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Resumo: Será mostrado neste trabalho a modelagem fenomenológica da produção do P(3HB), crescimento 
celular, crescimento das cadeias do polímero e consumo de substrato, visando no futuro obter um modelo capaz 
de predizer as características finais do polímero obtido. O modelo do processo em reator batelada está sendo 
implementado no simulador EMSO. Os resultados preliminares mostram que é possível avaliar as características 
do produto gerado através da construção de curvas de distribuição de massas moleculares. 
 
 

1 INTRODUÇÃO 
Atualmente, os polímeros representam uma parcela 
muito importante do mercado de produtos para 
embalagens. No entanto, como a maioria dos 
polímeros comerciais caracteriza-se por apresentar 
taxas de decomposição quase desprezíveis nas 
condições ambiente, a disposição final de resíduos 
plásticos vem tornando-se um problema crítico para 
a sociedade e causando danos ao meio ambiente.  

Neste contexto a utilização de biopolímeros 
torna-se uma alternativa interessante, tendo em 
vista que uma de suas principais características é a 
biodegradabilidade e que a reação de degradação 
gera como produtos somente H2O e CO2. Além 
disso os biopolímeros são obtidos a partir de fontes 
renováveis, podendo-se utilizar uma variedade de 
substratos como, por exemplo, sacarose, amido, 
metano, óleo mineral e subprodutos da 
agroindústria como melaço, soro de leite, entre 
outros, não ficando sujeitos às oscilações de preço 
do petróleo nem a escassez deste.  

 Biopolímeros compreendem uma larga 
variedade de polímeros sintetizados por organismos 
vivos. Estes são classificados de acordo com sua 
estrutura em: ácidos nucléicos, polianidridos, 
polioxoesteres, politioesteres, polissacarídeos, 
poliisoprenoides polifenois e poliamidas.1-2 Dentre 
os polioxoesteres destacam-se os 
Polihidroxialcanoatos (PHAs), que são sintetizados 
por microorganismos como reserva de carbono e 
energia que, em geral, ocorre quando há excesso de 
fonte de carbono e limitação de algum nutriente 
essencial como nitrogênio, fósforo entre outros.2-3  

Os PHAs são polímeros termoplásticos e ou 
elastômeros, atóxicos, enatiomeros puros, 
insolúveis em água, impermeáveis ao ar, 
biocompativeis e biodegradáveis.2 O poli(3-
hidroxibutirato) (P(3HB)) é o mais difundido e 
melhor caracterizado membro dos PHAs. O P(3HB) 
é altamente cris talino e possui algumas 
propriedades semelhantes ao polipropileno.4,10 Na 
Figura 1 é possível verificar a composição de 
alguns tipos de PHAs. 



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

Seminário do Programa de Pós -Graduação em Engenharia Química 

Oktober Fórum 2005 − PPGEQ 

 

 

           

Figura 1: Formulas de alguns  PHAs (Lee,1996). 
 

Através da modelagem é possível prever o 
crescimento microbiano consumo de substrato e 
formação de produto, otimizar as condições de 
cultivo e perfis de alimentação. Além disso, o 
modelo matemático pode ser usado como 
ferramenta para testar hipótes es para estruturas 
regulatórias, uma vez que produtos biotecnológicos 
são obtidos de organismos vivos normalmente 
através de rotas metabólicas interconectadas e 
pouco elucidadas.11  

Nos estudos tradicionais de cultivos 
biotecnológicos, metabólitos extracelulares podem 
ser medidos, como substratos, produtos, bem como 
biomassa. Assim é possível desenvolver modelos 
baseados nessas variáveis. Esses modelos são 
classificados como não estruturados, são bastante 
utilizados, porém possuem dificuldades de prever o 
comportamento celular para diferentes condições. A 
medida que se consegue quantificar metabólitos 
intracelulares, consegue-se formular modelos 
estruturados que aumentam a capacidade de 
predição da fisiologia celular.  
Gombert and Nielsen (2000) dividem os modelos 
de acordo com a estrutura em: estequiométricos  os 
quais  são baseados nas características das redes 
metabólicas que são invariantes no tempo e em 
modelos cinéticos os quais são baseados tanto em 
estequiometria como também na cinética 
enzimática ou microbiana. Nos modelos 
estequiométricos relaciona-se a estequiometria com 
taxas de reação definidas em um balanço de massa. 
Quando se tem disponível informação sobre a 
cinética de um processo especifico é possível 
descrever a dinâmica deste processo através da 
combinação da cinética com a estequiometria das 
rotas metabólicas.  

Outra maneira de considerar aspectos 
regulatórios de metabolismo celular é pela adição 
de princípios cibernéticos, nestes casos são 
introduzidas variáveis cibernéticas no modelo 
cinético a fim de substituir um mecanismo 
regulatório desconhecido por uma função objetivo 
supondo que o metabolismo opera com objetivo 
global de otimizar o crescimento. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 
Microrganismo e condições de cultura: 

será cultivado a Bacteria Alcaligenes latus (DSM 
1123) cedida pela  Fundação Osvaldo Cruz para a 
produção do P(3HB). Atualmente estão guardadas 
liofilizadas em uma ampola. O meio de cultura será 
composto por 20 g/l de sacarose, 3g/l de 
(NH4)2SO4, e outros micronurtrientes. Serão 
realizados cultivos batelada e batelada alimentada 
em um biorreator de 2l Biostat B, Braun Biotech 
International, conectado a um computador remoto 
para aquisição de dados. A temperatura e pH do 
cultivo serão mantidos constantes em 30°C e pH 
6,5. 

Procedimentos analíticos: As células serão 
medidas por turbidimetria em um espectofotometro 
a 620 nm, seguindo curva padrão obtida por peso 
seco. A sacarose será analisada por cromatografia 
líquida de alta performance (HPLC). Para 
determinação da concentração de P(3HB) será 
utilizado o método da propanólise analisado em um 
cromatografo gasoso (CG).12 A curva de 
distribuição de peso molecular será obtido 
utilizando-se um cromatografo de permeação 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 seqüência de 3 reações catalisadas pelas 
enzimas: 3-Cetotiolase (acetil-CoA 
acetiltranferase), Acetoacetil-CoA redutase 
(hidroxibutiril-CoA desidrogenase) e a poli(3-
hidroxibutirato) sintase (PHB polimerase).4,5,6  A 
AcCoA é levada à Acetoacetil coenzima-A 
(AcAcCoA) através da reação de poli condensação 
reversível, esta é então reduzida a 3-hydroxibutiril 
coenzima -A (3HBCoA) obtendo-se assim o 
monômero.7 Este é incorporado a cadeia polimérica 
pela ação da PHB polimerase. 

É importante destacar que a reação de 
obtenção do 3HBCoA é dependente de NADPH 
(Fosfato de Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo, 
forma reduzida), e esta necessita da regeneração de 
NADP/NADPH. São considerados 3 candidatos 
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para a reação bioquímica de regeneração de 
NADPH: (a) glicose-6-hidrogenase; (b) 6-
fosfogluconato desidrogenase e (c) isocitrato 
desidrogenase no ciclo do acido tricarboxilico 
(TCA). O primeiro é na rota metabólica Entner-
Doudoroff e o primeiro e o segundo no ciclo 
pentose-fosfato. As enzimas (a) e ou (a) e (b) são 
mais  comuns quando a fonte de carbono é um 
carboidrato, quando se tem álcoois, ácidos 
orgânicos, alcanos entre outros a enzima preferida é 
a (c).7  

A Figura 2, mostra a rota metabólica  
Entener-Doudoroff. 

 
Figura 2: Rota metabólica utilizada para produção 
do PHB. (Yemane, 1993) 
 

Ho-Hong et al estudaram o metabolismo da 
E. coli recombinante crescendo em glicose, através 
da análise de fluxo metabólico, verificaram que o 
fluxo intracelular é reorientado para a síntese de 
PHB e torna-se maior quanto maior biomassa 
acumulada.  O Fluxo da rota metabólica Entner-
Doudoroff aumenta durante a produção 
evidenciando o envolvimento com a síntese de 
PHB. 

A degradação do P(3HB) é iniciada pela 
enzima P(3HB) depolimerase e forma o ácido 3-
hidroxibutirico. Este é oxidado a acetoacetato pela 
ação desidrogenase NAD-especifica e depois 
convertido a acetoacetil coenzima A.8 A conversão 
da acetoacetil-CoA  em acetil-CoA se da pela ação 
da Cetotiolase. 6 Por motivo de simplificação do 
modelo na degradação do polímero foi cosiderado 
obtenção direta do AcCoA a partir do ac3HB.  

Kawaguchi and Doi fizeram experimentos 
com a Alcaligenes eutrophus crescendo em glicose 
ou acido butiríco. Eles deixavam baixar a 
concentração de substrato e depois tornavam a 
adicionar em forma de pulso, e verificaram que 
quando não tinha mais frutose iniciava-se a 
degradação e quando se adicionava voltava a 
crescer o peso molecular.  

A seguir pode ser observado o mecanismo 
de reação para obtenção do PHB. Para o 
mecanismo de regulação fo i considerado inibição 
da depolimerização enquanto há piruvato 
disponível, assim enquanto houver fonte de carbono 
externo, haverá formação de piruvato e não 
ocorrera degradação de polímero. 

Formação do piruvato:  NADHNADPHADPPirNADATPS 222422 +++→++  
Formação da Acetil-coenzima-A   2CONADHAcCoANADCoASHPir ++→++  
Formação do complexo  
3-Cetotiolase e Aceto-CoA 

 *AcCoAphaAAcCoA
R
ICk

ICk

←
→+

 
Formação da Aceto-acetil-coenzima -A   CoASHAcAcCoAphaAAcCoAAcCoA

R
ik

ik

++←
→+*

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

 
*AcAcCoAphaBAcAcCoA

R
BCk

BCk

←
→+

 
Formação do 3-Hidroxibutiril-coenzima -A  phaBNADPHBCoANADPHAcAcCoA

R
Bk

kB

++←
→

+ 3*
 

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

 
*33 HBCoAphaCHBCoA

R
PCk

PCk

←
→+

 
Polimerização 
 

 CoASHphaCPHBHBCoA ++→ 1*3   
(iniciação)

 
 CoASHphaCPHBPHBHBCoA ii ++→+ +1*3    

(propagação)
 

Depolimerização  phaDHBacPHBphaDPHB i
dk

i ++→+ − 31  
 NADHADPAcCoACoASHATPNADHBac k ++→+++ 223 int

 
Mecanismo de regulação  D

R
ink

nki

PirphaDPir ←
→+
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O modelo a seguir foi proposto por Gambeta et all (2003a e 2003b). 
Balanço para biomassa (X): 
 X

dt
dX

⋅= µ
 

e 
 

AcCoAK
AcCoA

AcCoA +
⋅= maxµµ

 
onde µ (h-1) é a velocidade de crescimento especifica, é utilizado o modelo de monod para o calculo do µ, 
modelo clássico para cinética de crescimento microbiano,µmax é a velocidade especifica máxima de 
crescimento, KAcCoA é a constante de saturação do modelo de monod, AcCoA é a concentração de Acetil-CoA 
que é o substrato limitante.  
Foi adicionada a condição baseada na formação de biomassa.13  

0=µ quando NAD=0 ou NADP=0. 
 
Balanço para Sacarose (S): 
 Xq

dt
dS

S ⋅−=
 

e  Sq S ⋅+⋅= )( 11 βµα  

Onde q s é baseada na equação de Luedeking e Piret(1959), α1 e β1 são parâmetros do modelo que representam o 
consumo do substrato associado ao crescimento e não associado respectivamente. A equação foi modificada para 
considerar a quantidade de substrato disponível. 
É adicionada a condição de que q s=0 se ADP=0, isto é, não a consumo de substrato. 
 
Balanço para Piruvato (Pir):
 DR

ininPS PirkphaDPirkXqq
dt

dPir ⋅+⋅⋅−⋅−= )4(
 

e  
0032.0

)( 22
CoASHPirqP

⋅⋅+⋅= βµα
 

Da mesma forma, foi utilizada a equação de Luedeking e Piret, modificada para considerar as quantidades de 
piruvato e Coenzima -A disponíveis no meio.Foi adicionada a condição de qP=0 quando NAD=0. 
 
Balanço de massa para Acetil-CoA (AcCoA): 
 ( ) CoASHphaAAcAcCoAkAcCoAAcCoAkHBackAcCoAkphaAAcCoAk

Y
XXq

dt
AcCoAd R

II
R
ICIC

XS
P ⋅⋅+⋅⋅−⋅+⋅+⋅⋅−⋅−⋅= *

int
* .32.µ

 
 
 Foi adicionada a condição,           se CoASH=0 ou NAD=0 ou ATP=0. 
 

 

( ) CoASHPhaAAcAcCoAkAcCoAAcCoAkAcCoAkphaAAcCoAk
dt

AcCoAd R
ii

R
ICIC ⋅⋅+⋅⋅−⋅−⋅⋅= **

*

..
 

 
 Balanço para Acetoacetil-CoA (AcAcCoA): 

 

( ) ** AcAcCoAkphaBAcAcCoAkCoASHphaAAcAcCoAkAcCoAAcCoAk
dt

AcAcCoAd R
BCBC

R
ii ⋅+⋅⋅−⋅⋅−⋅⋅=

 

 

( ) phaBNADPHBCoAkNADPHAcAcCoAkAcAcCoAkphaBAcAcCoAk
dt

AcAcCoAd R
BB

R
BCBC ⋅⋅⋅+⋅−⋅−⋅⋅= 3**

*

 
 
Balanço para 3-hidroxibutiril-CoA (3HBCoA): 

 

( ) ** 3333 HBCoAkphaCHBCoAkphaBNADPHBCoAkNADPHAcAcCoAk
dt

HBCoAd R
PCPC

R
BB ⋅+⋅⋅−⋅⋅⋅−⋅⋅=

 
( ) ∑

∞

=

⋅⋅−⋅−⋅−⋅⋅=
1

**
1

*
*

33333
i

iPP
R
PCPC PHBHBCoAkHBCoAkHBCoAkphaCHBCoAk

dt
HBCoAd

 
 
Balanço para complexo piruvato-PHBdepolimerase (PirD): 

 

( ) DR
inin

D

PirkphaDPirk
dt
Pird ⋅−⋅⋅= .

 
 
 
 

 ( ) 0=
dt

AcCoAd
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Balanço para o Polihidroxibutirato (PHB): 
( ) ( )( ) ( )iidiiPP

i PHBPHBkPHBPHBkikHBCoA
dt
PHBd −⋅+−+⋅⋅= +− 111

* )(3 δ  

 
Balanço para o acido 3-hidroxi-butírico(ac3HB): 

( ) ∑
∞

=

⋅−⋅⋅=
1

int 33
i

id HBackPHBphaDk
dt

HBacd

 
 
Balanço para a enzima 3 -Cetotiolase (phaA): 

 

( ) CoASHphaAAcAcCoArAcCoAAcCoAkAcCoAKphaAAcCoAk
dt
phaAd R

ii
R
ICIC ⋅⋅⋅−⋅⋅+⋅+⋅⋅−= **

 
 
Balanço para a enzima Acetoacetil-CoA redutase (phaB): 

 

( ) phaBNADPHBCoArNADPHAcAcCoAkAcAcCoAKphaBAcAcCoAk
dt
phaBd R

BB
R
BCBC ⋅⋅⋅−⋅⋅+⋅+⋅⋅−= 3**

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

( ) ∑
∞

=

⋅⋅+⋅+⋅+⋅⋅−=
1

*
1

* 3333
i

iPP
R
PCPC PHBHBCoArHBCoAkHBCoAKphaCHBCoAk

dt
phaCd

 
 
Balanço para a enzima PHB depolimerase (phaD): 

 

( ) DR
inin PirkphaDPirk

dt
phaDd ⋅+⋅⋅−= .

 
 
Balanço para o cofator coenzima-A (CoASH): 

( ) HBackPHBHBCoArHBCoAkCoASHphaAAcAcCoAkAcCoAAcCoAkXq
Y

X
dt

CoASHd
i

iP
R

iiP
XS

3233 in t
1

*
1

* ⋅⋅−⋅⋅+⋅+⋅⋅⋅−⋅⋅+⋅−⋅= ∑
∞

=

µ

 
 
Balanço para Fosfato de Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo, forma reduzida (NADPH): 

( ) phaBNADPHBCoAkNADPHAcAcCoAk
Y

XXq
dt

NADPHd R
BB

XS
S ⋅⋅⋅+⋅⋅−⋅+⋅⋅= 32 *µ

 
 
Balanço para Fosfato de Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo (NADP): 

( ) phaBNADPHBCoAkNADPHAcAcCoAk
Y

XXq
dt

NADPd R
BB

XS
S ⋅⋅⋅−⋅⋅+⋅−⋅⋅−= 32 *µ

 
 
Balanço para trifosfato de adenosina (ATP ): 

 

( ) HBackXq
dt
ATPd

S 32 int ⋅−⋅⋅=
 

 
Balanço para trifosfato de adenosina (ATP ): 

 

( ) HBackXq
dt
ADPd

S 32 int ⋅+⋅⋅−=
 

 
Balanço para Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo, forma reduzida (NADH): 

 

( ) HBackXqXq
dt

NADHd
PS 32 int ⋅+⋅−⋅⋅=

 
 
Balanço para Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo (NAD): 

 

( ) HBackXqXq
dt

NADd
PS 32 int ⋅−⋅+⋅⋅−=
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Na Figura 1 é mostrado a simulação do modelo 
estruturado, este foi implementado no simulador 
EMSO.  
Os resultados estão coerentes com o processo de 
polimerização/depolimerização, isto é, enquanto 
tem fonte de carbono (Sacarose) ocorre a formação 
do PHB, quando acaba esta fonte ocorre um 
período de adaptação e em seguida o polímero é 
consumido como fonte de matéria prima, então a 
biomassa volta a crescer. 

 
 
Figura1: Simulação de um cultivo em batelada. 
 
Modelo Não Estruturado: O modelo não 
estruturado utiliza balaços de massa e cinética de 
crescimento microbiano, consumo de substrato, 
formação de produtos, mas sem utilizar metabólitos 
internos da célula. É um tipo de modelo bem 
simplificado e eficiente para casos onde não 
justifica complicar o modelo se não se tem interesse 
em um produto interno.  
O modelo a seguir foi desenvolvido por Raje et al. 
Balanço para a Biomassa (X): 
 PRX +=  
Considera a formação de biomassa sendo uma parte 
polímero e o resto da célula (parede celular, 
DNA,etc).  
Balanço para a Biomassa residual (R): 

 

( ) R
dt
Rd ⋅= µ

 
Onde µ é dado pela equação abaixo onde considera 
a soma do modelo de monod e um modelo 
sigmoidal, multiplicado por um fator de inibição 
para o caso onde não tenha mais Frutose(SF) e ou 
Nitrogênio(SN) no meio. 

( )






−⋅



























+








⋅+
+

⋅=
M

m
FN

n

S

N

n

S

N

NS

N

S
SS

K
S

K
S

SK
S /1

1
2

2
2

1
1 µµµ

 
 
 
 
 

Balanço para Frutose (SF): 
( )






 ⋅+⋅+⋅−= Rc

dt
dPb

dt
dRa

dt
Sd F

 
  
Onde a, b e c são parâmetros do modelo que 
descrevem a dependência do consumo da frutose 
com a formação de biomassa residual, formação de 
polímero e manutenção das células. 
 
Balanço para Nitrogenio (SN): 

 

( )
dt
dRd

dt
Sd N ⋅−=

 
 
Balanço para o P3HB  (P): 

( ) ( )( )
dt
dRe

SK
KPkRRk

dt
Pd

NS

S ⋅+
+

⋅⋅−−⋅= 2min1

 
 

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
De posse dos experimentos, é possível 

estimar os parâmetros de ambos os modelos e 
comparar qual deles será o melhor.  Os dois foram 
implementados no software  EMSO, mas ainda não 
foi estimado os parâmetros.   

Assim que forem realizados os 
experimentos, poderão ser feitas modificações nos 
modelos a fim de predizer algumas propriedades 
reológicas finais, além de equações como consumo 
de nitrogênio no modelo estruturado e modelo para 
batelada alimentada, por exemplo.  
 

4 CONCLUSÕES  
O modelo estruturado mostra resultados de 
simulação coerentes. Assim que realizarmos 
experimentos poderemos comparar os modelos. 
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