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1. INTRODUCAO

O uso de materiais plasticos derivados de produtos petroquimicos tem
crescido consideravelmente. Devido as suas caracteristicas de durabilidade, esta
matriz plastica pode compor indmeros tipos de produtos, que vao desde materiais
cirirgicos até embalagens descartaveis (COUTINHO, 2014). Apesar dos
beneficios que o plastico petroquimico traz, existem problemas associados com
sua utilizacdo, principalmente no momento do descarte. Por possuirem uma taxa
de degradacao lenta, se comparado com outros materiais, esses plasticos podem
levar anos para degradar-se completamente no ambiente. Quando o descarte &
realizado de modo incorreto, este se acumula em solos e veios d’agua, mesmo
quando o descarte € correto, seu acumulo em aterros sanitarios ainda € uma
preocupacédo (CORDOVA, 2013).

Para contornar esse tipo de problema uma das estratégias é substituir o
plastico de origem petroquimica por um material que possua as mesmas
caracteristicas, mas que seja biodegradavel. Uma das alternativas de substituicao
sdo os bioplasticos, polimeros derivados de fontes renovaveis como 0leos,
biomassa, amidos e outros produtos (RAZA et al. 2018). Um dos bioplasticos mais
pesquisados atualmente € o poli(3-hidroxibutirato)[P(3HB)], um polimero
bacteriano da classe dos polihidroxialcanoatos que possui caracteristicas fisicas
similares ao polipropileno, tais como termoplasticidade, cristalinidade, tensdo de
cisalhamento, dentre outros (WENG et al., 2013).

O P(3HB) é produzido por fermentacdo submersa e os parametros de
cultivo devem ser otimizados para maior produtividade do bioplastico. Por ser um
polimero de reserva de energia, € sintetizado sob condicdes de alta concentracéo
de carbono e concentragdes limitantes de sais essenciais para 0 microrganismo.
Com o propdsito de gerar o maximo de acumulo possivel e minimizar os gastos
com a producdo, o tipo de fonte de carbono utilizado deve ser levado em
consideracao (REDDY et al., 2003).

Diversos tipos de fonte de carbono podem ser utilizados na fermentacao,
de acordo com a literatura, incluindo acucares como frutose e sacarose
(MACAGNAN, 2014, ALTAEE et al.,, 2016; ALVES et al., 2017). Diante do
exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a producao de P(3HB) por
Ralstonia solanacearum cepa RS e Cupriavidus Necator ATCC 17699, utilizando
trés fontes de carbono diferentes.

2. METODOLOGIA

As fermentagOes submersas utilizando agitador orbital (CERTOMAT BS-1,
Germany) foram conduzidas no Laboratorio de Tecnologia de Bioprocessos
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utilizando as bactérias Ralstonia solanacearum cepa RS e Cupriavidus necator
ATCC 17699.

Para a fase de crescimento celular, repiques multiplicativos foram
transferidos para Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de meio YM liquido
modificado (Jeanes, 1974) composto de 2,7 g.L de extrato de levedura (Kasvi®),
2,7 g.L ' de extrato de malte (Kasvi®), 4,5 g.L"* de peptona (Kasvi®) e 35 g.L' de
diferentes fontes de carbono separadamente nos seguintes tratamentos: T1 —
sacarose; T2 — lactose; e T3 - sucralose. Os Erlenmeyers foram entdo incubados
em agitador orbital a 32 °C e 150 rpm por 24 horas.

Aliquotas em triplicata foram retiradas de cada Erlenmeyer no final das 24
horas para analise de densidade 6ptica (DOsoo nm). Para analise de massa celular
seca, as aliquotas foram centrifugadas a 10.000 x g e o pellet ressuspenso em
solucédo salina 0,89% e centrifugado, sendo seco em estufa a 56 °C até peso
constante.

Para a extracdo do P(3HB), a massa celular seca foi ressuspensa em
cloroférmio em uma proporc¢éo de 1:40 (m/v), e aquecida por 30 min a 58 °C sob
agitacdo. A solucao foi transferida para funil de separacéo, onde o mesmo volume
de &gua destilada, em relagcdo ao cloroférmio, foi adicionado. A fase inferior
organica foi vertida em placas de Petri semiabertas para lenta evaporacdo do
solvente e formacdo do filme, que apo6s seco, foi analisado quanto a sua massa
gravimetricamente (MACAGNAN, 2017).

A concentracdo das fontes de carbono residuais apds a fermentacao foi
determinada por DNS, para isso foi adicionado 0,75 mL do reagente DNS a 0,25
mL de cada amostra previamente diluida. A mistura foi mantida em banho-maria a
100 °C por 5 minutos e resfriada até temperatura ambiente. Apés, 4 mL de agua
destilada foram adicionados e procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 540 nm. Para o célculo da concentracdo foram
elaboradas curvas padrdo para cada um dos acucares utilizados, com solucdes
variando de 0,1 a 1 g.L?, seguindo o mesmo procedimento utilizado para as
amostras.

Todas as médias foram calculadas a partir das triplicatas de cada
tratamento e as andlises estatisticas foram realizadas pelo teste de Tukey, com
nivel de significancia de 5% usando o programa Statistix 8.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram que a fonte de carbono que promoveu maior
crescimento microbiano, expresso pela DOsoonm, para bactéria C. necator foi a
sucralose, enquanto que para a cepa de R. solanacearum foi a sacarose de
acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Valores de medicao de DO utilizando diferentes tipos de fonte de
carbono nos microrganismos

DO (600nm)
Sacarose Lactose Sucralose
R. solanacearum 10,28+0,4 9,3310,5 6,26+0,1
C. necator 5,6610,1 5,09+0,02 6,1+0,2

Os resultados de massa celular seca (Tabela 2) foram congruentes com os
resultados da DOsoonm para a bactéria C. necator uma vez que se obteve o maior
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resultado com a sucralose (2,3 g/L) e para a cepa de R. solanacearum RS, o
maior valor obtido foi com sacarose, sendo 2,1 g/L.

Tabela 2: Valores de massa celular seca utilizando diferentes tipos de fonte
de carbono nos microrganismos
Massa Celular Seca (g/L)

Sacarose Lactose Sucralose
R. solanacearum 2,1+0,05 1,9+0,08 1,6+0,1
C. necator 2+0,1 1,8+0,1 2,310,1

Na producao do polimero, como ja estabelecido na literatura, a bactéria C.
necator, pertencente ao grupo de microrganismos que apenas produz polimero na
fase de producgéo, ndo produziu quantidades significativas de P(3HB) na fase de
in6culo. Enquanto isso, o microrganismo R. solanacearum produziu P(3HB) em
maior quantidade no tratamento utilizando sacarose, tendo um rendimento de
37%, valor aproximado com o mencionado na literatura (MACAGNAN et al.,
2017).

A andlise de DNS corroborou com os dados anteriores, tendo as mesmas
taxas de consumo de acuUcar pelo microrganismo proporcionais a taxa de
crescimento, como demonstrado na Tabela 3. Diversos resultados foram
relatados em relacdo ao tipo de acucar utilizado para os géneros de bactéria
Ralstonia e Cupriavidus, como por exemplo: frutose, sacarose e glicerol
(BARBOSA et al., 2005, KANJANACHUMPOL et al., 2013 e KULPREECHA et al.,
2009), no entanto, ndo sao relatadas as taxas de crescimento do microrganismo
na fase de indculo, e portanto, ndo € possivel comparar com a literatura os
valores encontrados no presente trabalho.

Tabela 3: Valores do consumo total de acucar contido no meio, pelos
microrganismos utilizados
Consumo de agticar total do meio (g/L)

Sacarose Lactose Sucralose
R. solanacearum 20,610,9 17,5+0,6 20,4+0,7
C. necator 18,7+0,3 18,8+0,7 21,810,7

4. CONCLUSOES

Portanto, de acordo com os resultados obtidos, a sucralose pode ser
indicada para substituir a fonte de carbono utilizada em meios de crescimento
para a fermentacdo da bactéria Cupriavidus necator, enquanto que para a
Ralstonia solanacearum, a fonte de carbono mais indicada foi a sacarose. Futuras
pesquisas deverdo comparar ainda mais fontes de carbono, e ajustar outras
variaveis do meio, como pH e balanco da raz&o carbono/nitrogénio.
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