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1. INTRODUCAO

O consumo de plasticos ndo biodegradaveis per capita mundial no ano de
2015 foi de 45Kg/habitante, e o Brasil superou a média, com 46Kg/habitante. O
consumo brasileiro ainda pode pode ser considerado modesto em comparacao ao
consumo dos paises desenvolvidos, ja que em 2005 o consumo local era de cerca
de 25% do consumo per capita dos habitantes do Nafta (Estados Unidos, Canada
e México) e da Europa, a perspectiva de crescimento no seu consumo entre 2005
e 2015, de 100%, é igualada apenas aquela da Europa Oriental, ainda em
processo de industrializacdo; e mesmo ap0s esse crescimento ocorrer, 0
consumo per capita brasileiro devera alcancar apenas 33% do consumo nos
paises desenvolvidos (BRASIL, 2016). Mas esses dados ndo sédo alentadores,
pois demonstram que o pais ainda encontra-se em fase de crescimento desse
nocivo consumo, enquanto € grande produtor dos principais recurso renovaveis
utilizados na producédo de plasticos biodegradaveis ambientalmente amigaveis.
Nesse cenario, a producao e utilizacdo de biopolimeros estd se tornando cada
vez mais interessante como alternativa a substituicdo de plasticos convencionais
ndo biodegradaveis e poluentes, devido a sua principal caracteristica - a
biodegrabilidade - e os produtos que a reacao de degradacao gera - agua (H20) e
gas carbonico (CO2) (LUVIZETTO, 2007). A rapida degradacéo, através da acao
enzimatica microbiana sob condi¢cbes ambientais favoraveis, e as caracteristicas
de termoplasticidade e biocompatibilidade fazem com que os bioplasticos tipo
polihidroxialcanoatos sejam cada vez mais estudados (PIEMOLINI, 2004).

PHAs séo bioplasticos tipo poliésteres produzidos a partir de fontes
renovaveis e acumulados no citoplasma bacteriano como material de reserva de
energia e carbono, sdo termoplasticos e atoxicos (PIEMOLINI, 2004). Dentre os
PHAs, o Poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB) é o mais estudado. Apresenta, em
alguns aspectos, propriedades e caracteristicas semelhantes aquelas do
polipropileno: termoplastico insolivel em &gua com temperatura de fuséo
semelhante, normalmente altamente cristalino e com elevado grau de
polimerizagcdo (GOMES; BUENO NETTO, 1997).

A producdo de P(3HB) ocorre da seguinte forma: primeiramente ha uma
fase de crescimento em condi¢gbes nao limitantes, com o objetivo de crescimento
celular, seguida da producéo do polimero e seu acumulo, que ocorre somente em
condigbes de limitacdo de algum nutriente essencial como P, Fe, Mg, N, ou
mesmo O, com excesso de C (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). Nessas
condi¢cdes, o microrganismo cresce e multiplica-se rapidamente até o consumo
total de carbono inicial e esgotamento dos nutrientes essenciais; na auséncia de
um destes, o crescimento celular é limitado e o carbono que foi adicionado sera
convertido em PHA (CALVAO, 2009). Dado que a sintese de P(3HB) é conhecida
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por ser favorecida por estresses ambientais, principalmente limitacdo de
nutrientes (BRAUNEGG et al.,, 1998), tal estratégia vem sendo amplamente
utilizada. Entretanto, outros fatores corroboram para um processo mais eficiente
de conversao de substrato em produto, como temperatura e pH. O uso de meios
alternativos, como residuos da agroindustria tem sido bastante pesquisado como
forma de baratear o custo de producéao.

Ralstonia solanacearum é um bacilo Gram-negativo amplamente
distribuido em nossa regido, naturalmente habitante do solo e da agua.
Favoravelmente, é aerdbico e ndo formador de esporos, e os isolados virulentos
séo aflagelados e imoveis, enquanto os avirulentos tém alta motilidade, possuindo
de 1 a 4 flagelos. E tolerante a sais e cresce em ampla faixa de temperatura, de
25 a 35 °C, de acordo com o isolado, e acumula P(3HB) como reserva de carbono
e energia (MEHAN et al., 1994).

Com isso, 0 objetivo do trabalho foi dar continuidade a pesquisa, estudando
a influéncia do meio de cultivo para a producdo do P(3HB) avaliando sua
biomassa celular seca (BCS) em biorreator de bancada.

2. METODOLOGIA

Foi utilizado a linhagem Ralstonia solanacearum, RS pertencente a colecéo
de culturas de microrganismos do laboratorio de Biopolimeros da unidade de
Biotecnologia do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade
Federal de Pelotas.

A linhagem RS foi primeiramente incubada a 32 °C, durante 24 h, em meio
sélido Nutritive Yeast Agar (AYN) (extrato de levedura: 3g/L; extrato de malte:
3g/L; glicose: 10g/L; peptona: 5g/L) (PAGGE,1982). Depois, as células foram
suspensas em meio liquido YM (10mL) (JEANS, 1974). ApGs, por¢cdes de 200mL
da suspenséo bacteriana foram colocados em frascos de Erlenmeyers de 500mL.
As condicbes de incubacédo foram 32 °C, 150rpm durante 24h. Para a fase de
producgéo de 8L, foi utilizado o biorreator de bancada (BIOSTAT®B),1vvm, pH 7,
250rpm, até 72hs contendo o meio liquido de producdo F4 (ureia: 3g/L; acido
citrico: 0,36g/L; citrato de sodio 4g/L; glicose: 40g/L) (OLIVEIRA, 2010) e meio
alternativo produzido a partir de residuo da industrializagcdo do arroz, rico em
fésforo (RODRIGUES, 2016; dados nao publicados). Para a determinacao da
biomassa celular seca (BCS), os cultivos foram transferidos para tubos Falcon e
submetidos a centrifugacdo em centrifuga Kendro®, modelo Sorvall RC- 6, a
10000g por 15min a 4 °C. O sobrenadante foi separado e o pellet ou biomassa
seca em estufa a temperatura de 56 ‘C por 48h (MACAGNAN, 2014).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos de BCS para producgéo do bioplastico em meios de
cultivo diferentes, pode ser apresentado na Tab. 1.

Tabela 1. Biomassa celular seca (BCS) de Ralstonia solanacearum obtida em
biorreator com diferentes meios de producgéo, a 32°C, 1vwvm e 250rpm.

Meio de cultivo BCS (g/L)
Alternativo 43
F4 1,15

Pode-se observar, pela Tab. 1, que o meio alternativo a partir do residuo
industrial apresentou resultado favoravel para a producdo do bioplastico
apresentando uma BCS superior ao resultado com meio de cultivo F4.
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Kulpreecha e colaboradores (2009) avaliaram o efeito do pH (6,0; 7,0 e 8,0)
e da concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) (40, 60 e 80% de saturacao) no
meio de cultivo para fermentacdo em batelada de Bacillus megaterium BA-019.
Para o rendimento de biomassa o melhor resultado (9,7g/L) foi obtido na
fermentacdo sem controle de pH e com nivel de OD saturado de 60%, porém nao
diferiu estatisticamente do resultado obtido com pH 8,0 e saturagdo de 80%
(9,5g/L). Considerando o rendimento de P(3HB) acumulado na célula, a
combinacdo de pH 7,0 e saturacdo de 60% permitiu acumulo de 61,6% em
relacdo a massa celular seca.

Martinez et al. (2004) avaliaram o efeito do pH (6,0; 6,8 e 7,4), da agitacao
(300 e 700rpm) e da aeracgao (0,25 e 1vvm) para o microrganismo Azospirillum
brasilense cepa 7 utilizando extrato de tomate como fonte de carbono. Obtiveram
o rendimento maximo de biomassa de 1,67g/L e P(3HB) de 0,16g/L, em pH de
6,8. Agitacdo de 500rpm e aeragao de 0,5vvm se mostrou a melhor combinacéo
para biomassa (1,2g/L), porém para obter maior rendimento de P(3HB) (4,9¢/L) o
cultivo foi mantido em maior agitagao (700rpm) e menor aeragédo (0,25vvm).

Ramadas e colaboradores (2009), além de testar diferentes residuos
agroindustriais como fonte de carbono, testaram diferentes valores de pH (5,0 a
8,0) para o cultivo da linhagem Bacillus sphaericus 5149. A alteracao inicial do pH
no meio de cultivo mostrou uma forte influéncia sobre a produgéo de P(3HB).
Mesmo uma pequena diferenca de pH do ponto ideal causou uma reducédo brusca
no acumulo. Nesse trabalho, o meio com pH inicial de 7,5 resultou no aumento
maximo de P(3HB) de 25%.

A producdo do Biopolimero do tipo Poli(3-hidorxibutirato) por
microrganismo recombinante em substrato de baixo custo, analisando as
possiveis alteracdes em parametros fisico- quimicos apresentado por Arruda
(2003), resultou em uma massa celular seca de 2,67g/L para o meio mineral e
2,23g/L para o meio complexo concluindo que é possivel produzir um polimero
com caracteristicas similares a dos polimeros comerciais utilizando um substrato
de baixo custo.

4. CONCLUSOES

O uso do meio de cultivo alternativo influencia positivamente no rendimento
da biomassa celular seca e, possivelmente, no acumulo de PHB.
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