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1. INTRODUCAO

O uso dos plasticos derivados de materiais petroquimicos tem crescido
consideravelmente. Esta matriz plastica pode compor iniUmeros tipos de produtos,
gue vao desde materiais cirlrgicos até embalagens descartaveis (COUTINHO,
2014). Apesar dos beneficios que o plastico petroquimico traz, existem também
problemas associados com sua utilizacdo, principalmente no momento de
descarte. Por ter uma baixa taxa de degradacao, os plasticos provenientes desse
tipo de matriz podem demorar muito tempo para se degradar no ambiente.
Quando o descarte é feito de modo incorreto, ele se acumula em solos e veios
d’agua, podendo fragmentar-se, mas ndo se degradar. Mesmo quando o descarte
é feito de modo correto, seu acimulo em aterros sanitarios é uma preocupac¢ao
devido ao seu acumulo exacerbado (CORDOVA, 2013).

Para contornar esse tipo de problema uma das estratégias € substituir a
matriz do plastico por uma que origine plasticos que possuam as mesmas
caracteristicas, mas que tenha um tempo de degradacdo menor. Dentro dessa
tematica temos 0s microrganismos que sintetizam bioplasticos, polimeros
derivados de fontes renovaveis como 0Oleos, biomassa, amidos e outros. Um dos
bioplasticos pesquisados € o poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)], um polimero
bacteriano da classe dos polihidroxialcanoatos que possui algumas caracteristicas
fisicas similares ao polipropileno, tais como: termoplasticidade, cristalinidade,
tenséo de cisalhamento, dentre outros (WENG et al., 2013).

O P(3HB) é sintetizado por fermentacdes submersas e as condi¢cdes do
processo devem ser ajustadas a fim de que a producéo seja otimizada. Por ser
um polimero de reserva de energia, 0 qual € biosintetizado sob condi¢cdes de alta
concentracdo de carbono e baixas concentracées de nutrientes essenciais tais
como nitrogénio, fésforo e oxigénio. Com o propésito 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 consideracédo (REDDY et al., 2003).

Diversos tipos de fonte de carbono podem ser utilizados na producao do
P(3HB) incluindo agucares como sacarose, frutose, glicose e glicerol
(MACAGNAN, 2014; RAMADAS et al., 2009; LEE et al., 2008). Analisando esse
tema, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a producao de P(3HB) por
Ralstonia solanacearum, utilizando duas fontes de carbono diferentes: sacarose e
sucralose.

2. METODOLOGIA
As fermentagdes submersas utilizando biorreator de bancada foram
conduzidas no Laboratério de Biopolimeros utilizando a bactéria Ralstonia
solanacearum cepa RS, isolada da biodiversidade local. A bactéria foi preservada
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por repiques mensais em placas com meio solido NYA (SCHAAD et al., 2001) e
liofilizagcdo, mantidas em 4°C e -8°C, respectivamente.

Para a fase de crescimento celular, repiques multiplicativos foram
transferidos para Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de meio YM liquido
(JEANES, 1974), incubados em agitador orbital a 32 °C e 150 rpm por 24 horas.

Para a fase de producao de polimero, o indculo (DOsoonm = 6) foi transferido
para o meio mineral F4, em Erlenmeyers de 500 mL contendo volume final de 200
mL. Dois tipos de meio mineral F4 foram utilizados, o primeiro meio foi acrescido
de Sacarose (40 g/L) e o segundo foi acrescido de sucralose (40 g/L) sem alterar
o volume final. Os Erlenmeyers, em triplicata para cada tratamento, foram
incubados em agitador orbital a 32 °C e 200 rpm por 72 horas. Aliquotas foram
retiradas de cada Erlenmeyer nos tempos de 24, 48 e 72 horas para analise de
densidade optica (DO).

Para andlise de acumulo do biopolimero, as aliquotas do caldo fermentado
foram centrifugadas a 10000 x g e o pellet ressuspenso em solucao salina 0,89%
e centrifugado, sendo seco em estufa a 56 °C até peso constante.

Para a extracdo do biopolimero, a massa celular seca foi ressuspensa em
cloroférmio em uma proporc¢ao de 1:40 (m/v), e aquecida por 30 min a 58 °C sob
agitacdo. A solucéo foi transferida para funil de separacdo, onde 0 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 em capela de exaustdo, que apos seco, foi
analisado quanto a sua massa gravimetricamente.

A analise estatistica foi conduzida com o auxilio do programa GraphPad
Prism 7.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados de densidade éptica e a taxa de acumulo do polimero obtidas
nos dois meios suplementados com fontes de carbono diferentes estao
apresentados na figura 1.
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Figura 1. Producao de P(3HB) em meio de cultivo F4 com diferentes fontes
de carbono. A) Densidade Optica e B) acumulo de P(3HB).

Apesar de terem a DO inicial igual, os diferentes tipos de suplementacéo
de acucar promoveram um crescimento diferenciado do inéculo no meio de
producdo. O meio suplementado com sucralose obteve as maiores taxas de DO
se comparado com 0 meio suplementado com sacarose, mesmo com a taxa do
primeiro tendo um decréscimo em 48 h, todos os valores de DO superam o do
segundo. Em 24 h os inOculos atingiram a sua concentragdo celular maxima,
evidenciado pelo pico da figura 1A. ApdOs isso, henhum valor dentro do mesmo
meio suplementado atingiu uma taxa similar.
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No entanto, ainda que o meio de producédo com sucralose tenha obtido as
maiores taxas de DO, o microrganismo R. solanacearum ndo obteve a mesma
taxa elevada de acumulo do polimero neste meio, sendo superado em todos o0s
tempos pelo meio de produgdo com sacarose. Possivelmente indicando que a
sacarose € mais eficientemente convertida pelo microrganismo, que pode ter o
metabolismo estimulado para a acumulacdo do biopolimero do que em
multiplicacéo celular. A figura 1B demonstra que o pico maximo de acumulacao
intracelular € de 24 h, e apds esse tempo a taxa diminui e mantem-se igual até 72
h, o que pode sugerir o consumo do biopolimero pela bactéria. No ponto que
representa o tempo inicial, o valor demonstrado é figurativo, uma vez que seja
possivel que o microrganismo esteja acumulando um percentual de polimero
intracelular no inéculo, tendo, portanto, uma taxa de acumulagdo maior do que
0%. Isto poderia explicar a razdo do acumulo ser mais alto em 24 h, a bactéria
conseguiria ter uma taxa de acumulacdo mais elevada no in6culo do que no meio
de producao, e este, funciona apenas como um meio estressante em que R.
solanacearum consome o polimero acumulado como meio de sobrevivéncia.
Entretanto, o presente estudo ndo tencionou avaliar a acumulacdo polimérica no
inoculo.

A literatura relata diferentes valores de acumulo de P(3HB), que variam de
acordo com o microrganismo, 0 meio de cultivo e a concentracdo da fonte de
carbono aplicada. Entretanto, tendo a sacarose como fonte de carbono observa-
se para o Bacillus mycoides cepa RLJ B-17 o acumulo de 69,4% (BORAH et al.,
2002), para a Burkholderia sacchari cepa IPT 189 o acumulo de 42% (TAN et al.,
2011) e para Bacillus megaterium cepa BA-019 com adi¢ao de sacarose e sulfato
de amonia, acumulo de 28,57% e com sacarose e ureia acumulo de 30,2%
(KANJANACHUMPOL et al., 2013). Os valores determinados no presente estudo
foram em torno de 40% nos trés tempos avaliados, corroborando com o0s
resultados descritos na literatura. Na revisdo bibliografica apresentada por Alves
et al. (2017) que aborda as diferentes fontes de carbono utilizadas em
fermentacdes para a producdo do P(3HB), ndo ha relatos de uso da sucralose
como fonte de carbono. Entretanto evidencia o uso de glicose, frutose e glicerol,
0S quais apresentam acumulos superiores aos determinados nesse estudo para a
sucralose, mostrando que esta fonte de carbono ndo € adequada ao acumulo de
P(3HB), mas sim para a multiplicacao celular.

4. CONCLUSOES

Portanto, de acordo com os resultados obtidos, a sacarose pode ser
indicada como potencial fonte de carbono para acumulacdo de polimero, em
comparacao com a sucralose. Futuras pesquisas deverdo comparar ainda mais
fontes de carbono, e também a acumulacéo de P(3HB) na fase de in6culo. Além
disso, poderdo também avaliar a producéo do polimero, utilizando como fonte de
carbono no inéculo a sucralose, visto que esse acgucar obteve valores de DO
elevados e poderia elevar o numero de células viaveis em um tempo menor.
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