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1 INTRODUCAO

Os plasticos tém papel fundamental na sociedade, com diversas finalidades e
amplo mercado, constantemente em crescimento. Grandes problemas ambientais
surgiram devido ao uso excessivo de plasticos derivados do petroleo, principalmente
devido sua rapida descartabilidade e lenta degradacao, afetando a qualidade de vida
da populacao atual. A reciclagem e a incineracao do plastico sado alternativas para
tais problemas, porém a quantidade de material plastico reciclado é ineficiente em
relacdo ao seu consumo, impossibilitando a recuperagdo de energia, liberando gas
carbénico e outras substancias nocivas a atmosfera (TORIKAI, 1999).

Frente a tais problemas, os plasticos biodegradaveis produzidos com
biopolimeros bacterianos tornam-se uma alternativa viavel para contornar essa
situacdo ambiental, podendo assim resolver ou minimizar os problemas gerados
pelos plasticos derivados de petrdleo.

Polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo uma grande familia de poliésteres,
intracelulares, acumulados na forma de granulos por diversas bactérias a partir de
substratos de fontes renovaveis, que sao totalmente biodegradaveis em ambiente
microbiologicamente ativo (HOLMES, 1985). O polihidroxibutirato (PHB) € o polimero
bacteriano mais estudado dessa familia de poliésteres (SALEHIZADEH; van
LOOSDRECHT, 2004 apud CHAKRABARTI et al; 2007). Levando em consideragao
a semelhanca das propriedades fisicas do PHB as do polipropileno, como
cristalinidade e ponto de fusdo em torno de 180°C, a aplicacdo dos plasticos
biodegradaveis pode ser tdo ampla quanto a dos petroquimicos (HOLMES, 1985).

Diversos microrganismos acumulam PHB, entretanto sdo poucos os que o
produzem em quantidades suficientes para serem utilizados em processos
industriais (LEE, 1996). Com isso, a sele¢do de microrganismos, com capacidade de
crescerem e acumularem elevados niveis do polimero utilizando substratos
renovaveis e econdmicos e a otimizagao do processo ainda é importante.

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia da fonte de carbono do
meio de cultura na multiplicacdo celular e na producao, em micro-escala, de PHB
por Pseudomonas degradadora de carbofurano, através da determinacdo da Massa
Celular Seca e da producédo de PHB. Visto que, devido o PHB ser um biopolimero
intracelular, é necessario o estabelecimento de condicbes operacionais que
privilegiem em uma primeira fase a maior multiplicagdo de células possivel.
Posteriormente, faz-se a otimizacdo das condi¢cdes de cultivo da fase de producao
do polimero, propriamente dita.
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2 METODOLOGIA
2.1 Conducao dos processos fermentativos

Foi utilizado o acesso CMM43 de Pseudomonas sp., com base em trabalhos
prévios realizados com os acessos da Colecdo de Microrganismos Multifuncionais
da Embrapa Clima Temperado, caracterizado como PHA positivo por Crochemore
(2010). O microrganismo foi cultivado em meio Agar Nutritivo (AN), contendo
peptona, 5,0; glicose, 5,0; extrato de levedura, 1,0; extrato de carne, 3,0 e agar, 15,0
(g.L"), a 28°C por 18h. O inéculo foi preparado a partir de suspensdo de col6nias
bacterianas, crescidas em meio sélido, em Erlenmeyers de 250mL contendo 50mL
de caldo suplementado com sacarose ou glicose, em pH 5,5, em agitador orbital a
28°C, 150rpm por 24h, em triplicata. Ao final do processo foram separadas amostras
para determinacdo da Massa Celular Seca (MSC), por gravimetria e para
quantificacdo da producao de PHB através de Cromatografia Gasosa.

2.2 Determinacao da Massa Celular Seca (MCS)

Amostras de 25mL de caldo fermentado foram centrifugadas a 6000xg, o
pellet ressuspenso com solucéo salina 0,89% e as células centrifugadas novamente
em mesma condicdo. O sobrenadante foi descartado e as células secas em estufa a
56°C até peso constante. A MCS foi expressa em g.L™.

2.3 Determinacao da producao de PHB

A producdo de PHB foi determinada por Cromatografia Gasosa. Amostras
foram preparadas por metandlise, segundo metodologia de Braunegg et al. (1978)
modificada por Brandl et al. (1988). Aliquotas de 10mg de MCS, obtidas conforme
item 2.2, foram transferidas para tubos de ensaio com vedacdo e adicionadas de
2mL de metanol acidificado 15% (H>SO,), contendo &cido benzéico 0,4g.L™", e 2mL
de cloroférmio. Os tubos foram agitados e aquecidos em banho-maria a 100°C por
140min. Os tubos foram transferidos para banho de gelo, adicionados de 1mL de
agua destilada e agitados em agitador de tubos por 10s. Apds decantacdo dos
restos celulares e formacéao das fases, a fase inferior, com o éster solubilizado no
cloroférmio, foi transferida para vials e as amostras armazenadas sob refrigeracao e
enviadas para analise por Cromatografia Gasosa, no Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

2.4 Analise estatistica
Os resultados obtidos, com base em trés repeticbes, foram tratados

estatisticamente utilizando andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a um
nivel de significancia de a = 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A habilidade da célula em utilizar fontes de carbono econdmicas, juntamente
com elevadas taxas de crescimento e de sintese do polimero sao fatores
importantes a se considerar na selecdo de microrganismos para a producédo de
PHAs (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). Os resultados dispostos na Tab. 1
demonstram que o acesso CMM43 multiplica-se eficientemente, e acumula PHB
com as duas fontes de carbono estudadas. Os maiores resultados de MCS obtidos
neste estudo foram em cultivo suplementado com glicose, mesma condicdo que
resultou em menor acumulo de PHB. Khanna e Srivastava (2005) e Crochemore
(2010) relatam sobre a dificuldade de diversos microrganismos em converter
carboidratos como fonte de carbono, principalmente a sacarose, em PHB, o que
demonstra a relevancia dos resultados.

Tabela 1. Resultados de MCS (g.L'1), PHB (%) em cultivos suplementados com sacarose ou glicose.

Suplementacio MCS 24h (g.L™") PHB % 24h
+ SACARQOSE 6,1 ob 35,57
+ GLICOSE 7,282 23,5

* Letras distintas na mesma coluna representam diferencga estatistica
das médias analisadas por Tukey a = 0,05.

Na fase de multiplicacao celular é desejavel que se obtenha grande geracao
de biomassa bacteriana, com pouco acumulo de polimero, sintese que ocorre
geralmente em uma segunda fase de cultivo, com limitagdo de um nutriente
essencial ao crescimento celular e excesso da fonte de carbono, favorecendo a
producédo de PHB (FORMOLO et al., 2003). Em condi¢des de excesso de carbono, o
crescimento celular torna-se normalmente desequilibrado, sendo o substrato
convertido em polimero intracelular, desfavorecendo a multiplicacao celular
(BECCARI et al.,, 1998). Sabe-se que a producdao de PHB é parcialmente
dependente da quantidade de células, pois a producdo e acumulo do polimero séo
intracelulares, como pode ser observado no trabalho de Oliveira (2010), onde
cultivos com resultados semelhantes de MCS tiveram resultados diferenciados para
percentual de PHB, conforme o meio utilizado.

Considerando os valores de porcentagem de PHB obtido no cultivo
suplementado com sacarose, fonte de carbono econémica no Brasil, e o respectivo
valor de massa celular seca, entende-se que o acesso CMM43 de Pseudomonas é
promissor para aplicacdo em estudos que visem a fase de producédo suplementada
com sacarose. As condicdes utilizadas parecem ter direcionado a uma producéo
precoce de PHB, o que pode acarretar na degradacao deste polimero também em
curto tempo. Entretanto, a multiplicacéo celular foi elevada e ajustes nas condi¢des
operacionais podem direcionar uma alta produgdo de polimero para a fase de
acumulo de PHB, principalmente quando suplementado com sacarose.

4 CONCLUSAO
Através das andlises realizadas conclui-se que o acesso CMM43 de

Pseudomonas, nas condi¢des e tempo utilizados, resulta em maior concentracao de
massa celular quando crescido em meio suplementado com glicose, possibilitando o
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que é esperado conforme a literatura, alta multiplicacao celular e menor producéao de
PHB, para a fase de multiplicacdo celular. Entretanto, a utilizagdo de sacarose
também mostrou-se viavel.
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