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RESUMO

SANTOS, Marina Acosta dos. Padronizacdo e escalonamento de indculo de
Bacillus megaterium para producao de poli(3-hidroxibutirato). 2015. 43 péaginas.
Trabalho de Concluséo de Curso — Curso de Graduagdo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Devido a crescente preocupacdo com 0s impactos ambientais causados pelos
plasticos de origem petroguimica, sdo grandes os esfor¢cos de pesquisadores na
busca de substitutos biodegradaveis e biocompativeis para estes materiais. Os
polimeros da familia dos polihidroxialcanoatos (PHAs), sdo produzidos e
acumulados no citoplasma bacteriano como forma de reserva de energia e carbono.
Isso ocorre quando as condi¢cdes de crescimento ndo séo favoraveis e ha carbono
em excesso. Por apresentar propriedades e caracteristicas semelhantes as do
polipropileno (PP), o biopolimero mais estudado entre os PHAs é o poli(3-
hidroxibutirato), P(3HB). O objetivo deste trabalho foi testar diversas proporcfes
entre meio Yest Malt (YM) e cultivo de bactérias, visando determinar qual a melhor
alternativa para escalonamento de in6culo de Bacillus megaterium para posterior
producdo de P(3HB). Os tratamentos analisados foram as proporgdes de 2:3, 3:2,
4:1a e 4:1b, referentes a proporcdo de bactéria/meio utilizadas. As condicdes
operacionais para producdo de indculo e acimulo de polimero foram de 36 °C, 150
rom por 48 horas em agitador orbital. A extracdo foi feita a partir do solvente
cloroférmio, sob agitagdo magnética e temperatura de 58 °C por 30 minutos. Foi
realizada secagem a 70 °C e, ap0s, pesagem para os calculos de rendimento. Os
resultados obtidos no presente estudo mostraram que as densidades Opticas obtidas
pelas diferentes proporcdes de inéculo apresentaram valores crescentes, e posterior
diminuicdo dos mesmos apos a adicdo de meio depois das primeiras 24h de inéculo,
sendo o0s niveis de crescimento celular compativeis com os de rendimento de
biopolimero. Assim, pode-se concluir que, em termos gerais de analises, as
proporcdes de 3:2 e 4:1a de in6culo (60 e 80 mL de YM inicial, respectivamente)
foram os resultados mais satisfatorios para a producdo do biopolimero.

Palavras-chave: Poli(3-hidroxibutirato), biopolimero, Bacillus megaterium, indculo,
rendimento.



ABSTRACT

SANTOS, Marina Acosta dos. Padronization and inoculum scheduling of Bacillus
megaterium for the production of poly (3-hydroxybutyrate). 2015. 43 pages.
Trabalho de Concluséo de Curso — Curso de Graduagdo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Due the growing concern about the environmental impacts of plastics of
petrochemical origin, there are great research efforts in the search for biodegradable
and biocompatible substitutes for these materials. The family of polymers of
polyhydroxyalkanoates (PHAs), are produced and accumulated in the bacterial
cytoplasm as a reserve power and carbon. This occurs when growth conditions are
not favorable and there is excess carbon. By presenting properties and
characteristics similar to those of polypropylene (PP), the most studied among the
biopolymers PHA is poly(3-hydroxybutyrate), P(3HB). The objective of this study was
to test various ratios through Yest Malt (YM) and cultivation of bacteria, in order to
determine the best alternative for Bacillus megaterium inoculum scheduling for
subsequent production of P(3HB). Treatments analyzed were the ratios 2:3, 3:2,
4:1a, 4:1b, relating the proportion of bacteria/media used. Operating conditions for
inoculum production and the accumulation of polymer was 36 ° C, 150 rpm for 48
hours in an orbital shaker. The extraction was done from chloroform solvent under
magnetic stirring for 30 minutes at 58 ° C. Drying was carried out at 70 ° C and for
yield and weight calculations. The results obtained in this study show that the optical
density (DO) obtained by different inoculation ratios had increased values, and
subsequent reduction thereof after adding medium after the first 24 hours after
inoculation. The cell growth levels compatible with yield biopolymer. Can be
concluded that, in general analysis, the proportions of 3:2 and 4:1a inoculum (initially
80ml and 60 of YM, respectively) showed the most satisfactory results for the
production of biopolymer.

Keywords: Poly (3-hydroxybutyrate), biopolymer, Bacillus megaterium, inoculum
income.
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1. INTRODUCAO

O presente estudo foi desenvolvido no periodo de Trabalho de Concluséo de
Curso (TCC) do Curso de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel). O estagio foi realizado no periodo de 10 de agosto a 10 de dezembro de
2015, no Laboratorio de Biopolimeros do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico
(CDTec) da UFPel, localizado no campus Capédo do Ledo, onde, neste periodo,

foram realizados todos os experimentos.

A utilizacdo de plasticos, que tém como matéria prima o petréleo, € muito
presente no cotidiano das pessoas, devido as suas caracteristicas de resisténcia e
durabilidade. Estes produtos estdo inseridos nas mais variadas areas, seja em
aparelhos, utensilios e embalagens. Porém, ao mesmo tempo em que apresenta
diversas vantagens, ha a crescente preocupacdo com as questbes ambientais

relacionadas a esses plasticos (LUENGO et al., 2003).

A populagdo, nos dias atuais, estd em torno de 7 bilhdes de pessoas
(POPULACION REFERENCE BUREAU, 2015), e estas, produzem diariamente, um
volume absurdo de residuos pelo descarte desses plasticos, que é feito de forma
indiscriminada pela populacdo (FRANCHETTI & MARCONATO, 2006). Os plasticos
convencionais causam Varios impactos ambientais pois ndo sao afetados
quimicamente pela maioria das substancias e sofrem uma degradagédo muito lenta.
Alguns deles geram problemas em aterros sanitarios, alteracdes na decomposicao
de outros compostos, enchentes nas cidades, causando obstrucdes de sistemas de
esgoto, além de grandes quantidades de plastico nos oceanos, que causam graves
impactos aos animais (REDDY, 2003).

7z

Visando diminuir estes impactos, € crescente a busca por materiais com
caracteristicas semelhantes que possam substituir o uso de plasticos convencionais.
Os biopolimeros sdo potenciais candidatos para esta substituicdo, pois apresentam
uma degradacdo mais rapida em condicbes apropriadas, além de apresentarem
biocompatibilidade com a espécie humana, entre outras vantagens. Biopolimeros

como os da familia dos polihidroxialcanoatos (PHAS), podem ser obtidos a partir de



microrganismos submetidos a bioprocessos. Os PHAs sdo produzidos por bactérias
e acumulados em forma de inclus6es de poliésteres insollveis, podendo alcangar
até 90% da massa celular (SUDESH, 2011). O acumulo deste biopolimero ocorre
guando ha excesso de fonte de carbono no meio utilizado e limitacdo de algum
nutriente essencial (P, S, K) (MADISON, 1999). Dentre os polimeros desta familia, o
mais estudado e utilizado € o P(3HB), pois apresenta diversas caracteristicas
semelhantes ao polipropileno (PP), que é de fonte petroquimica e um dos plasticos

mais utilizados (CHANPRATEEP, 2010).

Mais de 300 microrganismos possuem capacidade conhecida de produzir
PHAs. Para serem utilizados para producdo em escala industrial, precisam atender a
determinados requisitos, como apresentar elevada velocidade de crescimento,
utilizar diferentes fontes de carbono, acumular elevadas concentracdes de polimero
em pouco tempo, visando altos rendimentos, alcancar alta densidade celular, assim
como, apresentar taxa elevada de converséo de substrato em polimero (LEE, 1996).
Todos os fatores envolvidos na sintese de PHA objetivam aumentar o rendimento e
minimizar os custos de producao, pois estes sdo bem elevados, principalmente na
etapa do processo de extracdo. Estes custos elevados sdo um grande inconveniente
para a producado e utilizacdo dos biopolimeros, podendo chegar até cinco vezes o
valor utilizado para a producdo de plasticos convencionais (KUNASUNDARI &
SUDESH, 2011).
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2. OBJETIVO

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi padronizar as condi¢cdes operacionais
do indéculo de Bacillus megaterium atraveés de escalonamento de producéo, visando

aumentar a concentragéo bacteriana e maior rendimento de P(3HB).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOPOLIMEROS

Os polimeros fosseis sdo utilizados nos mais variados segmentos
industriais, desde embalagens, eletroeletrénicos, automobilistico, téxtil, agricultura,
entre outros. Servem como alternativa para substituir outros materiais, devido a
escassez destes, altos custos de obtencdo ou até mesmo pelas melhores
propriedades apresentadas pelos materiais em questdo (PRADELLA, 2006).

Ao mesmo tempo em que sua utilizacdo apresenta diversos beneficios, ha
uma crescente preocupacdo com 0s danos ambientais causados por sua baixa
biodegradabilidade. Associado a isto, estd 0 aumento do custo da principal matéria-
prima envolvida na producao dos polimeros fdsseis, o petroleo (MANO & MENDES,
1999; VOGELSAGER et al., 2004). Por serem materiais extremamente estaveis,
muitos destes polimeros podem levar mais de 100 anos para se decompor, gerando
alteracdes nos ecossistemas terrestres e maritimos (CHIELLINI & SOLARO, 1996).
Sendo assim, novos tipos de polimeros foram desenvolvidos, sendo chamados de
biopolimeros (BORSCHIVER et al., 2008).

A definicdo de biopolimeros se da a qualquer polimero (polissacarideo, acido
nucléico, proteina, etc) que seja produzido a partir de um organismo Vivo
(PRADELLA, 2006), e que possam ser obtidos através de processos biologicos
(QUEIROZ & MAUGERI, 1989). Biopolimeros podem ser produzidos de forma intra
ou extracelular, de acordo com a bactéria utilizada. Muitos biopolimeros vém sendo
sintetizados e, a partir deles, muitos microrganismos e enzimas capazes de
degrada-los tém sido catalogados (CHANDRA & RUSTGI, 1998).



3.1.1 POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAS)

Os PHAs podem ser classificados como homo ou heteropoliésteres, e um
grande numero de organismos procariotos podem acumula-lo em forma de granulos,
podendo atingir até 90% do seu peso seco (MADISON & HUISMAN, 1999).

A sintese de PHA acontece em duas fases. No primeiro momento, ocorre
uma fase de crescimento inicial ndo limitado, em que o objetivo é o crescimento
celular, apdés, ha a fase de producdo, momento em que ocorre o acumulo do
polimero. Isto apenas € possivel quando ha limitagdo de algum nutriente essencial,

tal como P, Fe, Mg, N, juntamente com um excesso de fonte de carbono (KHANNA

& SRIVASTAVA, 2005).

Dentre a familia dos polihidroxialcanoatos (Figura 1), o poli(3-hidroxibutirato)

[P(BHB)], poli (3-hidroxivalerato) (PHV), assim como o poli(hidroxibutirato-co-
valerato) (PHVB), estédo entre os PHAs mais conhecidos (TSUGE, 2002).
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Figura 1: Estrutura geral de PHASs e seus principais representantes. Fonte: LEE, 1996.

Entre as

caracteristicas

que

destacam-se nos

PHAs estdo a

biocompatibilidade aos seres vivos, a biodegrabilidade e a termoplasticidade.

Algumas caracteristicas, como insolubilidade em agua, alto grau de polimerizacéo e
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elevada cristalinidade tornam os PHAs materiais muito semelhantes aos plasticos
convencionais (REDDY et al., 2003).

Além das caracteristicas citadas, ha propriedades termoplasticas tais como
alta resisténcia a impactos e pressdo, ponto de fusdo elevado e baixa rigidez que
sdo muito procuradas em PHAs, levando em consideracdo que microrganismos
diferentes, dao origem a bioplasticos com composicdes e caracteristicas diferentes
(CANEVAROLO, 2003).

Mesmo sendo bastante estaveis, ao entrarem em contato com um ambiente
microbiologicamente ativo, os PHAs sofrem a agdo de enzimas e sdo degradados.
Sob condi¢des aerodbicas, CO;, e H,O sdo novamente produzidos, fechando o ciclo

sem causar impactos significativos ao ambiente (GARCIA, 2006).

3.1.2 PoLI(3-HIDROXIBUTIRATO) — P(3HB)

Em 1923, Lemoigne observou que, apds sofrer autdlise em agua destilada,
culturas da bactéria Bacillus subtilis liberavam um &cido desconhecido, resultando
na reducdo do pH. Posteriormente, Lemoigne identificou em outro estudo que o
acido liberado durante a autdlise de Bacillus megaterium se tratava do acido 3-
hidroxibutirico, que é acumulado na forma de polimero poli(3-hidroxibutirato), no
citoplasma da bactéria (LEMOIGNE, 1926).

Tempos depois, em 1958, Macrae e Wilkinson propuseram a via metabdlica
do P(3HB). Eles observaram que, em condicdes onde o0 meio possuia altas
concentracbes de glicose/nitrogénio, a bactéria B. megaterium estocava 0
homopolimero. Posteriormente, foi descoberto que a degradacéo ocorre na auséncia
da fonte de carbono e energia (LUNDGREN et. al, 1965), tendo assim, sua funcao
atribuida a reserva de carbono e energia (SCHLEGEL et al., 1961; MADISON &
HUISMAN, 1999).

O poli(3-hidroxibutirato) é definido como um homopolimero constituido por

unidades monoméricas de quatro atomos de carbono (Figura 2).
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Figura 2: Estrutura do poli(3-hidroxibutirato). Fonte: SCHROFER, 2015.

Este poliéster € altamente cristalino, apresenta temperatura de fusao
proxima a 176 °C e temperatura de transicdo vitrea de 5°C, sendo estas
propriedades bastante semelhantes as do polipropileno (PP) (RAGHAVAN, 1995). E
um polimero 100% biodegradavel, solavel em alguns solventes organicos e insoluvel
em agua (CHANDRA; RUSTGI,1998). Entre as vantagens apresentadas por este
poliéster estd a sua biocompatibilidade (IKEJIMA et al., 1998).

Devido ao aumento do valor do petréleo e também a sua escassez, na
década de 1970, o P(3HB) recebeu maior atencédo e passou a ser considerado um
potencial candidato para substituir os plasticos de origem petroquimica, pelas suas
propriedades serem semelhantes as do polipropileno e também pela possibilidade
de sintese a partir de fontes renovaveis (BRAUNEGG et al., 1998).

A juncdo destes fatores justificam a elevada importancia do P(3HB) na
classe dos alcanoatos, sendo 0 mais estudado e caracterizado até agora (TSUGE,
2002).

3.2 PRODUCAO DE P(3HB)

Mais de 300 microrganismos sdo conhecidos devido a sua capacidade de
produzir PHAs. Sdo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, provindas dos mais
variados locais da natureza (BYROM, 1987). Dentre estes microrganismos, apenas
uma pequena parcela é utilizada visando a producédo de P(3HB), entre eles estao
Alcaligenes latus, Escherichia coli recombinante, Cupriavidus necator, Ralstonia sp.,

Azotobacter vinelandii, Klebsiella aerogenes (LEE, 1996) e mais recentemente,
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Pseudomonas spp. (CROCHEMORE, 2012) e Bacillus megaterium (RODRIGUES et
al., 2014).

Grande parte das bactérias que sintetizam P(3HB), em condi¢cdes normais
de cultivo, acumulam cerca de 1 a 15% do biopolimero em seu interior, valores
inferiores quando comparados aos valores alcancados quando as bactérias sédo
submetidas a condicbes especiais de crescimento, podendo chegar a 90% de sua
massa celular seca (KHANNA & SRIVASTAVA, 2005), como mostra a Figura 3,
onde a, b e ¢ demonstram a evolucdo da sintese no decorrer do tempo de

fermentacéao.

Figura 3: Microscopia de transmisséo de elétrons (x 30.000) de células de B. megaterium em diferentes tempos
de cultivo com actimulo de P(3HB). Fonte: GOUDA et al., 2001.

Os granulos acumulados atingem o tamanho médio de 0,2 a 0,5um e através
de uma analise microscopica de forca atdbmica, foi observada sobre a superficie dos
granulos de P(3HB) a existéncia de uma monocamada proteica (SUDESH et al.,
2004).

Vérios fatores sdo observados quando se trata da selecdao de
microrganismos capazes de produzir o P(3HB) em larga escala, entre eles, os mais
relevantes sdo o rendimento obtido, sendo o minimo aceitavel a partir de 60% da
massa celular convertida em polimero, a alta taxa de conversdo de substrato em
polimero (RAMSAY et al., 1990; LEE, 1996), baixo custo dos substratos utilizados
como fonte de carbono, a elevada taxa de crescimento microbiano, entre outros.
Analisando-se as etapas da producédo, observa-se que 0 que eleva o custo da
obtencéo deste biopolimero é o seu processo de extragdo (MACAGNAN, 2014).

Existem dois grupos de microrganismos que produzem PHA, divididos de
acordo com as condi¢des necessérias de cultivo para que a biossintese do polimero

ocorra. No primeiro grupo estdo Bacillus megaterium, Ralstonia eutropha,
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Pseudomonas oleovorans, entre outros, estes microrganismos necessitam da
limitacdo de algum nutriente essencial associado a uma fonte de carbono em
excesso para que a biossintese aconteca. Diferente destes, os microrganismos do
segundo grupo, como Escherichia coli recombinante, Alcaligenes latus e Alcaligenes
vinelandii ndo necessitam desta limitacdo, pois acumulam o polimero durante o
crescimento (LEE, 1996).

3.2.1 PRODUCAO DE P(3HB) POR Bacillus megaterium

A primeira descricdo deste microrganismo ocorreu em 1884 por De Bary,
podendo ser encontrado em regifes com as mais variadas temperaturas, em solos,
sedimentos e agua do mar (VARY, 1992). Sua conformacao apresenta-se de forma
cilindrica com extremidades arredondadas, alcancando diametros de 1,5 um e
comprimento entre 2,5-6,0 um. S&o bactérias esporulantes, e estes esporos
possuem dimensdes de 0,8-1,2 por 1,5-2,0 um (MURAO et al., 1964).

Um dos fatores limitantes da producdo de P(3HB) é o valor elevado das
fontes de carbono, fazendo-se necesséario a busca por fontes de carbono com
valores mais baixos que fornecam nutrientes para 0s microrganismos, incluindo os
residuos agroindustriais (BRAUNEGG, 2001; VALAPPIL et al, 2007). No Brasil, a
utilizacdo de sacarose como fonte de carbon, obtida a partir da cana-de-agucar,
produzida em grande quantidade no pais, reduz os custos do processo.

Levando esta problematica em consideracdo, foi observado que Bacillus
megaterium possui a capacidade de crescimento e acumulo de P(3HB) utilizando
diversas fontes de carbono, como glicose, sacarose, lactose, maltose, frutose,
xilose, melaco de cana, gluconato de sodio, entre outras (GOUDA et al., 2001; FULL
et al., 2006).

Visando melhorias no processo de producdo e maior rendimento do
biopolimero, foram realizados diversos estudos com Bacillus megaterium,
analisando sua capacidade de acumulo de P(3HB) em diferentes fases do
crescimento, assim como em diferentes condicbes de meio de cultura. Durante a
fase de crescimento, periodo em que ocorre a adaptacdo da bactéria ao meio, foi

observada a rapida diminuicdo no tamanho e numero dos corpos de inclusao por
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célula e posterior aumento do volume relativo dos corpos de inclusdo na fase
exponencial. Na fase estaciondria, as células aparentam estar completamente
cheias, ndo havendo assim, aumento no tamanho das mesmas. Em culturas que
ficaram mais tempo na fase estacionaria foi observado consumo de P(3HB),
resultando na diminuicdo do tamanho e numero dos granulos (MCCOOL et al.,
1996).

Estudos também foram realizados variando a fonte de carbono utilizada no
meio de cultivo (GOUDA et al., 2001). Gouda e colaboradores (2001) utilizaram
melaco de cana de acucar, com objetivo de baratear a matéria prima. Foi observado
que em cultivo de 4 L, o acumulo obtido foi de 59,4% de P(3HB). Outro estudo
utilizou xarope de tamaras e melaco de beterraba como fonte de carbono, resultando
em acumulo de 52% e 50% de P(3HB), respectivamente. Neste mesmo estudo, foi
observado que o acumulo de P(3HB) em B. megaterium possui relacdo com o
crescimento celular (OMAR et al., 2001).

Dentre diversos isolados do género Bacillus que sintetizam o P(3HB), foi
observado que uma das cepas de B. megaterium foi a que apresentou 0 maior

acumulo do polimero, quase atingindo 50% de seu peso seco (ASLIM et al., 2002).

3.2.2 PADRONIZACAO DE PRODUCAO

A padronizacao dos processos de producédo de P(3HB), como de qualquer
outro polimero ou produto, visa otimizar os resultados obtidos. E de grande
importancia também a reprodutibilidade do experimento, objetivando aumentar a
qualidade do produto obtido.

Existem diversas formas de se fazer a padronizacdo de um método, pois as
variaveis que podem ser alteradas nesse tipo de processo sao muitas, como por
exemplo, proporcao de in6culo, agitacdo, oxigénio disponivel, temperatura, fontes de
carbono,recipiente fermentativo (fermentador, Erlenmeyer em incubador), entre
outras (SPEROTTO, 2014).

Em termos gerais, as condi¢des a que o cultivo é submetido pode prejudicar
ou otimizar o rendimento do experimento. Em estudos com Pseudomonas, uma das

alteracdes envolve o preparo de in6culo a partir de uma suspensao bacteriana em
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meio nutritivo contendo a fonte de carbono escolhida associado a diferentes
combinacdes de temperatura e agitacdo pré determinados (CROCHEMORE, 2013).

Ao utilizar Saccharomyces boulardii em experimento que visava avaliar o
cresimento microbiano, a variavel analisada foi a forma em que a fermentacdo é
conduzida em fermentador e agitador orbital, associada a aeracao oferecida em
cada um dos procedimentos, visando a producdo em nivel industrial (PODLECH,
2007).

Também relacionado ao rendimento, mas desta vez utilizando Bacillus
megaterium, foi realizado estudo em que diversas fontes de carbono foram
utilizadas, mantendo temperatura e agitacao iguais em todos os grupos avaliados
(MAINKA, 2014).

Ha também muitos estudos para a padronizacdo de inoculo para a
producéo de P(3HB) por diferentes microrganismos, seja em termos de quantidade
ou niveis de crescimento. Em experimento de producdo de alginato bacteriano,
utilizando a bactéria Azotobacter vinelandii, a padronizacéo foi realizada a partir do
in6culo, que apés a fase de cultivo, com tempo e temperatura estabelecidos, teve
sua densidade 6ptica medida por espectrofotbmetro e, somente apos atingir o valor
de 0,5 & 620 nm foi utilizado na etapa de fermentacdo (GARCIA-CRUZ, 2008). Em
outro estudo com a mesma bactéria, a padronizacao foi realizada da mesma forma,
porém os cultivos apenas foram transferidos para o meio de producdo ao alcancar a
densidade o6ptica entre 0,7-0,9 & 620 nm (BELLENGER et al., 2008; SILVA, 2010).

Ramadas e colaboradores (2009) realizaram um estudo relacionando a
concentragdo de pré-inéculo com o rendimento de P(3HB) sintetizado por Bacillus
sphaericus NCIM 5149. Os autores variaram o volume de 1 a 5 mL de pré-indculo
adicionado na fase de obtencao do in6culo. Concluiram que o volume de 2 mL, que
continha 8x10® UFC/mL, foi 0 que gerou maior rendimento de P(3HB).

Para producdo de P(3HB) utilizando a bactéria Bacillus megaterium,
Kulpreecha e colaboradores (2009), realizaram inoculo e, deste, 2 mL foram
adicionados a 50 mL de meio de producédo. As fontes de carbono utilizadas foram
sacarose e sulfato de amonia e sacarose e ureia, gerando rendimento de polimero
de 28,57% e 30,20%, respectivamente.

A literatura é escassa quanto a estudos relacionados a producdo de

P(3HB) que descrevam a metodologia de obtenc¢édo do in6culo, ndo apresentando a
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quantificacdo bacteriana dos mesmos (BARBOSA et al.,, 2005; GRIGULL et al.,
2008; DALCANTON et al., 2010; KANJANACHUMPOL et al., 2013).

23



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS

Neste estudo foi utilizada uma linhagem de Bacillus megaterium cepa CN3
oriunda da bacterioteca da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) - Clima Temperado. Manteve-se a linhagem preservada pela técnica de
repigues mensais em &gar nutritivo (AN) e mantidas sob refrigeracdo a 4°C no

Laboratério de Biopolimeros do CDTec da UFPel.

4.2 PRODUCAO DE P(3HB)

A producédo de P(3HB) foi realizada em duas etapas, sendo a primeira a
etapa em que ocorre a multiplicacado celular. Foi utilizado o meio YM, o qual foi
esterilizado por 15 min a 121 °C. A etapa de multiplicacdo celular foi realizada em
frascos Erlenmeyers de 500 mL, esterilizados previamente por 45 min a 121 °C.
Repigques multiplicativos contendo meio AN foram obtidos apdés 48 horas e
incubados a 36 °C em estufa antes da etapa de in6culo. A proporcao de suspensao
bacteriana em meio YM para o preparo do in6culo serdo descritas a seguir.

A multiplicacdo de células resultante da primeira etapa foi utilizada na etapa
seguinte. Na segunda etapa, ocorre 0 acumulo ou producdo de P(3HB) utilizando
meio mineral F4 (OLIVEIRA, 2010) durante 48 horas a 150 rpm e 36 °C em agitador
orbital, também em Erlenmeyers de 500 ml, esterilizado por 15 min a 121 °C.

Amostras foram coletadas nas duas etapas do processo para posterior
analise do rendimento de biopolimero e crescimento bacteriano (DO). Para a leitura
da DO, foi utilizado espectrofotbmetro com comprimento de onda de 620 nm e
diluicho de (1:20). Foram realizadas duas fermentacdes para comparacdo dos
resultados. As andlises foram feitas em triplicata e as medias foram analisadas

estatisticamente pelo programa Statistix 9.0, teste de Tukey p < 0,05.



4.2.1 PADRONIZACAO DO INOCULO

Quatro Erlenmeyers de 500ml foram inicialmente utilizados para o preparo
do in6culo, onde cada um deles possuia um volume diferente de meio YM e
suspensao bacteriana obtidas a partir do repique multiplicativo para posterior
padronizacao.

As proporgdes analisadas foram 80 ml de meio YM + 20 mL de suspenséo
bacteriana, 60 ml de meio + 40 mL de suspensédo bacteriana e 40 ml de meio + 60
mL de suspenséo bacteriana, totalizando todos 100 mL de cultivo. Para o controle,
foram adicionados 160 mL de meio YM + 40 mL de suspenséao bacteriana (Quadro
1). O controle foi mantido em dois tempos de incubacdo, sendo, na primeira

fermentacao 48 horas e, ha segunda por 24 horas.

Tabela 1. Proporcdo em volume de suspensao bacteriana/ meio YM para cada tratamento.

Tratamento Proporcgéo Volume meio Volume de Volume final
YM suspenséo
bacteriana
A 4:1 160 mL 40 mL 200 mL
B 2:3 40 mL 60 mL 100 mL
C 3:2 60 mL 40 mL 100 mL
D 4:1 80 mL 20 mL 100 mL

Apos 24 horas de cultivo, mais 100ml de meio YM foram adicionados aos
cultivos, com excessdo do controle, visando 0 aumento do crescimento bacteriano.
As condi¢des de cultivo utilizadas foram 36 °C e 150 rpm por 48h em incubador
agitador orbital.

Apos, estes cultivos foram transferidos para a etapa de acumulo de
polimero. Nessa etapa, Erlenmeyers com volume de 200 mL de fermentagéo
contendo meio F4 + 300 ul de 6leo de arroz, utilizado como antiespumante e
suplemento nutricional, e 20% de inoculo (Figura 4).
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Figura 4: Fluxograma da metologia de padronizacéo de indculo com Bacillus megaterium.

4.2.2 EXTRACAO DE P(3HB)

ApGs as 48 horas de fermentacgéo, o cultivo foi centrifugado a 11000 rpm por
30 min a 4 °C. As centrifugacBes foram feitas em triplicata. Os pellets resultantes
foram ressuspensos em solucdo salina 0,89% e centrifugados mais uma vez nas
mesmas condicdes. Apos as centrifugacdes, os pellets obtidos foram colocados em
estufa a 70 °C para secagem até atingir peso constante para obtencdo da massa
celular seca (MCS) e posterior trituracao.

Para a realizacdo da extracdo de P(3HB) a partir de solvente organico, foi
adicionado o solvente cloroféormio nos MCS na proporcdo de 40:1 e submetidos a
um agitador magnético por 30 min a 58 °C. Ap0s este periodo, as amostras com o
solvente foram colocadas em um funil de decantacdo, onde foi adicionada a mesma
guantidade de agua destilada e levemente agitada para formar duas fases (organica
e aquosa). A fase organica foi transferida para placa de Petri para a evaporacéo do
solvente e formagéao do biofilme (MACAGNAN, 2014).
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4.2.3 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DE EXTRACAO

ApGs a evaporacao do solvente, os filmes formados foram pesados para a
realizacdo do célculo de rendimento.
O rendimento foi determinado a partir da equacao 1, onde mf corresponde a

massa total do filme e mcs a massa celular seca.

mf
rendimento = —— X 100
mcs

(1)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A densidade Optica mais elevada obtida apds o crescimento e multiplicacdo
celular, nas duas fermentacdes foi observada no tratamento C (correspondente ao
indculo inicial de 60 mL de meio + 40 mL de suspensado bacteriana). Na primeira
fermentacao o tratamento C atingiu a DO de 0,72 na primeira etapa de producao de
inodculo e 0,65 apds a adicdo de 100 ml de meio, enquanto na segunda fermentagéo
os valores foram de 0,63 na primeira etapa e 0,51 apds a adicdo de meio (Figuras 5
e 6).

A segunda DO mais elevada foi referente ao tratamento D (inéculo inicial de
80 mL de meio + 20 mL de suspensao bacteriana), mostrando que a multiplicacéo
celular da bactéria varia dependendo da proporcdo de nutrientes disponiveis em
relacdo a sua velocidade de crescimento. Isto indica que o tratamento C é mais
adequada ao ritmo de crescimento do Bacillus megaterium na fase de multiplicacao
celular do processo fermentativo. O controle obteve valores abaixo dos demais,

tanto no periodo de 24h quanto no de 48h de incubacéo.



Tabela 2. Densidades Opticas, Média de DO e Desvio Padréo das triplicatas de cada tratamento experimental de
proporcéo bactéria/meio.

Amostras DO (1:20) - 24h Média/Desvio Padrdo DO (1:20) - 48h Média/Desvio
Padréo

B F1 8,8 9,8

CF1 14,4 0,72 (+0,01) 13 0,65 (0)

0,45 (+0,01) 0,39 (+0,01)

CF2 16,8 0,83 (+0,01) 0,73 (0,01)

A F2 10,6 0,53 (x0,01)
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Densidade optica (1:20)

I
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. Sem adicdo de meio Com adigéo de meio

Figura 5: Relagdo do uso de escalonamento de in6culo com a Densidade 6ptica na fermentacgéo 1.

Densidade optica (1:20)

2:3 3:2 4:1a 4:1b

Proporgdo Bactérias/Meio

. Sem adicao de meio . Com adicéo de meio

Figura 6: Relagdo do uso de escalonamento de inéculo com a Densidade 6ptica na fermentacao 2.

Os valores de DO para os inoculos obtidos em 48h apresentaram valores
menores do que 0s registrados para 24h. Tal comportamento pode estar relacionado

a curva de crescimento do microrganismo, a qual indica que a fase estacionaria é
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atingida em 22h. A curva de crescimento desta bactéria foi realizada por
pesquisadores do Laboratério de Biopolimeros e ainda nao foi publicada. A adigdo
de 100 mL de meio YM apés 24h de cultivo ndo favorece o crescimento,
possivelmente devido as bactérias ja estarem em fase estacionaria, ndo havendo a
multiplicagdo esperada, devido, entre outros fatores, a saturacdo do meio e ao
estado metabdlico das mesmas.

Comparando-se os rendimentos de polimero para cada tratamento aplicado,
foi obtido o gréfico representado pela Figura 7.
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Figura 7: Relacdo entre 0 Rendimento de P(3HB) frente o uso de escalonamento de inéculo das fermentacdes e

2, em ordem crescente de quantidade de meio, sendo “4:1 a” com acréscimo de meio e “4:1 b” sendo controle.

Na primeira fermentacdo, os maiores rendimentos foram observados nos
tratamentos C e D, onde ambos obtiveram rendimento de 26%, o que sugere que 0S
resultados obtidos em relacdo a DO geraram os melhores resultados de rendimento.

J& na segunda fermentacdo, o rendimento obtido no tratamento B atingiu
48%, sendo superior ao rendimento do tratamento C, que foi 45%, seguido do
tratamento D, que atingiu 41%.

Os niveis de rendimento obtidos na segunda fermentacéo foram compativeis
com a literatura (em torno de 45%) (GOUDA, 2001). Proporcionalmente, o
rendimento de biopolimero na primeira fermentacao foi semelhante ao da segunda.

Adicionalmente, foram observadas dificuldades no processo de extragdo do polimero
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da primeira fermentacao, durante a etapa de maceracao do pellet obtido, gerando
dificuldades na extracéo, contribuindo para a queda no seu rendimento.

Em termos gerais, em ambas as fermentacfes, o rendimento obtido pelos
controles manteve-se em niveis menores, quando comparados as demais
proporc¢des de suspenséo bacteriana utilizadas. O crescente aumento de volume de
meio nos tratamentos utilizadas gerou rendimentos também com valores crescentes,
sendo os valores da segunda fermentacéo consideravelmente mais elevados do que
da primeira, como ilustrado na Figura 8.
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'g 40 [}
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: ———

o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0
Densidade optica (1:20)

Figura 8: Relagdo entre a Densidade Optica (DO) e o rendimento de P(3HB) frente o uso de escalonamento de
indculo, onde F1 e F2 representam os valores de DO da primeira e a segunda fermenta¢des, em ordem
crescente de proporcéo de meio, e C1 e C2 seus respectivos controles.

Os resultados preliminares indicam que os tratamentos C e D foram os que

atingiram maiores niveis produtivos, com rendimento de biopolimero dentre 0,159/ L

e 0,179/ L, respectivamente.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que o escalonamento de
in6culo produziu e manteve niveis altos de densidade éptica, os quais concordaram
com o0s niveis de rendimento, visto que os melhores resultados de ambas as
analises foram referentes aos mesmos tratamentos. As concentracdes bacterianas
obtidas nos tratamentos foram superiores ao controle, comprovando que a estratégia
de escalonamento do in6culo gerou os resultados esperados.

Adicionalmente, os maiores valores de DO foram obtidos no periodo de 24h
de cultivo, ndo se fazendo necessaria a adicdo de meio de cultivo.

Os tratamentos C e D foram os que obtiveram os melhores resultados de
rendimento proporcionalmente em ambas as fermentacdes.

A utilizacdo de escalonamento aumentou os niveis de producao, sugerindo
gue a utilizacdo desse procedimento mantém bons niveis de multiplicacdo e alta

viabilidade celular.



/. PERSPECTIVAS

Pode-se observar a partir dos resultados obtidos que a utilizacdo de
escalonamento de indculo é vantajosa quando comparada ao controle utilizado no
laboratorio para a producédo de indculo bacteriano. Sendo assim, faz-se necessario
gue o experimento detalhado neste estudo seja repetido, eliminando a dificuldade
obtida na etapa de extracdo, podendo assim, obter o melhor tratamento testado e
posterior realizacdo da padronizacdo de in6culo nos experimentos realizados no

Laboratério de Biopolimeros.
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