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Resumo

Polihidroxialcanoatos (PHAS) séo poliésteres biodegradaveis com potencial para
competir com plasticos derivados de fonte fossil, possuindo caracteristicas térmicas e
mecanicas semelhantes a estes polimeros. O poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) é um dos
PHAs mais estudados, sendo este sintetizado em corpos de inclusédo e acumulado como
reserva de carbono e energia por uma variedade de microrganismos. A separacdo do
polimero de dentro da célula é uma etapa fundamental deste processo com grande impacto
no custo do produto final, que tem como principal aplicacdio a area médica e
biotecnoldgica. Existem diferentes métodos de recuperacdo do biopolimero, entre eles
estdo os métodos quimicos, destacando-se a extracdo com uso de solventes halogenados,
mecanicos, como exemplo 0 moinho de esferas, e 0s bioquimicos, em especial utilizando
enzimas. Estes métodos podem ser utilizados de forma combinada. Este trabalho visou
avaliar o potencial de algumas enzimas na recuperacao de P(3HB) produzido pela bactéria
Bacillus megaterium. Inicialmente, foram realizados cultivos da B. megaterium e a
biomassa obtida foi liofilizada e homogeneizada. Apds, foi realizada a etapa de
recuperacdo enzimatica do biopolimero, seguida da quantificacdo do P(3HB) por método
analitico. Foram realizados ensaios de triagem para avaliar a eficiéncia destas enzimas na
recuperacdo do biopolimero e, com isso, selecionaram-se cinco enzimas para estudos
mais detalhados: Alcalase, Neutrase, Papaina, Bromelina e Pancreatina. Para cada uma
das enzimas foi realizado um conjunto de experimentos seguindo planejamento do tipo
Box Behnken para avaliar os efeitos dos parametros estudados na recuperagdo (pH,
temperatura e concentracdo de enzima em relacdo a biomassa). A pancreatina
proporcionou a maior recuperacdo e melhor custo-beneficio (pre¢co do kg enzima,
concentracdo enzimatica e percentual de pureza do P(3HB) recuperado), obtendo-se
P(3HB) com 85 % de pureza.



Abstract

Polyhydroxyalkanoates (PHAS) are biodegradable polyesters with the potential to
compete with plastics derived from fossil sources, having similar thermal and mechanical
characteristics to these polymers. Poly(3-hydroxybutyrate) (P(3HB)) is one of the most
studied PHAs, which is synthesized as inclusion bodies and accumulated as carbon and
energy reserves by a variety of microorganisms. The separation of the polymer from the
cell is a fundamental step of this process, possessing great impact on the final cost of the
product, which has, as its main applications, the medical and biotechnology areas.There
are different methods for recovering this biopolymer, among them the chemical methods,
mainly by using halogenated solvents, mechanical methods such as ball mills, and
biochemicals, using enzymes. These methods can be used in combination. This work
aimed at evaluating the potential of some enzymes in the recovery process of P(3HB)
from Gram-positive bacterium Bacillus megaterium. Initially, B. megaterium was
cultivated and the biomass obtained was lyophilized and homogenized. After that, the
enzymatic recovery step was performed, followed by P(3HB) quantification by analytical
method. Screening tests were performed to evaluate the efficiency of enzymes in the
biopolymer recovery and five enzymes were selected for more detailed studies: Alcalase,
Neutrase, Papain, Bromelain, and Pancreatin. For each of the enzymes, a set of
experiments was performed following Box Behnken Design to evaluate the effects of the
studied parameters on the recovery (pH, temperature, and enzyme concentration per
biomass). Pancreatin provided the highest recovery and the most cost-effective (price of
kg, enzyme concentration and purity of recovered P(3HB)), obtaining P(3HB) with 85 %
of purity.
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Capitulo 1

Introducao

A producdo de plasticos vem crescendo com o tempo. Além do aumento do
consumo em fungdo do crescimento da populagdo, os plasticos vém ganhando novas
aplicacdes e substituindo outros materiais (como vidro e metais). Em 2017 foram
produzidos quase 350 milhdes de toneladas destes materiais poliméricos. Desta
quantidade, apenas 9 % do lixo plastico é reciclado, o que resulta em acumulo de plasticos
pds-consumo no meio ambiente e causa grande impacto ambiental, principalmente pela
dificil degradacdo destes materiais. Uma quantidade significativa desse lixo plastico
encontra-se nos oceanos. Atualmente 80 % do lixo marinho é composto de materiais
plasticos (Jambeck et al., 2015; Lebreton et al., 2017; Nkwachukwu et al., 2013).

Quando em processo de degradacdo, os materiais poliméricos podem comecar a
se desintegrar, formando materiais particulados que podem ser separados em duas
categorias: macroplasticos (> 5 mm) e microplasticos (< 5 mm) (L&hr et al., 2017). Os
microplasticos, por sua vez, podem ser categorizados em primarios e secundarios
(Dauvergne, 2018). Microplasticos primarios sdo aqueles que foram produzidos neste
formato para aplicagdes especificas (como pellets ou microesferas), enquanto 0s
secundarios sdo gerados por processos de fragmentacdo/degradacédo de objetos plasticos
de maiores dimensdes (L6hr et al., 2017). Apesar de que j& ha registros de microplasticos
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secundarios encontrados em alimentos e bebidas, ainda ndo se conhece a sua gravidade
de impacto na saude humana (Ribeiro et al., 2018).

Pensando na reducgdo do lixo plastico no meio ambiente, além de politicas mais
fortes na reciclagem destes materiais, 0 uso de biopolimeros biodegradaveis é uma
alternativa para substituir os materiais derivados de fonte fossil. Os polihidroxialcanoatos
(PHAS) estdo entre os biopolimeros que despertam interesse industrial devido a sua
biodegradabilidade, sendo que o poli-3-hidroxibutirato - P(3HB) é o PHA mais estudado.
O P(3HB) apresenta algumas propriedades térmicas e mecanicas que se assemelham as
de polimeros de fonte fossil, como o polipropileno e o polietileno (Sudesh, Abe e Doi,
2000), possuindo grande gama de aplicacOes, desde descartaveis e embalagens até na area
médica, farmacéutica e biotecnoldgica, devido a sua biocompatibilidade com o organismo
humano (Albuquerque e Malafaia, 2018). Para se aumentar o uso destes biopolimeros
ainda é necessario reduzir custos na sua producdo. Embora o custo final destes
biopolimeros possa nunca se comparar com os derivados de fonte fossil, 0 seu uso em
maior escala e na substituicdo de polimeros que ndo se degradam com facilidade na
natureza poderia representar uma diminuicdo significativa do impacto ambiental
relacionado ao acimulo de residuos plasticos no meio ambiente.

Como o P(3HB) é sintetizado em corpos de inclusdo por diversos
microrganismos, seu processo de producdo é de elevado custo, principalmente devido as
etapas de recuperacdo e purificacdo do polimero (Jacquel et al., 2008; Lee et al., 1999).
Os métodos para recuperacdo de P(3HB) podem ser quimicos (solventes e digestores
quimicos), mecéanicos (exemplo: moinho de esferas) e bioquimicos (via enzimatica),
podendo ser aplicados de forma combinada ou em Unica etapa. Solventes halogenados
(em especial o cloroférmio) sdo os principais solventes empregados. Digestores celulares,
como hipoclorito de sédio, hidroxido de sodio e alguns surfactantes, também sdo
utilizados (Berger et al., 1989). Apesar de serem capazes de extrair o P(3HB) intracelular
com altas eficiéncias e purezas, os solventes clorados sdo nocivos a salde e apresentam
alto potencial poluidor. Assim, esfor¢os visando possibilitar a expansdo da utilizagéo
comercial do P(3HB) devem incluir o desenvolvimento de alternativas tecnol6gicas mais
adequadas para a etapa de recuperacdo e purificagdo do biopolimero, com menor impacto
sobre a salide e 0 meio ambiente.

Neste sentido, 0 processo de recuperacdo enzimatica representa uma opgéo

interessante. As enzimas sdo biocatalisadores biodegradaveis, que ndo sdo nocivas ao
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meio ambiente, além de serem utilizadas com condi¢Ges operacionais mais brandas
(baixas temperaturas e pH de trabalho proximo do neutro) e causar pouco ou nenhum
dano ao produto, comparando com o processo de extracdo por solvente (Kapritchkoff et
al., 2006). Além disso, as enzimas utilizadas séo provenientes de frutas — bromelina e
papaina — ou produzidas naturalmente por microrganismos ou seres Vivos — pancreatina
e alcalase. Muitas vezes sdo empregadas com auxilio de métodos quimicos ou com pré-
tratamentos (mecéanicos ou térmicos) que resultam em maior eficiéncia do processo
(Jacquel et al., 2008).

Outro aspecto importante na etapa de recuperacdo do biopolimero sdo as
caracteristicas do microrganismo utilizado para sua produgdo. Dentre 0s microrganismos
produtores de P(3HB), os mais estudados sdo as bactérias, tanto Gram-negativas quanto
Gram-positivas. A parede celular das Gram-negativas tem apenas alguns nanémetros de
espessura de peptidoglicano, enquanto, nas Gram-positivas é composta por varias
camadas de peptidoglicano — polimero natural formado por dois mondémeros ligados de
maneira alternada, N-acetilglicosamina (NAG) e N-acetilmuranico (NAM) — com uma
espessura entre 20 e 80 nandmetros (Reith e Mayer, 2011). Por outro lado, enquanto as
Gram-positivas ndo possuem a camada de lipopolissacarideos (LPS), as bactérias Gram-
negativas, por conter membrana externa, contém LPS, entre os quais pode estar presente
o lipidio A, endotoxina que necessita ser extraida na recuperagdo via solventes porque
pode causar resposta imunoldgica no organismo humano (Wang et al., 2011). Além das
Gram-positivas possuirem uma camada mais espessa de peptidoglicano, elas também
possuem &cidos teicdicos na sua estrutura. Essa molécula € formada pela unido de um
acido e fosfato, atribuindo uma carga global negativa a parede celular. Os acidos teic6icos
podem estar ligados aos peptidoglicano da parede celular (wall teichoic acids, WTA) ou
aos lipideos da membrana celular (lipoteichoic acids, LTA). Ambas as estruturas estdo
presentes simultaneamente em varias espécies de bactérias Gram-positivas (Steen, 2005).

A bactéria Bacillus megaterium é Gram-positiva e, portanto, possui uma camada
mais espessa de peptidoglicano que a torna um organismo mais resistente e, por isso, mais
facil de trabalhar quando comparada a outras bactérias produtoras de P(3HB) Gram
negativas. Além disso, é bastante versatil em relacdo ao substrato para seu cultivo, o que
possibilita producéao a partir de substratos de baixo custo (Borges, 2017).

Pouco ainda é conhecido a respeito da técnica de recuperacdo via enzimatica do

P(3HB), e menos ainda a partir de bactérias Gram-positivas, 0 que justifica o
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desenvolvimento de estudos acerca da otimizacdo dessa etapa para futura aplicacédo
industrial.

Assim sendo, o0 objetivo principal desse trabalho foi avaliar o desempenho de um
conjunto de enzimas na recuperacdo do poli(3-hidroxibutirato) a partir da biomassa de
bactéria Gram-positiva Bacillus megaterium e otimizar as condi¢Ges do processo para as
proteases a partir de um planejamento experimental Box Behnken.

A fim de atingir o objetivo principal, definiram-se os objetivos especificos
descritos a sequir:

1. Selecionar enzimas com capacidade de digerir a parede celular para purificacéo
de P(3HB) a partir de B. megaterium.

2. Otimizar as condigdes pH, temperatura e concentracdo enzimética das enzimas
mais promissoras para a recuperacdo do biopolimero com a biomassa de B. megaterium,
realizando planejamento experimental do tipo Box Behnken.

3. Analisar os modelos e as superficies de resposta obtidos para cada enzima a
fim de encontrar as condi¢es étimas de processo para cada uma.

4. Verificar o melhor custo-beneficio entre as enzimas analisadas.

5. Avaliar o uso de ultrassom como pré-tratamento celular na recuperacao
enzimatica.

6. Comparar recuperacao enzimatica com método convencional de purificacdo —

método de extracdo por solvente.

A estrutura dessa dissertacdo conta com mais 5 capitulos além deste capitulo
introdutério. O Capitulo 2 apresenta uma revisao bibliografica sobre da composi¢do do
polimero e microrganismo de trabalho nesta pesquisa, alem de breves explicacdes a
respeito das técnicas de recuperacdo de polimero mais estudadas. O Capitulo 3 descreve
as etapas dos experimentos executados durante a presente pesquisa. O Capitulo 4
apresenta os resultados obtidos e feitas as devidas discussées. O Capitulo 5 traz as
consideracdes finais e sugestdes para proximos trabalhos na mesma linha de estudo.

Finalmente, o Capitulo 6 lista as referéncias consultadas ao longo de todo o trabalho.



Capitulo 2

Revisao Bibliografica

Neste capitulo serdo abordados primeiramente conceitos e informagdes gerais que sao
consideradas fundamentais para a compreensdao do presente trabalho, incluindo temas como
biopolimeros, caracteristicas da familia de polihidroxialcanoatos (PHASs), aplicaces,
microrganismos produtores destes polimeros e suas caracteristicas e diferencas estruturais.
Posteriormente, ¢ feita uma revisao detalhada da literatura referente a estratégias de recuperacao

destes biopolimeros intracelulares.

2.1. Biopolimeros e biodegradacao

Segundo a instituicdlo European Bioplastics, um bioplastico € um polimero
biodegradavel, ou um polimero produzido a partir de uma matéria-prima renovavel, ou material
plastico com as duas caracteristicas. Os materiais biodegradaveis sdo aqueles que sao
degradados pela a¢do de microrganismos como bactérias, fungos e algas, podendo ser obtidos
a partir de fontes fosseis ou de fontes renovaveis. Na Figura 2.1 estdo apresentados exemplos
de polimeros classificados de acordo com a origem da matéria-prima e com a

biodegradabilidade (Adaptado de European Bioplastics, disponivel em: < http://docs.european-

bioplastics.org/publications/fs/EUBP_FS_What are_bioplastics.pdf >).
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Fonte renovavel

Biopldsticos E Biopldsticos
PET (eteno renovével) : PLA
PE (renovével) ‘ PHA
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PTT (1,3 PDO renovével) :
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PP § PBAT
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Fonte fossil

Figura 2.1: Classificacdo dos polimeros de acordo com a origem da matéria-prima e

com a biodegradabilidade.

Entre os materiais citados na Figura 2.1, os PHASs sdo uma classe de polimeros que se
destacam por possuirem as duas caracteristicas, ou seja, sdo produzidos a partir de fontes
renovaveis e sao biodegradaveis, constituindo uma alternativa para o problema ambiental

causado pelo acimulo de plasticos no meio ambiente.

2.2. Estrutura molecular e caracteristicas fisico-

guimicas do PHA

Os PHAs sdo uma classe de ésteres poliméricos sintetizados e acumulados em granulos
intracelulares por diversos microrganismos em cultivos, geralmente, com restricdo de algum
nutriente (fosforo ou nitrogénio), ou restricdo de oxigénio, em meio rico em carbono e com 0s
sais minerais necessarios para a manutencao celular. A principal dificuldade da disseminacao
do uso dos PHASs é o custo do produto final, bastante superior ao valor de comercializagdo de
polimeros de origem petroquimica. As causas para isto incluem baixos indices de rendimento
e produtividade dos microrganismos utilizados, custo da fonte de carbono e nitrogénio, além
das caracteristicas, que serdo abordadas nesse capitulo, acerca dos métodos de recuperacao e

purificacdo disponiveis (Sudesh, Abe e Doi, 2000).
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A estrutura quimica da unidade monomérica dos PHA esta apresentada na Figura 2.2,
O tipo de radical R e o valor de n ddo origem as diferentes unidades monoméricas que
constituem os polimeros e os copolimeros. O radical R pode variar desde um Unico atomo de
hidrogénio até tridecil (C13), podendo conter insaturagdes, grupos aromaticos ou ainda ligacdes
com halogenados (como fltor e cloro). O grau de polimerizagdo pode variar de 100 a 30.000

vezes. O poli(3-hidroxibutirato) possui a estrutura representada neste esquema, tendo como

substituinte (R) um grupo metil (CHz) e o valor de n igual a um.

—0 —CH —(CH). — C —
|

R 0 100-30000
n=1 R= hidrogénio Poli (3-hidroxipropionato)
R=metil Poli (3-hidroxibutirato)
R=etil Poli (3-hidroxivalerato)
R= propil Poli (3-hidroxihexanoato)
R=pentil Pol1 (3-hidroxioctanoato)
R=nonil Poli (3-hidroxidodecanoato)
n=2 R=hidrogénio Poli (4-hidroxibutirato)
R= metil Poli (4-hidroxivalerato)
n=3 R= hidrogénio Poli (5-hidroxivalerato)
R=metil Poli (5-hidroxihexanoato)
n=4 R=hexil Poli (6-hidroxidodecanoato)

Figura 2.2: Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos. Adaptado de (Lee, 1996).

Entre os diversos PHASs, apenas alguns deles foram incorporados a producao em larga
escala: poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)], poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) [P(3HB-
c0-3HV)] e poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxi-hexanoato) [P(3HB-co-3HHx)] (Pefia et al.,

2014). As estruturas destes polimeros estdo representadas na Figura 2.3.

Figura 2.3: Estruturas moleculares dos polimeros P(3HB), P(3HB-co-3HV) e P(3HB-co-3HHX).

o
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Adaptado: (Pefia, 2014).
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Os polihidroxialcanoatos mais estudados sédo o P(3HB) e o P(3HB-co-3HV) (Sudesh,
Abe e Doi, 2000), sendo o P(3HB) o polimero mais utilizado dessa familia. O P(3HB) destaca-
se por apresentar propriedades similares as de alguns polimeros de fonte fossil que sdo muito
utilizados no cenario industrial (Kulpreecha et al., 2009). Para fins comparativos, algumas

propriedades de PHAs e de polimeros de origem petroguimica sdo apresentadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Tabela comparativa das propriedades de alguns polihidroxialcanoatos e alguns
polimeros de origem petroquimica. Adaptado de: (Lee, 1996; Sudesh, Abe e Doi,

2000).
' T Tg? Médulo I?esist?ncia Alongamento Resisténcia

Polimero 0) 0) de Young atragdo na ruptura ao. _|lmpacto
(GPa) (MPa) (%) (3-m~)

P(3HB) 179-180 4 3,5 40 5 50

P(3HB-co-

3HV)

3 mol % 3HV 170 25 38 60

9 mol % 3HV 162 19 37 95

14 mol% 3HV 150 1,5 35 120

20 mol% 3HV 145 1,2 32 50 200

25mol% 3HV 137 0,7 30 400

71 mol% 3HV 83 -13 -

Polipropileno 170 -10 1,7 34,5 400 45

Polietileno- 262 2,2 56 7300 3400

tereftalato

Poliestireno 110 3,1 50 - 21

Temperatura de fusdo ou temperatura de amolecimento.
2Temperatura de transicéo vitrea.

Em relacéo as caracteristicas fisico-quimicas do P(3HB), sua baixa estabilidade térmica
é um grande desafio para sua aplicacdo industrial, pois reduz a sua processabilidade através de
operacOes unitarias convencionais da industria de polimeros, como extrusdo e injecdo. 1sso
ocorre porque a temperatura de fusdo do P(3HB), que varia entre 170 e 180 °C, é muito proxima
da sua temperatura de degradacédo, 180 — 190 °C (Hong, Hsu e Ye, 2012; Pefia et al., 2014). As
temperaturas de fusdo e transicdo vitrea aumentam com o aumento da massa molar para
compostos de baixa massa molar e variam pouco para compostos de alta massa molar. A
composi¢do monomérica dos copoliésteres é um outro fator que influencia significantemente

as temperaturas. Por isso, o estudo do copolimero P(3HB-co-3HV) ¢ bastante relevante, visto
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que seu ponto de fusédo (Tm) € reduzido na medida que o percentual de hidroxivalerato aumenta
na cadeira polimérica. Esse aspecto contribui para a processabilidade do material (Borges,
2017; Holmes, 1985).

O mobdulo de Young e a resisténcia a tracdo do P(3HB) estdo na mesma ordem de
grandeza que os valores obtidos para polipropileno, porém a capacidade de elongacao até a
ruptura do P(3HB) é muito inferior a do polipropileno, o que o torna muito fragil. As causas
dessa fragilidade podem ser oriundas da cisdo das cadeias poliméricas e da propagacao das
rachaduras ao redor dos esferulitos, dada a elevada cristalinidade dos PHAs (Sudesh, Abe e
Doi, 2000).

2.3.  Aplicacdes dos polihidroxialcanoatos

As aplicacdes dos PHAs se estendem desde embalagens descartaveis até uso médico,
farmacéutico e biotecnolégico. Devido ao alto custo de producdo destes polimeros 0 uso em
descartaveis ndo é competitivo com plasticos derivados de petroleo.

Devidos as caracteristicas do poli(3-hidroxibutirato) e seus copolimeros, eles foram
inicialmente utilizados na producdo de garrafas, filmes e fibras para embalagens biodegradaveis
e sacos de protecdo para plantas. As aplicagdes similares aos produtos plasticos convencionais
incluem itens descartaveis tais como recipientes de cosméticos, copos, produtos de higiene
feminina, fraldas, e outros utensilios domésticos (Khanna e Srivastava, 2005).

Nas areas médica e farmacéutica é onde se encontram as suas principais aplicaces
devido as caracteristicas de biodegradabilidade e a biocompatibilidade destes polimeros
(Bissacot, 2018; Jacquel et al., 2008). Na area farmacéutica sdo utilizados como matriz de
materiais para a liberacdo lenta de farmacos e hormdnios. Outros exemplos de aplicacdo destes
biopolimeros incluem o uso em materiais como suturas, proteses ésseas, valvulas cardiacas
(como stends) e engenharia de tecidos (Pefia et al., 2014).

Alguns exemplos de aplicagdes sdo apresentados na Tabela 2.2.

O baixo volume de biopolimeros utilizado para producao desses artigos e seu alto valor
agregado viabilizam sua producéo. No organismo, esse biopolimero apresenta baixos niveis de
rejeicao, pois, quando metabolizado, o principal produto é o acido 3-hidroxibutirico, composto

quimico ja presente no sangue humano (Zinn et al., 2001).
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Tabela 2.2: Exemplos de aplicacbes dos polihidroxialcanoatos em areas medicas.
Adaptada de Zinn et al., (2001).

Tipo de aplicacéo Produtos

Suturas, malhas cirdrgicas, eletrodos neurais (nerve cuffs), pele sintética

Tratamento de feridas (skin substitutes), grampos (staples);

Valvulas cardiacas, tecidos cardiovasculares, remendo de pericérdio,

Sistema vascular .
enxertos vasculares;

Estruturas para cartilagem, gaiolas espinhais (spinal cages), enxerto

Area Ortopédica 0sseo, regeneragdo de menisco, dispositivos de fixacdo interna
(parafusos);
Area farmacéutica Micro e nanoesferas utilizadas em terapias anticancer;
Area Uroldgica Stents uroldgicos;
Area odontoldgica Materiais de barreira para regeneracéo tecidual guiada de periodontite;

Tomografia computadorizada e

. Agentes de contraste;
ultrassonografia

2.4.  Microrganismos e meios de cultivos usados para a
producao de P(3HB)

A capacidade de sintetizar e acumular P(3HB) e outros PHAs como reserva de carbono
e energia é generalizada entre os procariontes. Foram relatadas mais de 300 espécies,
principalmente de bactérias que produzem esses polimeros. No entanto, nem todos esses
microrganismos armazenam uma quantidade suficiente de P(3HB) para aplicacdo em larga
escala (Chanprateep, 2010). Além disso, outro aspecto importante € o tipo de substrato
requerido pela bactéria para a producdo do biopolimero. Enquanto alguns microrganismos
requerem substratos de grande pureza, outros permitem cultivo com substratos de menor custo,
0 que é de grande relevancia para reduzir o custo de producéo. Dentre esses substratos de menor
custo, destacam-se aqueles que sdo subprodutos de processos industriais, tais como, soro de
leite (Borges, 2017), melaco de cana de acUcar (Kulpreecha et al., 2009) e glicerol — proveniente
da sintese de biodiesel (Naranjo et al., 2013).

A producdo de PHAs vem sendo estudada por muitos pesquisadores, e na maior parte
dos casos se utiliza culturas contendo uma Unica espécie de bactéria. A possibilidade de culturas
microbianas mistas parece promissora pois esta ndo requer manutencao de condicdes estéreis e

facilita o uso de matérias-primas de baixo custo, como residuos agroindustriais. Este processo



REVISAO BIBLIOGRAFICA 11

de producdo teria como vantagem a reducdo da carga poluidora de residuos (Villano et al.,
2014).

Dentre as bactérias capazes de acumular grandes quantidades de PHA estdo Cupriavidus
necator (Ralstonia eutropha, reclassificada), Azohydromonas lata (Alcaligenes latus,
reclassificada), Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida, Aeromonas hydrophila,
Paracoccus denitrificans, Methylobacter. extorquens, Bacillus spp., Azotobacter vinelandii e
Escherichia. coli recombinante, expressando os genes biossintéticos de P(3HB) de C. necator,
A. lata ou A. vinelandii (Lee, 1996; Pefia et al., 2014).

A sintese do poliéster acontece quando ha limita¢do de um nutriente, como nitrogénio,
fosforo, oxigénio, mas ha disponibilidade de carbono no meio de cultivo. Nessas condi¢des o
P(3HB) é produzido e armazenado no meio intracelular na forma de granulos, que podem ser
observados por microscopia eletronica de varredura, como mostra a Figura 2.4. Em caso do

nutriente faltante ser restabelecido, enzimas despolimerases degradam e metabolizam o

polimero como fonte de energia (Merrick e Doudoroff, 1964).

2O\ Lo

Figura 2.4: Granulos de P(3HB) intracelular em (A) Escherichia coli e (B) Bacillus
megaterium - microscopia eletronica (x 30.000). Fonte: (A) Lee, 1995 e (B) Gouda, 2001.

Uma das espécies mais citadas na literatura para a produgéo de P(3HB) é a C. necator,
isto porque esta bactéria é capaz de acumular até 80 % da massa de células secas deste
biopolimero (Povolo et al., 2010). Este microrganismo pode ser utilizado na sua forma
selvagem ou com algumas modificacbes genéticas, que possibilitam o uso de um meio de
cultivo a partir de substratos de menor custo. O principal substrato utilizado é a glicose, mas as
linhagens recombinantes podem utilizar como fonte de carbono o glicerol, subproduto da
producéo de biodiesel. Por exemplo, Cavalheiro (2009) produziu P(3HB) utilizando C. necator

recombinante e glicerol como fonte de carbono obtendo 62 % de acumulo, enquanto Povolo e
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colaboradores (2010) utilizaram subprodutos ricos em lactose como meio de cultivo para a
linhagem geneticamente modificada e alcancaram bons resultados de producao de polimero.

O acumulo de P(3HB) em E. coli recombinante pode variar entre 30 até 95 % em
peso seco de células (Kusaka et al., 1997). Lee e Chang (1993) avaliaram a densidade celular
possivel para E. coli pSYL104 em sacarose, que seria uma fonte de carbono de valor inferior a
glicose, concluindo que esta linhagem apresenta alta produtividade de P(3HB). Park et al (2002)
estudaram a producéo do biopolimero a partir de soro de leite em cultura descontinua de E. coli
CGSC 4401 - modificada com um plasmideo contendo os genes da biossintese de
polihidroxialcanoatos de Alcaligenes latus, concluindo que o acimulo de polimero esta
vinculada a concentracdo de lactose utilizada no cultivo do biorreator, obtendo entre 60 e 70 %
(p-pt) nos testes realizados.

A R. eutropha pode utilizar varios compostos organicos como fonte de carbono, entre
eles: frutose, glicose, lactato e succinato. Algumas espécies de R. eutropha recombinantes
conseguem utilizar sacarose. Este microrganismo pode acumular em torno de 80 % de sua
massa seca celular em polimero (Dalcanton, 2006; Lee, 1996).

Outra bactéria muito estudada é Azohydromonas lata (Alcaligenes latus),
principalmente por utilizar sacarose como meio de cultivo, obtendo 87 % de P(3HB) em relacéo
a massa de células bacterianas secas (Wang, F. and Lee, 1997). Além disso, é um
microrganismo que comeca a acumular o biopolimero ainda na fase de crescimento
exponencial, com uma alta taxa de crescimento (Lee, 1996).

O género de bactérias Methylobacterium se destaca pela sua capacidade de crescer e
acumular P(3HB) utilizando metanol como fonte de carbono, substrato de baixo custo como
mencionado por Mokhtari (2009). Embora utilize um substrato mais barato, no estudo, o
microrganismo atingiu apenas 35 % de polimero.

Duas bactérias do género Bacillus se destacam na literatura como produtoras de PHAS,
o0 Bacillus cereus e o Bacillus megaterium, sendo que esta Gltima é a bactéria na qual o P(3HB)
foi encontrado pela primeira vez em 1962 (Poirier, Nawrath e Somerville, 1995). Tratam-se de
bactérias Gram-positivas, caracteristica cujas implicacdes no processo de extracdo do polimero

serdo abordadas na Secéo 2.4.
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Figura 2.5: Estrutura do granulo de PHA encontrada no Bacillus megaterium.
Adaptado de: Zinn et al, (2001).

Uma das caracteristicas positivas da bactéria B. megaterium é o fato de que, sem
necessitar de modificacdes genéticas, é capaz de se desenvolver e acumular P(3HB) utilizando
diferentes fontes de carbono como frutose, glicose, xilose, lactose, sacarose, maltose, entre
outras (Faccin, 2012; Gouda et al., 2001). Também é possivel utilizar como fonte de carbono
residuos agroindustriais (Sathiyanarayanan et al., 2013) e soro de leite (Borges, 2017
Hassemer, 2016), considerados substratos de baixo valor agregado. O armazenamento do
poliéster ocorre em granulos, como o modelo representado na Figura 2.5. O B. megaterium
recobre sua reserva de P(3HB) por uma monocamada de lipideos (0,5 % em base maéssica) e
proteinas (2 %) (Zinn et al., 2001).

Naranjo et al., (2013) avaliaram os rendimentos de acumulo de P(3HB) para B.
megaterium a partir de glicerol e glicose como substratos. Rendimentos semelhantes (proximos
de 60 % de massa de biopolimero) foram obtidos e os custos totais foram estimados para escala
industrial, sendo que o glicerol apresentou reducédo de custos de até 20 % comparado a glicose.
As condigdes de cultivo utilizadas foram pH de 7,0, saturacdo de oxigénio de 80 % e
temperatura de 33 °C.

Kulpreecha et al., (2009) obtiveram resultados promissores para producéo de P(3HB)
através de B. megaterium BA-019 utilizando-se fonte de carbono e nitrogénios de baixo custo.
Foram comparados dois substratos ricos em carbono, sacarose pura e melaco, que € um produto
intermediario do processo de fabricagdo de acUcar, rico em sacarose e minerais tais como
manganés, magnesio, fosforo, potassio, zinco, sodio e célcio. A fonte de nitrogénio também foi
avaliada, comparou-se sulfato de amonia e ureia em quantidades equivalentes de oferta de
nitrogénio. Uma densidade celular mais alta e um maior nivel de producédo de P(3HB) foram

obtidos usando melacgo de cana e ureia como fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente,
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chegando proximo de 55 % de massa seca de biopolimero. As condigdes de cultivo utilizadas
foram pH de 7,0, temperatura de 33 °C e saturacdo de oxigénio de 60 %, sendo esta saturacédo
baixa quando comparada com outros trabalhos, podendo com saturagdes maiores, aumentar a
produtividade deste sistema.

Kulpreecha et al., (2009) ressaltam que fontes de carbono néo purificadas, ou seja, que
ndo sejam formados por um determinado carboidrato isolado, sdo melhores substratos para
crescimento bacteriano. Além do melago, com extrato de malte e xarope de milho os autores
também obtiveram melhoria na producéo de P(3HB) em comparagdo com agucares purificados
(glicose, frutose e sacarose). Esse efeito ocorre, provavelmente, porque estes meios contém,
além de carboidratos, outros nutrientes necessarios para crescimento celular, tais como acidos
organicos, minerais e vitaminas. Tais resultados séo especialmente animadores quando se avalia
seu impacto no custo de producdo do P(3HB), devido ao menor custo dos substratos nao
purificados que passaram pelo processo de obtencdo de um ou mais sacarideos especificos.

Zhang et al., (2013) utilizaram como substrato um meio de cultura rico em glicose e
xilose obtido pela hidrolise do bagago proveniente da extracdo de dleo de dendé, que é rico em
celulose e hemicelulose. Com este substrato, a linhagem de B. megaterium R11 foi capaz de
produzir P(3HB), sendo que a maior producdo foi obtida quando utilizada triptona como fonte
de nitrogénio. O percentual de P(3HB) acumulado evidenciado foi 43 + 3,8 %.

Métodos de cultivo em estado sélido, como alternativa de otimizacdo do processo
produtivo, também vém sendo estudados. Sathiyanarayanan et al., (2013) mostraram que existe
potencial para este método por meio de um conjunto de experimentos realizados com a
linhagem marinha B. megaterium MSBNO4, utilizando um subproduto da inddstria da tapioca
como substrato.

Dessa forma, um dos motivos que sustenta a escolha pelo B. megaterium como
microrganismo produtor de PHA nessa pesquisa € a sua capacidade de crescimento e sintese de
P(3HB) a partir de diversos substratos de baixo custo agregado e substratos provenientes de

residuos agroindustriais.
2.5. Estrutura da parede celular bacteriana

As bactérias podem ser classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas, onde a
principal diferenca se encontra na composi¢do de sua parede celular. Grande parte dos

microrganismos produtores de P(3HB) sdo Gram-negativas, sendo apenas as bactérias do
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género Bacillus os exemplos de Gram-positivas encontradas na literatura, conforme mostra a
Tabela 2.3 (Tortora et al., 2012; Valappil et al., 2006).

Tabela 2.3: Classificagdo de bactérias produtoras de PHA.
Adaptado de: Valappil et al., (2006).

Microrganismo Classificacao

Cupriviadus necator? selvagem Gram-negativa
Methylobacterium sp. Gram-negativa
Azohydromonas lata Gram-negativa
Pseudomonas olevorans Gram-negativa
Cupriviadus necator recombinante Gram-negativa
Escherichiacoli recombinante Gram-negativa
Bacillus megaterium Gram-positiva
Bacillus cereus Gram-positiva

2 A C. necator anteriormente era nomeada como Alcaligenes eutropus e Ralstonia
eutropha

Um dos componentes da parede celular bacteriana € uma rede macromolecular
conhecida como peptidoglicano — também conhecido por mureina. A camada peptidoglicana
consiste em um polimero natural formado por dois monémeros ligados de forma cruzada, N-
acetilglicosamina (NAG) e N-acetilmuranico (NAM) (de murus, significando parede),
representadas na Figura 2.6 (Tortora et al., 2012).

N-acetilglicosamina Acido N-acetiimuramico
(NAG) (NAM)

Figura 2.6: N-acetilglicosamina (NAG) e acido N-acetilmuramico (NAM) unidos como na
peptidoglicana. Fonte: Tortora et al., (2012).
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A parede celular das bactérias Gram-positivas consiste em varias camadas de
peptidoglicano, formando uma parede mais robusta, com uma espessura entre 20 e 80
nandmetros (Reith e Mayer, 2011), podendo representar entre 30 a 70 % de massa celular seca
(Hogg, 2005). Além disso, a estrutura celular, conforme a Figura 2.7, contém acidos teicoicos,

que sdo moléculas formadas pela unido de um alcool (como glicerol ou ribitol) e fosfato.

Meio extracelular

Proteina Acidos

lipotecoico
%
i

Camada de
peptideoglicanos

&
A8 \IRRARRL oo
0\ gy =

Meio intracelular

Figura 2.7: Constituicdo da parede celular de bactérias Gram-positivas.
Adaptada de Hogg (2005).

Existem duas classes de acidos teicdicos: lipoteicoico (lipoteichoic acids, LTA), que
atravessam a camada peptidoglicana e estdo ligados a membrana plasmatica, e os teicéicos da
parede (wall teichoic acids, WTA) que estdo ligados a camada peptidoglicana. Estes &cidos
atribuem uma carga negativa (proveniente dos grupos fosfato) podendo se ligar e regular o
movimento de cations para dentro e fora da célula, conforme observado na Figura 2.8 (Brown
et al., 2013). Eles também podem influenciar no crescimento celular, impedindo a ruptura da
parede e a possivel lise celular. Estes &cidos também fornecem boa parte da especificidade
antigénica da parede, e portanto, tornam possivel fazer a identificacdo de Gram-positivas
(Tortora et al., 2012).
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Figura 2.8: Distribuicao dos acidos teicoicos na parede celular de bactérias Gram-positivas.

Adaptado de: Brown et

al., 2013.

As células das bactérias Gram-negativas possuem uma camada muito mais fina de

peptidoglicano, sendo inferior a 10 % do peso seco da parede celular, tornando-a menos

resistente quando comparada com as Gram-positivas. No entanto, esse grupo possui uma

membrana externa de lipopolissacarideos (LPS), estrutura complexa formada por lipoproteina,

polissacarideo e fosfolipidio, conforme a Figura 2.9 (Hogg, 2005; Tortora et al., 2012).
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Figura 2.9: Constituicdo da parede celular de bactérias Gram-negativas.

Adaptada de Hogg, 2

005.
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A camada de lipopolissacarideos (LPS), estrutura ausente em bactérias Gram-positivas,
pode conter lipideo A, que € uma endotoxina capaz de causar uma resposta imunoldgica ao
organismo humano (Wang et al., 2011). O lipideo A é um composto organico que pode ser
extraido de bactérias Gram-negativas juntamente com o P(3HB) na etapa de recuperacdo do
polimero com solventes, como € o caso, por exemplo da C. necator (Lee et al., 1999). Esse fato
é um complicador em aplicacdes medicinais, pois esse lipideo pode levar a condi¢des graves
como febre e choque tdxico, sendo necessaria a implementacao de uma etapa de separacao desta
substancia no processo industrial. Mesmo com essa dificuldade, os exemplos de produgéo em
escala industrial se restringem a producdo de P(3HB) a partir de bactérias Gram-negativas
(Valappil et al., 2007).

Por ndo conter essa endotoxina e por ser uma bactéria mais resistente para cultivos em
larga escala, as bactérias do género Bacillus como microrganismos produtores de P(3HB) sdo
uma alternativa.

O género Bacillus retne espécies patogénicas, que € o caso da B. cereus, onde algumas
linhagens desse microrganismo estdo relacionadas a infecgdes alimentares (Kotiranta et al.,
2000). No entanto, o B. megaterium, espécie utilizada nesta pesquisa é uma espécie nao
causadora de doencas (Hanna e Ireland, 1999), o que a torna mais atrativa no caso de futuro
escalonamentos de processo.

A Tabela 2.4 apresenta um resumo das principais diferencas entre bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas.

Tabela 2.4: Comparacao das principais diferencas observadas entre a composi¢do da parede
celular das bactérias. Adaptada de Tortora et al. (2012).

Caracteristica Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas
Espessura da camada de Espessa (multiplas camadas) Fina (Unica ou poucas
peptidoglicano camadas)
Acidos teicoicos Presentes em muitas Ausentes
Membrana externa Ausente Presente
Conteudo de Nenhum Alto

lipopolissacarideos (LPS)
Resisténcia a ruptura fisica Alta Baixa
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2.6. Recuperacao do biopolimero

O processo para a obtencdo do biopolimero em questdo envolve duas principais etapas:
cultivo e a separagdo entre a biomassa celular e do P(3HB). Alguns estudos indicam que o
método de recuperacdo do meio intracelular pode ser relacionado com 50 % do custo do produto
final (Lépez-Abelairas et al., 2015). Na escolha do método também é fundamental manter as
propriedades fisicas, mecénicas e quimicas adequadas do produto além de uma técnica que
possua um alto rendimento para tornar viavel o processo de producdo (Ramsay et al., 1994).

O processo de separacdo pode ser dividido de maneira geral em trés partes: um pré-
tratamento da biomassa, a recuperacdo do biopolimero intracelular e a purificacdo do produto
final. A primeira etapa — pré-tratamento — tem como finalidade fragilizar a parede celular e
facilitar o processo de lise celular na etapa de recuperagéo.

As principais técnicas de recuperacdo da parcela polimérica podem ser divididas em trés
grupos, separados por tipo e principio de ac¢do para obtencdo do biopolimero, conforme Figura
2.10. Os métodos quimicos podem ser extracdo com solventes ou digestdo quimica; os métodos
bioquimicos pela digestdo enzimatica; os métodos mecanicos, utilizando equipamentos e
técnicas desenvolvidas para causar lise fisica e além de outras técnicas que vém sendo testadas.
Também é possivel utilizar técnicas combinadas a fim de aumentar o rendimento e/ou pureza

do produto final.

METODOS DE EXTRAGAO
£ I ' ) }
MECANICOS QUIMICOS BIOQUIMICOS OUTROS
> Ultrassom Solventes .| Digestao - Fl”id,O_
Enzimatica Supercritico
| Moinho de Digestdo Quimica Esponténeo
esferas ™ (modificacdo
Hipoclorito genética)
H i73d Surfactantes
_ | Homogeneizador Quelantes
a alta pressao

Figura 2.10: Resumo esquematico de métodos de recuperacdo para 0s
polihidroxialcanoatos.
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2.6.1. Técnicas de pré-tratamento da biomassa

O tratamento prévio visa romper ou aumentar a permeabilidade da parede celular do
microrganismo. A seguir sdo discutidas as peculiaridades de cada um dos métodos, bem como
a influéncia de tratamentos preliminares da biomassa, a fim de aumentar o rendimento da
recuperacdo polimérica com menor impacto na massa molar e maior pureza. Os principais pré-
tratamentos citados na literatura sdo o térmico (aquecimento e congelamento), alcalino e
mecanicos (Jacquel et al., 2008).

De acordo com alguns estudos o tratamento térmico com temperaturas acima de 80 °C
e tempos de até 15 minutos, desestabiliza a membrana externa e desnatura material genético.
Dependendo da linhagem é necessério avaliar o impacto no biopolimero. J& o tratamento
térmico por congelamento, embora fragilize a célula, demanda muita energia para aplicacdes
em larga escala, sendo mais utilizado para armazenagem de culturas (Jacquel et al., 2008).

Tamer et al. (1998) utilizaram o pré-tratamento alcalino com hidroxido de sodio no
microrganismo A. latus, seguido da utilizagdo de moinho de esferas para recuperacdo do
polimero. No mesmo estudo foi testado um tratamento com agua com altas concentracGes de
sal a fim de desidratar as células, porém o tratamento ndo se mostrou téo eficaz.

A ruptura mecénica de células compreende o rompimento da parede celular com
liberacdo dos produtos citoplasmaticos. Essa técnica é especialmente importante no caso de
bactérias Gram-positivas, por apresentarem maior resisténcia a recuperacdo do polimero
(Harrison, 1991).

O ultrassom é utilizado para fragilizar a parede celular como pré-tratamento (Cooper e
Hausman, 2006). Koller et al. (2013) afirmam em seu estudo que este tratamento para Gram-
negativas alcanga medios percentuais de pureza e de recuperacdo do biopolimero e que apds o
tratamento ndo se observa diminui¢do de massa molar do produto final.

Pulsos de pressdao com CO- supercritico (CO2-SC) sdo capazes de causar a ruptura
celular, reduzindo o tempo de exposicao do polimero ao solvente. Hejazi et al.(2003), utilizando
R. eutropha afirmaram que seria possivel recuperar 89 % do polimero em 15 min de contato
biomassa/cloroformio a partir das células submetidas ao fluxo de CO2-SC por 100 min,
200 atm, 40 °C e metanol. A aplicacdo de fluido supercritico ainda € uma técnica pouco
estudada quando se refere a ruptura celular para recuperacéo de P(3HB).
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2.6.2. Métodos quimicos de recuperagao

Dentro dos métodos quimicos encontram-se duas abordagens que dependerdo do tipo

de substancia quimica utilizada, que podem ser:

= Agentes solventes: substancias que solubilizam o P(3HB) (definindo-se como
solvente a substancia capaz de dissolver o soluto, a fim de formar uma solugéo do soluto com

o0 solvente);

= Agentes digestores: substancias que solubilizam o material ndo-P(3HB), ou seja, a

biomassa residual, ou que solubilizam a parede celular do microrganismo.
a)  Extrag&o por solventes

O uso de solventes para a extracdo do P(3HB) € o método de extracdo mais utilizado
industrialmente, principalmente por atingir altos niveis de pureza (Jacquel et al., 2008). As
vantagens desse processo incluem simplicidade da técnica, maior facilidade de escalonamento
industrial (visto que faz uso de equipamentos de fécil operacdo), e a possibilidade de
reutilizacdo do solvente.

O solvente mais utilizado nos processos de extracdo de P(3HB) a partir de bactérias € o
cloroférmio, sendo também utilizados: acetona, metil isobutil cetona, cloreto de metileno,
carbonato de propileno, acetato de etila e alcool isoamilico. Embora se alcancem purezas acima
de 90 %, muitos estudos relataram baixos rendimentos de extracdo, em torno de 30 % (Quines
etal., 2015).

Jacquel et al.(2008) sugerem que proporcdes de polimero solvente superior a5 % (m-v-
1y formaria uma solugéo de alta viscosidade, o que dificulta a transferéncia de massa no sistema,
complicando o uso para aplica¢Ges industriais.

Apos a extracdo do polimero e remocéo da biomassa residual do extrato é necesséria
uma etapa de separagdo do polimero que se encontra dissolvido. O solvente pode ser evaporado
em uma etapa de secagem, o que, para uma escala industrial se torna uma opg¢ao com custo mais
elevado pelo grande consumo de energia. Uma alternativa é a técnica de precipitagdo do P(3HB)
em solugdo, sendo mais viavel financeiramente. Esta técnica pode ser realizada de duas formas:
resfriamento da solucdo ou por adicdo de ndo-solvente. Alguns ndo-solventes usados na
literatura séo a 4gua, etanol, metanol, acetona e hexano, sendo este Gltimo o eleito como melhor
opcao. Geralmente utilizados numa proporc¢éo entre 1:1 até 4:1 de ndo-solvente pela solugédo

contendo o polimero (Borges, 2017; Jacquel et al., 2008; Riedel et al., 2013).
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A acdo do solvente pode ser dividida em duas etapas: inicialmente a membrana
bacteriana se modifica permitindo a permeacao do solvente no meio intracelular; no interior da
celula o solvente solubiliza o grénulo de polimero e o carrega para 0 meio extracelular. Na
sequéncia, apds processo de filtracdo para separacdo de fases, o biopolimero é separado via
evaporacdo do solvente ou por precipitacdo (Jacquel et al., 2008).

Solventes clorados foram os primeiros amplamente utilizados e com resultados
satisfatorios para a recuperacdo de PHA, principalmente no percentual de pureza. Ramsay et al.
(1994) avaliaram os solventes cloroférmio, diclorometano e 1,2-dicloroetano na solubilidade
de P(3HB) de C. necator, atingindo 70 % de recuperacao e 96 % de pureza para 15 min de
contato com um pré-tratamento com acetona. Este pré-tratamento contribuiu para o aumento
dos percentuais de recuperagdo e pureza do produto final indicando que solventes polares
auxiliam o processo possivelmente por removerem moléculas de agua ligadas a parede celular,
gue permanecem mesmo apos a liofilizacdo. Ao final, os autores quantificaram a degradacéo
do polimero quando posto em contato com o cloroférmio, verificando que ha modificacdo da
estrutura molecular na primeira hora, com uma reducdo de aproximadamente 30 % na massa
molar média.

Valappil et al. (2007) estudaram a recuperacdo via solventes para a bactéria Gram-
positiva Bacillus cereus, verificando que a pureza do P(3HB) extraido foi maior para a extracao
com cloroférmio via soxhlet (99 %), seguida da extracdo por dispersao cloroférmio-hipoclorito
(95 %) e pela extracdo utilizando apenas cloroférmio (92 %). Isso foi atribuido a lavagem
rigorosa com solventes e a separacdo fisica do extrato dos detritos celulares no método de
extracdo de soxhlet. Para a extracdo com cloroférmio a recuperacéo obtida foi de 82 % para o
tempo de contato de 48 h, na temperatura de 37 °C. Utilizando as mesmas condi¢Ges que
Valappil et al., Correa (2014) aplicou a extragdo com cloroférmio para a B. megaterium e
encontrou 100 % de recuperacdo e de pureza. Cérrea também avaliou a solubilidade do P(3HB)
em solventes alcdolicos (isopentanol, n-pentanol, n-butanol e isobutanol), tendo relatado que
nenhum dos alcoois anteriores foi capaz de dissolver quantidades significativas do bioplastico.

No entanto, apesar de capazes de extrair o PHA intracelular, solventes clorados séo
toxicos e altamente volateis, sendo nocivos ao meio ambiente e aos seres humanos e
apresentando alto potencial poluidor, o que é contraditério a ideia de que estes biopolimeros
poderiam ajudar a minimizar os danos causados por polimeros de origem petroquimica. Dessa
forma, é de interesse a busca por outras alternativas, que podem incluir solventes organicos de
baixo impacto ambiental produzidos a partir de recursos renovaveis ou técnicas de digestdo

quimica ou biogquimica.
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Fiorese et al.(2009) avaliaram o rendimento utilizando carbonato de propileno como
solvente de P(3HB), extraido a partir de C. necator. Para o tempo de contato de 30 min e na
temperatura de 130 °C, os autores obtiveram rendimento de 95 % e pureza de 84 % de P(3HB).
Em comparacdo com a extracdo com cloroférmio, o uso de carbonato de propileno levou a um
polimero com menor indice de polidispersao, apesar de ter gerado uma diminuicédo de 26 % na
massa media do polimero extraido com relacdo ao que foi verificado com o cloroférmio. Para
0 mesmo conjunto solvente/bactéria, Quines et al (2015) avaliou a extra¢do por 45 min a 150 °C
e obtiveram 98 % de rendimento e 99 % de pureza. Por outro lado, para a Gram-positiva B.
megaterium, Borges (2017) obteve um rendimento de 18 % e uma pureza de 96 % na extracao
com carbonato de propileno com 15 min de contato e 140 °C. A mesma autora ainda testou os
solventes 2-heptanona (2-Hp), N,N-dimetilacetamida (NNDA) e o cloroférmio para
comparacdo. Os percentuais mais altos encontrados foram com o NNDA, sendo
aproximadamente 93 % de recuperacao e de pureza, para 15 min de contato em 140 °C.

Vizcaino-Caston et al. (2016) utilizaram dimetilsulfoxido (DMSO) como solvente para
extracdo de P(3HB) a partir de C. necator. Apés a extracdo foi realizada a precipitacdo com
etanol. Embora os autores tenham sugerido que este solvente seria capaz de recuperar granulos
do biopolimero inclusive em bactérias Gram-positivas, por agir na lise celular foram
encontrados indicios do solvente no produto final, o que limita algumas aplicacdes,

principalmente na area médica.
b)  Digestéo celular por via quimica

Na recuperacdo por digestdo celular por via quimica, um dos grandes desafios é
minimizar a modificacdo quimica do polimero pelo agente digestor, a qual pode ter um impacto
negativo sobre algumas propriedades do mesmo. Outra dificuldade encontrada nesta técnica é
0 decréscimo acelerado da eficiéncia de digestdo celular com o aumento da proporcao de
biomassa seca e volume de solucéo utilizada.

Lopez-Abelairas et al. (2015) avaliaram o desempenho dos seguintes compostos na
digestdo celular de C. necator: hidroxido de sédio (NaOH), cloreto de sodio (NaCl), acido
sulfurico (H2SOs4), &cido sulfurico combinado com hipoclorito de sodio (NaClO) e NaCl
combinado com diclorometano (CH2Cl). Embora com a digestdo com &cido sulfirico tenha
gerado percentuais de recuperacdo e pureza maiores, 0s autores afirmaram que o custo de
producéo seria mais baixo com o uso de NaOH. Com 4 horas de contato, os valores de taxa de
recuperacdo de P(3HB) e pureza foram, respectivamente, de 82 % e 97-98 % quando usada uma

concentracdo de células de 2,5 % (massa solida / volume de solugdo de hipoclorito de sédio) e
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de 70 e 80 % para a concentracdo de 7,5 %. Foi possivel evidenciar a reducdo de massa molar
do P(3HB), a qual diminuiu entre 3,8 a 11,8 vezes quando comparada ao polimero extraido por
extracdo com cloroférmio. Além disso, observou-se o aumento do indice de polidisperséo entre
1,6 e 4,5 vezes.

Posada (2011) estudaram a extracdo de P(3HB) de células de C. necator por meio de
um pré-tratamento alcalino com solucdo de NaOH, seguido da digestdo celular com NaOCI e
dodecilsulfato de sodio (SDS). Ao final do processo foi obtido P(3HB) a 99,9 % em peso por
secagem em spray drying.

Uma das alternativas existentes conjuga a acdo de agentes surfactantes e quelantes.
Enquanto o agente quelante promove o rompimento celular, o agente surfactante promove a
solubilizacdo do material que nédo seja de P(3HB) (Borges, 2017; Chen et al., 1999).

Chen et al (1999) estudaram o rendimento de recuperagdo do polimero a partir da Gram-
negativa Alcaligenes eutrophus. O surfactante (betaina) e o quelato (sal dissédico EDTA) foram
dissolvidos em &gua deionizada (200 mL) e o valor do pH foi ajustado com NaOH. Tal método,
nas condicOes ideais encontradas no estudo foi capaz de permitir recuperacao de 98,7 % com
pureza de 93,3 %. Porém, como consequéncia do ataque quimico, houve grande diminuicdo da

massa molar do P(3HB) no processo de recuperacao.
2.6.3. Métodos bioquimicos de recuperagédo

A técnica de digestdo celular por acdo enzimatica pode ser classificada como método
bioquimicos de recuperacdo do P(3HB). Algumas enzimas sdo capazes de solubilizar a parede
celular sem agredir a massa molar do polimero por terem como vantagem suas especificidades.
No final do processo se obtém duas fases, uma sélida constituida de P(3HB) e uma fase liquida
com os demais constituintes do microrganismo.

As vantagens da digestao celular por acdo enzimética incluem condi¢fes de operagdo
mais brandas em comparagdo com extracdes por solventes (temperatura e pH) e o fato de as
enzimas nao serem nocivas e ndo causarem impacto ao meio ambiente. Além disso, as enzimas
sdo catalisadores bioldgicos altamente especificos, ou seja, atuam diretamente no produto ao
gual possuem afinidade, ndo formando subprodutos indesejados e ndo atacando o biopolimero,
sem causar impacto nas propriedades do produto final (Kapritchkoff et al., 2006).

Kapritchkoff et al.(2006) verificaram a capacidade de digestdo de material celular de C.
necator por diversas enzimas, tomando como referéncia a concentragdo de enzima por biomassa
(e ndo a atividade enzimatica). Foram testadas com a mesma metodologia as enzimas:

bromelina, tripsina (bovina), quimotripsina (bovina), papaina, lisozima, pancreatina e celulase.
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A tripsina foi selecionada devido a sua especificidade para ligacGes peptidicas com lisina e
bromelina devido a sua ampla especificidade. Embora a lisozima tenha uma baixa eficiéncia na
quebra celular e seja uma enzima de elevado custo, também foi escolhida para o estudo, uma
vez que é frequentemente citada como uma enzima para a quebra do peptidoglicano. Foram
realizados testes variando tempos de contato, temperatura, pH e concentracdo enzimatica na
solucdo. Além disso, foram realizados testes com mais de um estagio de contato, e com enzimas
diferentes em cada etapa, a fim de aumentar a eficiéncia do processo. Entre todas as enzimas e
condigOes testadas, a maior eficiéncia foi encontrada com a enzima pancreatina, com 8 h de
contato, na temperatura de 50 °C e com solucdo de pH igual a 8,0. O percentual recuperado de
polimero foi de 90,3 % e a pureza de 62,2 %. Com a bromelina os autores obtiveram percentuais
préximos (88 % e 66 %, respectivamente), porém com 10 h de contato e tendo um custo muito
elevado quando comparado com a pancreatina. No estudo, afirmou-se que o biopolimero obtido
ndo sofreu degradacéo, o que confirma a especificidade das enzimas.

Outro aspecto importante é que de forma geral na literatura o processo de digestdo
enzimatica é realizado de forma combinada com outra técnica com a finalidade de aumentar
rendimento e pureza do produto final.

Posada (2011) além de testar métodos de digestdo quimica, como ja descrito, avaliou o
rendimento com a combinacdo de pré-tratamento alcalino (com NaOH), uma etapa de contato
com dodecil sulfato de s6dio como surfactante e NaClO, e por fim contato enziméatico com a
pancreatina. Apds estas etapas de extracdo, o produto foi lavado com peroxido de hidrogénio
(H202), seco e armazenado. Em comparacdo com a metodologia utilizando dodecilsulfato de
sodio (SDS), o percentual recuperado foi 0 mesmo, porém a metodologia com a enzima foi
avaliada como de menor custo de producao.

Suzuki et al., (2008) utilizaram células da espécie Burkholderia cepacia para a extracao
de P(3HB) por via enzimatica, utilizando a enzima Esperase. O estudo reuniu testes enzimaticos
isolados e utilizados em conjunto com um tratamento com H202, além de comparar com o
método quimico utilizando o agente digestor SDS. Nos testes enzimaticos realizados em
conjunto com os quimicos foi variada a ordem dos tratamentos. O experimento com a maior
taxa de pureza foi o enzimatico seguido de SDS. A taxa utilizada foi 0,56 (SDS/células) e a
pureza obtida foi de 71 %.

Yasotha e colaboradores (2006) também realizaram experimentos para a recuperacao
do biopolimero via digestdo enzimatica e quimica combinadas, a partir células da espécie
Pseudomonas putida. Os compostos utilizados na metodologia foram a enzima Alcalase (para

digerir as proteinas desnaturadas), SDS para auxiliar a solubilizacdo, acido etilenodiamino
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tetra-acético (EDTA) para complexar cations e lisozima para digerir a parede de peptidoglicano
envolvendo a célula. Os resultados mostram que a enzima Alcalase utilizada teve o efeito mais
significativo no processo de tratamento e contribuiu para cerca de 71,5 % em termos de
desempenho do tratamento para recuperacdo de polimero. No experimento obteve-se 92,6 % de
pureza e aproximadamente 90 % de recuperacao.

Neves (2009) avaliou diferentes enzimas para digestdo da parcela ndo-P(3HB) a partir
de C. necator. A metodologia utilizada foi um pré-tratamento térmico, o contato enzimatico e
a recuperagdo do polimero com 1mL de cloroférmio. A enzima Celumax® BC foi identificada
como a enzima de maior potencial para o processo de recuperacdo de polimero, atingindo um

percentual de 88 % de recuperacdo e 94 % de pureza.
2.6.4. Métodos mecanicos de recuperagéo

A ruptura mecanica de células é amplamente usada para recuperar proteinas
intracelulares. Este campo é dividido em duas categorias principais de ruptura: cisalhamento
solido (por exemplo, moinho de esferas) e cisalhamento liquido (por exemplo, homogeneizador
de alta pressdo) (Jacquel et al., 2008).

A recuperacao do P(3HB) por método mecanico ocorre em duas etapas. Inicialmente,
as células suspendidas em meio liquido sdo submetidas ao processo de rompimento celular e
em seguida centrifugadas para separacdo do P(3HB) do restante dos residuos celulares (Quines,
2015). Os equipamentos de ruptura celular mais referenciados na literatura sdo o moinho de
esferas e 0 homogeneizador de alta pressdo. Estas técnicas causam pouco dano ao produto e ao
meio ambiente, 0 que constitui sua maior vantagem.

As desvantagens dos métodos mecanicos geralmente estdo associadas ao alto custo de
investimento, ao longo tempo de processamento e as limitacGes de rendimento e pureza, sendo
geralmente utilizadas em combina¢do com outros métodos (Jacquel, Pacheco), como extracdo
com solventes ou digestdo quimica ou digestéo bioquimica (Correa, 2014; Jacquel et al., 2008).

O tratamento mecanico prévio da biomassa pode facilitar a solubilizagdo do polimero
por reduzir a resisténcia a transferéncia de massa ao fragilizar ou romper completamente a
parede celular (Bissacot, 2018; Borges, 2017).

Tamer e Moo-Young (1998) realizaram experimentos para a extracdo de P(3HB) com
as células A. latus, a partir das técnicas de moinho de esferas e de homogeneizador de alta
pressdo, e estes resultados foram comparados com o método de digestdo quimica por SDS e
NaClO. Pelo método quimico, foram duas etapas: biomassa em contato com SDS por 1 hora e

apos com hipoclorito de sodio durante 24 horas, obtendo uma extracdo de 95 %. Valores
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préximos foram alcancados em poucos minutos no método de moinho de esferas. A eficiéncia
desta técnica foi independente da concentracdo de biomassa, mantendo constante a velocidade
de agitacdo e a taxa de fluxo de biomassa diluida. Ja o desempenho do homogeneizador foi
dependente da concentracdo de biomassa. Em relacdo ao moinho, 0 homogeneizador ndo teve
uma boa eficiéncia em baixos niveis de biomassa, mas com maior concentracdo de células o
rendimento foi um pouco melhor. No entanto, bloqueios frequentes dificultaram o
processamento, indicando que a técnica de moinho de esferas é mais indicada para a aplicacdo
em escala industrial.

Ghatnekar et al. (2002) defendem que o homogeneizador de alta pressdo seria um
método com potencial para aplicacdo industrial. Os autores obtiveram um rendimento de
95 % e pureza de 80 % para o P(3HB) recuperado a partir de Methylobacterium sp V49, com
dois ciclos com pressdo igual a 400 kgf/cm?2. Os autores observaram ainda que o aumento da
pressdo, ocasiona aumento da temperatura, o que provoca o fendmeno de precipitacdo de
algumas proteinas presentes na suspensdo quando atinge valores proximos ou acima de 60 'C,
dificultando a separacdo do P(3HB) do sélido obtido.

Ling et al. (1998) obtiveram o maior percentual de recuperacdo e pureza de P(3HB),
81 % e 96,5 %, respectivamente, utilizando a combinacdo de um homogeneizador de alta
pressdo (55MPa) com centrifugacbes, seguidas do contato com hipoclorito de sodio. A
linhagem utilizada nos experimentos foi uma E. coli recombinante. Esse tratamento facilitou a
separacdo dos granulos de P(3HB) dos detritos residuais de biomassa, aumentando a pureza do

produto obtido.
2.6.5. Outros métodos encontrados na literatura

Constam na literatura alguns outros métodos para a separacdo do biopolimero da
biomassa residual, como a extracdo por fluidos supercriticos e a liberagdo espontanea por
modificagdes genéticas. A técnica de extracdo com fluidos supercriticos tem como vantagem o
fluido nesta condicéo apresentar propriedades fisico-quimicas Unicas, como altas densidades e
baixas viscosidades que os tornam adequados como solventes de extracéo, sendo o fluido mais
utilizado o CO». Este método de extracdo também pode ser combinado com pré-tratamentos de
NaOH ou NaCl para obtengéo de maiores rendimentos (Hejazi et al., 2003; Jacquel et al., 2008).

Além destes, outros métodos de recuperacdo utilizam o ar, tais como: classificacéo via
ar e flotagdo de ar dissolvido, porém estes sdo geralmente utilizados como uma etapa que
antecede um método quimico, bioquimico ou mecanico (Jacquel et al., 2008). A técnica de

classificacdo via ar, patenteada por Noda (1995), consiste em um pré-tratamento das células
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com ultrassom, apos liofilizacdo e entdo as células sdo moidas e sdo separadas em fracao fina
(38 %) e fracdo grossa (62 %). A fracdo fina é entdo submetida a extracdo por cloroférmio
seguida de precipitacdo com metanol para produzir particulas de P(3HB) com uma pureza de
cerca de 95 % ou mais e um rendimento de cerca de 85 %. As experiéncias realizadas em E.
coli levaram a uma pureza de 97 % e a um rendimento de 90 %. A técnica de flotacdo de ar
dissolvido utiliza geralmente digestdo enzimatica como pré-tratamento.

Com relacdo a técnica que realiza modificagdes genéticas a fim de fragilizar a
membrana celular e, assim, levar ao seu rompimento espontaneo apds as células acumularem
grandes quantidades de P(3HB), tem-se como exemplos de bactérias utilizadas para tais
modificacdes a Escherichia coli e a Azotobacter vinelandii. Um dos genes utilizados nesta
modificacdo é citado por Jacquel (2008) e recebe o nome de Alcaligenes phbCAB (Posada et
al., 2011).

2.7.  Consideracoes finais

Como relatado neste capitulo, a literatura cientifica sugere a aplicabilidade de diversas
técnicas para obtencdo do biopolimero intracelular produzido por uma grande gama de
bactérias, como foi relatado na sec¢do 2.5. Industrialmente a técnica mais utilizada é por
solventes, sendo o principalmente o cloroférmio. Além disso, 0s microrganismos mais
utilizados para a producéo e extracdo do polihidroxibutirato sdo bactérias Gram-negativas pela
menor espessura da parede celular. Porém, estas bactérias podem conter endotoxinas que
permanecem no produto final, exigindo etapas adicionais para purificagdo e ainda com risco de
causar respostas imunoldgicas nos seres humanos se ndo forem eliminadas de maneira
satisfatoria.

Outro fator que devemos ressaltar € a nocividade e alta volatilidade do solvente clorado
que além de poder causar danos para quem opera O processo e na natureza ser de grande
impacto, também causa modificagBes nas caracteristicas do produto final.

Outras técnicas utilizando digestores quimicos provaram alta eficiéncia, porém poucos
compostos apresentam baixa/nenhuma nocividade e também foram feitos relatos de
modificagdes nas propriedades do produto final.

Adicionalmente, os métodos bioquimicos e fisicos sdo uma alternativa positiva para a
extragdo dos granulos de polimero, pois ndo ha riscos a salde e ao ambiente, o que esta acordo
com o uso de biopolimeros, que tem como finalidade minimizar o acimulo de plasticos de

origem petroquimica e 0s impactos que estes causam no meio ambiente. Embora os métodos
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fisicos apresentem um rendimento mais baixo quando comparados com métodos quimicos,
utilizados de forma combinada com outras técnicas aumenta a eficiéncia do processo.

O metodo bioquimico de digestdo enzimatica — ainda pouco utilizado — tem indmeras
vantagens, como exemplo a especificidade das enzimas e o fato de ndo causar degradacao do
polimero. Também, o uso de enzimas — catalisadores organicos — ao inves de solventes ou
digestores toxicos vai ao encontro do apelo ambiental no uso de biopolimeros. Como
desvantagem temos o custo das enzimas e consequentemente do processo de recuperacdo do
biopolimero quando comparado ao processo de extracdo com solventes. O elevado custo desta
metodologia torna mais importante o seu estudo, a fim de encontrar uma enzima mais barata e
eficiente, além da otimizacao dos parametros do processo para melhorar rendimento e diminuir
quantidade de enzima necessaria.

Desta maneira, é imprescindivel a realizacdo de estudos que abordem novas
metodologias de recuperacdo do P(3HB) do interior de células bacterianas, além de relacionar
a eficiéncia do processo (rendimento e pureza do produto), como também manter as
caracteristicas do produto final. Com os fatores citados, a técnica de digestdo enzimatica se
torna interessante para novos estudos. Também é necessario o estudo da digestdo celular por
enzimas em bactérias Gram-positivas que por sua camada espessa de peptidoglicano sdo menos
estudadas, mesmo ndo possuindo endotoxinas na parede celular.

Como discutido ao longo do presente capitulo, sabe-se que o custo final do P(3HB) sofre
grande impacto pelo substrato utilizado no cultivo, e ainda mais impacto com as etapas de
recuperacdo e purificacdo do produto final. Dessa forma, é fundamental o uso de linhagens
como a Bacillus megaterium, que utilizem substratos de menor custo agregado e ainda
consigam armazenar uma boa quantidade de granulos de polihidroxibutirato como reserva de
energia. Além disso, seria de grande relevancia estudar a aplicacdo da metodologia de digestédo
enzimatica para este tipo de bactéria, buscando condi¢Bes de processo que permitam atingir
percentuais mais elevados de recuperagdo e pureza, Com menor tempo e menores concentracao

de enzima na solugéo de contato.



Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1. Microrganismo

A massa de células utilizada na etapa incial de ensaios preliminares foi obtida pela
homogeneizacdo da biomassa de B. megaterium previamente liofilizada de cultivos realizados
durante a elaboracédo da dissertacdo de mestrado de Hassemer (2016). Para a complementacéo
dos ensaios preliminares e para o0s testes realizados de acordo ao planejamento experimental
para avaliacdo das condicOes 6timas de recuperacdo foram realizados cultivos adicionais com
a linhagem cedida pelo Bioteclab - Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFRGS,
ja identificada como B. megaterium, que é reconhecidamente produtora de P(3HB). A bactéria
foi armazenada congelada no meio de cultura com 20 % de glicerol, solucdo crioprotetora com

a funcdo de proteger as células para ndo ocasionar o rompimento celular no congelamento.

3.2.  Meio de cultura e condicdes de cultivo

3.2.1. Biomassa utilizada no conjunto inicial de testes preliminares

Como mencionado na se¢do 3.1 a biomassa utilizada nos testes preliminares foi
produzida em cultivos realizados no trabalho de Hassemer (2016), que verificou a viabilidade
de producdo de P(3HB) pelo B. megaterium a partir de soro de leite. Os cultivos foram
realizados no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFRGS, em biorreatores de

50L contendo 4,0L de meio de cultivo sob condigbes pre-estabelecidas dos seguintes
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parametros operacionais: agitacdo (250 rpm, 300 rpm, 350 rpm); pH (7,0; 7,0 até 6,3; e sem
controle de pH); e aeracdo constante (4 L-min™). Apds cada cultivo a biomassa foi liofilizada e
mantida congelada a fim de garantir a integridade do polimero. Para a homogeneizigdo de toda
a biomassa liofilizada recebida, utilizou-se peneira da Série Tyler, garantindo-se, assim, uma

mistura entre biomassa de diferentes cultivos e granulometria menor que 28 mesh.

3.2.2. Biomassa utilizada na complementagdo dos ensaios preliminares
e nos testes realizados de acordo ao planejamento experimental

Neste caso, a biomassa utilizada foi produzida como parte do presente trabalho. O meio
de cultivo utilizado foi 0 meio sugerido por Wang e Lee (1997). O meio € preparado conforme

as composic¢oes mostradas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Meio mineral utilizado nos cultivos.

Nome do composto Componente Composicdo (g L)
Sulfato de magnésio heptahidratado MgS0O4.7H20 0,008
Fosfato dissodico NazHPO4 3,6
Fosfato monopotassico KH2PO4 15
Sulfato de ferro (11) heptahidratado FeS04.7H20 0,05
Cloreto de célcio dihidratado CaCl2.2H20 0,01
Acido citrico CsHsO7 0,1

A esse meio é adicionado 1 mL de solucdo de micronutrientes a cada litro de meio

mineral. A composicao da solucdo de micronutrientes é mostrada na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Solucdo de micronutrientes.

Nome do composto Componente Composicéo (mg L™?)
Acido borico H3BO3 300
Cloreto de cobalto (I1) hexahidratado CoCl2.6H20 200
Sulfato de Zinco heptahidratado ZnS04.7H20 30
Cloreto de manganés (Il) tetrahidratado MnCl2.4H20 30
Molibdato de amonio tetrahidratado (NH4)sM07024.4H20 30
Sulfato de niquel heptahidratado NiSOa4.7H20 30

Sulfato de cobre (Il) pentahidratado CuS04.5H20 10




32 MATERIAIS E METODOS

A fonte de carbono utilizada foi sacarose e a fonte de nitrogénio foi sulfato de amonio.
Nos experimentos em estufa incubadora rotatdria a concentragdo de sacarose foi de 16 g-L e
a de sulfato de amonio de 2 g-L, conforme otimizagio experimental realizada em Luvizetto
(2012). Previamente a realizacdo dos cultivos, as solugdes foram preparadas, colocadas em
Erlenmeyers limpos e entdo esterilizados em autoclave por 15 min a 121 °C.

A reativacdo da bactéria, apos congelamento com meio de cultura e glicerol, foi
realizada em cultivo de frasco conico contendo meio mineral com sacarose e sulfato de aménio,
nas quantidades descritas no paragrafo anterior, em estufa incubadora rotatoria (shaker), a
200 rpm e temperatura de 30 °C, por um periodo de 18 h (pré-indculo). Apos este periodo foram
adicionados 5 % deste pré-indculo em outro frasco contendo o mesmo meio (indculo) e nas
mesmas condicdes de agitacdo e temperatura. Aproximadamente 5 h depois, no inicio da fase
de crescimento exponencial, aliquotas de 5% do in6culo foram transferidas para diversos
erlenmeyers, com a 50 mL de meio de cultura e cultivados por 20 h em shaker. Um resumo
deste procedimento é apresentado na Figura 3.1.

Apds cada cultivo a biomassa é centrifugada, congelada e entdo é liofilizada
(Liofilizador LS6000 — Terroni) e armazenada. Para a homogeneizi¢cdo de toda a biomassa
liofilizada, utilizou-se peneira da Série Tyler, garantindo-se, assim, uma mistura entre biomassa

de diferentes cultivos e granulometria menor que 28 mesh.

Pré-inoculo Indculo
de 18h de 5h

ML

T

Cultivosde 20 h

Figura 3.1: Resumo esquematico dos cultivos realizados em estufa incubadora rotatéria.
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3.3.  Quantificacdo de biopolimero na biomassa

A quantificacdo do P(3HB) se deu pela metodologia proposta por Riis e Mai (1988),
onde as cadeias do polimero sdo quebradas em seus monémeros via propanolise, sendo 0s
ésteres obtidos analisados por cromatografia gasosa.

Para a analise pesou-se por¢oes de 40 mg de biomassa, as quais foram adicionados 2 mL
de n-propanol acidificado com acido cloridrico (proporcao 1:4), 2 mL de dicloroetano e 200 pL
de solucdo padréo de &cido benzoico. Esta solucdo € preparada pela solubilizacdo de 2 g de
acido benzoéico em 50 mL de n-propanol. Cada frasco hermeticamente fechado, contendo a
mistura de reagentes e biomassa, permaneceu em banho termostatizado por 2 h e 30 min a
100 °C. A cada intervalo de 15 min os tubos foram agitados manualmente por 20 s. Apds 0
periodo de aquecimento, aguardou-se que o liquido resfriasse até a temperatura ambiente. Nesse
momento, foram adicionados 4 mL de &4gua destilada e se manteve a agitacdo por 4 min. Quando
ocorreu a separacao de fases, a mais densa (fase organica), que contém o polimero, foi removida
com pipeta Pasteur e armazenada em frasco vial a fim de ser injetada no cromatografo gasoso
da marca Perkin Elmer Instruments — Autosystem XL com detector de ionizacdo de chama
(FID). Foi utilizada a coluna Elite-Wax com comprimento de 30 m x 0,25 mm. A vazéo
utilizada para o gas de arraste (nitrogénio) foi de 2,0 mL-min? e a vazdo de split foi de
5,0 mL-min. A temperatura foi medida na forma de uma rampa de 100 a 145 °C. As amostras
foram injetadas manualmente.

Para cada conjunto de analises, foi construida uma curva de calibragdo com amostras de
P(3HB) comercial (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), previamente preparadas seguindo 0s
mesmos passos anteriormente descritos. O uso de uma curva de calibracdo para cada
experimento visou diminuir a incerteza devido a erros experimentais (temperatura do banho,
agitacdo dos frascos, variacdes do cromatografo, entre outros).

Com as areas obtidas nos cromatogramas das amostras e com a equacao obtida pela

curva de calibragdo, podemos calcular o valor méssico (em gramas) da P(3HB) na amostra.
Assim, o percentual de P(3HB) na biomassa foi calculado a partir da Equacdo 1, onde mp3Hg)f
¢ a massa de biopolimero na biomassa calculado a partir da analise de cromatografia e mt € a

massa total da biomassa pesada.

(mP(SHB)f) X1
t

Pureza (%) = 00 (1)
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3.4. Enzimas e preparacgoes

Neste trabalho foram utilizados preparados enzimaticos liquidos e secos (em forma de
po). As enzimas com preparacdes liquidas utilizadas, todas gentilmente doadas pela LNF Latino
América (BR), foram as seguintes: Alcalase 2.4 L FG, Neutrase 0.8L, Pectinex Ultra SP-L,
Viscozyme L e Saczyme Yield. As enzimas secas foram Papaina (Fragon — india), Bromelina
(Prozyn - Brasil) e Pancreatina (Valdequimica - india). Na Figura A2.1-Apéndice 2 é possivel
observar algumas das enzimas de preparo liquido e em p6 utilizadas neste trabalho.

As informacg0Oes detalhadas sobre as enzimas foram obtidas a partir das respectivas
fichas técnicas (classificacdo e microrganismo produtor) e do banco de dados online Brenda-

enzymes (faixa de pH e temperatura), disponivel em < https://www.brenda-enzymes.org/ >,

sendo que um resumo destas informacdes é apresentada na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Informacdes encontradas no banco de dados online Brenda-enzymes referentes as
enzimas testadas.

Enzima Microrganismo  Especificidade Hidrolisa Faixa de Faixa de
ou 6rgao ligacOes pH temperatura
produtor

Alcalase Bacillus Endoprotease Peptidicas 6,0a10,5 30a70°C

licheniformis

Neutrase Bacillus Endoprotease Peptidicas 6,02 10,0 30a70°C

amyloliquefaciens
Pectinex® Aspergillus Poligalacturonase (1,4)-alfa-D- 3,0a6,0 30a80°C
aculeatus galactosidurénica
Viscozyme® Aspergillus Endo-beta- (1,3) ou (1,4)- 3,0a5,0 45a70°C
aculeatus glucanase beta-glucanas
Saczyme® Aspergillus, ou Glucoamilase (1,4) e (1,6)-alfa- 4,0a6,0 30a65°C
Yield Penicillium ou D-glicose
Rhizopus
Bromelina Ananas comosus Endoprotease Peptidicas 35a85 30a70°C
(fruto abacaxi)
Papaina Carica papaya Endoprotease Peptidicas 4,0a10,0 30a70°C
(fruto mamao)
Pancreatina Pancréas bovino, Endoprotease Peptidicas 4,0a10,0 30a70°C

porcino ou humano

Com estes dados podemos observar que o substrato utilizado em cada estudo tem muita
influéncia nas condig¢des operacionais de cada enzima. Alem disso, 0 microrganismo produtor
e modificagdes genéticas destes também influenciam nestes fatores (Reed e Nagodawithana,
1995).
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Como outras proteinas, as enzimas sdo produzidas dentro das células por ribossomos,
que ligam aminoacidos em cadeias. Embora a maioria das enzimas industriais sejam produzidas
por microrganismos, as enzimas sao formadas exatamente da mesma maneira que nas células
humanas. A estrutura e as propriedades das enzimas produzidas por uma célula especifica séo
determinadas pelas instru¢fes genéticas codificadas no &cido desoxirribonucleico (DNA)
encontrado nos cromossomos da célula (Gurung et al., 2013).

Além das informacOes gerais reportadas na Tabela 3.3, também foram encontrados na
literatura algumas informacdes adicionais, que devem ser consideradas. Ma et al., (2011)
estudaram os efeitos do ultrassom na atividade enzimética da protease Alcalase, considerando
como condi¢bes 6tima de trabalho pH 8,0 e temperatura de 50 °C. Kapritchkoff et al. (2006)
estudaram a digestdo enzimatica de células Gram-negativas com algumas enzimas que também
estdo presentes neste estudo. Para a enzima Bromelina os autores encontraram como 6timo de
trabalho pH de 4,75 e 50 °C de temperatura, para a Papaina as condi¢des 6timas foram pH igual
a 6,0 e temperatura de 40 °C e para a Pancreatina, pH de 8,0 e 50 °C. Ou et al., (2010) estudaram
o efeito das enzimas Alcalase, Neutrase e papaina na hidrolise da proteina do soro de leite. Os
valores considerados 6timos de pH pelos autores foram 5,5, 7,0 e 8,0 para a papaina, neutrase
e alcalase, respectivamente. E os valores 6timos de temperatura foram de 50 °C para neutrase
e alcalase e 54 °C para a papaina.

As concentracdes de enzimas em forma liquida necessarias em cada experimento foram
calculadas com base nos valores de massa especifica (g-mL™) e composi¢do constantes nas
fichas técnicas. As enzimas que estavam em fase sélida foram previamente pesadas para chegar
nas concentracdes desejadas para cada experimento. Todas as enzimas foram empregadas com
suspensdes em tampdo de fosfato de potassio, variando o pH dos testes de acordo com a matriz
do planejamento experimental.

Para avaliar a influéncia da enzima, tomou-se como referéncia a concentracao
enzimética (enzima por biomassa, g-g*) e ndo na atividade enziméatica, uma vez que as
atividades das diferentes enzimas utilizadas ndo séo medidas no mesmo substrato, excecéo feita
as proteases. Assim, a acdo das enzimas sob as celulas bacterianas ndo é diretamente

comparavel em termos de atividade enzimatica.
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3.5. Experimentos de recuperacdo enzimatica de
P(3HB)

3.5.1. Testes preliminares

As metodologias utilizadas para os testes preliminares e 0s experimentos de acordo com
0 planejamento experimental seguem as mesmas etapas e proporcdes, diferindo apenas no
equipamento utilizado na etapa de contato enzimatico.

Para os testes foram utilizadas 0,2 g de células de Bacillus megaterium suspensas em
20 mL de tampdo fosfato com diferentes pH para cada enzima, armazenadas em tubo Falcon de
50 mL. Em seguida, se adicionou o volume de solugdo enzimética (para enzimas com
preparaces liquidas) ou a massa de enzima (para enzimas na forma sélida - em pd) para atingir
a concentracao enzimatica desejada. Os Falcons entdo permanecem em agitacdo magnética em
chapa de aguecimento, sob a temperatura constante, durante o tempo de duracdo da etapa de
contato enzimatico.

Ap0s o0 processo de recuperacdo enzimatica, a massa resultante é separada da solucao
enzimatica por centrifugacdo (33496 x g por 10 min), lavada com agua Mili-Q e novamente
centrifugada. Esta amostra sélida que contém residuo celular e biopolimero no meio é seca em
estufaa 70 °C até atingir peso constante. Todos 0s experimentos foram realizados em duplicata.

Os primeiros experimentos tiveram como objetivo avaliar a eficiéncia destas enzimas
na digestdo da parede celular da B. megaterium em diferentes condi¢fes dentro das faixas de
pH e de temperatura encontradas na literatura. Para isto, todos estes testes foram realizados no
tempo de 4 h de contato enzimatico.

A escolha das faixas de pH e de temperatura para a realizagdo dos primeiros
experimentos foi feita apds a avaliar os dados encontrados na literatura sobre cada enzima. Este
estudo sobre as enzimas utilizadas neste trabalho e suas respectivas condi¢es operacionais de
melhor desempenho para a maior parte dos substratos utilizados foi realizado em artigos
cientificos e no site Brenda-enzymes. Este ultimo reune um banco de dados cientificos de
diversos autores para cada enzima e suas variagdes (organismos recombinantes, microrganismo
produtor, etc), e para diversas aplicacoes.

Na Tabela 3.4 sdo apresentadas as faixas de pH e temperatura testadas para cada enzima

na primeira fase (avaliagdo de desempenho em diferentes condigdes).
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Tabela 3.4: Enzimas e suas respectivas faixas de pH e temperatura, avaliadas nos testes
preliminares de eficiéncia na digestdo enzimatica em diferentes condicdes.

Enzima Faixa de pH Faixa de temperatura (°C)
Alcalase 6,5a70 40a70°C
Neutrase 6,5a7,0 45a65 °C
Pectinex 45a6,5 45a60 °C
Viscozyme 40a5,0 40a50°C
Saczyme Yield 45a6,5 45365 °C
Bromelina 6,0a8,0 45a65°C
Papaina 50a7,0 40a65°C
Pancreatina 6,0a8,0 35a45°C

Na sequéncia foram analisados diferentes tempos de contato de 3, 6, 9 e 12 h, nas
condicdes de pH e temperatura que cada enzima teve o melhor desempenho para o substrato
em estudo.

Finalizados os testes, selecionaram-se as enzimas que apresentaram maior eficiéncia na
digestdo celular e recuperacdo de P(3HB) para a realizacao dos experimentos de planejamento
fatorial, que sera descrito nas Se¢des 3.5.2 e 3.5.3.

Na Figura 3.2 observamos um dos experimentos preliminares realizados em duplicata

na chapa de aquecimento.

Figura 3.2: Imagem de um experimento preliminar em chapa de aquecimento.
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3.5.2. Protocolo de testes realizados para o planejamento experimental

As células de Bacillus megaterium (0,2 g) foram suspensas em 20 mL de tampdo fosfato
com pH especificado de acordo com o planejamento experimental para cada enzima, e
transferidas para um frasco Erlenmeyer de 50 mL. Em seguida, se adicionou o volume ou a
massa de enzima para atingir a concentracdo enzimatica desejada. Os frascos entdo
permaneceram em agitacao por 6 h em agitador rotativo (Banho Dubnoff — N11232), a 220 rpm,
sob a temperatura especificada constante.

Para auxiliar na agitacdo foram utilizados fragmentos de porcelana no interior do
Erlenmeyer (Figura A2.2 no Apéndice 2).

Ap0s o0 processo de recuperacdo enzimatica, a massa resultante é separada da solucao
enzimatica por centrifugacdo (33496 x g por 10 min), lavada com &gua Mili-Q, centrifugada e
seca em estufa a 70 °C até atingir peso constante.

Os experimentos controle (sem adicdo de enzima) mostraram que as condicdes de
reacdo utilizadas (pH, temperatura e agitacdo) ndo causaram lise celular significativa, pois
mantiveram o mesmo percentual de P(3HB) que as células puras (dados ndo mostrados).

Também foram realizados testes de digestdo enzimatica nas mesmas condicdes, entre 0
banho rotativo e a chapa de para avaliar se ha mudancas na eficiéncia dos dois métodos.
Constatou-se que a troca da metodologia ndo afetou de forma significativa os resutlados dos
experimentos de controle. Na Figura 3.3 observamos um dos experimentos realizados de acordo

com o planejamento experimental no banho com agitador rotativo.

Figura 3.3: Imagem de um experimento em banho rotativo.
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3.5.3. Testes para avaliagdo das condigdes Otimas de recuperagao

Os conjuntos de experimentos realizados para determinar as condigdes 6timas de
recuperacao para as enzimas selecionadas nos testes preliminares foram definidos usando um
planejamento fatorial do tipo Box Behnken (BBD) (Ferreira et al., 2007; Martins et al., 2017,
Novaes et al., 2018). Foram considerados 3 fatores de interesse: concentracdo de enzima no
meio (g de enzima por g de biomassa), o pH e a temperatura, e estes foram avaliados em 3
niveis (-1, 0, +1). O tempo de contato enzimatico para todos os experimentos foi de 6 h.

A variavel de resposta analisada para avaliacdo de desempenho da enzima foi a
eficiéncia na solubilizacdo da biomassa ndo-P(3HB) e, consequentemente, na liberacdo e
purificagdo do P(3HB).

As condi¢bes experimentais para as variaveis independentes de cada enzima (avaliadas

em trés niveis) encontram-se na Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Fatores do planejamento Box Behnken para cada enzima com os 3 niveis avaliados

para cada fator.
Enzimas pH Temperatura (°C)  Concentracao enzimatica (%)
Pancreatina 6,7e8 35,40e45 510e15
Alcalase 6,7¢e8 45, 55 e 65 5,10e15
Neutrase 6,7e8 45,55€e 65 5,10e 15
Papaina 56e7 40,50 e 60 510e15
Bromelina 6,7e8 45,55 e 65 5,10e15

Para cada conjunto de experimentos foram realizadas 4 repeticdes do ponto central,
resultando no total de 16 experimentos para cada enzima testada, conforme dados da Tabela
3.6. Em relacdo a repeticdo no ponto central ha duas finalidades basicas: fornecer uma medida

do erro puro e estabilizar a variancia da resposta prevista.
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Tabela 3.6: Conjunto de experimentos definidos usando um planejamento Box Behnken, onde
X1, X2 € X3 S840 os valores de pH, temperatura e a concentracdo enzimatica,
respectivamente.

Experimento X1 X2 X3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0

Cada conjunto de dados foi analisado no software Statistica 10. A qualidade do ajuste
dos dados experimentais foi avaliada em termos do coeficiente de determinacédo (R?), usando o

modelo estatistico definido pela Equacéo 2:

Y =80+ B1x1 + B2xz + B3xs + P12X1Xx3 +
Bi3x1x3 + B23Xax3 + B11X5 + Porx5 + B3zx; (2)

onde (fo, p1, p2, ..., fn) S0 o0s pardmetros do modelo, que foram estimados por minimos
quadrados. A resposta ou variavel dependente (Y) foi o percentual pureza do P(3HB) obtido

apos a recuperacgdo enzimatica. Para o calculo deste percentual é utilizada a Equacgéo 1 (Segéo

3.3), sendo mp(zHB)f € @ massa de biopolimero calculado a partir da analise de cromatografia e

mt € a massa total da amostra pesada.
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O nivel de significancia adotado para este estudo foi de 5 %. Apos a definicdo dos
coeficientes do modelo, foram construidos os graficos de superficie de resposta com o intuito
de ilustrar a regido O0tima dos parametros em questao.

Além do percentual de pureza de P(3HB), foi calculado o percentual de eficiéncia da
digestdo enzimatica, avaliado segundo a Equacéo 3, que calcula a massa de material celular

(ndo polimérico) solubilizado (Sn).

(Xrcy — Xrcy)
Sy (%) = x100 3
N Xrcg (3)

Os valores de Xrco e Xrct sdo os valores da concentragao celular residual inicial e final
(apds o contato enzimatico), respectivamente. A concentracao celular total (X) e a concentracao
de P(3HB) permitem o calculo da concentracdo celular residual (Xr) a partir da Eg. 4, ou seja,
tudo que ndo é polimero. Este calculo permite quantificar a solubilizacdo do material celular
ndo polimérico, avaliando assim a eficiéncia da digestdo enzimatica (Eq. 3).

Xr(g.l'1) =X — [P(3HB)] (4)

3.6. Teste de pré-tratamento da biomassa com

sonicador

Também foram realizados ensaios no equipamento Sonicador Sonics Vibra-cell VC 750
para avaliacdo do efeito do ultrassom no pré-tratamento da biomassa. As intensidades testadas
foram de 20 e 50 %, avaliando-se o efeito somente do tratamento com ultrassom (Testes U20 e
U50) e da utilizacdo conjunta do pré-tratamento com ultrassom e digestdo enzimatica (Testes
U20-PC4 e U50-PC4) com 4 % de pancreatina, enzima de melhor eficiéncia nos testes
realizados seguindo o planejamento fatorial. As células de B. megaterium foram suspensas em
20 mL de tampao especifico em beckers de 50 mL. O tempo avaliado no sonicador foi de 4 min
(30 s por 10 s pausa). Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

As células de B. megaterium foram suspensas em 20 mL de tampédo especifico em
beckers de 50 mL. O tempo avaliado no sonicador foi de 4 min, com pulsar de 30 s de ultrassom
por 10 s de pausa.

Os experimentos que tinham como finalidade avaliar apenas o efeito do ultrassom, ndo

tiveram adicionada a solucéo a enzima.
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Os experimentos utilizando sonicador e digestdo enzimatica foram realizados em duas
etapas: sonicador (como descrito acima) e contato enzimatico como descrito na Se¢éo 3.6.

Na Figura 3.4 € mostrado o experimento com o Sonicador Sonics Vibra-cell VC 750.

Figura 3.4: Imagem do experimento de pré-tratamento da biomassa por sonicacao.

3.7. Protocolo de experimentos de extracdo com

cloroformio

Os ensaios de extracdo utilizando o solvente cloroférmio foram realizados para fins
comparativos, a partir das células de B. megaterium produzidas para o planejamento
experimental, com sacarose. O cloroférmio por ser um solvente ja bastante utilizado para
extracdo do P(3HB), como abordado no Capitulo 2 foi avaliado para fins comparativos com
relacdo a outros trabalhos da literatura com diferentes microrganismos.

Nestes experimentos, primeiramente foram incubadas amostras de 0,2 g de biomassa
em 20 mL de solvente em tubos de vidro com tampa de rosca de teflon. Por ndo haver consenso
na literatura a respeito da proporcado biomassa/solvente utilizada, a proporc¢éo escolhida foi de
1 g para 100 mL de solvente, com base no proposto por Valappil et al.(2007). Ap6s o contato
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biomassa/solvente, sob temperatura de 60 °C e agitacdo magnética controladas, as amostras
foram filtradas a vacuo, utilizando um conjunto de Kitassato, funil de Biichner e papel filtro
qualitativo, como meio filtrante. O filtrado, contendo o P(3HB) extraido, foi seco em forno
elétrico a 70 °C com circulacdo forcada até peso constante. A metodologia utilizada esta
esquematizada na Figura 3.5.

SECAGEM

EXTRACAC FILTRAG O

Figura 3.5: Etapas de extracdo de P(3HB) com cloroférmio a partir da biomassa.
Fonte: (Borges, 2017).

Os tempos testados foram 180 e 360 minutos, e todos os experimentos foram realizados
em duplicatas. O P(3HB) obtido em Placa de Petri ap6s secagem do solvente foi analisado,
segundo sua pureza, por cromatografia gasosa pela metodologia descrita na Secéo 3.3.

Os célculos de eficiéncia da recuperacdo e pureza do biopolimero sdo realizadas com
equacOes diferentes das utilizadas para recuperacdo enzimatica pela metodologia ter acdes

diferentes. A recuperacdo do polimero por solvente foi calculada a partir da Equacdo 5.

massafilme

Recuperacio (%) = X 100 (5

MmasSAp(34B) na biomassa
O valor da massariime € obtido em gramas pela pesagem do filme de biopolimero obtido
apos a evaporacdo completa do solvente e 0 da massap(3HB) na biomassa € PESO em gramas de
P(3HB) na biomassa utilizada calculado por cromatografia gasosa (Se¢éo 3.3). A pureza do

polimero foi calculada conforme apresentado na Equacao 6.

massapizap) 9
massafilme

Pureza (%) = 100 (6)
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O valor da massap(He) € obtido em gramas no filme de biopolimero apds a evaporacéo
completa do solvente quantificado por cromatografia e 0 da massasime € 0 mesmo utilizado na
Eq.5.

Na Figura 3.6 temos a imagem do experimento de extracdo com o solvente cloroférmio

realizado em chapa de aquecimento.

Figura 3.6: Experimento de extragdo com cloroférmio realizado a 60 °C por 180 e 360
minutos.



Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1. Microrganismo e cultivos

Para todos os cultivos realizados com o meio sugerido por Wang e Lee (1997), conforme
descrito na Secdo 3.2.2, as células foram observadas em microscopio com aumento de 1600
Vezes.

Na Figura 4.1 pode-se observar uma fotografia dos B.megaterium obtida com camera
digital direto na lente do microscopio. Esta imagem corresponde a coloracdode GRAM de
amostra do experimento realizado em shaker com (a) inéculo de 5 h e (b) final do cultivo de
20 h.

Figura 4.1: Imagens de placas com inéculo de 5 h (A) e apds cultivo de 20 h (B) com
coloracdo de Gram.

45
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A diferenca da coloragdo entre 5 e 20 h de cultivo deve-se ao aumento de acumulo de
granulos de biopolimero no interior da célula, utilizado como reserva de energia, 0 que deixa a
bactéria com maior largura. Na imagem (a) a taxa de divisdo celular esta muito alta de forma
que vemos as células muito proximas umas das outras. Desta forma, como os nutrientes estéo
sendo usados para a divisdo celular, ainda ndo ha acimulo de polimero no interior da célula e
vemos um tom azul escuro tipico da parede celular Gram-positiva. Na imagem (b), a divisdo
celular esta chegando numa fase estacionaria, por isso notamos as células mais distantes umas
das outras e ja com granulos de polimero no seu interior, ocasionando colora¢ao mais rosada e
o formato mais arrendondado dos Bacillus.

Apds os cultivos foram realizadas a liofilizacdo e a homogeneizacdo da biomassa e por
fim a quantificacdo do P(3HB) no interior das células. Esta quantificacdo foi realizada de acordo
com a metodologia descrita na Segéo 3.3.

Para cada propanolise realizada a fim de quantificar o biopolimero foi realizada uma
curva de calibragdo usando P(3HB) comercial, para com a equacdo obtida pela linha de
tendéncia desta curva calcular o valor em gramas de polimero. Uma das curvas padrdes obtidas
€ mostrada na Figura 4.2 como exemplo. Todas as curvas obtiveram equacdes com o coeficiente

de determinacédo (R?) com aproximadamente o mesmo valor do exemplo.

0,045

y =0,0100x + 0,0003 (Y
0,040 R?=0,9993

0,035
0,030 .
0,025
0,020 '

0,015

Massa pesada P(3HB) (g)

0,010 .

0,005 L

0,000
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000 4,500

Razdo das areas

Figura 4.2: Curva de calibracdo para determinacdo da quantidade de polimero.
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Como resultados desta quantificacdo, o percentual de P(3HB) intracelular na biomassa
de Bacillus megaterium homogeneizada produzida a partir do soro de leite foi de 40,3 + 0,8 %.
E o percentual de P(3HB) existente na biomassa de B. megaterium homogeneizada produzida

a partir de sacarose e sulfato de amonio foi de 50,2 £ 0,4 %.
4.2.  Testes preliminares

Os primeiros experimentos realizados avaliaram as condicdes de pH e temperatura para as
enzimas sob o substrato em questdo — parede celular de B. megaterium. A faixa de trabalho de
cada uma das enzimas para pH e temperatura foi testada de acordo com as informacdes obtidas
na literatura.

A avaliacao de eficiéncia destes experimentos foi realizada de acordo com o percentual de
pureza do produto final (YY) e o respectivo desvio padréo. Todos os experimentos preliminares
foram realizados em duplicata. Para os testes variando as condi¢fes operacionais 0 tempo da
etapa de digestdo enzimatica foi de 4 h e a concentragdo enzimatica de 5 %.

Na Tabela 4.1 sdo apresentados os dados de pH, temperatura e Y, dos primeiros
experimentos realizados neste trabalho, de forma a avaliar a eficiéncia das enzimas em
preparacOes liquidas em diferentes condi¢Ges de trabalho. Em negrito estdo as condi¢cGes com
maior eficiéncia. As células utilizadas nestes testes foram as obtidas a partir do cultivo com
soro de leite com percentual de polimero de 40,3 £ 0,8 % na biomassa.

Analisando a Tabela 4.1, notamos que as enzimas Pectinex, Viscozyme e Saczyme Yield
ndo obtiveram um biopolimero com bom percentual de pureza e este sendo muito proximo da
biomassa utilizada (40,3 £ 0,8 %). Com esta anélise, novos experimentos foram realizados com
estas trés enzimas aumentando a concentragdo enzimatica de 5 % para 20 % (g.g™* enzima por
biomassa). Na Tabela 4.2 sdo apresentados os dados destes experimentos que avaliaram se com

maior concentracdo de enzima no meio haveria diferenca na eficiéncia do processo.
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Tabela 4.1: Experimentos preliminares com as enzimas em preparacfes liquidas
avaliando a eficiéncia da digestdo enzimatica no percentual de pureza do biopolimero para
diferentes condicdes de pH e temperatura.

Pureza P(3HB) (%)

Enzima pH Temperatura (°C) - (édia + desvio padrio)
65 65 60,5+0,9
65 70 50,1+0,5
Alcalase 6,5 55 latla
7.0 65 57,9+1,0
70 60 59,3+1,2
70 55 59,2+1,0
7.0 45 535+0,8
Neutrase 6.5 60 50,6 £1,3
65 50 585+15
45 45 46,1 +1,2
. 45 55 43,3+0,8
Pectinex 45 45 409+11
6.5 60 39616
45 50 452+1,0
| 45 45 42,6 +0,9
Viscozyme 45 55 40,3+1,2
6.5 60 38319
6.5 55 40,0+0,3
. 45 55 41,2+0,8
Saczyme Yield 45 45 430+04
45 65 40,4 £0,7

Tabela 4.2: Experimentos preliminares com as enzimas Pectinex, Viscozyme e Saczyme
avaliando a eficiéncia da digestdo enzimatica no percentual de pureza do biopolimero com
concentracdo enzimética de 20 %.

Pureza P(3HB) (%)

Enzima pH Temperatura (°C) (média + desvio padrio)
Pectinex 4,5 45 443114
Viscozyme 4,5 50 432+16

Saczyme Yield 4,5 45 42,0+1,3
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Este percentual (20 %) foi escolhido para verificar se haveria alguma mudanca significativa
na eficiéncia das enzimas na digestdo, o que néao foi observado na prética (Tab. 4.2).

Na Tabela 4.3 séo apresentados os dados dos experimentos preliminares que avaliaram a
eficiéncia das enzimas Pancreatina, Papaina e Bromelina em diferentes condicGes de trabalho.

Nos experimentos complementares com as enzimas Alcalase e Neutrase, foram testados
apenas uma condicdo de pH e temperatura para cada uma. Isto porque outras condicfes ja
haviam sido testadas com as células produzidas com soro de leite. Desta forma estes
experimentos complementares foram realizados apenas para essas duas enzimas que
apresentaram melhor desempenho nos experimentos preliminares (Tabela 4.1).

As células de B. megaterium que foram utilizadas nestes testes tinham 50,2 = 0,4 % de

P(3HB) no seu interior.

Tabela 4.3: Experimentos preliminares com as enzimas avaliando a eficiéncia da

digestdo enzimatica no percentual de pureza do biopolimero para diferentes condicdes de pH e

temperatura.
. Pureza P(3HB) (%
Enzima pH Temperatura (°C) . ( . ) ( o)~
(média + desvio padrao)
6,0 50 618+1,2
Bromelina
5,0 40 98,6+2,1
6,0 45 63,2+0,9
Papaina
5,0 40 60,8+1,1
7,0 40 70,7+£1,0
Pancreatina 8,0 50 66,8 + 0,8
8,0 40 68,2+0,7
Alcalase 6,5 50 659+1,1
Neutrase 6,5 55 65,1+0,8

Na Tabela 4.4 sdo apresentadas as condicGes de pH e de temperatura selecionadas para
cada enzima de preparacgéo liquida para realizagdo dos testes de tempo de contato enzimatico
(3, 6,9 e 12 h), apresentados na Figura 4.3.
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Tabela 4.4: Enzimas e suas respectivas condic¢oes de pH e temperatura, avaliadas nos testes de
tempo de contato enzimatico.

Enzima pH Temperatura ( °C)
Alcalase 6,5 65
Neutrase 7,0 55
Pectinex 4,5 45
Viscozyme 4,5 50
Saczyme Yield 4,5 45

Na Figura 4.3 sdo apresentados os dados de recuperacdo das enzimas de preparo liquido
para os tempos 3, 6, 9 e 12 horas. Destes testes preliminares foi possivel observar que a enzima
Saczyme Yield ndo apresentou diferenca significativa de quantidade de biopolimero no meio
em relacdo ao da biomassa celular inicial, permanecendo em aproximadamente 40 %. Além
disso, apesar de os polimeros obtidos apds contato com as enzimas liquidas Pectinex e
Viscozyme tenham apresentado uma pureza de até 45 % em 12 horas, o erro experimental
envolvido e o tempo muito longo de contato fizeram com que estas enzimas também fossem

descartadas para 0s passos seguintes juntamente com a enzima Saczyme.

70%

65% |
| L]
60% L A
g T )
@ 55% T
3 1
a.
(v}
3 ¢
¢ 50%
>
a
45% 5 % d
L I ¢ @
40% ¢ . . T T
J- L
35%
0 3 6 9 12

Tempo de contato enzimatico (horas)

Figura 4.3: Grafico do percentual de pureza de P(3HB) recuperado apés reacéo enzimatica de
3, 6,9 e 12 horas das enzimas liquidas: Alcalase (@), Neutrase (4 ), Pectinex (¢),
Viscozyme (o) e Saczyme Yield ().
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Analisando os primeiros experimentos, selecionando as enzimas Alcalase e Neutrase por
apresentarem maior eficiéncia dentre as enzimas de preparo liquido, foram realizados
experimentos de até 9 horas com estas e com as enzimas em pd, Bromelina, Papaina e
Pancreatina. As células utilizadas nestes experimentos foram as obtidas pelo cultivo com
sacarose com percentual de polimero de 50,2 + 0,4 % na biomassa final.

Na Tabela 4.5 sdo apresentadas as condicGes de pH e de temperatura dos experimentos de
recuperacdo enzimatica por tempo de contato apresentados na Figura 4.4. Com base no teste t,
foi observado que entre 6 e 9 horas ndo houve uma variagao significativa no percentual de
pureza de P(3HB) recuperado. Desta analise, escolheu-se o tempo de 6 horas de contato
enzimatico para os testes do planejamento BBD, além de considerar um tempo menor de

contato enzimatico mais atrativo financeiramente para uma ampliacéo de escala.

Tabela 4.5: Enzimas e suas respectivas condi¢des de pH e temperatura, avaliadas nos testes de
até 9 horas de contato enzimatico.

Enzima pH Temperatura ( °C)
Alcalase 6,5 65
Neutrase 7,0 55
Bromelina 6,0 50
Papaina 6,0 45
Pancreatina 7,0 40

Na Figura 4.4 sdo apresentados os dados dos experimentos de 3, 6 e 9 h para as proteases,

nas condicdes operacionais indicadas na Tabela 4.5.
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Figura 4.4: Grafico do percentual de pureza de P(3HB) recuperado apds reacao enzimatica de
3, 6 € 9 horas das enzimas liquidas: Alcalase (®), Neutrase (A ), Pancreatina (+), Papaina (o)
e Bromelina ().

Podemos observar que todas apresentaram uma boa eficiéncia no processo de digestéo
celular obtendo P(3HB) com percentuais de pureza maiores que o da biomassa utilizada.
Também € observado na Fig. 4.4 que a enzima Pancreatina obteve o biopolimero com o maior
percentual de pureza entre as proteases nestes experimentos em todos os tempos de contato
testados (3, 6 e 9 h).

Avaliando os testes realizados nesta secdo, foi possivel selecionar, conforme o desempenho
obtido, 5 das 8 enzimas estudadas para realizar o planejamento fatorial escolhido: Alcalase,
Neutrase, Bromelina, Papaina e Pancreatina. A eficiéncia destas proteases se deve —
provavelmente — a sua especificidade, atuando diretamente na camada de peptidoglicano, como
também em outras proteinas celulares, que constituem a maior parte da biomassa (Copeland,
2000a; Kapritchkoff et al., 2006; Tortora et al., 2012).

As outras trés enzimas apresentaram baixa eficiéncia possivelmente ndo agirem
diretamente na camada de peptidoglicano (ligagdes NAG-NAM). Desta forma, as trés enzimas,

Pectinex, Viscozyme e Saczyme nédo foram testadas no planejamento fatorial.
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4.3. Planejamento experimental de recuperacéo
enzimatica de P(3HB)

Ap0s a realizacdo dos experimentos preliminares foi possivel selecionar as 5 proteases para
a realizacdo do planejamento experimental a fim de encontrar as condi¢fes operacionais 6timas
para estar enzimas. Além disso 0 tempo de contato para a etapa de digestdo enzimatica também
foi determinada nestes experimentos, sendo 6 horas o escolhido.

A partir dos conjuntos de experimentos realizados segundo BBD (Tabela 3.6), a eficiéncia
das cinco enzimas escolhidas para o estudo da solubilizacdo das células de B. megaterium foi
avaliada em termos de recuperacao de P(3HB) ap6s o contato enzimatico.

Na Tabela 4.6 sdo apresentados os resultados experimentais obtidos a partir do
planejamento fatorial BBD. O valor de Y (Eq. 2) é o percentual de pureza do biopolimero
recuperado apos as 6 horas de contato enzimatico, com as condi¢des de pH, temperatura e
concentracdo de enzima, definidas de acordo com o planejamento.

O valor de Sy apresentado na Tabela 4.6 € a massa de material celular solubilizado, ou
seja, tudo aquilo que ndo é polimérico e que a enzima digeriu durante o experimento (Eq. 3).
Esta variavel esta diretamente correlacionada ao valor de Y, portanto quanto maior a pureza do
P(3HB) obtido, maior sera o percentual de material celular solubilizado pela enzima.

Na Tabela 4.6 sdo apresentados os dados para as 5 enzimas.

Nesta tabela podemos observar que a Pancreatina atingiu os maiores valores de pureza de
P(3HB) () na faixa de 80 a 85 %, com valor médio de Y para os 16 experimentos de 77 %, e
com o percentual de material celular solubilizado (Sn) na faixa de 60 a 70 %. Estes valores
como estdo correlacionados apresentam comportamentos similares, sendo que quanto maior o
percentual de Y maior sera o percentual de Sn.

Para as enzimas Alcalase, Neutrase, Papaina e Bromelina, o percentual medio de Y obtido
e Sn foi de 73 % e 47 %, 73 % e 46 %, 72 % e 44 %, e 68 % e 36 %, respectivamente.

Desta analise, as preparacBes enzimaticas, independente da concentragdo utilizada,
resultaram na seguinte ordem crescente de eficiéncia na solubilizacdo das células e maior

percentual de pureza do polimero: Bromelina < Papaina < Neutrase < Alcalase < Pancreatina.
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Tabela 4.6: Valores de Y e Sy obtidos para cada enzima nos experimentos definidos na Tabela

3.6. Os subindices “pc”, “alc”, “neu”, “pap” € “bro” indicam resultados referentes,
respectivamente a pancreatina, alcalase, neutrase, papaina e bromelina.

Experimento ch SNpc Yalc SNalc  Yneu SNneu Ypap SNpap Ybro  SNbro

1 76% 52% 72% 44% 73% 46% 69% 38% 70% 40%
2 5% 50% 70% 40% 67% 34% 65% 30% 61% 22%
3 4% 48% 80% 60% 72% 44% 67% 34% 73% 46%
4 70% 40% 73% 46% 72% 44% 67% 34% 72% 44%
S 2% 4% 76% 52% 76% 52% 74% 48% 66% 32%
6 7% 54% 74% 48% 72% 44% 70% 40% 62% 24%
7 80% 60% 77% 54% 75% 50% 73% 46% 73% 46%
8 77% 54% 74% 48% 70% 40% 74% 48% 63% 26%
9 82% 64% 68% 36% 76% 52% 69% 38% 63% 26%

10 73% 46% 78% 56% 72% 44% T73% 46% T71% 42%
11 85% 70% 61% 22% 72% 44% 75% 50% 63% 26%
12 2% 44% 73% 46% 74% 48% 69% 38% 79% 58%
13 79% 58% 75% 50% 73% 46% 76% 52% 67% 34%
14 80% 60% 75% 50% 74% 48% 75% 50% 67% 34%
15 81% 62% 74% 48% 73% 46% 77% 54% 67% 34%

16 80% 60% 75% 50% 73% 46% 75% 50% 68% 36%

Na Tabela 4.7 estdo apresentados os coeficientes dos modelos matematicos estimados pelo
software Statistica 10 para cada uma das enzimas testadas. Os coeficientes estatisticamente
significativos foram destacados em negrito. Todos os dados foram avaliados de forma

normalizada a fim de comparar os efeitos na mesma ordem de grandeza.
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Tabela 4.7: Coeficientes dos modelos matematicos estimados pelo software Statistica 10, para
as 5 enzimas utilizadas no planejamento fatorial BBD.

Parametros Parametros Parametros Parametros Parametros

Fatores Pancreatina Alcalase Neutrase Papaina Bromelina
Intercepto 0,7620 0,7299 0,7262 0,7039 0,0679
X1 -0,0045 -0,0344 -0,0396 -0,0151 -0,0629
X1? 0,0372 -0,0207 0,0105 0,0378 0,0051
X2 -0,0724 0,0830 0,0069 -0,0059 0,0971
X2? 0,0222 0,0312 0,01235 0,0507 -0,0207
X3 0,0265 -0,0302 -0,0107 0,0112 0,0397
X3? -0,0047 0,0166 -0,0140 -0,0066 0,0085
X1X2 -0,0121 -0,0237 0,0268 0,0204 0,0429
X1 X3 -0,0412 -0,0052 -0,00237 0,0253 -0,0264
X2 X3 -0,0176 0,0065 0,0310 -0,0535 0,0414
R? 0,852 0,877 0,946 0,891 0,953

A partir das conclusdes obtidas analisando a Tabela 4.6, em que a Pancreatina foi a enzima
com maior eficiéncia no processo de digestdo celular enzimatica, serdo debatidos aqui outras
analises realizadas para esta enzima e 0 modelo gerado a partir do planejamento Box Behnken.

O gréfico da probabilidade normal (Q-Q plot), Figura 4.5, permite a inspecdo da
normalidade por meio da comparacao entre a frequéncia acumulada dos residuos padronizados
e a curva normal para a variavel resposta. Podemos observar indicios de que 0s erros sao
normalmente distribuidos, pois a maioria dos pontos esta localizada de forma aproximada ao
longo da reta, demonstrando a confiabilidade dos pontos experimentais obtidos. Resultados

similares foram obtidos paras demais enzimas (Apéndice 2).
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Figura 4.5: Gréfico de probabilidade normal dos residuos para a variavel de resposta

recuperacdo de P(3HB) para Pancreatina.

Podemos observar na Figura 4.6 que os residuos estdo distribuidos aleatoriamente

demonstrando que ndo h& um erro sistematico no modelo e que este descreve adequadamente 0

sistema. Resultados similares foram obtidos paras demais enzimas (Apéndice 2).
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Figura 4.6: Grafico dos residuos versus valores preditos para a variavel de resposta

recuperacgdo de P(3HB) para Pancreatina.
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Na Tabela 4.8 s@o apresentados os coeficientes do modelo matematico estimados pelo
software Statistica 10, bem como o erro padréo dos coeficientes, os respectivos valores de t de
Student, as significancias de cada coeficiente da regressdo através do valor p e os limites de
confianca (95 %). Os coeficientes estatisticamente significativos foram destacados em negrito.
Estes dados pertencem a enzima Pancreatina.

Tabela 4.8: Coeficientes da regressao linear, desvio padrdo destes, valores de t e probabilidade

estatistica p dos coeficientes do modelo e seus intervalos de confianca referente a
Y — percentual de pureza de P(3HB) recuperado via Pancreatina.

Limite Limite de

Fatores Efeito Err9 Valor t Valor p confianga  confianca
padrdo inferior superior
Intercepto 0,7620 0,0015 500,6824 0,0000 0,7572 0,7669
X1 -0,0045 0,0037 -1,2186 0,3101 -0,0164 0,0073
X1? 0,0372 0,0026 14,1284 0,0008 0,0289 0,0456
X2 -0,0724 0,0037 -19,4193 0,0003 -0,0843 -0,0605
X2° 0,0222 0,0026 8,4090 0,0035 0,0138 0,0306
X3 0,0265 0,0037 7,0987 0,0058 0,0146 0,0383
X3? -0,0047 0,0026 -1,7686 0,1751 -0,0131 0,0037
X1 X2 -0,0121 0,0053 -2,2909 0,1059 -0,0289 0,0047
X1X3 -0,0412 0,0053 -7,8206 0,0044 -0,0580 -0,0245
X2 X3 -0,0176 0,0053 -3,3357 0,0445 -0,0344 -0,0008

Para a Pancreatina, o modelo final obtido, utilizando somente os coeficientes
estatisticamente significativos destacados na Tabela 4.7, foi capaz de explicar cerca de 85,2 %
(R2=0,852) da recuperacdo de P(3HB) por digestdo celular. Dos valores destacados (em
negrito) podemos concluir que as trés variaveis independentes foram consideradas
estatisticamente significativas nos termos lineares ou quadraticos para a recuperagéo de P(3HB)
para esta enzima. Para a temperatura (X2) o termo linear se destacou dentre as demais variaveis
como a de maior efeito, influenciando de forma inversa (valor negativo do coeficiente), ou seja,
quanto maior, menor a eficiéncia do processo. Para rea¢Ges enzimaticas uma elevagdo da
temperatura geralmente acima da temperatura 6tima, reduz drasticamente a velocidade da
reacao. Isto se deve a desnaturacéo seguida da desativacdo da enzima. A desnaturacdo de uma
enzima modifica o arranjo dos aminoacidos no sitio ativo, alterando sua forma e causando a
perda da atividade enzimatica (Tortora et al., 2012).

A enzima Pancreatina é produzida pelo pancreas humano, bovino ou porcino e € utilizada
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na faixa de 37 a 40 °C, que € a variacdo de temperatura corporal destes que a produzem. Sendo
assim, o valor negativo do coeficiente da variavel x; indica que temperaturas acima de 40 °C ja
teriam perda de atividade desta enzima, diminuindo assim a eficiéncia da reacao.

Para a enzima Papaina a concentragdo enzimatica (xz), dentro da faixa testada, nédo
apresentou efeito estatisticamente significativo, nem linear nem quadratico. Este fato pode ter
como justificativa diversas situacdes, tais como a diminuicdo da concentracdo de ligacOes
disponiveis para clivagem devido inibicdo do sitio ativo por algum substrato presente no meio
ou formado durante a reacdo, ou ainda a diminuicdo da atividade enzimética, devido a
desnaturacdo da enzima. Vale salientar que a estabilidade de uma enzima € dependente do
tempo, podendo para a papaina o tempo de 6 horas afetar sua atividade enzimatica.

O modelo final obtido com os termos que foram estatisticamente significativos foi capaz
de explicar cerca de 87,7 % para a Alcalase, 94,6 % para Neutrase, 89,1 % para a Papaina e
95,3 % para a Bromelina (valores de R?) da recuperacéo de P(3HB) pela digestdo celular com
cada enzima.

Para auxiliar na visualizacdo da regido 6tima das condi¢6es de cada enzima, dentro da faixa
estudada, sdo apresentadas as superficies de resposta (MSR), Figuras 4.7, 4.8 e 4.9, geradas no
Statistica para o percentual de pureza de P(3HB) recuperado a partir do modelo proposto para
a enzima Pancreatina. As MSR expressam a interacao entre duas varidveis independentes sobre
a resposta, com a terceira variavel mantida no ponto central do planejamento. As superficies de
resposta geradas para as outras quatro enzimas deste trabalho encontram-se no Apéndice 2. A
andlise das Figuras 4.7, 4.8 e 4.9 mostra que os valores 6timo de pH (x1), temperatura (x2) e
concentragdo enzimatica (xz) séo de aproximadamente 7,0, 37 °C e 16 %, respectivamente.

Avaliando experimentalmente por varredura da concentracdo enzimatica, este parametro

6timo para a Pancreatina se encontra dentro da faixa de 8 — 10 %.
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Figura 4.7: Superficie de resposta gerada para X1, X2 € Y para a Pancreatina.

85 %

Figura 4.8: Superficie de resposta gerada para X1, Xs € Y para a enzima Pancreatina
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86%

Figura 4.9: Superficie de resposta gerada para x2, X3 € Y para a enzima Pancreatina.

As condicdes 6timas encontradas a partir do modelo estatistico e das superficies de resposta
geradas para cada enzima encontram-se na Tabela 4.8.

Tabela 4.9: Condi¢bes 6timas de acordo com o0 modelo estatistico para cada enzima gerado a
partir dos experimentos Box Behnken Design.

im0t
Pancreatina 7.3 37 8
Alcalase 75 60 10
Neutrase 6,0 52 15
Papaina 58 50 10
Bromelina 6,0 43 15

As condi¢cfes 6timas que resultaram dos testes do planejamento fatorial para cada
enzima encontram-se dentro das faixas encontradas no estudo da literatura. Para a Pancreatina
as condicdes de pH e temperatura coincidiram com o que era esperado, visto que o pH do suco
pancreatico fica entre 7,0 e 8,0 e a temperatura corporal dos animais varia de 37 a 40 °C.

Comparando as condic¢des Otimas da Tabela 4.8 com o estudo de Kapritchkoff et al.
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(2006) podemos notar pequenas variagOes. Isto pode ser explicado pelo fato destes autores
terem utilizado um microrganismo de diferente género, a Ralstonia eutropha, que é uma Gram-
negativa. Além disso, os valores 6timos reportados por Kapritchkoff et al. (2006) eram em
realidade a melhor condi¢do encontrada entre as condi¢cdes pontuais de pH e temperatura
testadas por estes autores, ndo sendo o resultado de um modelo de interpolagdo na regido
experimental, como acontece no presente trabalho. Em relacdo ao Otimo de pureza de
biopolimero, Kapritchkoff et al. (2006) consideraram a pancreatina como melhor desempenho
e custo-beneficio, chegando em 90,3 % de pureza com 8 horas de contato enzimético e 2 % de
enzima no meio. Vale salientar que os autores realizaram um pré-tratamento térmico na
biomassa celular a fim de fragilizar a parede celular e facilitar a digestdo enzimatica.

Na Figura 4.10 podemos observar o aspecto visual de duas amostras de biopolimero
obtidas apds o contato enzimatico de 6 horas e apés a etapa de secagem, uma com digestdo com
Pancreatina (a), com pureza de aproximadamente 80 %, e outra com Papaina (b), com pureza
em torno de 65 %. No biopolimero de menor percentual de pureza podemos notar uma

coloracdo mais marrom, caracteristica da biomassa residual.

Figura 4.10: Filme de biopolimero ap0s contato enzimatico ap6s processo de secagem, em (a)
contato com Pancreatina e em (b) com Papaina.

Também foram realizados experimentos para varredura da concentragdo enzimatica
para a enzima Pancreatina. Nas condigdes 6timas de pH (7,3) e temperatura (37 °C) foram
testadas quatro diferentes concentracdes enzimaticas (4, 8, 10 e 15 %), conforme mostra a
Tabela 4.10.

Analisando os dados da Tabela 4.10, para 8 % de enzima por biomassa, o percentual de
polimero foi de aproximadamente 76 %, o qual se encontra dentro do intervalo de confianca de
74 a 78 %. Para 10 % de concentracdo enzimatica o valor de pureza obtido foi 77 %, com
intervalo de confianga na faixa de 76 a 78 %. Desta maneira a concentragdo enzimatica
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considerada étima a partir dos experimentos de varredura foi de 8 % para esta enzima.

Tabela 4.10: Experimentos de digestdo enzimatica para a enzima Pancreatina em diferentes
concentragdes, nas mesmas condicGes de pH (7,3) e de temperatura (37 °C).

Concentracao Pureza P(3HB) (%) Limite inferior Limite superior
enzimatica (%)  (média £ desvio padréo) (%) (%)

4 65,2+ 1,30 63,7 66,7

8 759+161 74,0 77,8

10 77,4 +0,85 76,4 78,4

15 70,3+ 2,10 67,8 72,8

Com relacdo a influéncia da concentracdo de enzima, observa-se na Tabela 4.10 um
decaimento na pureza do polimero quando a concentracdo enzimatica foi aumentada até 15 %.
Para entender este efeito, cabe primeiramente lembrar que o substrato esta imobilizado na forma
de camada de peptidoglicano, dificultando a formagéo do complexo enzima-substrato e criando
a possibilidade de que haja uma saturacdo a partir de uma determinada concentracdo de enzima.
Assim, a medida que se aumenta a concentracdo de enzima, a taxa de rea¢do pode aumentar até
0 ponto em que quantidades significativas da concentracdo total do substrato estdo sendo
esgotadas durante a janela de tempo do ensaio. De acordo com esta hip6tese, quando a deplecao
do substrato se torne significativa, aumentos adicionais na concentracdo de enzima ndo
ocasionardo mudancas acentuada na taxa de reacao.

Outro fendmeno que pode levar ao comportamento observado na taxa de reacdo é
producdo de moléculas inibidoras como subprodutos da reacdo enzimatica, as quais podem
interferir na dinamica de formacdo/ruptura das interacBes enzima-substrato. Substancias
inibidoras podem formar complexos reversiveis e irreversiveis, sendo que muitas vezes a taxa
de reacdo é determinada pela duracdo da interacdo reversivel enzima-inibidor (Copeland,
2000b; Tortora et al., 2012).

Outras causas potenciais para este efeito sdo a possibilidade de inibi¢do e limitagéo na
disponibilidade de um ativador ou cofator de enzima. Alguns inibidores, que podem estar na
forma de proteinas e peptideos, normalmente funcionam em classes de proteases com agédo
semelhante de reducdo de taxa. Com relagao ao cofator, no caso de a enzima em estudo requerer
um cofator dissociavel para a atividade completa, a concentracdo de enzima livre dependera da

concentracéo de cofator livre e do complexo enzima-cofator.
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Cabe ainda mencionar que o percentual de pureza do P(3HB) obtido no presente
trabalho, mesmo utilizando apenas a digestdo enzimatica e para uma bactéria Gram-positiva, é
da mesma ordem que o valor de 71 % de pureza obtido por Suzuki et al. (2008), sendo que estes
autores usaram tratamento combinado SDS e digestdo enzimatica da bactéria Gram-negativa
Burkholderia cepacia IPT 64 com a enzima Esperase a 2 % de concentragdo (g.g* enzima por
biomassa). Também utilizando métodos combinados com SDS, EDTA e digestdo enzimatica,
0s autores Yasotha et al. (2006) que utilizaram a Gram-negativa Pseudomonas putida, com as
enzimas Alcalase e Lisozima, obtendo o biopolimero com purezas em torno de 90 %. Embora
0 percentual de pureza seja maior que o encontrado neste trabalho, para algumas aplicacGes
(por exemplo, na area médica) este polimero iria necessitar de uma etapa adicional de
purificacdo.

Além destes, podemos mencionar o trabalho dos autores Kapritchkoff et al. (2006) que
utilizaram a Gram-negativa Ralstonia eutropha e obtiveram purezas préximas de 90 % com a
digestdo enzimatica utilizando a Pancreatina. Esta pureza, entretanto, foi encontrada apds 8
horas de contato enzimatico.

Podemos observar aqui que a diferenca estrutural entre as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas influencia diretamente na recuperacdo do biopolimero. Com isso torna-se
fundamental o estudo de um pré-tratamento celular para fragilizar a parede peptidoglicana e

auxiliar o processo de digestdo enzimatica das células Gram-positivas.

4.4. Testes de pré-tratamento celular com ultrassom

Os valores de pureza e massa celular solubilizada encontrados nos experimentos
envolvendo tratamento com ultrassom sdo apresentados na Tabela 4.11.

Dos resultados obtidos com o0s experimentos sem uso de enzima percebe-se que com a
intensidade de 20 % (teste U20) o tratamento com ultrassom ndo promoveu a liberacdo do
polimero das células, visto que a pureza obtida é da mesma ordem que a quantidade de houve
biopolimero na biomassa utilizada (50,2 + 0,4 %).

No tratamento com ultrassom na intensidade de 50 % (teste U50) sem uso de enzima
houve liberacdo do biopolimero mesmo sem a etapa de digestdo enzimatica, visto que a pureza

encontrada no experimento foi de 70,3 + 1,1 %.
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Tabela 4.11: Percentual de pureza e percentual de massa celular solubilizada (Sn) do
biopolimero a partir dos testes com ultrassom.

Pureza P(3HB) (%0)

Amostra (média + desvio padrao) S (%)
uU20 50,6 £1,9 1,2

U20-PC4 654+1,6 30,8
Us0 703+11 40,6

U50-PC4 80,7+1,3 61,4

Os mesmos efeitos sdo observados ao comparar os testes com combinacédo de tratamento
com ultrassom e digestdo com a enzima Pancreatina ((U20-PC4 e U50-PC4): (i) ndo havendo
aumento na de pureza do produto com relacdo ao obtido usando somente digestdo enzimatica
com 4 % de Pancreatina (65 + 1,3 %) usando intensidade de 20 % (U20-PC4); a pureza do
P(3HB) obtido aumento para 80,7 £ 1,3 % no teste U50-PC4, indicando o aumento da eficiéncia
do processo de recuperacdo quando o tratamento com ultrassom € realizado com 50 % de
intensidade.

E importante ressaltar que este aumento de eficiéncia de recuperacéo a partir da B.
megaterium com uso de ultrassom é da mesma ordem do obtido por Quines et al. (2011) na
recuperacdo de P(3HB) a partir de células de C. necator com extracdo com carbonato de
propileno (de 82 % para 92 %). Cabe ainda mencionar que Koller et al. (2013), usando pré-
tratamento com ultrassom antes do tratamento quimico de extragdo a partir de Gram-negativas,
e avaliando o produto obtido apds o ultrassom, ndo observaram diminuicdo de massa molar do
produto final. No entanto, este aspecto teria que ser confirmado via andlises especificas para o
caso do P(3HB) obtido no teste U50-PC4.

45. Custo-beneficio das enzimas utilizadas nos
experimentos definidos de acordo ao planejamento

experimental

Apos realizar os experimentos de contato enzimatico de acordo com o planejamento
experimental escolhido e gerar os modelos estatisticos de cada enzima, uma analise de custo-

beneficio foi realizada para as 5 proteases utilizadas no BBD.
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Para esta analise foram considerados o preco por kg de enzima, a quantidade de enzima
utilizada (em gramas a partir da concentracdo enzimatica) e a pureza de P(3HB) obtido com
cada enzima. Estes fatores foram considerados para cada enzima nas suas respectivas condicdes
Otimas de pH e temperatura apresentados na Tabela 4.8.

Para o célculo deste custo-beneficio foi utilizada a Equagéo 5.

(massa enzima x valor/grama)

Custo (U = 100 5
usto ( $)/ gP(SHB) Pureza x massaop(3HB) x ( )

Os valores desta analise encontram-se na Tabela 4.12. Podemos observar que a Neutrase
é a enzima com o menor custo por ter o menor valor por quilo de enzima, porém a de melhor

custo-beneficio de acordo com o célculo realizado (Eg. 5) é a enzima Pancreatina.

Tabela 4.12: Fatores considerados no calculo do custo-beneficio para cada enzima e o custo
para a producéo de P(3HB).

Enzimas Valor Concentracéo Pureza de Custo (U$) /
(U$-kg™) enzimética (%) P(3HB) (%) g P(3HB)
Pancreatina ™ 54,76 8 81 1,05
Alcalase ™! 49,50 10 75 1,20
Neutrase ™ 39,76 15 74 1,10
Papaina *? 106,19 10 75 3,91
Bromelina *2 128,31 15 70 4,73

*1: Orcamento do preco do kg das enzimas realizado com a Novozymes;

*2: Orgamento do preco do kg das enzimas realizado com a Fragon;

Diferentes orcamentos foram realizados para obter os custos de kg das enzimas. Na
Tabela 4.12 foram considerados os valores mais baixos encontrados para todas as enzimas,
estes valores podem sofrer alteragbes em novos orgamentos, mas aqui todos foram realizados
no mesmo dia.

Pelos valores do custo por grama de biopolimero produzido podemos observar que as
enzimas Pancreatina e Neutrase possuem valores muito proximos, o que demonstra que ambas
possuem potencial de aplicacdo. Neste trabalho com a mesma referéncia de custo, a Pancreatina
possui um valor por kg de enzima maior do que a Neutrase, 0 que pode variar segundo a

demanda para estas enzimas.
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4.6.

Testes de extracao com cloroformio

Os percentuais de pureza e de recuperacao do biopolimero nos testes realizados com

extracdo quimica da B. megaterium com o solvente cloroférmio a 60 °C estdo apresentados na

Figura 4.11. Os experimentos foram realizados na propor¢do de biomassa/solvente de 1 %

(0,01 g-mL™), em duplicata e estdo apresentados com o desvio padrdo de cada um.
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biomassa de B. megaterium com cloroférmio (Chl) para os tempos de 180 e 360 min.

Os valores de recuperagdo de P(3HB) encontrados no presente trabalho foram

superiores aos encontrados no trabalho de Borges, também a partir da B. megaterium, sendo

que para o calculo da recuperacéo e de pureza foram utilizadas as mesmas equagdes. As causas

para estas diferencas ndo foram encontradas.

Em comparacdo com a metodologia de digestdo enzimatica aplicada neste estudo, 0s

percentuais de pureza encontrados com o solvente foram superiores — na faixa de 90 % de

pureza utilizando cloroférmio e na faixa de 80 % utilizando a enzima pancreatina. Entretanto o

percentual de polimero recuperado é bem superior utilizando enzimas. Com o cloroférmio o

percentual recuperado se encontra em torno de 60 %, ja com as enzimas este valor é considerado

100 %. Isso se deve pelas diferentes acOes entre os solventes e as enzimas, pois enquanto o
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solvente solubiliza o material polimérico que depois é recuperado por evaporacdo, a enzima
solubiliza a parede celular (e outras proteinas liberadas no meio) liberando o polimero do
interior das células sem afeta-lo.

Comparando com os resultados obtidos por Dalcaton (2006) e Fiorese et al. (2009), que
fizeram a extracdo a partir de bactérias gram-negativas, os valores de pureza aqui obtidos foram
inferiores. Dalcaton obteve recuperacdo de 86 % a partir de C. necator, para 1 hora de contato
e de 94 % para 2 h, na mesma temperatura com maior proporcao de biomassa/solvente, igual a
2 % (m-vY). Fiorese et al. obtiveram 96 % de recuperagdo com pureza de 95 % na extragdo com
Chl, também a partir da C. necator, para 2 h de contato, a 60 °C, biomassa/solvente na
proporgéo de 2 % (m-v?). Estas diferencas refletem o fato de que a transferéncia de massa pela
parede celular é bastante dificultada em bactérias Gram-positivas, como a B. megaterium.

Essa maior resisténcia a permeabilidade em bactérias Gram-positivas deve-se a
estrutura da parede, conforme visto no Capitulo 2. A parede celular do B. megaterium é
relativamente menos complexa se comparada a C. necator, porém é formada por varias camadas
de peptidoglicanos unidos por ligacdes cruzadas, responsaveis por sua grande resisténcia
mecanica. Para as bactérias Gram-negativas essa parede celular é responsavel por 10 % do peso
total da célula em peso seco, j& para as Gram-positivas a parede representa de 30 a 70 % deste
valor, desconsiderando o produto intracelular como o P(3HB) (Quines et al., 2011; Tortora et
al., 2012).

Somado a isso, bactérias Gram-positivas contém acidos teicoicos, polissacarideos que
atribuem carga global negativa a parede celular. Isto pode gerar leve repulsdo das moléculas de
Chl da superficie celular, visto que a molécula desse solvente tem regido fortemente negativa,
pelo deslocamento da nuvem eletrénica atribuido a presenca de trés atomos de cloro na
molécula (Borges, 2017; Hogg, 2005).

Novamente se torna interessante um pré-tratamento celular que seja capaz de romper ou
causar fissuras ao longo da parede celular, a fim de melhorar o percentual de recuperacdo do
polimero. As técnicas mecanicas de rompimento celular de bactérias Gram-positivas se
mostram promissoras, como exemplo, o uso de uma sonda de ultrassom.

Para os experimentos realizados percebe-se uma tendéncia de aumento da pureza na
medida em que o tempo de contato biomassa/solvente aumenta. O mesmo comportamento foi
percebido no trabalho de Corréa (2014), que avaliou a pureza do P(3HB) obtido a partir de B.
megaterium apos 1 e 48 h de contato com cloroférmio a 37 °C, encontrando 87,6 % e 100 %,

respectivamente. Valappil et al. (2007) realizaram a extracdo de P(3HB) a partir da bactéeria
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Gram-positiva B. cereus, alcancando uma recuperacgdo igual a 31 % e pureza de 92 % ap6s um
periodo de 48 h, também a 37 °C, utilizando a mesma proporcao biomassa/solvente adotada na
presente pesquisa, 1 %.

Ainda assim os valores de pureza observados nos experimentos foram inferiores aos
relatados para bactérias Gram-negativas. A pureza do P(3HB) obtido ap6s tempo de extracdo
de 3 h, por exemplo, foi igual a 86,9 + 2,0 %, enquanto o valor por Daltacon (2006) para o
mesmo tempo de contato e temperatura foi de 95 %. Isso, possivelmente esta relacionado
também a diferenca estrutural da parede celular de Bacillus megaterium. SupBe-se que a
permeacdo do extrato do meio intracelular para o exterior do microrganismo seja um processo
mais lento nas Gram-positivas, o que facilita a solubilizacdo de outras moléculas organicas,
resultando na reducdo da pureza do polimero obtido (Borges, 2017).

Na Figura 4.12 podemos observar o filme de biopolimero formado nesta extracdo apds
180 minutos de contato das células com o solvente.

Figura 4.12 — Filme de biopolimero apos extracdo com cloroférmio durante o processo de
secagem.



Capitulo 5

Conclusodes

5.1. Consideracoes Finais

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a eficiéncia da digestdo enzimatica das
células Gram-positivas Bacillus megaterium na recuperacao de P(3HB).

Dentre as enzimas testadas inicialmente, as proteases foram as enzimas que
apresentaram melhores resultados de digestdo da parede celular sendo estas utilizadas no
planejamento fatorial Box Behnken para encontrar os valores 6timos operacionais de cada
enzima — pH, temperatura e concentracdo enzimatica (grama de enzima por grama de
biomassa).

No presente trabalho foi possivel alcancar uma boa recuperacdo do biopolimero mesmo
sem utilizar pré-tratamentos (na faixa de 70 a 80 %). A Pancreatina foi a enzima com maior
eficiéncia permitindo obtencdo de biopolimero com maior pureza final dentre as enzimas
testadas (na faixa de 80 a 85 %).

A analise de custo-beneficio das enzimas demonstrou que a Pancreatina, a Neutrase e a
Alcalase possuem potencial de aplicacdo, com o valor de custo do produto final obtido
respectivamente de 1,05, 1,10 e 1,20. Este célculo considerou o prego do kg da enzima, a
concentracdo enzimatica ideal de cada uma, e a pureza do polimero obtido. Embora o valor das
enzimas possa mudar realizando outros orgamentos, neste trabalho a Pancreatina foi escolhida
como melhor opgéo.

A utilizacdo de ultrassom como pré-tratamento foi positiva para a fragilizacéo da parede
celular das células de B. megaterium, alcancando um polimero com pureza de 70 % com a

intensidade do ultrassom de 50 % por apenas 4 minutos. Além disso, para essa mesma

70
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intensidade de ultrassom (50 %) e utilizando 4 % da enzima Pancreatina, foi possivel obter um
biopolimero com 80,7 % de pureza. Da metodologia combinada do pré-tratamento com
sonicador e digestdo enzimatica ja foi possivel reduzir a quantidade de enzima utilizada e se
obter aproximadamente um P(3HB) com mesmo percentual de pureza utilizando apenas enzima
com uma maior concentra¢do. Além disso, de acordo com estudo publicados na literatura, este
pré-tratamento ndo afeta a massa molar do biopolimero.

A extracdo com cloroférmio resultou em percentuais de pureza mais altos (90 %) em
relacdo a digestao enzimética (80 %), porém com percentuais de recuperagdo mais baixos (60 %
contra 100 % para digestdo enzimética). Outra desvantagem da utilizacdo desse solvente nocivo
para extracdo é a alteracdo de algumas carateristicas do biopolimero final, diversos autores na
literatura discutem as alteracdes causadas.

Desta forma, podemos concluir que a metodologia de digestdo enzimatica descrita neste
trabalho possui grande potencial de aplicacdo, principalmente associada a algum pré-tratamento
celular que além de fragilizar a parede celular bacteriana possibilita alcangcar os mesmos niveis
de pureza do produto final com menor concentracdo enzimatica. Estes dois tratamentos
combinados — pré-tratamento com ultrassom seguido da digestdo enzimatica — seriam uma
possibilidade de recuperar o biopolimero poli(3-hidroxibutirado) sem a utilizacdo de produtos

quimicos nocivos, além de ndo causar danos ao produto final.
5.2.  Trabalhos Futuros

A fim de complementar esta pesquisa seria importante realizar analises sobre as
propriedades mecénicas do produto final obtido ap6s o pré-tratamento, e ap6s as metodologias
com cloroférmio e com a digestdo enzimatica. Desta forma, a confirmacdo com os dados da
literatura sobre as propriedades do P(3HB) apds diferentes metodologias de recuperacdo
poderia ser feita.

Além disso, seria interessante realizar mais ensaios com a sonda de ultrassom, a fim de
avaliar diferentes tempos e intensidades para fragilizagdo da parede celular de bactérias gram-
positivas. Embora seja um método simples, com o aumento da intensidade da sonda ultrassonica
temos também o aumento da temperatura da solugéo, o que poderia afetar a fragilidade celular,
ou entédo seria necessario avaliar o uso de um sistema de refrigeragéo.

Com as enzimas ainda podem ser realizados testes com a combinagdo de enzimas que
apresentam maior atividade nas mesmas faixas operacionais (de pH e temperatura). E testes

para a reutilizagcdo de enzimas para mais de um ciclo de reagoes.
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Apéndice 1

CULTIVO

O cultivo foi realizado em 3 etapas: pré-indculo, inoculo e cultivo, a fim de alcancar a
maior biomassa possivel e a maior concentracdo de polimero no interior da célula. Para o tempo
de cultivo foram analisados os dados da dissertacdo de Luvizetto (2007). A partir dos dados
experimentais foi possivel criar um gréfico e analisar em relagdo ao tempo de cultivo os valores
de biomassa total e percentual de biopolimero no interior das células. Como € de interesse deste
trabalho o rompimento das células para obter o granulo intracelular de polimero, e obter células
com a maior reserva de carbono possivel em seu interior, ou seja, 0 maior percentual possivel
de P(3HB), o tempo escolhido foi de 20 horas para o cultivo das células de B. megaterium.
Abaixo é apresentado o grafico dos dados adaptados da autora em que podemos observar

circulado em cinza o porqué desta escolha.
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Figura Al.1: Gréafico do cultivo realizado por Luvizetto (2007) nas condicOes de 16 g-L™ de

sacarose e fonte de nitrogénio 2 g-L™.

Apos a etapa de cultivo, as células séo liofilizadas, porém neste processo sdo formados
alguns aglomerados de células, o que ndo é favoravel ao processo de recuperacao de polimero,
seja por um solvente ou por digestdo, pois ambos necessitam entrar em contato com a parede

celular bacteriana. Desta forma, a etapa de peneiracéo se torna essencial para a homogeneizacgéo
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dos cultivos, além de garantir que todas as células liofilizadas possuam uma granulometria
menor que o tamanho da peneira escolhida (neste trabalho 28 mesh). Na Figura A1.2 podemos

observar o antes e depois da biomassa peneirada.

Figura Al.2: Em (a) temos a biomassa liofilizada sem peneiracdo e em (b) a mesma biomassa
apos peneiracao.

Como complemento da imagem apresentada na Secéo 3.1 deste trabalho, na Figura A1.3

é apresentada a mesma imagem, porém com um recorte e um zoom maior.

Figura A1.3: Imagens de placas com inoculo de 5 h (A) e apos cultivo de 20h (B) com
coloracgéo de gram.



Apéndice 2

DIGESTAO ENZIMATICA - EXPERIMENTOS PRELIMINARES

Figura A2.1: llustragdo das enzimas com preparacao liquidas (a) e em po (b).

DIGESTAO ENZIMATICA - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Na Figura A2.2 podemos observar os fragmentos ceramicos utilizados na etapa de
contato enzimatico no banho rotativo, como descrito na Secéo 3.5.2, os fragmentos maiores

com tamanho aproximado de 1cm x 1cm e 0s menores com aproximadamente 0,8 cm x 0,8 cm.

Figura A2.2: Fragmentos ceramicos utilizados na etapa de contato enzimatico no banho
rotativo para auxiliar na agitagdo dos experimentos.

Nas Tabelas A2.1, A2.2, A2.3 e A2.4 sdo apresentados dados para as enzimas Alcalase,
Neutrase, Papaina e Bromelina, dos coeficientes do modelo matematico estimados pelo
software Statistica 10, bem como o erro padréo dos coeficientes, os respectivos valores de t de
Student, as significancias de cada coeficiente da regressdo através do valor p e os limites de

confianca (95 %). Os coeficientes estatisticamente significativos foram destacados em negrito.
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Tabela A2.1: Coeficientes da regressao linear, desvio padréo dos coeficientes, valores de
t e probabilidade estatistica p dos coeficientes do modelo referente a pureza de P(3HB)
recuperado via Alcalase.

Limite Limite de

Fatores Efeito Erro padrdo Valort Valorp  confianca confianca
inferior superior
Intercepto 0,7300 0,0012 615,2596 0,0000 0,7262 0,7337
X1 -0,0344 0,0029 -11,8529 0,0013 -0,0437 -0,0252
X12 -0,0208 0,0021 -10,1073  0,0021 -0,0273 -0,0142
X2 0,0831 0,0029 28,5802 0,0001 0,0738 0,0923
X2 0,0312 0,0021 15,1844  0,0006 0,0247 0,0377
X3 -0,0302 0,0029 -10,4082 0,0019 -0,0395 -0,0210
X3 0,0166 0,0021 8,0822 0,0040 0,0101 0,0231
X1 X2 -0,0238 0,0041 -5,7805  0,0103 -0,0368 -0,0107
X1 X3 -0,0052 0,0041 -1,2674  0,2945 -0,0183 0,0079
X2 X3 0,0065 0,0041 1,5933 0,2093 -0,0065 0,0196

Tabela A2.2: Coeficientes da regressao linear, desvio padrdo dos coeficientes, valores de
t e probabilidade estatistica p dos coeficientes do modelo referente & pureza de P(3HB)
recuperado via Neutrase.

Limite Limite de

Fatores Efeito Erro padrdo  Valort Valor p  confianga confianca
inferior superior
Intercepto 0,7262 0,0009 775,8381 0,0000 0,7233 0,7292
X1 -0,0396 0,0023 -17,2840 0,0004  -0,0469 -0,0323
X1° 0,0105 0,0016 6,4751 0,0075 0,0053 0,0157
X2 0,0069 0,0023 3,0118 0,0571 -0,0004 0,0142
X2 0,0124 0,0016 7,6215 0,0047 0,0072 0,0175
X3 -0,0107 0,0023 -4,6704  0,0185 -0,0180 -0,0034
X3 -0,0140 0,0016 -8,6487  0,0033 -0,0192 -0,0089
X1 X2 0,0268 0,0032 8,2643 0,0037 0,0165 0,0371
X1 X3 -0,0024 0,0032 -0,7305  0,5180 -0,0127 0,0080

X2 X3 0,0310 0,0032 9,5636 0,0024 0,0207 0,0413
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Tabela A2.3: Coeficientes da regressao linear, desvio padréo dos coeficientes, valores de
t e probabilidade estatistica p dos coeficientes do modelo referente a pureza de P(3HB)
recuperado via Papaina.

Limite Limite de

Fatores Efeito Erro padrdo Valort Valorp  confianca confianca
inferior superior
Intercepto 0,7039 0,0024 288,5505 0,0000 0,6961 0,7116
X1 -0,0151 0,0060 -2,5279  0,0856 -0,0341 0,0039
X12 0,0378 0,0042 8,9550 0,0029 0,0244 0,0513
X2 -0,0059 0,0060 -0,9916  0,3945 -0,0249 0,0131
X2 0,0508 0,0042 12,0216 0,0012 0,0373 0,0642
X3 0,0113 0,0060 1,8882 0,1554 -0,0077 0,0303
X3 -0,0066 0,0042 -1,5713  0,2142 -0,0201 0,0068
X1 X2 0,0205 0,0085 2,4205 0,0941 -0,0064 0,0473
X1 X3 0,0254 0,0085 3,0052 0,0574 -0,0015 0,0523
X2 X3 -0,0535 0,0085 -6,3369  0,0079 -0,0804 -0,0267

Tabela A2.4: Coeficientes da regressao linear, desvio padrdo dos coeficientes, valores de
t e probabilidade estatistica p dos coeficientes do modelo referente & pureza de P(3HB)
recuperado via Bromelina.

Limite Limite de

Fatores Efeito Erro padrdo  Valort Valor p  confianga confianca
inferior superior
Intercepto 0,6795 0,0017 395,1653 0,0000 0,6740 0,6850
X1 -0,0630 0,0042 -14,9462  0,0007 -0,0764 -0,0495
X12 0,0051 0,0030 1,7280 0,1824 -0,0043 0,0146
X2 0,0972 0,0042 23,0701  0,0002 0,0838 0,1106
X2 -0,0207 0,0030 -6,9624  0,0061 -0,0302 -0,0113
X3 0,0398 0,0042 9,4409 0,0025 0,0264 0,0532
X3° 0,0086 0,0030 2,8780 0,0636 -0,0009 0,0180
X1 X2 0,0430 0,0060 7,2177 0,0055 0,0240 0,0619
X1 X3 -0,0264 0,0060 -4,4372  0,0213 -0,0454 -0,0075
X2 X3 0,0414 0,0060 6,9559 0,0061 0,0225 0,0604

A Metodologia da Superficie de Resposta (MSR) surgiu para auxiliar na determinagédo
de condigdes 6timas de varidveis independentes (fatores) em respostas de sistemas e processos.

A resposta (Y) de interesse € influenciada por diversas variaveis, sendo o objetivo otimizar a
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mesma. E necessario inicialmente que seja gerado um modelo empirico, a partir do qual haja
uma aproximacao adequada entre resposta e variaveis, podendo-se estimar e analisar os valores
Otimos para esta funcdo. Em termos de superficie, séo localizados pontos estacionarios, que sdo
posicOes nas quais a variacdo de uma resposta é nula ou muito pequena em relacao as variaveis,
indicando pontos de méaximo, minimo ou de cela. Esses pontos localizam-se em regides
notoriamente curvas e, quando se afastam desses setores, a superficie assume pouca ou
nenhuma curvatura. Assim, as superficies podem ser representadas por polinémios lineares ou
quadréticos, sendo otimizados através do método numérico Steepest Ascent (maximizando a
resposta) ou Descent (minimizando a resposta) (Montgomery e Runger, 2014; Walpole et al.,
2012).

Na Figura A2.3 podemos observar as superficies de resposta geradas para a enzima
Alcalase.
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Figura A2.3: Superficie de resposta gerada para X1, X2 € y em (a); X1, xs e y em (b); e X2, Xz e

y em (c) para a enzima Alcalase.
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A Figura A2.4 ilustra o gréfico da probabilidade normal (Q-Q plot) para a enzima

Alcalase.
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Figura A2.4: Gréfico de probabilidade normal dos residuos para a variavel de resposta
recuperacdo de P(3HB) para a Alcalase.

A Figura A2.5 ilustra o grafico dos residuos versus valores preditos para a enzima

Alcalase.
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Figura A2.5: Grafico dos residuos versus valores preditos variavel de resposta recuperacdo
de P(3HB) para a Alcalase.
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Na Figura A2.6 podemos observar as superficies de resposta geradas para a enzima
Neutrase.
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Figura A2.6: Superficie de resposta gerada para x1, X2 € y em (a); X1, x3 e y em (b); e X2, Xz e

y em (c) para a enzima Neutrase.

A Figura A2.7 ilustra o grafico da probabilidade normal (Q-Q plot) para a enzima
Neutrase.
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Figura A2.7: Gréfico de probabilidade normal dos residuos para a variavel de resposta

recuperacdo de P(3HB) para a Neutrase.

A Figura A2.8 ilustra o grafico dos residuos versus valores preditos para a enzima

Neutrase.
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Figura A2.8: Gréafico dos residuos versus valores preditos variavel de resposta recuperagao

de P(3HB) para a Neutrase.
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Na Figura A2.9 podemos observar as superficies de resposta geradas para a enzima
Papaina. Para o caso desta enzima que teve o termo xz linear e quadratico néo significativo, a

superficie de resposta serad na forma 2D.
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Figura A2.9: Superficie de resposta gerada para X1, X2 € y em (a); X¢, xs e y em (b); e X2, X3 e

y em (c) para a enzima Papaina.

A Figura A2.10 ilustra o grafico da probabilidade normal (Q-Q plot) para a enzima

Papaina.
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Figura A2.10: Grafico de probabilidade normal dos residuos para a variavel de resposta
recuperacdo de P(3HB) para a Papaina.

A Figura A2.11 ilustra o grafico dos residuos versus valores preditos para a enzima

Papaina.
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Figura A2.11: Grafico dos residuos versus valores preditos variavel de resposta recuperacéo
de P(3HB) para a Papaina.
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Na Figura A2.12 podemos observar as superficies de resposta geradas para a enzima

Bromelina. Para esta enzima os termos X e X3 quadraticos ndo foram considerados
estatisticamente significativos.
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Figura A2.12: Superficie de resposta gerada para x1, X2 € y em (a); X1, Xz e y em (b); e X2, xs e

y em (c) para a enzima Bromelina.

A Figura A2.13 ilustra o grafico da probabilidade normal (Q-Q plot) para a enzima
Bromelina.
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Figura A2.13: Grafico de probabilidade normal dos residuos para a variavel de resposta

recuperacgdo de P(3HB) para a Bromelina.

A Figura A2.14 ilustra o grafico dos residuos versus valores preditos para a enzima

Bromelina.
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Figura A2.14: Grafico dos residuos versus valores preditos variavel de resposta recuperacéo

de P(3HB) para a Bromelina.



Anexo 1

DADOS DAS FICHAS TECNICAS

De acordo com as fichas técnicas para as enzimas com preparacdes liquidas, o

armazenamento deve ser feito mantendo-as entre 0 e 10 °C. A embalagem deve ser mantida

intacta, seca e ao abrigo da luz. Todas estas enzimas foram cedidas pela LNF-Brasil

(representante Novozymes).

Tabela A4.1: Informacdes contidas nas fichas técnicas das enzimas de preparo liquido testadas.

Densidade

Enzima Producéo via Especificidade aproximada Atividade
1 declarada
(9.mL™)
Alcalase 2.4L FG Bacillus licheniformis Endoprotease 1,17 2,4 AU-Alg
Bacillus
Neutrase 0.8L amyloliquefaciens Endoprotease 1,26 0,8 AU-N/g
PeCt”geF’f_C?_ ltra ) pergillus aculeatus  Poligalacturonase 1,16 3800 PGNU/mI
Viscozyme® Aspergillus aculeatus Endo-beta- 1,21 100 FBG/g
glucanase
Saczyme® Yield - Glucoamilase 1,15 900 AGU/g

Os dados encontrados nas fichas técnicas para as enzimas com preparacdes solidas (em

pd) constam na Tabela A4.2. Para armazenamento é indicado guardar em geladeira.

Tabela A4.2: Informacdes contidas nas fichas técnicas das enzimas de estado sélido testadas.

Enzima Origem Especificidade Atividade Procedéncia
declarada
Bromelina Fungica Ananas comosus Endoprotease 305 BTU/g Prozyn
(fruto abacaxi)
Papaina Carica papaya (fruto Endoprotease 112 USP u/mg Fragon
mamao)
Pancreatina - Endoprotease 6100 units/mg Valdequimica
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