#k emRasltonia eutropha
Fonte: Tecnologia e informacgéo a servigco da soaiedaPlasticos Biodegradaveis. Disponivel em:
http://www.cetesb.sp.gov.br/noticentro/2007/08/maiianfena.pdf
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2.6 Biodegradacao

A biodegradacdo ou degradacdo biologica compreersdalteracdes de sistemas
poliméricos pela acdo de microrganismos, tais cfungos e bactérias (REICH e STIVA
1971). Uma das principais caracteristicas que tosnBHAs atrativos comercialmente é sua
biodegradabilidade em ambientes naturais, detedaingela atividade enzimatica dos

microrganismos presentes.

Os microrganismos, principais envolvidos neste ¢gs0, possuem enzimas
extracelulares, como as depolimerases e hidrol&as.catalisam a quebra do polimero em
compostos sollveis em agua, que podem ser apregittomo nutrientes pelas células.
Além disso, os PHAs também podem ser degradadagséncia de atividade microbiana, por

um mecanismo de hidrolise quimica, especialmentaltrs valores de pH.

Os PHAs podem ser degradados tanto intracelulaenpot meio de despolimerases
intracelulares, como extracelularmente. No entaatdaxa de degradacao intracelular de
P(3HB) é cerca de 10 vezes menor do que sua tasiatése (SUDESH et al., 2000).

A velocidade de biodegradacdo dos PHAs é funcaaudes fatores, como populacéao
microbiana presente no ambiente, temperatura, w®jdaH, nutrientes presentes no meio,
cristalinidade, aditivos e area superficial dosimelos. Estes polimeros sdo sélidos
insolaveis em agua, enquanto as depolimerasesnz@oas sollveis; por isso, a degradacéo
acontece através de uma reacdo heterogénea enetdpas. A primeira é a de adsor¢cédo da
enzima na superficie do polimero; a segunda, adiélise das cadeias poliméricas, pelo sitio
ativo da enzima. A hidrdlise sempre ocorre em unedicie reacional, entre as enzimas
adsorvidas e sitios de adsorc¢éao livres (KHANNA V@S TAVA, 2004).

Os PHAs séo degradados tanto em sistemas aeral@osocanaerdbios. A degradacdo
ocorre mais rapidamente em despejos anaerdbicoai® lentamente no mar. Durante o

processo de degradacéao nao ocorre a producacedmautiarios toéxicos (LUZIER, 1992).

A Tabela 2.3 apresenta o tempo para biodegradaz@omdilme de 1 mm P(3HBe-

3HV) em diferentes ambientes.
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Tabela 2.3 - Tempo de biodegradacéao de um filmenga de P(3HBz0-3HV) em diferentes
ambientes

Ambiente 100 % em perda de massa (semanas)
Ambiente anaerébio 6
Sedimentos estuarios 40
Ambiente aerdbio 60
Solo 75
Agua do mar 350

FONTE: LUZIER, 1992.

A Figura 2.11 apresenta o biociclo de producdogeadiacdo de PHAs. Onde, através
da fotossintese, as plantas fazem uso da luz satanvertem o CQe agua para produzir
carboidratos. Na forma de carboidratos simplessesde utilizados como matéria prima em
um processo fermentativo com o microrganismo efipeqara a producdo de PHAs. Depois
de utilizados os PHAs podem ser depositados em esmt@si microbianos ativos e a
biodegradacédo do polimero fornecera dgua ¢ O@a rota direta pela producdo de plantas
pode também ser obtida.

GAS

CARBONICO
PLANTAS E AGUA

DESCARTE

PLASTICO
BIODEGRADAVEL |

Figura 2.11 - Ciclo da biodegradacdo de um matdedbnte renovavel e biodegradavel.
Fonte: Apresentacéo Biocycle Ciclo da Vida - dispel em: http://www.biocycle.com.br/site.htm
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Dessa forma, a biodegradabilidade € nada mais due processo catabdlico
(BRAUNEGG et al., 1998).

A Figura 2.12 mostra garrafas de poli(3-hidroxitai) cujo nome comercial é
Biopol, é termoplastico e compostavel, produzido Ipactérias alimentadas com acgucar de

uva.

PLASTICO BI

COPERSU

ABOID A

LA ||| I ELLL L ||I| ITERERRRAT A TEET LRTEyanTe | |1| ||||||-| [LLLE] ||l||||| LA L T
| it |
i Y % b 1 3 I-I I

PL&ST!CO BIODEGRADAVEL : RESPEITO A NATUREZA

COPERSUCAR & IPT:= qu :

IMEP

Figura 2.12 - Régua produzida a partir de P(3HBpemesso de biodegradacgao.
Fonte: Tecnologia e informagao a servico da sodildaPlasticos Biodegradaveis. Disponivel em:
http://www.cetesb.sp.gov.br/noticentro/2007/08/maiianfena.pdf

i a0 dias 120 dias

Figura 2.13 - Corpo de prova produzido com P(3HB)decomposcao em fossa séptica.
Fonte: Tecnologia e informagéo a servico da sodikdaPlasticos Biodegradaveis. Disponivel em:
http://www.cetesb.sp.gov.br/noticentro/2007/08/maiianfena.pdf
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O preco e o desempenho de um determinado matdéoaspectos fundamentais para
a sua utilizacdo comercial. O desempenho corregpa@sdcaracteristicas apresentadas pelo
material, que podem ou ndo representar vantagerm para dada aplicacdo, quando

comparadas aos outros materiais concorrentes.

Embora diversos fatores interfiram no preco firaludh material ou produto final, de
uma forma simplista pode-se afirmar que o precmdrcado corresponde a quanto se aceita
pagar por um produto com um determinado desemp@&@tBHAS apresentam caracteristicas
de desempenho que os tornam materiais importaai@s qertas aplicacdes especializadas:
biodegrabilidade e biocompatibilidade (GOMES, 2000)

O uso de P(3HB) e de outros PHAs em geral, em itwibdb aos plasticos
convencionais, tem sido inibido pelo alto custopdeducdo destes biopolimeros, quando
comparado ao custo dos polimeros de origem petrocal Estes custos tornam os PHAs
mais do que cinco vezes mais caros que 0s polinp@equimicos, como polietileno e
polipropileno, cujo prego, por quilo, varia entréS®) 1,40 e US$ 1,72 (CHEMICAL
MARKET REPORTER, 2005). Um esfor¢o tem sido feito,sentido de reduzir o custo dos
PHAs, através do isolamento de melhores cepas rizacte e do desenvolvimento de
processos de cultivo e recuperacdo mais eficighteB et al., 1999). De fato, os custos no
processo com a fonte de carbono e a recuperacfolitoero sdo os dois maiores fatores

responsaveis pelo elevado preco dos PHAs.

Varios autores tém considerado que reducdes expesso custo de PHAs poderéo
ser obtidas com a producéo de microrganismos fegicamtes, substratos de menor valor
agregado, métodos mais eficientes de extracaoupersacdo, podendo atingir valores que
permitiram a competicdo direta com polimeros dgeoni petroquimica (CHOI e LEE, 1999;
REDDY et al, 2003;SALEHIZADEH e LOOSDRECHT, 2004).

2.7 Custo com fonte de carbono

Do ponto de vista econémico, 0 custo com subst@atdribui significativamente para
o custo total do processo, podendo atingir até d0%usto total (KIM, 2000). Para reduzir os
custos com substrato, varias cepas recombinarapszes de utilizar fontes de carbono
baratas, e 0 emprego de estratégias de cultiveertiis vém sendo utilizadas (LEE et al.,
1999). Como fontes de nutrientes de baixo custatijzadas tem-se melacos de cana e

beterraba, soro de leite, 6leos vegetais, hidahdisade amido e caseina (LIU et, d1998),
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xarope de tdmaras (OMAR et.,aP001), xilose (RAMSAY et gl 1995) e melago citrico
(FIORESE, 2004), entre varios outros.

2.8 Culturas em alta densidade

Culturas com alta densidade de células apreseraatagens como alta concentracéo
de produto, maior produtividade e reducdo dos sudérecuperacdo do polimero (Squio e
Aragdo 2004)A alta concentracéo celular é, muitas vezes, ungéegia, em diferentes processos

biolégicos, para justificar a sua viabilidade ecoida.

A literatura tem apresentado diferentes estudeximiados a alta densidade celular.
Choi & Lee (1999) demonstraram em seus estudosagueximadamente 40% do custo de
producdo de P(3HB) esta relacionado ao custo da fien carbono utilizada, e o restante a
otimizacdo do processo. Para que haja viabilidaden@nica na producdo, existe a
necessidade de se conseguir um processo queata@ensidade celular (acima de 80 g/L),
com alto teor de biopolimero intracelular (acima0&6 da biomassa) e alta produtividade de
polimero, acima de 1 g/Lh (LEE et al., 1997).

Choi et al. 1998) estudaram a producao de P(3HB) ocoli recombinante XL1-
Blue(pJC4) contendo genes de biosssinteseHi® deA. latus A cultura foi realizada em
batelada alimentada coglicose como fonte de carbono. Ao final, foram i 194,1 g/L de
concentracdo de biomassa, 141,6 g/L de P(3HB)espondendo @3% de polimero, com
alta produtividade de 4,63 g/L h. Assim,agores relataram qu& coli recombinante pode

ser usada para producgde P(3HB), com alto nivel de competitividade ecoic@m

Piccoli et al. (1994) propuseram um cultivoAleeutrophusomposto de duas etapas:

a primeira, caracterizada por excesso da fonte allbono (sacarose invertida) e outros
nutrientes essenciais, através de bateladas stegsssultando em um crescimento celular
exponencial com velocidade especifica maxima dectrento de 0,32} 25,8 g/L de
biomassa, com baixo teor de polimero (6%) e proiisite em célula de 4,4 g/L h. Uma
segunda etapa, consistia de uma batelada alimerwataazao constante e limitacado na fonte
de carbono, procurando manter a produtividade m&vém células e oxigénio dissolvido
acima de 15% da saturacdo. O resultado global lavptodugédo de 80,5 g/L de biomassa

com 3,5% de polimero e produtividade em célula3,dig/L h.
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Culturas déA. eutrophusNCIMB 11599 em fermentador de 60 L, regime de bal
alimentada com alta densidade de células, foramdadas por Ryu et al. (1997). Eles
utilizaram limitacdo em fosfato e controlaram aamniracéo de glicose, que ficou entre 0 —
20 g/L, pela concentracdo de oxigénio dissolvitftovestigaramtambém o efeito da
concentracdo inicial de fosfato na produgégoolimero. Em todos os casos, o teor final de
P(3HB) obtido foi de 80% do peso seco celular. éatrto, a cultura com maior concentragéo
de fosfato inicial, 5,5 g/L, foi a que produziu wraconcentracdo de biomassa e de P(3HB),
resultando em 281 g/L de biomassa e 232 g/L de B &dm produtividade de 3,14 g/L.h,
em 75 h. Dessa forma, os autores mostraram quardid@de de células e P(3HB) produzida
pode ser maior com o aumento da concentracaolidieisfato.

2.9 Utllizacdo da Modelagem Matematica como ferramentano estudo do
crescimento de P(3HB)

A modelagem matemética do crescimento microbianmodielo utilizada para estimar
parametros (velocidade especifica de crescimerieonpo de fase lag) necessarios para o
estudo do crescimento de microrganismos sob dilesenondi¢cdes fisicas e quimicas,
formular apropriados meios microbiol6gicos ou carnstmodelos preditivos para uso em
microbiologia de alimentos (LOPEZ et al., 2004).

Um modelo matematico € um conjunto de suposi@gamas das quais podem ser
formuladas por equacdes que descrevem relacdesnatatas entre as variaveis definidas
Estes modelos podem ser aplicados em varios nieismodelo de nivel primario é uma
equacao ou funcdo que é usada para descreverosteespcrobiana contra o tempo com um
conjunto caracteristico de parametros (WHITING, t99ICMEEKIN e ROSS, 2002). A
resposta microbiana geralmente € expressa em tedmosumero de microrganismos
(concentragdo de unidades formadoras de colbniaysancelular seca (concentracdo de
biomassa) ou densidade d&tica como uma medida fadir€DALGAARD e
KOUTSOUMANIS, 2001).

Segundo Baranyi e Roberts (1994), o objetivo dosdelos preditivos no
processamento de alimentos € minimizar ou preweciescimento microbiano e nao otimiza-
lo, como em bioprocessos. Geralmente, a informdg&ocaracteristicas do meio é menor e
menos exata que num biorreator, e 0s modelos sd&emadcamente mais simples e
com maior conteudo empirico. Embora os autores idemrsn que estes modelos néo

apresentem aplicacdo pratica para Engenharia Brocgi o conhecimento ou “previsao” do
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crescimento microbiano pode ser fundamental pamstabelecimento de estratégias de
cultura, em especial para a producdo de PHAs, quaeodurante a fase de crescimento
limitado. Além disso, pesquisas vém sendo realgadan a utilizacdo de modelos primarios
para a determinacdo de parametros cinéticos derasilem batelada (TOBAJAS e GARCIA-

CALVO, 2000; ERKMEN e ALBEN, 2002; WACHENHEIMt al., 2003).

O processo de modelagem depende de técnicas dessagr matematica,
conseglentemente, um critério padrdo para a andéseegressao deve ser levado em
consideracéao, incluindo distribuicdes normais eavaras homogeneizadas. O procedimento

para desenvolver um modelo deve incluir as seguoaasideracdes (WHITING, 1995):
» Exatidao do ajuste
» Habilidade de predizer combinacgdes de fatoredestados
* Incorporacéo de todos os fatores relevantes
» Possuir um nimero minimo de parametros paratéaail uso
* Especificacao do termo de erro
» Os parametros devem conter significado biologiealores realisticos
* Reparametrizacao se isso melhorar as propriecdestig$sticas

Os modelos primarios descrevem mudancas no nunmenmickorganismos ou nas
respostas microbianas (duracdo da fase lag, valdeidspecifica maxima de crescimento e
aumento logaritmico da populacdo) com o tempo, aothiente especifico. Uma equacao ou
funcdo matematica descreve a mudancga da respasteo ciempo, fornecendo um grupo

caracteristico de valores dos parametros

Exemplos de modelos priméarios sdo: o modelo de gramordem de Monod
(LABUZA & FU, 1993), o modelo logistico, 0 model@ &chunute (ZWIETERING et al.,
1990), o modelo de Boltzman (ERKMEN & ALBEN, 200@)modelo de inativagcdo térmica
de primeira ordem (WHITING, 1995) e os modelos @eaByi e Roberts de Gompertz, que
sao os mais utilizados (BUCHANAN et al., 1997).
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Os modelos secundarios indicam como os parametomddelos primarios mudam
com fatores ambientais como temperatura, pH edaiidd de agua, entre outros (WHITING,
1995). Muitos modelos secundarios tém sido progosi® literatura, como os modelos
polinomiais ou metodologia de superficie de resposteibull, Linear, equacao de Arrhenius,
modelo da raiz quadrada ou de Ratkowsky entre 8 8CHAFFNER & LABUZA, 1997,
WHITING, 1995; McMEEKIN & ROSS, 2002; DAVEY & DAUGHRY, 1995).

Muitos pesquisadores estudaram, através de modeloputacionais baseados em
transferéncia de calor e estimativas de crescimemtoobiano, o efeito da temperatura na
estabilidade microbiana (GIANNUZZI et al., 1998)ntdelo da raiz quadrada, proposto por
RATKOWSKY et al. (1983), pode ser citado como exknge um modelo que descreve a
influéncia da temperatura na velocidade de crestimespecifico. Em 1991, Zwietering et
al., modificaram o modelo estendido de Ratkowska plescrever o efeito da temperatura na
fase lag. O efeito de flutuagbes da temperaturéas@ lag e na velocidade especifica de

crescimento, em meio liquido, também foi estudaatd_p& Torres (1993).

2.10 Técnicas empregadas na Extracdo, Recuperacdo e Ceatarizacdo de
P(3HB)

2.10.1 Extragéo e recuperagao

Estima-se que o impacto do custo de recuperacdHée no custo total do processo
de producdo possa equivaler a até 50% do valoratufp, dependendo de variaveis como o
processo de separacdo empregado e o teor de PHulaclo na biomassa (SILVA et al.,
2007, LEE et al., 1988).

Varios processos de recuperacdo de PHAs podem tgrados. Porém o
desenvolvimento de métodos eficientes, que possardiferentes para cada microrganismo
empregado, € importante para o custo total da gémdde PHAs (CHOI e LEE, 1999).

ApoOs o cultivo, as células contendo PHAs sdo sdparpor processos convencionais
como centrifugacao, filtracdo ou floculagdo-cengdcdo. Em seguida, as células precisam
ser rompidas para a recuperacao do polimero.
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Ha véarios métodos desenvolvidos para a recuperdedses biopolimeros, a maior
parte aplicados a producdo de PHAs poreutropha A maioria dos processos utiliza
solventes organicos como cloroférmio, clorometamakcloroetano (KESSLER et al., 2001).
Pela alta viscosidade de solu¢cbes contendo PHAnheéessarios grandes quantidades de
solvente toxico e/ou volatil (aproximadamente 20tgsa de solvente para 1 parte de
polimero), o que aumenta os custos de producdaigaa@anos ao meio ambiente (LEE,
1996a).

Os polimeros sédo prontamente extraidos de micrmmas por hidrocarbonetos
clorados, como cloreto de metila, cloroformio elaticetano. Estes solventes rompem as
células, solubilizando seus componentes, incluss/é?HAs. Compostos organicos polares,
como acetonas e alcoois, também podem ser usabissrdipem o material celular ndo
polimérico, deixando os granulos de PHAs intacté®(MES et al, 1980). Combinacdes
dos dois processos podem ser utilizadas. Iniciaienfeita a lavagem com cloroférmio; a
solucdo resultante, com o polimero solubilizaddiltéada, para removedebris (residuos
celulares) e concentrada. O polimero é precipitamio gotejamento em metanol ou etanol,
deixando lipidios de baixo massa molecular em S0l(BRAUNEGG et a) 1998).

A empresa Zeneca Bioproducts desenvolveu um proakssecuperacdo envolvendo
digestdo enzimatica, para a producéo industriaP@+B) e P(3HB-co-3HV (HOLMES e
LIM, 1990). Nesse processo, primeiramente as aglabfrem um tratamento térmico que
provoca a lise das células e desnaturacdo de anigsicos que poderiam interferir nos
passos subsequentes. Na sequéncia, sao tratadasumanmistura de varias enzimas
hidroliticas como lisoenzimas, fosfolipases, leasies, proteinases entre outras. A maior
parte do material celular é hidrolisado por esswsn®gs, enquanto o polimero permanece
intacto. Apos lavagem e floculagcdo, o polimero @&perado como um pd branco, que é
convertido em “chips” para ser comercializado (BYWRA987; KESSLER et al., 2001). O
elevado custo das enzimas e a necessidade de @absimsais de digestdo resultam em

maior custo de extracao por esse processo (CHEEs 1999a).

Outro processo que envolve a quebra de materialacehdo polimérico utiliza
solugdes alcalinas de hipoclorito de sodio. Osdninsoliveis de PHAs sédo separados da
fase aquosa por centrifugacéo. Esse tipo de extnagde causar danos aos granulos. Estes
danos podem ser diminuidos com o controle das coesi de separacdo, como pH,
temperatura e duracdo do processo. O pré-tratandastacélulas com surfactantes ajuda a
melhorar as caracteristicas do polimero extraidepddsdes de hipoclorito de sddio e
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cloroférmio também podem ser usadas, garantindoulgineamente, o rompimento do
material celular e a migracéo dos polimeros pdsa@organica (HANH et al1994).

Como uma alternativa para recuperacdo com solvemte, método diferente
desenvolvido pela Imperial Chemical Industries (HES e LIM, 1990 citado por CHEN et
al., 1999) envolve tratamento térmico da biomassdendo P(3HB), seguido por digestado
enzimética e lavagem com um surfactante anidnica giasolver os materiais celulares ndo-
P(3HB) (NPCM). Este processo parede ser complica®mo que os detalhes do processo
de recuperacdo nao estejam disponiveis. O cusadiveghente alto das enzimas e o
requerimento dos passos de digestao adicionalp@anantar a pureza, resultaria em um custo

alto de recuperagéo.

A PHB Industrial, produtora do P(3HB) no Brasil,sdavolveu um processo de
extragdo, onde sado utilizados como solventes d&camiperiores ou seus estéres,
preferencialmente como agentes solubilizantes, nporé&o exclusivamente, o alcool
isoamilico, acetato de amilase e o 6leo fusel (sathpgo da fermentacdo do etanol, que

contém uma composicao variavel de alcool isoaméiébcool n-pentilico).

Segundo a Patente Pl 93022312, estes compostceaia® um ponto de ebulicdo
adequado ao processamento a pressao atmosféridarpor ponto de ebulicdo abaixo da
temperatura de degradacdo do material polimériém disso sdo imisciveis, ou parcialmente
misciveis em agua, adaptando-se assim perfeitanzemberacdo do polimero a partir de
células Umidas, eliminando o custo com processosetimda de &agua (liofilizacdo ou

secagem) para posterior extracao.

O processo consiste em: 0 material celular coragatrpreviamente seco ou nao, €
submetido a uma extracdo com alcoois superioreseas esteres, a uma temperatura entre
40°C e o ponto de ebulicdo do solvente utilizadogaso de células secas) e ou no ponto de
ebulicdo da mistura formada pelo solvente e a ggaeeniente do concentrado celular até o
ponto de ebulicdo do solvente (no caso de célutadas), em seguida o residuo celular é
separado por métodos convencionais (centrifugdgfragdo ou flotacdo) obtendo-se uma

torta de material ndo P(3HB) e uma solugéo contenalalimero.
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Esta solugdo contendo o P(3HB) passa por uma edaeparistalizacdo que se
caracteriza pela insolubilizacdo do polimero novesaie sem a presenca de um agente
insolubilizante. A cristalizacdo pode ocorrer poneentracdo da solugcdo ou por evaporacao.
Em ambos os casos, o polimero se solidifica, pandesdim ser recuperado por separacao
mecanica convencional. A solu¢cdo separada podeaes@&lada e devolvida a etapa de
extracdo. Em um dos exemplos expostos na Patentdtfdo a partir de 10g de célula umida
com conteudo de P(3HB) variando de 50-80% , 4 gaonero apds extragdo com alcool

isoamilico durante 5 horas

A MONSANTO COMPANY desenvolveu um processo de edoade P(3HB)
(Patente EP 0145233), que descreve varias podsithds para proceder a digestdo de uma
suspensao aquosa de células contendo P(3HB), usariinas e ou agentes surfactantes para
solubilizar o material celular ndo polimérico. Aspensao € aquecida previamente, ou durante
a digestédo, a cerca de 80°C para desnaturar ossacittleicos. Esta patente coloca como
possiveis restricdes a grande quantidade de selugilizado no processo e os elevados
custos de recuperacdo. Entretanto, a patente nmengiee a etapa de extragdo por solvente
nao € eliminada, pois o produto direto da diges&osua utilizacdo limitada. Além disso, as
enzimas proteoliticas, embora sejam adicionadaguamtidades minimas (1% da massa seca

de celulas), ttm um custo elevado e n&o sao reslgeer

Outros métodos envolvem o uso de hipoclorito decspdra a digestdo do material
celular ndo-PHA. Entretanto, durante esta digdséagrande degradacdo de P(3HB), podendo
resultar em 50% de reducdo do peso molecular. Rooémso de hipoclorito de sodio,
juntamente com surfactante reduz significativamesta degradacdo. Normalmente, obtém-

se um polimero com pureza maior que 95% a padibedmocesso (LEE, 1996a).

Choi e Lee (1999a) desenvolveram um método simgdesligestdo alcalina para
recuperar P(3HB) a partir d&. coli recombinante. Quando as célulasElecoli contendo
77% de P(3HB) foram tratadas com NaOH 0,2 M &C3furante 1 hora, o P(3HB) foi
recuperado com uma pureza de 98,5%. Empreganddoalonde digestdo alcalina, o custo de
producdo de P(3HB) foi 25% menor que o obtido eggmdo o método de digestdo por
surfactante-hipoclorito.
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Até o momento atual, os métodos de producao e eeag@o de P(3HB) conhecidos,
tém-se mostrado nao econdmicos, por utilizarertgpedes extremamente grandes de
solvente durante o processo de extracao e pregépi@do P(3HB), 0 que torna esses processos
complexos e caros demais, em adicdo a isto, o®rges s6 podem ser reciclados por
metddos conhecidos e caros, os metédos de regéoeragtas vezes sao ineficientes quando
0 solvente possui baixo ponto de ebulicdo, ou séciveis em agua ou formam misturas
azotropicas tendo que ser separados por destilagd@utros mecanismos complexos
(LAFFERTY e HEINZLE, 1979).

Em muitos processos, a massa celular que contéotimngro acaba tendo que sofrer
um processo de secagem ou liofilizagcdo para, sentEgois, ser extraida, o que encare-se 0
processo. Além disso, até o momento, a maioriasdbgentes utilizados para precipitar o

P(3HB) séo prejudiciais a saude e o uso deles eawwh risco de exploséo alto.

Considerando os problemas apresentados acima,cessm da Patente US 4140741
foi desenvolvido. A Patente US 4140741 descreverawgsso que utiliza estéres acidos
carbdnicos ciclicos (Figura 2.14) como solvente xtracao, em particular o carbonato de
propileno e carbonato de etileno.

Figura 2.14 — Formula estrutural do ester acidbdarsco ciclico.
Fonte: Patente US 4140741, 1979.

Onde R, R;, R; e R, podem ser iguais ou diferentes, podendo ser unodédio ou
um radical alcéli com 1 a 6 a4tomos de carbono, &mho solucbes racémicas ou oOpticas
ativas com o polihidroxibutirato, de preferénciaarporando calor (120-150°C) ao carbonato

de etileno ou carbonato de propileno para a exirded’(3HB) de células umidas ou secas.

Estes solventes tém a vantagem de extrairem P(3HBYés da precipitacdo, com
bom rendimento apds o resfriamento. Em adicdo, abserstes podem ser recirculados
podendo ser novamente utilizado nesse passo. &saérdos carbdnicos ciclicos também
podem ser utilizados como solventes no processanaamtP(3HB) com células umidas,

apresentando resultados satisfatérios.
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A extracao de P(3HB) da massa fermentada deperalesamdente do solvente, mas
também das condi¢cdes empregadas, podendo levar altangrau de despolimerizacdo
(degradacao) que pode produzir reacdes indesejdueste a extracdo, alterando o peso
molecular de P(3HB). A extracdo com carbonato denet apresenta resultados com maior

grau de despolimerizagao que as extracoes comrede propileno.

O processo geral proposto pela Pat&i$e4140741 é descrito abaixo.

7

A massa celular € separada do caldo nutritivo (nakocultivo) por decantagéo,
filtracdo ou centrifugacdo, sendo, posteriormemsigspendida em ester acido carbdnico
ciclico, por exemplo, carbonato de etileno ou caabo de propileno. A suspenséo é aguecida
com agitacdo constante. Esta agitacdo pode inflarena velocidade de extracdo e também
no peso molecular do P(3HB) extraido, diminuinderapo de extracdo e adquirindo cadeias
mais uniformes outras dependes nessa extracaote&garatura e do tempo de aquecimento
da solucdo que também podem influenciar nas caistatas do polimero extraido e no custo

final do processo de extragao.

A massa celular extraida deve ser separada a gpentdecantacao, filtracdo ou
centrifugacdo. O P(3HB) puro é precipitado mediaegfriamento ou com a adicdo de agua.

O solvente utilizado pode ser reciclado e utilizegjzetidas vezes em futuras extracoes.

O trabalho mais recente em relacdo a recuperacd®(3téB) porR. eutrophafoi
desenvolvido por Kapritchoff et al., (2005) que tdemm diferentes enzimas para a
recuperacdo e purificagdo do biopolimero. Apés ltiveuas células foram tratadas a 85°C
por 15 min para desnaturar o material genéticamtefiras, e para desestabilizar a membrana
externa, depois deste tratamento as células foeatnifugadas por 20 minutos, liofilizadas e
mantida a 4°C, contendo 75% de P(3HB). As enzimsiadas foram: chymotripsina bovina;
tripsina bovina; bromelina; papaina; lisozima, tmde, pancreatina bovina. O melhor
resultado obtido foi utilizando pancreatina a 5@°@H de 9,0, com obtencdo de 90% de
P(3HB) puro.
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2.10.2 Caracterizacao de P(3HB)

2.10.2.1Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) éémnica na qual se mede a diferenca
de energia fornecida a amostra e a um materiafdeéncia, termicamente inerte na faixa de
temperatura considerada no equipamento, ou o fliexoalor entre amostra e referéncia de
modo a se manter as substancias em condi¢coegnstdaér uma em relagdo a outra, enquanto

ambas sdo submetidas a uma variagéo controlagangetatura (LUCAS, 2001).

Na analise DSC de fluxo de calor, a propriedadeafimedida € a temperatura. As
capsulas contendo amostra e referéncia sdo positasnem um disco de constantan que
permite a transferéncia de calor entre as duagédias, de modo que ambas se mantenham
sempre em condi¢cdes isotérmicas uma em relacdo te, oindependentemente da
programacao de temperatura a que estdo sendo sddwnétssim, quando a amostra sofre
uma transicdo endotérmica, ocorre transferéncealbe da referéncia para a amostra; quando
0 evento € exotérmico, o sentido do fluxo de calda amostra para a referéncia. Conforme o
calor é transferido através do disco, o fluxo deradiferencial entre amostras e referéncia é
monitorado por meio da area do suporte de cadadamglataformas (amostra e referéncia)
que corresponde a juncao do termopar com o disstei@opares sao conectados em série e
medem o fluxo de calor diferencial usando o egeiv& térmico da lei de Ohm mostrado na

Equacéo abaixo (Eq. 9.1):

dQ _ AT
—~==" Eq9.1
it R Eq9.1)

onde:

dQ é o fluxo de calor

dt € o intervalo de tempo considerado

AT é a diferenca de temperatura entre a referéremaostra

Ro é a resisténcia térmica do disco (constantan, y@mnplo).
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Alteracbes de temperatura da amostras ocorrem aledsd variagbes de entalpia
endotérmicas ou exotérmicas decorrentes de trassiijicas ou de reacdes quimicas. As
variacfes de entalpia sdo chamadas transi¢cdedrdeinar ordem, como fuséo, cristalizacéo,
vaporizacao, solidificacdo, adsorcdo. A transigamica dita de segunda ordem, conhecida
como transigao vitrea gl'sdo acompanhadas de variacdo da capacidaddicalde amostra,
juntamente com variacdes dimensionais e viscoetdstimas ndo apresentam variacoes de
entalpia. Assim sendo, estas transicoes ndo geis pas curvas de DSC, manifestando-se

na forma de uma alteracao na linha de base (LUQB@L).

Em amostras de polimeros, a técnica DSC pode seregada na medicdo de
temperaturas de transi¢do vitrea, fusdo e criatd@lz, na determinacdo da cristalinidade, da
presenca de moléculas de 4gua ligadas, da infaué@gciaditivos sobre as propriedades dos
materiais resultantes, na medicdo de calor especifo estudo de reacdes de polimerizacdo e

de cura e, ainda, na avaliacdo da degradacao senugidativa (LUCAS, 2001).

A Figura 2.15 mostra a representacdo de uma cweV@SLC. A orientacdo dos picos
depende da convencédo empregada. Normalmente, odB$Gmpensacdo de poténcia aplica
a convencdo termodindmica, segundo a qual os evestdotérmicos apresentaf&H
positivo, e 0s exotérmicoAH negativo. J& a maioria dos equipamentos de DSiuxie de
calor sdo programados para representar picos endocté no sentido negativo do fluxo de
calor (para baixo), e picos exotérmicos no senfidsitivo do fluxo de calor (para cima).
Assim, para se evitar confusdes de interpretag@msalha-se representar sempre nas curvas

o sentido considerado, por meio de uma seta acdragardos termos exo ou endo.
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Figura 2.15 - Esquema representativo de uma cle\BSC (LUCAS, 2001).

Uma das caracteristicas do polimero que modifimarneza de DSC é a fusdo. A fuséo é
uma caracteristica dos polimeros semicristalinoinmros amorfos nédo apresentam pico de
fusdo quando submetidos ao aquecimento em an@iS€s apresentando temperatura de
transicdo vitrea (g, na qual se inicia 0 movimento de segmentos daiagolimérica. Esta
transicdo ndo representa uma transicdo termodinaddacfase e sim uma transicdo do tipo
relaxacdo. A propriedade térmica basica na detagéim da §é a capacidade calorifica do
polimero. E uma transicio de segunda ordem, oy s&f@m envolve variacdo de entalpia
(LUCAS, 2001).

Devido a distribuicdo de tamanho das regides tirissg a fusdo de um polimero
semicristalino ocorre sempre em uma faixa de teatpex e nd4o em um ponto propriamente
dito. Os cristais menores fundem primeiro. A terapga na qual desaparece totalmente a
cristalinidade (fusdo do ultimo cristal) é tida apponto de fusdo do polimero e corresponde,
aproximadamente, ao maximo do pico de fusdo naactevDSC (MOTHE et al., 2002). O
acompanhamento do processo de fusdo permite estondasérie de fendmenos relacionados
a estrutura e as propriedades dos polimeros, dai®:ctemperatura de fusado, calor de fuséo,
grau de cristalinidade, identificacdo de mistupaesenca de ramificacdes, copolimerizagéo,

entre outras.
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O calor de fusao é a quantidade de energia ne@epséa transformar um polimero de
um estado cristalino ou semicristalino em um est@aorfo completamente desordenado.
Estas transformacfes sédo caracteristicas de tbassigrmodinamicas de primeira ordem. Nas
curvas DSC, o calor de fusdo pode ser determinaldogrea contida sob o pico endotérmico

gue representa a fusao, relacionando-a com a rdassaostra utilizada.

2.10.2.2Massa molar dos polimeros

Polimeros sdo macromoléculas formadas por unidegfgglas, os meros, que Sao
gerados a partir de moléculas simples, os chamadwy®meros, em processo conhecido
como polimerizacdo. Cadeias sédo consideradas pateseguando a massa molar € superior a
10.000 g/mol (CANEVAROLO, 2003)

Os processos de polimerizagdo sao divididos emimpakacdo por adicao,
condensacao e abertura de anel. Por se tratar deolimero natural a sintese do P(3HB)
ocorre a partir de processos biolégicos como jio\asteriormente no item Biossintese de
P(3HB).

Durante a polimerizagdo da-se o crescimento indkpea de cada cadeia polimérica.
Isto produz cadeias poliméricas com comprimentdsratites variando em torno de uma
meédia. Tal fenbmeno gera a distruibuicdo da masséarm(DMM) de um polimero
(OLIVEIRA, 2004).

A massa molar numérica média{M definida como sendo a massa molar de todas as
cadeias, dividido pelo numro total de cadeias falasaisto é, uma média numérica. Esta
massa molar leva em conta mais fortemente o nudeecadeias (CALLISTER, 2002).

A massa molar ponderal média (Ve definda como sendo a massa molar das cadeias
poliméricas pertencentes a cada fracdo. De outraafopode-se dizer que a massa molar de

cada fracdo contribui de maneira ponderada paéécalo da média total.

Como a massa molar de um polimero € uma variavdiirag, sua distribuicdo de
massa molar (DMM) também sera constituida por unjucbo de momentos, sendo,M
primeiro momento e o segundo momento (ROSEN, 1993). A DMM é mostra&igura
2.16.
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Figura 2.16— Distribuicdo estatistica da massa meslaum polimero (ROSEN , 1993).

A massa molar de polimeros define uma série deripaarles e caracteristicas deste
tipo de material, incluindo a temperatura de tigawivitrea. Além disso, polimeros com
massa molar mais baixa, por possuir maior mobigdaxdistalizam-se a temperaturas mais
baixas do que aqueles dotados de maiores massaemd?olimeros com baixa massa molar
ainda sédo mais faceis de serem dissolvidos e, quamdsolucdo, alteram em menor grau a
viscosidade dessas. Por fim, polimeros com maim@ssas molares apresentam modulo de
elasticidade usualmente com valores superioreslaarrespondentes amostras com mais

baixas massas molares.

2.10.2.3Cromatogréfia de permeacao em gel (GPC)

A cromatografia de permeacgédo em gel (GPC), tamlmrhexida como cromatografia
de exclusdo de tamanho (SEC) é um dos métodospopisares de separacdo e andlise de
materiais poliméricos. Este método promove umatigalee dindmica distribuicdo das
moléculas do soluto entre duas fases liquidas agpsr dependentes de uma estrutura
estacionaria contendo poros de tamanho controkaatoe outros usos, quando aplicada a uma
série homéloga de polimeros, como por exemplo prase tendo densidade e formas
semelhantes, podem fornecer um método rapido daitleterminar a massa molar e a forma
destas macromoléculas. Esse tipo de cromatogratanbém conhecida com os nomes de
filtracdo em gel, permeacao em gel, ou cromatagexfi peneira molecular de difusao restrita
(CANEVAROLO, 2003).
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A propriedade que distingue a cromatografia porlus&o, de outros tipos de
cromatografia € que o recheio ou gel é constitwidomacromoléculas que tém ligacdes
cruzadas, com afinidade pelos solventes, mas qies refio insolluveis. As particulas
estacionarias compdem um gel, ndo carregado, inct@u o mesmo liquido que carrega as

substancias a serem separadas (COLLINS, 1990),

O espaco entre as particulas € ocupado pelo liquiddlui pelo material levando, ou
nao, as substancias a serem separadas. O cardtsmedastacionaria controla o movimento

das substancias, variando suas velocidades e pgsinovendo a separacao (MANO, 1985).

A separacédo das cadeias ocorre quando a solugdmlgebda através de uma coluna
recheada com gel poroso. E através da escolha pesisidade que cadeias menores seréo
excluidas, retidas por esses poros, e as cadeiasemaerdo eluidas primeiro, permitindo
uma separagdo continua das cadeias do polimerdiferantes massas molares. Essa técnica
fornece informacdes sobre as massas molares: raanpanderal, e viscosimétrica, além de
informar sobre a distribuicdo de massa molar edicénde polidispersividade do material
(CANEVAROLO, 2003). Este fato pode ser melhor vimza@o na ilustracdo representativa
apresentada na Figura 2.17.

%| ﬁm
e 0

Figura 2.17 - Representacado gréafica do principiordmatografia por excluséo.
Fonte (CANEVAROLO, 2003).

Na técnica de exclusédo por tamanho, a separacie aalusivamente por tamanho
molecular. O recheio das colunas é constituido alticolas contendo poros de diversos
tamanhos (LUCAS, 2001). Um esquema representativeqdipamento de cromatografia de

exclusédo de tamanho é mostrado na Figura 2.18.
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Figura 2.18 - Representagdo esquematica de urmsaiste analise de GPC (LUCAS, 2001).

A cromatografia de exclusdo por tamanho encontstavaplicacdo na caracterizacao
de materiais polimericos tanto do ponto de visentdico como tecnolégico. Além da
determinacdo dos pesos moleculares numerico e dndedios, esta analise fornece
informacdes sobre a distribuicdo do peso molectdsie paramentro influencia diretamente

as propriedades mecanicas do material como desaréabela 2.4

Tabela 2.4 - Efeito dos componentes de baixo ow pétso molecular nas propriedades
mecéanicas de um material polimérico (LUCAS, 2001)

; : Efeito do componente
Propriedade do polimero e T
Resisténcia mecdnica Decresce Aumenta
Viscosidade Decresce Aumenta
Tempo de processamento Menor Maior
Resisténcia quimica Decresce Aumenta

Uma maneira de se conhecer quéo larga ou estraitaig/a de distribuicdo de massas
molares é através do chamado indice de polidispaasie, definido pela relacdo M. Este
indice € sempre maior ou igual a um, quanto maisdas forem os tamanhos das moléculas,
maior sera a polidispersdo. Polimeros lineares cémo caso do P(3HB) geralmente
apresentam uma polidisperséo estreita, e se tmegomo de dois € chamado de distribui¢cao
“mais provavel” (CANEVAROLO, 2003).

2.11 Aplicagbes dos PHAs

Os PHAs podem ser utilizados numa larga escalaptieagdes, industriais e em

produtos de consumo. Atualmente, apesar dos pugaesercado internacional de petrdleo
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estarem mais estaveis e economicamente acessiugiss necessidades surgiram em nossa
sociedade, e a caracteristica de biodegrabilidame RHAsS comecou a despertar maior

interesse. Uma vez que os plasticos derivados wélex® sdo degradados muito lentamente

no meio ambiente, substitutos alternativos passara®r uma necessidade atual (GOMES,
1993).

Em 1990, foi lancado o primeiro produto comercigbatir de PHAs (P(3HRo-
3HV)) foi uma garrafa biodegradavel de xampu, deauempresa alema de cosmeéticos,
lancado em 1990 (PREUSTING, 1992 citado por GOMEMO0). Desde entdo, diversas
aplicacdes em pequena escala tém sido desenvolédasP(3HB) ou (P(3HB)Be-3HV)).

Os PHAs sao considerados de grande interessetiadiustmo plasticos biodegradaveis e/ou
biocompativeis, para diversas areas de aplicagah,(1996a).

Abaixo, séo listadas diversas aplicacdes para @dskih diferentes segmentos.

* Aplica¢des industriais: transportadores biode@vads, para liberacdo controlada de
fertilizantes, fungicidas, herbicidas e inseticid&sles de pesca; embalagens para alimentos,
frascos, filmes, recipientes, garrafas e sacolasjsficantes; borrachas biodegradaveis; itens
de higiene descartaveis, como fraldas e barbegduoetséria prima para a producéo de tintas e

adesivos.

» Aplicacbes médicas: curativos, grampos, pina&gicos, seringas, suturaswabs
enxertos de vasos sanguineos e materiais ostamsiat&eomo placas 6sseas; transportadores
biodegradaveis, para liberagdo controlada de dregasdicamentos. Adicionalmente ao seu
potencial como material plastico, PHAs representambém uma fonte Gtil de compostos
quirais, que podem servir como precursores panat@sge quimica de substancias opticamente
ativas (BRANDL, 1990; STEINBUCHEL, 1996; van der \MAE et al, 2001).

A Figura 2.18 apresenta alguns produtos feitossa bl@ PHAs comercializados pela
empresa Biopol.
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Figura 2.18 - Produtos feitos a base de PHAs dpresa Biopol.

2.12 AplicacGes especificas do P(3HB)

Injecom, empresa de S&o Paulo que produz objetqdadtico injetado, lancou em
2006 uma embalagem para mudas de eucalipto faitaocplastico da P(3HB). Trés meses
depois de a muda ser plantada, o invélucro de P(3dRlegrada na terra. A produtividade
cresce e 0 plastico desaparece o0 que ja intereasaes industrias de papel e celulose.
Votorantim e International Papers, gigantes dastriiide papel e celulose, estdo na lista de

interessados pelo novo produto.

Outras aplicagcbes segundo Ortega Filho produtesaitips ou termo formados, como

frasco de cosméticos, tampas de PET, garfos, éaeathalagens de iogurte.
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Marcos Maglio, o dono da empresa Injecom explicajp® 0 novo produto serd um
sucesso “o processo de reprodugdovitro de eucaliptos é feito em tubets de plastico
convencional. As pequenas mudas saem dos vivegsses tubos de plastico, de onde sdo
retiradas antes de serem plantadas na terra. Gestude plastico convencional séo
reutilizaveis, mas pagam custos de frete, lavagesterilizacdo e de reposicao da ordem de
20% ao ano. Testes feitos em tubets de P(3HB) arastrque, como as mudas séo plantadas
direto na terra, a eliminacdo do manuseio evitardaminacdo — que atinge cerca de 20%
das plantas quando sao usados os tubets convescidmaa segundo Maglio, “O aumento
da produtividade provocara uma forte demanda palosts biodegradaveis — para a cultura
de eucaliptos e também para café, pupunha e mamao”.

Por ser biocompativel, o P(3HB) também atenderéea da medicina. Podera ser
transformado, por exemplo, em fios de sutura qué@os@aturalmente absorvidos pelo
organismo. Fabricantes de computadores tambémaastirdcar o plastico petroquimico pelo
biodegradavel dos seus produtos, que viram suegidamente e entulham os lixdes. Na
Alemanha, as leis ambientais estdo cada vez mgidasi € obrigam as empresas a dar

destinac&o ao seu proprio lixo.

Sylvio Ortega Filho, diretor executivo da PHB Inttiad relata que a empresa mantém
parcerias com institutos de pesquisa, universidadesmmpresas para testar as diversas
aplicacdes do P(3HB) tais como: pecas automotesmimas, fibras para tecidos, cartdes de
crédito etc littp://www.cempre.org.br/cempre_informa.php?Ink26i07-0708 desafios.php
Figura 2.19.

Figura 2.19 - Plasticos confeccioandos com P(3Hmjrér de cana-de agucar.
Fonte: Tecnologia e informagéo a servico da sodikdaPlasticos Biodegradaveis. Disponivel em:
http://www.cetesb.sp.gov.br/noticentro/2007/08/maiianfena.pdf
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Segundo informacfes do Instituto de Pesquisa Tégmals de Sao Paulo (IPT), o
P(3HB) destina-se a producéo de vasilhames paemslebs agricolas, vasilhames e filmes
para alimentos, produtos injetados (brinquedosenahtescolar), descartaveis, além de pecas
de recobrimento ou encapsulamento de produtosugaragricola. Indicado para a fabricacéo
de pecas pequenas, o Biocycle conta com o desafienttar no mercado de embalagens

flexiveis (http://www.plastico.com.br/revista/pm3bwdegradavel4.htm).
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3- MATERIAL E METODOS—UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

Neste capitulo, sdo apresentadas as descricoeydipmmentos e metodologias utilizadas
para execucdo dos experimentos realizados. Agéscanaliticas adotadas para as determinacdes
das concentracbes celulares, do consumo de swubstpatoducédo, recuperacdao de P(3HB), bem

como os procedimentos experimentais realizadoséandstao descritos.

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a éaatmutanteRalstonia eutrophaDSM
545 (atualment€upriavidus necatgr A nova classificacédo foi proposta por Makkar @&sida em
1987 e adotada pela Deutsche Sammlung von Mikraggam und Zellkulturen GmbH (Colecéo
de Microrganismos e Cultura de Células da Alemafumasz)), por sua grande capacidade de
acumulo de polimero e crescimento em glicose camtefde carbono (mutante espontaneo). A
cepa deR. eutrophafoi mantida sob refrigeracdo, em tubos contend@ ragar nutriente (NA)
composto de 5,0 gt de peptona de carne, 3,0 d.de extrato de carne e 1,5 % de agar, com

repiques periédicos a cada 15 dias.

3.2 Meios de cultura

A ativacdo das células foi realizada em caldo entei (NB) constituido de 5,0 g'Lde
peptona de carne, 3,0 d.lde extrato de carne, sendo este considerado aimipré-cultura, para

as demais culturas e utilizado em uma fracdo dedd%elacéo ao volume de trabalho utilizado.

O meio mineral (MM) foi utilizado como segunda prdtura (sem limitacdo de nitrogénio)
e como meio final (com limitagdo de nitrogénio)teEmeio foi elaborado por Ramsay et al., (1990)
modificado por Aragéo (1996) e sua composicao, lgmaitacdo, utilizada na segunda pré-cultura,
esta apresentada na Tabela 3.1.
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Para a realizacdo das culturas em biorreatorzatHise 0 mesmo meio da Tabela 3.1, com
limitacdo em nitrogénio nas seguintes proporcoesicentracao final da fonte de nitrogénio
((NH,)2S0s) no meio de 2,3 gt ou 1,15g.*, dependendo do estudo a ser realizado. Estas
quantidades sdo suficientes para a obtencéo del5'0ou 2,5 g.[* de biomassa, respectivamente,
no momento da limitacdo, baseado em um fator deecs@o de nitrogénio em biomassa/y de
7,3 9.g" (SCHNEIDER, 2006)

Cada uma das solucdes concentradas, apresentadababsda 3.1, foi preparada
separadamente e armazenada como solucao estoqui¢.da solucédo 1 foi ajustado a 7,0 com
NaOH (0,1M) ou HCI (1M). Em seguida, as solucdeg &, 3 foram autoclavadas separadamente
durante 15 min/12C e adicionadas assepticamente para compor o nmgibdue também foi
autoclavado.

Tabela 3.1 - Composi¢ao do Meio Mineral sem lindéitagm nutrientes.

Componente Solucdo  Volume adic.  Conc. no
Conc.(g.L?)? (ml.L" de meio) meio (g.I'%)
SOLUCAO 1  Acido nitrilotriacético 19,1 10 0,19
Citrato ferroso de amonia 10 6 0,06
MgSO,. 7H,O 50 10 0,5
CaCb.2H,0 5 2 0,01
(NH4)2SO, 200 25 5
Solucao de oligoelementos 1 (AmL.LY
Agua deslilada
SOLUCAO 2 NaHPO,.12H,0 223,8 40 8,95
] KH,PO, 37,5 40 1,5
SOLUCAO 3 Fonte de carbono 30

(glicose/frutose)

& concentracdes das solucdes estoque.
® a composicéo da solugéo concentrada de oligoetemérdemonstrada na Tabela 3.2.
¢ 0 volume de &gua é calculado em funcéo do volusplicdes adicionado ao meio.
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Tabela 3.2 - Composicao da solugcéao concentradagtel@mentos.

Elemento Concentracéo (gL

H3BO3 0,30
CoCb.6H,0O 0,20
ZnSQ.7H,O 0,10
MnCl,.4H,0 0,03
NaxM0QO4.2H,O 0,03
NiCl,.6H,O 0,02
CuSQ.5H,0 0,01

Fonte Ramsay et al., (1990) modificado por Aragao (1996)

3.3 CondicOes de cultura

3.3.1 Pré-culturas

Foram realizadas duas pré-culturas. A primeira emcb erlenmeyer aletado de 500 mL
contendo 150 mL de meio caldo nutriente (NB), inada com trés alcadas da cepa mantida em
meio nutriente agar (NA). Esta pré-cultura foi inada em shaker a%¥De 150 rpm por 24 h. Apés
esse periodo, iniciou-se a segunda pré-culturarased aletado de 1000 mL contendo 300 mL de
meio MM néo limitado, que recebeu uma quantidaaeespondente a 10% de seu volume final de
inéculo proveniente do meio NB. Da mesma forma egtio foi incubado em shaker £3c 150

rpm.

3.3.2 Cultura em Biorreator

As culturas foram realizadas em biorreator de BIOFLO 110, New Brunswick Scientific
CO), utilizando-se o volume util de 4 L. O bioreatmntendo a solu¢do 1 do meio MM (Tab. 3.1),
foi autoclavado durante 15 min /P21 Para o inicio da cultura, adicionou-se a solugacutcar
com concentracdo de 500fpara compor o meio inicial com 30 g.lde aclcar. O in6culo,
proveniente da segunda pré-cultura (MM), foi adiao na quantidade de 10% do volume final de

meio no biorreator.

Durante a cultura, a temperatura foi mantida comstam valores que variam de acordo
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com as condi¢cOes de cultivo entre 30°C a 40°C &l @jpstado a 7,0 com solucbes de ,OH
0,1M, quando limitado em fosfato, ou NaOH 0,1 Maggo limitado em nitrogénio ou HCI 1M,
para ambas as limitacbes. Como antiespumante,tif@ado polipropilenoglicol Mn.ca. 2000
(Sigma-Aldrich).

As condicOes de agitacdo e aeragao foram mardelasordo com cada experimento, com
variacdo de 400 rpm - 900 rpm e 0,125 vwvm — 0,9 wvespectivamente, procurando-se assim
manter a concentracdo de oxigénio dissolvido sopar20%. A Figura 3.1 mostra o equipamento

utilizado nos experimentos.

Figura 3.1 - Biorreator Bioflo 110 utilizado nos experimesito

3.4 Técnicas analiticas

3.4.1 Amostragem

Amostras de 20 a 30 mL foram retiradas em intesve® 1,5 horas. O volume de 2 mL foi
utilizado para leitura em espectrofotometro, 10 mokam utilizados para determinagdo da
concentracdo celular por gravimetria e o restanitecdéntrifugado em tubos Eppendorf de 2 mL
cada, sendo que o sobrenadante foi guardado pataripo analises de substrato, nitrogénio e
fosfato, e o precipitado foi lavado duas vezes égoa destilada e, apds a ultima centrifugacéo, foi

congelado para posterior analise de proteina enpodi.
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3.4.2 Determinagao da concentracao de biomassa

3.4.2.1 Medida por espectrofotometria (medida indireta)

A concentracdo de biomassa das amostras coletaidagafiada em um espectrofotémetro
(modelo GENESYS 10 Vis, marca Spectronic UnicamAlBedindo-se a absorbancia a 600 nm.
Para manter uma precisdo adequada (regido lireefajpxa de absorbancia utilizada foi entre 0,0 e

0,8. A partir deste valor, foram feitas diluicd@sgmanter a linearidade.

3.4.2.2 Medida por gravimetria (medida direta)

A concentracdo celular por gravimetria foi obtidgartir de um volume conhecido de
cultura, compreendido entre 3-10 mL, filtrado afismde membranas de poliamida (poro der)2
pré-secas em microondas por 10 minutos, resfriadasdessecador por 10 minutos e pesadas
segundo a metodologia de OLSSON e NIELSEN, 1@®filtrado retido na membrana, foi lavado
duas vezes com HCI 0,01 M para remocao de iondsepsasentes na biomassa, apos, a sua
secagem foi realizada segundo a metodologia OLSSENELSEN, 1997 para determinacéo final

da massa celular seca.

3.4.3 Dosagem de agucares

A dosagem de acgucares foi determinada pelo métodacidio 3-5 dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959), que determina a concentracado deag@s redutores. O reativo foi preparado da

seguinte forma:

= 300 g de tartarato de sodio e potassio tetrahuvatiiNaCH,06.4H,0) e 16 g de NaOH
foram dissolvidos em 4gua destilada;

* aos poucos, foi adicionado 10 g de acido dinitiosiab;
= 0 volume foi completado para 1 L com agua destilada
Apds o preparo do reagente, a seguinte metoddioigieguida.

Um volume de 40QlL de sobrenadante, previamente diluido para uma fde 1:20, foi
adicionado a 40QL de reativo DNS e depois colocado em banho-mama agua em ebulicéo,
durante 5 minutos. Apds esse periodo, fez-se daesfnto em banho de gelo e adicionou-se 4 mL
de 4gua destilada. Apds 15 minutos em repousoqsadilizacdo da temperatura, foi realizada a

leitura espectrofotométrica a 540 nm contra um dwake 4gua destilada que passou pela mesma
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reacdo. A curva de calibracdo expressa a concéntoagglicose (g:t) versusabsorbancia em uma
escala compreendida entre 0 e 3'gde glicose. Um exemplo de curva de calibracdaésaptada

no Anexo | - Figura Al.

3.4.4 Determinacao de Nitrogénio

O nitrogénio determinado no meio de cultura é oogé&nio amoniacal. A dosagem do
nitrogénio amoniacal foi realizada utilizando-s&ibUréia ES, que determina uréia pelo método
enzimatico-colorimétrico. A uréia, através da agdwimatica, € decomposta em nitrogénio

amoniacal, que € determinado por colorimetria. @&mento do método é o seguinte:

Urease

Uréia+ HO 00 - 2 NH;" + CO

. . . NP .
NH," + salicilato + hIpOC|OI‘It(ﬂ\I—> azul de indofenol

onde: NP = nitroprussiato

Os reativos usados sao os seguintes:

= tampéo: tampéo fosfato 20 mmot,Lsalicilato de sédio 62 mmol?, nitroprussiato de

sodio 3,4 milimol.L*
= oxidante: hipoclorito de sédio 7 mmotle NaOH 150 mmol.t;
= enzima: solugdo de urease > 500 UmL
= padréo: solucdo aquosa de uréia 50 mg.dL

* reagente de trabalho: mistura do conteudo dosdsade tampéo e enzima.

O procedimento adotado para a determinacdo dogéitio amoniacal é resumido na Tabela
3.3.
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Tabela 3.3 - Procedimento de determinacao de Bmiogamoniacal.

Branco Padrao Teste
Padrao - 10 pL -
Amostra - - 10 uL
Reagente de trabalho 1mL 1mL 1mL
Agitar e incubar por 10 min a 1580 Adicionar
Oxidante 1mL 1mL 1mL

Agitar e incubar por 10 min a 158D
Ler absorbancia a 600 nm, zerando o aparelho corarco

A reacgdo é estavel por 2 horas. O calculo paraeardmacao do nitrogénio amoniacal é feito

da seguinte maneira (equacéo 3.1):

. _ absteste

= x05 (g.Lt Eq.3.1
*  abspadréo @l (Eq-3.1)

3.4.5 Dosagem de Proteinas

Amostras de 2 mL do meio de cultura foram centafiag a 14.000 rpm/3 min e o
precipitado foi lavado duas vezes com agua deatilaccongelado para posterior analise pelo
método de Biureto (STICKLAND, 1951). O precipitaflm ressuspenso em 5,5 mL de agua
destilada e a lise celular provocada por adicabnale de NaOH 20% (p/v) (molar) e incubacdo em
banho-maria a 18C/5 min. Apos resfriamento, foram adicionados if0de CuSQ.5H,0 25%
(p/v) (molar), agitados e deixados em repouso pamibutos. O sobrenadante obtido, apés
centrifugacéo a 3100 rpm/5 min, foi analisado mmeetrofotometria em um comprimento de onda
de 560 nm. A concentracdo em G.boi obtida através de uma curva de calibracdordeema (g.L
) vs absorbancia (560nm), utilizando albumina bovin&AB entre 0 e 3g.t como padrao,

conforme ilustrado no Anexo | - Figura A2.
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3.4.6 Dosagem de P(3HB)

O P(3HB) foi dosado por cromatografia gasosa, aomfoo método de metandlise baseado
em Braunegg et al., (1978), com as modificacbepqatas por Brandl et al., (198&)s amostras,
com volume conhecido de meio de cultura, foramrfagadas a 14000 rpm/3 min. O precipitado
foi lavado duas vezes com &gua destilada e cormelsaia posterior analise. Apdés
descongelamento, o precipitado foi ressuspensonemolume de 2 mL de cloroférmio e 2 mL de
metanol acidificado (b50; 15%), contendo &cido benzéico 0,4 §.tomo padréo interno. Apds
agitacdo em voértex, a mistura foi entdo aquecida0&C/140 min. Depois da 1° hora de
aguecimento, a mistura foi agitada durante algwgsiredos e devolvida ao aquecimento. Apés
resfriamento em banho de gelo, adicionou-se 1magil@ destilada e as amostras foram agitadas
durante 30 segundos, seguido de repouso para cépatas fases. A fase organica (inferior) foi
retirada com uma pipeta Pasteur e armazenada d$oberacdo para posterior analise em
cromatografia gasosa. A curva padrao foi feitaizatildo-se o poli-(3-hidroxibutirato) (Sigma),
como padrao externo, com massa variando entre @@@10,03 g. A curva padrado foi estabelecida
através da relacdo das areas de P(3HB)/padramontersusmassa de polimero. Submeteu-se os
padrées a mesma metanodlise que as amostras. Unplexdm curva se encontra no Anexo | -
Figura A.3.

A coluna utilizada para dosagem do P(3HB) foi dessifundida (J0,53mm X 30m)
modelo Supercowax-10. O cromatégrafo foi um CG-@@iado com um detector de ionizacédo de
chama (DIC ar-hidrogénio). O gas de arraste utibzdoi o nitrogénio a 30 mL/min e as
temperaturas de injecdo, deteccdo e coluna forapecdvamente de 190, 230C e 90C. Foi
utilizada uma rampa de aquecimento com as seguinteticdes: temperatura inicial da coluna de
60°C, temperatura final de 14D, taxa de aquecimento d&CZmin™ e taxa de resfriamento de
35°C.min™. O volume injetado foi de [IL. A integrac&o e os cromatogramas foram obtid@s/és
do softwareClarity Lite (DataApeX). Um exemplo de cromatograma pode ser visto noxée-
Figura A.4.
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3.4.7 Medida do oxigénio dissolvido no meio

3.4.8 Principio de funcionamento do eletrodo de oxigénio

O eletrodode oxigénio dissolvido tipo In Pro 6800 Series {t\Me Toledo)opera com
principio polarografico e consiste de um anodo @¢ape um catodo de platina, que sdo separados do
meio de cultivo por uma membrana polimérica (t¢8dicone), permeavel ao gas (oxigénio). O anodo e
0 catodo sdo conectados condutimetricamente pogletrolito (solucdo de KCI), que forma uma fina
camada entre a membrana e o catodo. Com uma voltadequada de polarizacdo, o oxigénio, que se
difunde através da membrana em direcdo ao catodeduzido. Esta reacdo quimica produz uma

corrente elétrica, que € diretamente proporcioaeasao parcial de oxigénio no meio.
As reacdes sao as seguintes:
catodo (Pt): @+ 2H,0 + 4e40

anodo (Ag): 4Ag 4Ag+ 4e

3.4.9 Procedimento de calibracéo do eletrodo de oxigénio

Definiu-se como sendo o 0% de saturacdo den@ controlador, 0 momento em que o
eletrodo esta desconectado do sistema de leiturdades. A seguir, conecta-se o0 eletrodo ao
sistema de leitura de dados e deixa-se a sondazaoido por um tempo minimo de 6 horas. Apés
este periodo, estabelece-se para o sistema dealeitu dados o valor obtido como 100% de

saturacao.

3.5 Respirometria

A respirometria € uma ferramenta muito adequada parobter valores das constantes
cinéticas de uma cultura, de maneira ampla. Oggastando a respirometria sdo muito mais
simples e levam a resultados precisos em muito snegmapo do que varias técnicas analiticas
convencionalmente utilizadas durante os cultivosegpirometria € a medida da velocidade do

consumo de oxigénio em sistemas aerobios.
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3.5.1 Velocidade especifica de respiracédo

Sabe-se que, através da respirometria, calcularsiweidade de consumo de oxigénigR
(onde Q) é a velocidade especifica de respiracao celutaé @ concentracéo celular), que é obtida
guando se plota a variagcdo da concentracdo denaigéssolvido em funcdo do tempo, a partir do

instante em que se elimina a aeracgao.

De acordo com SHMIDELL (2001), em um biorreatoraedinuo aerado e agitado e com
volume contanste, o balanco de massa para o omigémifase liquida pode ser descrito pela

equacéo 3.2:

dC
(Ej - KLa(Cs - C) - QOz Xr (Eq. 3.2)

onde:

C = concentrac&o de oxigénio dissolvido no instafeg.L")

Cs = concentracdo de oxigénio dissolvido na saiorémg. ")
K.a = coeficiente volumétrico de transferéncia dgémio (min')
Qo2X: = velocidade de consumo de oxigénio (m4gd.min?)
Qo2 = velocidade especifica de respiracéo (mgeel*.min-)

X, = concentracao celular (')

t = tempo (min)

A grandeza @, representa a caracteristica bioldégica do sistqgoes ela depende do
microrganismo empregado, da composi¢do do meicsecaiadicdes de cultivo (pH, temperatura,
etc.). A sua determinacao é feita conjuntamente ctqa.

3.5.2 Transferéncia e consumo de oxigénio durante o culti determinacao do Ka e Q02

Apesar de o método dinamico ser utilizado pararaetacio do coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (K) sem a presenca do microrganismo, a maior impoaada
aplicacdo do método é na determinacdo da Kurante o cultivo e, também, da velocidade
especifica de respiracdod£p Durante o cultivo, enquanto o biorreator traresfexigénio da fase

gasosa para a fase liquida, o microrganismo consoow@énio dissolvido.

O equacionamento atraves de um balan¢o de oxigénioeio liquido, sem levar em conta
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o volume total do biorreator, e a auséncia de fiea@iscia, resulta na equacao 3.2.

A variagdo da concentracdo de oxigénio dissolviddiguido é o resultado da diferenca
entre a quantidade que se consegue dissolvea({ls-C)} e o oxigénio consumido pelo
microrganismo (@2X;). A cinética do cultivo esta considerada pela eg§aanterior, pois Xvaria

com o tempo e § varia comuy;.

A determinagdo do K e da @Q; foi realizada com emprego do método dindmico. Em
determinado instante, interrompe-se a aeracdo grauiar a transferéncia de oxigénio. Conforme
ilustra a Figura 3.2, a concentracdo dedB@solvido G, no instante inicial, comec¢a a diminuir, e 0
sinal do sensor € registrado continuamente. Adisgiracerto valor G;, retoma-se a aeracdo nas
condi¢cBes normais e registra-se 0 aumento da ctoacéo de @dissolvido até atingir novamente
o valor anterior G Este procedimento deve levar somente alguns osndependendo muito do
estagio do cultivo, sendo importante que a conagatr ndo atinja valores criticos que possam
afetar o metabolismo. Nesse curto espaco de tegpapie, se supor que nao ocorre aumento de X

que @2 se mantém constante.

Para o trecho sem aeracao, resulta a Equacgao 3.3:

dC
—Qp, X = ot (Eq 3.3)

Com a consideracdo anterior de que: ® constante, a Equacdo 3.3 pode ser integrada

resultando em:

C=Co~Q, XMt-t)  (Eq34

A Equacéo 3.4 prevé uma variagao linear com o tengptvecho sem aeracao. Assim, foi
obtido o valor de @ através do coeficiente angulapf e do valor de X obtido da analise da

amostra retirada no momento da realizacao desa@ens
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Figura 3.2 - llustracéo para explicar o método mhiicé utilizado para determinar g &e a Q@
Fonte: (adaptada de SCHMIDELL, 2001).

O valor de Ka foi determinado com a utilizacdo dos dados obtiirante o aumento da
concentracdo do Llissolvido, ilustrado pelo segundo trecho da R, onde a Equacéo 3.4 foi
aplicada integralmente. Considerando estado estéiono momento que antecede a interrupcao

da aeracéo (C = verifica-se que:

_ (202 l:Xr
Co=Cs— K—,_a (Eq 3.5)
Re-arranjando a Equacéo 3.5, obtém-se:
dC _ Qo, X,
rri K,allCq K—La K.,alC (Eq 35)
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Substituindo a equacao 3.4 na equacao 3.5, obtenegeacao 3.6.

dC

gt = KLa[qCO ‘C) (Eq 3.6)

A integracdo da equacéao 3.6 acima, onde paraantesinicial de retomada da aeracaodt =t

tem-se C = @, fornece:

C,-C
In| —0— | =-K, al{t -t
(CO_COJ L [{ 1) (Eq 3.6.1)

Plotando-se C em funcdo de t, conforme a Equacéd,3obtém-se uma reta cujo

coeficiente angular fornece o valor deaK

3.6 Tratamento de dados

3.6.1 Ajuste dos dados experimentais

Os dados experimentais obtidos foram ajustadospelgrama Lissage, desenvolvido pelo
laboratorio do “Instituit National des Sciences Agpees de Toulouse” Franca, por Ardaillon-

Simoes, Arroyo, Uribelarrea.

3.6.2 Andlise Cinética

Como o acumulo de P(3HB) é intracelular, as vebmbéd especificas de crescimento celular
e de producdo de P(3HB) foram calculadas em relac&momassa residual (Xr), obtida pela
diferenca entre a quantidade de biomassa total @arguantidade de P(3HB) [Xr = XT-P(3HB)].
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3.6.3 Fatores de Conversao
3.6.3.1 Fator de converséao de substrato em produto
v _(P(3HB), - P(3HB), )
P(3HB)/S — _ (Eq. 3.7)
(§,-3)

Onde:
Y pznBys= fator de converséo de substrato em produto P3&18).
P(3HB)t = representa a quantidade de P(3HB) final determinado instante t (g/L).
P(3HB)b= representa a quantidade de P(3HB) inicial nurardehado instante {g/L).
Sty = representa a quantidade de substrato inicial seterminado instante ¢g/L).

St = representa a quantidade de substrato finaldeierminado instante t (g/L).

3.6.3.2 Fator de conversao de substrato em biomassa total

_XT-xT)

ya

Yyr/s = (Sto _St) (Eq 3.8)

Onde:
Y x1/s = fator de converséo de substrato em biomasda géda
XTt = representa a quantidade de biomassa totl ritnm determinado instante t (g/L).
XTto= representa a quantidade de biomassa total imaral determinado instantg(g/L).
Sty = representa a quantidade de substrato inicial seterminado instante ¢g/L).

St = representa a quantidade de substrato finaldeierminado instante t (g/L).
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3.6.3.3 Fator de conversao de substrato em biomassa residua

Onde:
Y xys = fator de converséo de substrato em biomassiusd<g/qg).
Xri = representa a quantidade de biomassa residaahfim determinado instante t (g/L).
Xrto= representa a quantidade de biomassa residuil intan determinado instantg(g/L).
Sty = representa a quantidade de substrato inicial geterminado instante(g/L).

St = representa a quantidade de substrato finaldeterminado instantéd/L).

3.6.3.4 Fator de converséao de nitrogénio em biomassa resialu

Yern = ('xrtf - Xrto‘)

(Nto - Ntf ) (Eq 3.10)

Onde:
Y xyn = fator de converséo de nitrogénio em biomassduais(g/qg).
Xry = representa a quantidade de biomassa residahhtninstantes (g/L).
Xrto= representa a quantidade de biomassa residuil inecinstantegt(g/L).
Nt = representa a quantidade de nitrogénio iniciahstante ¢(g/L).

Nt; = representa a quantidade de nitrogénio finahstantet(g/L).
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3.6.4 Produtividade

3.6.4.1 Produtividade em P(3HB)

(P(3HB), - P(3HB), )
Pl ae) = (t-t) (Eq 3.11)

Onde:
Proans) = produtividade média de P(3HB) (g.h™).
P(3HB)t = concentracéo de P(3HB) no instante detenig.L™).
P(3HB)t, = concentracdo de P(3HB) no instante de temjmicial (g.L™).
t = tempo de cultivo num determinado instante t (h)

t, = tempo inicial do periodo considerado (h).

3.6.4.2 Produtividade em células

(X =xr, )
Pr, = (-t (Eq 3.12)

Onde:
Pr« = produtividade média de biomassa residualtdnt).
Xry = concentracéo de biomassa residual no instartemeo t (g.[}).
Xri = concentracéo de biomassa residual no instartenueo § inicial (g.L™).
t = tempo de cultivo num determinado instante t (h)

t, = tempo inicial do periodo considerado (h).
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3.6.4.3 Velocidade Especifica maxima de Crescimento Celuldpmax)

Para o célculo da velocidade especifica de crestorelular (imsy), derivou-se a equacéo
da funcao polinomial de Xr em funcao de t ajustaampontos experimentais obtidos, calculou-se a
derivada em intervalos de tempo e dividiu-se onadéoderivada pelo valor da concentracdo celular
correspondente aquele tempo, segundo a equacao:
1 ﬁXr

Hy, = Xr - dt (Eq 3.13)

Com o acompanhamento cinético da concentracdocaceluimaxima velocidade especifica
de crescimentoufsy), foi calculada tracando-se curvas, relacionargltbgaritmos neperianos das
concentracoes celulares, obtidas com os dadosrda gjustada aos pontos experimentais, com 0s
seus respectivos tempos de amostragem (equacdoebde grafico, a fase exponencial apresenta

um comportamento linear, sendo o coeficiente angi@sta reta, o proprio valor dggt

er — Xr, @/Jméx(tf_ti)

(Eq 3.14)

Ou, re-escrevendo a equacao 3.14, tem-se:

In Xr, =In Xr + 4. [(t; —t) (Eq 3.15)

Xre |
In i = Hoax Uty —1) (£ 3.16)

Xr,
In| ——
Xr

luméx: (tf _ti) (Eq 3.17)
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3.7 Modelagem do crescimento microbiano

3.7.1 Modelos Primarios

3.7.1.1 Modelo de Gompertz modificado

O Modelo de Gompertz foi introduzido na microbiokbde alimentos por GIBSON et al.,
em 1987 (ROSS & McMEEKIN, 1994; GIANUZZI et al., 98 LABUZA & FU, 1993), que
compararam a equacdo logistica e a de Gompertzuste ade uma curva de crescimento de
Clostridium botulinumO Modelo de Gompertz, esta representado pelaggqual8 (ERKMEN &
ALBEN, 2002).

Ln(¥4,) = Aexp[— exd— B.t—-M )]} (Eq 3.18)

Nessa equacao: % a concentracdo celular no tempo zerofgd X é a concentracdo celular no
tempo t (g.[Y), A é Ln (%./Xo) onde X%, é a concentracdo celular maxima atingida no tempa t
B é a velocidade relativa méaxima de crescimenttermpo M (i), e M é o tempo necessario para

atingir a velocidade maxima de crescimento (h).

A funcdo ou Modelo de Gompertz foi modificado paVIEETERING et al. (1990). A
reparametrizacdo do modelo foi feita para que ofnpetros estimados pudessem ter um
significado biolégico. Assim, os parametros, valacie especifica maxima de crescimento foram
introduzidos no modelo, o que facilitou o encordeovalores iniciais e o calculo de intervalos de
confianca durante o ajuste da curva (LABUZA & FO93; VAN IMPE et al., 1995). O Modelo de

Gompertz Modificado é dado pela equacao 3.19.

Ln(%.) = Aexp{— exp{%u 1) +1}} (Eq 3.19)

Onde: [hax é a velocidade especifica méaxima de crescimentpgh é a duracéo da fase lag (h).
Os modelos desenvolvidos no laboratério PROFI (B@#ASC), foram ajustados aos dados

experimentais nas diferentes condi¢des testadas.
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3.7.1.1.1 Modelo Logistico

O modelo Logistico foi aplicado de acordo com aagdo (3.20) (Erkmen, 2000):

“/ \ — A
Ln(.) = [1+ expD - B.t)]

(Eq 3.20)

onde: Ln(X/%) e A possuem o mesmo significado que os do modeld@Gompertz, D é um
parametro adimensional e B é o crescimento relativmetade do tempo da fase exponenciyl (h
Destes parametros foram obtidos: a velocidade #g@emaxima de crescimento k= A.B/4
[h 1)) e a duracdo da fase lag=((D-2)/B [h]). Os modelos desenvolvidos no labérat PROFI

(EQA-UFSC), foram ajustados aos dados experimentagliferentes condi¢des testadas.

3.7.2 Modelos Secundarios — Aplicado ao melhor modelonpdirio, selecionado segundo o
item 1.61

3.7.2.1 Modelo da Raiz Quadrada

O Modelo de Belehradek, ou Modelo da Raiz Quadéaldaseado na relacéo linear entre a
raiz quadrada da velocidade especifica maxima e&cicnento e a temperatura. Este modelo foi
inicialmente utilizado por Ratkowsky et al. (198@dra modelar o efeito da temperatura na
velocidade especifica maxima de crescimento. Adgersais comum do modelo esta na equacgéo
3.21:

VK =b(T -T,;,) (Eq 3.21)

onde: onde k representa um dos parametros do mpdetario (1,A ou A), b é a constante de
regressao, fim representa a temperatura mais baixa onde o crestin® observado (parametro do
modelo), e T é a temperatura , ambos obtidos ges#teado modelo aos dados experimentais. (van
IMPE et al., 1992). Os modelos desenvolvidos nooraidorio PROFI (EQA-UFSC), foram

ajustados aos dados experimentais nas diferemes;coes testadas.
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3.7.2.2 Equacéo de Arrhenius

Fu & Labuza (1993) mostraram que a lei de Arrhesaiaplica para uma determinada faixa
de temperatura, uma vez que 0 crescimento microl@amm processo bioquimico. Deste modo, a
dependéncia da temperatura nos parametros primdgiasescimento pode ser caracterizada por
uma energia de ativacdo uma vez que todos os datares sdo mantidos constantes. A equacao de

Arrhenius é representada pela equacéo 3.22.

- Ea
k=Aexg — Eq 3.22
‘(mj (Eq3.22)

onde: k é o parametro de crescimento do modela Gu, A), A é um parametro obtido pelo ajuste
do modelo (H), T é a temperatura absoluta (K), Ea é a energiatidacdo para crescimento
bacteriano (kJ.md) e R é a constante universal dos gases (8,314nidt}). A equacdo de
Arrhenius foi ajustada aos dados experimentaisupomprograma desenvolvido no PROFI (EQA-
UFSC).

3.7.3 Anélises Estatisticas

Os seguintes indices foram utilizados para compardgps modelos conforme apresentado
por Sutherland e Bayliss (1994) e Ferreira (20@#)0 médio quadratico (MSE), coeficiente de
correlacdo (B, fator bias e fator de exatidéo.

Quanto menor o valor de MSE (equacado 3.23), methor ajuste do modelo aos dados

experimentais.

MSE = LSS= z (Valorobservado_ Valorpredito)2 (Eq 3 . 23)
n n

onde: RSS é a soma dos quadrados residuais e mignero de graus de liberdade (niumero de
pontos experimentais - nimero de parametros do lojode

O fator bias representa a diferenca média entnealmses observados e preditos. Pode ser

calculado através da equacéao (3.24):
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IOg (ValorobservadJ Valorpredito) j

fatorbias= 10[ " (Eq 3.24)

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

O fator de exatiddo (equacdo 3.25) € uma mediddifdeenca média absoluta entre os
valores preditos e observados.

‘ IOg (Valorobservadol Valorpredito]

n

fatordeexatidao= 10[ (Eq 3.25)

Conforme aumenta o valor deste fator, 0 modelo domexato na média, ou seja, no
calculo do fator bias como se obtém uma média désras, os com sinais opostos, tendem a se
cancelar; ja no célculo do fator de exatidao, padratar de valores absolutos sera sempre maior que

1. Quanto maior seu valor, menor a exatidao denasitia da média.

MATERIAL E METODOS- UNIVERSIDADE NOVA DELISBOA

3.8 Microrganismo

O microrganismo utilizado neste etapa do trabaltioof mesmo utilizado no Brasil, a
bactéria mutantdRalstonia eutropha DSM 545 (atualmente&Cupriavidus necatgr a cepa foi

fornecida pelo Instituto Tecnolégico de PesquiBa ]l
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A cepa liofilizada deR. eutrophafoi reativada em meio nutriente (NB) composto de
5,0 g.L'* de peptona de carne e 3,0 §4de extrato de carne, durante 24 horas apds faiawa e
mantida sob refrigeracéo, em tubos contendo meio @gtriente (NA) composto de 5,0 ¢.lde
peptona de carne, 3,0 d-lde extrato de carne e 1,5 % de &gar, com repjgréddicos a cada 15

dias.

3.9 CondicGes de cultura

Para a realizacdo das culturas em biorreatorzatlfse 0 mesmo meio da Tabela 3.1, o
Meio Mineral, com limitacdo em fonte de nitrogéni®meio mineral, foi preparado e autoclavado
em fermentador (Biostat B-plus, Sartorius, 2 lifr{fSigura 3.3), a 121°C/30 min. As solucbes de
fonte de carbono (Solucdo 3, Tabela 3.1) e fésfBalucdo 2, Tabela 3.1), foram autoclavados

separadamente (121°C/20 min) e adicionados ao feawohar, em condicdes de assépsia.

O biorreator foi operado nas seguintes condi¢c@msperatura controlada de acordo com a
faixa de temperatura estudada; pH controlado edir® e 7.00, por adicdo automatica de
NaOH 1M ou HSO, 1M; a concentracdo de oxigénio dissolvido, foi titncontrolada em 40%
através da adicao de ar comprimido ou fracdes w0 puro e ar comprimido além do aumento

gradativo da velocidade de agitac&o iniciando etrpgfh e tendo como maximo 900 rpm.
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Figura 3.3 - Biostat B-plus, Sartorius, 2 litros.

Os experimentos de alta densidade celular forarduzdos em biorreator Biostat B-plus,
Sartorius 10 litros (Figura 3.4), nas mesmas condi¢cdes @eagfo acima e igual composicado do
meio de cultivo, com aumento gradativo da velocddd agitacéo iniciando em 400 rpm e tendo

seu maximo em 1500 rpm.
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\wm

Figura 3.4 - Biostat B-plus, Sartorius, 10 litros.

3.10 Amostragem

Ao longo do tempo de fermentacao, foram retiradagséras do caldo de fermentado (15 ml)
para posterior avaliacdo do crescimento celulalgradenacdo da concentracdo dos nutrientes e
guantificacdo da producéo de polixidroxibutirato.

As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm/ 5 pana separar as células (precipitado
contento P(3HB) do sobrenadante. O sobrenadantecdngelado para posterior andlise, o
precipitado foi congelado e posteriormente liofitlb em liofilisadorTelstar, Cryodosiurante 12
horas, sob vacuo, -50°C e 0.071 mbar. O precipifaafiizado foi utilizado para posterior
determinacao do contetdo em polimero intracell®§8HB). O sobrenadante foi utilizado para a

determinacao da concentracao da fonte de carbdadante e nitrogénio.
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3.11 Quantificacéo do crescimento microbiano

Para seguir a evolucdo do crescimento microbiatizanam-se dois métodos, um indireto
e outro direto. O primeiro baseou-se na relacdoe emtmassa celular e a dispersdo da luz que
atravessa a suspensdo. Esta relacdo foi obtideeatda medicdo da absorbancia a 600 nm
(DOsoonm das amostras brutas, medida no espectrofotorfigios o, ThermoSpectronjc

O segundo método consistiu na determinacdo da meakdar seca das amostras brutas por
gravimetria: a amostra foi filtrada a vacuo em meanh de poliamida porosidade Q& estéril, o
filtrado retido na membrana foi lavado duas vezws ¢1Cl 0,01 M para remocao de ions e sais
presentes na biomassa. A membrana com a amosgeciem microondas conforme metodologia

descrita por Olsson e Nielsen, 1997, para detegaménal da massa celular seca.

3.12 Determinacéo da concentracdo de Nitrogénio

A concentracao de nitrogénio foi determinada tepolobase a relacdo entre a concentracdo
de amonia nas amostras (sobrenadante obtido pdrifegacdo do caldo de fermentacdo) e o
potencial existente na solucdo medida pelo elétdelamonia Thermo Electron Corporatign
Orion 9512), apos adigdo do reagente ISA (2Gde reagente ISA para 1 ml de amostra). Esta
solucéo, que ajusta a forca ibnica do meio, € cetapoor NaOH 5 M, EDTA dissodico 0.05 M,
metanol 10% (v/v) e um indicador de cor azul. Aedeginacdo foi feita com a introducdo do
eletrodo na solugéo e contados 5 minutos para ohtesultado. A gama de validade deste método
situa-se entre 0 e 100 mg N-WH

A curva de calibracdo foi obtida com padrbes deetbo de ambnia com as seguintes
concentragdes 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15 e 20 mgHYAN Em Anexo encontra-se um exemplo da

curva Padréo (Anexo A-Figura Ab).
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3.13 Dosagem de acucares redutores

O sobrenadante obtido por centrifugacéo do caldemeentacdo foi diluido cinquenta vezes
em agua deionizada, sendo posteriormente filtramocentrifugacéo (8000 rpm/15 a 20 min) em
filtros com um diametro de poro de 0,22 um de dtémn@Vhatman, Vectaspin MicyoAs amostras
filtradas foram analisadas por cromatografia liguitt alta eficiéncia (HPLGHigh-Performance
Liquid Chromatographly utilizando uma colun8iorad (Aminex HPX-87H300 mm x 7,8 mm),
acoplada a uma pré-colundigrad). O eluente utilizado foi uma solucdo de aciddusido (0.01
M), com um fluxo de 0,6 ml/min, a uma temperatuea50°C. Foi utilizado um detector de Indice
de RefracaoNlerck). Foram preparados padrdes, a partir de uma solué@& de concentracdo 1,0
g/l, a partir da qual foram preparadas solu¢cdes cmmeentracdes entre 0,05 a 1,0 g/l. Em Anexo,

encontra-se um exemplo da curva Padrao para ardes&do dos acucares redutores (Anexo A6).

3.14 Quantificacdo do P(3HB) acumulado intracelular

A determinacao da concentracdo de polihidroxibiatifai realizada através de cromatografia
gasosa, de acordo com o método proposto por Brguetegl (1978) e Comeau et al (1998) com
ligeiras modifica¢des introduzidas por Satoh (19@1jnétodo consiste na destruicdo das estruturas
celulares, com hidrdlise das cadeias de PHA eigstg¢fio (metilacdo) dos mondmeros obtidos.O
precipitado obtido a apoOs centrifugacdo das an®stediradas do reator foi liofilizado e
ressuspendido em 1 ml de solucdo de metanol aaddi (2,5M HSQ,), contendo 0,50 mg/ml de

heptadecano (padréo interno), e 1 ml de clorofGrmio

A mistura foi digerida num termobloco, a 100°C,adte 3,5 horas. Decorrido este tempo, as
amostras foram resfriadas em banho de gelo e adiis de 0,5 ml de agua deionizada sendo a
mistura agitada numortexpor 60 segundos, para extrair o polimero. Apésragpa das fases, a
fase contendo cloroférmio foi recolhida para umipieate contendo recpetores moleculares de
agua (0,3 nm), para retencdo de agua que pode aistda presente nesta fase. A fase do
cloroférmio contendo o polimero foi, entdo, analsg@or cromatografia gasosa (GChfompack
equipada com um detector de ionizacdo de cham@°C2Eoi injetado 1 pl da fase do cloroformio
numa coluneDBWAX60m’ 0.53mm ‘1um. em Anexo encontra-se um exendplacurva Padréo
(Anexo A-Figura AB).
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O gas de arraste foi o hélio, com uma pressao agunite de 100 KPa. O programa de
temperaturas do forno usado para as analises:fdDd€ a 100°C (15 °C/min), 100° C/1 min, 100 a
175°C (10 °C/minuto), 175°C/2 min, 175 a 220 °CCI®inuto), 220°C/31 min.

Para a curva padrdo foram utilizados padrdoes de/VME70 %/30 %;Merck de nas
concentraces de 0, 24, 100, 150, 200, 250, 30D, @@, e 700 mg. mt sujeitos a0 mesmo
procedimento utilizado para as amostras e injetaddsC (Gas Chromatography). Deste modo, foi
obtida uma curva de calibracdo (Anexo A6), que [arnobter uma correlacdo direta entre as
concentracbes de HB/HV e as areas dos picos corrdsptes. Determinacdo da porcentagem de

pureza e porcentagem de recuperacao de P(3HB).

Uma massa conhecida do filme formado pelos metgpaosdo (solvente cloroférmio) e
novo método (solvente carbonato de propileno) forsubmetidas a andlise cromatografica
conforme procedimento descrito no item 3.14, padetarminacdo da porcentagem de pureza do

filme, que esta expressa na equacéo (3.26).

m
%pureza= —" * 100 (3.26)

filme

onde:mpiue)€ a massa de biopolimero detectada por cromatadgifienyime € a massa total do

filme utilizada para a analise cromatografica.

A partir da porcentagem pureza conhecida do fifimiepossivel determinar a porcentagem

de recuperacgédo, que € expressa pela equacao 3.27:
m
%recuperacé = —>100 (3.27)
m
(m; .%purezgy

sendom, = (3.28)
100%

onde: my € a massa de filme puro apos o processo de extragéseja, € a massa de filme obtida

apos extracdo () vezes sua respectiva pureza (equagéo 3.28).



Material e Métodos 75

— (rnt %P(‘?’H B)cultivo)
sendon = 100% (3.29)

onde: mé a massa total de células;(mezes a porcentagem P(3HB) obtida durante ovoulti

(equacéo 3.29).

3.15 Determinacéo do peso molecular médio (GPC)

A determinacdo das médias numériM (), ponderal M ) e da distribuicdo do peso
molecular dos polimeros obtidos foi determinadavets de cromatografia liquida de excluséo
molecular, GPC (do inglésgel permeation chromatographyou SEC §ize exclusion
chromatography Utilizou-se um equipamento modular de baixa terajura com termostatizagéo
(Waters), constituido por um sistema de distribmigé solvente modelo 510, um injector U6K e
um detector de indice de refraccdo modelo 241(ask movel utilizada foi cloroférmio, com um
caudal de 1ml/min, e a temperatura de analise doB@C. Foram usadas trés colunas em série,
Waters Ultrastyragel, de porosidadedX,aL0°A e 1FA (cobrindo a gama de pesos moleculares de
2x10% a 6<10° A)colocadas num forno com controlador de tempegatutilizou-se o método de
calibracdo universal recorrendo a oito padrbes migpersos de poliestireno (PS), de pesos
moleculares 2698, 7500, 30254, 105560, 382000, 582400000 e 3950000 (Waters & Polymer
Laboratories). Este método baseia-se na equival@uacivolume hidrodinamico,\{traduzido pelo

produto h]M) de diferentes polimeros com o0 mesmo peso mtecu
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O volume hidrodindmico é proporcional ao raio deagéo das cadeias de polimero em
solugcdo (YAU et al., 1979). Desta forma, a curvacdébracdo correspondente ao volume de
eluicdo dos picos de padrdes de poliestireno (dsosinpolimeros monodispersos solUveis em
compostos organicos existentes no mercado numar ngEma de pesos moleculares) é

transformada numa curva de calibragcdo adequadpdadiseros em analise. Essa transformacéo é

realizada através da equacdo de Mark-HouwimkK Ma, em que fj] € o numero limite de
viscosidade e “K” e “a” sdo as constantes de Maokaink, validas para um dado sistema
polimero/solvente/temperatura, as quais estdoioeldas com a conformacdo do polimero em
solucdo (YAU et al., 1979). O valor das constantdzadas para os pares P(3HB)/cloroférmio e
PS/cloroformio, foram respectivamente K = 0.0118gnd a = 0.78; K = 0.0049 ml/g e a =
0.78 (KURATA et al., 1989).

Foi preparada uma solucdo dos oito padrbées emf@torm, com a concentracdo de
0,02% (g/ml) em cada um deles, da qual era injetal@olume de 5@l. O volume de injecéo das

amostras de P(3HB), com uma concentragéo de 0,284 (épi de 150ul.

A Figura 3.5 apresenta um ilustracdo do equipametilipado para a determinacao do peso

molecular.

Figura 3.5 - llustracdo do equipamento utilizad@@adetermingdo do Peso moelecular
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3.16 Determinacéo da calorimetria diferencial exploratora (DSC)

3.16.1 Descricao do método

A calorimetria diferencial de exploratéria (DSCluéa técnica de analise térmica onde a
diferenca de temperaturas (T amostra — T refergrcieegistada em funcdo da temperatura do
sistema, a medida que a amostra € aquecida oiadasfa uma velocidade constante. Esta técnica
permite a caracterizacdo de materiais através dedof cristalizacdo, transicdo Vvitrea,
polimerizacao, e graus de pureza, cristalizacaoa ©s resultados fornecidos séo : temperatura de
inicio (“onset”) da transicdo e do maximo do piao do ponto médio (“mid-point”) no caso da

transicdo vitrea; variacao de calor especificotalga associados a transi¢ao.

3.16.2 Descricao do aparelho

Calorimetro Diferencial exploratério (Setaram, [an modelo DSC 131. Gama de
temperaturas entre —150 e 700°C. Velocidades decegento e arrefecimento entre 0,01 e
99.99 °C/min. Sinal de fluxo de calor compreendidtre - 100 e + 100 mW, com resolucéo de
+0,2uW.

3.16.3 Descricao dos ensaios de DSC

3.16.3.1Ensaios a temperaturas a ambiente

10 mg de amostra séo pesadas em cadinhos de alueiBOul, que sdo mantidos aberto

durante os ensaios de degradacao. Este ensaiosatdaados sob atmosfera de N

3.16.3.2Ensaios a temperaturas acima da ambiente

As amostras foram sujeitas a um aquecimento desdmeratura ambiente até 300°C, a

velocidade de 10°C/min.

O grau de cristalinidade por esta técnica foi datbm por meio da equacéao 3.30
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= % x100% (equacio 3.30)

m

C

Onde:AH= entalpia de fuséo da amostra (J/Q)
AH = entalpia decristalizacado da amostra (J/g)
AH,° = entalpia de fusdo para P(3HB) 100% cristaling)(J/

Para P(3HB) 100% cristalindl,°= 142 (J/g) (Tsuji & lkada, 1996)

78
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4- MODELAGEM MATEMATICA

O processo de producdo de PHAs pralstonia eutrophaé conduzido em duas fases
distintas:fase de crescimentmao limitado com producéo de biomassiase de produgaocom
acumulo de polimero (DAWES E SENIOR, 1973). Serimngira fase tiver uma produtividade
elevada de células haverd uma melhoria na prodatié global do polimero. Portanto, é
interessante utilizar condi¢bes de cultivo que propnem valores de velocidade de crescimento

altos.

A temperatura Otima de crescimento é um parametronmmportante na conducao de
culturas de microrganismos. A literatura cita dtersperaturas 6timas de crescimento 3%34
(MARANGONI, 2000, GROTHE et al., 1999), e a maiodias estudos sio realizados 4GB0A
partir disto, propde-se estudar a influéncia desha@s temperaturas na velocidade especifica
maxima de crescimento dRalstonia eutrophaConsiderando que em escala industrial quando mais
alta a temperatura de operacéo, menor sera o augioido a outras etapas do processo produtivo
como as de resfriamento, temperaturas mais elev&dtasgnais interessantes. Considerando este
fator, um estudo comparativo entre as temperaB0es, 32,5°C, 35°C, 37,5°C e 40°C para sintese

celular e producao de polimero foi realizado.

O estudo do comportamento do crescimento microbédiraves de modelos matematicos €
uma ferramenta que pode auxiliar na previsao decocrento microbiano, sendo fundamental para
0 estabelecimento de estratégias de cultivo, emugém de PHAS, ou seja, sendo fundamental na
predicdo dos resultados durante o crescimentoacedam a limitacdo em nutrientes. Além disso, 0s
modelos primarios de crescimento podem ser aplicgdoa determinar parametros cinéticos de
cultivo em batelada (EKMEN e ALBEN, 2002).
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4.1 Modelagem do crescimento de Ralstonia eutropha eniférentes temperaturas

A modelagem matematica do crescimento microbiano utdizada para se estimar
parametros como: velocidade especifica maxima égcitnento |{may, tempo de fase lagl e
aumento logaritmico da populacdo (A) (Figura 4nBgessarios para o estudo do crescimento da
bactéria sob diferentes condicbes. Os modelos fa@plivados para descrever o crescimento de
Ralstonia eutroph&as diferentes temperaturas de cultivo.

Os parametrog,__, A, A, foram calculados pelos modelos Gompertz Moddb (GM) e

Logistico (LO).

Ln {Biomassa)

Tempo

Figura 4.1 - Curva de crescimento microbiano corpasémetros bioldgicos em fungéo do tempo.

O estudo da temperatura de cultivoRleeutrophatambém € importante pois, se houver a
possibilidade de operacdo a temperaturas maisalas utilizada (30°C) em niveis industriais, €

interessante em virtude da economia em algumaasetigpresfriamento.

4.2 Utilizacdo dos Modelos Primarios para descrever o omportamento de R.
eutropha nas diferentes temperaturas de cultivo anisadas

Os modelos de GM e LO foram ajustados aos dadagedeimento ddR. eutrophanas
diferentes temperaturas de cultivo, e comparadlms peus indices estatisticos. Os resultados das
analises estatisticas realizadas para comparacgionddelos primarios aplicados as curvas de
crescimento d®. eutrophanas diferentes temperaturas de cultivo de 30°(G°32 35°C, 37,5°C e
40°C, estao apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1- Valores dos indices estatisticos para os moddSompertz Modificado e Logistico,
ajustados as curvas de cresciment®deutrophanas diferentes temperaturas de cultivo.
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indices Modelos matematicos
Modelos Primarios
Gompertz Modificado (GM) Logistico (LO)
30°C 32,5°C 35°C 37,5°C 40°C 30°( 32,59C 359C 3C,5° 40°C

MSE? 0,0039| 0,0098] 0,1257 0,002 0,00p6 0,0102 0,0P14€268, 0,0143 | 0,0023

Fator bias | 0,9931| 0,9905] 0,989¢ 0,991 0,99p8 0,9870 0,988B836, 0,9739 | 0,9958

F.exatiddo| 1,0544 | 1,1009] 1,0933 1,054 1,052 0,1090 1,143 442,01 1,1235| 1,0537

[SIRNESIES

R*" 0,9933| 0,9922| 0,9858 0,998 0,998 0,9826 0,98297009, 0,9895 | 0,9900

3MSE: erro médio quadraticBR? coeficiente de correlacao.

O erro médio quadrado, MSE, representa a adequiasamodelos aos dados experimentais.
Quanto menor o valor do MSE, melhor o ajuste doettodComparando os valores dos MSE para o
GM e LO, observa-se que o modelo que obteve a meiealicio dos dados de crescimento de
Ralstonia eutrophanas diferentes temperaturas testadas foi o0 matkelGompertz modificado.
Sendo que os cultivos a 37,5°C e 40°C foram osapesentaram os melhores valores de predicao

dos dados de crescimentoRlalstonia eutropha

Os coeficientes de correlacédo obtidos no model@a®pertz Modificado estiveram acima
de 0,99 nas temperaturas de 30°C, 32,5°C, 37,888 apresentando valor abaixo deste, apenas
na temperatura de 35°C, indicando que este modalesenta um bom ajuste aos dados
experimentais, podendo, desta forma, ser utilizeda a predicdo do crescimento da bactéria.

Para o modelo Logistico, somente os cultivo a 40B&ve o coeficiente de correlacéo
acima de 0,99 e, nas outras temperaturas, esseieoif esteve entre 0,97 e 0,98, mostrando dessa
maneira que o modelo Logistico apresenta ajustxiamfdo que o apresentado pelo modelo de
Gompertz Modificado.

O fator bias e de exatiddo fornecem uma indicatgetiva do desempenho do modelo. Os
valores do fator bias pelo modelo de Gompertz Mcalifo em todas as temperatura estiveram
préximos de 1,0, com excecdo da temperatura de @3€CGpresenta-se ligeiramente abaixo. Ja o
modelo Logistico, apresentou valor préximo a 1,6nag na temperatura de 40°C, para os demais
cultivos a diferentes temperaturas estes valomasfanferiores a 1, indicando que o valor predito

€ menor que o observado.
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Os valores do fator de exatidao representam quanfoeditos diferem dos observados em
média. Conforme aumenta esse valor, 0 modelo é snexato na média, isto €, menor a exatidao
da estimativa. Os valores do fator de exatidaadobtestdo proximos de 1, em todos os parametros

estimados pelo modelo de Gompertz Modificado eatmbogistico.

Pode-se dizer que, para as diferentes temperdastaslas nos cultivos, o modelo Gompertz
Modificado foi o que apresentou os melhores redoapara a predicdo do crescimento de
Ralstonia eutropha Na modelagem matematica realizada por Dalcan2006), 0 mesmo
comportamento com relagdo aos modelos testadosbfmrvado, e sua escolha também foi por
Gompertz Modificado. Devido a estes fatores, o node Gompertz Modificado foi escolhido

para o calculo dos parametros de crescimento.

A Figura 4.2 apresenta o ajuste do modelo GM adsdaxperimentais do crescimento de

R. eutrophacultivada a diferentes temperaturas.

3,5

2,5 A

N
I

LN(X/X0)

=
3
.

O Dados Experimentais T=30°C
® Dados Experimentais T=32,5°C
® Dados Experimentais T=35°C
X Dados Experimentais T=37,5°C

0,5 A

A Dados Experimentais T=40°C

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)

Figura 4.2 - Curvas de crescimentoRlesutrophaem glicose expressa em LN (X/Xo0) pelo tempo (l¥) na
temperaturas de 30°C, 32,5°C, 35°C, 37,5°C e #3°hhas representam o modelo de Gompertz
Modificado ajustado aos dados experimentais.

Observa-se que o0 modelo de GM ajusta-se perfeitenibem aos dados obtidos através dos
experimentos realizados, apresentando uma perfeamiggeiramente inferior na temperatura de

40°C.
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A partir das curvas ajustadas (Figura 4.2) peloetmode Gompertz Modificado, obtiveram-
se 0s parametrQsnax A € A, para as cinco temperaturas de cultivo queap&esentados na Tabela
4.2 Os valores de duragdo da fase exponencial ifm®rdes temperaturas de cultivo testadas
encontram-se apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.2 - Parametros obtidos pelo modelo de @dampModificado para os cultivos em
glicose/frutose.

Parametrag Temperatura de Cultivo
30°C | 32,5°C 35°C 37,5°C 40°C
Hmax (W2 | 0,18 0,21 0,33 0,26 0,32
A (h) 0,17 0,88 0 1,65 0,65
AS 2,50 2,60 3,14 3,27 0,96

3max Velocidade especifica maxima de crescimentty; duraco da fase lag;
¢ A: aumento logaritmico da populagéo.

Os resultados apresentados na Tabela 4.2 mostmRaigtonia eutrophg@ode crescer nas
diferentes temperaturas de cultivo testadas. Pedpesceber que as velocidades especificas
maximas de crescimento para as temperaturas deC3@,37,5°C estdo de acordo com os valores
encontrados na literatura, onde a faixa de crestrencontra-se em torno de 0,23(KIM e LEE
1994, SCHNEIDER 2006)

Observa-se (Figura 4.2) que o crescimento da ba&e¥0°C, apos 5 horas de cultivo, passa
a sofrer um decaimento progressivo (Figura 4.2)s @presentar um crescimento acelerado na fase
exponencial. Este comportamento € melhor visuaizguhando se analisa o parametro A, onde
nota-se que, a 40°C, a bactéria apresenta um auipgatitmico da populacéo baixo em relacdo as
demais temperaturas de cultivo testadas, aproximewiz 71% a menos do que a concentracao
celular final quando comparado ao cultivo de 37,59@alcanton (2006), em seus experimentos
realizados a esta temperatura também observou nibigdio do crescimento a 40°C, assim como
um baixo aumento logaritmico da popula¢do quandmpenado as demais temperaturas testadas.

O aumento logaritmico da populacéo a 35°C e 37fBt@raticamente 0 mesmo, e 0s mais

elevados, quando comparados as demais temperaturas
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A maior fase de adaptacdo da célula a temperaterauttivo foi de 1,65 h para a
temperatura de 37,5°C, sendo para as demais tato@er menor que 1 h. Isto pode ser devido ao
fato dos pré-inoculos terem sido cultivados a teatpea de 30°C, ocorrendo a troca de temperatura
guando inoculados ao reator. Entretanto, obsencaiegem todas as temperaturas testadas, a fase
de adaptacdo foi pequena, mostrando que ndo hdeprad com relacdo a adaptacdo do
microrganismo as diferentes temperaturas de cuiistadas. Com relagdo a temperatura de cultivo
35°C observa-se que o modelo ndo apresentou umahmte no inicio do cultivo, especialmente
em relacdo ao parametko apresentendo um valor negativo para este, isicTe@porque o modelo
admite que sempre exista uma fase de adptacdodausio ndo ocorre experimentalmente, o

modelo ndo é capaz de modelar o parametro aprdserdires negativos.

4.2.1 Consideracoes finais

Os resultados apresentados mostram que as melbenmgseraturas de crescimento
observadas, dentro da faixa testada, foram as e 837,5°C. Este fato pode ser interessante, em
nivel industrial, por poder levar a uma diminuigdo custo de resfriamento do processo de

producéao.

4.3 Influéncia da temperatura sobre os parametros de @scimento: phax A € A

4.3.1 Utilizacdo dos modelos secundarios para prever Hu@ncia da temperatura sobre os

parametros de crescimento de Ralstoeiairopha

Os modelos secundarios descrevem como 0s parardetrasdelo primario mudam com 0s
fatores ambientais, como o pH, temperatura, atilgdde agua, etc. Foram avaliados dois modelos
secundarios: Modelo da Raiz Quadrada e Modelo dad¢zp de Arrhenius para ajustes dos dados
experimentais. Estes modelos foram aplicados paraparametros obtidos, nas diferentes
temperaturas, como pode ser observado na TabetaHd@ira 4.3.



Resultados e Discussao 86

Tabela 4.3 - Coeficiente de Correlacdd)(Bbtidos pelos modelos: Raiz Quadrada, Equacéo de
Arrhenuis para os parametros de crescimpgnlq A obtidos pelo modelo GM.

Parametros de | Coeficiente de Correlacdo{R
crescimento obtidos pelos modelos:
Eq. Arrhenius| Raiz Quadrada
u(hh 0,64 0,65
A 0,25 0,26

O maior coeficiente de correlacdo obtido pardoram de 0,65 pela Equacdo da Raiz
Quadrada e 0,64 pela Equacao de Arrhenius. Cones esgficientes foram muito baixos, nao se
pode escolher um modelo que descreva a variag@ioccde a temperatura. ISso acontece porque o
comportamento da bactériR. eutropha é bastante diferente em todas as temperaturas,
principalmente nas temperaturas de 35° e 37,5°@. fN& possivel ajustar A em funcdo da
temperatura, pois os coeficientes de regressaonfonaito baixos, como pode ser observado na
Tabela 4.4. Os valores encontrados foram inferiaosscoeficientes de correlagéo para o ajuste da
velocidade especifica maxima de crescimento emafudg temperatura.

Este comportamento também foi observado por Dalocar{f006) em seus experimentos
realizados em shaker nas mesmas condicbes de tdorpenqui testadas, onde o seu maior

coeficiente de correlacdo foi de 0,60 para o modal®aiz Quadrada.

N&o foi possivel ajustax em funcdo da temperatura, pois este parametreeyicel valor

negativo para a temperatura de 35°C.
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Figura 4.3 - Efeito da temperatura sobre os par@sgtax (2),(b) e A (c),(d) para os modelos Raiz

Quadrada e Equacéao de Arrhenius.
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4.3.2 Consideracoes finais

Os modelos secundarios ndo apresentaram resulsatisgatérios quando utilizados para
prever a influéncia da temperatura nos parametescréscimento de cultivo, apresentando

coeficientes de correlagdo muito baixos em ambaesanielos testados.

Ndo ha uma correlacdo entre a variacdo da temperatun a variagdo dos parametros
testados, levando a uma grande dificuldade de poegemportamento do crescimento microbiano,

dentro da faixa testada.



Resultados e Discussao 90

5 - ANALISE DO CRESCIMENTO E PRODUGAOP(3HB) POR RALSTONIA

EUTROPHA A DIFERENTES TEMPERATURAS

5.1 Analise do crescimento de Ralstonia eutropha a difentes temperaturas

Embora os cultivos visando a producdo de P(3HB) Batstonia eutrophasejam
normalmente conduzidos a 30°C (ASENJO, 1995; YANalet 2003; KAHAR et al., 2004;
SHAHHOSSEINI, 2004; KHANNA et al., 2005), ha pouaatatos sobre o efeito da temperatura
sobre o crescimento e producao de P(3HB)Rmdstonia eutrophaGrothe e colaboradores (1999)
sugeriram, com base nos seus resultados, que 38°& temperatura Otima para o crescimento e
sintese de P(3HB) p@idcaligenes latus

Segundo Aragéo (1996), a concentragao inicial deefde nitrogénio ((Nk.SQy) no meio
comumente utilizada é de 2,3 §,Lsuficiente para a obtencdo de 5,0'gde biomassa no momento
da limitac&o, baseado em um fator de conversadtdE@nio em biomassa (%) de 8,3 ¢.d
(SCHNEIDER,2006). Entretanto, para a realizacadoatdtsvzos a 30°C, 35°C e 40°C, utilizou-se a
fonte de nitrogénio ((NE>SQ:) com uma concentracdo final no meio de 1,15'gsuficiente para
a obtencéo de 2,5 gilde biomassa no momento da limitac&o, evitandessienaa necessidade de
alimentacédo de fonte de carbono durante o cultigte procedimento foi adotado para permitir a
realizacdo de um estudo de respirometria, quesggesentado no préximo capitulo. Os calculos
referente ao fator de conversao de nitrogénio esmaéssa residual, foram feitos utilizando-se o
valor de 0,24 g de N para todos os experimentds, gecedimento foi adotado, uma vez que, a
quantificacdo de nitrogénio € feita utilizandodatorimétrico para sua determinacao, procedimento
este que, apresenta muitas interferencias comarekagjuantificacdo exata, sendo bom apenas para
indicar o0 momento da exaustdo de nitrogénio mas pada indicar valores quantitativos. Nos
cultivo a 32,5°C e a 37,5°C, a concentracao firalfahte de nitrogénio ((NHLSOs) no meio
utilizada foi de 1,15¢g.E, entretanto houve uma alimentacéo de fonte deoparbvisando assim

estender a fase de producao do polimero.
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As evolucdes das concentracdes (y.He biomassa total e residual, polimero, proteina
nitrogénio residual, ao longo dos cultivos nasrdifiées temperaturas 30°C, 32,5°C, 35°C, 37,5°C e
40°C estdo mostradas nas Figuras 5.1 a 5.5, regmente. As culturas foram realizadas por um
periodo de 10-27 horas, variando de acordo com mentd da limitacdo. Um resumo dos dados

gerais obtidos nos cultivos encontra-se na Tabéla 5

Analisando-se os resultados obtidos em todos oai@ssobservaram-se duas fases
caracteristicas: a fase de crescimento celular,Iseitacdo de nitrogénio, na qual o aumento
da massa celular resulta, quase que totalmenteudmwento da biomassa residual. A duracéo
da fase de crescimento foi variavel de acordo comngperatura utilizada. Segundo Aragao
(1996), a producédo de P(3HB) em condi¢cBes balarasend meio de cultivo é de 15% a 20%
da biomassa total. Pode-se observar um acumulo(8dB} pouco antes da exaustao do
nitrogénio, indicando que baixas concentracdesitlegénio ja sdo limitantes para permitir o
acumulo intracelular de polimero. Segundo Ramsaylaboradores (1990), concentracfes
abaixo de 0,2g/L de nitrogénio ja permitem o acltomde P(3HB) durante a fase de

crescimento ndo limitado.

Neste estudo, isto pode ser confirmado quando sered a Tabela 5.1, onde nota-se
gue, ao final da fase de crescimento, ja foi padsdetectar concentracdes de P(3HB),
variando de 0,01 a 0,3 g/L ou 3,7-39,6% de contedeld®(3HB). A segunda fase - fase de
producdo do polimero — inicia-se quando ocorrenggdicdo do nitrogénio. A linha pontilhada nas
Figuras 5.1 a 5.5 indica 0 momento da exaustaoigagénio, entretanto observa-se a formacéo de

P(3HB) antes dessa exaustdo, como pode ser obsaradichbela abaixo.

A segunda linha pontilhada nas Figuras 5.2 e Sl#tanque o0 momento que representa 10
horas de fase de producdo. Os célculos apresentedodabelas 5.1 e 5.2 foram realizados
levando-se em consideracdo este tempo de faseodeigiio em todos os cultivos testados a

diferentes temperaturas, para facilitar a compardoa resultados.
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Tabela 5.1 - Tempo de duragédo da fase de cresonsamh limitacdo de Nitrogénio, fator de
conversado de nitrogénio em biomassa residual, comgle substrato, biomassa residual, biomassa
total dos cultivos realizados a diferentes tempasau

Fase de Crescimento
Tempo Y xin Substrato Y xis Py, Xr XT P(3HB) | P(3HB)
Temperatura (h) (9.9 corE;;JLTido @) | (g.LhH© final final final (%)

(°C) (L) | (@L) | gL

30 9,0 8,8 6,9 0,22 0,20 2,5 2,7 0,20 7,5
32,5 10,3 9,1 9,5 0,22 0,21 2,7 4.6 1,8 39,6
35 7,5 8,2 6,0 0,33 0,26 2,3 2,4 0,3 11,6
37,5 10,6 12,9 9,3 0,33 0,29 3,5 4.4 0,9 20,9
40 10,0 3,6 11,2 0,07 0,08 1,4 14 0,1 3.7

@ fator de convers&o de nitrogénio em biomassauaki® fator de converséo de substrato em biomassa résfdpeaodutividade
em biomassa residual.

Lee et al. (1999) relatam que, sob condi¢cdes wrfteis de nitrogénio, o crescimento
celular € aparente a partir do aumento da conogidraa biomassa residual (concentracao

celular menos a concentracdo de P(3HB)), como whder na fase de crescimento nas
Figuras 5.1 e 5.5.
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Figura 5.1 - Evolugbes da Biomassa Total (XT); FRRHBiomassa Residual (Xr); Proteina e Consumo de
Nitrogénio, expressos em g/L, em funcéo do tempemgperatura de 30°C. As linhas continuas reprasent
as curvas ajustadas peloftwarelLissage.
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Figura 5.2 - Evolucbes da Biomassa Total (XT); FggHBiomassa Residual (Xr); Consumo de Nitrogénio,
expressos em g/L, em fungéo do tempo na tempem@@usa,5°C. As linhas continuas representam asgurv
ajustadas pelsoftwareLissage.
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Figura 5.4 - Evolugdes da Biomassa Total (XT); FgRHBiomassa Residual (XR); Proteina e Consumo de
Nitrogénio expressos em g/L em funcéo do temp@mgératura de 37,5°C. As linhas representam aasurv

ajustadas pelo software Lissage.
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Figura 5.5 - Evolugbes da Biomassa Total (XT); FRBHBiomassa Residual (Xr); Proteina e Consumo de
Nitrogénio, expressos em g/L, em funcéo do tempemgperatura de 40°C. As linhas continuas reprasent
as curvas ajustadas pealoftwarelLissage.

Analisando-se as Figuras 5.3 e 5.4, observa-se igeird aumento da biomassa
residual mesmo apods a exaustao da fonte de nitrmg&endo maior a temperatura de 37,5°C.
Doi e colaboradores (1989), Aragdo (1996) e Schare{@006) também observaram este
aumento e explicam que ele pode decorrer da cadade da sintese de proteinas em funcao
do acumulo de nitrogénio residual intracelular.rEtgnto, na Figura 5.3 a sintese de proteina
no presente estudo cessa e a explicacdo parece goaoeavel. Yamane e colaboradores
(1996) constataram, ao comparar as células culivesin caréncia de nitrogénio (fase de
producdo do polimero) com as células cultivadadiemtacdo de nitrogénio, que no primeiro
caso, houve um aumento dos fosfolipideos, do peptjliicano e da camada lipopolissacaride

(LPS), com uma forte concentracdo de polissacéarides
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O mesmo foi observado por Aragao (1996) e Schngi@ed6). Os fosfolipideos e a
camada LPS sao os principais constituintes da memabexterna das bactérias gram negativas
(TORTORA, 2004). Esta observacdo permite conclwie @ variagdo na composicdo da
biomassa durante a exaustdo em nitrogénio é dewpdocipalmente, ao acumulo dos
componentes lipidicos da parede celular (ARAGAM9@) e SCHNEIDER, (2006)). Isto
pode explicar porque, nos ensaios realizados resisalho, ocorreu um aumento da biomassa
residual embora a curva de proteina permanecesastatiie apd0s o0 esgotamento do

nitrogénio.

A determinacdo dos valores do fator de conversdmittegénio em células € muito
importante para definir a extensao da replicacdislazesendo isto fundamental em um processo
onde o acumulo do polimero ocorre sob condi¢oesaitas de nutrientes.

Como pode ser observado pela Tabela 5.1, o valdri@leassa residual no momento
da exaustdo de nitrogénio, para a temperatura pa80%C, foi igual ao estimado de 2,5g/L,
com um fator de conversdo de biomassa residualigogénio (Yxyn) de 8,8g/g. O valor de
biomassa residual a 32,5°C, no momento da exauskteye proximo ao obtido a 30°C
ficando ligeiramente mais elevado 2,75g/L com utorfae conversao de (yn) de 9,1g/g. A
35°C, estes valores apresentaram-se um pouco abaixwoltivo padrdo, conforme mostra a
Tabela 5.1. Entretanto, para o cultivo a 37,5°@Qalor de biomassa residual foi de 3,5g/L no
final da fase de crescimento, apresentando umionesto 40% maior que o cultivo padréo, e
um de fator de conversado W) 12,99/g, sendo um crescimento maior com a mesma

concentracdo de fonte de nitrogénio utilizada edosoos cultivos.

Ensaios realizados por Schneider (2006), a 30°C°€ &m biorreator, mostraram um
comportamento semelhante em relacdo aos fatore®meersdo para o cultivo a 30°C, com
um fator de conversdo (¥n) de 8,3g/g e para o cultivo a 37°C, com um valorfator de
conversao (¥yn) de 12,5¢9/g.

Este fenbmeno pode ter ocorrido em decorréncia rda maior permeabilidade da
membrana celular com o aumento da temperaturagdapilita 0 aumentado da eficiéncia na
absorcéo de nutrientes (PELCZAR et al., 1996) oitpor Schneider (2006).

A comparacdo dos cultivos realizados permite olmemvma maior producdo de
biomassa total () na fase de crescimento a 37,5°C. Esse resultadtranque o0 aumento da

temperatura influenciou positivamente o crescimemtive 30°-37,5°C.
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Os valores dos fatores de conversao de substratwekria (Yys) e produtividadeR,)
na fase de crescimento (Tabela 5.1) para 30°C 8 @7foram de 0,22g40,20 g.L'h* e
0,339.G'/0,29 g.L*h?, respectivamente, confirmando assim que a temperatais elevada,
até 37,5°C, favorece o crescimento. Os valoregdobtpor Schneider (2006) em biorreator a
30 e 37°C foi de 0,32¢'0,32 g.L'nh* e 0,459.3/0,42 g.L'*h . Valores estes acima dos

encontrados neste trabalho.

O mesmo fenbmeno de permeabilidade da membrandacetom o aumento da
temperatura pode ser obervado no cultivo a tempexate 35°C onde os valores dos fatores
de conversédo de substrato em célula e produtivi@as®g.g'/0,26 g.L ' h* foram praticamente

0Ss mesmos obtidos a 37,5°C.

Uma possivel explicacdo para o aumento da bicendssante a fase de crescimento
na temperatura de 37,5°C pode ser atribuida ao w@oude material celular, particularmente
0os componentes da parede celular. Possivelmentejeama mudanca na composicao
elementar de biomassa observada durante a faseodeigdo a 30°C (ARAGAO, 1996),
ocorre também a 37,5°C, levando a um aumento mo & conversao ¥n (12,9 g X/g N),

como foi verificado.

Os resultados apresentados mostram que a elevagdentperatura, de 30°C para
37,5°C, favorece o crescimento. Entretanto, a teatpes mais altas pode ocorrer inibicdo do

crescimento, como observado a 40°C (Figura 5.5).

5.1.1 Consideracdes Finais

Apés a avaliacdo da fase de crescimentoRdstonia eutrophaatravés da modelagem
matematica e dos parametros aqui analisados corsgugue a temperatura de 37,5°C favorece o
crescimento desta bactéria. Confirmando assim fasmacfes obtidas por Schneider (2006), a

temperatura de 37°C.
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5.2 Producéo de P(3HB) em diferentes temperaturas de kivo

No item anterior, foi observado que, em temperatdi& cultivo acima do padrdo 30°C, o
crescimento celular é favorecido, tendo seu metlesempenho a temperatura de 37,5°C. Neste

item, serd analisado se esta elevacao na tempetatbém favorece o acumulo do polimero.

A Figura 5.6 apresenta a evolucao da producéo 8ldB)(nas diferentes temperaturas de
cultivo testadas e a Tabela 5.2 apresenta oseglde conversdo de substrato em biomassa
residual, porcentagem de polimero P(3HB) na célpladutividade em biomassa residual,

produtividade em contetdo de P(3HB), e fator deves@o de substrato em polimero.

A fase de producéo foi de 10 horas para os culavdg°C, 32,5°C, 35°C e 37,5°C. A 40°C,
nao foi possivel fixar este tempo uma vez que,ta &sgnperatura, 0 microrganismo teve seu
crescimento inibido antes mesmo da sua limitacdangragénio. O inicio da fase de producédo

encontra-se indicada pela seta no ponto de lingtdg&ultivo.

PHB(g/L)
N

-s-T=30°C
—=-T=32,5°C
——T=35°C
T=37,5°C
—a—T=40°C

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tempo (h)

Figura 5.6 - Evolucdo da concentracdo de P(3HR) @m funcéo do tempo nas diferentes temperatigas
cultivo testadas.

hY

Em relacdo a producdo de P(3HB), apés 10 horasmitagdoao final dos cultivos, o

conteudo de P(3HB) no interior da célula varioubgé e 2,9 g/L e teve um o fator de conversao
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Y p@HBysque variou de 0,84 e 0,269/g, respectivamente gmtamperaturas de 32,5 e 35°C, para a
temperatura de 37,5°C obteve-se 4,3g/L de cél¥a#eys0,529/g como pode ser observado na
Tabela 5.2. Esse resultado mostra que a cultutaaea a 37,5°C favorece o crescimento, como
visto na fase anterior a este item, entretanto m@mor acumulo e produtividade de P(3HB) quando

comparado a temperatura de 32,5°C.

Tabela 5.2 - Fator de converséo, produtividade reembagem de P(3HB) ao longo da fase de
producédo de P(3HB).

Fase de Producéo
Temperatura Y xi/s Concentragao Pr(aHB) Y p(3HB)/S Conteudo de
(g/g)® d‘igF;S(';')B) (g.L*hH© @9 | P@EHB) (%)
30°C 0,09 3,1 0,28 0,48 51
32,5°C 0,05 5,7 0,23 0,84 69
35°C 0,16 2,9 0,25 0,26 43
37,5°C 0,19 4,3 0,32 0,52 45
40°C - - - - -

@ Fator de conversdo de substrato em biomassa resRitade P(3HB)® produtividade em contetido de P(3HB)converséo de
substrato em P(3HB).

O fator de conversdo de substrato em célula parpeatura de 30°C (0,09g/g) € proximo
ao encontrado por Schneider (2006) em seus cukirobiorreator a esta temperatura (0,109/g).

Através dos dados apresentados na Tabela 5.2 payateddo de P(3HB) acumulado no
interior da célula, é possivel verificar que ashuoeds temperaturas para a sua produc¢éo séao 32,5°C
e 30°C. Foi também possivel constatar que o cutgatizado a temperatura de 32,5 °C foi 0 que
apresentou o melhor valor em relacdo ao acumulbigjaolimero, ocasionando um aumento de

18% a mais no conteudo de P(3HB), se comparadodiu@dio na temperatura padréo de 30°C.
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Embora 37,5°C seja a melhor temperatura para eicresto, ndo foi a melhor para a
producdo. Foi observado que a elevacdo da tempeetima de 32,5°C promove um declinio na
producdo de P(3HB). A partir destes resultados,réalizado um estudo mais detalhado nas
melhores condi¢cdes de producédo (30 e 32,5°C), coracdo de 16,5h de fase de producéo,

comparando-se com a temperatura de 37,5°C, gaenfieihor para o crescimento.

5.3 Avaliacdo da producdo de P(3HB) em diferentes tengpaturas

No item anterior foi avaliado a producéo de P(3HHB3$ diferentes temperaturas de cultivo
durante 10 horas de fase de producdo. Neste igeseiravaliado o comportamento da producgéo de
P(3HB) estendendo-se este tempo para 16,5 horasidta foram escolhidas as temperaturas que

apresentaram os melhores resultados nos itensoaessgiemperaturas de 30°C, 32,5°C e 37,5°C.

Os valores de conversdo de substrato em biomasgluak porcentagem de polimero
P(3HB) na célula, produtividade em biomassa resiguwadutividade em contetudo de P(3HB), e
fator de conversdo de substrato em polimero, sastradms nas Figuras 5.7 a 5.10,
respectivamente. As culturas foram realizadas poperiodo aproximado de 27 horas, variando de
acordo com o momento da limitacdo. Um resumo ddsslgerais obtidos nos cultivos encontra-se
na Tabela 5.3.

Em relacdo a producdo de P(3HB), ao final dos drdsvos, observa-se que, no cultivo
realizado a 32,5°C, o contetido de P(3HB) no intetim célula atingiu 7,3gl, seguido das
temperaturas de 30°C e 37,5°C onde ambas apresemnteaticamente o mesmo valor 5,8-5,7.L
O fator de conversdo phreys oObtido variou de 0,37 e 0,20g/g, respectivamente s
temperaturas de 30 e 37,5°C, para a temperatui@2 @ C obteve-se 0,33g/g como pode ser
observado na Tabela 5.3. A produtividade obtida difesentes cultivos variou derfhg) 0,33 a
0,47 g.L.X.h* respectivamente, nas temperaturas de 30°C e 325pEodutividade a 37,5°C foi

praticamente a mesma obtida a 32,5°C, ou sejag.0A6™.

A temperatura de 32,5°C foi a que apresentou orniaitice de P(3HB), em porcentagem,
ao final de 16,5 horas de fase de producéo, atlogim valor de 70,3 %. Seguido da temperatura
de 30°C (49,5%) e 37,5°C (47,5%), confirmando assirasultado obtido nos cultivos anteriores

onde também a 32,5°C foi obtido o maior indice (31B) no interior da célula.
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Esta comparacdo entre as evolugcbes das porcentaden®(3HB) nas diferentes

temperaturas de cultivo é melhor visualizada quaselocobserva a Figura 5.10, onde nota-se

claramente a maior porcentagem adquirada na tetapeeide 32,5°C.

Através da Figura 5.10 também é possivel visuatipar, apos 20,3 horas de fase producao

nao ocorre mais aumento na porcentagem de P(3BBIndo-se necessario o uso de estratégias de

cultivo para aumentar a produgéo de P(3HB), contitvos em alta densidade com alimentag&o do

elemento limitante, um breve estudo sobre estentissera discutido nesse trabalho nos proximos

itens.

Tabela 5.3 - Fator de converséo, produtividade regmtagem de P(3HB) ao longo das fases de

crescimento e producéo de P(3HB).

Fase de Producéo
Conteudo
tempo de Y xiis Concentragao Pr(aHB) Y p(aHB)'s de
Temperatura fase de (g/g)® de P(3HB) (g.L"1hH© (9/g)®
(°C) producéo (g/L)® P(3HB)
(h) (%)
30 16,5 0,22 5,8 0,33 0,37 49,5
32,5 16,5 0,02 7,3 0,47 0,33 70,3
37,5 16,5 0,12 57 0,45 0,20 47,5

(a) Fator de converséo de substrato em biomassa resfieancentracdo no final da fase de produf&produtividade em
contetido de P(3HBY? conversao de substrato em P(3HB).
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6 - UTILIZACAO DA ANALISE RESPIROMETRICA NO ACOMPANHAMENTO DE

CULTURAS PARA A PRODUCAO DEP(3HB).

6.1 Determinacdo do K a e QG durante o cultivo

A analise respirométrica envolvida em processo®@icos fornece valiosas informacdes
para a caracterizacdo desses processos, com geranda ser uma técnica que nao interfere com o

processo e que ndo causa riscos de contaminageRKREHRA et al., 1998).

Os primeiros a se ocuparem da técnica respiroradwiam Jenkins (1960) e Montgomery
(1967), tendo como base seus proprios estudosimgeais sobre a quantificagdo do consumo de

oxigénio dissolvido em sistemas de lodos ativados.

Em praticamente todos 0s processos bioldgicos eewdb microrganismos vivos, ocorre o
consumo e a producdo de gases ou volateis, queatsede bactérias, leveduras, fungos, células
animais e de insetos ou células vegetais. Em gemalffumentacdo microbiana aerdbica, existe
consumo de oxigénio e producdo de dioxido de cardGERREIRA et al. 1998). Zabriskie e
Humphrey (1978) descreveram um modelo, exclusivéenkeaseado em parametros respiratorios,
para a quantificacdo indireta de concentracdesotmmnas (biomassa). De acordo com estes
autores, o modelo é satisfatorio para microrgarssagwdbios ou anaerobios facultativos utilizando,

apenas, a via glicolitica e o ciclo de Krebs pgpecalucédo de energia.

Na presenca de células ativas e na auséncia dedagréaguchi e Humphrey (1966)
utilizaram a atividade respiratoria dos microrgaras para remover o oxigénio do meio e
determinar o coeficiente volumétrico de transfei@me oxigénio (Ka), grandeza esta de suma
importancia para o dimensionamento do sistema alesfgréncia de oxigénio em um processo

aerobio.
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Este método tem a vantagem de ser realizado duuenge fermentacdo fornecendo um
resultado mais realista dog & O procedimento envolve duas etapas, uma degdamaderacao e
outra de retomada da aeracdo nas condicOes dec@perdssim, na primeira etapa, o
monitoramento do decréscimo da concentracdo deémixigdissolvido permite determinar a
velocidade especifica de consumo de oxigénio. Acder é retomada antes de ser atingido o valor
critico da concentragdo de oxigénio, valor abaiwogqdal o consumo de oxigénio é limitado.
Segundo Tribe et al., (1995), é aconselhavel rat@eeracédo, quando se atinge 20 % do valor da
concentracdo de saturacdo. A necessidade de axigénum microrganismo depende da natureza

bioquimica da célula e do seu ambiente nutricional.

Na Figura 6.1, é apresentada uma curva tipica duglo da concentracdo de oxigénio
dissolvido em fungdo do tempo, obtida durante acwg@ do método dindmico. Esta curva €
utilizada para determinar a velocidade especifeceedpiracao (Q£) e o coeficiente volumétrico de

transferéncia de oxigénio (K).

0.008

0.007

Determinagédo de QO,

0.006 . ;
Aeragéo Interrompida

0.005

Determinacéo de K a
0.004

0.003

Concentracao de O2 (g/L)

0.002

0.001 Aeracdo Retomada

O 1 1 1 T T T
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

Tempo (h)

Figura 6.1 - Variacdo da concentracdo dei§solvido durante a realizacdo do método dinamico.
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6.2 Ensaios preliminares para a determinacdo das melhes condicdes para
determinacédo de QQ

A fonte de carbono é talvez o fator que tenha maifluéncia no crescimento de um
microrganismo. Em estudos realizados por lencz@@620 autor observou que concentragoes de
aclicares redutores totais acima de 40 gcomecaram a causar inibicdo do crescimento de
Ralstonia eutropha Segundo Kim e colaboradores (1994, eutropha utiliza glicose
eficientemente como fonte de carbono com uma \@doe especifica maxima de crescimento de
0,23 K', em concentracées de glicose em torno de 26, gAlém disto, foi observado por Oliveira
(1999) que em valores abaixo de 10 gdcorre limitagdo no crescimento desta bactéria.

Foram realizados dois experimentos com objetivoseleverificar o comportamento do
crescimento d&alstonia eutrophagm concentracfede substrat@baixo de 10g/L. Estes ensaios
também tiveram como objetivo definir a melhor cgédi de agitacdo para o acompanhamento da
QO . As duas condicdes de agitacdo e aeracdo tegtadaa determinacédo de @f0ram 600 rpm
e 0,125 vwm e 900 rpm e 0,125 vvm, respectivamed&e primeira situacdo, as determinagdes
foram feitas apenas com a interrupcdo da aeracha segunda, com a interrupcdo da aeracao e
agitacao diminuida para 300 rpm, a fim de se \enifa influéncia de uma eventual transferéncia de
oxigénio na superficie do liquido em agitacéo. €&sitados obtidos encontram-se nas Figuras 6.2 e
6.3, para as situacdes 600 rpm e 0,125 vvm e@0@r0,125 vvm, respectivamente.
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Figura 6.2 - Acompanhamento do consumo de subgtrat@volucdo da biomassa tota (XTd Y em (g/L),
velocidade especifica de crescimento (1) (»), determinacéo de Q@gO./gcel.h) () e porcentagem de
oxigénio dissolvido K) sob agitacdo de 600 rpm e 0,125 vwm em fungétempo de cultivo (h). A linha

pontilhada indica 0 momento em que ocorre a liribago substrato-().

Analisando-se a Figura 6.2, observa-se que, at§/llale substrato, a QQpermanece
constante com um valor aproximado de 0,08g€2l.h. Para concentracdo de substrato inferior a
essa, a cultura comecga a sofrer uma desacelerac@nan velocidade especifica de respiracao
sofrendo uma queda de 0,09geel.h para 0,02g@ycel.h. E possivel notar ainda que, a
porcentagem de oxigénio no momento da limitaca@mna-se acima do limite critico de 20%, o
que descarta a possibilidade da desaceleragéo ldeideele especifica de respiracao ter sido
provacada pela limitacdo em oxigénio. Isto indic&,gem concentragcdes em torno de 12 g/L de

substrato, 0 microrganismo comec¢a a sofrer liritiago seu crescimento.

Quanto a agitacdo e aeracao, observa-se que, @1®0® 0,125 vvm, ndo foi possivel obter
um acompanhamento mais prolongado da cultura, uezague, em 10 horas de cultivo, a
porcentagem da concentracdo dedi®solvido no meio tornou-se critica, ficando abaitos 20%,

minimo exigido para que a célula mantenha suadatidd metabdlica normal.
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A Figura 6.3 apresenta o0 mesmo comportamento decelesacio na velocidade especifica
de respiracdo com relagcdo a concentracdo de dobdimdEtante no meio, visto nas figuras
anteriores. Entretanto, neste ensaio, a culturarfantida até se atingir uma concentracdo de

substrato proxima a zero, com o intuito de melhsualizar 0 seu comportamento perante esta

limitacao.
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Figura 6.3 - Acompanhamento do consumo de subgirgtevolucédo da biomassa tota (XT4 X em (g/L),
velocidade especifica de crescimento (1Y) (), determinacéo de Q@gQO./gcel.h) ) e porcentagem de
oxigénio dissolvido §) sob agitacdo de 900 rpm e 0,125 vwm em fungéterpo de cultivo (h). A linha

pontilhada indica 0 momento em que ocorre a lirbago substrato-().

Nota-se que a QQdecresce com o0 consumo de substrato, assim comeloaidade
especifica de crescimento do microrganismyy €¢hegando ambas proximas de zero quando a
concentracdo de substrato é praticamente zero.l@ecque, em concentracdes abaixo de 10-
12 g/L, o microrganism®&alstonia eutrophaofre inibicdo no seu crescimento, confirmandaass

0 que ja havia sido observado por Oliveira (1999).
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Através destes ensaios, foi possivel definir acidémle de agitacdo a ser utilizada nos
estudos posteriores. Observa-se que, a 600 rpt26 Oym, ndo foi possivel o0 acompanhamento
total do cultivo, sendo necessario elevar estagntagem de ©dissolvido no meio para que nao se
torne critica. A 900 rpm e 0,125 vvm, foi possiaeleterminacédo de todas as grandezas do inicio
ao fim do cultivo. Dessa forma, adotou-se estzagfd e aeragcdo como padrdo nos experimentos
posteriores, com manutencéo de 300 rpm durantedslas.

6.3 Estudo de QQ como indicativo de limitacdo no meio a diferenteemperaturas

Apoés a fase inicial de producdo de biomassa, o akume P(3HB) é favorecido pela
limitacdo de um elemento nutritivo como oxigénicagmésio, potassio, enxofre, nitrogénio ou
fosforo (SCHLEGEL et al., 1961; DAWES e SENIOR 19@EDINH et al., 1973; ASENJO et al.,
1995; KIM et al., 1996).

A analise respirométrica permite calcular grandeza®o a respiracdo e a velocidade
especifica de crescimento, que fornecem importanfesmacdes sobre o estado fisioldgico das
células. A relagdo direta destas grandezas estsrama o estado fisiologico das culturas, torna-as

excelentes medidas de controle em processos lmokgi

Neste trabalho, foi escolhido como elemento limiéam nitrogénio, pois o crescimento da
biomassa € mais dependente deste elemento, j&&tiel® nitrogénio metabolizado € utilizado na
sintese de proteinas (REPASKE e REPASKE, 1976).cCasproteinas representam cerca de 60%
da biomassa residual, o nitrogénio é facilmentesgondo, o que facilita o controle do crescimento

limitado.

Como a determinacédo da quantidade de nitrogéngepte no meio durante os cultivos é
realizada através de Kit colorimétrico, sendo aregdo de sua reacdo facilmente alterada pela
composicado do meio, decidiu-se testar a @@no ferramenta na determinacdo exata da exaustao
deste nutriente e producéo de P(3HB). Os ensaramfoealizados a diferentes temperaturas uma

vez que estas estavam sendo avaliadas para oneeesaicelular e producéo de P(3HB).

Em sistemas homogéneos, muitas variaveis poderar adevelocidade global de reacéao,
podendo-se destacar a velocidade de transferéecraagsa através das fases, as caracteristicas
hidrodinAmicas do reator e os parametros cinéficbinsecos. Em muitos sistemas aerdbios, a
disponibilidade de oxigénio para os microrganisih@gsende da transferéncia de massa, bem como

da velocidade com que o oxigénio dissolvido éaadp. Por causa da sua baixa solubilidade na
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agua, a velocidade de transferéncia de oxigénidedadolha de gas até as células pode ser o fator
limitante, que determina a velocidade de convepgdidgica (KARGI & MOO-YOUNG, 1985).

Visando minimizar esses fatores, a concentracamitegénio nestes experimentos foi
reduzida em 50% de modo a se produzir uma congdatraelular menor, evitando-se assim
possiveis interferéncias na determinacédo de. @xoncentracdo da fonte de carbono foi mantida

em 20 g/L. As determinacdes de £¥K a fora realizadas as temperaturas de 30°C, 32,330

Os dados obtidos nestes experimentos encontrarassEiguras 6.4 a 6.6, respectivamente
,para as temperaturas de 30°C, 32,5°C e 35°C.
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O nitrogénio determinado no meio de cultura é oogé&nio amoniacal. A dosagem do
nitrogénio amoniacal é realizada utilizando-se toldéia ES, que determina uréia pelo método
enzimatico-colorimétrico. A uréia, através da agdwimatica, € decomposta em nitrogénio

amoniacal, que € determinado por colorimetria gne@sofotémetro.

Analisando-se a quantidade de nitrogénio adiciorzeddeneio de cultivo no inicio de cada
experimento, que é de 1,15g/L de ((l3SOy), ou seja, 0,24g/L de nitrogénio, nota-se que, 0s
valores obtidos na determinag&o do nitrogénio ahiairavés do kit colorimétrico apontam valores
maiores do que o adicionado, variando entre 0,60-6/L de nitrogénio, indicando assim que a
analise de nitrogénio inicial e de consumo duramtexperimento, realizadas através do Kit
colorimétrico ndo expressam valores quantitativosine qualitativos. Esta observagdo leva a
concluir que o kit colorimétrico é confiavel apenaza identificar o momento da exaustdo de

nitrogénio, e ndo o momento em que este elemernia-&e limitante no meio (Figuras 6.4-6.6).

Entretanto, se for observada a evolucéo da veldeigapecifica de respiracao (§)Onhota-
se que é possivel visualizar através dela o momemtoque comeca ocorrer a limitacdo de
nitrogénio e, consequentemente, o inicio da praaldgdP(3HB), isto é indicado através do inicio
da desaceleracéo desta velocidade, que passan@aseacentuada a partir do momento em que

ocorre a exaustao do nitrogénio no meio.

Como na fase de producéo de P(3HB) a célula temesparacao celular reduzida, uma vez
gue nao ocorre mais a multiplicacdo das célulasme@sacumulo do biopolimero, e este néo requer
grandes quantidades de @issolvido para sua producdo, ou seja, a sintese(8HB) enquanto
macromolécula exige menos energia do que a ex@ta o crescimento celular. Acredita-se que a
respirometria como grandeza indicativa da produd@diopolimero seja mais precisa do que a
analise de nitrogénio por kit colorimétrico, pefmdb, assim, um melhor acompanhamento da
cultura e do seu estado fisiolégico e possibilitaradidentificacdo das fases de crescimento e
producédo de P(3HB) pétalstonia eutropha.

A medicdo em tempo real dos paramétros respirato8trenvolvidos em processos
biologicos permite calcular velocidades de reac@®e fprnecem uma informacéo direta sobre a
atividade da cultura (KONSTANTINOV, 1996).
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Quando um processo € aplicado em escala de prodécéecessario monitoriza-lo e
controla-lo eficazmente, no sentido de otimizareedeétectar qualquer anomalia no processo a
tempo de resolvé-lo sem causar prejuizo para adaqdal do produto nem para a produtividade do
processo. Esta otimizacdo visa a producdo de waufmr com qualidade elevada e homogéneo,
com 0 menor custo e 0 menor impacto ambiental pelsgatores estes que ditam a viabilidade de
um projeto. Deste modo, a respirometria vem garhaaiticular importancia como técnica de
analise em tempo real nos processos biotecnologjoes competem entre si num concorrido
mercado com margens de lucro cada vez mais apgriaddendo com isso promover um melhor
acompanhamento do processo em termos de condgiadica da célula (FERREIRA et al.,
1998; STANBURY et al., 1995).

Por se tratar de uma técnica de analise em tenglp pede ser utilizada em processos
industriais envolvendo sistemas bioldgicos como éaso do presente trabalho. Sabe-se que o
estudo da respirometria em processos envolvendodaigio de P (3HB) ndo tem sido reportado na

literatura.

Esta inovagéo envolvendo o uso da respirometriecocmontrole da cinética de crescimento
deRalstonia eutrophgara a producao de P(3HB) torna-se uma vantagesuanproducao uma vez
gue, esta técnica tem a vantagem de nado ser urisean&asiva, isto &, utiliza apenas um sensor
no interior do bioreator, ndo acarretando probledeasianutencdo, além de manter as condi¢cfes de
assepsia e de esterilizacdo do equipamento, ndamganedo influéncia direta nas condigbes do
processo e na qualidade da analise, além de gdiasibim controleon-line da fisiologia da cultura,

durante o processo.
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7 - CRESCIMENTO E PRODUGAO DEP(3HB) PORRALSTONIA EUTROPHA

EM ALTA DENSIDADE

7.1 Andlise do Crescimento e producdo de Ralstonia ewtpha em alta densidade a
temperatura de 32,5°C

Neste capitulo, sera descrito o estudo realizabdeesoescimento dealstonia eutroph&m
alta densidade celular, & temperatura de cultiv82J8°C, com o objetivo de aumentar a producéo
de P(3HB). O estudo realizou-se em duas etapasrimeipa consistiu em dar condigbes ao
microrganismo para um crescimento balanceado, saita¢do em qualquer nutriente, com o
objetivo de observar qual o comportamentoR#dstonia eutrophalurante o crescimento e qual
concentracdo de células viaveis era possivel chagtes de iniciar-se a producdo do polimero. A
segunda etapa, consistiu em otimizar as condi¢géesutlivo visando aumentar a produgcao do

polimero.
Este estudo € apresentado nas Figuras 7.1e 7.2.
ETAPA 1

O primeiro experimento, como ja mencionado anterérte, visou apenas acompanhar a
evolucao do crescimento celular, ndo objetivandmducéo do polimero. Este cultivo foi realizado
com uma concentraco inicial de fonte de nitrog&Nipde 2,15 g.[!, sendo adicionado de um
pulso de fonte de nitrogénio apds 14,5 horas dévoutom a mesma concentracdo, de modo a
obter 40g/L de biomassa total ao final do experimeA concentracdo de fonte de carbono variou
entre 20 e 40g/L, evitando-se assim uma possiiletéo por falta ou execesso de carbono. Sempre
gue necessario foi realizada a adi¢do de pulsdsntde de carbono para manter esta concentracéo.
A porcentagem de oxigénio dissolvido permanecesteote durante todo o experimento em 40%

de saturacao.

Observa-se através da Figura 7.1 que, ao final @déddas de cultivo, obteve-se uma
biomassa total de 470 g. Um total de 1043 g desfdetsubstrato e 17,2 g de fonte de nitrogénio
foram consumidos durante o cultivo. Nota-se que igrarganismo teve seu crescimento
desacelerado a partir de 46 horas de cultivo, aedie ponto atingiu-se uma biomassa total de 445
g, um fator de conversao dexpf) de 26,5 g/g, e um fator de conversao de bioantasal em

fonte de carbono de 0,79 g/g.
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Apés atingir esta concentracdo de biomassa totah-se que o0 crescimento exponencial

cessa e da lugar a um fase estacionaria.

Através deste estudo foram retiradas as infornsagéeessarias para a segunda etapa, onde
fixou-se em iniciar a producdo de P(3HB) a partr 26-30g/L de células viaveis, e com

alimentacéo da fonte de nitrogénio.
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Figura 7.1 - Evolucéo da Biomassa Total (XT) e @ams do substrato e concentracdo de Nitrogénio
expressos em g em funcgdo do tempo.

ETAPA 2

Nesta segunda etapa, foi realizado um experinmntgpleto, com crescimento e producéo
de P(3HB), com limitacdo da fonte de nitrogénio.caadicbes de cultivo, apds a limitacdo, foram
mantidas em: alimentacdo continua de fonte degditio na vazdo de 0,17gN,hvalor este
estimado por Aragdo (1996), alimentacdo continufodte de carbono mantendo a concentracéo

variando entre 20-35g/L, porcentagem de oxigérsealvido em 40% da saturagao.

Os resultados obtidos sao apresentados nas Tabkleg.2 e na Figura 7.2.
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Tabela 7.1 — Valores obtidos para fator de conweedsénitrogénio em biomassa residual, consumo
de substrato, fator de conversdo de substrato emassa residual, produtividade, biomassa
residual, biomassa total, producdo de P(3HB) e élmit de P(3HB) obtidos durante a fase inicial
(crescimento).

FASE DE Yun'® | Substrato | Yygs® Py, Xr XT P(3HB) | Contelido
consumido (g.hH© final final final de
CRESCIMENTO @) g © © )
g 9 g P(3HB)
%
271 246 0,67 7,05 170 191 21,2 13,9

(a) fator de conversdo de nitrogénio em biomassa raki®ufator de conversdo de substrato em biomassa résiGua
produtividade em biomassa residual.

O efeito da estratégia de alimentacdo de nitrogéuaiante a fase de producéo do polimero

nao apresentou efeito significativo no conteud® (8HB) acumulado ficando em torno de 42%.

Verificou-se que com a alimentacdo continua degénio ocorreu o aumento da producao
de biomassa residual como pode ser visto na Fig2ranota-se que, apés a limitacdo e inicio da
alimentagao de nitrogénio, a biomassa residuairagatcrescendo. O baixo valor de produtividade
de polimero obtido nesse cultivo 2,454.Ipode ter sido causado pelo alto nivel de produigio

biomassa residual.

Nessas condic¢Oes, foi obtido 386 g de concentragéidar total, sendo destas 162 g de
P(3HB) correspondente a 42% do peso seco celutars® h, conforme dados apresentados na
Tabela 7.2.
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Tabela 7.2 — Tempo de fase de producéo de P(3HEsade polimero (P(3HB)), produtividade de
P(3HB), contéudo de P(3HB) em porcentagem e Bioanasal, obtidos durante a fase de limitacédo
em fonte de Nitrogénio.

Biomassa
Tempo de Massa Pp(aHB) ,
FASE DE fase de P(3HB) (g.h'l)(a) Conteldo de Total
(h)
57 162 2,45 42 386

@Produtividade em contetido de P(3HB)

Kim et al. 1994, no intuito de melhorar a produdade de P(3HB), estudaram a producéo de
polimero porR. eutrophaNCIMB 11599, em batelada alimentada com alta dedsidle células,
utilizando métodos para manter a concentracédoidesgl em um valor 6tim@egundo os autores,
controlando a concentragcao gkcose entre 10 — 20 g/L, o crescimento do mi@oigmo seria
otimizado, resultando em producdo mais eficienteP@@HB). Também estudaram o efeito da
limitacdo de nitrogénio em diferentes concentragi@elsiomassa (30, 55 e 70 g/L) sobre a produc¢ao
de P(3HB). Encontraram os melhores resultados deectracdo de células, de P(3HB) e de
produtividade com o analisador de glicose “on-liedimitacdo de nitrogénio, quando a biomassa
era de 70 g/L. Nessas condicdes, obtiveram 164lg/concentracao celular, 121 g/L de P(3HB)

correspondente a 76% do peso seco celular, conutprimhde de 2,42 g/L , em 50 h.
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Declinio do crescimento celular e produgéo de PHB.
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Figura 7.2 - Evolucdes da Biomassa Total (XT); Bagsa Residual (XR); P(3HB); Consumo de substrato e
concentracdo de Nitrogénio expressos em g em futgdempo.

Paralelamente a este experimento, foi realizadotaste a partir do momento em que a
biomassa total comecou a decair, visando com rsitisar a causa do declinio da biomassa e da
producédo de P(3HB).

Observa-se na Figura 7.2 que, apds 71 horas deocoitorre o declinio da biomassa,
juntamente com o declinio da producédo de P(3HBLdPe-se também que, a partir desse ponto, as
fontes de nitrogénio e carbono, alimentadas coatirante comegam a subir em decorréncia do néo

consumo pelo microrganismo.
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Testou-se trés diferentes estratégias para seicaerfe o problema de decaimento da
biomassa estava relacionado ao estado fisiolégisaélulas. Retirou-se 600 ml de meio do reator,
centrifugou-se este volume em frascos estérieaya@epo assim as células (precipitado) do meio de
cultivo (sobrenadante). De maneira estéril e emacarasséptica, pesou-se o0 equivalente a 1 g de
célula proveniente desta centrifugacdo. O sobrenad@i separado em 2 frascos agitados, o
primeiro frasco foi composto por 200 ml deste soadante adicionados a 200 ml de agua
deionizada estéril acrescido com 1g de célula prieme do reator, este cultivo foi denomindo de
T1. O restante do sobrenadante 400 ml, foi adidornde 1g de célula proveniente de um preé-
in6culo ou segunda pré-cultura este cultivo foiatemado de T2. Um terceiro cultivo foi testado
utilizando 1g de célula proveniente do reator adiado de meio mineral novo, este cultivo foi

denominado de T3. Nos trés casos, seguiu-se abdinaiat de cada cultura ao longo de 21 horas.
Os resultados obtidos neste teste sdo mostradésquaa 7.3 e 7.4

A Figura7.3 mostra os valores de Ln absorbanciafbBBacia inicial, onde nota-se
claramente que o cultivo T3, contendo meio novo,ofgue apresentou os melhores resultados,
chegando a um de 0,12 H, frente aos demais testes. Em segundo lugar @aneeio T1, o qual,
foi diluido com &gua estéril onde nota-se um cresnio exponencial durante todo o teste,
entretanto mais baixo do que o observado no te$teeTpor ultimo o meio T2 oriundo do
sobrenadante do reator inoculado com células nowas)eio T2 € possivel visualizar que, durante
as 5 primeiras horas do teste ele apresentou wsuirento exponencial, apds decorrido este tempo
nota-se, que, ocorre uma desaceleracao do seunueess, fator este que, pode estar relacionado a
uma inibicdo do crescimento, lembrando que, este g@riundo do reator sem modificagdo ou
diluicdo, esta inibicdo e provavel ser devida anBgdo de compostos téxicos a célula, que
possivelmente sao expelidos por ela mesma parai@duoeante a producédo de P(3HB) (condicao
em gue o meio foi retirado do reator) em culturasala densidade, decorrentes do processo de
biossintese de P(3HB), ou lise celular, acreditgise a duragéo da fase exponencial durante as 5
primeiras horas do teste deu-se por as célulamsaraas apresentando uma maior resisténcia a sua

sobrevivéncia.
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Um exemplo de inibicdo pode dar-se em razdo dec@erdo sistema. Postula-se que a
diminuic&do no fornecimento de oxigénio ao meio dlkuca na fase de acumulo, prejudicaria ou até
inviabilizaria a formacéao do P(3HB). Nos ensaioscra a razdo de aeracdo (L/mim) foi limitada,
observou-se que a bactéria excreta uma grandeidp@d@tde metabodlitos para o meio. A limitacédo
de oxigénio fez com que grande parte do substraj desviada para a formacdo de acidos
organicos e outros metabdlitos (DU et al., 2004).

De acordo com a via metabdlica da bactéria, a lpisatidade de £no meio faz com que

um excesso de coenzimas reduzidas (NaDH e NaDP&huwseulem. A Gnica via, portanto, para a
reoxidacdo dessas coenzimas, € aquela de formacpolignero no passo de atuacdo da enzima
acetoacetilCoA-redutase (LAFFERTY 1988). Entretantona limitagdo muito severa desse
parametro, ocasiona a excrecdo de intermedidaiagadde oxidacdo dos carboidratos, do Ciclo de
Krebs e mesmo de analogos da via biossintética ddmero, prejudicando ou mesmo
inviabilizando a formacdo de P(3HB). De acordo cWwilbrecht et al. (1979), os tipos de
metabdlitos excretados estéo correlacionados doaixa velocidade de respiracdo que é provocada
pela restricdo no suprimento de oxigénio (TAVARES&Ig 2000).

Culturas deA. eutrophusNCIMB 11599 em fermentador de 60 L, regime de balzl
alimentada com alta densidade de células, foramdadas por Ryu et al (1999). Em seus
experimentos com limitacdo em nitrogénio ndo comsa alta densidade de células devido a
significante lise das mesmas, causada pela toxieid#a solucdo de NaOH excessivamente
adicionada para controle de pH.

Acredita-se que estes dois fendmeno possam sky wmior significancia no que se refere a

baixa produtividade de P(3HB) obtida em nosso estivolvendo alta densidade.

Na Figura7.4, encontram-se os valores de pH obtidoante o teste, novamente observa-se
gue apenas no cultivo T3 o pH decai, comportameste que, indica um crescimento celular
normal e exponencial, nos demais ocorre a elevegdpH, indicativo de que algo ndo esti de

acordo com o comportamente normal de crescimento.
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Este experimento mostra que o meio neste ponto fmdealizado o teste encontrava-se
com interferentes inibitérios ao crescimento e nemgao celular da cultura em alta densidade,
impossibilitando a continuidade da producdo de Bj3Hcredita-se que ocorra uma reacédo de
saturacdo do meio (interferentes inibitotios) quatrdbalha-se com alta densidade e alimentacao
continua de nitrogénio, estima-se que as propéadas passem a produzir alguma substancia

toxica expelindo-a para o meio e provocando a Surdem

y = 0,1241x + 0,0583
R?=0,9973

LN (ABS/ABS0)
N

y = 0,0361x - 0,0083
R? = 0,9994

O Jw T T T T
0 5 10 15 20 25

Tempo (h)

Figura 7.3 - Evolucdo do crescimento celular megioioespectrofétometria e expresso em
LN(Absorbancia/Absorbancia inicial) em funcéo dmpe.
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Figura 7.4 - Evolucdo do pH em funcéo do tempo.

7.1.1 Consideracoes Finais

A andlise dos dados obtidos neste experimento levaapor que é possivel a realizacéo de
cultivos em alta densidade coRalstonia eutrophaa temperatura de 32,5°C, segundo estudos
realizados por Aragado 1996, existe a necessidadaddgio de nirogénio durante a fase de
producdo, mesmo que em quantidades baixas pam@ pplénero possa ser produzido. Wong e Lee
(1998) estudaram a producédo de P(3HB) em cultlgaalta densidade de célulasEscherichia
coli recombinante5CSC 6576, em batelada alimentada, utilizando derleite concentrado como
fonte de carbono. Obtiveram 87 g/L de células g/63de P(3HB), perfazendo um total de 80% de
polimero com produtividade de 1,4 g/L h. Mostraraksim que culturas em alta densidade
diminuem os custos de producao final no processoragucéo de P(3HB), uma vez que, tem sua
produtividade aumentada.



Resultados e Discussao 124

Cultivos com reciclo celular promovem um aumentgniicativo na produtividade do
processo desde que as condigbes de agitacdo €&@eygjam fornecidas adequadamente para
atendendo assim a demanda de oxigénio, sem prajudg células. Estes cultivos tem como
objetivo obter altas velocidades do processo enaebier maiores produtividades, além de evitar
problemas de limitacdo a transferéncia de massarréete do aumento da viscosidade do caldo
bem como a influencia da viscosidade nos valorespdoametros em modelos cinéticos, tal como

reportado por Lafforgue-Delorme et €1994).

Uma nova estratégia de fermentacdo usando um sidemaciclo de células foi estudado
por Ahn et al., (2001) os autores desenvolveranmétodo de reciclo de células com membrana
promovendo uma alta eficiéncia na producdo de PJ3HiBzando como microrganismB. coli
recombinanteCGSC 4401. Através do reciclo das células por urdultode membrana externo, foi
possivel manter o meio nutricional com um volumefutecionamento constantemente em 2,3 L,
chegando ao final do cultivo com uma concentraig@ €le células de 194 g'le um contetido de
P(3HB) de 168 g. I respectivamente 87% de polimero intracelularforbtidos em 36,5 h de
cultivo. A concentragéo do soro utilizada como éodé carbono foi de 280 g de lactose resultando
em uma alta produtividade de 4,6 g P(3HB)H™.

Baseado nestes fatos, e levando em consideregé&suwtados obtidos nesse estudo, pode-
se concluir que seria importante se fazer uso daici2 de reciclo de células para que ocorra o
aumento e a continuidade da producédo de P(3HB)istarferentes toxicos no meio de cultivo,
visando assim uma maior produtividade e conseqomamt= uma diminuicdo nos custos de

producdo do processo.

Sugere-se a continuidade deste assunto realizanelgperimentos com reciclo de células.
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8 - EXTRACAO, RECUPERACAO ECARACTERIZACAO

O processo escolhido para as extracdes realizadas estudo foi o descrito no Exemplo 7
da Patente US 4140741.

Exemplo 7: Extracdo com carbonato de propileno utitando massa celular nativa
contendo P(3HB)

Uma massa equivalente a 11,5 g de células fermenhtaduspensa em 25 ml de carbonato
de proprileno. A solucéo €, entdo, aquecida eritBe1B5°C, por 40-50 minutos. Apds se atingir a
temperatura testada e decorrido o tempo estipukdojucéo € filtrada a quente, sob vacuo. Um
volume de 1-5 ml de agua deionizada € adicionamw agitacédo, ao filtrado. Imediatamente apos,
nota-se a precipitacdo do polimero P(3HB). O fiirapassa por uma nova filtracdo a vacuo, a
temperatura ambiente, separando assim o precipiB{861B)) do solvente utilizado. O precipitado

€ lavado com etanol e seco a vacuo. Levando 95P¢3t8B) contido nas células a ser extraido.

O ponto de fusdo do produto obtido fica entre 178°C, e permanece inalterado mesmo
apos duas recristalizagdes com cloroformio e &diltrado (solvente utilizado na extracéo) obtido
apos a segunda filtracdo foi novamente utilizado posteriores extracbes sem ter suas

caracteristicas alteradas.

As informacdes contidas na Patente US 414074k@mmearam ainda que quanto maior o
tempo de extracdo maior a % de polimero extragt@jsesta grandeza inversamente proporcional

ao peso molecular obtido. Quanto maior a tempexatnaior a % de polimero extraido.

Levando em consideracao essas informacoes, desgdiptar por esta técnica de extracao,
com algumas modificacbes. Como solvente optou-t@ gebonato de propileno, uma vez que,
como citado acima, ele, comparado ao carbonato tdene apresenta menor grau de
despolimerizagéo.

As condic¢Oes testadas foram:
* Temperatura de extragédo : 100°C, 115°C, 130°C ¥C145
* Tempo de extracdo: 15, 30 e 45 minutos.
* Teécnicas de separacao solvente/polimero: filtrachim e centrifugacao.

 Homogenidade das cadeias poliméricas a serem fasn@da 48 horas.
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8.1 Descricdo dos métodos de extracao utilizados no edb

Ao término do cultivo, as células foram separadas gentrifugacdo. O precipitado foi
lavado duas vezes com agua destilada e congelaa@@sterior extracdo do polimero. Uma massa
equivalente a 11,5 g de células umidas fermentatasn suspensas em 25 ml de carbonato de
proprileno. Esta suspenc¢do foi homogenizada aefricchapa de aluminio com agitador magnético
até se obter uma solucdo homogénea entre o soleetecélulas fermentadas. Esta solucao
homogénea foi aquecida em banho de oléo até aetatums de teste (100°C, 115°C, 130°C e
145°C) dependendo do experimento. O tempo de rdacénciado a partir do momento em que se
atingiu a temperatura de teste. O tempo de coetdie o solvente e as células variou de acordo

com o experimento dentro da faixa de 15, 30 ou #bitos;

Apo6s decorrido o tempo estipulado para cada exgation a solucdo foi submetida a uma
primeira filtracdo a quente a vacuo. A massa celnd P(3HB) retida no filtro foi lavada trés
vezes com carbonato de propileno, aquecido a 1Q@8@,arrastar totalmente o polimero extraido.
A partir deste ponto, testou-se diferentes métqdwa a separacdo e homogénizacdo das cadeias

poliméricas. Os métodos testados séo descritogsabai

Método 1 o filtrado (polimero + carbonato de propileno)danquente foi submetido a
centrifugacdo a 14000 rpm/15 min, para separadimpm do carbonato de propileno. Duas fases
foram formadas, um precipitado (polimero extraigo)na fase liquida (carbonato de propileno). O
precipitado foi lavado com acetona PA até apreserttidracdo branca, indicativo de isencao de
carbonato de propileno (o carbonato de propilemesgmta uma coloracdo amarelada, sendo mais
acentuada apds ser aquecido com material celuRmsteriormente, esse precipitado foi
resuspendido em acetona PA e novamente filtradacaoy em filtro previamente seco e tarado,
ficando assim retido no filtro o material polimérid&ste material polimérico foi, entdo, lavado com
acetona PA sob vacuo. O filtro contendo o polinfersseco em estufa a 65°C durante 24horas,

para posterior determinacdo da massa de poliméeida.
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Método 2:

O filtrado (polimero + carbonato de propileno) figéixado em repouso até atingir a
temperatura ambiente. Duas fases distintas forammafdas, uma fase contendo aglomerados
esbranquicados (polimero extraido) e outra ligcabonato de propileno). A maior parte do
carbonato de propileno foi retirada com o auxile® una pipeta. O restante do carbonato de
propileno foi filtrado junto com o material poliné formado. O filtro utilizado foi devidamente
seco e tarado e a filtracdo foi realizada sob vactemperatura ambiente. O material polimérico
retido no filtro foi lavado com acetona PA sob v&cQ filtro, contendo o polimero, foi seco em

estufa a 65°C durante 24 horas, para posteriomdiei@gcdo da massa de polimero extraida.

Método 3:

A terceira técnica empregada difere da segundacté@m apenas um ponto. O filtrado
(polimero + carbonato de propileno) foi deixado repouso por 24 horas. Decorridas as 24 horas,
foi adicionado 2 vezes o valor do volume utilizato carbonato de propileno para a extracdo em
volume de acetona PA, e a solucdo deixada em seppor mais 24 horas. Novamente, como
observado na segunda técnica, duas fases distota® formadas, uma fase de aglomerados
esbranquicados (polimero extraido) e outra lig@ataarela) (carbonato de propileno + acetona

PA). A partir dai, a mesma técnica apresentada émdb 2 foi utilizada.

8.1.1 Metodo Padréo utilizado para efeitos comparativos

Os novos métodos testados foram comparados contaalonde extracdo desenvolvido por
Dalcanton (2006), que utiliza diferentes condigdetsempo, temperatura e o solvente cloroférmio.

Figura 8.1 apresenta o fluxograma descritivo daon@utilizado pelo autor.
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Obtencdo da massa celular

Centrifugacéo das céluas de final de cultivo, sbgdie lavagem do precipitado com agua destilada

por duas vezes

\ 4

Precipitado congelado para posterior extracéo

2g de células contendo no minimo 50% de P(3HB)

\ 4

100 ml de cloroférmio

\ 4

Aquecimento a 60°C + Agitacdo magnética

A 4

Tempo de extracao: 2 horas

\ 4

Centrifugacéo por 15 min/3000 rpm

A 4

Separacéao de fases

\ 4

Evaporacgéo

Formagcao do filme

Figura 8.1 — Fluxograma descritivo do processoxti@eio proposto por Dalcanton (2006).
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Os resultados obtidos com 0s novos métodos testadiia comparados com os resultados
da extracdo pelo método padrdo. A comparacédo fiai &n termos de rendimento de polimero
obtido (peso seco), pureza determinada atravésdse cromatografica, peso molecular médio e
polidispersao obtidos através da analise por crognafia liquida de exclusdo molecular e por

andlise calorimétrica diferencial exploratéria.

8.2 Testes preliminares

8.2.1 Comparacao entre os trés métodos novos frente amdwePadréao

Os testes preliminares foram determinados com kEsaneelular contendo 42% de P(3HB)
no interior das células. A Tabela 8.1 mostra osreal obtidos durante primeiros testes expressos
em % de recuperacdo, % pureza, peso moleculardigu#rsividade, segundo aquecimento

temperatura de fusdo £J, entalpia de fusda\H,,) e grau de cristalinidadg (%6).

As Curvas de calorimetria diferencial exploratateste capitulo, assim como as imagens
dos polimeros obtidos em algumas das extragfesiganese no Anexo Il (Figuras B1-B19).

Tabela 8.1 - Comparacédo entre os 3 métodos decartra temperatura de 130°C/30 min e a
extracdo Padrdo, valores expressos em % de recéperdo pureza, peso molecular e
polidispersividade, temperatura de fuség)(Tentalpia de fusdd\) e grau de cristalinidade

xe (%0).

Método | Recuperacdp Pureza Peso | Polidispersividade T, (°C) | AHm | xc (%)
de % % Molecular (J/9)
Extracdo (g/mol)
1 63,2 71,8 2.10 1,6 175 83 58,5
2 73 80,8 6,6.10 3,0 1745| 835 59
3 95 83,6 7,4.10 3,1 175 85 60
Padréo 96,3 94,6 1,030 3,2 173,5 80 56,5
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Observando a Tabela 8.1, nota-se que com relaéfal@ Recuperagao e a % de Pureza o
método que apresentou os melhores resultadosnfwtodo 3, obtendo-se 95% de recuperacao do
polimero e apds a extracdo uma % de Pureza de 803 6fde apresentou os valores mais baixos foi
0 método 1, obtendo-se apenas 63,2 % de recuperagdama % de pureza de 71,8. Isto deve-se
ao fato de no método 3 ocorrer uma maior polimeéiaalo polimero, uma vez que, este permanece
em repouso por 48h. Como a cadeia de polimerongafta pela adicdo de uma grande quantidade
de mondmeros, durante a polimerizacdo, cadeias difterentes comprimentos sado formadas e,
portanto, uma distribuicdo de comprimentos de eadera obtida, fator este que aumenta a
polidispersividade como pode ser observado na aahdl, onde no método de extracdo 1 houve
uma polidispersividade menor, com cadeias mai®un#és, o que indica que ndo houve tempo para

ocorrer a precipitacdo de todas as cadeias potiagri

Do ponto de vista termodinamico, a alta polidisp@tade dificulta muitas vezes o
entendimento e a discussdo do comportamento degrolé (HASLAM et al., 1981). Os polimeros
sdo substancias compostas por uma mistura de ntadécam diferentes massas molares. A
polidispersividade dos polimeros é oriunda dasagégs estatisticas presentes nos processos de
polimerizacdo. Com isso, o indice de polidispedside € definido como sendo a razdo entre a
massa molar média e a massa molar ponderada, guanto for esse indice, mais ampla sera a
distribuicdo de tamanhos de cadeia (NOGUEIRA e28D2).

Este fator também pode ser visualizado quandmaiésa a grandeza peso molecular, onde
nota-se que os valores obtidos para essa grandemmtam conforme aumenta o tempo de repouso
e precipitacdo da massa polimérica extraida (mét@d®m3), sendo o método 3 0 que apresentou 0s
resultados mais proximos aos obtidos com a extrapgibdo. Segundo Khanna e Srivastava
(2005a), 0 P(3HB) se apresenta com uma de faixaadsa molar relativa de 1.*#03. 16g/mol
e com uma polidispersividade por volta de 2.

Dalcanton (2006), em seus ensaios, obteve, para&todm padrdo aqui empregado, um
polimero com as seguintes caracteristicas, reccf®r4% , pureza 98%, peso molecular de
2,4.16 g/mol, polidispersividade de 1,38, temperaturdugéo 176,3°C e um grau de cristalinidade

de 55,5 %, valores este préximos ao encontradas asgido
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Com relacdo aos valores obtidos atrdves das amaliee calorimetria diferencial
exploratdria observa-se que 0os métodos novos testaiilizando como solvente o carbonato de
propileno levaram a um aumento da temperatura sofde 173,5 °C para o método padréo para,
aproximadamente, 175°C nos novos metodos test@dogalores obtidos para as temperaturas de
fusdo estdo dentro do intervalo encontrado naatitest que é de 174°C — 180°C (ANDERSON e
DAWES, 1990; GOMEZ e BUENO NETO, 1997). A entalgefusdo aumentou de 80 para 85°C,
para o método padrdo e método 3 e o grau de oridede ficou em 56,5-60% para o método
padrdo e para o método 3. Entretanto, esses gsatdi@ expressam alteracdes significativas. O
conhecimento do grau de cristalinidade de um potinéeimportante, pois facilita a selecdo do

material a ser usado em diferentes aplicagdes.

SegundoKhanna e Srivastava, 2005(a),P(3HB) € definido como um material rigido e
guebradico, o que limita suas aplicacdes, poissapta um grau de cristalinidade na faixa de 60% a
80 %.

A partir destes testes preliminares passou-seraas@ método de extracdo o método 3.

8.2.2 Analise da melhor temperatura e tempo de extracédo

Neste item, foi estudada a influéncia da tempesaduio tempo de extracdo, em relagao aos
parametros % de recuperacédo, % pureza, peso marepalidispersividade, temperatura de fusao

(Tm), entalpia de fusdd\H) e grau de cristalinidadg (%).

As temperaturas de extracdo em estudo sdo 100%3C,1130°C e 145°C e os tempos de

extracdo 15, 30 e 45 minutos.

A Tabela 8.2 mostra os valores obtidos através aeddises de cromatografia gasosa,
cromatografica de permeacdo em gel, e calorimekjdoratéria diferencial de % de recuperagao,
% pureza, peso molecular e polidispersividade, watpra de fusdo (), entalpia de fuséo

(AH) e grau de cristalinidadg (%), para as diferentes condi¢Oes de extracaadast
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Tabela 8.2 - Comparacédo entre as diferentes tetopara tempos de extracdo comparados a
extracdo Padrdo, valores expressos em % de recéperdo pureza, peso molecular e
polidispersividade, temperatura de fusée)(Tentalpia de fusdd\) e grau de cristalinidade

% (%0).

Temp.| tempo | Recuperagdo Pureza] Peso Polidisi- | Ty, (°C) AHp, Xc

(°C) (min) (%) (%) Molecular | vidade (J/9) (%)
(g/mol)

145 45 70,3 72,2 1,4.30 2,3 170,1 77,8 55
145 30 74,8 74 2,2.50 2,1 180,1 85 60
145 15 89,3 81,6 4,5.10 3,3 177,5 88,5 62
130 30 95 83,6 7.4.%0 3,1 175 85 60
130 15 66,5 63,2 6,5.10 2,5 173,5 87,8 62
115 45 53,6 47,2 4,9.10 2,3 175,1 87 61
100 45 51,6 43,4 4130| 24 175,8 84,5 59,5
100 15 45 6,6 4,1.%0 2,4 171,7 80,5 57

Padrédo| 120 96,3 94,6 1,0.f0 3,2 173,5 80 56,5

Com relacdo a temperatura de 145°C, observa-seguep aumento do tempo de extracao,
ocorreu a diminuicdo dos valores em todos os pdramanalisados. Acredita-se que isso deve-se
ao fato desta temperatura ficar proxima a tempexatet degradacéo do polimero, podendo este ter
sido degradado durante a extracdo a tempos maiadele sendo isto uma caracteristica muito
importante, pois, quanto mais brando for o metodoegtracdo, menores perdas serdo obtidas

durante a mesma.

Segundo Luzier (1992), o tratamento brando comdRido de aménia testado para extrair
P(3HB) deA. vinelandii levou a um polimero com uma alta massa molar denormde 1,7. 10a
2,0. 16 g/mol, e baixa polidispersividade. A empresa ZENE@®Asidera que uma massa molar de
aproximadamente 6. 1@/mol é aceitavel para aplicacdes de seu termigpaBIOPOL®
(LIGGAT et al., 1996).
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Na temperatura de 130°C, observa-se que ocorreoce§so inverso ao observado a
temperatura de 145°C, onde o aumento do tempordatoale 15 para 30 minutos entre o solvente
e a massa celular, aumentou os indices de recdpefde 66,5 para 95%) , pureza (de 63,2 para
83,6%), peso molecular (de 6,41fara 7,4.10g/mol) e polidispersividade (de 2,5 para 3,1),
ocorrendo pouca variacado com relacdo aos demdemdstudados.

Com relacdo as temperaturas mais baixas 100°C°€ hliserva-se que com, o aumento da
temperatura e do tempo, obtém-se valores melh@mesgs indices % de pureza e recuperacao, e
grau de cristalinidade (%), ocorrendo pouco ou neréhvariacdo nos indices peso molecular e
polidispersividade. Segundo a Patente 414074breslde temperatura variando entre 100-120°C
e tempos curtos de extragdo, promovem uma extiacémpleta de P(3HB) obtendo-se valores

baixos para o parametro peso molecular.

Chen et al., (1999) utilizaram. vinelandiipara produzir P(3HB) com uma massa molar da
ordem de 4.10g/mol, sendo muito provavelmente o maior valororegdo na literatura até o
momento. Os melhores resultados encontrados péertyae Heinzle, 1979 para o peso molecular
do P(3HB) com carbonato de propileno, foram para@xdsacoes realizadas a temperaturas entre
120-140°C, durante o tempo de contato da biomaskdac e o solvente de 1 a 10 minutos.
Entretanto, na temperatura de 140°C, os autores\a@ryam que, com 0 aumento do tempo, ocorre

a diminuicdo do peso molecular passando de 2°%6erh(l minuto para 1,1.1@m 30 minutos.

Segundo Janigova (2002), Chan et al., (2@MNascimento (2001), o peso molecular do
P(3HB) é bastante influenciado pela temperatusargt de tratamento térmico empregados para a
Sua obtencéo.

Analisando a Tabela 8.2, observa-se que, de mageiad, a condicdo de temperatura/tempo
gue apresentou os melhores resultados foi 1309@GiB0Acredita-se que este resultado deve-se ao
fato do carbonato de propileno apresentar seu pdetebulicdo em torno 140-150°C, o que
ocasionaria a quebra das cadeias poliméricas, éummsmo a degradacdo do polimero a
temperaturas em torno deste valor, sendo maiseefeiextracbes abaixo desta temperatura.
Entretanto, como constatado acima, temperaturascatdea 130°C promoveram menores indices de
recuperacgdo e pureza do polimero, assim como npesor molecular e polidispersividade. Optou-
se assim por utilizar nos préximos testes a condigétemperatura e tempo de 130°C/30 min.
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E sabido que o P(3HB) é ligeiramente instavel gpaturas proximas de sua temperatura
de fuséo (170°C); e que o polimero pode sofrerg@mlem seu peso molecular, quando mantido a

temperaturas de 10 °C abaixo de seu ponto de fosfie limita bastante sua processabilidade.

A massa molecular de P(3HB) pode diminuir signtficanente devido a degradacao
durante o processo de recuperacao a elevada tearpe(@AMSAY et al., 1990). Mudancas na
massa molecular ocorrem em torno de 170° C. Cexcaedade do valor da massa original € perdia
guando o P(3HB) é aquecido a 190° por uma horansiegBarham et al., (1984), e a completa
perda da massa molecular € observada entre 228°€C3@endo convertido em acido crotdnico. A
maioria dos processos utilizados na extracdo dblP)(8elular sdo por solvente a quente e outras

operacgdes unitarias sdo necessarias para a obmggoduto puro.

8.2.3 Extragcdo com diferentes pré-tratamentos para a olgi@#o da biomassa celular ao final

do cultivo

Apos a definicao das condicbes de extracao, desgliestar diferentes pré-tratamentos para
a obtencdo da biomassa celular ao término do ouktom o intuito de promover a desestabilizagdo
da parade celular, e com isto melhorar a extragapalimero. Segundo Andrews et al., (1990),
guando o produto é intracelular como o P(3HB), €cisp romper a célula para sua liberacéo.
Dentre os métodos sugeridos por estes autoresaestaenzimatica, vantajosa por ser branda e

seletiva.

Entre as camadas que compdem o involucro cel@ldradtérias Gram-negativas, como a
Ralstonia eutrophaempregada neste estudo, a camada de peptidagtoastitui a mais resistente
(KAPRICHKOFF et al., 2000NEIDHART et al., 1990). Desta forma, Kaprichkoffad., (2000),
visando definir uma estratégia adequada de romponds parede celular dealstonia eutropha
para a liberacdo do P(3HB), realizaram estudosesohrso de tratamento térmico nas células ao
final do cultivo fermentativo, visando desestabii@do da membrana externa e a consequente
exposicao da peptidoglicana ao ataque enzimatiesteNmetodo empregado por Kaprichkoff et al.,
(2000), a temperatura foi elevada, ao final da &@acdo, para 95°C permanecendo assim por
45 min, sob agitacdo de 460 rpm. Segundo os aytofasalidade deste pré-tratamento térmico foi
a desnaturacdo do material genético, que origiohlgmas reologicos ao ser liberado com o
rompimento das células, ficando mais suscetiveigtaque enzimatico e a desestabilizacdo da

membrana externa.
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Quando culturas dé. vinelandii UWD foram suplementadas com peptona, as células
tornaram-se frageis, e com um simples tratamemo sdfato de aménia 1M por 10 minutos foi
suficiente para obter 94% de pureza na extracaGHEPE COMISH, 1993).

Choi e Lee, 1998 desenvolveram o método de digedt@dina para células recombinantes
de E. coli, onde células contendo 77% de P(3HB) em contéadomf submetidas ao tratamento

com NaOH 0,2M por uma hora, sendo o polimero re@gon com uma pureza de 98,5%.

Quatro diferentes pré-tratamentos foram testadosprétratamento Normal (Normal),
centrifugacdo das células ao término do cultivdl®@ rpm/15 min, sendo o precipitado lavado
duas vezes com agua destilada e congelado. O seguidratamento chamado de (T) envolveu a
elevacao da temperatura do meio de cultivo par&€/6®Mmin. Apos o término deste tempo, 0 meio
de cultivo foi centrifugado a 21.000 rpm/15 mimade o precipitado e lavado duas vezes com agua
destilada e congelado. O terceiro pré-tratametamnado de (pH), envolveu a elevacao do pH do
meio de cultivo para 9 com a adicdo de sulfatordéréo 1M, deixando o meio de cultivo sob
agitacdo mecanica durante 5 minutos, seguido dgaabento do pH para 4, com a adicdo de acido
cloridrico 1M. O meio de cultivo foi, entdo, cefigado a 21.000 rpm/15 min, sendo o precipitado
lavado duas vezes com agua destilada e congeladoafo pré-tratamento chamado de (pH+T)
envolveu variacées no pH e na temperatura. O pkhéio foi elevado para 9, com a adicao de
sulfato de amdnio 1M, o meio de cultivo foi, entaguecido até 60°C, deixando-se 0 meio de
cultivo a esta temperatura por 5 minutos. Decoreste tempo, o pH do meio foi diminuido para 4
com a adi¢do de &cido cloridrico 1M, sendo a solugixada em repouso, para a decantacdo das
células, duas fases distintas foram formadas,elifgsida, limpida de material celular foi retirada
com o auxilio de uma pipeta e descartada, a oasa €ontendo certa quantidade de liquido e
material celular foi centrifugada a 21.000 rpm/1if,m sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi lavado duas vezes com agua destilada e cormelad

Os resultados obtidos nesse estudo sdo apresenadabela 8.3.

Tabela 8.3 - Comparacdo entre os diferentes pi@tentos aplicados a massa celular antes da
extracdo, temperatura e tempo de extracdo 130%@i80valores expressos em % de recuperacao,
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% pureza, peso molecular e polidispersividade, tgaipra de fusdo (), entalpia de fuséo
(AHp,) e grau de cristalinidadg (%).

Pré Recuperacdg Pureza Peso Polidisp? | T (°C) | AHm (3/9) | %c
Tratamentos % % Molecular (%)
(g/mol)
Normal 95 83,6 7,4.10 3,1 175 85 60
T 93,6 83 8.10 3,2 177 88 62
pH 93,5 86 9,5.10 3,4 177 84 59
(pH+T) 95 88 1,3.19 3,5 175 82 58
Extragdo 96,3 94,6 1,0.10 3,2 173,5 80 56,5
Padréao

a = polidispersividade

Observando os resultados obtidos na Tabela 8.8;ss0tjue o pré-tratamento (pH+T) foi o

que apresentou os melhores valores em relacdmdites de % recuperagdo e pureza (95-88%)

frente aos demais pré-tratamentos testados. Cagéaeko peso molecular e a polidispersividade,

observa-se que com a introducao dos fatores plhpet@tura frente ao cultivo normal houve um

aumento nos valores deste indices, sendo maisdelegaanto utiliza-se a juncdo de pH e

temperatura, chegando a valores acima dos obtalegtracdo padrao onde utiliza-se o cloroformio

como solvente. Uma possivel explicacdo para esteskria o aumento do niamero de cadeias
formadas durante o processo de extracao, indicast® de que, o pré-tratamento pH+T provoca
uma desestabilizacdo da parade celular da bagh@sajbilitando assim a obtencdo de uma maior
quantidade de polimero extraido. Segundo Sim @t987), a massa molecular e a distribuicdo das

massas moleculares sao talvez as duas das maigantpe propriedades para a comercializacao de

um dado polimero.
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Pesos moleculares diferentes podem mudar completanas propriedades do polimero
(propriedades fisicas, mecanicas, térmicas) e, esta razdo, os polimeros sdo caracterizados
principalmente por seu pesnolecular. Tanto o peso molecular quanto a disg#m de pesos
moleculares sdo determinadas pelas condi¢cdes opeaecde reacdo durante a sua obtencao, sendo
que diferentes condi¢cdes operacionais produzirddmpms com pesos moleculares médio
diferentes (VOGEL et al.,2007). Do ponto de vist& mrocesso industrial, € de fundamental

importancia o conhecimento da quantidade e dadpddido polimero produzido.

Os valores obtidos para temperatura de fusdo emtivgoroximos em todos os pre-
tratamentos testados (175-177°C). Segundo Sudedh28t00, os polihidroxialcanoatos se comportam
como materiais termoplasticos com Variando entre 50°C e 180°C. O grau de cristadeddiminui
guando aplicados os pré-tratamentos envolvendo .oSgiHdo mais baixo no pré-tratamento que
envolve pH e temperatura, ficando proximo ao padréentro dos valores normais encontrados na

literatura.

8.2.4 Consideracdes Finais

Varios processos de recuperacdo de PHAs podemiilsgados. Porém, o desenvolvimento
de métodos eficientes, que podem ser diferentesgaala microrganismo empregado, é importante
para o custo total da producao de PHAs (CHOI e LIPR9b).

Apos analisados os resultados obtidos € possivelafque, dentre os métodos de extracdo
testados, frente ao padréo, o método envolvendorrt&anpo de repouso, proporcionou uma maior
precipitacdo das cadeias polimericas, obtendo-sien amaior rendimento e pureza do polimero

extraido.

Com a condicdo de temperatura/tempo de 130°C/30 abirve-se as melhores condi¢bes
de extracdo com o solvente carbonato de propil&sta condicdo proporcionou os melhores

valores em todos os indices analisados frenteraaideondicdes estudadas.

O pré-tratamento envolvendo variacdo no pH e ngéeatura proporcionou um aumento no

peso molecular do polimero.
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A utilizacdo do carbonato de propileno como soleerd extracdo do polimero mostrou-se
eficiente frente a extragdo padrao, que utilizioooédrmio como solvente. Sabe-se que o carbonato
de propileno tem um custo mais elevado que o domub, entretanto, este solvente possui uma
toxicidade extremamente reduzida quando comparadadoaorformio. Sua principal vantagem €
seu alto ponto de ebulicdo em torno de 140-150°Qu® proporciona uma baixa taxa de
evaporacao, podendo assim, ser reutilizado inUmezass em futuras extracdes, ainda possiu a
vantagem de ter seu ponto de ebulicdo acima daetamopa de extracdo obtida como sendo a
melhor 130°C. A sua recuperacao pode ser feitaateeima simples, filtando-se a solucéo, evitando
assim elevados gastos energeticos ou até o enwsitomde operagBes complexas para a sua
recuperagdo como € o caso do cloroférmio, e demwligentes comumente utilizados para a
extracdo de P(3HB).

A utilizacdo de solventes toxicos e altamente weidat para a extracdo de
polihidroxialcanoatos € contraditério ao fato dee gestes polimeros vém sendo amplamente
estudados, para minimizar as agress6es ambientaisadas pelos polimeros de origem

petroquimica.



Conclusbes e Sugestdes 139

CAPITULO V - CONCLUSAO
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CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo geral melhorarcasdicbes de cultivo d®alstonia
eutrophapara aumentar a producdo de polihidroxibutiratdizando como principal estratégia o
uso de diferentes temperaturas de cultivo aléemstiedar um método de extracdo e recuperacao

menos agressivo ao meio ambiente do que os normedrdescritos na literatura.
Os resultados obtidos permitiram concluir que:

= O modelo de Gompertz Modificado foi 0 que aprese® melhores ajustes para descrever
0 crescimento do microrganismo, permitindo o célcdos parametros: velocidade
especifica maxima de crescimenfg,{y), tempo de fase lag e aumento logaritmico da

populacao (A) d&alstonia eutroph&m todas as condi¢des de estudo testadas.

» Ralstonia eutroph&resce muito bem nas temperaturas de 30°C, 3235°C,e 37,5°C. Os
resultados apresentados mostram que a elevacdangeettatura, de 30°C para 37,5°C,
favorece o crescimento. Entretanto, a temperatoas altas pode ocorrer inibicao do
crescimento, como observado a 40°C.

= A temperatura de 32,5°C e a temperatura de 37@#infas que apresentarm os melhores

resultados para o crescimento.

= Embora 37,5°C tenha sido a melhor temperaturagarascimento, nao foi a melhor para a
producdo. Foi observado que a elevacdo da temperatima de 32,5°C promove um

declinio na produgéo de P(3HB).

= Os estudos mostraram que a melhor temperatureopascimento e producao de P(3HB)
foi 32,5°C.

= A analise do crescimento e producdo de P(3HB) @srado emprego da técnica de
respirometria mostrou-se excelente ferramenta paexer a limitacdo e exaustdo de
nutrientes no meio, uma vez que, quando estes fatmgem a velocidade especifica de
respiracdo sofre uma desaceleracdo (limitacdo)stepormente uma queda (exaustéo),
mostrando exatamente como se encontra-se a corfighidgica da célula.
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= Atraves dessa técnica, foi possivel estipular ornvainimo exigido pela célula para manter
suas funcgdes fisioldgicas normais “para a conceddrale substrato” no meio visando a
posterior producao de P(3HB).

= E possivel visualizar, através da evolucéo da iddde especifica de respiracio (R®

momento em que comeca a ocorrer a limitacdo degéitio e, consequentemente, o inicio
da producao de P(3HB). Isto € indicado pelo infidadesaceleracdo da Q© que passa a
ser mais acentuado a partir do momento em queenacexaustao do nitrogénio no meio e,
consequente, maior producéo de P(3HB). Por sea ttatama técnica de analise em tempo
real pode ser utilizada em processos industriareleendo sistemas biolégicos como é o
caso do nosso estudo, sabe-se que o estudo deomesjpia em processos envolvendo a
producédo de P(3HB) n&o tem sido reportado nafiteaa

= Com relacéo ao estudo realizado em culturas delaftsidade celular, pode-se concluir que,
levando-se em considerecdo os resultados obtidda, importante se fazer uso da técnica
de reciclo de células para que ocorra o aumentea@@nuidade da producédo de P(3HB)
sem interferentes toxicos no meio de cultivo, vikaassim uma maior produtividade e,
consequentemente, uma diminuicdo nos custos deugioddo processo, aléem de uma

alimentacao continua da fonte de nitrogénio.

= ApOs analisados os resultados obtidos, é posdiumlaa que, dentre os métodos de extracao
testados, frente ao padrdo, o método envolvendorn@mpo de repouso, proporcionou
uma maior precipitagdo das cadeias poliméricasgnadlotse assim maior rendimento e

pureza do polimero extraido.

= Com a condicdo de temperatura/tempo 130°C/30 mievetse as melhores condi¢cdes de
extragcdo com o solvente carbonato de propilen@a Emmdicdo proporcionou os melhores
valores em todos os indices analisados frente awigdecondicbes estudadas. O pré-
tratamento envolvendo pH e temperatura proporciamauaumento no peso molecular do

polimero apds a extragao.
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A utilizacdo do carbonato de propileno como soleerd extragdo do polimero mostrou-se
eficiente, comparado a extracdo padrdo que utdizéoroféormio como solvente. Sabe-se
gue o carbonato de propileno tem um custo maisad@eque o cloroférmio, entretanto este
solvente menos téxico quando comparado ao cloredraiém de possui alto ponto de
ebulicdo 140-150°C, podendo ser reutilizado inUmeezes em futuras extragdes, além de
apresentar baixa taxa de evaporagao.

Com base nos resultados apresentados é possieeafgamas sugestdes de estudo:

Sugere-se a continuidade do estudo sobre altaddelesirealizando-se experimentos com

reciclo de células mais detalhados.

Estudar detalhadamente a técnica de respiromp#ia, extrair melhor as informagées que

esta técnica pode trazer durante os cultivos.

Refinar as condi¢cbes de extracdo com o solventsooato de propileno chegando a uma

condicao 6tima e reprodutivel e aplicavel.

Estudar a biodegradabilidade dos filmes obtidos pevo método de extracado de P(3HB).
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Figura A.1 - Curva de calibracdo para a determimagdconcentracdo de acucares redutores pelo mébodo
acido 3-5 dinitrosalicilico (DNS).
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Figura A.2 - Curva de calibracdo de determinacécod@entracao de proteinas pelo método de biureto,
utilizando-se albumina bovina como padréo.
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ANEXO B

Figura B.1 - Filmes de P(3HB) extraidos 130°C/1b(a), 130°/30min (b) e 145°C/15min (c).
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SeTAaram |Fig.: Experiment:  Amostra 1 Atm. : N2

INSTRUMENTATION » REGULATION )

c 131 — |01-11-08  Procedure:  PHB(300) (Seq 2)

Al 30 i
10.432

T T T T l T T
Heat Flow/ mW

Exo
L5 Método: 25 °C - 300 °C 10 °C/min ~

Tonset : 216.08 °C

Onset point : 162.05 °C
Peak top : 178.09 °C
20 Enthalpy / J/g : 77.7641 (Endothermic effect)

25 50 75 1(’)0 1%5 1?0 1'][5 2?0 2%5 2?0 Tenllperaturel °C

Figura B.2 - Termograma de DSC para o filme démelo extraido a 145°C/45min, método 3.



Anexos 168

[SeETArRAM [Fig.: Experiment:  Amostra 2 Atm. : N2
7101-11-08  Procedure .  PHB(300) (Seq 2)
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10.26

DSC 13

l
Heat Flow/ mW

5 Exo
- Método: 25 °C - 300 °C 10 °C/min =
Tonset : 202.34 °C

Onset point : 169.26 °C
Peak top : 180.47 °C
Enthalpy / J/g : 84.9727 (Endothermic effect)

25 50 75 1|'|)O 1?5 1?0 175 2(?0 2%5 2?0 Ten}tperatu /°C

Figura B.3 - Termograma de DSC para o filme dénpero extraido a 130°C/30min, método 3.
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%ETARAM‘ Fig. : Experiment : Amostra 4 Atm. : N2 Crucible : Al'30 pl
DSC 131 01-14-08  Procedure:  PHB(300) (Seq 2) 2.203
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Figura B.4 - Termograma de DSC para o filme dénpero extraido a 100°C/15min, método 3.
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m.?.wiETARAM Fig. : Experiment:  Amostra 5 Atm. : N2 Crucible : Al 30 pl
e e JNSTRUMENTATION » REGULATION )
DSC 131 01-14-08 Procedure ; PHB(300) (Seq 2) (mg): 8.267
I I I I I [ I I I 13 I
Heat Flow/ mW
; /I\ Exo Método: 25 °C - 300 °C 10 °C/min

Tonset : 205.07 °C

Onset point : 172.69 °C
Peak top : 178.91 °C
Enthalpy /J/g : 84.4473 (Endothermic effect)

2[5 5'0 7|5 1?0 12L5 1?0 1]75 2(])0 2%5 2?0 Tenllperaturel °C

Figura B.5 - Termograma de DSC para o filme dénpero extraido a 100°C/45min, método 3.
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Sz JNSTRUMENTATION o REGULATION )
jemevrezer, BT MENTATION S RRCHATION )|

DSC 131

ETARAIVI

Fig. : Experiment : Amostra 6 Atm. : N2
01-14-08  Procedure : PHB(300) (Seq 2
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I I I I I I I
Método: 25 °C - 300 °C 10 °C/min

Tonset : 203.99 °C

25
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Onset point : 169.00 °C
Peak top : 177.90 °C
Enthalpy /J/g : 87.7442 (Endothermic effect)
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Figura B.6 - Termograma de DSC para o filme démalo extraido a 130°C/15min, método 3.
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%ETARAM» Fig. : Experiment : Amostra 7 Atm. : N2 Crucible : AlL30 pl
DSC ::nm 01-14-08  Procedure:  PHB(300) (Seq 2) Mass (mg): 11.8

Heat Flow/ m ' ' ! ' ' ’ ! ' ' ‘

| 5 /P Exo Método: 25 °C - 300 °C 10 °C/min |

Tonset : 207.84 °C

 — 0 )
\ ,
K \ ]
T $

Onset point : 166.70 °C
Peak top : 178.00 °C
|-25 Enthalpy / J/g : 80.2239 (Endothermic effect)

25 50 75 1 (I)D 1%5 1?0 1 ‘75 2?0 2%5 2?0 Terrllperaturel °C

Figura B.7 - Termograma de DSC para o filme démelo extraido pelo método Padrao (solvente clonufi).
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Experiment : Amostra 15 Atm. : N2 Crucible :

MSeTARAM |Fig.

Al30 I
INSTRUMENTATION » REGULATION }

;Jgg; 131 01-16-08 Procedure : PHB(300) (Seq 2) Mass (mg): 12.566
I T B I I I

I I I I I
Heat Flow/ mW Método: 25 °C - 300 °C 10 °C/min

5 /{\Exo -

Tonset: 211.63 °C

-

Onset point : 170.28 °C
Peak top : 180.88 °C
|-30 Enthalpy / J/g : 84.8487 (Endothermic effect)

2l5 5|0 715 1?0 1?5 1?0 175 2([)0 2?5 2{']:0 Ten;peraturel °C

Figura B.8 - Termograma de DSC para o filme dénpero extraido a 145°C/30min, método 3.
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[TsETaRAMm
DSC 131

Fig. : Experiment :

01-16-08

= NSTRUMENTATION » REGULATION )

Amostra 17 Atm. : N2 Crucible :

PHB(300) (Seq 2)

Al 30 i

Procedure : Mass (mg): 13.085

[
Heat Flow/ mW

—-S/I\Exo
L —

I I I I I I I 1ir 1 T

Método: 25 °C - 300 °C 10 °C/min Tonset : 222.44 °C I

25

Onset point: 171.28 °C
Peak top : 178.93 °C
Enthalpy /J/g : 86.8779 (Endothermic effect)

50 75 1(1)0 1 f‘.i 1?0 175 2([)0 2%5 2?0 Terr]lperaturel °C

Figura B.9 - Termograma de DSC para o filme dépeio extraido a 115°C/45 min, método 3.
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SeETARAM

e INSTRUMENTATION 8 REGULATION )

DSC 131

Fig. : Experiment : Amostra 18

01-16-08  Procedure:  PHB(300) (Seq 2)

Atm. : N2 Crucible : Al 30l

Mass (mg): 11.22
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Método: 25 °C - 300 °C 10 °C/min

[ S I T I T

Tonset : 199.41 °C

Onset point : 176.99 °C
Peak top : 179.04 °C
Enthalpy / J/g : 88.5456 (Endothermic effect)

25 50 75 100 125 150 1 TS 2?0 2?5 25L° Ten}pe rature/ °C

Figura B.10 - Termograma de DSC para o filme denmmoo extraido a 145°C/15 min, método 3.
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!f@??ETAnAMV Fig. : Experiment : Amostra 19 Atm. : N2 Crucible : Al 30 pl
DSC 131 101-16-08  Procedure : PHB(300) (Seq 2) Mass (mg): 10.217
| | I I I [ [ I [ I I
Heat Flow/ mW
L5 4\ = Método: 25 °C - 300 °C 10 °C/min P — -
Lo k ) |
]
\ B

s

25

Onset point ; 169.50 °C
Peak top : 179.66 °C
Enthalpy /J/g : 83.5135 (Endothermic effect)

50 75 100 1?5 150 1'{5 2?0 2%5 2?0 Tem[peraturel °C

Figura B.11 - Termograma de DSC para o filme dammro extraido a 130°C/30min, método 2.
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TRUMENTATION o REGULATION )
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Peak top: 182.09 °C
Enthalpy /J/g : 83.0152 (Endothermic effect)
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Figura B.12 - Termograma de DSC para o filme dam@yo extraido a 130°C/30 min, método 1.
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Amostra 28 Atm. : N2 Crucible :
PHB(300) (Seq 2)

ETARAM |Fig. :
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25 50 75 100 1?5 1?0 175 2?0 2]25 2?0 Ten} perature/ °C

Figura B.13 - Termograma de DSC para o filme dammyo extraido a 130°C/30 min, com pré-tratamehto
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%ETARAM_‘ Fig. : Experiment : Amostra 35 Atm. : N2 Crucible : Al 30 pi
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Figura B.14 - Termograma de DSC para o filme demmo extraido a 130°C/30 min, com pré-trataménto
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Iifz'}gETARAM Fig. : Experiment : Amostra 36 Atm. : N2 Crucible: Al 30l
nagre e NSTRUMENTATION IHEGIILATIBN_'\
DScizi 010808 Procedue:  PHB(300) (Seq 2) Mass (mg) : 9.07
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Onset point : 168.33 °C
Peak top : 180.62 °C
Enthalpy /J/g : 82.3004 (Endothermic effect)
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Figura B.15 - Termograma de DSC para o filme dammyo extraido a 130°C/30 min, com pré-tratamehieT.




