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1. INTRODUCAO

Bioplasticos sao eficientemente obtidos a partir de bioprocessos. Tais
processos fermentativos empregam micro-organismos especificos para conversao
de substratos, preferencialmente renovaveis e os mais econémicos possiveis, a
biopolimeros com elevada produtividade (PIEMOLINI, 2004).

Poli(3-hidroxibutirato) [P(BHB)] é um poliéster, da familia dos
polihidroxialcanoatos (PHAs), bastante estudado e comercializado nacional e
internacionalmente (CHANPRATEEP, 2010). Por ser um bioplastico rapidamente
biodegradavel, biocompativel e por conter caracteristicas termoplasticas e
mecanicas similares a alguns plasticos petroquimicos, o P(3HB) é considerado
um potencial substituto aos plasticos convencionais, que devido a amplitude de
suas aplicacées e degradabilidade lenta, geram graves problemas ambientais
(FRANCHETTI; MARCONATO, 2006). Os biopolimeros mais utilizados na
producao de plasticos biodegradaveis sao, portanto, o P(3HB) e seus copolimeros
(IZUMI; TEMPERINI, 2010).

Mais de 300 micro-organismos sao tidos como sintetizadores de PHAS,
entretanto, para que sejam efetivamente empregados em bioprocessos de
obtencdo desses bioprodutos o0s micro-organismos devem acumular alta
concentracdo de polimero em um periodo relativamente curto, em cultivos com
alta densidade celular. Tais fatores resultardo em reducdo dos custos de
producéo do bioplastico (CHANPRATEEP, 2010; LEE, 1996).

O acumulo do polimero ocorre na forma de inclusdes de poliésteres
insolaveis no citoplasma bacteriano, podendo alcancar aproximadamente 90% do
peso celular e servindo como reserva de energia e carbono para o micro-
organismo (KUNASUNDARI; SUDESH, 2011; STEINBUCHEL,;
FUCHTENBUSCH, 1998). O bioprocesso para obtencao de P(3HB) é dividido em
duas fases: a primeira fase € a de multiplicacao celular, e a segunda fase a de
producdo propriamente dita. Na primeira fase, também chamada de indculo,
objetiva-se a obtencéo de cultivos com alta densidade celular para que o acumulo
seja elevado na segunda etapa. Na fase de producgéo, para que ocorra a sintese
do P(3HB), o meio de producdo deve apresentar, normalmente, condicbes
desfavoraveis de crescimento (exaustdo de nutrientes como nitrogénio, fésforo,
enxofre, oxigénio) e excesso de carbono (LU; TAPPEL; NOMURA, 2009;
STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH, 1998).

Através deste trabalho objetivou-se verificar a influéncia da concentracédo de
in6culo utilizada na etapa de producdao no rendimento de biofiimes de Poli-
3hidroxibutirato.
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2. METODOLOGIA

O micro-organismo utilizado foi um bacilo Gram -, isolado de solo da regiao
Sul do Rio Grande do Sul e cedido pelo Laboratério de Bacteriologia da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, em fase de caracterizagdo molecular e
previamente selecionado como produtor de P(3HB) por MACAGNAN et al. (2012).

Os in6culos foram obtidos por cultivos em Erlenmeyers de 500 mL contendo
meio 160 mL de Yeast Malt (YM) e 40 mL de pré-inéculo constituido por
suspensdo bacteriana e YM. Os frascos foram mantidos em incubador agitador
orbital por 24 h, 150 rpm a 28 °C.

A fase de producao foi conduzida em Erlenmeyers de 500 mL contendo meio
mineral F4 (OLIVEIRA, 2010) e 10 ou 20% de inéculo. Os cultivos foram mantidos
em incubador agitador orbital a 28 °C, 200 rpm com coletas de caldo fermentado
em 24,48 e 72 h.

As aliquotas foram centrifugadas a 10.000 x g, por 15 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e biomassa lavada com 20 mL de solugédo salina
0,89 %. As amostras foram centrifugadas novamente a 10.000 x g, por 10 min a 4
°C. A biomassa foi transferida para placas em estufa, e seca a 56 °C. A massa
celular seca (MCS) foi macerada e utilizada na extragdo do P(3HB).

Os biofilmes de P(3HB) foram obtidos por extragdo com cloroférmio a partir
da MCS [40:1 (v/m)], sob agitacdo de 1 h (58 °C), seguida de filtracdo rapida em
papel e lenta evaporacdo em placas de Petri cobertas (DALCANTON, 2006
modificado por MACAGNAN, 2013). Apos secos, os biofilmes foram pesados para
célculo do rendimento em relagdo a MCS utilizada na extragao. Os resultados de
rendimento sdo expressos em %.

Os biopolimeros produzidos tiveram sua identidade quimica confirmada por
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) em
espectrébmetro Shimadzu® modelo IR Prestige 21. Amostras de 1 mg dos
biofilmes obtidos e do padrao de P(3HB) Sigma® foram dissolvidas em 1 mL de
cloroférmio e dispostas em pastilhas de KBr e os picos adquiridos dentro de uma
faixa de 4500-500cm™ (CROCHEMORE, 2010, modificado).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de todas as amostras de MCS foram obtidos biofilmes de aspecto
liso com bordas rugosas, coloracdo branca e textura flexivel, como os relatados
na literatura (CROCHEMORE, 2010; DALCANTON, 2006; MACAGNAN, 2013).

Na Figura 1 estado dispostos os resultados de rendimento dos cultivos com
10 % e com 20 % de inéculo em 24, 48 e 72 h. O cultivo com 20% de inéculo teve
rendimentos de 17,32; 11,76 € 6,48 % em 72, 48 e 24 h, respectivamente, valores
superiores aos resultados do cultivo com 10 % (10,97; 10,38 € 4.39 % em 72, 48
e 24 h, respectivamente). Para ambos os cultivos o maior rendimento foi em 72 h.
Observou-se, portanto, uma influéncia diretamente proporcional da concentragéo
de in6culo e do tempo de cultivo no rendimento dos bioplasticos.
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Figura 1: Rendimento (%) dos cultivos com 10 e com 20 % de in6culo em 24,
48 e 72 h. Letras maiulsculas distintas em colunas de mesmo tempo de cultivo
significa que ha diferenga estatistica significativa entre os cultivos com 10 e 20%
de indculo. Letras minusculas distintas em colunas de mesma cor significa que ha
diferenca estatistica significativa entre os tempos de cultivo para mesma
concentragao de inoculo. Diferencga significativa por teste de Tukey p<0,05.

Os biofilmes formados a partir do polimero extraido tiveram a identidade
quimica confirmada por Espectrometria no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR). As principais bandas obtidas foram analisadas e confrontadas
com as bandas obtidas para o padrdo P(3HB) Sigma. Préximo a 3000cm™ foram
observadas bandas de intensidade média correspondentes a deformacao axial
(estiramento) da ligacdo C-H nos grupos metil e metileno. A deformacgéo axial da
ligagcdo C=0 no grupo éster gerou a presenca de bandas em 1721-1727cm™. A
deformacdo assimétrica da ligagdo C-H nos grupos metileno é representada pela
banda média em 1454-1459cm™, enquanto a banda média encontrada em
1378cm™ é equivalente a esta deformacdo nos grupos CHs. Préximo a 1281cm’™
observou-se um banda de intensidade forte devido a deformacéo axial da ligagéo
C-O no grupo éster. E a série de bandas intensas situadas entre 1250-950cm-1
também correspondem ao estiramento da ligacdo C-O do grupo éster. As bandas
caracteristicas identificadas no biopolimero obtido neste estudo estdo de acordo
com os reportados na literatura por CROCHEMORE (2010), MACAGNAN (2013)
e LUGG (2008) para P(3HB).

4. CONCLUSOES

Obteve-se bioplasticos em todos os cultivos realizados. Os biofilmes
formados tiveram a identidade quimica confirmada como P(3HB). O rendimento
foi diretamente proporcional ao tempo de incubacdo e a concentracdo de indculo
utilizada na fase de producdo do bioprocesso. Entretanto, ainda se fazem
necessarios mais estudos para ajustar os parametros operacionais de modo que
a produtividade seja elevada.
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