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RESUMO

Este estudo avaliou a viabilidade da manipueira como fonte de carbono para a
producao de polihidroxialcanoatos (PHAs) a partir de bactérias Cupriavidus necator.
Para isso, realizou-se uma analise comparativa entre o desempenho da manipueira
em sua forma bruta e hidrolisada, avaliando a influéncia da concentragdo desses
substratos e da agitagdo sobre a produgdo de biomassa e PHAs. A manipueira
hidrolisada foi mais eficiente, especialmente com 10% (m/v), alcangando 0,46 g/L de
PHA devido a liberacdo de agucares fermentesciveis durante a hidrolise. Ja a
manipueira bruta resultou em menor eficiéncia de producao de PHA, embora tenha
favorecido o crescimento bacteriano. O estudo destacou que o inéculo atinge a fase
exponencial em 48 horas e que a agitagdo a 180 rpm melhorou a dispersao dos
nutrientes no meio e a interagdo desses com as células. Concluiu-se que a manipueira
€ uma fonte promissora para bioplasticos, exigindo controle da hidrélise e ajustes no

processo para maximizar a eficiéncia.
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INTRODUGAO

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sao poliésteres microbianos acumulados
intracelularmente por diversos géneros bacterianos, geralmente sintetizados em
condi¢gdes de abundancia de carbono e limitagdo de micronutrientes (PORRAS et al.,
2017; ABD EL-MALEK et al., 2020). Reconhecidos por sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade e propriedades mecéanicas semelhantes aos plasticos sintéticos
(ANITHA e SRIVASTAVA, 2021; RIAZ et al., 2021), os PHAs tém aplicagdes em
embalagens biodegradaveis, medicina regenerativa e engenharia de tecidos
(GREENWOOD, SCHMITT e WAGSTA, 2018; PALANIKUMAR et al., 2022). Contudo,
seu alto custo de producao, especialmente devido ao uso de fontes de carbono de
elevado valor comercial, limita sua competitividade frente aos plasticos petroquimicos
(MAHESHWARI et al., 2018; CRUTCHIK et al., 2020).



Uma alternativa promissora é a utilizacdo de residuos industriais como fonte de
carbono, como a manipueira, liquido residual do processamento da mandioca, que
pode reduzir custos e impactos ambientais (VIDHYALAK, VALLINACHIYAR e
RADHIKA, 2012). Este projeto busca investigar a viabilidade da manipueira como
fonte de carbono para o crescimento de Cupriavidus necator e a produgao de PHAs,
avaliando os efeitos das concentragcbes de manipueira e das velocidades de agitagao
no processo. Os objetivos incluem a caracterizagdo quimica da manipueira, a
aclimatacao bacteriana, a analise das condi¢cdes 6timas para crescimento e produgao
de PHAs, e a caracterizagao térmica e estrutural dos biopolimeros obtidos.

A hipétese é que a manipueira, rica em amido e carboidratos, pode fornecer glicose
para a sintese de PHAs com boas propriedades térmicas, promovendo a producao de
bioplasticos de baixo custo e contribuindo para a valorizagdo de residuos e a

sustentabilidade ambiental.

METODO

A composi¢cao da manipueira foi determinada por métodos padrdes: volateis por
secagem (AOAC, 1997), cinzas por incineragao (AOAC, 1997), proteinas pelo método
de Kjeldahl, lipidios pelo método de Bligh-Dyer e carboidratos por diferenga. Os
experimentos foram conduzidos utilizando manipueira bruta e hidrolisada. A
manipueira hidrolisada foi preparada com solu¢ao de H,SO, a 2%, ajustada para pH
7 e centrifugada (10.000 rpm, 10 min) para remogao de solidos interferentes.

As bactérias Cupriavidus necator foram suspensas em caldo nutriente estéril,
incubadas a 28°C por 1h e cultivadas em agar nutriente, sendo preservadas sob
refrigeracao (4-8°C). O cultivo envolveu trés etapas: duas pré-culturas e uma cultura
final. A primeira pré-cultura utilizou caldo nutriente estéril (0,5% peptona e 0,3% extrato
de carne), incubado em agitador orbital a 150 rpm e 30°C por 24h. A segunda preé-
cultura foi realizada em meio mineral (MM) sem limitagao de nitrogénio, inoculado com
15 mL da primeira pré-cultura, acrescido de 2% de manipueira e incubado nas
mesmas condigdes. A cultura final, realizada em triplicata, utilizou meio mineral
limitado em nitrogénio e manipueira nas concentracées de 3%, 5%, 10% e 15%,
incubada a 150 rpm e 30°C até atingir a fase estacionaria.

O impacto da concentracdo de manipueira, da hidrélise e da agitagéo (150 e 180 rpm)

foi avaliado comparativamente, incluindo cultivos com 2% de glicose como referéncia.



O pH do meio foi ajustado para 7 utilizando NaOH. A biomassa foi recolhida por
centrifugacao (10.000 rpm, 10 min), seca a 30°C por 24h, e utilizada para construgao
de curvas de crescimento por densidade optica (560 nm), correlacionadas com a
concentracao celular.

Para extragao de PHA, a biomassa seca foi tratada com cloroférmio (0,5g de células
para 50mL), aquecida a 65°C por 2h e filtrada para remoc¢ao de detritos celulares. O
polimero foi depositado em placas de Petri previamente pesadas, permitindo
quantificacdo gravimétrica apds evaporagdo do solvente. Esses procedimentos
permitiram avaliar a influéncia das variaveis experimentais na produgcao de biomassa
e PHA.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O estudo demonstrou que a manipueira apresenta composicao centesimal vantajosa
para uso como substrato na producido de biomassa e PHA, com alto teor de umidade
(93,36 = 0,35%), agucares totais (3,35 + 0,55%), proteinas (1,87 + 0,16%), e cinzas
(1,42 + 0,04%). Esses componentes fornecem fontes acessiveis de carbono e
nitrogénio, essenciais para o crescimento bacteriano.

Os ensaios iniciais com manipueira bruta, em concentragdes de 3% e 5% (m/v), ndo
resultaram em producdo de PHA. Concentracbes maiores, de 10% e 15% (m/v),
apresentaram maior crescimento celular e pequenas quantidades de PHA (0,081 g/L
e 0,137 g/L), respectivamente. Contudo, o acumulo de PHA foi limitado,
permanecendo em torno de 8%, indicando que a manipueira bruta carece de
nutrientes adequados para estimular o acumulo significativo do biopolimero, devido a
limitada disponibilidade de nutrientes essenciais, como carboidratos complexos,
incluindo amido, que ndo podem ser metabolizados diretamente pelas bactérias sem

pré-tratamento.

A manipueira hidrolisada, por sua vez, mostrou resultados promissores. Ensaios com
concentragdes de 10% e 15% (m/v) apresentaram produgao expressiva de PHA, com
acumulo de 27% e 22%, respectivamente. A hidrélise acida permitiu a conversao de
carboidratos complexos em acgucares simples, como glicose, disponibilizando
nutrientes mais facilmente assimilaveis pelas bactérias. No entanto, a concentracao
de 15% (m/v) resultou em efeitos negativos, como inibicdo por excesso de substrato,

0 que impactou tanto o crescimento celular quanto a eficiéncia de producao de PHA.



Em condigdes de excesso de substrato, o metabolismo bacteriano pode priorizar a
producao de subprodutos, como acidos organicos ou alcool, para liberar o excesso de
energia, reduzindo a eficiéncia na conversdo de carbono em biomassa devido a

sobrecarga das vias metabdlicas.

Os experimentos também destacaram a influéncia de variaveis como a velocidade de
agitacao e a temperatura. Velocidades de agitagao mais altas, 180 rpm, favoreceram
o crescimento celular ao promover melhor dispers&o de nutrientes e maior interagao
entre substrato e células bacterianas. Este comportamento foi observado tanto em

concentracdes menores quanto maiores de manipueira.

Tabela 1 — Concentracdo de biomassa e PHA em diferentes condigdes.

Manipueira (%) 3 5 10 15
Bruta
Biomassa (g/L) 0,273 0,415 0,959 1,775
PHA (g/L) - - 0,081 0,137
Hidrolisada
Biomassa (g/L) - - 1,70 0,96
PHA (g/L) - - 0,46 0,21

Fonte: Autoral
As Figuras 1 e 2 apresentam o aspecto dos PHAs produzidos em diferentes

condicoes.

Figura 1 — Amostras de PHA produzidos com manipueira bruta.
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CONCLUSAO

A avaliagdo da manipueira como fonte de carbono para a produgcdo de PHAs por
Cupriavidus necator demonstrou sua viabilidade, especialmente quando hidrolisada,
devido a liberagdo de acucares fermentesciveis que aumentam a eficiéncia do
processo. A produgdo de PHA foi mais significativa com 10% (m/v) de manipueira
hidrolisada, enquanto variaveis como a velocidade de agitacdo a 180 rpm e
concentragdes intermediarias foram cruciais para o crescimento celular e sintese do
biopolimero. Os resultados evidenciam que a manipueira, quando pré-tratada e com
condigdes de cultivo otimizadas, pode ser uma alternativa sustentavel e econémica
para a producgao de bioplasticos, com potencial para integrar tecnologias competitivas

no mercado.
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