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RESUMO - Plasticos biodegradaveis sdo polimeros que se degradam completamente ao ataque
microbiano em um curto espago de tempo, sob condi¢Bes apropriadas do meio ambiente. Entre eles destacam-se
os polihidroxialcanoatos (PHAS), principalmente o poli(3-hidroxibutirato) - P(3HB), por sua semelhanca com o
polipropileno (PP), podendo ser utilizado em um amplo campo de aplicacbes como embalagens para produtos de
limpeza, higiene, cosméticos e alimentos e ainda em produtos e artefatos médico-farmacéuticos. Atualmente
estdo sendo desenvolvidos estudos visando encontrar formas de reduzirem-se os custos de producéo. O objetivo
deste estudo foi avaliar a possibilidade de uso de residuo de extracdo no meio de cultivo de Ralstonia
solanacearum, em diferentes proporcdes, para redugdo futura de custos no processo. O indculo foi produzido em
frascos Erlenmeyers de 250 mL aletados, contendo meio Yest Malte (YM) padrdo (controle) e com substituicdo
parcial da agua por diferentes concentragdes (15, 25 e 50 %), do residuo aquoso da extracdo do polimero de
P(3HB). Os cultivos foram mantidos na temperatura de 32 °C, 150 rpm, no tempo de 24h, em agitador incubador
orbital. A maior concentragdo celular foi obtida a partir de meio padréo e de meio contendo 15 % de residuo de
extracdo, sem apresentar diferencas estatisticas, tanto para DO quanto para rendimento de MCS. Assim, o
reaproveitamento de residuo em uma proporg¢do de 15 % no meio de cultivo, parece ser uma boa alternativa para
diminuir os custos no processo.
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1 INTRODUCAO

Os plasticos biodegradaveis, mormente os bioplasticos sdo destacados por Sartori (1998) como sendo
polimeros que se degradam completamente ao ataque microbiano em um curto espago de tempo, sob condi¢bes
apropriadas do meio ambiente. Dentre os biopolimeros em desenvolvimento estdo os polihidroxialcanoatos
(PHAs). Além da vantagem em serem biodegradaveis, os PHAs ainda apresentam outras importantes

caracteristicas como serem biocompativeis, serem produzidos a partir de recursos renovaveis como aglcares e
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acidos graxos e terem propriedades termoplasticas e caracteristicas fisicas e mecéanicas semelhantes as do
polipropileno, polimero derivado do petréleo. Podem ser utilizados em um amplo campo de aplicagdes como
embalagens para produtos de limpeza, higiene, cosméticos e alimentos. Por serem biocompativeis, podem ser
empregados na area médico-farmacéutica em fabricacdo de fios de sutura, proteses dsseas, suportes de culturas
de tecidos para implantes e encapsulacéo de farmacos para liberacdo controlada (VASCONCELOS, 2002).

Para Srivastava e Khanna (2005), dentre os polimeros constituintes da familia dos PHAs o P(3HB) é
um dos mais profundamente estudado e caracterizado, este € um homopolimero composto de unidades
monoméricas de 4 atomos de carbono (R = CH3 e n = 1) e possui uma certa semelhanca com o polipropileno
(PP), devido a sua massa molar, temperatura de fusdo, cristalinidade e resisténcia a tracdo, porém o P(3HB) ndo
é tdxico, apresenta melhor resisténcia a luz ultravioleta e melhor propriedade de barreira a gases, gordura e odor,
caracteristicas desejaveis para a producdo de embalagens de diversos produtos.

Atualmente estdo sendo desenvolvidos alguns estudos visando encontrar formas de reduzir estes
custos sem perder 0 méximo rendimento do polimero, porém ainda existem poucos trabalhos publicados na érea.
Utilizando a Ralstonia eutropha, Dalcanton (2006) utilizou meio sintético para simular o residuo gerado pela
industria amildcea como substrato de baixo custo para a produgdo de P3HB; no Instituto de Pesquisas
Técnolbgicas - IPT (IPT, 1993), foram realizados estudos utilizando melago invertido de cana-de-agicar como
substrato, ambos obtendo bons resultados, quando comparados a producdo do biopolimero com glicose como
fonte de carbono.

Com base na importancia do tema, objetivou-se com o presente estudo avaliar o uso de residuo da
etapa de extragdo do polimero no meio de cultivo de Ralstonia solanacearum, em diferentes proporgdes, para

reducédo de custos no processo

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

Foi utilizada linhagem de Ralstonia solanacearum cepa RS, cedida pelo Laboratério de Bacteriologia
da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas. A bactéria foi preservada por meio
das técnicas de liofilizagdo e repiques mensais em Nutritive Yest Agar (NYA), com composicdo em g/L, de
peptona, 5,0 g; glicose, 5,0 g; extrato de levedura, 1,0 g; extrato de carne, 3,0 g e agar, 15,0 g (SCHAAD et al.,

2001, modificado) estocadas sob congelamento a -8 °C e refrigeracéo a 4 °C, respectivamente.

2.2 Produgédo de intculo

O in6culo, em volume de 100 mL por frasco, foi produzido em frascos Erlenmeyers de 250 mL
aletados, utilizando meio Yest Malte (YM) padrao (controle) ou com diferentes proporgdes de residuo aquoso da
extracdo do polimero (15, 25 e 50 %), em substituicdo a agua, inoculado com suspensdo bacteriana, obtida

através da raspagem de cultivo fresco em meio NYA sdlido, incubados durante 48 h a 32 °C, perfazendo uma
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concentracdo de biomassa (DO) inicial de 1,5. Os cultivos foram mantidos na temperatura de 32 °C, 150 rpm,
no tempo de 24h, em agitador incubador orbital.

A solucdo aquosa acrescentada no meio de cultivo foi gerada pela extracdo de P(3HB) partindo de
massa celular seca (MCS) e cloroférmio, segundo metodologia de recuperagdo, liquido-liquido por diferenca de
polaridade, desenvolvida por Macagnan (2014). A MCS foi submetida ao aquecimento com cloroférmio por 30
min e a solucdo extrativa transferida para funil de separacdo e acrescida de &gua destilada para separagdo dos
residuos celulares da solucdo extrativa. A fase organica foi utilizada para obtencdo do polimero e a fase
inorganica (residuo da extracdo) utilizada neste trabalho como suplemento nutricional para 0 microrganismo no

meio de cultivo da fase de indculo.

2.3 Determinac&o de crescimento celular

O crescimento celular foi comparado através da turvagdo (DO) do meio causada pelo crescimento da
biomassa, analisada por espectrofotometria a 600 nm, e pela concentracdo de massa celular seca (MCS),
determinada por gravimetria. Um volume de 30 mL de caldo fermentado foi centrifugado em tubos previamente
secos, identificados e pesados. O sobrenadante foi desprezado e o tubo contendo as células foi seco em estufa a
56 °C, resfriado em dessecador e pesado, até peso constante. Todas as analises foram realizadas em triplicata e

as médias comparadas e analisadas estatisticamente pelo teste de Tukey p<0,05 no programa Statistix 9.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos de concentracdo celular em relacdo a DO e MCS sdo representados pelas
Figuras 1 e 2, respectivamente.

A maior concentracdo celular, evidenciada pela DO e MCS, foi obtida através do uso do meio de
cultivo padréo e utilizando 15 % de residuo, sendo 19,3 e 18,1 e 3,8 e 3,4 g/L, respectivamente, sem haver
diferenca estatistica entre esses meios. J& com as concentragdes de 25 e 50 % de residuo, houve um decréscimo
consideravel na multiplicagéo celular.

O decréscimo da concentragdo de biomassa com o uso de 25 e 50 % de residuo no meio de cultivo
pode ter sido ocasionada por toxicidade ou inibigdo resultante de metabdlitos hidrossollveis presentes no residuo
aquoso utilizado ou por excesso de nitrogénio, levando a morte celular ou inibicdo de crescimento; o que
demanda, portanto, continuacéo dos estudos.

J& a utilizacdo de 15 % de residuo aquoso no meio de cultivo, parece ser uma boa alternativa para
diminuir os custos de producao, uma vez que reduz o volume de agua necessario no processo de producdo e o
volume de efluente do processo de recuperagdo, ainda servindo como fonte de nutrientes para 0 consumo

bacteriano.
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Figura 1. Concentragdo de biomassa (DO) obtida apds 24 h de cultivo no meio de multiplicagdo
celular YM padréo (1), e acrescentado de 15 (2), 25 (3) e 50 % (4) de residuo de extracdo. Letras diferentes

significam que as médias obtidas com as respectivas metodologias diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey
p <0,05.
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Figura 2. Rendimento de massa celular seca (MCS) obtida apds 24 h de cultivo no meio de
multiplicacdo celular YM padrdo (1), e acrescentado de 15 (2), 25 (3) e 50 % (4) de residuo de extragdo. Letras
diferentes significam que as médias obtidas com as respectivas metodologias diferiram estatisticamente pelo
teste de Tukey p < 0,05.
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4 CONCLUSAO

O reaproveitamento de residuo aquoso de extra¢do de P3(HB) em uma proporcéo de 15 % no meio de
cultivo é possivel, o que demonstra a viabilidade do mesmo como alternativa para reducdo de custos no

Processo.
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