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RESUMO

Os polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo poliésteres bacterianos, geralmente sintetizados a partir
de excesso de fonte de carbono e limitagdo de nutrientes na forma de granulos intracelulares
para reserva de energia. Os PHAs possuem propriedades fisico-quimicas similares a
polimeros sintéticos de origem petroquimica, além de apresentarem viabilidade ecoldgica
devido a sua elevada biodegradabilidade. Dentre os PHAs, o poli-(3-hidroxibutirato)
[P(3HB)] € o mais amplamente estudado. As propriedades do P(3HB) sdo similares as do
polipropileno (PP), o qual é utilizado na produgdo de plasticos convencionais, tornando-o um
potencial substituto para alguns polimeros derivados do petréleo. Entretanto, apesar de
apresentar vantagens ambientais, o custo destinado as fontes de carbono para os cultivos
microbianos ainda € um dos fatores limitantes na obtencdo de PHAs. Desse modo,
subprodutos agroindustriais, devido ao seu baixo custo, vem se tornando uma alternativa
atraente para uma produgdo economicamente vidvel desses biopolimeros. Neste trabalho,
Burkholderia mimosarum MA18 foi avaliada quanto a producédo de P(3HB) a partir de melago
de cana-de-agUcar, através de diferentes parametros de cultivo, com o intuito de estabelecer
uma linhagem adaptada a sintese de PHAs a partir de um subproduto da industria
sucroalcooleira, favorecendo um modelo de biorrefinaria voltado a producdo de bioplasticos e
biocombustiveis. A linhagem B. mimosarum MA18 alcancou valores maximos de acumulo
intracelular de P(3HB) em relacdo a biomassa de 63,03+6,75 % da Massa Seca Celular e
rendimento de conversdo de acUcares totais provenientes de melago de cana-de-agucar em
polimero P(3HB) com valor de Ypgneyarc = 0,20+0,02 g/g. Além disso, a linhagem exibiu
melhores resultados de producdo de P(3HB) quando em meios com concentragdes limitantes
da fonte de nitrogénio de modo a induzir o metabolismo da sintese de P(3HB), apresentando
maior rendimento de polimero.

Palavras-chave: Melaco. PHA. Poli-(3-hidroxibutirato). Burkholderia mimosarum.
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1 INTRODUCAO

A partir da disseminacdo do petroleo como fonte de combustivel em motores a 6leo
diesel para transporte na década de 1950 e com sua subsequente utilizacdo como matéria-
prima para a produgdo de produtos comercializaveis, tais como embalagens e utensilios das
indUstrias médica e alimenticia, os plasticos desenvolvidos pela industria petroquimica
tornaram-se componentes essenciais da vida contemporanea (HANSEN, ZHANG e LYNE,
2005; CHANPRATEEP, 2010). O Brasil € responsavel pela producdo de 6,2 milhdes de
toneladas de plasticos, principalmente nos setores de construcao civil, alimentos, artigos de
comércio em atacado e varejo e automoveis (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA
INDUSTRIA DO PLASTICO, 2018). Entretanto, devido a sua reduzida biodegradabilidade, e
consequente prolongada permanéncia no ambiente, esses materiais geram impactos
ambientais e problemas de gerenciamento de residuos solidos em ambientes urbanos. Tem
sido observados aumentos nos precos internacionais do barril de petrdleo, devido a reducao
gradativa das reservas petroliferas, além do impacto ambiental ocasionado pela emissdo de
gases do efeito estufa através da queima de combustiveis fosseis (SILVA, MACK e
CONTIERO, 2009). Portanto, tornou-se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias
direcionadas a producdo de combustiveis derivados de fontes renovaveis de energia, 0s
biocombustiveis, visando sua utilizagdo em meios de transporte em substituicdo aos

combustiveis derivados do petréleo (REE et al, 2011).

Atualmente, entre as tecnologias mais difundidas e comumente aplicadas na obtencéo
de biocombustiveis esta a producdo de etanol, através da fermentacéo de acUcares oriundos da
cana-de-acucar, milho e beterraba, tambeém podendo ser proveniente de "commodities”
agricolas como a mandioca ou subprodutos de processos agroindustriais, como melago de
cana-de-agucar e de beterraba, além de residuos do processamento do milho (YAZDANI e
GONZALEZ, 2007). Outra tecnologia bastante conhecida e aplicada na obtencdo de
biocombustivel € a producdo de biodiesel, obtido através da transesterificacdo de o6leos
vegetais ou gordura animal com alcool, para a producdo de esteres (YAZDANI e
GONZALEZ, 2007; REE et al, 2011). Neste processo ocorre a geracdo de glicerol, o qual
também pode ser utilizado para a producdo de polihidroxialcanoatos (PHAs) [DE PAULA,
2017(ae b)].

No Brasil, a criagdo do Programa Nacional do Alcool (Pr6-Alcool), em 1975, surgiu

em resposta a primeira crise do petroleo ocorrida em 1973, com o objetivo de apoiar a



indUstria agucareira, devido a flutuagdo dos precos do agucar no mercado internacional, bem
como diminuir a dependéncia de importaces de petréleo, uma vez que os pregos de barris
quadruplicaram na época (HOGARTH, 2016; KOHLHEPP, 2010). Em decorréncia disso,
houve a incorporacdo do etanol a gasolina comum como aditivo, o qual ¢ mantido atualmente
a 27% (ANP, 2018). Nos anos 1980, o pais j& produzia veiculos com motores a combustdo
movidos a etanol de cana-de-acucar. No inicio dos anos 2000, em um esforco conjunto entre o
governo e industrias consolidadas no setor automotivo, foi desenvolvida a tecnologia de
veiculos bicombustiveis, os quais representam 88,9% das vendas de automoveis (BRASIL,
2017). As inovacdes de usinas sucroalcooleiras e consequentes aplicacGes na industria de
transportes criaram a oportunidade de insercdo do etanol na matriz energética do Brasil e do
mundo (HOGARTH, 2016).

Em 2018, os Estados Unidos da América (EUA) e o Brasil foram responsaveis por
84% da producdo mundial de biocombustiveis (RFA, 2019). Este alto indice deve-se,
principalmente, a producdo de bioetanol, sendo produzidos 60,56 bi L/ano nos EUA,
essencialmente a partir de milho, enquanto no Brasil sdo obtidos 33,14 bi/L, provenientes dos
cultivos de cana-de-aglcar (CONAB, 2019; EIA, 2019). O Brasil apresenta 382 unidades
autorizadas de producdo de bioetanol, com capacidade de producdo de 9,56 bi/L de etanol
anidro e 23,58 bi/L de etanol hidratado (CONAB, 2019).

Um dos principais subprodutos gerados pela industria sucroalcooleira é 0 melaco. No
processo de fabricacdo do agUcar sdo obtidos cerca de 60 kg de melagco por tonelada de cana
moida, podendo ser obtido por concentracdo do caldo de cana utilizado na fermentacdo para
producdo de bioetanol (ALCARDE, 2009). O melago é um dos subprodutos mais utilizados
como matéria-prima para fermentacéo alcodlica e producdo comercial de etanol devido a sua
grande disponibilidade e baixo custo (MURUAGA et al, 2016). Assim, em um modelo ideal
de biorrefinaria sucroalcooleira, para a obtencdo de um processo produtivo economicamente
viavel, torna-se necessaria a integracdo entre o aproveitamento da biomassa, incluindo os
subprodutos obtidos a partir da cana-de-agucar, e a producdo de biocombustiveis, energia e
compostos quimicos de interesse econdmico, possibilitando a geracdo de produtos de maior
valor agregado de mercado, que potencialmente tornem competitivos os custos de produgéo
de biocombustiveis (PRIELER e FISCHER, 2009; REE et al, 2011).

Tendo em vista a abundancia desses recursos e a possibilidade de geragédo de produtos

com maior valor econébmico, tem-se investido na produgdo de biopolimeros através da
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utilizacdo de subprodutos obtidos a partir de fontes de energia renovaveis. O melacgo de cana-
de-agUcar, além de carboidratos simples como sacarose, glicose e frutose, contém vitaminas e
outros micronutrientes, sendo assim, adequado para aplicacdo como fonte de carbono e
fatores de crescimento de células bacterianas (RAZA, 2018; KULPREECHA et al, 2009).
Dessa forma, tem-se estudado o aproveitamento deste subproduto como substrato potencial
para a producdo de biopolimeros por meio de processos fermentativos microbianos, com
destaque para a producdo de PHAs (NAHEED e JAMIL, 2014).

Os PHAs sdo poliésteres sintetizados como reservas bacterianas de carbono e energia,
apresentando as propriedades de termoplasticos ou elastbmeros, insollveis em agua e nao
toxicos, sendo biodegradaveis e biocompativeis (TANIGUCHI, 2003). Assim, esses
biopolimeros tornaram-se atraentes para as industrias médica e farmacéutica na
producdo de capsulas de medicamentos e drogas agricolas; na obtencdo de proteses e enxertos
de tecidos humanos e na medicina veterinaria; na producdo de malhas e fibras para suturas em
cirurgias; na terapia contra o cancer, sendo utilizados como carreadores de substancias
antitumorais; na producdo de arcaboucos para engenharia de tecidos; além de seu emprego na
elaboracdo de produtos de higiene e embalagens (KILICAI et al., 2011; HSIEH et al., 2011,
BRIGHAM, 2012). Dentre os PHAs, o poli(-3-hidroxibutirato) [P(3HB)] é o mais estudado e
produzido comercialmente. O P(3HB) apresenta propriedades fisico-quimicas similares as do
polipropileno (PP), o que o torna um potencial substituto a este polimero de origem
petroquimica (BARHAM, 1990; PANDIAN et al., 2010). No entanto, os custos de producéo
ainda consistem o principal desafio no estabelecimento desses biopolimeros como substitutos

aos plasticos convencionais derivados do petréleo (VERLINDEN et al., 2007).

Diferentes fontes de carbono provenientes da industria sucroalcooleira vem sendo
utilizadas para a producdo de PHAs desde a década de 1990. No Brasil, ja foi proposta a
producdo de PHAs integrada a producdo de aclcar e etanol, poréem, considerando o uso de
sacarose como fonte de carbono. Em 2000, a industria brasileira PHB Industrial S.A. comegou
a produzir PHB em escala piloto, sob o nome da marca Biocyclees, a qual
continua em operacdo com producdes em menor escala comercial (SILVA et al., 2014). No
processo de sintese de PHAs, 0s gastos com a obtencdo de substratos para 0s
meios de cultivo podem chegar a 40-50% dos custos totais de producdo (CAVALHEIRO et
al, 2009; POSADA et al, 2011). Portanto, o uso de matérias-primas baratas e abundantes,
provenientes de subprodutos agroindustriais, como o melago de cana-de-agucar, é interessante

para que se possa obter uma producdo menos dispendiosa desses poliésteres microbianos
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(SANTIMANO, 2009).

Diversos trabalhos tem sido reportados sobre a producdo de PHAs utilizando
subprodutos da industria sucroalcooleira, com alguns envolvendo a obtencdo de P(3HB) a
partir de melago de cana-de-acucar (ALBUQUERQUE, 2010; KANJANACHUMPOL et al,
2013; NAHEED & JAMIL, 2014). Além disso, torna-se interessante a descoberta de novos
micro-organismos produtores. Diversas linhagens bacterianas extensivamente estudadas tem
demonstrado altos rendimentos na conversdo de subprodutos industriais, como as do género
Bacillus sp., Burkholderia sp e Cupriavidus necator (KULPREECHA et al, 2009; RAPOSO
et al, 2017; NASCIMENTO et al, 2016; VERLINDER et al, 2011). As linhagens do género
Burkholderia tem demonstrado alto potencial para a conversdo de fontes de carbono oriundas
da cana-de-acucar em PHAs, sendo isoladas do meio ambiente (GOMEZ et al., 1996) e
geneticamente modificadas (SILVA et al., 2000), para a producédo destes polimeros a partir de
sacarose, xilose e hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar (SILVA et al., 2000; SILVA et al.,
2004).
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1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1. Polihidroxialcanoatos (PHAS)

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo poliesteres sintetizados na forma de granulos
bacterianos intracelulares de reserva de energia a partir de excesso de fonte de carbono e
limitacdo de nutrientes (DE PAULA, 2012). Os PHAs s&o polimeros constituidos de 10° a 10*
mondmeros, podendo ser compostos por 150 diferentes mondmeros de Aacidos
hidroxialcandicos e/ou hidroxialcendicos formando poliésteres de cadeia alifatica. A
nomenclatura e o nimero de carbonos para os mondmeros de PHA é determinado pelo grupo
funcional “R” (Figura 1) (DE PAULA, 2012; TAN et al, 2014). Os PHAs podem ser
produzidos por 90 géneros de bactérias gram-negativas e gram-positivas na forma de granulos
citoplasmaticos com 0,2 — 0,5 um de didametro (STEINBUCHEL e FUCHTENBUCH, 1998),
podendo chegar a atingir 90% (m/m) em biomassa celular (LAYCOCK et al., 2014). As
variagdes estruturais ocorrem de acordo com o do tipo de micro-organismo utilizado e das
condicdes durante a fase de crescimento tais como tipo e concentra¢do do substrato, pH,
condicdes de fermentacdo e tipos de fermentacdo (batelada, batelada alimentada ou continua)
(KHANNA et al, 2005).

R (0}
J |
()/CH\ﬁ/C? ;

Poly(3-hydroxyalkanoate)

R group Carbon no. PHA polymer

methyl C, Poly(3-hydroxybutyrate)

ethyl C. Poly(3-hydroxyvalerate)
propyl C, Poly(3-hydroxyhexanoate)
butyl C, Poly(3-hydroxyheptanoate)
pentyl C, Poly(3-hydroxyoctanoate)
hexyl Cs Poly(3-hydroxynonanoate)
heptyl Cie Poly(3-hydroxydecanoate)
octyl C, Poly(3-hydroxyundecanoate)
nonyl C, Poly(3-hydroxydodecanoate)
decyl Cs Poly(3-hydroxytridecanoate)
undecyl C. Poly(3-hydroxytetradecanoate)
dodecyl C Poly(3-hydroxypentadecanoate)
tridecyl Ci Poly(3-hydroxyhexadecanoate)

Figura 1. Estrutura geral de um polihidroxialcanoato (PHA). O asterisco denota o centro quiral do
polimero (TAN et al, 2014).



13

Esses polimeros apresentam as propriedades de termoplasticos ou elastdmeros,
insolUveis em &gua e ndo tdxicos, sendo biocompativeis, ou seja, ndo produzindo metabolitos
toxicos durante seu processo de degradacdo, e apresentando um alto potencial de
biodegradacdo (TANIGUCHI, 2003). Além disso, podem ser produzidos atraves de fontes
renovaveis. Assim sendo, esses biopolimeros tornaram-se atraentes para as industrias médica
e farmacéutica (KILICAI et al., 2011; HSIEH et al., 2011, BRIGHAM, 2012).

Os PHAs séo classificados em trés classes de acordo com o nimero de carbonos das
cadeias laterais de seus mondmeros: 1) PHAs de cadeia curta “short-chain length” (scl-PHA),
0s quais possuem até 5 atomos de carbonos; 2) PHAs de cadeia média “medium-chain leght”
(mcl-PHA), os quais apresentam de 6 a 14 carbonos; e 3) PHAs de cadeia longa “long-chain
lenght” (Icl-PHA), os quais contém mais de 14 atomos de carbono, entretanto sdo menos
comuns e menos estudados (KUNASUNDARI e SUDESH, 2011).

As propriedades fisicas dos PHAs variam de acordo com sua estrutura e composi¢do
monomeérica, podendo ser observadas as diferentes caracteristicas termoplasticas, termofixas,
mecanicas ou elastoméricas entre os diferentes tipos desses biopolimeros. O
o poli(-3-hidroxibutirato) [P(3HB)] é o PHA mais estudado e produzido comercialmente,
sendo, no entanto, mais quebradico e cristalino se comparado a outros PHAs de cadeias
médias e longas. Também sdo produzidos comercialmente os copolimeros P(3HB-co-3HV), o
qual consiste de 3- hidroxibutirato (3HB) e 3-hidroxivalerato (3HV) e, ainda, PHB-HHX,
formado por copoliésteres compostos por HB e 3-hidroxihexanoato (HHXx), os quais sdo mais
flexiveis (CHEN, 2003 apud DE PAULA, 2012, p.18). Tal versatilidade evidencia o potencial

desses biopolimeros para substituicdo aos polimeros de origem fossil (CARDOSO, 2017).

1.1.2. Producéo de P(3HB) e P(3HB-c0-3HV)

O poli-3-hidroxibutirato P(3HB), é um polihidroxialcanoato de cadeia curta (scl-
PHA), composto apenas por monémeros do acido 3-hidroxibutirico o qual apresenta no grupo
radical, o grupo metil. Esse homopolimero possui caracteristicas similares ao polipropileno
(PP), de origem petroquimica, ambos apresentando um alto grau de cristalinidade e
temperaturas de fusdo similares (DE PAULA, 2012). Além disso, o P(3HB) é inerte,

biodegradavel, possui resisténcia aos raios ultravioleta (UV) e embora sua caracteristica de
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cristalizacdo secundéria o torne quebradigo (VIZCAINO-CASTON et al., 2016), suas 6timas

propriedades termoplasticas o tornam industrialmente interessante.

Atualmente, hd mais de 300 espécies produtoras desse biopolimero (DE PAULA,
2012), o que torna interessante saber as vias metabdlicas que levam a sintese de PHAS
visando um processo produtivo otimizado. As vias biossintéticas para producdo de P(3HB)
mais estudadas s&o da espécie Cupriavidus necator, na qual o P3HB é sintetizado a partir de
acetil-CoA por uma acdo de trés enzimas em trés etapas (Figura 2). Na primeira etapa, a
primeira enzima, 3-cetothiolase, promove a condensagdo de dois grupos acetil-CoA, reacdo
que € reversivel, formando acetoacetil-CoA. Na segunda etapa, a segunda enzima, a
acetoacetil-CoA redutase é responsavel pela reducdo deste em (R)-3-hidroxibutiril-CoA. Por
fim, a terceira enzima catalisa a reagdo de polimerizacdo de (R)-3-hidroxibutiril-CoA em
P(3HB) (OJUMU, 2004).

Propionic acid Glucose
ATP + CoASH
CoA synthetase TCA cycle
AMP + PPi v
propionyl-CoA acetyl-CoA  (2x)
3-ketothiolase
CoASH \> CoASH
v
3-ketovaleryl-CoA acetoacetyl-CoA
NADPH + H* NADPH + H*
acetoacetyl-CoA
reductase
NADP™ NADP*
R-(-) 3-hydroxyvaleryl-CoA R-(-) 3-hydroxybutyrl-CoA
PHA synthase
CoASH CoASH
P(HB-HYV) PHB

Figura 2: Rotas metab6licas de P3HB e P3HB-co-3HV em Cupriavidus necator (OJUMU, 2004).

E possivel, ainda, obter outros PHAs de acordo com a fonte de carbono utilizada no
meio de cultivo. Tem sido relatado que a adi¢do de &cido propidnico ou acido valérico em
meios contendo glicose leva a producdo de copolimero composto de 3-hidroxibutirato a
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(3HB) e 3-hidroxivalerato(3HV), formando P(3HB-co-3HV) (DE PAULA, 2012) (Figura 2).
Nessa via biossintética, trés enzimas sdo atuantes, sendo que a primeira, a 3-cetotiolase,
catalisa a condensacao de propionil-CoA com acetil-CoA; a segunda enzima, acetoacetil-CoA
redutase promove a reducdo de 3-cetovaleril-CoA para (R)-3-hidroxivaleril-CoA e,

finalmente, a PHA sintase atua na polimerizacao deste Gltimo composto a P(3HB-co-3HV).

1.1.3. Historico da producéao de PHAS

De acordo com a literatura, ha relatos de observacdo, em 1888, de granulos brilhantes
em células bacterianas por Beijerinck (CARDOSO, 2017). No entanto, o primeiro
polihidroxialcanoato foi determinado em 1926 por Lemoigne, que definiu as inclusdes
produzidas por Bacillus megaterium como sendo formadas pelo homopolimero &cido 3-
hidroxibutirico [P(3HB)] (DE PAULA, 2012). Com maiores estudos sobre esses
biopolimeros, Macre e Wilkinson (1958 apud DE PAULA, 2012) constataram que B.
megaterium realizava o armazenamento do homopolimero como fonte de reserva de carbono
e energia. A partir da década de 60, com a descoberta das propriedades termoplésticas do
P(3HB), aumentou-se o interesse por este polimero biodegradavel, levando a empresa W.R.
Grace Co. a produzi-lo comercialmente. Nesta época, somente 0 homopolimero P(3HB) era
conhecido. Entretanto, Wallen e Rohwedder (1974 apud CHODAK, 2008) identificaram os
monémeros de 3-hidroxivalerato e 3-hidroxihexanoato em extracdes feitas em cloroférmio a
partir de lodo de esgoto ativado, o0 que incentivou pesquisadores a descobrirem novos

mondmeros.

Em 1976, a empresa inglesa Imperial Chemical Industries foi pioneira e comegou a
desenvolver pesquisas com o PHB utilizando a bactéria Cupriavidus necator, o que levou a
producdo de um copolimero, isto é, uma juncdo de mais de um monémero nNo mMesmo
polimero, com propriedades termoplasticas, constituido de monémeros de 3-hidroxibutirato e
3-hidroxivalerato, o qual foi comercializado com o nome de Biopol® (SURIYAMONGKOL
et al., 2007; CHODAK, 2008). A bactéria foi capaz de produzir 90% de copolimero em massa
seca em um processo de fermentacédo de larga escala. A partir dos anos 2000, o foco passou a
ser na engenharia metabolica visando a melhoria das condi¢Ges para a producdo destes

biopolimeros. Em 2008, a Metabolix Inc. passou a produzir PHAs utilizando gramineas de
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modo a reaproveitar a biomassa residual para produgédo de energia. Esta empresa uniu-se em
2010 a empresa Daniels Midland Company, gerando a Telles Company, uma das maiores
produtoras de PHAs no mundo. Outras empresas sdo grandes comercializadoras de
polihidroxialcanoatos como a associacdo entre Procter & Gamble, Kaneka Corporation,
Universidade de Tsinga na China e o Instituto Riken do Japdo, criando a marca NodaxTM,
que desenvolve polimeros de PHB e PHB-HHx. No Japdo, a Kaneka Corporation retomou a
producdo de polimeros sob a marca Kaneka PHB-HHx em 2010 e a Mitsubishi Gas Chemical
efetua a producéo de PHB a partir de metanol (BioGreenTM) (DE PAULA, 2012; CHODAK,
2008).

No Brasil, a PHB Industrial S.A., criada em 1995, a qual é responsavel pela marca
“Biocycle”, produz em escala industrial o homopolimero polihidroxibutirato (PHB) bem
como seu copolimero P(3HB)-co-3HV para aplicacbes na area de injecdo, extrusdo e
poliuretanas (CARDOSO, 2017). Nesta empresa, 0 P(3HB) é produzido com sacarose como
fonte de carbono utilizando a bactéria Cupriavidus necator. A PHB Industrial S.A. esta
alocada na cidade de Serrana, em uma planta piloto, no interior do Estado de Sdo Paulo. No
entanto, ha ainda de ser superado o desafio da reducdo de precos de mercado de PHAs para

serem competitivos com polimeros de origem petroquimica.

A maioria das empresas produtoras de polimeros biodegradaveis ndo ultrapassa a
producdo entre 1.000 e 20.000 ton/ano, enquanto os produtores de plasticos de origem
petroquimica atingem uma média de 300.000 ton/ano apenas na producdo de polietileno.
Entre os produtores de PHAs, a empresa Telles destacam-se pela utilizacdo de xaropes de
acucares do milho na obtencéo de resinas de PHA, comercializada sob a marca MirelTM e a
indUstria brasileira PHB Industrial S.A., ambas atingindo producdes de 50.000 ton/ano (DE
PAULA, 2012; BIOCYCLE, 2016).

Uma alternativa é o uso de matérias-primas baratas e abundantes, as quais vem sendo
extensivamente estudadas. Estas sdo provenientes de subprodutos agroindustriais, como 0
melaco de cana-de-acucar e de beterraba, bagaco de cana-de-agUcar, vinhaga; subprodutos
industriais; gorduras e 6leos vegetais ou residuais; matérias-primas lignocelulésicas; materiais
agricolas e domésticos; glicerol; metanol agucares e aguas residuais (ANJUM et al, 2016). O
melaco de cana-de-acucar da inddstria da biorrefinaria agucareira tem se mostrado um
substrato interessante, uma vez que apresenta alto teor de agucar e carboidratos simples,

principalmente a sacarose, além de glicose e frutose, vitaminas e outros micronutrientes
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adequados para aplicagdo como fontes de carbono e crescimento celular bacteriano (RAZA,
2018). Desse modo, tornam-se relevantes mais estudos com esta fonte de carbono para a

otimizacdo da producdo de biopolimeros.

A linhagem B. mimosarum MA18 foi isolada para a producdo de P(3HB) a partir de
glicerol de biodiesel (DE PAULA, 2012), mostrando resultados promissores, sendo também
avaliado, em testes preliminares, seu potencial na sintese deste biopolimero a partir de outros
subprodutos, entre eles, sendo verificada a producéo de P(3HB) a partir de melago. Esta fonte
de carbono foi diretamente convertida em biopolimero, sem qualquer pré-tratamento, como o
clareamento para a diminui¢do do teor de impurezas, ou hidrolise &cida para conversdo da
sacarose em glicose e frutose, sendo estes Gltimos mais facilmente assimilados pela maioria
dos micro-organismos produtores de PHAs (DE PAULA, 2012). Dessa forma, uma vez que
experimentos de otimizacdo ndo foram realizados com esta espécie bacteriana, utilizando esta
fonte de carbono, este trabalho tem o objetivo de avaliar diferentes parametros de cultivos na
busca das condi¢bes 6timas de producdo de P(3HB) por B. mimosarum, utilizando melago de

cana-de-acucar como fonte de carbono.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Avaliacdo da producdo de P(3HB) a partir de melaco de cana-de-agucar por

Burkholderia mimosarum MA18.
2.2.0Dbjetivos especificos

o Avaliagdo da produgdo de P(3HB) por B. mimosarum a partir de melago de cana-
de-acucar, em diferentes temperaturas, concentracdes de fonte de carbono, fontes de
nitrogénio e sais.

e Realizacdo de experimentos de cinética da producdo de P(3HB) para os melhores

parametros de cultivo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Meios de cultivo

Na preparagdo de pré-indculos e manutencdo de culturas estoque foi utilizado o meio
Caldo Lisogénico (CL). Para a producdo de P(3HB) foi utilizado o Meio Mineral (MM)
(RAMSAY et al., 1990).

3.1.1. Caldo lisogénico (CL)

Extrato de levedura..........ccoceevviveeecicciiiee e 5,009/L
THIPIONA. ... 10,0 g/L
NACH ..o 5,009/L

Para obtencao de meio de cultivo sélido foi acrescentado 15-20 g/L de agar.

3.1.2. Meio Mineral (MM)

NAZHPO 4. ..o 350/L
KH2PO 4 it 159/l
MOSO4. 7TH20 ... 0,2 g/L
CaCl2.2H20. .. i 0,01 g/L
Citrato férrico amoniacal..............c.ccccoeveviiieieennnne 0,06 g/L
Solucdo de elementos tragos..........cccecvveveerieseerieenene 1mL
Solugéo de elementos tragos:

H3BO3 . 0,30 g/L
COCI2.6H20 .o 0,20 g/L
ZNSO4TH20 ..o 0,10 g/L
MNCl2.4H20 ..o 0,03 g/L
NaMO0O4.2H20 ....cooiiiiiiiceceese e 0,03 g/L
NICI2.6H20 ..o 0,02 g/L
CUSO4EH0 ..o 0,01 g/L

Ao Meio Mineral foram adicionadas diferentes concentraces da fonte de carbono,
melago de cana-de-agUcar; diferentes concentracGes das fontes de nitrogénio, (NH;)2SOy,
extrato de levedura, NaNO3; e NH,4CI; e diferentes concentrac6es dos sais K,SO4 e NaCl, a fim

de se obterem as melhores condicdes de cultivo.
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3.2. Esterilizagdo
Todos os meios de cultivo e solugbes utilizadas foram esterilizados em autoclave

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

3.3. Micro-organismo

Utilizou-se a linhagem Burkholderia mimosarum MA18, isolada de solo de Mata
Atlantica (DE PAULA, 2012). Preservou-se a linhagem bacteriana 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).

3.4. Cultivos de micro-organismos

Os cultivos bacterianos foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL
de MM, para avaliar a producdo de P(3HB) a partir de melaco de cana-de-aclcar em
diferentes pardmetros de cultivo. O melago de cana-de-agucar foi obtido junto a Usina Séo
Domingos S.A. (Catanduva-SP). A linhagem B. mimosarum MA18 foi estriada a partir de
cultura estoque, em meio CL solido, durante 48 h a 34 °C. Colénias isoladas foram
transferidas para 50 mL de CL, sendo incubado em shaker durante 24 h, a 34 °C e 150 rpm.
Padronizando-se o inoculo, um volume de 5 mL deste cultivo foi transferido para inocular 50
mL de Meio Mineral. Em um primeiro momento, nas etapas de otimizacdo da producdo de
P(3HB), analisou-se a producdo de polimero em diferentes concentra¢des de fonte de carbono
(10, 20, 30, 40 e 50 g/L); diferentes concentracOes de fontes de nitrogénio (NH4),SO,, extrato
de levedura, NaNO3; e NH,CI (1, 2 e 3 g/L); diferentes concentracgdes de sais, K,SO,4 e NaCl
(5, 10, 15, 20 e 25 g/L) e diferentes temperaturas (27, 30, 34, 37 e 40 °C). Todos o0s
experimentos foram realizados em replicatas em frascos agitados com meio de cultivo a pH
7,0. Os experimentos visando avaliar a producao de P(3HB) com diferentes concentracdes da
fonte de carbono, o0 melago de cana-de-agucar, foram realizados em Meio Mineral contendo
20/L de (NH4)2SQOy4, a 34 °C e 150 rpm. Os experimentos com diferentes concentraces dos
sais, K,SO4 e NaCl foram realizados em Meio Mineral contendo 20 g/L de melago, 2g/L de
(NH4)2S0O,4, a 34 °C e 150 rpm. Os experimentos com variacdo de concentracdes das fontes de

nitrogénio (NH,),SO, extrato de levedura, NaNO3z; e NH,ClI foram realizados contendo 20 g/L
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de melago, a 34 °C e 150 rpm. Finalmente, os experimentos visando avaliar a producdo de
P(3HB) sob diferentes temperaturas foram realizados contendo 20 g/L de melago e 2g/L de
(NH;)2SO,4, a 150 rpm. As amostras dos cultivos foram processadas apds 72 h para analise de
Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producdo de polimero em valores de P(3HB) (g/L) e
valores de polimero expressos em porcentagem de biomassa [P(3HB)%]. Além disso, foi
analisado o consumo de agUcares totais (g/L) provenientes da fonte de carbono.

Em um segundo momento, foram realizados dois experimentos de cinética de
producdo de P(3HB) a partir de melaco de cana-de-acUcar utilizando-se a linhagem B.
mimosarum MA18 com os melhores parametros analisados na etapa anterior. Para ambos 0s
experimentos mantiveram-se os procedimentos de preparacdo de 5 mL de in6culo a serem
adicionados a 50 mL Meio Mineral em Erlenmeyers de 250 mL descritos neste item (3.4). No
primeiro experimento foi avaliada a cinética de producdo de P(3HB) utilizando-se 20 g/L de
melaco e 2 g/L de (NH4)2,SO4 em 50 mL de Meio Mineral, a 34 °C e 150 rpm, durante 144h.
No segundo experimento, a cinética de producdo do biopolimero foi analisada a partir de 20
g/L de melago como fonte de carbono, 2 g/L de (NH,4).SO,4como fonte de nitrogénio e 10 g/L
de K,SO4 como sal, a 34 °C e 150 rpm, durante 144h. Ambos os cultivos foram realizados em
replicatas, a pH 7,0, sendo retiradas amostras de 40 mL nos tempos 0, 24, 48, 72, 96, 120 e
144 h para centrifugacdo e posterior analise de MSC e biomassa residual (Xg), além de
consumo de agucares totais provenientes do melaco de cana-de aglcar e producdo de P(3HB)

em cada cultivo.

3.5.Determinagéo de Biomassa

A determinacdo da concentracdo de biomassa foi realizada por gravimetria, através de
pesagem da massa seca celular obtida (MSC). Os precipitados (“pellets”) obtidos de amostras
centrifugadas foram submetidos a pesagem apos processo de liofilizacdo. A biomassa residual
(XRr) (g/L) foi obtida atraves da diferenca entre os valores de MSC (g/L) e producdo de

polimero P(3HB) (g/L) obtidos nos cultivos realizados.
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3.6. Determinacao de fonte de carbono

A fonte de carbono foi determinada pelas concentracGes de agUcares totais que possuli,
as quais foram obtidas através da soma das concentragcdes de sacarose, glicose e frutose, 0s
principais acUcares que compde o melago de cana-de-agUcar. Embora a sacarose seja o
principal aglcar presente nesta fonte de carbono, glicose e frutose também foram
considerados entre os agUcares totais, uma vez gque estdo presentes em menores fragdes neste
insumo. Além disso, ha a possibilidade de glicose e frutose serem produtos da hidrolise
microbiana durante os cultivos, através da acdo de invertases sobre a sacarose, sendo
assimilados como produtos desta reacdo. As determinagdes de glicose, frutose e sacarose
foram realizadas a partir de cromatografia liquida de alta eficiéncia, em inglés, “High
Performance Liquid Chromatography” (HPLC), utilizando-se o cromatégrafo Prominence
UFLC (Shimadzu®, Japéo), acoplado aos detectores ultravioleta (SPD- 20A UV/Vis®) e
indice de refracéo (RID-10A®), equipado com a coluna Rezex RCM — Monossacarideo Ca?*
(8%) (300 x 7,8 mm) (Phenomenex®, EUA). As condicbes de analise foram: volume de
injecdo: 20uL; temperatura da coluna (forno): 65°C; e eluente: agua ultrapura a uma vazdo de
0,6 mL/min. Para cada experimento foi analisado o indice de refracdo. Para cada experimento,
0 Consumo de Acucares Totais (g/L) foi calculado pela diferenca entre a quantidade inicial de

acucares totais e a quantidade final desses agucares apos o final dos cultivos.

3.7.Determinacéo de PHAs

A quantificacdo e composicdo do polimero P(3HB) foi determinada, a partir de
cromatografia gasosa de metil-ésteres (BRANDL et al., 1988; TIMM & STEINBUCHEL,
1992; HUJBERTS et al., 1994). Entre 5 - 10 mg de células liofilizadas foram submetidas a
reagdo de metandlise em tubos Pyrex® com sistema de vedagdo de Teflon® (Pyrex, EUA),
através da adicdo de 2 mL cloroférmio e 2 mL de metanol acidificado com H,SO4 15% (85:15
v/v). A reacdo 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 separagdo das fases aquosa
(superior) e organica (inferior), a primeira foi descartada, utilizando, entdo, a fase organica
para a analise de metil-ésteres. Para analise das amostras, um volume de 1 pL da fase

organica foi analisado apos o fracionamento de amostra (“split” 1:20) em cromatografo
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gasoso acoplado a um espectrometro de massas GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu®, Jap&o),
equipado com a coluna Rtx®-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). As temperaturas do injetor e
da interface foram 250 e 280°C, respectivamente, utilizando-se hélio como gas de arraste a
0,8 mL/min. As analises foram conduzidas empregando-se o0 seguinte programa de
temperaturas do forno: 100°C, por 3 minutos, elevando-se a temperatura até 210°C a uma
razdo de 8°C/min, e mantendo-se a 210°C, por 15 minutos. Foi utilizado o padrédo P(3HB-co-
3HV) (Sigma-Aldrich®) para a geracdo de curvas de calibracdo. Além disso, foi calculado o
rendimento, Ypaneyatc (0/9), de cada experimento, a fim de se verificar a conversdo de
substrato consumido (agUcares totais provenientes do melago) em produto [P(3HB)], através
da razdo entre a quantidade de P(3HB) (g/L) produzido e a quantidade de acUcares totais

consumidos (ATC) (g/L) em cada experimento.

3.8.Analises Estatisticas

Foram calculados as médias e desvios padrdo dos resultados obtidos. Os valores
obtidos de P(3HB) (g/L) e rendimento de producéo YpaHeyatc (9/9) tanto dos experimentos
de otimizacdo de producdo como dos de cinética de producdo foram analisados
estatisticamente por meio de Andlise de Variancia (ANOVA) de fator Gnico a fim de
identificar a significancia estatistica de cada parametro estudado. Foi admitido o nivel de
significancia (o) igual a 5 % ou 0,05. Para a analise dos dados dos cultivos foram formuladas
duas hipdteses. A Hipotese de nulidade (Ho) admite que os dados ndo apresentam diferenca
significativa entre si, de acordo com o parametro analisado e, portanto, ha, estatisticamente,
uma igualdade entre os dados. Esta hipotese é valida se valor de p > a, isto é, se p>0,05. A
Hipdtese Alternativa (H;) admite que ha pelo menos uma diferenca significativa entre o
grupos de dados de acordo com o parametro analisado. Esta hipotese é valida se valor de p <

a, isto €, se p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Etapas de otimizacédo: Avaliagdo da producédo de P(3HB) a partir de cultivos com
diferentes concentracdes de fonte de carbono, de fontes de nitrogénio, sais e

temperaturas, por Burkholderia mimosarum MA18

4.1.1. Avaliagdo da producdo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentracdes de fonte de carbono, melaco de cana-de-agUcar, por Burkholderia

mimosarum MA18

Os experimentos foram conduzidos utilizando melago de cana-de-agUcar, proveniente
da Usina S&o Domingos S.A. (Catanduva-SP), como fonte de carbono nas concentragdes de
10, 20, 30, 40 e 50 ¢/L, a 34 °C e 150 rpm, durante 72 h. Os meios de cultivo seguiram as
especificacbes do item 3.4. deste trabalho, contendo, ainda, 2 g/L de (NH,4),SO4 como fonte
de nitrogénio. Os resultados obtidos a partir dos experimentos podem ser observados na
Tabela 1. O cultivo conduzido na concentracdo de 30 g/L de melagco apresentou maior
producdo de P(3HB) (g/L), sendo obtidos 2,00+£0,12 g/L de P(3HB). No entanto, observou-se
um maior consumo de agucares nessa concentracdo, obtendo-se rendimento de 0,10+0,00
(9/g). Os maiores valores de acimulo intracelular de polimero em porcentagem de biomassa
de 36,91+8,55 % e melhor rendimento de produto em relagdo ao substrato Ypaneyatc =
0,15+0,05 (g/g), foram obtidos na concentracdo de 10 g/L de melaco.

Nos cultivos realizados utilizando a variacdo de concentracdo de fonte de carbono
pode ser observado o aumento da biomassa de B. mimosarum MA18 com valores de MSC
que variam de 3,09+0,23 g/L em 10 g/L de melaco a 6,48+0,11 g/L em 50 g/L de melago, a
medida que a disponibilidade de fonte de carbono aumenta. Entretanto, o consumo dos
acucares totais presentes na fonte de carbono parece ser direcionado ao crescimento da
linhagem (Xgr) em concentracBes de melago acima de 30 g/L em detrimento do acimulo de
polimero (Figuras 1, 2, 3 e 4).

De acordo com a Andlise de Variancia (ANOVA), o modo como os valores de
producdo de P(3HB) se comportam de acordo com cada concentracdo de fonte de carbono
pode ser demonstrado. Na tabela 2 pode ser verificado que os valores de producdo de
polimero diferiram significativamente entre si, de acordo com a concentracdo de fonte de

carbono utilizada em cada cultivo, sendo obtidos resultados de p-valor > 0,05. No entanto,
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ndo houve diferenca significativa entre os valores obtidos de rendimento de producéo
(p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 1 - Producdo de P(3HB) a partir de melaco de cana-de-aclcar em Meio Mineral em diferentes
concentrages de melago de cana-de-agucar (10, 20, 30, 40 e 50 g/L), contendo 2 g/L de (NH4),SO4 a 34 °Ce
150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18 durante 72 h.

Melago AcUcares  AcUcares MSC P(3HB) P(3HB) Xr Y p@HB)yATC

(g/L) Totais Totais (g/L) % (g/L) (g/L) (0/9)
(g/L) Residuais
(9/L)

10,00 7,45+0,00  0,00£0,00 3,09+0,23 36,91+8,55 1,15+0,35  1,94+0,12 0,15%0,05
20,00 14,90+0,00 0,00+0,00 4,94+0,19 32,08+0,19 1,58+0,05  3,35+0,14 0,11+0,00
30,00 22,35+0,00 1,87+0,29 6,01+0,23 33,23+0,75 2,00+0,12  4,01+0,11 0,10+0,00
40,00 29,80+0,00 564+1,02 6,25+0,00 29,77+192 1.860,12  4,39:0,12 0,080,00
50,00 37,25+0,00 10,36+3,79 6,48+0,11 28,93+0,70 1.87+0,01  4,60+0,12 0,07+0,01

Tabela 2 - Andlise de variancia (ANOVA) para a producdo de P(3HB) (g/L) a partir de melago de cana-de-
acucar em diferentes concentragdes dessa fonte de carbono por Burkholderia mimosarum MA18 ap6s 72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variagéo quadrados liberdade médio
Regressao 0,922813 4 0,230703 7,504989 5,192167  0,024209
Residuos 0,153700 5 0,030739

Total 1,076513 9

Tabela 3 - Anélise de variancia (ANOVA) para o rendimento de producéo (g/g) de P(3HB) a partir de melago de
cana-de-agUcar em diferentes concentragdes dessa fonte de carbono por Burkholderia mimosarum MA18 apés 72
h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacdo  quadrados liberdade médio

Regressao 0,008787 4 0,002196 4,700489 5,192167 0,060166
Residuos 0,002336 5 0,000467

Total 0,011123 9
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Figura 1 - Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producdo de P(3HB) (g/L) em diferentes concentracdes de melago
de cana-de-agucar (10, 20, 30, 40 e 50 g/L) em Meio Mineral, contendo 2 g/L de (NH,4),SO, a 34 °C e 150 rpm,
por Burkholderia mimosarum MA18, durante 72 h de cultivo.
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Figura 2 - Aglcares Totais Residuais (ATR) (g/L,) provenientes de melago de cana-de-aglcar, os quais incluem
glicose, frutose e sacarose. Cultivos realizados em diferentes concentracdes de melago de (10, 20, 30, 40 e 50
g/L) em Meio Mineral, contendo 2 g/L de (NH,4),SO, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18,
durante 72 h.
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Figura 3 - Actmulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [P(3HB)%] a partir de
melaco de cana-de-aclcar em Meio Mineral em diferentes concentragdes de melago de cana-de-agtcar (10, 20,
30, 40 e 50 g/L), contendo 2 g/L de (NH,),SO, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18 apos 72

h de cultivo.
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Figura 4 — Rendimento de produgdo de P(3HB) em razéo dos aglcares totais consumidos (ATC), Ypgnsyatc
(9/9), obtido em cultivos com diferentes concentra¢@es de melago de (10, 20, 30, 40 e 50 g/L) em Meio Mineral,

contendo 2 g/L de (NH,),SO4a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 72 h.
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4.1.2. Avaliagdo da producdo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentracdes de sulfato de amonio (NH4)2SO4, por Burkholderia mimosarum MA18

Os cultivos de B. mimosarum MA18 em meio mineral com diferentes concentracfes
de (NH4)2S04 (1, 2, 3 g/L), a 34 °C e 150 rpm, foram realizados para a anélise da influéncia
desta fonte de nitrogénio na producdo do polimero. Nestes experimentos foram adicionados
20 g/L de melaco de cana-de-actcar, como fonte de carbono, nas condi¢Ges descritas no item
3.4. deste trabalho. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 4. Todos os
cultivos deste pardmetro apresentaram resultados satisfatorios quanto a quantidade de MSC e
0 consumo de aglcares provenientes do melaco, sendo apresentados valores com pouca
variacdo (Figuras 5 e 6).

O melhor resultado de acumulo intracelular de polimero é observado no cultivo com
concentracdo de 1 g/L de (NH,),SO,, apresentando o valor de 34,20+0,91 % da MSC. Tal
resultado possivelmente estd relacionado a uma maior limitacdo da fonte de nitrogénio,
necessaria a varias linhagens bacterianas produtoras de PHAs. Portanto, enquanto algumas
espécies bacterianas apresentam producdo associada ao crescimento, B. mimosarum MA18
parece necessitar de concentracfes limitantes de (NH,;),SO,4. Neste cultivo nota-se um menor
crescimento celular (Xg). A partir da concentracdo de 2 g/L nota-se uma diminuicdo em
valores de acumulo de polimero e um aumento dos valores de biomassa residual (Xg),
levando a um direcionamento de uma maior quantidade da fonte de carbono para o
crescimento celular.

A partir do célculo das ANOVAs é possivel verificar que estatisticamente ha
igualdade entre os valores de producédo de P(3HB) e rendimento de producdo nos cultivos
realizados, estando expostos valores de p>0,05 (Tabelas 5 e 6). Isso pode ser observado nas
andlises dos cultivos de 1 e 2 g/L de sulfato de aménio. O cultivo com concentragdo de 2 g/L
de sulfato de aménio, o qual possui 0 maior valor de producdo de polimero em g/L, apresenta
1,58+0,05 g/L de P(3HB). Isso permite com que ambos os cultivos com 1 e 2 g/L de
(NH4)2SO,4 apresentem o mesmo valor de rendimento produto/substrato de producdo de

polimero, sendo este de 0,11+0,00 g/g (Figuras 7 e 8).
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Tabela 4 - Produgdo de P(3HB) a partir de melagco de cana-de-aglcar em Meio Mineral em diferentes
concentragdes de (NH,),SO4 (1, 2, 3 g/L), contendo 20 g/L de melago de cana-de-agUcar, a 34 °C e 150 rpm, por
Burkholderia mimosarum MA18, durante 72 h.

(NH,),SO,  Acucares AcUcares MSC P(3HB) P(3HB) Xr Y p@HB)ATC
(g/L) Totais Totais (g/L) % (g/L) (g/L) (9/9)
(g/L) Residuais
(9/L)
1,00 14,9+0,00 0,35+0,07 4,58+0,14 34,20+0,91 1,56+0,01 3,01+0,13 0,11+0,00
2,00 14,9+0,00 0,00+0,00 4,94+0,19 32,08+0,19 1,58+0,05 3,35+0,14 0,11+0,00
3,00 14,9+0,00 0,11+0,15 5,10+0,07 25,75+3,10 1,31+0,18 3,79+40,11 0,09+0,01

Tabela 5 - Anélise de variancia (ANOVA) para a producdo de P(3HB) (g/L) a partir de mela¢o de cana-de-
acucar em diferentes concentracdes de sulfato de aménio por Burkholderia mimosarum MA18 apés 72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacdo  quadrados liberdade médio
Regressao 0,090186 2 0,230703 3,997019 9,552094  0,142543
Residuos 0,033845 3 0,030739

Total 0,124032 5

Tabela 6 - Andlise de variancia (ANOVA) para o rendimento de producdo (g/g) de P(3HB) a partir de melaco de
cana-de-aglcar em diferentes concentracfes de sulfato de amdnio por Burkholderia mimosarum MA18 apds 72

h.
Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variagéo quadrados liberdade médio
Regressao 0,000437 2 0,002196 4,920107 9,552094  0,112933
Residuos 0,000133 3 0,000467
Total 0,000571 5
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Figura 5 - Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producdo de P(3HB) (g/L) em diferentes concentracfes de
(NH,4)2S04 (1, 2, 3 g/L) em Meio Mineral, contendo 20 g/L de melaco de cana-de-agucar, a 34 °C e 150 rpm, por

Burkholderia mimosarum MA18 apds 72 h de cultivo.
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Figura 6 - Acucares Totais Residuais (ATR) (g/L,) provenientes de melago de cana-de-agUcar , 0s quais incluem
glicose, frutose e sacarose. Cultivos realizados em diferentes concentragfes de (NH4),SO, (1, 2, 3 g/L) em Meio
Mineral, contendo 20 g/L de melaco de cana-de-agucar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum

MA18, durante 72 h.
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Figura 7 - Actmulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [P(3HB)%] a partir de
melago de cana-de-agticar em Meio Mineral em diferentes concentragdes de (NH4),SO, (1, 2, 3 g/L), contendo
20 g/L de melago de cana-de-agUcar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18 ap6s 72 h de

cultivo.
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Figura 8 - Rendimento de produgdo de P(3HB) em razéo dos acucares totais consumidos (ATC), Yp@ugyatc
(9/g), obtido em cultivos com diferentes concentragtes de (NH,4),SO, (1, 2, 3 g/L) em Meio Mineral, contendo
20 g/L de melaco de cana-de-acUcar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 72 h.

4.1.3. Avaliagdo de producdo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes

concentracdes de extrato de levedura, por Burkholderia mimosarum MA18

A avaliagdo do extrato de levedura como fonte de nitrogénio para B. mimosarum
MA18 nas concentragdes de 1, 2 e 3 g/L ocorreu de acordo com as especificacdes do item 3.4.
deste estudo, em cultivos contendo 20 g/L de melaco de cana-de-agUcar, a 34 °C e 150 rpm.
A Tabela 7 expde os resultados obtidos durante os experimentos.

A MSC e o consumo de acUcares totais do melaco aumentam a medida em que ha
aumento das concentracdes de extrato de levedura nos experimentos (Figuras 9 e 10). A maior
disponibilidade de fonte de carbono leva a um maior acimulo intracelular de P(3HB) e maior
produgdo de P(3HB), atingindo-se os valores de 32,44+0,00 % da MSC e 1,31+0,00 g/L,
respectivamente, na concentracdo de 3 g/L de extrato de levedura. As concentracdes de 2 e 3
o/L de extrato de levedura apresentam valores aproximados de rendimento dentre os cultivos
realizados, obtendo-se rendimento de 0,09+0,01 g/g (Figuras 11 e 12). Como mostrado nas
tabelas 8 e 9, os resultados de produgdo de polimero e rendimento diferiram

significativamente (p<0,05) para cada concentracdo de extrato de levedura utilizada.
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Tabela 7 - Producdo de P(3HB) a partir de melagco de cana-de-aglcar em Meio Mineral em diferentes
concentragdes de Extrato de levedura (1, 2, 3 g/L), adicionando 20 g/L de melago de cana-de-agUcar, a 34 °C e
150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18 durante 72 h.

Extrato Acucares Acucares MSC P(3HB) P(3HB) XRr Y p(3HBYATR
de Totais Totais (g/L) % (g/L) (g/L) (9/9)
levedura (o/L) Residuais
(9/L) (9/L)
1,00 14,9+0,00 2,29+0,79 2,76£0,19 19,87+0,00 0,55+0,04 2,21+0,16 0,04+0,00
2,00 14,9+0,00 3,06+1,81 3,61+0,19 27,71+£0,17 1,00+0,06 2,61+0,13 0,09+0,01
3,00 14,9+0,00 0,70+0,99 4,05+0,00 32,44+0,00 1,31+0,00 2,74+0,00 0,09+0,01

Tabela 8 - Andlise de Variancia (ANOVA) para a produgdo de P(3HB) (g/L) a partir de melaco de cana-de-
acucar em diferentes concentracdes de extrato de levedura por Burkholderia mimosarum MA18 ap6s 72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variagéo quadrados liberdade médio
Regressao 0,591355 2 0,295677  174,06685 9,552094 0,0007897
Residuos 0,005096 3 0,001699

Total 0,596451 5

Tabela 9 - Andlise de Variancia (ANOVA) para o rendimento de produc¢do (g/g) de P(3HB) a partir de melago
de cana-de-agUcar em diferentes concentracdes de extrato de levedura por Burkholderia mimosarum MA18 ap6s

72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F Fc p-valor
variagéo quadrados liberdade médio
Regressao 0,002811 2 0,00140567  40,230204 9,552094 0,006814
Residuos 0,000105 3 3,49407E05

Total 0,002916 5
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Figura 9 - Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e produgdo de P3HB (g/L) em diferentes concentraces de Extrato
de levedura (1, 2, 3 g/L) em Meio Mineral, adicionando 20 g/L de melago de cana-de-agUcar, a 34 °C e 150 rpm,
por Burkholderia mimosarum MA18, durante 72 h de cultivo.
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Figura 10 - Acucares Totais Residuais (ATR) (g/L,) provenientes de melago de cana-de-agUcar , 0s quais
incluem glicose, frutose e sacarose. Cultivos realizados em diferentes concentra¢@es de Extrato de levedura (1, 2,
3 g/L) em Meio Mineral, adicionando 20 g/L de melaco de cana-de-agUcar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia
mimosarum MA18, durante 72 h.
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Figura 11 - Actmulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [P(3HB)%] a partir de
melaco de cana-de-agUcar em Meio Mineral em diferentes concentragdes de Extrato de levedura (1, 2, 3 g/L),
adicionando 20 g/L de melaco de cana-de-agucar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18 ap6s

72 h de cultivo.
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Figura 12 - Rendimento de producéo de P(3HB) em razéo dos aglcares totais consumidos (ATC), Ypgnsyatc
(9/9), obtido em cultivos com diferentes concentracfes de Extrato de levedura (1, 2, 3 g/L) em Meio Mineral,
adicionando 20 g/L de melago de cana-de-agucar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18

durante 72 h.
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4.14. Avaliagdo de producdo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentracdes de nitrato de sédio (NaNOg), por Burkholderia mimosarum MA18

A avaliacdo de nitrato de sodio nas concentracdes de 1, 2 e 3 g/L como fonte de
nitrogénio para a linhagem B. mimosarum MA18 ocorreu em meios de cultivo contendo 20
g/L de melaco de cana-de-agucar, a 34 °C e 150 rpm, segundo as especifica¢Bes do item 3.4.
deste estudo. A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos durante os experimentos. Nota-se
que os valores de MSC destes cultivos estdo entre os mais baixos dentre os diferentes
pardmetros testados nesse estudo, sendo o maior valor de MSC o de 3,33+0,07 g/L na
concentracdo de 2 g/L de NaNOs3. Todavia, menores concentragdes de nitrato de sodio aliadas
ao alto consumo de agUcares totais provenientes do melaco levaram a um maior acumulo de
polimero e crescimento celular, com valores aproximados de producdo e rendimento nas
concentracOes de 1 e 2 g/L de NaNOs . O melhor acimulo de P(3HB) é de 30,78+2,71 % de
MSC e o melhor rendimento € de 0,07+0,01 g/g, ambos provenientes de cultivos com a menor
concentracdo do parametro, isto é, 1 g/L de NaNO; (Figuras 13, 14, 15 e 16).
Estatisticamente, por meio de ANOVA, demonstrou-se que os resultados de producdo de
polimero e rendimento ndo sdo significativamente diferentes entre si (p>0,05) (Tabelas 11 e
12).

Tabela 10 - Producdo de P(3HB) a partir de melago de cana-de-aglcar em Meio Mineral contendo diferentes
concentragdes de NaNOj; (1, 2, 3 g/L), adicionando 20 g/L de melago de cana-de-aglcar, a 34 °C e 150 rpm,
por Burkholderia mimosarum MA18 durante 72 h.

NaNO; Aclcares Aculcares MSC P(3HB) P(3HB) XRr Y p@HB)ATC
(9/L) Totais Totais (a/L) % (o/L) (/L) (9/9)
(g/L) Residuais
(g/L)

1,00 14,9+0,00 1,41+0,54
2,00 14,9+0,00 0,23+0,33
3,00 14,9+0,00 0,00+0,00

2,96+0,05 30,78+2,71
3,33+0,07 27,44+5,56
2,68+0,04 16,43+2,05

0,91+0,10 2,05+0,04 0,07+0,01
0,91+0,20 2,41+0,13 0,06+0,02
0,44+0,05 2,24+0,08 0,03+0,00

Tabela 11 - Anélise de variancia (ANOVA) para a producdo de P(3HB) (g/L) a partir de melago de cana-de-
acucar em diferentes concentracdes de nitrato de sédio por Burkholderia mimosarum MA18 ap6s 72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacéo quadrados liberdade médio
Regressao 0,299934 2 0,149967 8,407249 9,552094 0,058912
Residuos 0,053513 3 0,017838

Total 0,353448 5
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Tabela 12 - Analise de variancia (ANOVA) para o rendimento de producéo (g/g) de P(3HB) a partir de melaco
de cana-de-aglcar em diferentes concentrac@es de nitrato de sédio por Burkholderia mimosarum MA18 ap6s 72
h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F Fc p-valor
variacéo quadrados liberdade médio
Regressao 0,001727 2 0,000863 7,535646  9,552094  0,067639
Residuos 0,000344 3 0,000115

Total 0,002070 5
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Figura 13 - Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producéo de P(3HB) (g/L) em diferentes concentragdes NaNO;
(1, 2, 3 g/L) em Meio Mineral, contendo 20 g/L de melaco de cana-de-aglcar, a 34 °C e 150 rpm, por
Burkholderia mimosarum MA18, durante 72 h de cultivo.
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Figura 14 - Acucares Totais Residuais (ATR) (g/L,) provenientes de melagco de cana-de-aclcar, os quais
incluem glicose, frutose e sacarose. Cultivos em diferentes concentragdes de NaNO; (1, 2, 3 g/L) em Meio
Mineral, contendo 20 g/L de melaco de cana-de-acUcar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum
MA18, durante 72 h.
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Figura 15 - Actmulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [P(3HB)%] a partir de
melago de cana-de-aglicar em Meio Mineral em diferentes concentragcdes de NaNO; (1, 2, 3 g/L), 20 g/L de

melaco de cana-de-agUcar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MAL18 apés 72 h de cultivo.
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Figura 16 - Rendimento de producéo de P(3HB) em razéo dos aglcares totais consumidos (ATC), Ypnsyatr
(9/9), obtido em cultivos com diferentes concentracdes de NaNO; (1, 2, 3 g/L) em Meio Minral, contendo 20

g/L de melaco de cana-de-acglcar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18 durante 72 h.
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4.15. Avaliagdo de producdo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentracodes de cloreto de aménio (NH4CI) por Burkholderia mimosarum MA18

Os experimentos de cultivo de B. mimosarum MA18 com diferentes concentracdes de

cloreto de amonio (1, 2 e 3 g/L) foram conduzidos como descrito no item 3.4. desse trabalho,
adicionando 20 g/L de melaco de cana-de-agucar, @ 34 °C e 150 rpm. Os resultados podem

ser observados na Tabela 13. O cultivo com concentracdo de 2 g/L de NH,CI apresenta maior
Massa Seca Celular com 4,95+0,07 g/L. Sdo observados, ainda, consumos iguais dos acgtcares
totais. Porém, a média de acimulo intracelular de polimero é pouco afetada pelas diferentes
concentracdes da fonte de nitrogénio avaliada. Pela andlise estatistica dos resultados de
producdo de P(3HB) e rendimento ndo houve diferenca significativa entre os dados (p>0,05)
(Tabelas 14 e 15). A maior producdo de polimero e maior rendimento foram verificados no
cultivo com concentracdo de 2 g/L de NH4CI, obtendo-se valores de 1,21+0,07 g/L e
0,08+0,00 g/g, respectivamente (Figuras 17, 18, 19 e 20).

Tabela 13 - Produgdo de P(3HB) a partir de melaco de cana-de-aglcar em Meio Mineral em diferentes
concentracdes de NH,CI (1, 2, 3 g/L), adicionando 20 g/L de melago de cana-de-aclcar, a 34 °C e 150 rpm, por
Burkholderia mimosarum MA18 durante 72 h.

NH,Cl Acucares Aclcares MSC P(3HB) P(3HB) XRr Y p@EHB)ATR
(g/L) Totais Totais (g/L) % (g/L) (g/L) (0/9)
(g/L) Residuais
(9/L)

1,00 14,9+0,00 0,00+0,00 3,55+0,11 28,22+1,75 1,00+0,03  2,55+0,14 0,07+0,00
2,00 14,9+0,00 0,00+0,00 4,95+0,07 24,52+1,80 1,21+0,07  3,74+0,14 0,08+0,00
3,00 14,9+0,00 0,00+0,00 3,26+0,12 30,02+2,96 0,98+0,13  2,28+0,01 0,07+0,01

Tabela 14 - Anélise de variancia (ANOVA) para a producdo de P(3HB) (g/L) a partir de melago de cana-de-
acucar em diferentes concentragdes de cloreto de aménio por Burkholderia mimosarum MA18 apés 72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacdo  quadrados liberdade médio

Regressao 0,066040 2 0,033020  4,115524  9,552094  0,138055
Residuos 0,024070 3 0,008023

Total 0,090110 5
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Tabela 15 - Analise de variancia (ANOVA) para o rendimento de producao (g/g) de P(3HB) a partir de melago
de cana-de-aglcar em diferentes concentracGes de cloreto de amoénio por Burkholderia mimosarum MAL18 ap6s
72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variagéo quadrados liberdade médio
Regressao 0,000297 2 0,000149 4,115524 9,552094  0,138054
Residuos 0,000108 3 0,000036

Total 0,000406 5

MSC (g/L) e P(3HB) (g/L)

6,00
5,00
4,00
3,00 -
2,00 -
1,00 - = P(3HB) (g/L)
0,00 -

H MSC (g/L)

1,00 2,00 3,00
NH,Cl (g/L)

Figura 17 - Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producdo de P(3HB) (g/L) em diferentes concentracdes de
NH4CI (1, 2, 3 g/L) em Meio Mineral, adicionando 20 g/L de melago de cana-de-agtcar, a 34 °C e 150 rpm, por
Burkholderia mimosarum MA18, durante 72 h.

Acucares Totais Residuais

(g/L)

1,00
0,50
M Acucares Totais
Residuais (g/L)
0,00
1,00 2,00 3,00
NH,CI (g/L)

Figura 18 - Acucares Totais Residuais (ATR) (g/L,) provenientes de melaco de cana-de-aclcar, os quais
incluem glicose, frutose e sacarose. Cultivos em diferentes concentracdes de NH,CI (1, 2, 3 g/L) em Meio
Mineral, adicionando 20 g/L de melago de cana-de-acucar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum
MA18, durante 72 h.
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40,00
30,00
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1,00 2,00 3,00
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Figura 19 - Actmulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [P(3HB)%] a partir de
melago de cana-de-aclicar em Meio Mineral em diferentes concentragdes de NH4CI (1, 2, 3 g/L), adicionando

20 g/L de melago de cana-de-aglcar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18 apds 72 h de
cultivo.

Yp(3ne)/arc (8/8)

0,10
0,08
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0,00 -

1,00 2,00 3,00
NH,Cl (g/1)

Figura 20 - Rendimento de producéo de P(3HB) em razdo dos agticares totais consumidos (ATC), Yp@ugyatc

(9/g), obtido em cultivos com diferentes concentragdes NH4Cl (1, 2, 3 g/L) em Meio Mineral, adicionando 20
g/L de melaco de cana-de-aglcar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18 durante 72 h.
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4.16. Avaliagdo de producdo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentracdes do sal sulfato de potéssio (K,SOy), por Burkholderia mimosarum MA18

Cultivos com concentracdes de 5, 10, 15, 20 e 25 g/L de K,SO, foram realizados
conforme descrito no item 3.4. deste estudo, adicionando-se 20 g/L de fonte de carbono e 2
o/L de (NH,4),SO4 como fonte de nitrogénio, a 34 °C e 150 rpm. Os resultados obtidos estdo
dispostos na Tabela 16. Observa-se que os cultivos de B. mimosarum MA18 nas concentracdo
de 15 g/L e 10 g/L de K,SO, revelaram os melhores resultados de acumulo intracelular de
polimero e rendimento de producdo. Em cultivo com 15 g/L de K,SO, foram alcangados
valores de 40,56+7,89 % da MSC e 0,13+0,02 g/g, respectivamente. Em cultivo com 10 g/L
de K,SO, foi obtivo acimulo de polimero de 35,68+1,26 % da MSC e rendimento de
0,12+0,01 g/g. Os experimentos de producédo de P(3HB) contendo diferentes concentracdes de
sulfato de potassio apresentam uma diminui¢cdo da MSC, com valores de 5,29+0,12 g/L na
concentracdo de 5 g/L de K,SO,4 variando a 3,85+0,07 g/L de MSC na concentracdo de 25
g/L, havendo, desse modo, uma inibicdo do crescimento celular em concentracdes acima de
20 g/L de K,SOq4 (Figuras 21 e 22). A reducdo de biomassa pode ser associada a um aumento
de estresse osmotico em concentracGes maiores de sulfato de potéssio. Maiores concentraces
deste sal também influenciaram a diminuicdo de acumulo intracelular de polimero em cultivos
com concentracdes acima de 15 g/L de K,SO, (Figuras 23 e 24). Tal fato pode dever-se a
Bomba de Sodio e Potéssio presente na membrana plasmatica da célula, cuja atuacdo pode
reduzir o acimulo do polimero e outros metabolitos na tentativa de retirar sais da célula. O
melhor valor de producéo de polimero, de 1,97+0,33 g/L, obtido na concentracao de 15 g/L de
K,SO, pode estar associado a um possivel aumento de aporte da fonte de carbono, devido a

um aumento de permeabilidade da membrana plasmatica da célula bacteriana.

Tabela 16 - Producdo de P(3HB) a partir de melago de cana-de-aclcar em Meio Mineral contendo diferentes
concentragdes de K,SO, (5, 10, 15, 20 e 25 g/L), adicionando 2 g/L de (NH,4),SO4, 20 g/L de melago de cana-de-
acucar a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18 durante 72 h.

K,S0, Acucar Acucares MSC P(3HB) P(3HB) Xr Y p@HB)yATC
(a/L) Total Totais (9/L) % (9/L) (g/L) (9/9)
Inicial Residuais
(9/L) (9/L)

5,00  14,9+0,00 0,00+0,00 5,29+0,12  31,25%#1,75  1,65+0,05 3,64+0,18 0,11+0,00
10,00  14,9+0,00 0,00+0,00 5,08+0,18  35,68+1,26  1,81+0,13 3,26+0,05 0,12+0,01
15,00 14,9+0,00 0,00+0,00 4,88+0,14  40,56+7,89  1,97+0,33 2,90+0,47 0,13+0,02
20,00 14,9+0,00 0,00+0,00 4,96+0,23  31,17x167  1,54+0,01 3,42+0,24 0,10+0,00
25,00 14,9+0,00 0,26+0,37 3,85+0,07  26,02+2,15  1,00+0,06 2,85+0,14 0,07+0,00
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Através dos dados da ANOVA (Tabelas 17 e 18) pode-se observar que os valores de
producdo de P(3HB) e rendimento de producéo diferem significativamente de acordo com as

concentracdes do sal sulfato de potassio utilizadas, apresentando valores de p<0,05.

Tabela 17 - Andlise de variancia (ANOVA) para a producdo de P(3HB) (g/L) a partir de melago de cana-de-
acucar em diferentes concentragdes do sal sulfato de potassio por Burkholderia mimosarum MAL18 ap6s 72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacéo quadrados liberdade médio
Regressdo 1,095178 4 0,273795 10,493152  5,192167 0,011954
Residuos 0,130463 5 0,026093

Total 1,225642 9

Tabela 18 - Analise de variancia (ANOVA) para o rendimento de producéo (g/g) de P(3HB) a partir de melago
de cana-de-acUcar em diferentes concentraces do sal sulfato de potéssio por Burkholderia mimosarum MA18
apos 72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacdo  quadrados liberdade médio
Regressao 0,004751 4 0,001188 10,305873  9,552094  0,012428
Residuos 0,000576 5 0,000115

Total 0,005327 9

MSC (g/L) e P(3HB) g/L

6,00

5,00 -

4,00 -

3,00 -
H MSC (g/L)

2,00 -
P(3HB) g/L

1,00 -

0,00 -

500 10,00 15,00 20,00 25,00
KSO, (8/L)

Figura 21 - Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producdo de P(3HB) (g/L) em diferentes concentraces de
K,SO; (5, 10, 15, 20 e 25 g/L) em Meio Mineral, contendo 20 g/L de melaco, 2 g/L de (NH,4),SO,4, a 34 °C e 150
rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 72 h.
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Figura 22 - Aclcares Totais Residuais (g/L,) provenientes de melagco de cana-de-aglcar, os quais incluem
glicose, frutose e sacarose. Cultivos em diferentes concentraces de K,SO, (5, 10, 15, 20 e 25 g/L) em Meio
Mineral, contendo 20 g/L de melaco, 2 g/L de (NH,),SO,, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum

MA18, durante 72 h.

60,00

40,00

20,00
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Figura 23 - Actimulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [P(3HB)%] a partir de
melaco de cana-de-aclcar em Meio Mineral em diferentes concentracdes de K,SO, (5, 10, 15, 20 e 25 g/L),
contendo 20 g/L de melago, 2 g/L de (NH,4),SO,4 a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MAL18 apds

72 h de cultivo.

Yp(auey/arc (8/8)

0,20
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Figura 24 - Rendimento de producéo de P(3HB) em razéo dos aglcares totais consumidos (ATC), Ypgnsyatc
(9/g), obtido em cultivos com diferentes concentra¢des de K,SO, (5, 10, 15, 20 e 25 g/L) em Meio Mineral,
contendo 20 g/L de melago, 2 g/L de (NH,),SO,, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18,

durante 72 h.
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4.1.7. Avaliagdo de producdo de P(3HB) a partir de cultivos com diferentes
concentracdes do sal cloreto de sédio (NaCl) por Burkholderia mimosarum MA18

Cultivos de B. mimosarum MA18 em meio mineral contendo concentragdes de 5, 10,
15, 20 e 25 g/L de NaCl foram realizados durante 72 h, a 34 °C e 150 rpm, de acordo com 0
item 3.4. deste estudo, contendo 20 g/L de melago e 2 g/L de (NH4),SO,4. Apds a finalizacdo
dos cultivos, na etapa de quantificacdo de biomassa descrita no item 7.5., nos valores de
concentracdes de 20 e 25 g/L de NaCl ndo foram observados crescimento microbiano. Desse
modo, as mais altas concentraces de NaCl testadas foram deletérias ao crescimento celular
da linhagem. Assim sendo, apenas foram obtidos resultados dos cultivos com as
concentracdes de 5, 10 e 15 g/L de NaCl (Tabela 19 e Figuras 25, 26, 27, 28).

O cultivo de menor concentracdo do sal, 5 g/L de NaCl, obteve o maior valor de
producdo de P(3HB), alcancando 31,07+0,74 % da MSC, além de apresentar o melhor
rendimento, de 0,11+0,00 g/g. Nota-se que a partir da concentracdo de 10 g/L de cloreto de
sodio houve uma inibicdo do acUmulo intracelular de polimero, sendo apresentados o0s
menores valores de porcentagem de polimero em biomassa dentre todos os parametros
avaliados neste estudo. Em cultivos com concentracdo acima de 15 g/L de NaCL, nota-se a
inibicdo do crescimento celular, com uma acentuada reducdo da quantidade de MSC,

possivelmente derivada de estresse osmético.

Tabela 19 - Producdo de P(3HB) a partir de melago de cana-de-agicar em Meio Mineral contendo diferentes
concentragdes de NaCl (5, 10, 15, 20 e 25 g/L), adicionando 2 g/L de (NH,),SO, 20 g/L de melago de cana-de-
acucar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MAL8 durante 72 h. Ndo houve crescimento nas
replicatas de NaCl em concentracdes de 20 e 25 g/L.

NacCl Acucares Acucares MSC P(3HB) P(3HB) Xr Y p@HB)ATC
(g/L) Totais Totais (g/L) % (g/L) (g/L) (9/9)
(a/L) Residuais
(g/L)

5,00 14,9+0,00  0,000+0,00 5,08+0,11 31,07+0,74 1,58+0,07 3,50+0,04 0,11+0,00

10,00 14,9%0,00 0 19+0,27 4,38+0,18 17,75+0,96 0,78+0,01 3,60+0,19  0,05+0,00
1500  14,9+0,00  5,27+2,37 2,78+0,21 18,09+1,27 0,50+0,00 2,27+021  0,050,01

De acordo com a Andlise de Variancia (ANOVA) de producdo de polimero e
rendimento apresentadas nas tabelas 20 e 21 as diferentes concentracdes desse sal
influenciaram na sintese de P(3HB), gerando valores de producdo e rendimento de polimero
significativamente diferentes entre si (p<0,05).
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Tabela 20 - Anélise de variancia (ANOVA) para a produgdo de P(3HB) (g/L) a partir de melago de cana-de-
acucar em diferentes concentragdes do sal cloreto de sddio por Burkholderia mimosarum MAL8 ap6s 72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variagdo  quadrados liberdade médio
Regressao 1,251114 2 0,625557  366,558464  9,552094  0,000260
Residuos 0,005120 3 0,001707

Total 1,256234 5

Tabela 21 - Analise de variancia (ANOVA) para o rendimento de producao (g/g) de P(3HB) a partir de melago
de cana-de-agUcar em diferentes concentracGes do sal cloreto de sédio por Burkholderia mimosarum MA18 ap6s
72h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacao quadrados liberdade médio
Regressao 0,003703 2 0,001852 29,251355  9,552094  0,010773
Residuos 0,000190 3 0,000063

Total 0,003893 5

MSC (g/L) e P(3HB) g/L

6,00
4,00 -
2'00 _ mMSC (g/L)
P(3HB) (g/L)
0,00 -
10,00 15,00
NaCl (g/L)

Figura 25 - Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producdo de P(3HB) (g/L) em diferentes concentracfes de NaCl
(5, 10, 15 g/L) em Meio Mineral, adicionando 2 g/L de (NH,),SO4 20 g/L de melago de cana-de-agucar, a 34 °C
e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MAL8, durante 72 h.
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Figura 26 - Acucares Totais Residuais (ATR) (g/L,) provenientes de melaco de cana-de-aglcar , 0s quais
incluem glicose, frutose e sacarose. Cultivos em diferentes concentragdes de NaCl (5, 10, 15 g/L) em Meio
Mineral, adicionando 2 g/L de (NH,4),SO, 20 g/L de melago de cana-de-agucar, a 34 °C e 150 rpm, por
Burkholderia mimosarum MA18 durante 72 h.
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0,00
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Figura 11 - Actimulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [P(3HB)%] a partir de
melaco de cana-de-aglcar em Meio Mineral com diferentes concentragdes de NaCl (5, 10, 15 g/L), adicionando
2 g/L de (NH,),SO, 20 g/L de melago de cana-de-agUcar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum
MA18 ap6s 72 h de cultivo.

Yp(aue)/arc (8/8)
0,15
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0,00
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Figura 12 - Rendimento de produgdo de P(3HB) em razéo dos agUcares totais consumidos, Ypgueyarc (9/9),
obtido em cultivos com diferentes concentraces de NaCl (5, 10, 15 g/L) em Meio Mineral, adicionando 2 g/L
de (NH4),S0O,, 20 g/L de melago de cana-de-agucar, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18,
durante 72 h.
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4.1.8.Avaliacéo de producéo de P(3HB) a partir de melago de cana-de-agucar por
Burkholderia mimosarum MA18 em diferentes temperaturas

Os cultivos realizados com variagdo de temperatura (27, 30, 34, 37 e 40 °C) foram
conduzidos de acordo com as especifica¢fes do item 3.4., contendo 20 g/L de melago de
cana-de-acucar e 2 g/L de (NH4),SO4, a 34 °C e 150 rpm. Os resultados expostos na Tabela
22 mostram um consumo similar de agucares totais nas diferentes temperaturas avaliadas e a
influéncia que estas apresentam na producdo de P(3HB) e quantidade de MSC. O cultivo
realizado na temperatura de 34°C apresentou os melhores resultados de MSC, sendo de
4,94+0,19 g/L, além de serem observados o maior acimulo intracelular de polimero e maior
rendimento, com valores de 32,08+0,19 % de MSC e 0,11+0,00 g/g, respectivamente. Tais
resultados corroboram a utilizacdo desta temperatura para os cultivos realizados nos demais
pardmetros testados neste trabalho a fim de que houvesse uma melhor produgdo do polimero
P(3HB). As ANOVAs (Tabelas 23 e 24) atestam, ainda, a significancia que diferentes

temperaturas possuem sobre producao de P(3HB) e seu rendimento (p<0,05).

Tabela 22 - Produgdo de P(3HB) a partir de melago de cana-de-agicar em Meio Mineral em diferentes
temperaturas (27, 30, 34, 37 e 40 °C), adicionando 2 g/L de (NH,),SO, 20 g/L de melago de cana-de-agucar
a 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MAZ18 durante 72 h.

Temperatura  AcgUcares Acucares MSC P(3HB) P(3HB) Xr Yp@HeyaTC
(°C) Totais Totais (g/L) % (g/L) (/L) (0/9)
(g/L) Residuais
(9/L)
27 14,9+0,00 0,00+0,00 1,33+0,18 26,93+0,65 0,36+0,04 0,97+0,14 0,02+0,00
30 14,9+0,00 0,00+0,00 2,54+0,19 28,95+0,55 0,74+0,07 1,80+0,12 0,05+0,00
34 14,9+0,00 0,00+0,00 4,94+0,19 32,0840,19 1,58+0,05 3,35+0,14 0,11+0,00
37 14,9+0,00 0,00+0,00 3,83+1,17 24,55+0,55 0,94+0,31 2,88+0,86 0,06+0,02
40 14,9+0,00  4,86+0,21 0,88+0,04 25,45+0,82  0,22+0,00 0,65+0,03 0,02+0,00

Tabela 23 - Andlise de variancia (ANOVA) para a producdo de P(3HB) (g/L) a partir de melago de cana-de-
acucar em diferentes temperaturas por Burkholderia mimosarum MA18 ap6s 72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacéo quadrados liberdade médio

Regressédo 2,327262 4 0,581815 28,042682 5,192167  0,001276
Residuos 0,103737 5 0,020747

Total 2,430999 9
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Tabela 24 - Andlise de variancia (ANOVA) para o rendimento de producéo (g/g) de P(3HB) a partir de melago
de cana-de-agUcar em temperaturas por Burkholderia mimosarum MA18 ap6s 72 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacéo quadrados liberdade médio
Regressao 0,009507 4 0,002377 25,430186  5,192167  0,001607
Residuos 0,000467 5 0,000093

Total 0,009975 9
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Figura 29 - Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producdo intracelular de P(3HB) (g/L) em diferentes
concentragdes de temperaturas (27, 30, 34, 37 e 40 °C) em Meio Mineral, adicionando 2 g/L de (NH,4),SO, 20
g/L de melaco de cana-de-agucar a 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 72.
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Figura 30 - Aclcares Totais Residuais (g/L,) provenientes de melaco de cana-de-aglcar , 0s quais incluem
glicose, frutose e sacarose. Cultivos em diferentes concentracdes de temperaturas (27, 30, 34, 37 e 40 °C) em
Meio Mineral, adicionando 2 g/L de (NH,),SO4 20 g/L de melago de cana-de-aglcar a 150 rpm, por
Burkholderia mimosarum MA18, durante 72 h.
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Figura 31 - Actimulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [P(3HB)%] a partir de
melaco de cana-de-aglcar em Meio Mineral em diferentes concentracdes de temperaturas (27, 30, 34, 37 e 40
°C), adicionando 2 g/L de (NH4),SO4 20 g/L de melago de cana-de-aglcar a 150 rpm, por Burkholderia
mimosarum MA18 ap6s 72 h de cultivo.
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Figura 32 - Rendimento de produgéo de P(3HB) em razdo dos agucares totais consumidos (ATC), Yp@ugyatc
(9/9), obtido em cultivos com diferentes concentragdes de temperaturas (27, 30, 34, 37 e 40 °C) em Meio
Mineral, adicionando 2 g/L de (NH,),SO,, 20 g/L de melago de cana-de-actcar a 150 rpm, por Burkholderia
mimosarum MA18 durante 72 h.

4.1.9. Consideragdes acerca dos experimentos das etapas de otimizacdo de producéo de
P(3HB)

Nos experimentos realizados em diferentes concentracfes de melaco de cana-de-
acucar (10, 20, 30, 40 e 50 g/L), a linhagem Burkholderia mimosarum MA18 apresentou 0s
melhores resultados na concentragdo de 10 g/L da fonte de carbono, sendo obtidos maior
acumulo de polimero e melhor rendimento, com valores de 36,91+8,55 % da MSC e
0,15+0,05 (g/g), respectivamente. No entanto, para utilizacdo na fase subsequente de cinética
de producdo de P(3HB), os resultados obtidos em cultivo com 20 g/L de melaco de cana-de-
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acucar seriam mais indicados por apresentarem valores de acUmulo de polimero de
32,08+0,19 % da MSC e rendimento de 0,11+0,00 g/g.

Nos experimentos com variacao de concentracdes de fontes de nitrogénio (1, 2, 3 g/L),
o cultivo com 1 g/L de (NH,4),SO, obteve o melhor valor de acimulo intracelular de polimero,
com 34,20+0,91 % da MSC. O cultivo com 2 g/L de (NH4),SO,4 apresentou maior valor de
producdo de polimero em g/L, com 1,58+0,05 g/L de P(3HB), permitindo que ambos os
cultivos com 1 e 2 g/L de (NH4).SO, apresentassem o mesmo valor de rendimento de
producdo de polimero, de 0,11+0,00 g/g. Desse modo, o sulfato de am6nio demonstrou ser a
melhor fonte de nitrogénio para cultivos com B. mimosarum MA18. O nitrato de sddio
demonstrou ter efeito negativo sobre quantidade de MSC e producédo de polimero em maiores
concentragoes.

A linhagem B. mimosarum MA18 também foi avaliada em diferentes concentracdes de
sais (5, 10, 15, 20 e 25 g/L). O cultivo com 15 g/L de K;SO, revelou os melhores resultados
dentre as etapas de otimizacdo, apresentando acimulo intracelular de polimero e rendimento
de producdo com valores de 40,56+7,89 % da MSC e 0,13+0,02 g/g, respectivamente. No
entanto, houve, também, bons resultados na concentracdo de 10 g/L deste sal, com 35,68+1,26
%MSC para acumulo intracelular de polimero e 0,12+0,01 g/g para rendimento, 0s quais
seriam melhores para o cultivo de cinética de producdo. Cultivos com concentracdo acima de
15 g/L de NaCL provocaram inibicdo do crescimento celular.

Em cultivos com variacdo de temperatura (27, 30, 34, 37 e 40 °C), o experimento
realizado na temperatura de 34°C apresentou o maior acumulo intracelular de polimero e
maior rendimento, com valores de 32,08+0,19 % da MSC e 0,11+0,00 g/g, respectivamente,
sendo esta a temperatura adequada para realizacéo de cultivos com B. mimosarum MA18.

Nestas etapas de otimizacdo da producdo de P(3HB) com testes de diferentes
pardmetros de cultivo realizadas nesse estudo foram obtidos valores de producdo de polimero
entre 0,91+0,10 g/L e 2,00+0,12 g/L; valores de acumulo intracelular de P(3HB) em
porcentagem de biomassa entre 24,52+1,80% e 40,56+7,89 % da MSC e valores de
rendimento entre 0,07+0,01 g/g e 0,15+0,05 g/g. Sen et al (2019) avaliaram a producgéo de
P(3HB) por Cupriavidus necator a partir de melago de cana-de-agucar com diferentes
tratamentos e sem pré tratamento. Em cultivo com duragdo de 72 h, essa espécie produziu
27,30 % de MSC utilizando melago sem pre tratamento.

Santimano (2009) avaliaram a bactéria heterotréfica Bacillus sp. COL1 / A6 isolada de
himus quanto a seu potencial de produzir PHA a partir de residuos agroindustriais como

amido, residuo de bolacha, polpa de citrus e melaco de cana-de-actcar. O melago de cana-de-
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acucar demonstrou ser uma Otima fonte de carbono, sendo obtido acimulo de PHA de
54,68+1,36 % de MSC, segundo o autor, devido a uma grande disponibilidade de agUcares
(glicose, frutose e sacarose) e vitaminas presentes no melaco.

Os experimentos do presente trabalho realizados com diferentes parametros de anélise
da producdo de P(3HB) por B. mimosarum MA18 demonstraram que a linhagem possui
potencial de realizar uma producdo satisfatoria deste biopolimero, sendo necesséria a

realizacdo de uma nova etapa de cultivos para a aquisicdo de melhores resultados.

4.2. Cinética de producéo de P(3HB) por B. mimosarum MA18

Os cultivos de cinética de producdo de P(3HB) com B. mimosarum MA18 foram
realizados apds analise e escolha dos melhores parametros de cultivo verificados nas etapas de
otimizacdo da producdo de P(3HB) (itens de 4.1.1 a 4.1.8. deste estudo).

4.2.1. Experimento 1: Cinética de producdo a partir de melaco de cana-de-acucar e

sulfato de amédnio

Com intuito de atingir uma maior producdo de P(3HB) por B. mimosarum MA18,
foram utilizados, neste primeiro experimento, 20 g/L de melaco como fonte de carbono e 2
g/L de (NH,4),SO4 como fonte de nitrogénio em 50 mL de Meio Mineral, a 34 °C e 150 rpm,
durante 144 h, sendo retiradas amostras no tempo 0 h e a cada 24 h conforme descrito no item
3.4 deste estudo.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 25, nota-se que ha um consumo maior
dos agUcares totais provenientes da fonte de carbono a partir de 24h de cultivo (Figura 36),
demonstrando uma extensdo da fase “lag” até 24 h e consequente adaptacdo ao meio de
cultivo. A fase “log” ou exponencial teve inpicio apds 24h, havendo um aumento dos valores
de MSC de 1,65+0,07g/L em 24 h a 4,90£0,14 g/L em 72h de cultivo (Figuras 35).

Com relacdo a biomassa residual (Xg), nota-se um direcionamento do metabolismo
bacteriano ao crescimento celular no periodo de 24h a 72h e de 120h a 144h, demonstrando
que a linhagem B. mimosarum MA18 possui 0 auge de sua fase de acumulo intracelular de
polimero no tempo de 96h. Em 96h de cultivo nota-se o inicio da fase estacionaria do micro-
organismo, na qual este apresenta o valor de biomassa residual de 1,75+0,30¢g/L (Tabela 25).
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Com relacdo a fonte de nitrogénio foi verificado que uma menor quantidade de NH4"
disponivel nos meios de cultivo, ou seja, limitacdo de fonte de nitrogénio é favoravel ao
acumulo de polimero intracelularmente, sendo observado o maior acimulo intracelular de
P(3HB) de 63,03+6,75 % da MSC quando alcancado o valor de 0,22+0,02 g/L de NH4"
(Figura 37 e Tabela 25).

Com 96h de cultivo, dentre todos os resultados deste trabalho, B. mimosarum MA18
obteve os valores maximos de acimulo intracelular de P(3HB) em relacdo a biomassa com
valor de 63,036,75 % da MSC; producdo de P(3HB) com valor de 2,99+0,35 g/L e
rendimento de 0,20+£0,02 g/g (Tabela 25 e Figuras 35, 38 e 39).

A sintese de PHAs pode ocorrer diferentemente em dois grupos de bactérias: o
primeiro grupo requer limitacdo de nutrientes, como oxigénio, nitrogénio, fésforo, magnésio
ou enxofre, sob a condicdo de excesso de fonte de carbono. Por outro lado, o segundo grupo
apresenta sintese de PHAS juntamente com crescimento bacteriano (Anjum et al, 2016). Os
resultados obtidos nesta cinética de producdo demonstram que as condi¢fes de 20 g/L de
melaco como fonte de carbono e 2 g/L de (NH,).SO, como fonte de nitrogénio deste
experimento favoreceram a via biossintética de sintese de P(3HB) da linhagem B. mimosarum
MA18, sendo obtido o maior valor de acimulo de P(3HB) de todo estudo. Assim sendo,
comprova-se que esta linhagem pertence ao grupo de bactérias que produz PHAs em meios
contendo excesso de fonte de carbono e limitagé&o de fonte de nitrogénio.

Tabela 25 — Cinética de producédo de P(3HB) a partir de melago de cana-de-agticar em MM contendo 20 g/L de
melaco e 2 g/L de (NH,),SO,4, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 144 h.

Tempo Acucares Acucares NH," MSC P(3HB) P(3HB) XRr Y p@HB)yATC
(h) Totais Totais (a/L) (a/L) % (o/L (o/L) (9/9)
(a/L) Residuais
(g/'L)

0 14,9£0,00  14,90+0,00 0,54+0,00 0,56+0,19 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00  0,00+0,00
24 14,9+0,00 6,15+0,14 0,37+0,08 1,65+0,07 2,86+0,02 0,05+0,00 1,60+0,07 0,01+0,00
48 14,9+0,00 1,96+0,36  0,22+0,06 3,38+0,04 17,12+4,01 0,58+0,13 2,80+0,16  0,04+0,01
72 14,9+0,00 0,00£0,00 0,20+0,00 4,90+0,14 19,90+1,37 0,98+0,10 3,92+0,05 0,07+0,01
96 14,9+0,00 0,00£0,00 0,22+0,02 4,74+0,05 63,03%6,75 2,99+0,35 1,75+0,30  0,20+0,02

120 14,9+0,00 0,00£0,00 0,24+0,01 5,43+0,14 14,76x0,40 0,80+0,04 4,62+0,10  0,05+0,00
144 14,9+0,00 0,00£0,00 0,23+0,01 5,53+0,04 29,94+0,01 1,65+0,01 3,87+0,03 0,11+0,00
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Figura 35 - Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producdo intracelular de P(3HB) (g/L). Cultivos em Meio
Mineral, adicionando 20 g/L de melago de cana-de-agucar e 2 g/L de (NH,),SO, a 34 °C e 150 rpm, por
Burkholderia mimosarum MA18, durante 144 h.
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Figura 36 - Aclcares Totais Residuais (g/L,) provenientes de melaco de cana-de-aglcar , 0os quais incluem
glicose, frutose e sacarose. Cultivos em Meio Mineral, adicionando 20 g/L de melaco de cana-de-acucar e 2 g/L
de (NH,),SO, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MAL8, durante 144 h.
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Figura 37 — NH4" (g/L) presente em cultivos de cinética de producéo realizados em Meio Mineral, contendo 20
g/L de melago de cana-de-agucar e 2 g/L de (NH,4),SO,4 a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18,
durante 144 h.
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Figura 38 - Acimulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [P(3HB) %] a partir de
melago de cana-de-agUcar. Cultivos realizados em Meio Mineral, contendo 20 g/L de melago de cana-de-agUcar
e 2 g/L de (NH,),SO, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 144 h.
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Figura 39 Rendimento de producgéo de P(3HB) em razdo dos agticares totais consumidos (ATC), Ypgneyatc
(9/g), obtidos em cultivos em Meio Mineral, contendo 20 g/L de melago de cana-de-aglcar e 2 g/L de
(NH,4)2SO,, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 144 h.

Através da Andlise de Variancia, pode-se observar que os parametros utilizados nesse
experimento proporcionam a diferenciacdo estatisticamente significativa (p<0,05) dos valores
de producéo de P(3HB) (g/L) e rendimento de producéo (g/g) (Tabelas 26 e 27).

Tabela 26 - Andlise de variancia (ANOVA) para a produgdo de P(3HB) (g/L) em cinética de producéo a partir
de melago de cana-de-agticar em MM contendo 20 g/L de melaco e 2 g/L de (NH,),SO,4, a 34 °C e 150 rpm, por
Burkholderia mimosarum MA18, durante 144 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacdo  quadrados liberdade médio
Regressao 13,010649 6 2,168442 99,487209 3,865968  0,000002
Residuos 0,152573 7 0,021796

Total 13,163222 13

Tabela 27 - Anélise de variancia (ANOVA) para o rendimento de producédo (g/g) de P(3HB) em cinética de
producdo a partir de melaco de cana-de-agtcar em MM contendo 20 g/L de melago e 2 g/L de (NH,4),SO,4, a 34
°C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 144 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variagao quadrados liberdade médio

Regressao 0,057402 6 0,009567 90,754304  3,865968  0,000003
Residuos 0,000738 7 0,000105

Total 0,058140 13
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4.2.2. Experimento 2: Cinética de producdo de P(3HB) a partir de melaco de cana-de-
agucar e sulfato de amonio, adicionando-se o sal sulfato de potéssio

O segundo experimento de cinética de producédo envolveu a conducéo de cultivos em
50 mL de Meio Mineral contendo 20 g/L de melaco, 2 g/L de (NH,4),SO,4e 10 g/L de K;SO,, a
34 °Ce 150 rpm, durante 144h, de acordo com o item 3.4 deste estudo. Decidiu-se adicionar o
sal K,SO,4 nestes cultivos visto que no experimento que analisou diferentes concentragfes do
sal K,SO, (item 4.1.6 deste estudo), a concentracdo de 15 g/L de K,SO,4 apresentou o maior
acumulo intracelular de P(3HB) em porcentagem de biomassa e rendimento dentre os
resultados das etapas de otimizacdo, com valores de 40,56+7,89 % da MSC e 0,13+0,02 g/g,
respectivamente. No entanto, houve, também, bons resultados e com desvios padrdes menores
na concentracao de 10 g/L deste sal, com 35,68+1,26 % da MSC para acumulo intracelular de
polimero e 0,12+0,01 g/g para rendimento, os quais seriam melhores para o estudo de cinética
de producéo.

A tabela 28 apresenta os resultados do estudo de cinética de produgdo com 10 g/L de
K,SO,, Com relagdo a MSC, pode-se notar um aumento de seus valores de 24 h até o tempo
de 72h, referentes a fase “log” ou exponencial da linhagem B. mimosarum MA18 (Tabela 28 e
Figura 40). Apds 72h ha um direcionamento do metabolismo de B. mimosarum MA18 para o
crescimento celular, com valores de biomassa residual (Xr) maiores do que 0s encontrados no
Experimento 1 de cinética de producdo (item 8.2.1), apresentando 2,05+0,44 g/L em 72 h e
chegando a 4,80+0,03 g/L de biomassa residual em 144 h (Tabela 28). O direcionamento para
o0 crescimento celular também pode ser verificado nos resultados de P(3HB) % apds 72 h
(Figura 43), nos quais, nesse periodo de tempo, séo identificados os menores valores de
acumulo intracelular de PHA, variando de 19,17+0,52 % da MSC no tempo de 96 h a
11,07+0,00 %MSC em 144h (Tabela 28).

Com relagdo a fonte de nitrogénio, em comparagdo ao cultivo de cinética do
Experimento 1 (item 8.2.1), foi verificado que B. mimosarum MA18 também atingiu
maiores acumulos de polimero com menores quantidade de NH4" disponiveis nos meios de
cultivo. Nesta cinética, foi observado o maior acumulo intracelular de polimero de
55,37+10,01 % da MSC quando alcancado o valor de 0,23+0,04 g/L de NH4" (Figura 42 e
Tabela 10).

Portanto, os melhores valores de acumulo intracelular de P(3HB), producdo de
P(3HB) e rendimento para este experimento sdo dados no tempo de 72h, com valores de
55,37£10,01 % da MSC; 2,55+0,48 g/L e 0,17+0,03 g/g, respectivamente (Figuras 40, 43 e
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44). Mesmo tendo sido atingidos os segundos melhores valores para producdo do polimero

em todo o estudo, a limitagdo de fonte de nitrogénio também parece ter sido importante para

obtencéo de tais resultados.

Tabela 28 — Producédo de P(3HB) a partir de melago de cana-de-agticar em Meio Mineral adicionando 10 g/L de
K,S0O4, 2 g/L de (NH,),SO, e 20 g/L de melago de cana-de-agtcar a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia
mimosarum MA18 durante 144 h.

Tempo K,SO, AcuUcares  Acucares NH," MSC P(3HB) P(3HB) Xr Y p@HB)yATC
(h) (g/L) Totais Totais (g/L) (g/L) % (o/L (g/L) (9/9)
(o/L) Residuais
(9/L)
0 10,0 14,9+0,00 14,90+0,00 0,54+0,00 0,61+0,30 0,00+£0,00 0,00+0,00  0,00+0,00  0,00+0,00
24 10,0 14,9+0,00 10,17+2,70 0,44+0,12 1,68+0,07 21,37#0,04 0,36+0,01 1,32+0,06  0,09+0,05
48 10,0 14,9+0,00 6,84+0,46 0,33+0,04 3,01+0,05 53,40+13,53 1,61+0,37 1,41+0,43 0,20+0,04
72 10,0 14,9+0,00 0,00+0,00 0,23+0,04 4,60+0,04 55,37+10,01 2,55+0,48 2,05+0,44 0,17+0,03
96 10,0 14,9+#0,00 0,00+0,00 0,25+0,02 4,96+0,19  19,17#0,52  0,95+0,06  4,01+0,13  0,06+0,00
120 10,0 14,9+#0,00 0,00+0,00 0,30+0,01 5,24+0,05 15,76+4,29  0,8240,22  4,41+0,27  0,06+0,01
144 10,0 14,9+0,00 0,00+0,00 0,29+0,03 5,40+0,04 11,07#0,00 0,60+0,00  4,80+0,03  0,04+0,00
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Figura 40 - Massa Seca Celular (MSC) (g/L) e producdo intracelular de P(3HB) (g/L). Cultivos em Meio
Mineral, adicionando 10 g/L de K,SO,, 20 g/L de melaco de cana-de-acUcar e 2 g/L de (NH,),SO, a 34 °C e 150
rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 144 h.
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Figura 41 - AcuUcares Totais Residuais (g/L,) provenientes de melago de cana-de-aglcar , 0s quais incluem
glicose, frutose e sacarose. Cultivos em Meio Mineral, adicionando 10 g/L de K,SO, 20 g/L de melaco de cana-
de-aglcar e 2 g/L de (NH,),SO,, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 144 h.
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Figura 42 — NH4" (g/L) presente em cultivos de cinética de produgéo realizados em Meio Mineral, contendo 10
g/L de K,SO, 20 g/L de melago de cana-de-agucar e 2 g/L de (NH,),SO,, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia
mimosarum MA18, durante 144 h.
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Figura 43 - Acumulo intracelular de polimero expresso em porcentagem de biomassa [P(3HB)%] a partir de
melago de cana-de-agucar. Cultivos realizados em Meio Mineral, contendo 10 g/L de K,SO,4 20 g/L de melaco
de cana-de-agucar e 2 g/L de (NH,4),SO, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 144 h.

0,25

0,20

0,15

0,10

0,05

0,00

Yp(aue)/atr (8/8)
0 | 24 | 48 | 72 | 96 | 120 | 144
Tempo (h)

Figura 44 - Rendimento de producéo de P(3HB) em razéo dos aglcares totais consumidos (ATC), Ypgnsyatc
(9/g) obtido em cultivos em Meio Mineral, contendo 10 g/L de K,SO,4, 20 g/L de melaco de cana-de-agUcar e 2
g/L de (NH,),SO,, a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18, durante 144 h.
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As Analises de Variancia realizadas demonstram que os parametros utilizados nesta
cinética de producdo com uso de 10 g/L de K,SO, influenciaram significativamente nos
resultados de producdo de P(3HB) e rendimento (p>0,05) (Tabelas 29 e 30).

Tabela 29 - Analise de variancia (ANOVA) para a producdo de P(3HB) (g/L) em cinética de producao a partir
de melaco de cana-de-agucar adicionando 10 g/L de K,SO,, 2 g/L de (NH,),SO4e 20 g/L de melaco de cana-de-
aclcar a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18 durante 144 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacao quadrados liberdade médio
Regressédo 8,740550 6 1,456758  24,222952 3,865968  0,000239
Residuos 0,420977 7 0,060140

Total 9,161527 13

Tabela 30 - Analise de variancia (ANOVA) para o rendimento de producéo (g/g) de P(3HB) em cinética de
producdo a partir de melaco de cana-de-agucar adicionando 10 g/L de K,SO, 2 g/L de (NH,),SO,e 20 g/L de
melaco de cana-de-agUcar a 34 °C e 150 rpm, por Burkholderia mimosarum MA18 durante 144 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F. p-valor
variacao quadrados liberdade médio
Regresséo  0,061457 6 0,010243 14,929667 3,865968 0,001129
Residuos 0,004803 7 0,000686

Total 0,066260 13

4.2.3. Consideracdes acerca dos experimentos de cinética de producéo

As melhores concentracdes dos parametros de cultivo avaliados foram utilizadas na etapa
de cinética de producdo de P(3HB). No primeiro experimento de cinética foram testados 20
g/L de melaco de cana-de-acucar; 2 g/L de sulfato de aménio como fonte de nitrogénio e a
temperatura de 34°C. No segundo experimento de cinética foram avaliados os parametros de
20 g/L de melaco de cana-de-acgucar; 2 g/L de sulfato de aménio como fonte de nitrogénio; 10
g/L de K,SO,4 como sal e a temperatura de 34°C.

Ambos o0s experimentos de cinética de produgdo de P(3HB) apresentaram 0s mais altos
valores de acimulo de P(3HB), producdo de P(3HB) e rendimento de producéo deste estudo.
Além disso, com esses experimentos, pode-se compreender a importancia de limitacdo de
fonte de nitrogénio para a linhagem B. mimosarum MA18, sendo obtidos resultados
satisfatorios de acimulo de polimero quando valores de NH4" entre 0,20 e 0,30 g/L foram
observados.

O primeiro experimento de cinética, no qual foi utilizado sulfato de amdnio como fonte de

nitrogénio, foram obtidos os melhores resultados de acumulo intracelular de P(3HB) em
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relacdo a biomassa com 63,03+6,75 % da MSC; melhor produgdo de P(3HB) com 2,99+0,35
g/L e melhor rendimento de producéo de 0,20+0,02 g/g deste estudo. O segundo experimento
de cinética, no qual utilizou-se sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio e o sal sulfato de
potdssio, demonstrou valores satisfatorios de acumulo intracelular de polimero com
55,37+10,01 % da MSC; producdo de P(3HB) com 2,55+0,48 g/L e rendimento com
0,17£0,03 g/g. Estes resultados superam os valores descritos por De Paula ET AL (2019), em
seu estudo de cinética de producdo de polihidroxialcanoatos com a linhagem Burkholderia
glumae MA13. Os autores obtiveram acUmulo intracelular de Poli-(3-hidroxibutirato) com
valor de 49% da MSC, utilizando melago de cana-de-agUcar sem pré-tratamento.

Além disso, com os resultados do presente trabalho é possivel compreender que a
limitacdo de fonte de nitrogénio e excesso de fonte de carbono, sendo, neste estudo, utilizados
sulfato de amonio a 2 g/L e melaco a 20 g/L, apresentam influéncia positiva sobre a producéo
de P(3HB) pela linhagem B. mimosarum MA18. Desse modo, a linhagem B. mimosarum
MA18 estd adaptada a producao deste biopolimero a partir de melaco de cana-de-agicar sem

pré-tratamento, o que pode favorecer o modelo de biorrefinaria sucroalcooleira.

4.3. Caracterizacao do P(3HB) de Burkholderia mimosarum MA18

A quantificagdo e composicdo do polimero P(3HB) foram realizados através da anélise
de metil-ésteres, obtidos a partir da reacdo de Metanodlise descrita no item 3.7. deste trabalho.
As analises foram realizadas através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa. Obteve-se, desse modo, um cromatograma (Figura 45) e um espectro de massa (Figura
46) referentes a poducdo de P(3HB) nos cultivos de B. Mimosarum MA18 na concentracdo de
10 g/L de melago de cana-de-acucar.

Nos espectro de massa € possivel identificar o fragmento de m/z 103, o qual é um
fragmento caracteristico de metil-ésteres de 4acidos 3-hidroxialcanoicos, derivados de
clivagem o do grupo funcional hidroxila (LEE & CHOI, 1995). Ainda, a partir do fragmento
m/z [M-31], os diferentes componentes de PHAs podem ser verificados, sendo no fragmento

m/z 87 caracteristico de 3-hidroxibutirato.
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Figura 45 - Cromatograma obtido a partir de analise por GC-MS dos metil-ésteres de acido 3-hidroxialcanoico,

produzidos por Burkholderia cepacia MA18, utilizando melago de cana-de-agUcar.
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Figura 46 - Espectro de massa de metil-ésteres de 3-hidroxialcanoatos produzidos por Burkholderia cepacia

MAU18: 3-hidroxibutirato.
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5 CONCLUSOES

Nos experimentos de analise de parametros 6timos para producdo de P(3HB), a
linhagem Burkholderia mimosarum MA18 alcangou valores satisfatorios de acumulo de
polimero sendo observados valores entre 24,52+1,80% da MSC em cultivo com 2 g/L NH4CI
e 40,56+7,89 % da Massa Seca Celular em cultivo com 15 g/L do sal sulfato de potassio. Foi
obtido, também, o valor de producédo de 2,00+0,12 g/L de P(3HB) em cultivo com 30 g/L de
melaco de cana-de-agUcar. Além disso, foi avaliado o rendimento de conversdo da fonte de
carbono, melagco de cana-de-agucar, em polimero P(3HB), chegando ao valor satisfatério de
0,15%0,05 g/g em cultivo com 10 g/L de melaco.

No entanto, os melhores resultados foram obtidos nos experimentos de cinética de
producdo. Esses cultivos foram realizados no intuito de ativar a via metabdlica de sintese do
polimero e aumentar o acumulo intracelular de P(3HB) pela bactéria. A linhagem
Burkholderia mimosarum MA18 obteve os melhores resultados de todo o estudo no primeiro
experimento de cinética de producdo, sob as condicGes de 20 g/L de melaco e 2 g/L de

(NH,4)2SO4, a 34 °C e 150 rpm, alcancando valores maximos de acimulo intracelular de

P(3HB) em relacdo a biomassa de 63,03+6,75 % da MSC e melhor producéo de P(3HB) com
2,99+0,35 g/L. Além disso, nesse experimento foi obtido o melhor rendimento de converséo
de acucares totais provenientes de melaco de cana-de-acucar em polimero P(3HB) com valor
de 0,20+0,02 g/g. Ficou evidenciado, ainda, que esta linhagem bacteriana tem melhores
resultados de producdo de P(3HB) quando em meios com limitagcdo de fonte de nitrogénio
com valores de NH," entre 0,20 e 0,30 g/L.

Assim, pode-se concluir que o melagco de cana-de-aglcar é uma boa fonte de carbono
barata para ser usada como substrato para Burkholderia mimosarum MA18, havendo, assim, o
potencial de reduzir os custos de producdo deste polimero de plastico biodegradavel e de

favorecer o modelo de biorrefinaria sucroalcooleira para producdo desses biopolimeros.
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