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PRODUCTION OF POLY (3-HYDROXYBUTYRATE) BY Cupriavidus necator IN HYDROLYZED RICE STARCH MEDIUM WITH
SOYBEAN OIL SUPPLEMENTATION AT DIFFERENT TEMPERATURES. Poly (3-hydroxybutyrate) (P(3HB)) is a biopolymer,
completely biodegradable, which has similar properties to fuel-based polymers. However to make it economically competitive it is
necessary the study of cheap sources of substrate. The influence of hydrolyzed rice starch supplemented with soybean oil at different
temperatures (30, 35 and 40 °C) was studied in the production of P(3HB) by C. necator. The percentage of P(3HB) produced in the
cultures at 30, 35 °C was 30, 39% and 35, 43% without and with supplementation of oil, respectively. The culture at 40 °C showed no

production phase due to a possible oxygen limitation. These results demonstrate that hydrolyzed rice starch supplemented with soybean

oil increases the yield of P(3HB) and temperature of 35 °C is the most favorable for biopolymer production.
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INTRODUCAO

Em resposta a crescente preocupacgio com os problemas ambientais
causados pela produgdo e acimulo de materiais pldsticos de origem
petroquimica, diversos paises buscam alternativas que minimizem esse
impacto ambiental. Dentre as alternativas estudadas, destacam-se os
poliésteres bioldgicos e biodegradaveis como os poli-hidroxialcano-
atos (PHAs). Estes biopolimeros podem ser produzidos a partir de
matérias-primas renovaveis, oferecendo a possibilidade de um ciclo de
producdo fechado, ou seja, a fonte de carbono metabolizada pelo micro-
organismo produz um biopolimero completamente biodegradavel a gas
carbonico e dgua. Por conseguinte, estes elementos serdo absorvidos
por plantas que, novamente, fornecerao a fonte de carbono necessdria
para a produg@o dos poli-hidroxialcanoatos, fechando o ciclo. O poli(3-
hidroxibutirato) (P(3HB)) € o biopolimero mais estudado entre os
poli-hidroxialacanoatos devido as caracteristicas de biodegradabilidade
e propriedades termoplasticas e mecanicas proximas as do polipropi-
leno.!® Muitos sdo os micro-organismos produtores de P(3HB) e a
espécie Cupriavidus necator € uma das que apresenta condi¢des mais
favordveis a produgdo industrial. Este micro-organismo pode acumular
cerca de 80% de sua massa seca em polimero e utilizar diferentes tipos
de substratos, como glicose, frutose, entre outros.’

Apesar da grande possibilidade de aplicacdes dos poli-hidroxial-
canoatos como substituinte aos plasticos convencionais (areas médica,
farmacéutica e alimenticia e na inddstria quimica),* os plésticos biode-
graddveis ainda tém participagdo minima no mercado, em virtude de
seu alto custo em relag@o aos pldsticos petroquimicos. Desta forma,
estudos que possam diminuir o custo total destes biopolimeros e
também aumentar a sua produtividade sdo necessarios.

Uma alternativa interessante para economia global do processo
¢ a utilizacdo de residuos orginicos de baixo custo, provenientes de
plantas de processamento de alimentos. A utilizagdo de substratos
de baixo custo pode representar 40% de economia no processo de
producdo de PHAs.> Uma fonte de carbono disponivel em grandes
quantidades no Brasil é o amido.® Amido e seus derivados s@o os
principais componentes da demanda bioquimica de oxigénio de
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efluentes de industrias téxteis, fermentativas e de processamento de
alimentos e bebidas.” Nas inddstrias de alimentos, o amido pode ser
obtido de graos como arroz, trigo e milho, e tubérculos como batata
e mandioca.® Determinados micro-organismos, como Cupriavidus
necator, nao possuem capacidade de utilizar o amido como fonte de
carbono. Por isso, antes do processo biotecnoldgico, o amido deve
ser hidrolisado a glicose.>® Rusendi e Sheppard’ utilizaram residuo
da industria processadora de batatas para a producdo de P(3HB) e,
através de uma hidrdlise enzimdtica, obtiveram glicose como fonte de
carbono. Kim e Chang!’ estudaram o uso de amido hidrolisado como
fonte de carbono para as culturas de Azotobacter chroococcum, ob-
tendo, em batelada alimentada, uma concentragao de células totais de
54 g L' com 46% de P(3HB) intracelular, sob limitacdo em oxigénio.

No que se refere ao aumento da produtividade, a utilizagdo de su-
plementos nutricionais ou indutores pode interferir na via metabdlica
do micro-organismo, proporcionando maior producdo de células e
agindo diretamente na sintese do polimero.'!"* Estudos de suplemen-
tacdo de cultivos utilizando os dcidos oleico e linoleico demonstraram
que a adicdo destes dcidos graxos leva a um aumento na producio de
PHAs." Estes dcidos graxos fazem parte da composi¢do de muitos
dleos vegetais tornando-os uma possivel alternativa de baixo custo
para suplementac@o de cultivos. Squio e Aragdo' estudaram a utili-
zacdo de 6leos vegetais como suplementos nutricionais. Os resultados
obtidos mostraram que o uso destes 6leos na producao de P(3HB) por
C. necator levou a um aumento da produgdo de polimero. De acordo
com estes autores, as melhores alternativas de substitui¢do dos dcidos
oleico e linoleico foram os dleos de canola e oliva.

A temperatura referenciada na literatura como mais adequada
para o cultivo de C. necator na produgio de P(3HB) € de 30 °C.!41¢
No entanto, sabe-se que as enzimas presentes neste micro-organismo,
assim como em outros micro-organismos, apresentam atividade maxi-
ma quando fatores, como a temperatura, se aproximam do seu 6timo,
podendo haver o aumento da velocidade especifica de crescimento
e, consequentemente, mudangas favordveis no fator de conversao de
substrato em produto.!” Esse aumento da temperatura do cultivo pode
ainda ter influéncia significativa na produtividade do processo, devido
a diminui¢do do tempo de cultivo. Porém, de acordo com Schimdell,'®
temperaturas de cultivo muito elevadas diminuem a concentracdo de
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oxigénio dissolvido no meio, fator este importante na producido de
P(3HB) por C. necator, ja que se trata de um processo aerébio. Neste
contexto, o estudo da influéncia da temperatura de cultivo sobre a
producgdo de P(3HB), mostra-se de extrema importancia, visto que
na literatura hd poucos relatos de trabalhos utilizando temperaturas
superiores a 30 °C para a producdo de P(3HB) por C. necator. O
aumento da temperatura implicaria ainda em uma menor necessidade
de resfriamento durante o processo.

Este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da suple-
menta¢do de 6leo de soja na producdo de poli(3-hidroxibutirato)
por C. necator usando amido de arroz hidrolisado como fonte de
carbono, simulando um efluente da industria amilacea, em diferentes
temperaturas de cultivo.

PARTE EXPERIMENTAL
Material experimental

Os reagentes utilizados na preparagdo do meio mineral foram
todos da marca Vetec. As solucdes de dcido e base foram preparadas
por meio de reagentes da marca Nuclear. O caldo nutriente empregado
na reativagao do micro-organismo foi da marca Difco. Poli(3-hidro-
xibutirato) e dcido dinitrossalicilico foram da marca Sigma. A cepa
de Cupriavidus necator DSM 545 foi adquirida na Colecdo Alema
de Micro-organismo e Culturas Celulares (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zelkulturen — Braunschweig — Alemanha).

Micro-organismo e meio de cultura

A cepa utilizada foi Cupriavidus necator DSM 545.

Os experimentos foram realizados utilizando dois pré-cultivos.
No primeiro, as células foram inoculadas em caldo nutriente (CN),
contendo peptona de carne (5,0 g L') e extrato de carne (3,0 g L")
e, como segundo pré-cultivo, foi utilizado o meio mineral (MM) sem
limitagdo de nitrogénio, descrito por Aragao et al.."”

O meio de cultivo final foi composto de uma solugdo contendo
amido hidrolisado e adicionado dos nutrientes que compdem o meio
mineral (em g L): KH,PO, 1,5, Na,HPO, 8,65, citrato de amo6nio
e ferro 111 0,06, CaCl,.2H,0 0,01, MgSO,.7H,0 0,5, (NH,),SO,
2,3, 4cido nitrilotriacético 0,19g L' e elementos traco 1 mL L.
A solugdo de elementos traco apresentou em sua composicao (em
g L) H,BO, 0,3, CoCl,.6H,0 0,2, ZnSO,.7H,0 0,1, MnCl,.4H,0
0,03, Na,MoO,.2H,0 0,03, NiCL,.6H,0 0,02 e CuSO,.5H,0 0,01.
A solucdo simulando residuo da industria amildcea foi preparada a
partir de arroz branco polido, adquirido no comércio local. O arroz
foi quebrado em liquidificador (doméstico) e depois cozido em dgua
destilada com agitagdo para obtencao de uma soluc¢@o concentrada em
amido. A hidrélise dcida foi realizada com adi¢do de HC12,7 mol L'
a solugdo concentrada de amido, na proporgdo de 1:10 (4cido:solucao
com amido). A solu¢@o de amido para hidrdlise foi aquecidaa 110 °C
por 2,5 h, sob pressdo de 1,1 atm em autoclave. Apds, resfriou-se
a temperatura ambiente e neutralizou-se a solucdo com adicdo de
NaOH 2,5 mol L!. O meio foi decantado e centrifugado a 959 xg
por 5 min para a remogao de residuos sélidos. A solu¢do de amido de
arroz hidrolisado foi autoclavada e adicionada ao meio de cultivo para
se obter uma concentragio inicial de agtcares redutores de 30 g L.

Condicoes de cultivo

Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer aletados
de 1000 mL, contendo 300 mL do meio de cultivo e incubados em
agitador rotatdrio (shaker) a 150 rpm. As temperaturas de cultivo
testadas foram de 30, 35 e 40 °C, durante o tempo necessario para
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cada experimento. O meio de cultivo foi inoculado com 10% (v/v)
do segundo pré-cultivo (MM). O pH foi mantido em 7,0 pela adicio
manual de NaOH 2,5 mol L' ou HC1 2,7 mol L.

Adicao de suplemento

A adigdo de suplemento foi realizada, durante o cultivo, na forma
de um pulso no momento da limita¢do em nitrogénio. O suplemento
adicionado foi o 6leo de soja esterilizado, contendo 25% (v/v) de dcido
oleico, a fim de se obter uma concentracao equivalente a 0,3 g L' de
4cido oleico no meio.

Técnicas analiticas

Determinagdo da concentragdo celular

A densidade celular foi determinada por turbidimetria a 600 nm
e a concentragdo celular por meio de andlise gravimétrica. Na andlise
gravimétrica, amostras de 2 mL do meio de cultivo foram centrifuga-
das a 10956 xg por 3 min e os precipitados foram lavados duas vezes
com dgua destilada e colocados em estufa a 80 °C até peso constante.

Determinagdo de agiicares redutores totais (ART)
A determinacio dos acticares redutores totais foi realizada pelo
método do 4cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS).?

Nitrogénio residual

A concentra¢do de nitrogénio residual, na forma de fons amonio,
foi determinada pelo método enzimdtico-colorimérico (kit Ureia-ES
- Gold Analisa).

Determinagdo de P(3HB)

O P(3HB) foi determinado por cromatografia gasosa, conforme
o método de metanélise baseado em Braunegg et al.,*' com as mo-
dificacoes propostas por Brandl et al..?? Poli(3-hidroxibutirato) foi
usado como padrao externo. Os metil €steres resultantes da rea¢do
de metandlise foram quantificados pela inje¢do de 1 UL de amostra
em cromatdgrafo a gds (CG-90) equipado com uma coluna de silica
fundida (Supercowax-10 - 0,53 mm x 30 m) e detector com ionizacao
de chama. As temperaturas de injeco, detecgdo e coluna foram 190,
230 e 90 °C, respectivamente.

Tratamento dos dados

Produtividade média de P(3HB)

A produtividade média (Equagdo 1) (P), expressa em g L' h!
foi calculada pela diferenga entre a concentragdo de P(3HB) em um
instante de tempo t (P(3HB)t) e a concentracdo inicial de P(3HB)
(P(3HB)t)), dividida pelo intervalo de tempo correspondente, onde
t, € o tempo inicial .

_ PGHB)t— PGHB)t, 0
t—t,

P

>

Modelagem do crescimento microbiano

O modelo de Gompertz (Equacao 2)* foi ajustado aos dados ex-
perimentais da absorbancia versus o tempo, a diferentes temperaturas
(30, 35 e 40 °C), por meio do software Matlab 7.4.

Ln(“%bsoj = A-exp{-exp[- B(t—M )]} )

Nesta equagdo: Ln (abs/abs ) € o logaritmo neperiano do aumento
da densidade celular no tempo t, sendo que abs € a densidade celular
no tempo zero; ¢ € o tempo (h); abs € a densidade celular no tempo
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B é a velocidade relativa maxima de crescimento no tempo M (h!); M
o tempo necessdrio para atingir a velocidade maxima de crescimento
(h); A€ Ln (abs_/abs,) com abs_expressa como a concentragdo celular
mdxima atingida no tempo t = co.

Por meio do ajuste realizado pelo modelo de Gompertz, deter-
minaram-se os pardmetros A, B e M, possibilitando o cdlculo dos
parametros de interesse: velocidade especifica méxima de crescimento
(u,,. (b)) e duragdo da fase lag (A (h)). Esses pardmetros foram
determinados pela aplicacdo das Equacdes 3 e 4, respectivamente.
O parametro aumento logaritmico da populacdo (A) € determinado
diretamente pelo ajuste da Equag@o 1 aos dados experimentais.

Hinax =
e

onde e =2,7182

h=M {L) @)
B
RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultivos a diferentes temperaturas

O modelo de Gompertz foi ajustado aos dados experimentais de
Ln(absorbéncia/absorbancia ) versus o tempo no cultivo de Cupria-
vidus necator em amido de arroz hidrolisado, as temperaturas de 30,
35 e 40 °C sem e com suplementacdo de 6leo de soja. A Figura lae
b apresenta os resultados obtidos para estes ajustes. Observa-se que o
modelo de Gompertz se ajusta bem a todas as curvas de crescimento,
sem ou com suplementacio do 6leo de soja. Os cultivos apresentaram
0 mesmo comportamento até o momento da limitagdo em nitrogénio
(12* h, para os cultivos a 30 e 35 °C), pois ndo havia diferenca na
composi¢do dos meios até esse momento. Na fase de actimulo do
polimero (a partir da 12* h de cultivo), observou-se uma diferenga
pouco expressiva para o Ln(absorbancia/absorbancia ) versus o
tempo entre os cultivos sem e com suplementagdo do 6leo de soja.
Comparando-se os cultivos submetidos a diferentes temperaturas
(30, 35 e 40 °C), nota-se um crescimento caracteristico do micro-
organimo C. necator para as temperaturas de 30 e 35 °C. O cultivo
a temperatura de 40 °C apresentou um crescimento diferente dos
demais cultivos, ocorrendo inicio da fase estacionaria de crescimento
antes da limita¢@o de nitrogénio (aproximadamente 6 h de cultivo)
esperada para esse cultivo.

A Tabela 1 apresenta os parametros W . (velocidade especifica
madxima de crescimento), A (duragdo da fase lag), A (aumento loga-
ritmico da populacg@o) e R? (coeficiente de correlacdo) obtidos pelo
ajuste ao modelo de Gompertz aos cultivos de C. necator utilizando
amido de arroz hidrolisado como fonte de carbono nas temperaturas
de 30, 35 e 40 °C, sem e com suplementagdo de 6leo de soja.

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que os valores de
M, para as temperaturas de 30 € 35 °C, nos cultivos sem e com suple-
mentagdo em 6leo de soja, estdo de acordo com os valores encontrados
na literatura, em que a faixa de crescimento se encontra em torno de
0,22 h''.** Porém, no cultivo a 40 °C, observa-se que a velocidade
especifica maxima de crescimento foi aproximadamente o dobro dos
outros cultivos realizados (0,446 h™'). Os cultivos a 30 e 35 °C, com
e sem suplementacdo de 6leo de soja, apresentaram praticamente o
mesmo tempo de adaptag¢do da célula ao meio de cultivo (A). O au-
mento logaritmico da populacio (A) foi superior na temperatura de
35 °C para todos os cultivos. Esses resultados indicam que o uso de
amido de arroz hidrolisado, como fonte de carbono no crescimento
de C. necator, a temperatura de 35 °C se mostra a alternativa mais
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Figura 1. Perfil do crescimento de Cupriavidus necator em meio hi-
drolisado de arroz expresso em Ln (abs/abs,) versus o tempo nas
temperaturas de 30 °C (o), 35 °C (A) e 40 °C (uv) para os cultivos
sem suplementagdo de 6leo de soja (a) e, 30 °C (x) e 35 °C (*) com
suplementacgdo do oleo de soja (b). As linhas representam o ajuste
do modelo de Gompertz aos dados experimentais

Tabela 1. Tempo de durag@o da fase lag (A (h)), velocidade especifica maxima
de crescimento (u . (h')), aumento logaritmico da populagdo de micro-
organismos (A) e coeficiente de correlagio (R?), obtidos a partir do ajuste do
modelo de Gompertz aos dados experimentais dos cultivos em amido de arroz
hidrolisado como fonte de carbono nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C, com
e sem a adi¢do de suplementagio de dleo de soja, para o micro-organismo C.

necator na produgdo de poli(3-hidroxibutirato)

Residuo amildaceo

Residuo amilaceo sem -
com suplementacdo

ParAmetros suplementac@o em 6leo de soja em 6leo de soja
30 °C 35°C 40 °C 30 °C 35°C
u,. () 0,238 0,307 0,446 0,224 0,282
A (h) 2,761 2,949 0,883 3,072 2,951
A 2,853 3,420 1,612 3,003 3,648
R? 0,998 0,992 0,999 0,998 0,995

adequada para o crescimento deste micro-organismo, possibilitando
altas velocidades especificas de crescimento. Vale destacar que o arroz
hidrolisado apresenta concentragdes satisfatérias da fonte de carbono
metabolizdvel por C. necator; além de possuir em sua composicdo
cerca de 10 a 15% de proteinas que hidrolisadas servem como fonte
de nitrogénio e fésforo para o micro-organimo e, ainda uma pequena
porcentagem de lipideos, fibras e minerais (aproximadamente 1%)>.

Ao se analisar a Figura 1 em conjunto com os dados apresentados
na Tabela 1, percebe-se que o crescimento do micro-organismo nos
cultivos a 30 e 35 °C ¢ semelhante e caracteristico de C. necator:
Inicialmente ha um periodo de fase lag, seguida da fase exponencial
e da fase estaciondria de crescimento, na qual ocorre a limitagdo de
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um nutriente essencial ao crescimento celular, indicando o inicio
da fase de producédo de P(3HB). O cultivo a 40 °C apresentou uma
menor fase de adaptacio das células ao cultivo (durag@o da fase lag
(M) quando comparado aos cultivos a 30 e 35 °C e, uma fase expo-
nencial de menor durag@o, porém com maior velocidade especifica
de crescimento. No inicio da fase estaciondria para o cultivo a 40 °C
(cerca de 6 h de cultivo, Figura 1) observou-se, por meio da andlise
de nitrogénio, que a concentragdo de nitrogénio residual era igual a
0,58 g, L' neste momento, ressaltando que concentragdes em torno
de 0,3 g, L' sdo consideradas limitantes para C. necator. De acordo
com estes resultados, ndo se observou a limitacao em nitrogénio para
o cultivo a 40 °C. Esses resultados permitem ainda analisar com maior
atencdo a justificativa de Schmidell,'® em que temperaturas muito altas
podem ocasionar uma menor solubilidade do O, no meio de cultivo,
portanto uma limitacdo da fonte de oxigénio.

Suplementac¢io com 6leo de soja em cultivo utilizando residuo
amilaceo como fonte de carbono

A suplementagdo com 6leo de soja foi realizada no momento da
limitagdo de nitrogénio, com o objetivo de aumentar o contetido de
P(3HB) na célula. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 2a,
b e c e indicam a evolu¢do do contetddo de P(3HB) nos cultivos com
e sem suplementacdo de 6leo de soja nas temperaturas de 30, 35 e
40 °C, respectivamente.

A Figura 2a apresenta concentragdes de 2,3 e 3,1 g L' de bio-
polimero obtidas no final dos cultivos a 30 °C sem suplementacgio
e com suplementacdo de 6leo de soja, respectivamente. O mesmo
comportamento de aumento da concentracdo de biopolimero foi
observado na Figura 2b para o cultivo a 35 °C, em que a concentra-
¢do de P(3HB) para o cultivo sem suplementagio foi de 4,3 gL' e
com suplementac@o foi de 5,0 g L. Estes resultados indicam que o
experimento a 35 °C com suplementacdo de dleo de soja apresentou
um aumento de 38% no conteido final de P(3HB) na célula (para o
mesmo tempo de cultivo) em relacio ao cultivo em 30 °C suplemen-
tado com 6leo. Portanto, pode-se afirmar que a suplementacido com
dleo de soja no inicio da fase de produgdo potencializa a producgio
de P(3HB) na célula, agindo diretamente na via de sintese deste po-
Iimero. Uma possivel explica¢@o para este processo metabdlico foi
dada por Fukui e D6i,* que consideraram que, no momento em que
triglicerideos, presentes nos 6leos vegetais, sdo adicionados ao meio
de cultivo ocorre a excre¢do de enzimas lipases de C. necator no meio
para hidrolisar estes compostos que, em seguida, s3o metabolizados
intracelularmente por meio da B-oxidacdo de 4cidos graxos. Uma
vez incorporados pela célula, esses dcidos graxos sdo convertidos
ao correspondente acil-CoA tioéster e oxidados pela -oxidacdo
dos dcidos graxos via trans-2-enoil-CoA e (S)-3-hidroxiacil-CoA a
3-cetoacil-CoA, a qual € clivada pela B-cetotiolase a acetil-CoA e
acil-CoA. Em seguida, mais ciclos ocorrem até que a acil-CoA seja
completamente convertida a acetil-CoA. Este € o caso para dcidos
graxos que apresentam um nimero de dtomos de carbono impar em
sua cadeia principal e, ainda, dcidos graxos saturados e alifaticos ndo
substituidos. Se o dcido graxo contém grupos funcionais com cadeia
lateral acil com carbonos ndo saturados para ligagdes carbdnicas,
a via degradativa pode ser diferente e podem-se requerer enzimas
adicionais. Sob condicdes fisioldgicas que permitam a sintese e
acimulo de PHAs (limitagdo em um nutriente essencial ndo fonte de
carbono), o 4cido graxo ndo se degrada completamente a acetil-CoA
e, intermedidrios da B-oxidagdo sdo parcialmente ou completamente
removidos e convertidos nestes poliésteres. No entanto, nenhum dos
intermedidrios € aceito como substrato pela PHA sintase. Por este
motivo, é necessdria uma ligacdo metabdlica que converta um dos
intermediarios na (R)-3-hidroxiacil-CoA.
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Figura 2. Evolugdo da produgdo de P(3HB) para os cultivos com suplementa-
¢do de oleo (m) e sem suplementagdo de dleo (®) nas temperaturas de cultivo de
30°C (a), 35 °C (b) e 40 °C (c) (suplementagdo realizada com 12 h de cultivo)

De acordo com a Figura 2, observa-se ainda que no cultivo realiza-
do a temperatura de 35 °C, além de apresentar os melhores resultados
para crescimento (Tabela 1), mostrou-se também que esta temperatura
€ a mais adequada para a produ¢do de P(3HB) por C. necator quando
se utiliza amido de arroz hidrolisado como substrato principal.

Na Figura 2c, o cultivo a 40 °C apresentou baixa concentragdo de
polimero em consequéncia da transferéncia prejudicada de oxigénio
em cultivos executados em shaker e da baixa concentragdo celular no
momento da limitac@o do crescimento, possivelmente pela limitacio
em oxigénio. Vale ressaltar que a limitag@o em oxigénio € caracteriza-
da por apresentar baixa conversao em polimero e menor produtividade
do produto, quando comparada com a limitacdo de nutrientes como
nitrogénio ou fésforo para C. necator.”® A concentragdo de P(3HB)
observada para o cultivo sem suplementacdo em 6leo de soja foi de
0,46 g L', O cultivo a 40 °C com suplementac¢do em 6leo ndo foi
realizado, visto que o pulso em 6leo de soja estava planejado para o
momento em que houvesse a limitagdo do nutriente nitrogénio, evento
este que ndo se concretizou para o referido experimento.

Com base na concentragdo final de P(3HB) e na massa seca final
de cada cultivo, foi possivel obter a porcentagem de biopolimero para



556 Dalcanton et al.

Tabela 2. Concentragio total de biomassa (Xt (g L)), concentracdo total de
P(3HB) (g L"), porcentagem de P(3HB) na biomassa total (% P(3HB)) e produ-
tividade de P(3HB) (Pr(g L'h ™)) para o tempo total de cultivo (h) de C. necator
em meio hidrolisado de amido de arroz nas temperaturas de 30 e 35 °C com
e sem suplementacdo de 6leo de soja no momento da limita¢do em nitrogénio

Cultivos Tempo Xt P(3HB) % P Pr
(h)* (gL (gL (BHB) (gL'h")

30°C sem adicao ) 7,69 2,30 30,0 0,09
de dleo de soja

30°C com adicao 7,80 3,09 39,0 0,13
de dleo de soja

35°Csemadicio 12,40 434 35,0 0,18
de dleo de soja

35°C comadicio ) 11,64 5,00 43,0 0,20

de éleo de soja

# tempo total de cultura.

os experimentos a 30 e 35 °C com e sem suplementacdo de dleo de
soja. Os dados para o cultivo a 40 °C ndo foram apresentados devido
a baixa producio de polimero. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 2. Para o cultivo a 35 °C, o acimulo foi de 35,0% sem suple-
mentagdo e 43,0% com suplementacdo de 6leo de soja.

Na Tabela 2, observa-se que a porcentagem de P(3HB) obtida
para o cultivo a 30 °C sem e com suplementagido em 6leo de soja
foi de 30,0 e 39,0%, respectivamente. Estes resultados, quando
comparados a porcentagem de 33% de P(3HB) obtida por Akiyama
et al.” na suplementagdo de um cultivo de Alcaligenes sp. utilizan-
do 3,0 g L' de 6leo de soja na temperatura de 30 °C, mostram-se
mais interessantes. As maiores porcentagens de P(3HB) obtidas
no presente trabalho foram para os cultivos a 35 °C. Os resultados
de porcentagem e produtividade de P(3HB) (35% e 0,18 g L''h,
respectivamente) para o cultivo a 35 °C sem adi¢do de dleo usando
amido hidrolisado de arroz como fonte de carbono sdo compardveis
aos apresentados por Khanna e Srivastava,* em que uma fonte de car-
bono sintética (frutose) foi utilizada para cultivos em shaker a 30 °C.
Neste trabalho os autores obtiveram uma porcentagem de P(3HB),
produzido em 48 h de cultivo, de cerca de 43% e a produtividade de
0,029 g L''h!. Vale ressaltar que a diferenga de produtividade obser-
vada pode estar associada a temperatura de 35 °C e a composicdo do
meio de arroz hidrolisado.

A produtividade observada para o cultivo a 30 °C com suplemen-
tacdo em 6leo foi de 0,13 g L' h'. Esses resultados estdo de acordo
com os obtidos por Grigull et al* (0,17 g L' h'), quando estes
utilizaram 0,3 g L"! de dcido oleico como suplemento nutricional em
cultivos a 30 °C. O aumento da produtividade, para os experimentos
a 30 e 35 °C, em fungdo da suplementa¢do em 6leo de soja indica a
vantagem em se utilizar baixas concentragdes de um suplemento de
baixo custo e obter alta produtividade em P(3HB).

CONCLUSOES

O cultivo realizado a temperatura de crescimento de 35 °C
apresentou vantagens no crescimento e produ¢do de P(3HB) por
Cupriavidus necator quando comparado ao realizado a temperatura de
30 °C, atualmente utilizada nos processos de produg@o deste polimero.

A utilizacdo de amido hidrolisado de arroz mostrou-se uma alter-
nativa potencial para a produ¢do de P(3HB) e a suplementacido com

Quim. Nova

6leo de soja, mesmo em pequenas quantidades, levou a um aumento
na produgio de P(3HB).
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