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RESUMO

O polihidroxibutirato (PHB) &€ um polimero biodegradavel sintetizado por
diversas bactérias como reserva de energia. Possui caracteristicas semelhantes ao
polipropileno, sendo uma potencial alternativa aos plasticos de origem petroquimica.
Devido ao alto custo associado a produgéo do PHB, esforgos tem sido feitos na busca
de fontes de carbono baratas que resultem em um alto rendimento de produgao. Um
substrato que apresenta grande potencial & o éleo de Jatropha curcas. Entre outras
propriedades favoraveis, o 6leo de J. curcas é ndo comestivel, esta amplamente
disponivel e pode ser produzido a baixo custo. Portanto o presente projeto de pesquisa
teve como objetivo geral avaliar a producéo de Polihidroxibutiratos (PHB) a partir da
linhagem Burkholderia glumae MA13 utilizando dleo de Jatropha curcas como fonte
de carbono. Diferentes fontes de nitrogénio e concentra¢Bes de fonte de carbono
foram avaliadas a fim de obter os melhores parametros de produgdo. Os cultivos
bacterianos foram realizados em frascos agitados a 34°C, 150 rpm por 96 horas. A
produgdo maxima de PHB foi atingida com nitrato de sédio como fonte de nitrogénio,
e a uma concentragdo de 10 g/L de 6leo. Foi obtido 56% de acumulo intracelular de
polimero e um rendimento de 0,35 g/g. A Burkholderia glunae MA13 demonstrou ser
uma linhagem bacteriana adaptada a sintese de PHB a partir de acidos graxos, assim
como oleo de Jatropha curcas se mostrou promissor como fonte de carbono.

Palavras-chave: Bioplastico. Polihidroxibutirato. Oleo de J.curcas. Fermentagao.




ABSTRACT

Polyhydroxybutyrate (PHB) is a biodegradable polymer synthesized by several
bacteria as an energy reserve. It has characteristics similar to polypropylene, being a
potential alternative to plastics of petrochemical origin. Thinking about the high cost
associated with the production of PHB, efforts have been made in the search for cheap
carbon sources that result in a high production yield. A substrate that has great
potential is Jatropha curcas oil. Among other favorable properties, J. curcas oil is
inedible, widely available and can be produced at low cost. Therefore, this research
project aimed to evaluate a production of Polyhydroxybutyrates (PHB) from the
Burkholderia glumae MA13 strain using Jafropha curcas oil as a carbon source.
Different sources of nitrogen and sources of carbon were evaluated in order to obtain
the best production parameters. Bacterial cultures were carried out in flasks shaken at
34 ° C, 150 rpm for 96 hours. The maximum production of PHB was achieved with
sodium nitrate as a nitrogen source, and a concentration of 10 g / L of oil. 56%
accumulated intracellular polymer accumulation and a yield of 0.35 g / g. The
Burkholderia glurnae MA13 proved to be a bacterial strain adapted to the synthesis of
PHB from fatty acids, as well as Jatropha curcas oil has shown to be promising as a
carbon source.

Keywords: Bioplastic. Polyhydroxybutyrate. J.curcas oil. Fermentation




SUMARIO

1 INTRODUGAOD.. ..ot reueeetare e ssrass et sttt ses s st s s s seaessenssneeseeee e 9
2. OBUETIVOS ...ttt ae e s s s st st ran e eeas 11
2.1 ObJetivo GETal.........cie e e 11
2.2 Objetivos @SPECITiCOS...ccucii et e e r s e s e e e e e e 11
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.........cooorteiriuenrennerns s anssssss s sssiess s s sesssns s sanens 11
T B o]0 = o P 11
BTV = 10T e To] {14 1= (o - TR PN 13
3.3 Polihidroxialcanoatos (PHAS) ... 15
3.4 Polihidroxibutiratos (PHBS) ........eueerveiiviiie et 17
3.5 Microrganismos produtores de PHA.........ere e 17
3.6 Ole0 A& JALrODHA CUICAS. c...eceveeeeeeeereeeseeessesessassesassssaessse st ssassasesesssassaenesans 19
4, MATERIAIS E METODOS.........cooooeeeeceeteeececamtsreresemeeeeenssasnsesessbetessasssssssaaseesenens 21
4.1 Meios de CURIVO........ooieeeeee e e s 21
4.1.1 Meio LiSOGEnICO (LB) ....cceecriee et aean e s e 21
4.1.2 Meio Mineral (MM) .......cooorrore e 21
L (=Yg [ Vo Lo B O 22
4.3 MiCTOrQaANISITIOS. 11 reereeeenrirsseirreessser e s ssr s e s st e e s rasr e aa s sanrr e e s e e s s s s b e nons 22
4.4 Cultivo de MiCrorganiSmosS. ... e e saes e 22
4.5 Determinagao da biomassa..........cvevriiinecccciien e 23
4.6 Determinacgao do 6leo residual...........oocoviinmnninece e 23
4.7 Determinacdo de PHAS........co oo s e e 23

5. RESULTADOS E DISCUSSOES.........ccccimreerne et restemecnseeseers s s sessssnsnns 24




)

)

5.1 Avaliacdo da produgédo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragdes de fonte de carbono (6leo de J.curcas) e diferentes fonte de
nitrogénio (ureia, sulfato de aménio, nitrato de sodio, cloreto de aménio,
fosfato de amoénio monobasico e nitrato de aménio), por Burkholderia glumae

5.1.1 Avaliagéo da producédo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentracdes de fonte de carbono, utilizando ureia ((NH;) CO) como fonte
de nitrogénio, por Burkholderia glumae MAT3.........cocoovi e 24

5.1.2 Avaliagéo da producédo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragdes de fonte de carbono, utilizando suifato de aménio (NH,) ,S0,

como fonte de nitrogénio, por Burkholderia glumae MA13.......cccovrveieiiicincnns 28

5.1.3 Avaliagdo da produgao de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragdes de fonte de carbono, utilizando nitrato de sodio (NaNO3) como
fonte de nitrogénio, por Burkholderia glumae MA13........cco e ceevieeeien e 31

5.1.4 Avaliagdo da produgdo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragdes de fonte de carbono, utilizando cloreto de ambnio (NH4CI)

como fonte de nitrogénio, por Burkholderia glumae MA13...........cccoeiriieee. 34

5.1.5 Avaliagédo da producéo de P(3HB}) a partir de cultivos com diferentes
concentracdes de fonte de carbono, utilizando fosfato de amdnio monobasico
((NH4)H2PO4) como fonte de nitrogénio, por Burkholderia glumae MA13.....37

5.1.6 Avaliacdo da producéo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragdes de fonte de carbono, utilizando nitrato de amonio (NH,NO3)

como fonte de nitrogénio, por Burkholderia glumae MA13............coiieine 40

5.2 Consideragdes finais relacionadas aos experimentos de otimizagao dos
parametros para producgéo de P(3HB) a partir de éleo de J.curcas por

B.glumae MAT3.....oo ettt e e e nnr s 43
5.3 Caracterizagdo do PHA de Burkholderia glumae MA13.......................... 45
6. CONCLUSOES............ooeeeeeeteete e er st er et et e s e e n s nes 47
REFERENCGIAS..........coeoeiiriieeecceteis et snees s sessre st an s ssss s sasasas e ssse s 48




1. INTRODUGAO

Os plasticos derivados do petréleo apresentam grande versatilidade de uso e
uma ampla gama de aplicagdes, além disso, caracteristicas como alta durabilidade,
consequéncia da sua estabilidade estrutural, favorecem o alto consumo desses
materiais. Sua utilizagdo mais comum é a produgdo de embalagens descartaveis,
correspondendo a cerca de 40% de todo plastico produzido (KAISER; SCHMID;
SCHLUMER, 2018).

Um dos fatores de maior relevéncia, responsaveis pela grande disseminacao
na utilizac&o do plastico de origem petroquimica, & o econdmico, uma vez que o custo
de produgdo do polimero utilizando petréleo possui custo reduzido em comparacéo a
outras fontes (CHANPRATEEP, 2010; PIATTI; RODRIGUES, 2005). Entretanto,
apesar das mdltiplas vantagens e aplica¢des, o plastico esta relacionado a impactos
de alta magnitude, devido a, principalmente, sua permanéncia no meio ambiente apos
o descarte. Em virtude da baixa taxa de biodegradabilidade, esses materiais podem
levar até 500 anos para se decompor (RAJMOHAN et al., 2019).

Dado o curto ciclo de vida das embalagens plasticas, a obsolescéncia
programada e a ineficiéncia da gestdo publica de residuos sélidos, o uso do plastico
como matéria prima predominante esta associado ao aumento dos niveis de poluigéo,
sobretudo em ambientes aquaticos (CONCEICAOQ et al.,, 2019). Entre os principais
impactos ambientais causados pelo erréneo descarte do plastico, pode-se destacar o
dano na biota marinha. Aproximadamente 700 espécies, incluindo ameagadas de
extingdo, sdo afetadas pelos detritos plasticos (PARKER, 2019).

Em 2015 apenas 9% dos residuos plasticos mundiais foram reciclados,
enquanto que 12% foram incinerados e 79% foram acumulados em aterros ou
ambientes naturais (GEYER et al., 2015). O Brasil & o quarto maior produtor de
residuos plastico do mundo com 11,3 milhdes de toneiadas por ano, sendo que
apenas 1,2% desse total é reciclado (KAZA et al., 2018). Além dos impactos
ambientais, a dependéncia em larga escala do petrdleo para a produgéo de plastico
resulta no declinio gradativo das reservas pefroliferas e consequentemente no
aumento do prego dos combustiveis fosseis e seus derivados (DA SILVA; MACK;
CONTIERO, 2009).
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Os PHAs sao poliésteres biodegradaveis e biocompativeis sintetizados e
acumulados no interior das bactérias como reservas de carbono e energia, quando ha
carbono em excesso e limitacdo de um ou mais elementos essenciais ao crescimento
bacteriano, como nitrogénio, fésforo, magnésic ou oxigénio. Esses polimeros
apresentam propriedades de termoplasticos ou elastdbmeros, insolliveis em agua e
néo toéxicos (TANIGUCHI et al.,2003).

Dentre os PHAs, o poli(-3-hidroxibutirato) (P3HB) € o mais conhecido e melhor
caracterizado, podendo compor até 80% da massa seca celular (RODRIGUES, 2005).
Apresenta propriedades fisico-quimicas parecidas as do polipropileno (PP), 0 que o
torna uma potencial alternativa a este polimero de origem petroquimica (BARHAM,
1990; PANDIAN et al., 2010). Entretanto, o alto custo de produgdo do PHA dificulta
sua comercializagdo tornando-o até 10 vezes mais caro que plasticos convencionais
(KUNIOKA; DOI, 1990). Sua biossintese depende de varios fatores, como linhagem
bacteriana, fonte de carbono, nitrogénio, concentracéo do substrato, temperatura e
agitagdo. Diante disso, é necessaria a otimizacéo do processo fermentativo de modo
a encontrar os melhores pardmetros de produgdo do polimero e garantir um maior
rendimento (MARIN, 2017).

Apesar das inimeras vantagens em comparacdo ao plastico de origem
petroguimica, o alto custo associado a sintese do biopolimero inibem a produgéo em
escala industrial. Os fatores que mais influenciam no custo s&o a matéria prima, o
custo da fermentacgdo, produtividade e rendimento no processo e processamento
posterior (CHAUDHRY et al., 2011; LEE et al., 2008). Aproximadamente 50% do custo
de produgéio de PHA provém do custo de sua matéria-prima, portanto, a escolha da
fonte de carbono utilizada é essencial para garantir a viabilidade da sua produg¢do em
larga escala (KOLLER et al., 2005; HALAMI, 2008).

No intuito de reduzir custos de produgéo, pesquisadores utilizam 6leos vegetais
como alternativa de fonte de carbono (ROCHA, 2017; HIDAYAT et al, 2019;
YOUSUF; WINTERBURN, 2017). A escolha do o6leo vegetal deve levar em
consideracdo o impacto que o mesmo traria no abastecimento a cadeia alimentar
global, jA que a produgdo em escala comercial do biopolimero poderia provocar a
escassez do 6leo e causar inflagéo em alguns paises (SUDESH; IWATA, 2008).
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Jatropha curcas, popularmente conhecida como Pinhdo Manso, é
caracterizada como uma cultura resistente, altamente adaptavel, tolerante & seca e
com alta adaptabilidade ecolégica (OPENSHAW, 2000). E produtora de um 6leo ndo
comestivel que possui baixa acidez (HASS; MITTELBACH, 2000), baixa viscosidade
(TIWARI;, KUMAR; RAHEMAN, 2007), boa estabilidade a oxidagdo (MAKKAR;
ADERIBIGBE; BECKER, 1998) e pode ser produzido a baixo custo (ALLEN ef al.,
2010). Alem disso, em estudos anteriores, 0 éleo de J. curcas se mostrou uma
potencial matéria prima renovavel para a produgéo de bioplasticos (NG ef al., 2011).

Dessa forma, esse frabalho visou avaliar os parametros de produgéo de P(3HB)

por Burkholderia glumae, utilizando 6leo de Jatropha curcas como fonte de carbono.

2.0BJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliagdo da biossintese de poli(-3-hidroxibutirato) a partir de 6leo de Jatropha

curcas por Burkholderia glumae MA13.
2.2.0bjetivos especificos

. Avaliacio da produgédo de P(3HB) a partir de 6leo de Jatropha curcas
por Burkholderia glumae MA13, em diferentes concentragdes de fonte de carbono e

fontes de nitrogénio.

. Caracterizagdo do PHA produzido.

3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polimeros

Os polimeros sdo macromoléculas de cadeia longa, constituidos por unidades
menores, chamadas mondmeros. Podem ser formados por repetigbes de unidades
idénticas (homopolimeros) ou diferentes subunidades em varias sequéncias
(copolimeros). Ocorrem naturalmente através do metabolismo de seres vivos, como
proteinas, DNA e celulose. Quando os polimeros s&o resultados de modificagdes
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quimicas artificiais sdo chamados de polimeros sintéticos ou plasticos (KERSHAW,
2015; PIATTI; RODRIGUES, 2005).

A maioria dos mondmeros utilizados para producgéo de plasticos, como etileno
e propileno, sdo derivados de hidrocarbonetos fosseis. Diferentes combinagbes de
mondmeros produzem resinas plasticas com diferentes caracteristicas, como
resisténcia ou capacidade de moldagem (GEYER; JAMBECK; LAW, 2017). Uma
pratica comum na indistria de polimeros é a adigdo de substancias denominadas
aditivos, que conferem propriedades especiais a resina polimérica (PIATTI e
RODRIGUES, 2005).

Os plasticos podem ser divididos em duas categorias principais: termorrigidos
e termoplasticos. Os termorrigidos sdo polimeros que se solidificam irreversivelmente
guando aquecidos. Dado sua durabilidade e resisténcia, sdo amplamente utilizados
em automoéveis e na construgdo civil. Os termoplasticos séo polimeros nos quais as
moléculas sdo mantidas juntas por ligagdes fracas, criando materiais que amolecem
quando expostos ao calor. Os termoplasticos podem ser facilmente moldados em

produtos como garrafas, sacolas e embalagens (HALDEN, 2010).

Devido a alta massa molecular caracteristica dos polimeros, eles apresentam
propriedades interessantes para inddstria, como resisténcia mecanica, resisténcia
térmica, estabilidade frente a substancias quimicas, resisténcia elétrica e
permeabilidade a gases (PIATTI e RODRIGUES, 2005). Sao utilizados em todos os
setores industriais e comerciais, mas seu uso predominante & destinado a produgéo
de embalagens, representando 40% de todo plastico produzido (KAISER; SCHMID;
SCHLUMER, 2018).

Existem muitos tipos de plasticos produzidos, sendo os mais comuns:
polietileno (PE, alta e baixa densidade), polipropileno (PP}, cloreto de polivinila (PVC}),
poliestireno (PS, incluindo EPS expandido), poliuretano (PUR) e tereftalato de
polietileno (PET) (KERSHAW, 2015). Nenhum dos plasticos comumente utilizados s&o
biodegradaveis. Como resuitado, eles se acumulam, ao invés de se decompor, em

aterros ou em ambientes naturais (BARNES et al., 2009).

Segundo Macarthur (2017), cerca de 8 milhdes de toneladas de residuos
plasticos sdo langados no mar anualmente, afetando diretamente a vida marinha.
Estima-se que 90% das aves marinhas tenham ingerido o polimero (WILCOX ef al.,
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2015; GEYER,; JAMBECK; LAW, 2017). Além disso, em ambientes aquaticos, o
plastico sofre intemperismo devido aos raios UVs, sendo fragmentado em pequenas
particulas chamadas microplasticos. O polipropileno representa 37% de todo
microplastico encontrado nos oceanos (KERSHAW, 2015).

Microplasticos s&o altamente biodisponiveis para organismos marinhos, seja
por ingestdo direta ou indiretamente por transferéncia trofica. Entre muitos os efeitos
relacionados ao microplastico, pode-se citar a bioacumulacdo de aditivos toxicos,
impactando também a vida humana. Muitos aditivos nos plasticos tém sido associados
a graves distUrbios de salde, incluindo distarbios hormonais. Estudos relataram que
os BPAs, aditivo comumente utilizado, estio associados a diabetes em adulios,
puberdade precoce e até obesidade (NELMS et al., 2018; RAJMOHAN et af., 2010).

Os métodos de disposicdo dos residuos também s&o desafiadores. A
incineracao libera gases toxicos. A reciclagem pode ndo ser economicamente viavel,
uma vez que a composicéo dos materiais variam, a presenca de aditivos incorporados
dificulta o reaproveitamento e as aplicagbes do plastico pos reciclagem podem ser
limitadas devido as alteracdes das propriedades durante o processo (ANJUM et al.,
2016; CASTILHO; MITCHELL; FREIRE, 2009). Dessa forma aproximadamente 40%
dos residuos plasticos € destinado a aterros sanitarios e 32% acumulados em
ambientes naturais (MACARTHUR, 2017).

E estimado que o consumo de plastico aumente 5% por ano, intensificando
assim os impactos socicambientais que esses polimeros estdo associados
(RAJMOHAN et al., 2019). Além de estimular politicas ambientais de residuos sdlidos
e mitigar os impactos existentes, € necesséario investir em alternativas que possam ser
utilizadas em substituicBo do plastico convencional, como os polimeros
biodegradaveis, também chamados de bioplasticos (PIATT]; RODRIGUES, 2005).

3.2 Biopolimeros

Os biopolimeros podem ser classificados de trés maneiras distintas conforme
sua composicdo e sua capacidade de biodegradagdo. Existem polimeros
biodegradaveis que sdo produzidos por fontes ndo renovéveis, como 0s copolimeros

de tereftalato de polibutileno; polimeros fabricados com materiais renovaveis porem
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que nao possuem propriedades biodegradaveis, como os polimeros de propanodiol;
e por fim, os polimeros biodegradaveis de base verde, como os polihidroxialcanoatos.
(DE PAULA et al, 2019; AVELLA et al., 2001; CHANPRATEEP, 2010). Conforme
definido pela norma ASTM (American Society for Testing and Materials) 6400, os
plasticos biodegradaveis sdo materiais que se degradam em didxido de carbono,
agua, biomassa e oufros compostos simples, como resultado da agdo de
microrganismos (FRANCHETT!; MARCONATO, 2006).

A biodegradabilidade dos biopolimeros € um fator de interesse ambiental, uma
vez que, dependendo das caracteristicas fisico quimicas do bioplastico, esse poderia
ser utilizado como substituto em embalagens descartaveis, atenuando dessa maneira
os indmeros impactos ambientais que o alto consumo desse material esta associado.
Enquanto que os plasticos de origem petroquimicas podem demorar centenas de anos
para se decompor; os biopolimeros séo rapidamente degradados em agua e diéxido
de carbono, em condigbes aerdbias; e em metano e outros compostos simples, em
ambientes anaerdbios (ANJUM et al, 2016; KERSHAW, 2015; KHANNA;
SRIVASTAVA, 2004).

Naturalmente, os biopolimeros sdo produzidos por uma variedade de
microrganismos e plantas. A maioria dos biopolimeros é biocompativel, ou seja, eles
nao tém efeitos adversos nos sistemas bioldgicos (ANJUM et al., 2016), podendo ter
aplicagGes na indUstria médica e farmacéutica, como na produgéo de capsulas de
medicamentos; na obtengao de préteses e enxertos de tecidos humanos; na produgéo
de malhas e fibras para suturas em cirurgias e na terapia contra o cancer, sendo
utilizados como carreadores de substancias antitumorais; (KILICAl et al., 2011; HSIEH
et al., 2011; BRIGHAM et af, 2012).

Segundo Lopes (2010), os biopolimeros com resultados mais promissores sao
os polilactatos (PLA) e os polihidroxialcanoatos (PHA). Os PHA sé&o termoplasticos
naturais que ocorrem no interior de uma gama de bactérias, enquanto o PLA é
produzido através da polimerizag&o do acido latico oriundo da fermentagdo (LOPES,
2010). Conforme demonstrado na Tabela 1, apesar do alto custo de produgéo, o PHA
possui mais vantagens em comparagdo com o PLA, devido, principalmente, as

caracteristicas e aplicagdes do material.
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Tabela 1: Comparagao entre polilactatos {PLA) e poli-hidroxialcanoatos (FHA)

PLA v5. PHA PLA PHA

Estrutura do mondmero Apenas D- e L-&ido ldtico (AL) Pelo menas 130 mondmeros

Custo de produgiio Compargvel com os dos plisticos convencionais Pelo menos 2x odo PLA
come o PET

Propriedades do material Pobre, pode ser ajustada regulando a proporgiio  Dx rigido, flexivel a eldstico, completamente controlével
deDel-AL

Maturidade tecnolbgica A producio de AL estf estabelecida, poréma Ao menos 10 companhias no mundo estio produzindo
pelimerizagdo a PLA é complicada. Apenas uma PHA em escala maior que 2000 t por ano via
companhia, NatureWorks, produz PLA em fermentagiio microbiana.
grande escala.

Investimento Grande investimento em capital fixo: Nature Pequeno investimento: plantas atuais de fermentacio
Works investiu 1 bithio USS nos Gltimos ancs  microbiana aesdbica podem ser utilizadas para a
em uma planta de 140000 ton por ano. produgio de PHA.

Propriedade intelecinal Coherta na maioria das freas de aplicagio e Muito espago para expleragio
produgio

Areas de splicagio Embalagens, implantes médicos, impressgo, Para quase todas as dreas da inddsiria de plistico

vestudrio ¢ etc, Aindn limitado pela temperatura  convencicnal, limitado apenas no alto custo atual.
de transigdo vitrea de 65 & 75°C para baratos P{L-
LA).

Fonte: Chen (2009)

3.3 Polihidroxialcanoatos (PHAs)
Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo poliésteres termoplasticos sintetizados

por microrganismos como granulos intracelulares (Figura 1) de reserva de energia

(Poli et al., 2011). Os granulos possuem 0.2 + 0.5 mm de didametro. A biossintese do

polimero ocorre na presenga de excesso de carbono e limitagéo de nutrientes (ANJUM
et al., 2016; SHAH et al., 2008; PHILIP; KESHAVARZ; ROY, 2007). Sdo compostos
por 10° a 10* mondmeros de acidos hidroxialcanoatos formando poliésteres de cadeia
alifatica, possuindo uma grande variedade estrutural (ANDERSON; DAWES, 1990;
DE PAULA, 2012). A estrutura geral dos PHAs & mostrada na Figura 2.

Figura 1: Granulos intracelulares de PHA

.'-L-':':'l,-&!.:-é AV e o

Fonte: Tan; Yin; Chen (2017)
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O polimero foi descoberte pelo cientista francés Lemoigne em Bacillus
megaterium na forma de poli (3-hidroxibutirato) (PHB)} em 1925 (CHEE et al., 2010).
Até o momento, mais de 90 géneros de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
foram identificados como produtores de PHAs em condigdes aerdbias e anaerdbias
(RAZA et al., 2018; ZINN et al., 2001).

Figura 2: Estrutura geral do PHA

| i
100-30,000

Fonte: Chen (2009)

Os polihidroxialcanoatos podem ser classificada em dois grupos, baseados no
namero de atomos de carbono da cadeia dos polimeros ramificados que podem variar
de 3 a 14 atomos de carbono: PHA de cadeia curta ou de cadeia média (TAGUCHI;
DOI, 2004). Os PHAs de cadeia curta (scl-PHA) sédo formados por 3 a 5 4tomos de
carbono, como o poli {3-hidroxibutirato) P (3HB). Ja os PHAs de cadeia média (mcl-
PHA) consistem em 6 a 14 ou mais de 14 atomos de carbono, tem-se como exemplo
o poli (3-hidroxi-hexanoato} (ALDOR; KEASLING, 2003). Existe ainda, os PHA de
cadeia longa, porém s&o incomuns e menos estudados (KUNASUNDARI; SUDESH,
2011).

As diferentes estruturas do PHA variam de acordo com microrganismo e das
condigbes durante a fase de crescimento, como concentragéo do substrato, pH e
condicbes de fermentacdo (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). Além disso, as
caracteristicas quimicas e fisicas do polimero, como ponto de fusdo, temperatura de
transicdo vitrea, grau de cristalinidade e capacidade hidrofébica dependem da
composigdo monomérica e variam consideravelmente entre os PHAs (CRANK et al.,
2004}

De forma geral, os PHA sio insollveis em agua, possuem boa resisténcia a
raios UV e sedimentam em agua, o que facilita a biodegradacdo anaerdbia em

ambientes aquéticos. Além disso, sdo biocompativeis e biodegradaveis. A taxa de
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biodegradabilidade varia conforme o tipo € composicdo do polimero, condi¢gbes do
meio ambiente e o tipo de microrganismo, podendo variar de semanas e até mesmo
ultrapassar um ano. (RAZA et al., 2018; BUGNICOURT et al., 2014; MASOOD;
YASIN; HAMEED, 2014)

3.4 Polihidroxibutiratos (PHBs)

O poli-3-hidroxibutirato (PHB) foi o primeiro PHA a ser descoberto e € o mais
conhecido e melhor caracterizado. E um polimero de cadeia curta, composto por
mondmeros de &cido 3-hidroxibutirico, apresentando o grupo metil no radical R. O
PHB possui propriedades mecénicas similares aos polietilenos e polipropilenos, sendo
uma boa alternativa para o plastico convencional (ANJUM et al., 2016).

O PHB é biodegradavel, apresenta boa resisténcia a umidade e dtimas
propriedades termoplasticas. Devido a alta cristalinidade e baixa flexibilidade & um
material altamente quebradico e rigido, tornando suas aplica¢gtes limitadas (ANJUM
et al., 2016; DE PAULA, 2012). Entretanto, as propriedades mecéanicas do polimero
podem ser modificadas, através da producdo de polimeros de alto massa molecular,
melhorando as caracteristicas fisicas no bioplastico, desse modo diversificando a
gama de aplicagbes (RAZA ef al., 2018).

Suas similaridades com o plastico convencional permitem que o polimero seja
utilizado como substituto para fabricacdo de embalagens de uso Unico, copos e
talheres descartaveis, frascos de shampoo, forros de fralda, laminas de barbear,
garrafas plasticas e embalagens de alimentos em geral (CHEN, 2009; BATCHA et al.,
2014). Devido a biodegradabilidade do polimero, sua substituicdo em larga escala do
plastico convencional traria uma significativa melhora na qualidade ambiental,
principalmente nos ambientes aquaticos (ANJUM et al., 2016).

3.5 Microrganismos produtores de PHA

Devido ao alto custo associado a produgédo do PHA, é necessario investir na
pesquisa e otimizacédo de linhagens bacterianas que tenham como caracteristica: alta
porcentagem de PHA acumulado em sua biomassa, rapido crescimento em fontes de

carbono de baixo custo, alta eficiéncia de transformacéo da fonte de carbono em PHA,
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gque produza uma polimero de facil extragdo além de ndo apresentar riscos & saude
humana (KHANNA; SRIVASTAVA, 2004; DE PAULA, 2012).

Entre as linhagens bacterianas que sdo conhecidas por acumular uma grande
quantidade de PHA pode-se citar. Cupriavidus necator, Azotobacter sp., Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., e Burkholderia sp. Porém ja foram reportadas mais de 300
espécies que possuem a capacidade de sintetizar PHA (Anjum et al, 2016).

Em estudos recentes, a Burkholderia glumae 13 obteve resultados satisfatorios
com a fermentacgao utilizando 6lec residual de fritura como fonte de carbono, com
acumulo de 49% de polimero na biomassa e um rendimento de 0,3 g de PHB para
cada g de substrato (g/g). Os valores obtidos de PHB utilizando 6leo foram superiores
em comparagdo ao glicerol nesse estudo (DE PAULA etf al, 2019). Além disso,
Bandeira ef al. (2020} reportou um rendimento de 0,39 g/g utilizando a cepa
Burkholderia cepacia e 6leo de girassol como substrato.

O conhecimento das vias metabdlicas que levam a acumulacéo do PHA no
interior bacteriano & importante para a otimizagdo do processo produtivo, conforme
Figura 3. Existem 4 rotas metabélicas para a sintese do polimero, que dependem da
fonte de carbono fornecida (MENG ef al., 2014). A via de sintese de PHA utilizando
dleo como fonte de carbono esta ligada ao ciclo da B-oxidagdo de acidos graxos.
Como intermediarios desse ciclo € gerado hidroxiacil-coA, os quais seréo
reconhecidos e polimerizados pela enzima PHA sintese. A PHA sintase é considerada
a enzima chave para o acimulo de PHA, pois catalisa a etapa decisiva da via
metabdlica: a polimerizagdo de unidades (R)-3-hidroxiacil-CoA, formando o
polihidroxialcanoato (STEINBUCHEL, 1996; SOLAIMAN; ASHBY, 2005; VANZIN,
2008).




19
Figura 3: Via metabdlica simplificada da sintese de PHA

Vias metabdlicas
bacterianas

OH

R—CH— (CHy,—C”
—CH—(CHy) —
HidrodacllCoa  SCOA

cm%
R R n
ER RN !
H H
PHA
Fonte: Gomez; Bueno Netto (2001)

3.6 Oleo de Jatropha curcas

A utilizagdo de 6leos vegetais como fonte de carbono na producdo de PHA tem
se mostrado promissora. Park e Kim (2011) obtiveram bons resultados com 83% de
PHA acumulado no interior das células, utilizando 6leo de soja como substrato. Além
disso, Lopez-Cuellar et al. (2010} conseguiu atingir 92% de PHA usando dleo de
canola. Similarmente, Ng et al. (2009) reportou um total de 87% de PHB acumulado
na fermentagdo de C.necator utilizando 6leo de Jatropha curcas como principal
matéria prima (BATCHA ef al., 2014).

Jatropha curcas, ¢ uma arvoreta da familia Euphorbiaceae, conhecido
popularmente no Brasil como pinhdo-manso. E nativa da América do Sul e Central,
mas foi difundida na maioria das regides tropicais do mundo (GUBITZ; MITTELBACH;
TRABI, 1999). E caracterizada como uma cultura resistente, altamente adaptavel a
diferentes condicdes de cultivo, tolerante a seca e com alta adaptabilidade ecologica
(OPENSHAW, 2000). Além disso, J. cucas é considerada uma espécie de multiplas
aplicabilidades, podendo ser utilizada para controle de erosdo e recuperacéo de
terrenos baldios e terras secas, na fabricagdo de sabdo e tintas, assim como na
medicina popular (VIRGENS et al., 2017; OPENSHAW, 2000)

A partir da semente, a planta é produtora de um 6leo ndo comestivel que possui
baixa acidez (HASS; MITTELBACH, 2000), baixa viscosidade (TIWARI; KUMAR;
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RAHEMAN, 2007), boa estabilidade a oxidagdo (MAKKAR; ADERIBIGBE; BECKER,
1998) e pode ser produzido a baixo custo (ALLEN et al., 2010). Devido & essas
caracteristicas, seu potencial na produg¢aoc de biocombustivel substituto dos derivados
do petréleo tem sido reconhecido (BRITTAINE; LUTALADIO, 2010).

Os principais acidos graxos encontrados no 6leo de Jatropha curcas s&o: oléico
(41,5-48,8%), lincléico (34,6-44,4%), acido palmitico (10,5-13,0%) e acidos estearicos
(2,3-2,8%) (VIRGENS et al., 2017). A formula empirica de cada &cido graxo é
apresentada na Tabela 2.

Tabela 2: Formula empirica dos acidos graxos gue compdem o dleo de Jatropha curcas.

Acidos graxos Férmula Empirica
Oléico C18H3402
Linoleico C1s8H3202
Palmitico C16H3202
Acidos estearicos C18H3602

Fonte: Adaptado de Oliveira et al (2014}

Segundo NG et al. (2011), a composicdo de acidos graxos do 6leo de J.curcas
& conhecido por proporcionar um alto rendimento na produgéo de PHB. Durante a
fermentacéo, as células de C. necator utilizam acidos oleicos (C1s:1), 4cidos palmiticos
(C1s) e acidos linoleicos (C1s: 2) para o crescimento celular. Segundo o autor, o teor
minimo de acido linolénico e alto teor de acido oleico, linoléico e palmitico no dleo de
J.curcas justificam o alto acimulo de PHB que pode ser obtido a partir desse substrato
(SALIMON; ABDULLAH, 2008).

Além disso, por ser um dleo ndo comestivel, o 6leo de J.curcas teria uma
vantagem sobre outros éleos vegetais, ja que sua utilizagdo em larga escala para a
producdo de PHB nao afetaria a cadeia global de alimentacéio (BATCHA et al., 2014).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Meios de cultivo

Foram utilizados os meios de cultivo Meio Lisogénico (Luria-Bertani) (LB) e
Meio Mineral (MM) (RAMSAY et al., 1990). O pH do meio foi ajustado para 7.

4.1.1 Meio Lisogénico (LB)

LI ¢ o 4 - TN 10,0 g/L
Extrato de Levedura...........ccceiieeoniccn e 509/L
NACH.. ittt et esne e e e 509/

Para o meio LB sdlido foi acrescentado agar 15-20 g/L

4.1.2 Meio Mineral (MM)

NPTy | o © TSR 3,5g/L
KH2P Q... e 1,5g/L
MGSO4.TH20..... . e 0,2g/L
CaClz.2HzO... e 0,01 gL
Citrato férrico amoniacal........cccoeeireeveciiiciiiirciiiinn, 0,06 g/L
Solugo de elementos tracos ... 1mL

Solugéo de elementos tragos:

H3BO3 oo 0,30 g/L
CoCl2.BH20 ... 0,20 g/L
ZNSO4aTH20 o e 0,10 g/L
MNCIE2.AH20 ... e 0,03 g/L
NaMoO4.2H20 ... creee s 0,03 g/L
NICI2.8H20 ... e 0,02 g/L

CUSOLEHIO oo eeeseeeee s eeesseenenenrens 0,01 g/L
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Ao Meio Mineral foram adicionadas diferentes concentragGes de dleo de
Jatropha curcas como fonte de carbono e diferentes fontes de nitrogénio (ureia, sulfato
de amdnio, nitrato de sddio, cloreto de aménio, fosfato de amdnio monobasico e nitrato
de aménio) a concentracao fixa de 1 g/L, para a andlise das melhores condigdes na
producio de P(3HB).

4.2 Esterilizacao

Todos os meios de cultivo e solugdes utilizadas foram esterilizados em

autoclave vertical a 121°C e 1 atm, durante 20 minutos.

4.3 Microrganismos

Utilizou-se a linhagem Burkholderia glumae MA13, isolada de solo da Mata
Atlantica (DE PAULA, 2012). As linhagens bacterianas foram preservadas em tubos
criogénicos contendo glicerol a 40 %, sob congelamento a -80 °C, além de através de
estoque em ampolas liofilizadas, seladas a vacuo e mantidas em refrigerador (5-10
°C).

4.4 Cultivo de microrganismos

Os cultivos bacterianos foram realizados em duplicatas em Erlenmeyers de 250
mL, contendo 50 mL de MM, para avaliacio da produgio de PHB a partir do 6leo de
Jatropha curcas. Inicialmente, a linhagem B. glumae MA13 foi estriada em meio LB
sélido a partir da cultura estoque, durante 24h a 34 °C. Colénias isoladas foram
transferidas para 50 mL de LB, sendo incubado em shaker durante 24 h, a 34 °C e
150 rpm. In6culos de 5 mL. deste cultivo foram transferidos para inocular os meios de
produgdo contendo 50 mL de Meio Mineral em cada. Analisou-se a produgéo do
polimero em diferentes concentragées de fonte de carbono {10, 20, 30,40e 50 g/l ) e
em diferentes fontes de nitrogénio (ureia, sulfato de aménio, nitrato de sédio, cloreto
de amonio, fosfato de amdnio monobasico e nitrato de amdnio) a 1 g/L., totalizando 60
amostras. A fermentagéo foi conduzida em shaker durante 96 h a 34 °C e 150 rpm.
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4.5 Determinacgido da biomassa

A determinagédo de concentragdo de biomassa foi analisada pelo método de
gravimetria, através da pesagem de massa seca celular (MSC). Os precipitados
(“pellets”) obtidos das amostras centrifugadas, provenientes dos cultivos, foram
submetidos a secagem em estufa a 105 °C por 24 h e pesados.

4.6 Determinagao do éleo residual

As analises das concentragdes do dleo de Jatropha curcas residual foi
determinada gravimetricamente. Amostras de 40 mL do caldo de cuitivo foram
centrifugadas por 10 minutos, a 10000 RPM e a 4°C apods a fermentagéo, sendo o
sobrenadante conduzido a um processo de extracdo com 4 mL de hexano. Apds a
separagdo das fases, a fase superior, contendo hexano e éleo foi transferida para
frascos pré tarados, sendo o hexano evaporado em estufa a 65 °C por 24h. Em
seguida, os frascos foram pesados novamente. O dleo residual foi calculado através
da diferenca entre as concentragdes iniciais e finais dos frascos pesados. A partir

desses dados foi possivel calcular o consumo de substrato para cada experimento.

4.7 Determinacéo de PHAs

A quantificagdo e composigcdo do polimero PHB foi determinada a partir da
cromatografia gasosa de metil-ésteres acoplada a espectrometria de massa (BRANDL
et al., 1988; TIMM & STEINBUCHEL, 1992; HUJBERTS et al., 1994). Entre 5 - 10 mg
de células liofilizadas (pellets) foram submetidas a reagéo de metandlise em tubos
através da adicdo de 2 mL cloroférmio, 2 mL de metanol acidificado com H2S04 15%
(85:15 viv) e 100 L de acido benzoico como padréo interno. A reagao foi conduzida
a 85 °C durante 4 h. Apés a reacdo de metandlise, os tubos foram resfriados a
temperatura ambiente e posteriormente adicionou-se 2 mL de agua ultrapura aos
mesmos, sendo agitados por 30 segundos. Apos a separagio das fases aquosa
(superior) e organica (inferior), a primeira foi descartada, utilizando, entéo, a fase
organica para a analise de metil-ésteres

Um volume de 1 L da fase orgénica foi analisado apés o fracionamento de
amostra (“Split” 1:100) em cromatografo gasoso acoplado a um espectrdbmetro de
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massa GCMS-QP2010 Uitra (Shimadzu®), equipado com a coluna Rtx-Wax (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm). As temperaturas do injetor e da interface eram 250 e 220°C,
respectivamente, utilizando-se hélio como gas de arraste a 0,8 mbL/min. As
temperaturas do forno foram iniciadas a 80°C, por 3 minutos, elevando a 200°C a uma
razao de 10°C/min, e mantendo-se a 200°C por 10 minutos. Foi utilizado o padrio
P(3HB-co-3HV) (Sigma-Aldrich®) para geragdo de curvas de calibragéo. Além disso,
foi calculado o rendimento, YP(3HB) /6lec consumido (g/g), de cada experimento, a
fim de se verificar a converséo de substrato consumido (6leo de Jatropha curcas) em
produto (P(3HB)), através da razdo entre a quantidade de P(3HB) (g/L) produzido e a
quantidade de dleo consumido (g/L) em cada experimento, levando em consideracédo
tanto a fonte de carbono utilizada para a producdo do polimero, como aquela
direcionada ao crescimento celular (XR).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Avaliacdo da producgdao de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragoes de fonte de carbono (é/leo de J.curcas) e diferentes fonte de
nitrogénio (ureia, sulfato de amanio, nitrato de sédio, cloreto de aménio, fosfato

de aménio monobasico e nitrato de aménio), por Burkholderia glumae MA13.

Foram realizadas 6 fermentagSes com o objetivo de avaliar os melhores
pardmetros para a producgdo de P(3HB) utilizando 6leo de J. curcas como fonte de
carbono. Em cada fermentacfio, 5 concentragtes de 6leo foram testadas (10, 20, 30,
40 e 50 g/L) e uma fonte de nitrogénio diferente foi utilizada a uma concentragéo fixa
de 1g/L. Os experimentos foram conduzidos a 34°C, 150 rpm durante 96 horas.

Os resultados obtidos foram avaliados em fungdo do consumo de éleo (g/l);
produgdo de biomassa ou massa seca celular (MSC (g/l); porcentagem de PHB
acumulado no interior da célula (%); concentragdo de PHB (g/L); rendimento (YPHB
(g/q9)), calculado em fungdo da quantidade de polimero produzido em relagdo a
quantidade de 6leo consumido pela bactéria; e biomassa residual (XR (g/L)), calculado
a partir da diferenga entre MSC e polimero sintetizado.
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5.1.1 Avaliagao da producdo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragdes de fonte de carbono, utilizando ureia ((NH;) .CO) como fonte de

nitrogénio, por Burkholderia glumae MA13

Os experimentos foram conduzidos utilizando éleo de J.curcas como fonte de
carbono em 5 concentragdes: 10, 20, 30, 40, 50 g/L, a 34°C, 150 rpm durante 96h. Foi
utilizado ureia como fonte de nitrogénio a uma concentragdo de 1g/L. Os resultados
obtidos a partir dos experimentos podem ser observados na Tabela 3. O maior valor
de producdo de P(3HB) foi obtido na concentragao de 50 g/L de 6leo de J. curcas,
sendo observado uma produgéo de 1,44+0,16 g/L do polimero. Entretanto, devido ao
alto valor de consumo de 6leo, o rendimento apresentou um valor de apenas
0,0510,00 g/g para essa concentragdo de carbono

Naturalmente, conforme a disponibilidade da fonte de carbono aumentou, maior
foi 0 consumo de dleo (Figura 5). Entretanto, esse padrdo ndo foi observado no
acumulo intracelular do polimero (Figura 6 e Figura 7). Os valores obtidos de massa
seca celular (MSC) foram altos, atingindo 8,310,10 g/l para 40 g/L de dleo (Figura 4).
Em trabalhos utilizando a mesma cepa e acidos graxos como substrato, foi observado
valores de MSC em torno de 5 g/L (DE PAULA et al., 2019).

Os maiores valores de acumulo intracelular de polimero em porcentagem de
biomassa e melhor rendimento, 24+3,00 % e 0,1410,05 (g/g), respectivamente, foram
obtidos na concentragédo de 10 g/L de 6leo. Indicando que a o aumento da relagéo

C/N néo foi um fator decisivo na produgdo do polimero para esse experimento.

Tabela 3 :Producéo de P(3HB) a partir de 6leo de J.curcas em diferentes concentracdes (10, 20, 30,
40 e 50 g/L), contendo 1 g/L de ureia, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13 apos 96 h

de cultivo.
Oleo de Consumo de MSC PHB PHB Yeus XR
J.ourcas (gll)  dleo  (glL) {oil} (%) {g/L) {e/) {gh)
10 9,30040,20 5,5:0,10 243,00 1,3340,23 0,14+0,02 4174013
20 17,47520,27 7,6%1,60 11£2,70 0,78+0,03 0,0410,00 §,82+1,63
30 22,375:0,12 7,9:0,30 14%2,40 1,1240,15 0,050,00 6,780,44
40 27,150£0,80 8,320,10 1542,80 1,27¢0,21 0,05+0,00 7,02¢0,31
50 30,700£1,85 6,10,50 2310,70 1,4410,16 0,05:0,00 4,6610,33

Fonte: Autora (2020)
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Figura 4: Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e produc¢édo de P(3HB) (g/L) em diferentes concentracbes
de 6leo de J.curcas em Meio Mineral, contendo 1 g/L de ureia, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia
glumae MA13, apds 96 h de cultivo.
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Fonte: Autora (2020)

Figura 5: Consumo de oleo de J.curcas (g/l.) em Meio Mineral, contendo 1 g/L de ureia, a 34 °C e 150
rpm, por Burkholderia glumae MA13, apos 96 h de cultivo.
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Fonte: Autora {2020)
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Figura 6: Acumulo intraceluiar de polimero expresso em porcentagem de biomassa [PHB%] a partir de
bleo de J.curcas em diferentes concentragbes, contendo 1 g/L de ureia, a 34 °C e 150 rpm, por

Burkholderia glumae MA13 apds 96 h de cultivo.
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Figura 7: Rendimento de produgdo de P(3HB) em razdo do dleo consumido YPHB/Sleo cansumido
{g/g), obtido em cultivos com diferentes concentragées de dteo de J.curcas, contendo 1 g/L de ureia, a
34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13 apés 96 h de cultivo.
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5.1.2 Avaliagdo da produgao de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragdes de fonte de carbono, utilizando sulfato de aménio (NH,) :S0,

como fonte de nitrogénio, por Burkholderia gilumae MA13

Os experimentos foram conduzidos utilizando 6leo de J.curcas como fonte de
carbono em 5 concentragfes: 10, 20, 30, 40, 50 g/L, a 34°C, 150 rpm durante 96h. Foi
utilizado sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio a uma concentragéo de 1g/L. Os
resultados obtidos a partir dos experimentos podem ser observados na Tabela 4. O
maior valor de produgdo de P(3HB) e acumulo intracelular do polimero foi obtido na
concentragdo de 40 g/L de oleo de J. curcas, sendo observado uma produgéo de
1,47+0,03 g/L e um acumulo de 29+6%. Apesar do alto consumo de bleo, o rendimento
apresentou um valor de 0,08+0,00 g/g para essa concentragdo de carbono, sendo o
mais alto obtido nesse experimento (Figura 8 e Figura 11).

Naturalmente, conforme a disponibilidade da fonte de carbono aumentou, maior
foi o consumo de éleo (Figura 9). Apesar dos resultados obtidos para concentragao
de 50 g/L de dleo serem divergentes, pode-se observar um padréo crescente no
acumulo intracelular do polimero com o aumento da concentracdo da fonte de carbono
(Figura 10). Para 50 g/L de 6leo, o valor da biomassa foi o mais alto, com 6,1 g/L,
entretanto, a porcentagem de PHB intracelular foi a mais baixa, com apenas 10%.
Indicando que pode ter ocorrido uma falha no processo de extragéo do polimero.

Em relagdo as outras fontes de nitrogénio testadas, o sulfato de aménio

apresentou resultados inferiores em quase todos parametros avaliados.

Tabela 4 ‘Produgdo de P(3HB) a partir de dleo de J.curcas em diferentes concentragbes (10, 20, 30,
40 e 50 g/L), contendo 1 g/L de sulfato de aménio, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia giumae MA13

apos 96 h de cultivo.

Oleo de Consumo de MSC PHB PHB Yeus XR
J.eurcas (gil)  édleo  (git) {giL) (%) (a/l) {e/8) {alL}
10 9,0500,15 4,0+0,00 1442,30 0,5840,08 0,0640,00 3,42+0,08
20 14,550£0,25 5,440,20 1141,70 0,61£0,11 0,04£0,00 4,79+0,08
30 18,300+2,45 5,820,00 215,00 1,2440,29 0,0720,02 4,5640,29
40 20,6004,1 5,240,20 2946,00 1,47£0,30 0,08+0,03 3,730,50
50 25 65043,85 6,1:0,50 10+4,00 0,6120,19 0,0220,01 5,4940,69

Fonte: Autora (2020)
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Figura 8: Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e produgdo de P(3HB) (g/L) em diferentes concentragbes
de &leo de J.curcas em Meio Mineral, contendo 1 g/L de sulfato de aménio, a 34 °C e 150 rpm, por
Burkholderia glumae MA13, apds 96 h de cultivo.
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Figura 9: Consumo de dleo de J.curcas (g/L} em Meio Mineral, contendo 1 g/l de sulfato de aménio, a
34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13, apos 96 h de cultivo
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Figura 10: Acamulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [PHB%] a partir
de a partir de 6leo de J.curcas em diferentes concentrages, contendo 1 g/L de sulfato de aménio, a 34
°C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13 ap6s 96 h de cultivo
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Figura 11: Rendimento de produgdo de P(3HB) em razao do dleo consumido YPHB/oleo consumido
(g/g), obtido em cultivos com diferentes concentracbes de 6leo de J.curcas, contendo 1 g/L de sulfato
de amdnio, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13 apds 96 h de cultivo.
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5.1.3 Avaliagdo da producido de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragoes de fonte de carbono, utilizando nitrato de sédio (NaNO3)} como
fonte de nitrogénio, por Burkholderia glumae MA13

Os experimentos foram conduzidos utilizando 6leo de J.curcas como fonte de
carbono em 5 concentragdes: 10, 20, 30, 40, 50 g/L., a 34°C, 150 rpm durante 96h. Foi
utilizado nitrato de sédio como fonte de nitrogénio a uma concentracao de 1g/L. Os
resultados obtidos a partir dos experimentos podem ser observados na Tabela 5. O
maior valor de produgio de P(3HB) e acumulo intracelular do polimero foi obtido na
concentragdo de 10 g/L de dleo de J. curcas, sendo observado uma produgédo de
3,27+0,04 g/L e um acimulo de 56+1,2%, sendo os mais altos entre as fontes de
nitrogénio testadas.

Naturalmente, conforme a disponibilidade da fonte de carbono aumentou, maior
foi o consumo de 6leo (Figura 13). Entretanto, esse padrao foi invertido em relagéo ao
rendimento e a concentragéo intracelular do polimero, onde se observa uma redugéo
no valor conforme o aumento da concentragédo do 6leo (Figura 14 e Figura 15).
Indicando que o aumento da relagdo C/N néo foi um fator decisivo na produgéo do
polimero para esse experimento, uma vez a menor razdo C/N (10/1) resultou nos
melhores resultados de produgéo (Figura 12).

Em todos os parametros avaliados, o nitrato obteve bons resultados. O acimulo
de PHB ultrapassou de 35% em todas as concentragbes avaliadas. Em um estudo
utilizando Pseudomonas oleovorans e 6leo de J.curcas como fonte de carbono, a
méaxima concentragao do polimero foi de 26,06% (ALLEN et al., 2010). Demonstrando

a capacidade otimizada da B. glumae em sintetizar o polimero.

Tabela 5: Producgio de P(3HB) a partir de 6lec de J.curcas em diferentes eoncentragdes (10, 20, 30,
40 e 50 g/L), contendo 1 g/L de niirato de sodio, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13
apas 96 h de cultivo.

Oleo de Consumo de MSC PHB PHB YeHe XR
J.eurcas (g/l) éSleo  ({g/L) {a/L) (%) (giL) {e/s) (giL)
10 9,200%0,30 5,9£0,30 56£1,2 3,27%0,54 0,35%0,04 2,63%0,84
20 13,97540,52 5,410,40 40£3,0 2,1640,33 0,16£0,02 3,2440,06
30 15,75+1,95 7,210,20 43£2,0 3,0820,10 0,20+0,03 4,1230,30
a0 25,925+1,57 5,2+0,40 36+1,0 1,8540,07 0,07£0,00 3,3510,32
50 27,8%2,35 5,910,1 3814.0 2,2110,21 0,0810,01 3,6910,31

Fonte: Autora (2020)
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Figura 12: Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producéo de P(3HB) {(g/L) em diferentes concentractes
de dleo de J.curcas em Meio Mineral, contendo 1 g/i de nitrato de sodio, a 34 °C e 150 rpm, por
Burkholderia giumae MA13, apés 96 h de cultivo.
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Figura 13: Consumo de 6leo de J.curcas (g/L) em Meio Mineral, contendo 1 g/L de nitrato de sddio, a
34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13, apds 96 h de cultivo
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Figura 14: Acimulo intracelular de polimerc expresso em porcentagem de biomassa [PHB%] a partir
de a partir de Sleo de J.curcas em diferentes concentrag@es, contendo 1 gfL de nitrato de sddio, a 34
°C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13 apos 96 h de cuttivo
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Figura 15: Rendimento de produgdo de P(3HB) em razéo do oleo consumido YPHB/6leo consumido
{g/g), obtido em cultivos com diferentes concentracbes de dleo de J.curcas, contendo 1 g/L de nitrato
de sodio, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholideria glumae MA13 apds 96 h de cultivo.
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5.1.4 Avaliagéo da produgio de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragdes de fonte de carbono, utilizando cloreto de aménio (NH4CI) como
fonte de nitrogénio, por Burkholderia glumae MA13

Os experimentos foram conduzidos utilizando 6leo de J.curcas como fonte de
carbono em 5 concentragdes: 10, 20, 30, 40, 50 g/L, a 34°C, 150 rpm durante 96h. Foi
utilizado cloreto de amdnio como fonte de nitrogénio a uma concentragéo de 1g/L. Os
resultados obtidos a partir dos experimentos podem ser observados na Tabela 6. O
maior valor de produgéo de P(3HB) e actimulo intracelular do polimero foi obtido na
concentragdo de 10 g/l. de dleo de J. curcas, sendo observado uma produgdo de
1,5210,06 g/L e um acumulo de 31+2,00%.

Em nenhum dos parametros analisados foi possivel estabelecer um padréo nos
resuitados, os valores ndo seguiram um aumento linear esperado conforme o aumento
da concentracao de dleo (Figura 17, Figura 18 e Figura 19). Entretanto, em um estudo
utilizando a mesma cepa e glicerol como fonte de carbono, também foi observado uma
variancia nos resultados obtidos conforme o aumento da concentragéo da fonte de
carbono (DE PAULA ef al., 2019). Os maior valores de massa seca celular (MSC)
ocorreram na concentracéo de 30 g/L e 50 g/L de 6leo, com 5,4+0,2 g/L de biomassa.
Enquanto que em relagéo ao acumulo intracelular nessas concentracdes de 6leo, os
valores foram baixos, variando de 12-14%, sendo indicativo que a bactéria direcionou
o oleo consumido ao crescimento celular (Figura 16).

Tabela 6: Producdo de P(3HB) a partir de 6leo de J.curcas em diferentes concentragtes (10, 20, 30,
40 e 50 g/L), contendo 1 g/L de cloreto de aménio, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13
apés 96 h de cultivo.

Oleode  Consumo de mMsc PHB PHB Yeus XR
J.curcas {g/l.) ébleo (g/L) (g/L) (%) (g/L) (e/e) {g/L})
10 9,075£0,07 4,940,10 31+2,00 1,5240,06 0,1740,00 3,38%0,16
20 13,825¢2,47 5,1£0,10 15+2,00 0,7910,09 0,06£0,00 4,3110,19
30 13,20042,70 5,4+0,00 12+2,00 0,6420,13 0,0540,00 4,7640,13
a0 25,150+8,85 5,0+0,40 265,00 1,2640,34 0,07+0,03 3,7450,74
50 23,35+1,15 5,410,2 1410,00 0,7610,04 0,030,00 4,6410,15

Fonte: Autora (2020)
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Figura 16: Massa Seca Celular {MSC} (g/L) e produco de P{(3HB) {(g/l.) em diferentes concentragfes

de dleo de J. curcas em Meio Mineral, contendo 1 g/L de cloreto de aménio, a 34 °C e 150 rpm, por
Burkholderia glumae MA13, ap6s 96 h de cultivo,
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Fonte: Autora (2020)

Figura 17: Consumo de éleo de J.curcas (g/L) em Meio Mineral, contendo 1 g/L de cloreto de aménio,
a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glurnae MA13, apds 96 h de cultivo
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Figura 18: Acimulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [PHB%] a partir
de a partir de 6leo de J.curcas em diferentes concentragdes, contendo 1 g/L de cloreto de amdnio, a
34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13 apés 96 h de cuitivo
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Figura 19: Rendimento de produgdo de P(3HB) em razdo do dleo consumido YPHB/bleo consumido
(g/g), obtido em cultivos com diferentes concentragées de dleo de J.curcas, contendo 1 g/l de cloreto
de aménio, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13 apds 96 h de cultivo.
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5.1.5 Avaliagdo da produgdo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragdes de fonte de carbono, utilizando fosfato de amdnio monobasico
((NH4)H2PO4) como fonte de nitrogénio, por Burkholderia glumae MA13

Os experimentos foram conduzidos utilizando élec de J.curcas como fonte de
carbono em 5 concentragdes: 10, 20, 30, 40, 50 g/L, a 34°C, 150 rpm durante 96h. Foi
utilizado fosfato de amdnio monobasico como fonte de nitrogénio a uma concentragéo
de 1g/L. Os resultados obtidos a partir dos experimentos podem ser observados na
Tabela 7. O maior valor de produgéo de P(3HB) e acumulo intracelular do polimero foi
obtido na concentracdo de 30 g/L de dleo de J. curcas, sendo observado uma
produgdo de 2,19+0,95 g/L e um actmulo de 37+6%. Entretanto, devido ao alto valor
de consumo de dleo, o rendimento apresentou um valor de apenas 0,11+0,04 g/g para
essa concentragao de carbono. O melhor rendimento ocorreu em 10 g/L de 6leo, com
0,19+ 0,01 g/g, estando entre um dos mais altos obtidos entre as fontes de nitrogénio.

Naturalmente, conforme a disponibilidade da fonte de carbono aumentou, maior
foi o consumo de 6leo (Figura 21). Entretanto, esse padrdo néo foi observado no
acumulo intracelular do polimero, variando consideravelmente com o aumento da
concentracdo de o6leo (Figura 22 e Figura 23). Os valores obtidos de massa seca
celular (MSC) ndo variaram muito, mantendo-se abaixo da média em relagéo as outras

fontes de nitrogénio analisadas (Figura 20).

Tabela 7: Produgao de P(3HB) a partir de éleo de J.curcas em diferentes concentragdes (10, 20, 30,
40 e 50 g/L), contendo 1 g/L de fosfato de amdnio monebasico, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia

glumae MA13 apés 96 h de cultivo.

Oleo de Consumo de Msc PHB PHB YrHe XR
J.eurcas (g/il) oles  (gil) {g/L}) (%) (g/L) {e/g) {g/L)
10 9,05040,00 4,810,00 373,50 1,750,165 0,19£0,01 3,0510,16
20 14,800+0,65 4,640,40 236,00 1,04+0,19 0,0740,01 3,5640,59
30 19,9250,97 5,61,60 3746,00 2,1940,95 0,11£0,04 3,4110,63
40 22,82542,675 4,60,20 330,02 1,50+0,19 0,07£0,00 3,10£0,00
50 23,27540,22 4,110,10 300,00 1,23+0,03 0,0510,00 2,8740,06

Fonte: Autora (2020)
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Figura 20: Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producao de P(3HB) (g/t) em diferentes concentragbes
de 6leo de J.curcas em Meio Mineral, contendo 1 g/L de fosfato de aménio monobasico, a 34 °C e 150
rpm, por Burkholderia glumae MA13, apbs 96 h de cultivo.
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Fonte: Autora (2020)

Figura 21: Consumo de dlec de J.curcas (g/L) em Meio Mineral, contendo 1 g/L de fosfato de amonio
monobasico, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13, apés 96 h de cultivo
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Figura 22: Acamulo intracelular de polimerc expresso em porcentagem de biomassa [PHB%] a partir
de a partir de oleo de J.curcas em diferentes concentragdes, contendo 1 g/l. de fosfato de aménio
monobasico, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13 apos 96 h de cultivo
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Figura 23: Rendimento de produgao de P(3HB)} em razdo do éleo consumido YPHB/dleo consumido
{g/g), obtido em cultivos com diferentes concentragdes de 6leo de J.curcas, contendo 1 g/l. de fosfato

de aménio monobasico, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13 apés 96 h de cultivo.
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5.1.6 Avaliagdo da produgdo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentragdes de fonte de carbono, utilizando nitrato de amdénio (NH,NO3)

como fonte de nitrogénio, por Burkholderia glumae MA13

Os experimentos foram conduzidos utilizando 6leo de J.curcas como fonte de
carbono em 5 concentragées: 10, 20, 30, 40, 50 g/L, a 34°C, 150 rpm durante 96h. Foi
utilizado nitrato de amonio como fonte de nitrogénio a uma concentracdo de 1 g/L. Os
resultados obtidos a partir dos experimentos podem ser observados na Tabela 8. O
maior valor de produgao de P(3HB) e acimulo intracelular do polimero foi obtido na
concentracdo de 10 g/L de dleo de J. curcas, sendo observado uma producéo de
2,29+0,53 g/L e um acumulo de 3615%. Nessa concentracdo também foi observado
o maior rendimento, com 0,24+0,05 g/g. Indicando que 0 aumento da relagdo C/N ndo
foi um fator decisivo na produgéo do polimero para esse experimento.

Naturalmente, conforme a disponibilidade da fonte de carbono aumentou, maior
foi o consumo de oleo (Figura 25). Entretanto, esse padrdo ndo foi observado no
acumulo intracelular do polimero (Figura 26 e Figura 27). Os valores obtidos de massa
seca celular (MSC) foram altos, variando de 6,3 a 7,8 g/L (Figura 24). Em trabalhos
utilizando a mesma cepa e acidos graxos como substrato, foi observado valores de
MSC em torno de 5 g/l (DE PAULA et al., 2019).

Tabela 8: Produgao de P(3HB) a partir de 6leo de J.curcas em diferentes concentragdes (10, 20, 30,
40 e 50 g/L}, contendo 1 g/L de nitrato de aménio, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13

apdos 96 h de cultiva.

Oleo de Consumo de MsC PHB PHB Yrug XR
J.curcas (g/L} dleo  (g/L) {a/L) (%) (g/L) (e/8) (a/L)
10 9,625¢0,07  6,3%0,30 36+5,00 2,2930,53 0,24£0,05 4,010,23
20 14,80010,35 7,810,40 2345,00 1,85%0,50 0,1340,03 5,95+0,10
30 22,40010,50 6,610,40 283,00 1,85%0,34 0,80£0,01 4,75+0,05
40 23,400£2,75 §,8+0,60 303,00 1,9740,41 0,02£0,02 4,83t1,01
50 32,55043,95 7.5%0,30 200,00 1,52+0,06 0,05£0,00 5,98+0,23

Fonte: Autora (2020)
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Figura 24: Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producdo de P(3HB) {g/L) em diferentes concentraces
de 6leo de J.curcas em Meio Mineral, contendo 1 g/L de nitrato de aménio, a 34 °C e 150 rpm, por
Burkholderia glumae MA13, apos 96 h de cultivo.
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Fonte: Autora (2020)

Figura 25: Consumo de dleo de J.curcas {(g/L) em Meio Mineral, contendo 1 g/L de nitrato de amdnio,

a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13, apds 96 h de cultivo
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Fonte: Autora (2020)
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Figura 26: Acimulo intraceluiar de polimero expresso em porcentagem de biomassa [PHR%] a partir
de a partir de 6leo de J.curcas em diferentes concentragées, contendo 1 g/l de nitrato de amonio, a 34
°C e 150 rpm, por Burkholderia giumae MA13 apds 96 h de cultivo
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Fonte: Autora (2020)

Figura 27: Rendimento de produgdo de P(3HB) em razéo do dlec consumido YPHB/Gleo consumido
{g/g), obtido em cultivos com diferentes concentragbes de dleo de J.curcas, contendo 1 g/l de nitrato
de amdnio, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia glumae MA13 apés 96 h de cultivo.
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5.2 Consideragdes finais relacionadas aos experimentos de otimizagao dos
parametros para producéo de P(3HB) a partir de 6leo de J.curcas por B.glumae
MA13.

DE PAULA et al. (2019) avaliaram a biossintese de PHA através da linhagem
Burkholderia glumae MA13 utilizando glicerol bruto. Para o cultivo foi utilizado uma
concentragéo de 10 g/L de glicerol e 1 g/L se sulfato de amédnio, como fonte de
carbono e nitrogénio, respectivamente. Em uma fermentagdo de 72h, essa cepa
produziu 3,85 g/L de biomassa, 41,40% de acumulo intracelular do polimero e um
rendimento de 0,19 gf/g. Aléem disso, também foi avaliado a produgdo de PHA
utilizando éleo de fritura na mesma concentragdo. Em um cultivo de 72h, a cepa
produziu 5,61 g/L de biomassa, 49,02% de actimulo intracelular do polimero e um
rendimento de 0,3 g/g. Demonstrando que a linhagem possui uma boa capacidade de
sintetizar P{3HB) a partir de acidos graxos.

BATCHA et al. (2014) avaliaram a biossintese de PHA através da linhagem
Cupriavidus necator utilizando 6leo de Jatropha curcas. Para o cultivo foi utilizado uma
concentragdo de 12,5 g/L de 6leo de J.curcas e 1 g/L de ureia, como fonte de carbono
e nitrogénio, respectivamente. Em uma fermentagéo de 90h, a cepa produziu 10 g/L
de biomassa, 70% de acumulo intracelular do polimero e um rendimento de
aproximadamente 0,56 g/g. Demonstrando que o éleo de J.curcas é uma potencial
fonte de carbono alterativa para a produgéo de do polimero.

No presente estudo, a linhagem B. glumae apresentou os melhores resultados
com nitrato de sodio como fonte de nitrogénio. O maior acumulo de polimero ocorreu
na concentragdo de 10 g/L, com 56% de polimero acumulado na biomassa. O
rendimento para essa concentragio foi de 0,35 g/g, similar ao cbservado por DE
PAULAS et al. (2019). Os valores de biomassa variaram de 5,2 a 7,2 g/L, sendo
inferior aos reportados por BATCHA et al. (2014) conforme a Tabela 9.

De modo geral, ndo foi possivel observar 0 aumento da produgéo de polimero
com aumento da relagdo C/N, como reportado por diversos autores (BATCHA et al.,
2014; RAZA et al., 2018). Foi observado um rendimento decrescente ao aumentar a
quantidade de substrato disponivel, sendo uma vantagem, uma vez que, quanto
menor a fonte de carbono necessaria para biossintetizar o polimero, menor o custo
associado a produgdo. Em 80% das fontes de nitrogénio avaliadas, os melhores
resultados foram obtidos na concentrago de 10 g/L de 6leo de J.curcas, conforme a
Tabela 10.




Tabela 9: Comparativo entre cultivos realizados por B.giumae e C.necator. Utilizando diferentes
fontes de acido graxos e fontes de nitrogénio

Concentragio ~ Concentragio MSC  PHE  PHB YeHs
Micrarganisme Gleo Nitrogénio _ Refardncias
6lea {g/L) nitrogénio (g/l) (&M} (%) (&} (wae
Nitrato de
B. glumue J.curcas 10 sadio 1 3,9 56 3,27 0,35 Autora, 2020
Oleo residual de Sulfato de
B. glumae fritura 10 ambnio 1 561 4902 2,75 0,30 DEPAULAetal, 2019
€. necator J.curcas 12,5 Ureia 1 10 70 7 0,56 BATCHA etal., 2014

Fonte: Autora (2020)

Tabela 10: Melhores resultados obtidos a partir de cultivos com diferentes concentragdes de dleo de
Jatropha curcas por Burkholderia glumae MA13, para cada fonte de niirogénio.

Fonte de nitragdnio Oleo de Consume de MSC PHB PHB YeHs
Leurcas (g/l)  dleo  (g/L) =/} (%} /) (e/e)

Ureia 10 9,30 55 24 1,33 0,14

Sulfato de aménio 40 20,60 5,2 29 1,47 0,08
Nitrato de sadio 10 9,20 5.9 56 3,27 0,35
Cloreto de aménio 10 9,07 49 31 1,52 017
Fosfato de aménio monobasico 10 9,05 4.8 37 1,75 0,19
Nitrato de aménio 10 965 6,3 36 2,29 0,24

Fonte: Autora (2020)

Devido a varidncia observada nos resultados dos pardmetros analisados, se
faz importante a analise conjunta de biomassa e concentracdo de PHB, uma vez que
altos valores de massa seca celular ndo garantiram altos valores de polimero. Pode-
se observar que apesar do cultivo utilizando ureia ter obtido altos valores de MSC,
variando de 5,5 a 8,3 g/L, a concentragdo de P(3HB) ndo foi satisfatéria em
comparacio a outras fontes de nitrogénio, variando de 0,78 a 1,33 g/L de P(3HB).
Enquanto que o cultivo utilizando fosfato de aménio monobasico obtive valores baixos
de MSC, variando de 4,1 a 5,6 g/L, a concentracédo de P(3HB) foi relativamente alta,
com valores variando de 1,04 a 2,19 g/L.
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5.3 Caracterizacao do PHA de Burkholderia glumae MA13

A quantificacdo e composicido do polimero P(3HB) foram obtidas através da
analise de metil-ésteres, obtidos a partir da reagdo de metandlise das células
liofilizadas. Sendo o produto dessa reagdo analisado através de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa. Obteve-se, desse modo, um cromatograma
(Figura 28) e um espectro de massa (Figura 29) referentes a biossintese do P{3HB).

No cromatograma é possivel identificar os picos referentes ao tempo de
retencdo do acido 3-hidroxialcanéico e ao padrao interno utilizado, acido benzoico, 5,4
e 7,016 minutos, respectivamente.

No espectro de massa obtido é possivel verificar a relagdo massa por cargas
de ion (m/z) para cada fragmento resultante da ioniza¢do da molécula 3HB. O pico
m/z 43 é referente ao “target” 3HB que foi utilizado como pico base para relativizagao
dos fragmentos da molécula. Foi possivel identificar o fragmento de m/z 103, o qual &
um fragmento caracteristico de metil-ésteres de acidos 3-hidroxialcanéicos, derivados
de clivagem a do grupo funcional hidroxila. Pode-se observar também o fragmento
m/z 87, referente a um ion caracteristico do 3-hidroxibutirato (LEE; CHOI, 1995). Além
disso, o fragmento m/z 74 representa a extremidade carbonil da molécula
(SILVERSTEIN et al., 1991).

A altura dos picos é relacionado com a intensidade que eles ocorrem em
relagdo a molécula 3HB. Picos adicionais podem estar relacionadas a ruidos de fundo
do instrumento. Através da analise conjunta do cromatograma e do espectro de massa
pode-se garantir a presenca de P(3HB) nas amostras (SILVERSTEIN et af., 1991).
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Figura 28: Espectro de cromatografia gasosa de metil-ésteres de 3-hidroxialcanoatos, indicande o
tempo de retencdo relativo acs picos de 3HB obtido nos cultivos com B.glumae MA13
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6.CONCLUSOES

Visando a otimizacdo dos parametros de producdo de P(3HB), a linhagem
Burkholderia glumae MA13 obteve o maior rendimento, 0,35 + 0,04 g/g e 0 maior
acumulo de polimero, 56 + 1,2 % da MSC, utilizando 1 g/L de nitrato de sédio como
fonte de nitrogénio, a uma concentracao de 10 g/L de 6leo de J.curcas, como fonte de

carbono.

Em relagdo as outras fontes de nitrogénio testadas, foram encontrados
melhores resultados também em concentragdes menores da fonte de carbono.
Indicando que a cepa B.glumae teve sua capacidade de biossintese de P(3HB)
aumentada em uma relagdo C/N mais baixa, considerando apenas a variagdo da
concentracdo de carbono. A escolha da fonte de nitrogénio mostrou-se importante
para a producéo de palihidroxialcanoatos, uma vez que para a mesma cepa, obteve-

se valores muito distintos para fontes de nitrogénio diferentes.

Foi observada a presenga do polimero em todas as fontes de nitrogénio e
concentragdo de dleo testadas. Confirmando que o 6leo de Jatropha curcas é um
potencial substituto para fonte de carbono para a producdo do biopolimero
polihidroxibutirato por Burkholderia glumae MA13.
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