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Resumo: Sera mostrado neste trabalho a modelagem fenomenold6gica da produgdo do P(3HB), crescimento
celular, crescimento das cadeias do polimero e consumo de substrato, visando no futuro obter um modelo capaz
de predizer as caracteristicas finais do polimero obtido. O modelo do processo em reator batelada esta sendo
implementado no simulador EM SO. Os resultados preliminares mostram que é possivel avaliar as caracteristicas
do produto gerado através da construcado de curvas de distribui¢éo de massas moleculares.

1 INTRODUCAO

Atualmente, os polimeros representam uma parcela
muito importante do mercado de produtos para
embalagens. No entanto, como a maioria dos
polimeros comerciais caracteriza-se por apresentar
taxas de decomposicdo quase despreziveis nas
condi¢cBes ambiente, a disposicdo final de residuos
plasticos vem tornando-se um problema critico para
a soci edade e causando danos ao meio ambiente.

Neste contexto a utilizagdo de biopolimeros
torna-se uma alternativa interessante, tendo em
vista que uma de suas principais caracteristicas € a
biodegradabilidade e que a reac8o de degradacdo
gera como produtos somente HO e CO,. Além
disso os biopolimeros s@o obtidos a partir de fontes
renovaveis, podendo-se utilizar uma variedade de
substratos como, por exemplo, sacarose, amido,
metano, 6leo minera e subprodutos da
agroindistria como melago, soro de leite, entre
outros, ndo ficando sujeitos as oscilagfes de preco
do petrdleo nem a escassez deste.

Biopolimeros compreendem uma larga
variedade de polimeros sintetizados por organismos
vivos. Estes sfo classificados de acordo com sua
estrutura em: é&cidos nucléicos, polianidridos,
polioxoesteres,  politioesteres,  polissacarideos,
poliisoprenoides polifenois e poliamidas! Dentre
0s polioxoesteres destacam-se 0s
Polihidroxial canoatos (PHAS), que sdo sintetizados
por microorganismos como reserva de carbono e
energia que, em geral, ocorre quando ha excesso de
fonte de carbono e limitagdo de algum nutriente
essencial como nitrogénio, fésforo entre outros.?>

Os PHASs s&0 polimeros termoplasticos e ou
elastdmeros,  atOxicos,  enatiomeros  puros,
insollveis em &gua, impermedveis a0 ar,
biocompativeis e biodegradaveis?> O poli(3-
hidroxibutirato) (P(3HB)) € o mais difundido e
melhor caracterizado membro dos PHAs. O P(3HB)
€ adtamente cristaino e possui agumas
propriedades semelhantes ao polipropileno*° Na
Figura 1 é possivel verificar a composicdo de
algunstipos de PHAs.
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n=1 H=hydrogen Poly|3-nydrogypropionate )
A = mathyl Paly|3-hydrosybutyrate)
A = ethyl Paly{3-hydroxyvaberate)
A = propyl Poly|3-nydroxyhexanoate
R = pentyl Poly{3-hydroxyoctanoata)
A = monyl Poly|3-wydrorydodecanoate)

n=2 H=nydrogen Polyld4-nydroxybutyrate)
A = methyl Paly]4-nydrosaalerans)

n=3 RAshydrogen Poly|S-nydroxyvalerabe)
H = methyl Poly{S-hydroxyhexancate

n=4 A =haxyl Paly{B-hydronydodecanoats)
Figural: Formulas de alguns PHAS (Lee,1996).

Através da modelagem é possivel prever o
crescimento microbiano consumo de substrato e
formagcdo de produto, otimizar as condigbes de
cultivo e perfis de aimentagdo. Além disso, o
modelo matemético pode ser usado como
ferramenta para testar hipéteses para estruturas
regulatérias, uma vez que produtos biotecnoldgicos
sd0 obtidos de organismos vivos normamente
através de rotas metabdlicas interconectadas e
pouco elucidadas ™

Nos estudos tradicionais de cultivos

biotecnol 6gicos, metabdlitos extracelulares podem
ser medidos, como substratos, produtos, bem como
biomassa. Assim é possivel desenvolver modelos
baseados nessas varidveis. Esses modelos sdo
classificados como ndo estruturados, sdo bastante
utilizados, porém possuem dificuldades de prever o
comportamento celular para diferentes condi¢des. A
medida que se consegue quantificar metabdlitos
intracelulares, consegue-se formular modelos
estruturados que aumentam a capacidade de
predicdo dafisiologiacelular.
Gombert and Nielsen (2000) dividem os modelos
de acordo com a estrutura em: estequiométricos os
quais sdo baseados nas caracteristicas das redes
metabdlicas que sdo invariantes no tempo e em
modelos cinéticos os quais sdo baseados tanto em
estequiometria como também na cinética
enzimatica ou microbiana.  Nos  modelos
estequi ométricos relaciona-se a estequiometriacom
taxas de reacéo definidas em um balanco de massa.
Quando se tem disponivel informacdo sobre a
cinética de um processo especifico é possivel
descrever a dindmica deste processo através da
combinacdo da cinética com a estequiometria das
rotas metabdlicas.
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Outra maneira de;i considerar  aspectos
regulatérios de metabolismo celular é pela adicdo
de principios cibernéticos, nestes casos s&0
introduzidas varidveis cibernéticas no modelo
cinético a fim de substituir um mecanismo
regulatdrio desconhecido por uma fungéo objetivo
supondo que o metabolismo opera com objetivo
global de otimizar o crescimento.

2 MATERIAISE METODOS

Microrganismo e condi¢gbes de cultura
serd cultivado a Bacteria Alcaligenes latus (DSM
1123) cedida pela Fundagdo Osvaldo Cruz para a
producdo do P(3HB). Atualmente estéo guardadas
liofilizadas em uma ampola. O meio de cultura sera
composto por 20 ¢/l de sacarose, 3g/l de
(NHg),S04, € outros micronurtrientes. Serdo
realizados cultivos batelada e batelada alimentada
em um biorreator de 2| Biostat B, Braun Biotech
International, conectado a um computador remoto
para aquisicdo de dados. A temperatura e pH do
cultivo serdo mantidos constantes em 30°C e pH
6,5.

Procedimentos analiticos: As células seréo
medidas por turbidimetria em um espectofotometro
a 620 nm, seguindo curva padrdo obtida por peso
seco. A sacarose serd analisada por cromatografia
liguida de alta performance (HPLC). Para
determinacdo da concentracdo de P(3HB) sera
utilizado o método da propandlise analisado em um
cromatografo  gasoso  (CG)? A curva de
distribuicdo de peso molecular serd obtido
utilizando-se um cromatografo de permeagdo em
gel (GPC).

Modelo Estruturado: Na maioria dos
organismos, o PHB é sintetizado a partir de um
composto chave, a acetil coenzima-A (AcCoA), por
uma seqiéncia de 3 reacles catalisadas pelas
enzimas; 3-Cetotiolase (acetil-CoA
acetiltranferase), Acetoacetil -CoA redutase
(hidroxibutiril-CoA desidrogenase) e a poli(3-
hidroxibutirato) sintase (PHB polimerase).*>® A
AcCoA ¢€é levada & Acetoacetil coenzima-A
(AcAcCoA) através da reagdo de poli condensacéo
reversivel, esta é entdo reduzida a 3hydroxibutiril
coenzima-A (BHBCoA) obtendose assm o
mondmero.” Este é incorporado a cadeia polimérica
pelaacgdo da PHB polimerase.

E importante destacar que a reagdo de
obtencdo do 3HBCoA é dependente de NADPH
(Fosfato de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo,
formareduzida), e esta necessita da regeneracdo de
NADP/NADPH. S&o considerados 3 candidatos



para a reagdo bioguimica de regeneracdo de
NADPH: (a) glicose6-hidrogenase; (b) 6-
fosfogluconato desidrogenase e (c) isocitrato
desidrogenase no ciclo do acido tricarboxilico
(TCA). O primeiro é na rota metabdlica Entner-
Doudoroff e o primeiro e o segundo no ciclo
pentose-fosfato. As enzimas (a) e ou (a) e (b) séo
mais comuns quando a fonte de carbono é um
carboidrato, quando se tem alcoois, &cidos
organicos, alcanos entre outros a enzima preferida é
a(c).

A Figura 2, mostra a rota metabdlica
Entener-Doudoroff
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Figura 2: Rota metabdlica ut|I|zada para producdo
do PHB. (Yemane, 1993)
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Ho-Hong et al estudéram 0 metabolismo da
E. coli recombinante crescendo em glicose, através
da andlise de fluxo metabdlico, verificaram que o
fluxo intracelular é reorientado para a sintese de
PHB e tornase maior quanto maior biomassa
acumulada. O Fluxo da rota metabdlica Entner-

Doudoroff —aumenta durante a produgdo
evidenciando o envolvimento com a sintese de
PHB.

A degradacdo do P(3HB) é iniciada pela
enzima P(3HB) depolimerase e forma o &cido 3
hidroxibutirico. Este é oxidado a acetoacetato pela
acdo desidrogenase NAD-especifica e depois
convertido a acetoacetil coenzima A8 A conversido
da acetoacetil-CoA em acetil-CoA se da pela agéo
da Cetotiolase. ® Por motivo de simplificacdo do
modelo na degradacdo do polimero foi cosiderado
obtenc&o diretado AcCoA apartir do ac3HB.

Kawaguchi and Doi fizeram experimentos
com a Alcaligenes eutrophus crescendo em glicose
ou acido butirico. Eles deixavam baixar a
concentragcdo de substrato e depois tornavam a
adicionar em forma de pulso, e verificaram que
gquando ndo tinha mais frutose iniciava-se a
degradacdo e quando se adicionava voltava a
crescer 0 peso molecular.

A seguir pode ser observado 0 mecanismo
de reacdo para obtencdo do PHB. Para o
mecanismo de regulagdo foi considerado inibicdo
da depolimerizagdo enquanto ha piruvato
disponivel, assim enquanto houver fonte de carbono
externo, havera formagdo de piruvato e néo
ocorrera degradacéo de polimero.

Formag&o do piruvato:
Formagéo da Acetil -coenzima-A

Formag&o do complexo
3-Cetotiolase e Aceto-CoA

Formac&o da Aceto-acetil-coenzima-A

Formagéo do complexo
Acetoacetil-CoA redutase e Aceto-acetil-CoA

Formagcao do 3-Hidroxibutiril-coenzima-A
Formagéo do complexo

Acetoacetil-CoA redutase e Aceto-acetil-CoA
Polimerizacéo

Depolimerizacdo

M ecanismo de regulagcéo

S+2ATP + 2NAD ® 4Pir + 2ADP +2NADPH + 2NADH
Pir + CoOASH + NAD ® AcCoA+ NADH +CO,

AcCoA+ phaA_,Aggg AcCoA

AcCoA + AcCoA_,/'ié,ék%?1 phaA+ AcAcCoA+ CoASH
K

3,
ACACCOA+ phaB f‘%“% ACACCOA*
ksc
YH®
ACACCOA* +NADPH - 3,3, 3HBCOA+ NADP+ phaB
B

3HBCoA+ phaci/“s%:% 3HBCoA*

ke
3HBCoA ® PHRB + phaC+CoASH (iniciagéo)
3HBCoA +PHB ® PHB, + phaC+CoASH (Ppropagagéo)

PHB + phaD ¥34® PHB_, + ac3HB+ phaD
ac3HB + NAD + ATP +2C0ASH % %4® 2AcCOA + ADP + NADH

3,3
Pir + phaD.{‘%}ia% Pir®
Min
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O modelo aseguir foi proposto por Gambeta et all (2003a e 2003b).
Balanco para biomassa(X):
ax _ mX o m=m. AcCoA

K con T ACCOA
onde m(h) é a velocidade de crescimento especifica, é utilizado o modelo de monod para o calculo do m
modelo cléssico para cinética de crescimento microbiano,nmax € a velocidade especifica maxima de
crescimento, Kaccon € @ constante de saturagdo do modelo de monod, AcCoA é a concentragdo de Acetil-CoA
gue é o substrato limitante.
Foi adicionadaa condicéo baseada na formagao de biomassa.*?
m= 0quando NAD=0 ou NADP=0.

Balanco para Sacar ose (S):
ds

E—-qs e ds=@,m+b)S

Onde g5 é baseada na equacao de L uedeking e Piret(1959), a1 e b1 sdo parametrosdo modelo que representam o
consumo do substrato associado ao crescimento e ndo associado respectivamente. A equacdo foi modificada para
considerar a quantidade de substrato disponivel.

E adicionada a condic&o de que qs=0 se ADP=0, isto &, ndo a consumo de substrato.

Balanco para Piruvato (Pir):

dPir _ : R oo D Pir xCoASH
GO = (4q, - ) %X - k_xPir xphaD + k* »Pi +p ) %I X0AT
& (4g; - 0.) XX - Kk, >Pir xphaD + ki *Pir e =@, m+b) 0,003

Da mesma forma, foi utilizada a equacdo de Luedeking e Piret, modificada para considerar as quantidades de
piruvato e Coenzima-A disponiveis ho meio.Foi adicionadaa condic¢éo de qp=0 quando NAD=0.

Balanco de massa para Acetil-CoA (AcCoA):

d AthOA =q, XX - n;xx - ke XAcCoAxphaA+ .k} XACCOA +2xk ac3HB- .k xAcCoA AcCoA+ k' ACACCoAxphaAxCoASH
XS

Foi adicionadaa condicao, d AZSOA =0 seCoASH=0ou NAD=0ou ATP=0.

d AZ(;’OA =k, XAcCoAxphaA- kR xAcCoA - k XAcCOA xAcCoA+ k*AcAcCoAxPhaA>CoASH

Balanco para Acetoacetil-CoA (AcAcCoA):
d =k ACCOA' XACCOA - kRACACCOAXphaA>COASH - k. XACACCOAxphaB+ k3. XACACCOA

: ACAdiCOA = k. XACACCOAXphaB- k2. XACACCOA - k,ACACCOA XNADPH +k?8HBCoANADPxphaB

Balanco para 3-hidroxibutiril-CoA (3HBCO0A):
diSHBCOA _ |} AcACCOA XNADPH - k& sBHBCOAXNADPxphaB- k. x3HBCOAXphaC + k&, \8HBCOA
ot

digH ZCOA = k. \BHBCOAXphaC - K XBHBCOA - k., X3HBCOA - k, X3HBCoA x4 PHE
i=1

Balanco para complexo piruvato-PHBdepolimer ase (Pir°):
d!Pir )

e Kk, *Pir xphaD- k7 xPir®
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Balanco para o Polihidroxibutirato (PHB):
Jztilzmm A d ) + ko (PHB.,- PHB)+k, {PHB,, - PHB)

Balanco para o acido 3-hidroxi-butirico(ac3HB):
ﬂ%: k, xphaDxd, PHEB- k_xac3HB

Balanco para a enzima 3-Cetotiolase (phaA):
ﬂ('ztﬁ'“l = -k XAcCoAxphaA+ KR XAcCOA + k XACCOA XACCOA - 1 XACACCoAXphaA>CoASH

Balanco para a enzima Acetoacetil-CoA redutase (phaB):
d r;thaB = - kg XACACCOAXphaB+ K . XACACCOA + k; XACACCOA XNADPH - 1 x3HBCoAXNADPxphaB

Balanco para a enzima poli(3-hidroxibutirato) sintase(phaC):

d Ll:tac = - ke BHBCOAXphAC-+ K £, xBHBCOA + k., "BHBCOA +1, 3HBCOAS, PHB

i=1

Balanco para a enzima PHB depolimerase(phaD):

Q(p;_aDl -k, >Pir xphaD + kF xPir

Balanco para o cofator coenzima-A (CoASH):
d{CoASH) _ mxX

o - gp XX + k XACCOA XACCOA- k" XACACCOAXphaAXCOASH + k X3HBCOA +r, >@-|BCOP§ PHB - 2%, xac3HB

XS i=1
Balanco para Fosfato de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo, forma reduzida (NADPH):

d N’Z?PH =250 %X + r:‘(xx - k, XACACCOA XNADPH +k x8HBCOAXNADPxphaB
XS

Balanco para Fosfato de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NADP):
d NdAtD =250, XX - Y X+ k, XACACCOA XNADPH - k& x3HBCOAXNADPxphaB

XS

Balanco para trifosfato de adenosina (ATP):
ﬂ(%’LquSXX- Ky c3HB

Balanco para trifosfato de adenosina (ATP):

4208 e et

Balanco para Nicotinamida Adenina Dinucleotideo, forma reduzida (NADH):

ﬂ%}mw- 6 XX +k, Bc3HB

Balanco para Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NAD):

ﬁdt@l_-bqsxxmaxx k >ac3HB



Na Figura 1 é mostrado a simulacdo do modelo
estruturado, este foi implementado no simulador
EMSO.

Os resultados estdo coerentes com o0 processo de
polimerizagdo/depolimerizago, isto € enquanto
tem fonte de carbono (Sacarose) ocorre a formagédo
do PHB, quando acaba esta fonte ocorre um
periodo de adaptacdo e em seguida o polimero é
consumido como fonte de matéria prima, entédo a
biomassa volta acrescer.
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Biomassa X (g), Sacarose Sg (g) e PHB (g)

tempo(.h)
Figural: Simulag&o de um cultivo em batelada.

Modelo N&o Estruturado: O modelo né&o
estruturado utiliza balagos de massa e cinética de
crescimento microbiano, consumo de substrato,
formagdo de produtos, mas sem utilizar metabdlitos
internos da célula. E um tipo de modelo bem
simplificado e eficiente para casos onde né&o
justifica complicar o modelo se ndo se tem interesse
em um produto interno.
O modelo a seguir foi desenvolvido por Raje et al.
Balango para a Biomassa (X):
X=R+P
Considera a formagéo de biomassa sendo uma parte
polimero e o resto da célula (parede ceular,
DNA €tc).
Balanco para a Biomassa residual (R):
Q(Bl =mR

dt
Onde mé dado pela equacdo abaixo onde considera
a soma do modelo de monod e um modelo
sigmoidal, multiplicado por um fator de inibicdo
para 0 caso onde nao tenha mais Frutose(Sg) eou
Nitrogénio(Sy) no meio.
¢ gag 2
S T 1 zfg_ (S/8)8
é Ka*S 18807 S

RIS F

m=

Q'I-IO

Balanco para Frutose(SF) i

(dt) ga d +CXR

Onde a, b e ¢ sdo pardmetros do modelo que
descrevem a dependéncia do consumo da frutose
com a formagado de biomassa residual, formagao de
polimero e manutencéo das células.

Balango para Nitrogenio (Sy):

E(i):-opdia

dt dt

Balanco para o P3HB (P):

iE).: - - A )@
i = (AR Ru)- b )i rerly

3 RESULTADOSE DISCUSSOES

De posse dos experimentos, é possivel
estimar os pardmetros de ambos os modelos e
comparar qual deles sera o melhor. Os dois foram
implementados no software EM SO, mas ainda néo
foi estimado os parametros.

Assim que forem redlizados o0s
experimentos, poderéo ser feitas modificagdes nos
modelos a fim de predizer algumas propriedades
reoldgicas finais, além de equagdes como consumo
de nitrogénio no modelo estruturado e modelo para
batelada alimentada, por exemplo.

4 CONCLUSOES

O modelo estruturado mostra resultados de
simulacdo coerentes. Assim que realizarmos
experimentos poderemos comparar os model os.
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