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1. INTRODUCAO

A ampliacdo das areas urbanas vem, cada vez mais, impactando
negativamente o ambiente. Em tais &areas, aspectos culturais, como consumo
exagerado de produtos industrializados e agua potavel, aliados a elevada
producdo de residuos, causam graves prejuizos e impactos ambientais
(MUCELIN e BELLINI, 2008). O crescente interesse cientifico e popular pela area
de preservacao ambiental, associado ao da &rea industrial pela continuidade do
crescimento de consumo de plasticos, tém tornado necessarios a pesquisa e 0
desenvolvimento de substitutos ecologicamente corretos (LUVIZETTO, 2007).

Polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo poliésteres biodegradaveis sintetizados
por inimeros microrganismos e armazenados em formas de inclusbes
citoplasmaticas para a reserva de energia (HOLMES, 1985). Sédo plasticos de
elevado ponto de fuséo, baixa rigidez, alta resisténcia a presséo, resisténcia ao
alongamento antes da ruptura e forte resisténcia ao impacto, de variada aplicacao
(POIRIER et al.,1995). O Poli(3-hidroxibutirato) [(P3HB)] é o PHA mais estudado
(CHANPRATEEP, 2010). PHAs podem ser obtidos em grande escala através de
bioprocessos (PIEMOLINI, 2004). Porém, a producao de PHAs em escala para
aplicacao industrial ndo €, ainda, economicamente favoravel para substituir os
plasticos derivados do petr6leo na maioria das suas aplicagbes (KHANNA &
SRIVASTAVA, 2005; LU et al., 2009; REDDY et al., 2009).

Bacillus megaterium foi o primeiro microrganismo no qual foi identificado
corpos de inclusado constituidos de PHAS, mais especificamente P(3HB). Tem sido
amplamente utilizado para a producdo de diferentes bioprodutos, como a
penicilina sintética e a vitamina Bi2 (FACCIN, 2012). Pode ser encontrado em
abundéncia em solos diversos e possui a grande vantagem de crescer em
diversas fontes de carbono e também ser capaz de produzir o bioplastico
utilizando residuos agroindustriais (LUVIZETTO, 2007). B. megaterium apresenta
caracteristicas interessantes para sua utlizacdo no processo de producéo
industrial de bioplastico, tais como a tolerancia as altas temperaturas e pressao
osmotica, tornando o processo mais estavel, ainda que com pequenos disturbios,
e rapido crescimento celular (FACCIN, 2013).

Com isso, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia do pH
inicial e a fonte de carbono (sacarose ou glicose) na fase de multiplicacdo celular
para posterior utilizacdo na producdo de P(3HB) por B. megaterium CN3.
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2. METODOLOGIA

A cepa de B. megaterium CN3 usada foi isolada no Laboratorio de
Bacteriologia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade Federal
de Pelotas. A bactéria foi preservada por técnicas de liofilizacdo a -80 °C e
também por requipes mensais utilizando Nutritive Yest Agar (NYA) (SCHAAD,
2001) composto por: peptona (Kasvi®), 5,0 g.Lt; extrato de levedura (Kasvi®), 1,0
g.L!; extrato de malte (Kasvi®), 3,0 g.L; glicose (Synth®) 5,0 g.L't' Agar
(Kasvi®), 15 g.L, sob refrigeracdo a 4 °C.

O processo foi conduzido em Erlenemeyer de 250 mL totalizando um
volume de 100 mL com o meio de cultivo YM modificado (JEANS, 1974)
composto por: extrato de levedura (Kasvi®) 2,7 g.L!; extrato de malte (Kasvi®),
2,7 g.L'%; peptona (Kasvi®), 4,5 g.L ™. O indculo, com a densidade 6ptica (DOsoonm)
de 0,5 abs, foi obtido através da suspensdo das células frescas oriundas do
repigue multiplicativo com NYA solido por 72 h a 32 °C. O experimento foi
conduzido em agitador incubador orbital a 250 rpm por 24 h.

No experimento foi avaliado a fonte de carbono (sacarose ou glicose) e o
pH inicial para a fase de multiplicacdo celular. As concentracdes de sacarose
selecionada foram: 15, 30 e 45 g.L* com um pH inicial de 7,2. J& para a glicose
foram selecionados a concentracédo de 10, 30 e 50 g.L%, com pH inicial de 5,5
(MACAGNAN et al., 2017) e nitrogénio inicial de 0,15 g.L"1. O ajuste do pH foi
realizado utilizando quando necesséario uma solucdo de 2M de HCI ou NaOH. Ao
final do processo, as analises realizadas foram de DOsoonm, utilizando o
espectrofotometro (Ultrospecl0®, Reino Unido), pH (Tecnopom® mPA 210,
Brasil), reducdo de acucares utilizando o método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (MILLER, 1959) expresso em g.L' e nitrogénio residual, utilizando kit
comercial Urea CE (LabTest®), expresso em ¢.Ll. Todo o experimento foi
realizado em triplicata. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste de ANOVA
(Statistix 9.0) considerando com significancia pelo teste de Tukey p< 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela 1 mostra os resultados apos 24h de fermentacao.

Tabela 1. DOeoonm, pH final, aclcar e nitrogénio residuais na fase de
multiplicacdo celular apés 24h, usando fonte de carbono e pH inicial

diferentes.
Fonte de DOsoonm , Acucar Nitrogénio
carbono (g.L?) pH (abs) pH final residgal (g.L Y residuaﬁ (g.L D)
15 6,19+0,09 4,73+0,01 8,5°+0,01 0,13°+0,01
[Sacarose] 30 7,2 8,23+0,08 4,72+£0,01 13,22+0 0,10°+0
45 6,7°+0 4,72+0,01 9,43b+0,02 0,10°¢+0,02
10 7,0°+0,01 4,3°+0,03 9,8%¢+0,02 0,0052°+0
[Glicose] 30 55 5,7¢+£0,01 4,1°+0,03 13,22+0 0,0052+0,01
50 2,2'+0,01 4,3+0,03 10,0P¢+0,01 0,00423¢+0,02

*Letras sobrescritas iguais na mesma coluna significam que nao ha diferenca estatistica pelo teste
de Tukey p> 0,05.

A DOsoonm, foi maior quando utilizou-se a concentracdo mediana de
sacarose, 30 g.L* (8,2+ 0,08 abs), e menor com a maior concentracdo de glicose,
50 g.L! (2,2+ 0,01 abs). Em todas as condi¢cdes testadas, o pH diminuiu ao final
das 24 h, porém houve menor reducdo (pH final 4,7£0,01) quando utilizado a
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sacarose como fonte de carbono. N&o observou-se relacdo entre a DOsoonm € a
reducdo do pH. O acucar residual foi bastante semelhante em ambas fontes de
carbono, tendo os residuos variado de 13,2+ 0 g.L? (sacarose e glicose) até 8,5 +
0,01 g.L! (sacarose). O nitrogénio residual foi baixo em todas as situacdes,
especialmente o se utilizar glicose, ficando em torno de 0,005 +0,01 g.L.

Os dados encontrados na literatura, em sua maioria séo referentes a fase
de producao do biopolimero, e ndo a fase de crescimento celular, com isso nao é
possivel uma comparacdo adequada. Mas para Ralstonia solanacearum RS,
Macagnan e colaboradores (2011) utilizaram um delineamento composto central
rotacional 22 (DCCR 2?) para avaliarem a influéncia do pH e das fontes de
carbono sacarose ou glicose na fase de multiplicacdo celular para posterior
producdo de P(3HB). Semelhantemente, também verificaram que a sacarose
ocasionou os melhores resultados, sendo a concentragdo de 40 g.L* e pH 6,0 a
melhor combinacdo. Ao avaliar o crescimento de linhagens de Burkholderia
sacchari em meio ndo definido suplementado com diferentes acucares, Souza,
et.al (2011) observaram resultados equivalentes ao usarem glicose e sacarose. A
linhagem LFM 026 teve DOsoonm Mais elevada, sendo 13,71 e 13,63, para glicose
e sacarose, respectivamente. Ja a linhagem LFM 101 resultou em valores
menores, 5,40 na glicose e 6,61 na sacarose.

Quanto ao pH inicial, 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
alteracdo inicial do pH no meio de cultivo mostrou uma forte influéncia sobre a
producdo de P(3HB). Mesmo uma pequena diferenca de pH do ponto ideal
causou uma reducao brusca no acumulo. Nesse trabalho, o meio com pH inicial
de 7,5 resultou em aumento de P(3HB) de até 25%. Assim, outras faixas de pH
serdo avaliadas para o microrganismo do nosso estudo, B. megaterium CN3.

4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a melhor concentracdo da fonte de carbono para a
fase de multiplicacéo celular para a producédo de P(3HB) por B. megaterium CN3
é a sacarose na concentracdo mediana de 30 g.L.

Futuramente serdo avaliadas outras faixas de pH inicial e os dados obtidos
serdo utilizados para o estudo na fase de producdo do biopolimero.
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