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Figura 37 Curvas de nivel da resposta massa celular seca geradas a partir das equagoes
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RESUMO

Polihidroxialcanoatos (PHAs) sao poliésteres sintetizados por varias bactérias que possuem
caracteristicas termoplasticas, biocompativeis e biodegradaveis. Sua aplicagdo comercial é
limitada pelo alto custo de produgao. Do ponto de vista econémico, o substrato contribui mais
significativamente com os custos de produgdo totais. Para reduzir tais custos, linhagens
recombinantes e estratégias de cultivo vém sendo desenvolvidas. Desta forma, estudaram-se
linhagens recombinantes de Escherichia coli, DH10B e JM101, ancorando 0s genes para a
biossintese de PHA de Ralstonia eutropha (Alcaligenes eutrophus), utilizando fontes de carbono
de baixo custo. Visando estabelecer as melhores condigdes de cultivo com relagédo a fonte de
carbono (amido de milho hidrolisado e 6leo de soja) e suplemento (soro de queijo), efetuou-se
um planejamento experimental 2° nas concentragbes de 0 e 5% para cada substrato ou
suplemento. Para a linhagem DH10B o maior acimulo de PHA deu-se no meio com o amido
(53,21% da MCS) enquanto o maior crescimento celular (MCS) foi obtido em meio contendo
amido, soro e 6leo (4,60g.L™"). Para a linhagem JM101 o comportamento foi analogo, com maior
acumulo de PHA com amido (68,27% da MCS) e maior crescimento celular em amido, soro e
6leo (2,42g.L"). A combinacdo das respostas fornecidas pelos modelos estatisticos indicou
como melhores, de acordo com os niveis propostos, os valores de 5% (m/v) de amido e 5% (v/v)
de soro para ambas linhagens, enquanto para o 6leo, os valores foram estabelecidos em 0%
(v/v) para DH10B e 1,5% (v/v) para JM101. Com estes resultados desenvolveu-se um segundo
planejamento experimental 2° visando-se testar as concentragdes de indculo (2 e 5% sobre uma
Abs=1,2), IPTG e &cido acrilico (0 e 0,1mg.L™), tempo (48 e 96h) e temperatura (30 e 37°C) em
E. coliJM101, ancorando os genes para a biossintese de PHA de R. eutfropha, em meio mineral
contendo 5% de amido e 5% de soro e 1,5% de 6leo (obtidos pelo planejamento anterior), as
melhores respostas foram: MCS de 3,5g.L™", 75% de PHB, com o acumulo de 2,5g.L"' de PHB,
qguando inéculo foi fixado em 5% (Abs = 1,2), sem a adi¢ao de IPTG e acido acrilico durante 96h
a 37°C. IPTG nao teve influéncia significativa sobre as respostas, acido acrilico ndo atendeu ao
objetivo de permitir a incorporagdo do monémero HHx ao polimero e a temperatura de 30°C
favoreceu preferencialmente o acumulo de PHB e 37°C o acumulo de massa celular. A fim de
promover a sintese de PHAs de cadeia média (PHAwcL), um terceiro estudo foi realizado em E.
coli recombinante, linhagens DH10B e JM101, ancorando os genes para a biossintese de PHA
de Pseudomonas aeruginosa, utilizando fontes de carbono de baixo custo. Através de um
planejamento experimental 2* avaliou-se a composicdo de amido de milho hidrolisado, soro de
queijo e 6leo de soja ao meio mineral e a adicdo de acido acrilico como inibidor da B-oxidacao
para a sintese de PHAycL. As melhores respostas experimentais obtidas para E. coli DH10
foram MCS de 0,95g.L"", 20% de PHA, com o acumulo de 0,2g.L" de PHA, em meio mineral
contendo 5% de amido, 5% de soro e 5% de 6leo, além de 0,1mg.L" de acido acrilico, e para E.
coli JIM101 alcancou-se MCS de 0,85g.L", 3% de PHA, com o actmulo de 0,015g.L™" de PHA,
em meio mineral contendo 5% de amido e 5% de soro e 1,5% de 6leo. Com o0 mesmo objetivo,
utilizaram-se diversos 6leos vegetais (algodao, arroz, canola, dendé, girassol, milho, oliva, soja)
para o acumulo de PHAycL por E. coli JM101, ancorando os genes para a biossintese de PHA
de P. aeruginosa em meio mineral contendo 5% de soro e 1% do respectivo 6leo vegetal, sendo
que o maior acimulo de PHA deu-se em 6leo de dendé (11,64%). Por fim, analisou-se a
estabilidade dos plasmidios, que até 24h de cultivo mantiveram praticamente 100% de sua
estabilidade.



ABSTRACT

Polyhydroxyalcanoates (PHAs) are polyesters synthesized for several bacteria that have
thermoplastic, biocompatible and biodegradable properties. However its commercial application
is limited by the high cost of production. By the economic point of view, the substrates contribute
more significantly with the total costs of production. To reduce such costs, recombinant strains
and culture strategies have being developed. In this way, recombinant Escherichia coli, strains
DH10B and JM101, harboring Ralstonia eutropha (Alcaligenes eutrophus) PHA biosynthesis
genes, have been studied using low cost carbon sources. Aiming the establishment of the best
culture conditions with relation to the carbon source (glucose syrup and soy oil) and supplement
(cheese whey), an experimental design 2° in the concentrations of 0 and 5% for each substrate
or supplement has been done. For DH10B strain the highest PHA accumulation was given on
the medium with glucose syrup (53.21% of the DCM) while the highest cell growth (DCM) was
obtained in medium contends glucose syrup, cheese whey and soy oil (4.60g.L™"). For JM101
strain the behavior was analogous, with higher PHA accumulation in glucose syrup (68.27% of
the DCM) and greater cellular growth in glucose syrup, cheese whey and soy oil (2.42g.L"). The
combination of the answers supplied by statistical models indicated as better, in accordance to
the considered levels, the values of 5% (m/v) of glucose syrup and 5% (v/v), cheese whey for
both strains, while for the oil, the values had been established in 0% (v/v) for DH10B and 1.5%
(v/v) for JIM101. With ownership of these results, an experimental design 2° was developed
according to test the concentrations of inocule (2 and 5% on a Abs=1.2), IPTG and acrylic acid
(0 and 0.1mg.L™"), time (48 and 96h) and temperature (30 and 37°C) in E. coli JM101, harboring
R. eutropha PHA biosynthesis genes, in mineral medium containing 5% of glucose syrup, 5% of
cheese whey and 1.5% of soy oil (obtained by the previous design), the best answers were
DCM of 3.5¢.L™, 75% of PHB, with the accumulation of 2.5g.L™" of PHB, when inocule was fixed
in 5% (Abs=1.2), without the addition of IPTG and acrylic acid, during 96h at 37°C. IPTG did not
have significant influence on the answers, acrylic acid did not satisfied the objective to allow the
incorporation of the HHx monomer to polymer and the temperature of 30°C preferentially
improved the PHB synthesis and 37°C the biomass accumulation. Aiming to promote the
synthesis of PHAs of medium chain length (PHAycL), a third study was carried out in
recombinant E. coli DH10B and JM101 strains, harboring Pseudomonas aeruginosa PHA
biosynthesis genes, using low cost carbon sources. Through an experimental design 2* was
evaluated the composition of glucose syrup, cheese whey and soy oil of in mineral medium and
acrylic acid addition as B-oxidation inhibitor for the PHAyc. synthesis. The best experimental
answers obtained for E. coli DH10 were DCM of 0.95g.L™, 20% of PHA, with the accumulation
of 0.2g.L™" of PHA, in mineral medium containing 5% glucose syrup, 5% of cheese whey and
5% of soy oil, beyond 0.1mg.L" acid acrylic, and for E. coli JM101, DCM of 0.85g.L™", 3% of
PHA, with the accumulation of 0.015g.L™" of PHA, in mineral medium containing 5% glucose
syrup, 5% of cheese whey and 1.5% of soy oil. With the same objective, several vegetal oils
(cotton, rice, canol, african palm, sunflower, corn, olive, soy) were used for PHAycL
accumulation by E. coli JM101, harboring P. aeruginosa PHA biosynthesis genes in mineral
medium containing 5% of cheese whey and 1% of the respective vegetal oil. The highest PHA
accumulation was obtained with african palm oil (11.64%). Finally, it was analyzed stability of
the studied plasmids, which until 24h of culture had kept practically 100% of its stability.



1. Introducao

Plasticos sdo muito usados porque sdao moldaveis, versateis quanto a aplicacdo e de
baixo custo, além de serem duraveis. Estas mesmas caracteristicas que o tornaram tao
amplamente utilizados, os tém tornado um grande problema, devido ao seu acimulo no meio
ambiente.

Como resposta a uma crescente preocupacdo com 0s problemas ambientais causados
pela producao e acumulo de materiais plasticos de origem petroquimica bem e o esgotamento
das fontes de combustiveis fosseis, muitos paises estdo realizando estudos de gerenciamento
e diminuicao do volume de lixo sélido, bem como, buscando a produgdo de materiais plasticos
biodegradaveis, a partir de fontes renovaveis de carbono. Contudo, estes novos materiais
plasticos devem possuir as propriedades desejaveis dos plasticos convencionais e ainda serem
completa e rapidamente biodegradados quando descartados no meio ambiente (LEE, 1996b).

Os polidroxialcanoatos (PHAs) sdo poliésteres sintetizados por inimeras bactérias,
como um material de reserva energética, geralmente quando um nutriente essencial, tal como,
nitrogénio, fésforo, enxofre ou oxigénio, é limitado, na presenga de excesso de fonte de
carbono. Os PHAs sdo considerados fortes candidatos a material plastico biodegradavel
porque possuem propriedades similares a varios plasticos convencionais correntemente em
uso (do polipropileno a borrachas sintéticas) e sao completamente degradados a diéxido de
carbono e agua, quando descartados no meio ambiente

As vias bioquimicas para a sintese de PHAs tém sido estudadas em nivel molecular. Os
genes envolvidos na biossintese de PHAs de vérias bactérias foram clonados e analisados a
nivel molecular (STEINBUCHEL, 1991; STEINBUCHEL, et al. 1992; REHM; STEINBUCHEL,
1999). O PHA mais estudado e bem caracterizado é o poli-3-hidroxibutirato, produzido pela
bactéria gram negativa Ralstonia eutropha. Neste microrganismo os genes estruturais phaC,
phaA e phbB codificando, respectivamente, para a PHB sintase (polidroxibutirato sintase), a -
cetotiolase e a acetoacetil-CoA redutase, estdo organizados em um unico operon (PEOPLES;
SINSKEY, 1989; SCHUBERT et al., 1991; SLATER et al.,1988).

As bactérias utilizam diferentes vias para converter intermediarios da via central do
metabolismo em tioésteres de hidroxiacil-CoA (HA-CoA), os quais sao substratos para as PHAs
sintases, sob determinadas condigdes.

Um interesse particular tem sido dado a enzima da via de biossintese de PHAs, a
polidroxialcanoato sintase (PHA sintase). Esta enzima catalisa um passo fundamental desta
via, que é a polimerizagao, propriamente dita, utilizando como substrato unidades de tioésteres
de hidroxiacil coenzima A (HA-CoA).



PHAs copoliméricos, constituidos de 3- hidroxialcanoatos de cadeia média (6 a 14
atomos de carbono), sdo sintetizados e acumulados em grande quantidade por varias
Pseudomonas sensu stricto (STEINBUCHEL et al., 1992). Neste caso, a composicédo dos co-
mondmeros de PHAs depende principalmente da fonte de carbono, das condi¢es de cultivo e
das vias metabdlicas que levam a sua formacao.

Tao importante quanto a biodegradabilidade dos PHAs, é o fato de que sua producao
ocorre a partir de fontes de carbono renovaveis. Alguns processos fermentativos, para a
producdo de PHAs, utilizam produtos agricolas, tais como, aglcares e acidos graxos, como
fontes de carbono e energia. Estes produtos sdo derivados do CO, e agua e, apds sua
conversdo em PHAs, sao novamente convertidos em CO, e agua, fechando completamente o
ciclo do carbono.

Embora os PHAs apresentem vantagens ambientais sobre os plasticos de origem
petroquimica, estes possuem um alto custo de produgao que limitam a aplicagdo comercial.
Estes custos estdo relacionados as exigéncias nutricionais dos microrganismos produtores.
Para uma implementacdo bem sucedida do sistema de producdo de PHAs, um requisito
essencial é a otimizagao das condigdes de fermentagdo. O preco do PHA produzido dependera
de parametros tais como, custo do substrato, rendimento do produto em funcao do substrato
gasto entre outros.

Do ponto de vista econdmico, o custo do substrato (principalmente fonte de carbono)
contribui mais significativamente com os custos de gastos de producéo totais de PHAs (CHOI;
LEE, 1997, 1999a, 1999b; LEE; CHOI, 1998). Uma avaliacdo econémica do processo de
produgéo de P(3HB) indica que o custo do substrato tem uma contribuigdo importante no custo
global da produgéo, podendo representar mais de 38%, segundo Choi e Lee (1999b).

Amido de milho é disponivel no Brasil como substrato de baixo custo, sendo que bons
resultados tém sido obtidos utilizando-se esta fonte de carbono (GOMEZ et al., 1996; ZHANG
et al., 1994). Soro de queijo é o principal subproduto na manufatura de queijo ou caseina de
leite, representando entre 80-90% do volume de leite transformado (YANG et al., 1994). Foram
reportados uma série de artigos sobre a produ¢do de PHAs em meio contendo soro de queijo
como substrato (JANES et al., 1990; FIDLER; DENNIS, 1992; LEE et al., 1997; CHOI et al.,
1998; WONG; LEE, 1998; KIM et al., 2000; AHN et al., 2000, 2001). Oleos e gorduras sdo co-
produtos renovaveis e de baixo custo provenientes da agricultura, havendo ainda poucas
publicagdes sobre o uso destes na producao de PHAs (FUKUI; DOI, 1998).



Para reduzir o custo do substrato, linhagens recombinantes que utilizam fontes de
carbono de baixo custo e correspondentes estratégias de cultivo vém sendo desenvolvidas
(Lee, 1996) em substituicdo aos organismos produtores naturais de PHAs, que apresentam
longos tempos de replicagédo, temperaturas de cultivo limitadas, resisténcia a lise e vias de
degradacdo do produto formado, além exigirem condigbes limitantes de nutrientes, para
producdo. Bactérias, tais como Escherichia coli, nao possuem a capacidade de sintetizar ou
degradar PHAs em quantidades significativas destes polimeros. No entanto, E. coli cresce
rapidamente e sob temperaturas elevadas (37°C) e sao faceis de lisar, o que facilita a extragéo
dos polimeros, além de serem 6timos carregadores de genes heterélogos. Deste modo, a
disponibilidade de genes, ja clonados, envolvidos na biossintese de PHAs facilita a construgao
de E. coli recombinantes, carregando os genes, dos produtores naturais, necessarios para a
producao de PHAs.

Por este motivo, microrganismos recombinantes estdo cada vez mais sendo utilizados
para a produgdo de biopolimeros e para a expressao de genes de outros produtos ou rotas
metabdlicas de interesse industrial. Mais comumente, genes recombinantes sao clonados em
plasmidios, embora novas tecnologias de insergdo génica em sitios cromossomais tém sido
testadas com sucesso variavel.

E. coli é comumente utilizada como bactéria hospedeira de vetores de clonagem,
principalmente porque se trata de um sistema muito bem caracterizado. Apresenta as
vantagens de possuir alto nivel de expressao, podendo acumular mais de 80% de sua massa
celular seca em polihidroxialcanoatos, o que disponibiliza a produgdo comercial; utiliza varias
fontes de carbono, tais como sacarose, lactose e xilose, possibilitando a utilizagdo de
substratos de baixo custo, como melago, amido hidrolisado, soro de queijo, hemicelulose
hidrolisada, gorduras e 6leos vegetais; ndo possuem despolimerases intracelulares que
degradam o PHA acumulado; produzem PHA desde o inicio do cultivo e necessita de menor
controle durante o processo, pois ndo exigem limitacdo de nutrientes para induzir sua
producdo. E ha ainda a possibilidade de produzirem novos biopolimeros, com propriedades
plasticas interessantes, através da do emprego de técnicas de bioengenharia genética
(FIDLER; DENNIS, 1992; LEE; CHANG, 1993; LEE, 1996b, 1996d; STEINBUCHEL;
FUCHTENBUSCH, 1998; MADISON; HUISMAN, 1999).

Por outro lado, o nivel de expressao génica influencia, obviamente, o diferencial da taxa
de crescimento especifico das células recombinantes e nao-recombinantes, afetando
profundamente a dindmica da populagao de microrganismos e os niveis de produtividade, pois
as células recombinantes sdo metabolicamente sobrecarregadas, quando comparadas as
células ndo-recombinantes (AYUB, 2000).



Considerando o custo industrial e alto valor agregado dos produtos obtidos por cultivo
de microrganismos recombinantes, o estudo dos mecanismos da instabilidade génica também
se torna de fundamental importancia.

No presente estudo utilizou-se como ferramenta planejamentos experimentais, que
consistem num conjunto de técnicas freqlientemente utilizado em estudos de processos para
investigacdes qualitativas ou quantitativas, explorando os efeitos e relagbes de variaveis de
entrada (parametros) sobre variaveis de saida (respostas). Por meio do planejamento
experimental, a analise de um determinado processo é realizada utilizando-se um numero
menor de experimentos quando comparado a metodologias convencionais, permitindo a
investigacdo do processo em uma faixa ampla de variagdo, com redugcédo de tempo e custos
(BOX et al., 1978; KHURI; CHORNELL, 1987;).

Assim, de acordo com as estratégias de cultivo e o nimero de fatores que se julgou
relevante o estudo da influéncia, diferentes planejamentos experimentais foram executados,
variando do 2° (amido de milho hidrolisado, soro de queijo e dleo de soja), 2* (amido de milho
hidrolisado, soro de queijo, 6leo de soja, concentracéo de acido acrilico) e 2° (concentragdes
de inéculo, IPTG e acido acrilico e tempo e temperatura de cultivo).

Desta forma, o presente trabalho apresentou como objetivo geral:
- Avaliar a produgéo de polidroxialcanoatos por Escherichia coli recombinante utilizando
substratos e suplementos de baixo custo;

E teve como objetivos especificos:

- Avaliar a produgédo de PHAs por E. coli recombinante contendo os genes estruturais
das PHA sintases de R. eutropha e P. aeruginosa, utilizando substratos (éleo de soja, amido de
milho hidrolisado) e suplemento (soro de queijo) de baixo custo.

- Estudar os efeitos de temperatura, tempo de cultivo, adicdo de inibidor da beta
oxidacdo de acidos graxos (acido acrilico), adicao de indutor da expressdo génica (IPTG) e
concentracao de inoculo sobre a producao de PHB por E. coli recombinante, ancorando os
genes estruturais para a biossintese de PHAs de R. eutropha.

- Avaliar a produgdo de PHAs de cadeia média por E. coli recombinante ancorando
genes para a PHA sintase de P. aeruginosa, utilizando diferentes 6leos vegetais como
substrato.

- Avaliar a estabilidade dos plasmidios utilizados neste estudo nas linhagens de E. coli
empregadas.



2. Revisao bibliografica

2.1. Polihidroxialcanoatos (PHAS)

Polihidroxialcanoatos (PHAs) sao poliésteres sintetizados por varias bactérias e
armazenados na forma de inclusées citoplasmaticas como reserva energética e poder redutor.
Estes polimeros tém atraido recentemente muita atengéao por causa de seu uso potencial como
termoplasticos biodegradaveis e elastobmeros, além de poderem ser produzidos a partir de
substratos renovaveis (BIROM 1987; ANDERSON; DAWES 1990; DOI 1990; HOLMES 1985;
STEINBUCHEL 1991; LEE 1996a, 1996b, 1996c; STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH 1998;
LEE; CHOI 1999a).

2.1.1. Histérico

De todos os PHAs conhecidos, o polidroxibutirato (PHB) é o mais estudado e
caracterizado, uma vez que foi o primeiro a ser descoberto e também é mais amplamente
encontrado em bactérias (LEMOIGNE, 1929).

Processos biotecnoldgicos fermentativos para a producéao de poli(3HB) e poli(3HB-co-
3HV) usando linhagens de Alcaligenes latus e Ralstonia eutropha (anteriormente classificada
como Alcaligenes eutrophus) foram estabelecidos desde o fim da década de 1970 e
forneceram materiais para a manufatura de varios produtos. Atualmente, processos
fermentativos para a producao de alguns outros tipos de PHAs tém sido desenvolvidos. Em
vista disto, consideravel progresso tem sido alcangado na analise bioquimica e molecular das
rotas metabdlicas de PHAs em diferentes bactérias. O conhecimento obtido destes estudos tem
sido usado para estabelecer novos processos para a producdo fermentativa de PHAs através
de bactérias recombinantes e também para estabelecer rotas biossintéticas de PHA em
organismos eucariotos (STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH, 1998).

A primeira producdo industrial de PHAs ocorreu em 1982 pela Imperial Chemical
Industries (ICI), que os comercializou sob 0 nome industrial de Biopol. O Biopol foi utilizado
desde 1990 na Alemanha para manufaturar frascos de xampu para a industria de cosméticos
Wella. Atualmente, a produgéao da ICl é comercializada pela Monsanto (BRAUNEGG et al.
1998).

A producdo de PHAs no Brasil comegou a ser estudada em 1990. Um projeto de
pesquisa reuniu o Instituto de Pesquisas Tecnolégicas do Estado de Sao Paulo (IPT), a
Universidade de Sao Paulo (USP) e a Copersucar, para iniciar os estudos de PHA no Brasil,
visando a producdo de plasticos biodegradaveis a partir da cana-de-aglcar por via



biotecnoldégica. Como resultado, a Copersucar esta produzindo o homopolimero P(3HB) e o
copolimero P(3HB-co-3HV) em escala piloto, utilizando a linhagem R. eutropha DSMZ 545
(RODRIGUES, 2002).

2.1.1. Propriedades e caracteristicas

As propriedades e caracteristicas do acido poli(3-hidroxibutirico), P(3HB), em alguns
aspectos, assemelham-se aquelas do polipropileno: termoplastico, biodegradavel, pode ser
produzido a partir de recursos renovaveis, nao toxico, biocompativel, grau elevado de
polimerizagdo, insollvel em agua, altamente cristalino se extraido de seu ambiente natural,
oticamente ativo, isostatico (i.e. regularidade estereoquimica em suas unidades repetidas) e
piezoelétrico (STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH, 1998).

A repeticao das unidades na estrutura dos PHAs depende das espécies bacterianas € o
comprimento da cadeia da fonte de carbono alimentada durante a sintese. Contudo, muitos dos
precursores usados para crescimento celular e sintese do polimero podem conter uma ampla
variedade de grupos funcionais que, quando inseridos a cadeia polimérica, geram um polimero
quimicamente funcional, permitindo modificar as propriedades do material (FULLER, 1999).

A facilidade de purificagdo e preparo, sem a presenca e contaminagao por residuos de
metal que funcionam como catalisadores, caracteriza o P(3HB) como um potencial substituto
de materiais como gelatina, proteinas e polimeros de acido latico nos processos de
microencapsulacao (LU et al., 2001).

A resisténcia a agua, a radiacgao ultravioleta e a impermeabilidade ao oxigénio tornam o
P(3HB) adequado para ser usado na confecgao de embalagens alimenticias (WEINER, 1997;
GROTHE et al., 1999).

O PHA é um tipo promissor de material termoplastico que pode substituir polimeros
sintéticos tais como policarbonato, polipropileno, polietileno e poliestireno para aplicagbes em
materiais com vida curta devido as suas propriedades mecanicas muito similares, e a real
biodegradabilidade do PHA no ambiente (WEINER, 1997; YU, 2001) e as suas propriedades
podem ser alteradas e aumentadas pela manipulagdo ou modificacdo de sua composi¢do
quimica (WEINER, 1997; SIM et al.; 1997).

O P(3HB) apresenta boa processabilidade em equipamentos comumente usados para
processamento de poliolefinas e outros plasticos sintéticos, tornando-se adequado para
moldagem por injecao, extrusdo, indicando que PHAs podem ser adequados para aplicagcdes
em varias areas como um substituto parcial dos plasticos sintéticos ndo biodegradaveis
(STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH, 1998). Contudo, o P(3HB-co-3HV) apresenta maior



utilidade que o P(3HB) devido as suas propriedades termomecanicas. As unidades repetidas
de 3HV na cadeia polimérica reduzem a dureza, a cristalinidade e o ponto de fusdo do
polimero, aumentando, dessa forma, a flexibilidade e elasticidade e, conseqlientemente, sua
resisténcia ao impacto e melhorando sua processabilidade (BYROM, 1987; WEINER, 1997).

2.1.2. Aplicacoes

Os polihidroxialcanoatos foram inicialmente utilizados para a producao de garrafas,
filmes e fibras para embalagens biodegradaveis e como filmes envoltérios de adubo para
agricultura (BYROM, 1987; STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH, 1998; SCOTT, 2000).

Todavia, sendo biomateriais, podem ser usados de forma direta, como suplemento, ou
de modo a substituir as funcbes dos tecidos vivos do corpo humano, uma vez determinada a
sua biocompatibilidade com o hospedeiro. Combinados a outros biomateriais podem ser
utilizados em enxerto de ossos para preencher os defeitos ou substituir os ossos fraturados
(RAMAKRISHNA et al., 2001). Também podem ser usados como material osteossintético, em
placas de ligacdo (GROTHE et al., 1999; LU et al., 2001) e suturas cirtrgicas (STEINBUCHEL;
FUCHTENBUSCH, 1998).

Podem ser aplicados como matriz em materiais retardantes para a liberagao controlada
de drogas, hormbnios, herbicidas, inseticidas, flavorizantes e fragrancias na medicina,
agricultura, industria  farmacéutica e indUstria de alimentos (STEINBUCHEL;
FUCHTENBUSCH, 1998) ou atuarem como matéria-prima para a sintese de enantidmeros
quimicos puros e na produgéo de tintas (REHM; STEINBUCHEL, 1999).

Os polihidroxialcanoatos apresentam ainda potencial para aplicagdes terapéuticas.
Polimeros contendo mondémeros na forma 4-hidroxibutirato, P(4HB), sdo empregados na forma
de sais de sédio como anestésico (SUDESH et al., 2000).

2.1.3. Biodegradacao

Uma importante caracteristica dos PHAs é sua biodegradabilidade. Na natureza, vérios
microrganismos sdo habeis para degradar PHAs pelo uso de PHA hidrolases e PHA
despolimerases. As atividades destas enzimas podem variar e dependem da composicido do
polimero, sua forma fisica (amorfa ou cristalina), as dimensdes das amostras e das condigbes
ambientais (MADISON; HUISMAN, 1999).



P(3HB) e outros PHAs podem ser completamente degradados a didéxido de carbono e
agua (e metano sob condicbes anaerdbicas) pelos microrganismos no ambiente, sendo
facilmente degradado no solo (GROTHE et al., 1999). A degradacao enzimatica de P(3HB) é
afetada por sua estereocomposicdo e tacticidade. Os P(3HB)s com conformacdo R sofrem
degradacdo enquanto que aqueles com unidades repetidas da conformacdo S nao sao
degradaveis (GRODZINSKI, 1999). O tempo de degradacao do produto formado por P(3HB) é
da ordem de poucos meses (digestdo anaerdbica) a anos (agua do mar) (MADISON;
HUISMAN, 1999).

A biodegradagao dos polimeros ocorre por dois mecanismos distintos, dependendo da
natureza do polimero e do ambiente. O primeiro é a hidrélise bidtica ou abidtica seguida por
bioassimilacdo (hidrobiodegradacao), que é o processo primario envolvido na biodegradacao
das heterocadeias poliméricas tais como celulose, amido e polésteres alifaticos, dos quais
polimeros de acido latico (PLA) e polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo tipicos. O segundo é a
peroxidagdo seguida por bioassimilagdo de produtos de baixa massa molar (oxo-
biodegradacao), que é aplicada particularmente a cadeia de carbono dos polimeros (SCOTT,
2000).

2.2. Biossintese de PHAs

Os poliésteres podem ser obtidos por quatro diferentes métodos: i) produgéo quimica; ii)
producdo biotecnoldgica (culturas com varios tipos de bactérias; culturas com linhagens de
bactérias mutantes; culturas com bactérias e leveduras recombinantes; plantas transgénicas;
sintese in vitro com enzimas isoladas); iii) combinacdo da producéo biotecnolégica e quimica
(polimerizacao quimica de acido latico produzido por fermentacéao) e, iv) isolamento de fontes
naturais como, por exemplo, isolar cutina de plantas. (STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH,
1998).

Assim, para a produgédo biotecnoldgica, deve-se associar as rotas metabdlicas centrais
com as PHA sintases, a fim de se utilizar as rotas anabdlicas e catabdlicas para a sintese de
tioésteres de HA-CoA e direcionar o fluxo metabélico dos tioésteres (REHM; STEINBUCHEL,
1999), sendo que o metabolismo de aminoacidos, o ciclo do acido citrico, a rota da sintese de
novo de acidos graxos e as rotas de B-oxidacao de acidos graxos devem ser usados com este
propésito (STEINBUCHEL; FUCHTENBUCH, 1998). A engenharia metabdlica das rotas de B-
oxidacao de acidos graxos em Escherichia coli empregando mutantes fad ancorando genes de
PHAyc. sintases e inibidores da B-oxidagdo conduzem a um acumulo de PHAyq
(LANGENBACH et al., 1997; Ql et al, 1997; Ql et al, 1998).



2.2.1. Biossintese de PHAs por R. eutropha

R. eutropha cataboliza os carboidratos pela via Entner-Doudoroff a piruvato, que pode
entdo ser convertido através de desidrogenacdo a acetil-CoA (BRAUNEGG et al., 1998), que
segue para via de produgdo de PHA, gerando tanto homopolimeros P(3HB) quanto
heteropolimeros P(3HB-co-3HV) (HOLMES, 1985).

As bactérias apresentam varias vias metabdlicas para a sintese e decomposicdo de
PHAs (LEE; CHOI, 1999). Estas estdo ligadas ao estado metabolico da célula e ao fluxo de
carbono através do metabolismo intermediario (BYROM et al., 1987).

R. eutropha sintetisa o P(3HB) a partir de acetil coenzima-A por trés reacdes
sequenciais catalizadas por 3-cetotiolase (acetil-CoA-acetiltranferase; EC 2.3.1.9); acetoacetil-
CoA redutase (hidroxibutiril-CoA desidrogenase; EC 1.1.1.36) e poli(D-(-)-3-hidroxibutiril-CoA)
sintase (PHB polimerase) (DAWES; SENIOR, 1973).

A primeira enzima na via de biossintese de P(3HB), a 3-cetotiolase, compete por acetil-
CoA com varias outras vias metabdlicas incluindo formacao de acetato, formacao de citrato e
sintese de &cidos graxos. Essa enzima é inibida por moléculas de CoASH livres. Acetoacetil-
CoA redutase, a segunda enzima na via de sintese de P(3HB), requer NADPH como cofator.
Entdo, a atividade de acetoacetil-CoA redutase, bem como a quantidade e a razédo de
nicotinamida nucleotideo, oxidada e reduzida, parece ser importante na regulacdo da sintese
de P(3HB). Citrato sintase, a primeira enzima no ciclo dos &cidos tricarboxilicos, ndo somente
compete com B-cetotiolase por acetil-CoA mas também libera moléculas de CoA livres, 0 que
afeta negativamente a sintese de P(3HB) (LEE et al., 1995).

Sob condi¢des balanceadas de crescimento, os niveis de CoASH séo elevados. Em
limitagdo de nutrientes essenciais ao crescimento, mas excesso de carbono, a formagéo de
NADH inibe a citrato sintase, € niveis de acetil-CoA sobem ao ponto em que a inibicao pela
CoASH é superada. A reacdao de condensacao a acetoacetil-CoA é possivel e P(3HB) é
sintetizado. A degradagao do polimero é controlada através da oxidagdo de mondémeros de 3-
hidroxibutirato pela enzima 3-hidroxibutirato desidrogenase. Esta enzima esta sujeita a inibicao
pelo acetato e NADH (BYROM, 1987).

O cofator NAD" é usado para oxidagdes catabdlicas que geram energia, enquanto que
NADPH serve como fonte de poder redutor para biossintese (FOSTER e MOAT, 1980).

Na via de producédo de P(3HB), a acetoacetil-CoA-redutase € NADPH dependente, isto
€, necessita de um agente redutor (NADPH) para catalizar a seguinte reacao:

Acetoacetil-CoA + NADPH + H* - D-(-)-hidroxibutiril-CoA + NADP~*
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Visto que o metabolismo de carboidratos em R. eutropha ocorre pela via Entner-
Doudoroff, o NADPH sera derivado, principalmente, da acdo de glicose-6-fosfato-
desidrogenase (HAYWOOD et al., 1998).

Embora NAD" e ATP nao sejam requeridos nas trés reagdes seqlienciais, & necessario
considerar as regeneracoes de NAD*/NADH e ATP/ADP nas vias incluidas na biossintese de
P(3HB). Em condicbes aerdbicas, a reciclagem de NAD'/NADH é obtida, principalmente, pela
cadeia respiratéria, que é acompanhada pela producdo de varios moles ATP.mol" NADH
oxidados (SHI et al., 1997; YAMANE, 1993).

LEE et al. (1995) mostraram que as relagbes NADH/NAD* e NADPH/NADP* sob
condicdes de limitagao de nitrogénio foram superiores aquelas sob condigdes suficientes de
nitrogénio. Isso pode ser explicado pela andlise da via metabdlica de Ralstonia eutropha na
Figura 1. Um fluxo aproximadamente constante para o ciclo dos acidos tricarboxilicos e o
blogueio na via biossintética de aminoacidos, especialmente a reacdo de a-cetoglutarato a
glutamato que assimila o ion amdnio no interior da célula, resultando em maior produgao de
NADPH. A maior concentracdo de NADPH acelera a biossintese de P(3HB) uma vez que
P(3HB) pode fornecer uma diminuicdo do excesso de equivalentes redutores.

: T ? o, K

..................... F6P RSP -

f T T
ADP<-~----§---~ ........... - GAP. E4P

e |
AcCoA L-(-)HB-CoA

f

’ PHB
Biomassa

Figura 1. Via metabdlica de R. eutropha a partir de diferentes substratos (LEE et al., 1995)
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Segundo KESSLER e WITHOLT (2001), a regulacdo do metabolismo de PHA pode
ocorrer de formas diferentes:

- por ativacao da expressao do cluster phaCAB devido ao sinal especifico do ambiente,

tal como limitagéo de nutriente;

- por ativacdo das enzimas para sintese de PHA por componentes especificos da célula

ou intermediarios metabdlicos;

- por inibicdo de enzimas metabdlicas das vias competitivas e aumento de

intermediarios requeridos para a sintese de PHA;

- por combinagéo dos fatores anteriores.

A regulagdo da biossintese de PHA tem sido estudada em detalhes em diferentes
bactérias. A sintese de PHA em Ralstonia eutropha é promovida quando o crescimento celular
é restringido pela limitagdo ou caréncia de N, P ou O,. OEDING e SCHLEGEL (1973),
mostraram que acetil-CoA é o metabdlito regulador chave neste organismo, uma vez que esse
pode participar do ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) ou pode servir como um substrato para
biossintese de PHA. Estes autores mostraram também que a razdo NAD(P)H/NAD(P)" é
importante na regulagdo metabdlica da biossintese de PHA. Quando a razao
NAD(P)H/NAD(P)" aumenta, sob limitagdo de nitrogénio, as enzimas citrato sintase e isocitrato
desidrogenase sao inibidas por NADH. Dessa forma, o fluxo de acetil-CoA dentro do ciclo TCA
é diminuido e mais acetil-CoA é convertido a acetoacetil-CoA pela B-cetotiolase. Quando a
concentracdo de nitrogénio é suficiente, a concentracdo de CoA, que é liberada como acetil-
CoA dentro do TCA, é alta. A B-cetotiolase é inibida pela alta concentragdo de CoA, e,
subsequentemente, a biossintese de PHA é inibida.

SENIOR e DAWES (1971) propuseram que a sintese de P(3HB) nao funciona apenas
como reserva de carbono e energia, mas também para a diminuicdo do poder redutor, podendo
ser considerado como regulador do poder de Oxido-reducédo da célula. DAWES e SENIOR
(1973) observararm que a sintese de P(3HB) foi acompanhada por um pronunciado aumento
no poder redutor da cultura com concomitante queda nas taxas de utilizacdo de oxigénio e
evolugdo do gas carbbnico concluindo, com isto que, durante a limitacdo de oxigénio, as
células ajustam-se ao novo meio pela reoxidacdo do poder redutor, através da sintese de
P(3HB).
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2.2.2. Biossintese de PHAs por Pseudomonas

A composicdo dos PHAgscL e sua relagdo direta com a estrutura de crescimento do
substrato sugerem que a via metabdlica para a biosintese de PHAsc. € uma ramificagdo direta
da via de oxidacao de acidos graxos, conforme pode se observar na Figura 2. Nesta via acidos
graxos sao degradados para a remogao das unidades de C2, como acetil-CoA. O restante da
via oxida acil-CoAs a 3-quetoacil-CoAs via intermediarios de 3-hidroxiacil-CoA. A especificidade
do substrato varia de C6 a C14 (R)-3-hidroxialcanoil-CoAs, com preferéncia a mondémeros de
C8 a C10. Todavia, devido ao intermediario (S)-3-hidroxialcanoil-CoA da -oxidagdo, um passo
adicional a biosintese é requerido para a sintese do monémero (R)-3-hidroxialcanoil-CoA. De
qualquer forma este precursor de PHA é o produto da reacdo catalisada por uma hidratase pela
atividade da epimerase do complexo de B-oxidacdo, ou por uma 3-quetoacil-CoA redutase
especifica, sobre a qual se tem incerteza (HUISMAN et al., 1989 LAGEVEEN et al. 1998).
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Figura 2. Via metabdlica de para a biosintese de PHAs por Pseudomonas (MADISON;
HUISMAN,1999)



13

Em Pseudomonas putida, ao menos trés diferentes rotas metabdlicas ocorrem para a
sintese de tioesteres de 3-hidroxiacil coenzimaA, os quais sdo substrato para a PHA sintase
(HUIJBERTS et al., 1994), (i) B-oxidagéo é a principal via metabdlica quando &cidos graxos sao
utilizados como fonte de carbono (ii) biosintese de novo de &cidos graxos é a principal via
metabdlica quando em fontes de carbono que nao sdao metabolizadas a acetil-CoA, como
gluconato, acetato ou etanol (iii) reacdes de alongamento de cadeia nas quais acetil-CoA
moieties sdo condensadas em 3-hidroxiacil coenzimaA estao envolvidas na sintese de PHA

durante o crescimento em hexanoato.

2.3. Clonagem e expressao de genes

A via bioquimica para a sintese de polihidroxialcanoatos tem sido estudada em nivel
molecular. Um interesse particular tem sido dado a enzima da via de biossintese de PHAs, a
polidroxialcanoato sintase (PHA sintase). Esta enzima catalisa um passo fundamental desta
via, que é a polimerizagao, propriamente dita, utilizando como substratos os monémeros HA-
CoAs. Os genes envolvidos na biossintese de PHAs de varias bactérias foram clonados e
analisados a nivel molecular (STEINBUCHEL, 1991; STEINBUCHEL, et al. 1992; REHM;
STEINBUCHEL, 1999), sendo que a Tabela 1 apresenta uma lista contendo algumas das
bactérias que tiveram suas PHA sintases clonadas e caracterizadas.

Tabela 1. Bactérias que tiveram suas PHA sintases clonadas e caracterizadas

Bactéria N¢ acesso Gene Bank Referéncia
Acinetobacter sp. L37761 SCHEMBRI et al., 1994
Aeromonas caviae D88825 FUKUI; DOI, 1997
Alcaligenes latus Af078795 CHOI et al., 1998

Azorhizobium caulinodans Aj006237 MANDON et al., 1998
Bacillus megaterium MCCOOL; CANNON, 1996
Burkholderia cepacia RODRIGUES et al., 2000
Chromatium vinosum LO1112 LIEBERGESELL;

STEINBUCHEL, 1992
Comamonas &cidovorans Ab009273 SUDESH et al., 1998
Ectothiorhodospira shaposhnikovii LIEBERGESELL et al., 1993
N1

Lamprocystis roseopersicina 3112 LIEBERGESELL et al., 1993
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(continuagao)
Bactéria N¢ acesso Gene Bank Referéncia
Methylobacterium extorquens IBT6 L07893 VALENTIN; STEINBUCHEL,
1993
Paracoccus denitrificans D43764 UEDA et al., 1996
Pseudomonas acidophila UMEDA et al., 1998
Pseudomonas aeroginosa X66592 TIMM; STEINBUCHEL, 1992
Pseudomonas citronellolis 25 TIMM et al., 1995

Pseudomonas mendocina TIMM et al., 1995

Pseudomonas oleovorans M58445 HUISMAN et al., 1991
Pseudomonas putida KT2442 HUISMAN et al., 1991

Pseudomonas sp. DSMZ1650 TIMM et al., 1995
Pseudomonas sp. GP4BH1 TIMM et al., 1995

Pseudomonas sp. 61-3 Ab014757/AB014758 MATSUSAKI et al., 1998
SLATER et al., 1988;
Ralstonia eutropha H16 M64341 SCHUBERT et al., 1988;
PEOPLES; SINSKEY, 1989
Rhizobium etli U30612 CEVALLOS et al., 1996

Rhodobacter capsulatus KRANZ et al., 1997

Rhodobacter sphaeroides L17049 HUSTEDE; STEINBUCHEL,
1993
Rhodococcus ruber PP2 X66407 PIPER; STEINBUCHEL, 1992

Rhodospirillum rubrum
Rhodospirillum rubrum ATCC25903

CLEMENTE et al., 1998

CLEMENTE et al., 1998
Sinorhizobium meliloti 41 X93358 TOMBOLINI et al., 1994

Synechocystis sp. PCC6803 SIr1830/29 KANEKO et al., 1996; HEIN et

al., 1998
MCINERNEY et al., 1992
LIEBERGESELL;
STEINBUCHEL, 1993
LIEBERGESELL et al., 1993

Syntrophomonas wolfei
Thiocystis violacea 2311 LO1113

Thiocapsa pfennigli 9111
REHM; STEINBUCHEL, 1999
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Em Ralstonia eutropha, os genes estruturais phaC, phaA e phbB codificando,
respectivamente, para a PHB sintase (polidroxibutirato sintase), a p-cetotiolase e a acetoacetil-
CoA redutase, estdo organizados em um Unico operon (PEOPLES; SINSKEY, 1989;
SCHUBERT et al., 1991; SLATER et al.,1988). Para converter intermediarios da via central do
metabolismo em tioésteres de hidroxiacil-CoA (HA-CoA), os quais sao substratos de todas as
PHAs sintases, as bactérias utilizam diferentes vias. Os PHAs constituidos de 3-
hidroxialcanoatos de cadeia média (6 a 14 atomos de carbono) sao sintetizados e acumulados
em grande quantidade por varias Pseudomonas sensu stricto a partir de intermediarios da B-
oxidagao de &cidos graxos (STEINBUCHEL et al., 1992). A composigdo dos co-mondémeros de
PHAs depende principalmente da fonte de carbono, das condi¢cbes de cultivo e das vias
metabdlicas que levam a sua formagao.

A via de biossintese de PHB mais estudada e conhecida é a apresentada pela bactéria
gram negativa Ralstonia eutropha. Além de seus genes ja conhecidos para a biosintese de
PHAs, identificou-se a aproximadamente 4 kbp abaixo de seu operon um segundo gene
codificando uma B-cetotiolase (bkiB). Diferente da primeira B-cetotiolase, a segunda é capaz da
sintese de 3-cetovaleril-CoA. Enquanto em algumas bactérias estudadas (Alcaligenes latus,
Burkolderia cepacia) a organizacao do operon parece ser muito semelhante a de R. eutropha,
em outras (Acinetobacter sp, Pseudomonas sp.) estes genes, embora agrupados, organizam-
se de uma outra maneira. Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas aeruginosa e
Pseudomonas sp. 61-3 possuem dois genes phaC diferentes, em seus genomas, 0s quais
encontram-se separados por um gene codificando uma PHA despolimerase.

Com relacdo a estrutura primaria deduzida a partir destas seqliéncias e com respeito a
especificidade pelo substrato, trés diferentes tipos de PHA sintases puderam ser destacadas:
(a) PHA sintases do tipo |, as quais utilizam como substrato 3HA-CoA, chamados de cadeia
curta, contendo de 3 a 5 atomos de carbono, sendo que R. eutropha é o mais estudado
representante deste grupo, produzindo homopolimero PHB (polidroxibutirato) ou o copolimero
PHB-co-HV (polidroxibutirato-co-valerato). A estrutura primaria das sintases deste grupo exibe
36,8 a 39,0 % de identidade entre seus residuos de aminoacidos (STEINBUCHEL et al., 1992);
(b) PHA sintases do tipo I, as quais utilizam como substrato, 3HA-CoA de 6 a 14 4tomos de
carbono, sendo Pseudomonas aeruginosa, um dos representantes deste grupo, produzindo
PHAycL.(polidroxialcanoatos de cadeia média). A similaridade entre as estruturas primarias das
PHAycL sintases estda entre 53,7 e 79,6% de residuos de aminoacidos idénticos
(STEINBUCHEL et al., 1992); (c) PHA sintases do tipo lll, tais como as que ocorrem
Chromatium vinosum, que diferem das do primeiro tipo quanto ao peso molecular (35 a 40%
menores) e por de apresentarem somente 21 a 27 % de similaridade entre os residuos de
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aminoacidos das sintases pertencentes a este grupo. E importante ressaltar que as
similaridades entre as sintases do tipo | e do tipo Il estdo na faixa de 34,4 a 39,9%
(STEINBUCHEL et al., 1992).

Embora as PHA sintases do tipo | sejam capazes de catalisar a biossintese de
copolimeros, contendo HAsc -co-HAs c € as PHA sintases do tipo Il, copolimeros contendo
HAwucL-co-HAycL nunca foi relatada a sintese de copolimeros contendo HAsc -co-HAycL, apesar
da grande homologia existente entre as PHAs sintases dos dois grupos (STEINBUCHEL et al.,
1992).

O conhecimento das estruturas primarias destas sintases, deduzidas a partir do
sequenciamento dos genes estruturais de diferentes microrganismos, tem permitido uma
comparacao direta entre estas enzimas. Estudos tém sido realizados a fim de determinar que
dominios protéicos, além do sitio ativo, estariam envolvidos na especificidade das enzimas
pelos substratos. Ou seja, que residuos de aminoacidos, préximos ou nao do sitio ativo, tomam
parte no reconhecimento de substratos HAsc. € HAwcL, pelas PHA sintases dos tipos [ e 1I. A
manipulacdo dos genes que codificam estas proteinas propiciara a sintese de copolimeros
constituidos de monémeros de cadeia curta e média, 0s quais seriam polimeros totalmente
novos com propriedades plasticas interessantes (ANTONIO, 2000).

O peso molecular dos PHAs é uma propriedade importante e depende de alguns
fatores: (1) fisiologia, que é propriamente mais importante com respeito a provisao de HA-CoA
tioesteres e, portanto, para a concentracao de substratos para as PHA sintases, e também com
respeito a disponibilidade de enzimas que hidrolizem PHAs, como as PHAs despolimerases
(JENDROSSEK et al., 1996) ou estereases inespecificas e lipases (MUKAI et al., 1993,
JAEGER et al.,, 1995). Se estas enzimas nado forem providas, entdo PHAs de alto peso
molecular podem ser produzidos. (2) nivel de expressao da PHA sintase nas células, que
também é muito importante, indicando que o aumento de concentragdo de PHA sintases
acarreta na diminuicao do peso molecular do polimero acumulado (SIM et al., 1997; KRAAK et
al., 1997).

PHAs sintases do tipo | sintetizam PHAs de alto peso molecular (de aproximadamente
500.000 a alguns milhdes de kDa), PHA sintases do tipo Il, de aproximadamente 50.000 a
500.000 kDa, enquanto as PHA sintases do tipo Il parecem sintetizar PHAs de peso molecular
intermediario (REHM; STEINBUCHEL, 1999).
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2.4. Microrganismos produtores de PHAs

Os microrganismos capazes de acumular PHAs sdo geralmente as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (BYROM, 1987). Os microrganismos produtores de PHAs sao
divididos em dois grupos. O primeiro grupo requer a limitacdo de um dos nutrientes para a
producdo de PHAs, ao qual se tem como representantes, entre outros, Ralstonia eutropha e
Pseudomonas oleovorans. O segundo grupo acumula PHAs ja durante a fase de crescimento,
sendo que a este grupo sao pertencentes Escherichia coli e Alcaligenes latus (LEE, 1996b).

2.4.1. Produtores naturais

Outros géneros bacterianos que apresentam ocorréncia de P(3HB) sdo: Acromonas,
Actinomycetes, Azospirilum, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Chlorogloea, Chromatium,
Derxia, Ferrobacillus, Hyphomicrobium, Lampropaedia, Methylobacterium, Micrococcus,
Nocardia, Rhizobium, Rhodopseudomonas, Rhodospirillum,  Sphaerotilus,  Spirillum,
Streptomyces, Vibrio e Zoogloea (BYROM, 1987).

2.4.1.1. Aeromonas

Foi mostrado que a PHA sintase de Aeromonas caviae foi apta a incorporar (R)-3HB-
CoA, (R)-3HV-CoA, (R)-3HHx-CoA e (R)-3-hidroxiheptanoil-CoA [(R)-3HHp-CoA] em PHA
(FUKUI; DOI, 1997; FUKUI et al., 1997)

2.4.1.2. Ralstonia

R. eutropha é uma das bactérias produtoras com maior potencial para produgao desses
biopolimeros devido ao alto contetdo de polimero acumulado em suas células (DU et al.,
2001a).

2.4.1.3. Azobacter

Azotobacter sp foi a primeira bactéria escolhida para a sintese industrial de P(3HB) por
se capaz de utilizar sacarose e glicose como substrato. Entretanto foi rejeitada por produzir
paralelamente um polissacarideo, tornando o processo de dificil controle (BYROM, 1987).
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2.4.1.4. Methylobacterium

BOURQUE et al. (1992) usaram Methylobacterium extorquens para produzir P(3HB) a
partir de metanol e P(3HB-co-3HV) a partir de metanol e valerato. Os autores consideraram o
metanol um substrato interessante ja que este tem relativo baixo custo, é de facil manuseio, é
completamente sollvel em &agua e possui baixa viscosidade. Entretanto, de acordo com
BYROM (1992), o processo de producao é lento, gera uma baixa quantidade de polimero, que

tem baixo peso molecular e extracgao dificil.

2.4.1.5. Pseudomonas

Pseudomonas podem produzir tanto polihidroxialcanoatos de cadeia média quanto de
cadeia longa (DE SMET et al., 1983; FULLER et al., 1988; PREUSTING et al., 1991).

Relatou-se que PHAs de cadeia média (MCL) de C6 a C14, podem ser sintetizados por
Pseudomonas oleovorans quando cultivado em alcanoatos, alcoois, alcandis, alcanos ou
alcenos como fontes do carbono, e o tipo e composicdo dos mondmeros variara dependendo
da fonte do carbono empregada (ANDERSON; DAWES, 1990; BRANDL et al, 1988;
LAGEVEEN et al., 1988; LEE, 1996b).

2.4.2. Produtores recombinantes

Apoés a clonagem dos genes da biossintese de PHA de R. eutropha em E. coli, E. coli
recombinante tem sido investigada para a producao de P(3HB) porque tem diversas vantagens
sobre outras bactérias (FIDLER; DENNIS, 1992; LEE, 1997). Houve uma série de artigos que
descreveram o desenvolvimento de sistemas utilizando plasmidios como vetores de clonagem
e das estratégias para produzir uma concentracdo elevada de P(3HB) com produtividade
elevada (LEE, 1994; LEE; CHANG, 1994; 1995b; LEE et al., 1994; WANG; LEE, 1998).

Mesmo que uma concentracdo elevada de P(3HB) pudesse ser obtida por E. coli
recombinante, a produtividade de P(3HB) era mais baixa do que aquela em A. /atus. Pensou-se
que o A. latus pudesse ter um mecanismo biosintético mais eficiente para a producédo de PHA,
e a E. coli recombinante ancorando os genes do biosintese de A. latus pudesse produzir
P(3HB) com produtividade mais elevada. Recentemente, CHOI et al. (1998) clonaram os genes
do biosintese de PHA de A. latus em E. coli selecionando os transformantes que mostram o
fenodtipo turbido no meio de producdo de P(3HB). Diversos plasmidios foram construidos
usando 0s genes da biosintese de PHA de A. latus PHA para a produgao eficiente de P(3HB)
por E. coli. As linhagens recombinantes de E. coli que abrigam o fragmento inicialmente
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clonado de DNA de 6,4-kb de A. latus produziram um contetdo de P(3HB) de 50% da massa
celular seca. Uma maior concentragcao P(3HB) e conteldo de P(3HB) podiam ser obtidos
suprimindo os fragmentos desnecessarios do DNA acima do operon de biosintese de PHA.

2.4.2.1. Recombinantes naturais

Considerando-se que produtores naturais de PHA tém acumulado PHA durante a
evolugéo, eles geralmente tém um tempo de geracdo longo e uma temperatura étima de
crescimento relativamente baixa, sdo geralmente dificeis de serem lisados e contém rotas para
a degradacao de PHA. Bactérias como E. coli ndo tem a capacidade de sintetizar ou degradar
PHA, todavia E. coli cresce rapidamente a uma temperatura maior e é facil de lisar. O mais
rapido crescimento permite um tempo de ciclo menor para o processo de produgao, enquanto a
temperatura de crescimento mais elevada fornece uma economia de custos associada ao
resfriamento do bioreator. A lise mais facil das células proporciona economia de custos durante
a purificagdo dos granulos de PHA. Os efeitos da alteragao dos niveis de expressio dos pha
genes durante a formagdo de PHA tém sido estudados em produtores naturais de PHA
(MADISON; HUISMAN, 1999).

2.4.2.2. E. colirecombinante

E. coli recombinante é capaz de acumular grandes quantidades de polimero,
representando mais de 80% da massa celular seca (FIDLER; DENNIS, 1992; LEE, 1997). Além
disso, E. coli pode utilizar véarias fontes de carbono, incluindo sacarose, lactose e xilose, o que
permite a produgéo de P(3HB) a partir de matéria-prima de baixo custo, tais como melago, soro
de leite e hemicelulose hidrolisada (LEE, 1997; LEE; CHANG, 1993).

A disponibilidade de um grande numero de genes biossintéticos de PHA facilita a
construcdo de organismos recombinantes para a producado de P(3HB). Embora R. eutropha
seja um excelente produtor de P(3HB), esta bactéria tem certas limitagdes que restringem sua
utilizacao para a producao comercial de P(3HB). Por exemplo, cresce lentamente e é de dificil
lise. Além disso, ndo é bem caracterizada geneticamente, o que ndo favorece sua manipulagao
adicional para melhorar seu desempenho industrial.

A producao de P(3HB) com sistemas recombinantes pode ser capaz de superar estas
obstrucdes. E. coli recombinante pode ser potencialmente usada para dirigir-se a estes
problemas, desde que é geneticamente bem caracterizada. A producao de P(3HB) em E. coli

deve ser projetada porque este organismo nado sintetiza naturalmente granulos de P(3HB).
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Desde que os primeiros genes do phb foram expressos em E. coli, uma variedade de outros
polimeros, tais como P(3HB-3HV), P(3HB-4HB), P(4HB), e P(3HO-3HH) tém sido sintetizados
por E. coli, seguindo as técnicas de DNA recombinante (MADISON; HUISMAN, 1999).

2.4.3. Produtores transgénicos

2.4.3.1. Insetos

O gene phaC de R. eutropha foi expresso pela primeira vez em insetos na espécie
Trichoplusia ni, por um sistema de infeccao bactoviral. A expresséo foi tida como um sucesso,
uma vez que apods 60h, 50% do total de proteina era P(3HB) polimerase. Em contraste a outros
sistemas recombinantes, a expressao do gene phaC em insetos permite uma rapida purificagao
da forma soluvel da P(3HB) polimerase (WILLIAMS et al., 1996).

2.4.3.2. Plantas

Relatou-se o uso da planta Arabidopsis thaliana ancorando genes de biossintese de
PHA de R. eutropha. PORIER et al. (1992) obtiveram sucesso na expressao dos genes
relacionados com a aceto-acetil-Coa redutase e PHA sintase no citoplasma de A. thaliana. Este
experimento resultou na sintese de P(3HB) no citoplasma, nucleo e vacuolos de todo o tecido
da planta, mas em pequenas quantidades e a custa de um crescimento retardado da planta.
Em compensacao, quando os trés genes relacionados a sintese de PHA de R. eutropha foram
expressos nos cloroplastos de A. thaliana, a planta transgénica exibiu um crescimento normal e
teve um conteido de P(3HB) de aproximadamente 14% de sua massa celular seca
(STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH, 1998).

2.5. PHA produzido por linhagens recombinantes

Morfologicamente, o nimero dos granulos em E. coli e R. eutropha e seus tamanhos
nao sao iguais, mesmo sendo sintetizados pelas mesmas enzimas (MIDDELBERG et al.,
1995). Usando-se calorimetria de exploracdo diferencial, analise termogravimétrica e
ressonancia magnética nuclear, mostrou-se que os granulos em E. coli estdo em uma forma
mais cristalina do que os granulos em R. eutropha (HAHN et al., 1995). Isto pode ser porque E.
coli recombinante produz P(3HB) de peso molecular mais elevado (KUSAKA et al., 1997) ou

por causa da auséncia de proteinas especificas de aglomeragéo de P(3HB), tais como PhaP.
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A diferencga na cristalinidade foi atribuida a contribuir nas diferencas na degradacao do
polimero durante a purificagdo (HAHN et al., 1995). Sugeriu-se que o aumento da cristalinidade
deste P(3HB) de alto peso molecular impediu a ruptura vista para P(3HB) de produtores
naturais, tais como R. eutropha (KUSAKA et al,, 1998). Desta forma, P(3HB) recombinante
pode consequientemente ter aplicagdes para as quais P(3HB) natural ndo é qualificado.

Como descrito, a incorporacao de outros monémeros no crescimento das cadeias de
P(3HB) resulta em polimeros com propriedades mecanicas drasticamente alteradas e
melhoradas. Conseqlientemente, os sistemas de producdo recombinantes terdo que poder
facilitar a produgao de uma variedade dos copolimeros (MADISON; HUISMAN, 1999).

FUKUI et al., 1997 mostraram que a incorporacao de uma pequena fragao de 3-HHp em
P(3HB-co-3HV-co-3HHp) reduz o ponto de fusdo do PHA comparado aos de P(3HB-co-3HV).
PARK (2001b) conclui que polimeros com diferentes propriedades materiais podem ser

produzidos pela suplementagao com diferentes acidos graxos.

2.6. Producao de PHAs em E. coli recombinante

Segundo WANG e LEE (1997b) o processo de fermentagdao em batelada com E. coli
recombinante pode ser dividido em duas fases: (i) uma fase de crescimento ativa, na qual o
conteudo de PHB é mantido relativamente constante a um baixo nivel e (i) uma fase ativa de
sintese de PHB, na qual PHB e ativamente acumulado com concomitante aumento do
conteldo de PHB. Quando o oxigénio é limitado durante a fase de crescimento ativo, o
crescimento celular para e nao ha aumento aparente no nivel de PHB acumulado. Todavia,
crescimento celular e acumulo de PHB néo sdo impedidos quando a limitacdo de oxigénio e
aplicada durante a fase ativa de sintese de PHB. Explicam que isto se deve ao fato de que o
acumulo de acetato, que na fase inicial leva a concentragdes criticas que inibem o crescimento,
enquanto que na segunda fase, devido ao maior acumulo de células e polimero, a quantidade

de acetato no meio n&o e limitante.
2.6.1. Producao visando monémeros e copolimeros especificos
2.6.1.1. Producao de P(3HB)
A primeira indicagdo que P(3HB) poderiam ser sintetizado em hospedeiros heterélogos
foi obtida quando os genes de phb de R. eutropha foram clonados em E. coli € resultam na

formacao de granulos de P(3HB) (PEOPLES; SINSKEY, 1989; SCHUBERT et al., 1991;
SLATER et al., 1988). Os trabalhos subseqiientes na clonagem de genes de phb de outros
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procariotos incluiram freqlentemente estudos similares da expressao heteroléga. Entretanto,
mesmo que E. coli recombinante possa sintetizar granulos de P(3HB), falta a esta bactéria a
habilidade de acumular os niveis equivalentes aos produtores naturais em meios definidos.

Um dos desafios de se produzir P(3HB) em organismos recombinantes é a expressao
estavel e constante dos genes de durante o cultivo. A produgédo de P(3HB) por organismos
recombinantes é freqlientemente retardada pela perda de plasmidio da maioria da populacao
bacteriana (LEE et al., 1993). Tais problemas da estabilidade podem ser atribuidos a carga
metabdlica exercida pela necessidade de replicar o plasmidio e sintetizar P(3HB), que desvia
acetil-CoA a P(3HB) melhor que a biomassa. Além disso, 0 nimero de cépias dos plasmidios
diminuem freqlientemente sobre cultivos continuos porque somente algumas copias fornecem
a resisténcia antibiética requerida ou impedem a morte celular mantendo o gene parB
(MADISON e HUISMAN, 1999).

Por estas razdes, KIDWELL et al. (1995) projetaram um plasmidio "runaway"” para
suprimir o namero de copias do plasmidio a 30°C e induzir a replicagdo do plasmidio
deslocando a temperatura a 38°C (KIDWELL et al, 1995). Usando este sistema, foram
produzidos P(3HB) na ordem de 43% da massa celular seca, em 15h apés a inducdo. Embora
a produtividade encontrada fosse da mesma ordem de valor que dos produtores naturais de
P(3HB), as linhagens que ancoram estes replicons "runaway" parB-estabilizados, perdem a
capacidade de acumular P(3HB) durante cultivos prolongados.

Em uma comparacao detalhada de linhagens recombinantes de E. coli produtoras de
P(3HB), LEE et al. estudaram 10 linhagens diferentes equipadas com o um plasmidio phbCAB
parB-estabilizado (LEE et al., 1994b). Entre as linhagens do tipo selvagem, a E. coli B
acumulou 76% de sua massa celular seca como PHB em meio LB com 2% glicose, enquanto
E. coliW, K-12, e EC3132 formaram P(3HB) até somente 15 a 33% de sua massa celular seca.
Linhagens tipicas de clonagem, como XL1-Blue, JM109 e HB101, por outro lado, acumularam
P(3HB) em niveis que variam de 75 a 85% da massa celular seca. Usando-se plasmidios
estabilizados derivados de um outro meio ou plasmidios de elevado nimero de copias,
mostrou-se que somente os vetores de elevado numero de coépias suportam o acumulo
substancial de P(8HB) em E. coli XL1-Blue (LEE et al., 1994a). Pela suplementacao de
diferentes aminoacidos separadamente, foi aparente que a formagéao de P(3HB) em XL1-Blue
recombinante é limitada pela disponibilidade de NADPH. A adigao de outros aminoacidos ou
oleato, ambos requerentes de uma substancial reducao de equivalentes para sua sintese,
geralmente aumentam os niveis celulares de P(3HB) (LEE et al., 1995).
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Embora E. coli recombinante XL1-Blue possa sintetizar niveis substanciais de P(3HB),
seu crescimento é prejudicado pela filamentagcdo dramatica das células, especialmente em
meio definido (LEE, 1994a; LEE et al., 1997; WONG; LEE, 1997). Pela superexpressao de FtsZ
nesta linhagem, a producao do biomassa foi melhorada em 20% e os niveis de P(3HB) foram
dobrados (LEE; LEE, 1996).

ANTONIO et al. (2000) analisaram a especificidade da PHA sintase (tipo |) de Ralstonia
eutropha e PHA sintase (tipo Il) de Pseudomonas aeruginosa, em mutantes de E. coli afetados
pela B-oxidagao de acidos graxos € em linhagem selvagem. A PHA sintase de R. eutropha foi
expressa sozinha (pBHR70) ou acompanhada da B-cetotiolase e acetoacetil-CoA redutase
(pBHR68) de R. eutropha. A PHA sintase de Pseudomonas aeruginosa foi expressa em
combinagé@o com o operon completo de R. eutropha (pBHR77).

Os cultivos foram realizados em meio LB contendo diversas fontes de carbono (1% (p/v)
de glicose, 0,2% (p/v) de octanoato, 0,25% (p/v) de decanoato ou 0,25% (p/v) de
dodecanoato), 0,5mM de IPTG e, em algumas situagées, 0,24mg.mL" de &cido acrilico, em
frascos erlenmeyer de 300mL com 50mL de meio, a 37°C durante 48h.

Em E. coli JM109 ancorando pBHR70, na presenca de glicose, obteve-se o0 maximo de
1,5% de PHA (100% 3HB, em mol). Para o plasmidio pBHR68 obtiveram 80% de PHA (100%
3HB, em mol) a partir de glicose, e apenas 7% de PHA a partir de dodecanoato com acido
acrilico, sem a presencga de outros mondmeros além de 3HB. Para o plasmidio pBHR77, 65%
de PHA (100% 3HB, em mol) foi obtido a partir de glicose. Em E. coli LS1298 (fadB) ancorando
pBHR70 obteve-se menos de 1% de PHA para as fontes de carbono estudadas. Para o
plasmidio pBHR68 acumulou-se 67% de PHA (100% 3HB, em mol) a partir de glicose. Nas
outras fontes de carbono acumulou-se, em média, 15% de PHA, mas foi detectado 3HO a partir
de octanoato e decanoato, e 3HO e 3HDD a partir de dodecanoato. Em dodecanoato contendo
acido acrilico, o acumulo foi reduzido a 1,2% de PHA, sem a presenca de outros compostos.
Para o plasmidio pBHR77 acumulou-se, em média, 53% de PHA nesta linhagem (100% 3HB,
em mol) a partir de glicose e (21,4% 3HB, 6,2% 3HO, 51% 3HD e 21,4% 3HDD, em mol) para
dodecanoato. Para a ultima linhagem estudada, RS3097 (fadR), os acumulos foram mais
baixos, sendo que a Unica condicdo em que se conseguiram outros monémeros, além de 3HB,
foi para o plasmidio pBHR77 em meio contendo dodecanoato mais acido acrilico, onde dos
27% de PHA acumulados, 20%, em mol, foi referente a 3HB, 5,4% 3HO, 51% 3HD e 23,6%
3HDD. Em nenhuma das situacdes estudadas foi detectada a presenca de 3HHx (ANTONIO et
al., 2000).
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2.6.1.2. Producéo de P(3HB-co-3HV)

A aplicagdo de engenharia genética em E. coli envolvendo a alteragdo do metabolismo
enddégeno para a producdo de P(3HB-co-3HV) é preferivel do que a introducdo de genes
especializados. A suplementacado com propionato tem sido usada geralmente para a formacao
de P(3HB-co-3HV) em R. eutropha, e a estratégia inicial para a formacao de P(3HB-co-3HV)
em recombinantes foi conseqiientemente similar. Devido E. coli ndo metabolizar prontamente
acido propibnico, as culturas foram adaptadas em acetato, e entdo uma mistura de glicose-
propionato foi adicionada (SLATER et al., 1992). Este sistema foi melhorado usando linhagens
de E. coli que tém a expressado constitutiva do operon ato regulon fad para expressar
intensamente as enzimas da utilizacdo do acido graxos (FIDLER; DENNIS, 1992; SLATER et
al. 1992).

O sistema ato transporta acetoacetato para a célula, e este é inicialmente ativado a
acetoacetil-CoA por AtoAD. AtoAD é também capaz de transportar propionato a célula (CLARK;
CRONAN JR., 1996). O regulon fad codifica enzimas para a completa degradacéo de acidos
graxos, incluindo uma tiolase de larga especificidade (CLARK; CRONAN JR., 1996). Esperava-
se que a tiolase FadA fosse benéfica na via de formacao de 3HV comparada a phbA. A fragao
3HV no copolimero foi dependente da porcentagem de propionato usada durante a
fermentacdo, mas nunca excedeu 40%. Tendo em vista que E. coli é resistente a 100mM de
propionato (SLATER et al., 1992) e que 30mM ja sao toéxicos para R. eutropha (RAMSAY et al.,
1990), sugeriram que cultivos para a formacédo de P(3HB-co-3HV) podem ser mais eficientes
com linhagens de E. coli (SLATER et al., 1992).

Em estudos subseqtientes, a formagao do propionil-CoA foi estudada em linhagens com
mutag¢des no ackA e no pta ou em linhagens que superexpressem Ack. Para a incorporagao
eficiente de 3HV em P(3HB-3HV), E. coli requer as atividades de Pta e de Ack, embora a
inducdo da acetato acetil-CoA sintase possa também estar envolvida (RHIE; DENNIS, 1995). O
produto do prpE € um homologo recentemente descoberto da acetil-CoA sintase que realmente
pode ser mais especifico ao propionato (HORSWILL; ESCALANTE, 1997). Os sistemas de
produgdo recombinantes para P(3HB-3HV) exemplificam a necessidade de alterar o
metabolismo de E. coli, assim como o ajuste de estratégias de alimentagdo, a fim de produzir
os copolimeros desejados. Como em E. coli, a mutagdo do fadR também permite Klebsiella
oxitoca produzir P(3HB-3HV) quando crescida em glicose e propionato (ZHANG et al., 1994).
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YIM et al. (1996) relataram que estas E. coli recombinantes produtoras de P(3HB-co-
3HV) sdo incapazes de vir a crescer a uma densidade elevada e conseqlentemente sao
inviaveis para os processos comerciais. Na tentativa de melhorar a producédo de P(3HB-co-
3HV) em recombinantes, quatro linhagens de E. coli (XL1-Blue, JM109, HB101, e DHA&) foram
testadas. Todas as quatro linhagens recombinantes de E. coli sintetizaram P(3HB-co-3HV)
quando crescidas em glicose e propionato, com fragdes de 3HV de 7%.

Ao contrario das linhagens previamente estudadas (SLATER et al., 1992), XL1-Blue
recombinante incorporou menos de 10% de 3HV quando a concentracdo de acido propidnico
foi variada entre 0 e 80 mM. A incorporacdo de 3HV e a formagéo de PHA foram aumentadas
pelo pré-cultivo das células em acetato, seguido da adicdo do glicose-propionato em uma
densidade celular ao redor de 108 células.mL™. A suplementacdo com oleato também estimulou
a incorporagao de HV. Esta linhagem XL1-Blue recombinante, quando pré-crescida em acetato
e com suplementacéo de oleato, alcancou uma massa celular de 8g.L", dos quais 75% eram
P(3HB-3HV), com a fracdo de HV de 0,16 (YIM et al., 1996).

CHOI e LEE (1999) estudaram estratégias de cultivo para a produgcdo de P(3HB-co-
3HV), com diferentes fragdes de 3HV, por Escherichia coli XL1-Blue recombinante, ancorando
0s genes para a biosintese de polihidroxialcanoatos de Alcaligenes latus (pJC4), construido por
CHOI et al., em 1998. O cultivo foi realizado em frascos erlenmeyer de 250mL contendo 100mL
de meio MR suplementado com 20g.L" de glicose mais 20mM de &cido propidnico para a
inducao da fragdo 3HV a 30°C durante 60h. Testou-se ainda a inducao por acido acético, acido
oléico e a combinagao de ambos, além da glicose e do acido propiénico. As massas celulares
secas obtidas variaram de 4,6 a 7,9g.L" e a concentracdo de PHA entre 2,6 e 59g.L". As
maiores fragdes de 3HV foram obtidas pela suplementagdo com &cido oléico (19,5%, em mol) e
na combinacao de acido acético e acido oléico (18,1%, em mol).

2.6.1.3. Producéo de P(3HB-co-4HB) e P(4HB)

P(4HB) é produzido em E. coli pela introdugdo de genes de uma rota metabdlica nao
relatada em um produtor de P(3HB). O gene hbcT de do Clostridium kluyveri codifica uma 4-
hidroxibutirica acil-CoA transferase (HUISMAN; MADISON, 1999).

HEIN et al. (1997) cultivaram E. coli XL1-Blue ancorando plasmidios a PHA sintase
(phaC) de Ralstonia eutropha e a orfZ de Clostridium kluyveri, que codifica uma 4-
hidroxibutirato coenzimaA transferase (nas posi¢des linear e anti-linear) em meio LB com
glicose e 4-hidroxibutirato, produzindo homopoliéster de P(4HB). Na auséncia de glicose,
copolimero de P(3HB-4HB) foi sintetizado. Em meio mineral M9 (SAMBROOK et al., 1989)
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contendo 0,5% (p/v) de glicose e 0,4% (p/v) de 4-hidroxibutirato como fontes de carbono,
obtiveram o melhor resultado, consistindo num acumulo de 58,5% de P(4HB) sobre a massa
celular seca, quando o cultivo foi realizado em frascos erlenmeyers de 250mL contendo 100mL
de meio, por 96h a 37°C. O valor obtido foi aumentado para aproximadamente 80% de P(4HB)
sobre a massa celular de 2,5g quando o cultivo foi realizado em frascos erlenmeyers de 2L
contendo 1,7L de meio suplementado com 0,4 (p/v) de 4-hidroxibutirato adicionado de 2% de
glicose, nas mesmas condi¢des de tempo e temperatura anteriormente descritas. Interessante
notar que o homopolimero P(4HB) foi sintetizado na presenga de glicose. Na auséncia de
glicose, um copolimero de P(3HB-4HB) foi acumulado com até 72% de 3HB, mesmo na
auséncia dos genes phbA e o phbB. Isto sugere que E. coli contém uma rota metabolica
desconhecida que permite a conversao de 4HB em 3HB (HEIN et al., 1997).

VALENTIN e DENNIS (1997) produziram P(3HB-co-4HB) diretamente de glicose. Isto foi
realizado pela introducéo da rota de degradacao do succinato de C. kluyveri em um plasmidio
separado em uma linhagem de E. coli, ancorando um plasmidio que abriga o gene da phb de
R. eutropha. Este copolimero foi sintetizado pelo redirecionamento de succinil-CoA do ciclo do
TCA para a 4-hidroxibutiril-CoA via o semialdeido succinico e 4HB. P(3HB-co-4HB) foi
acumulado em 46% da massa celular seca com 1,5% de 4HB.

2.6.1.4. Producéo de P(3HB-co-3HHx) e P(3HB-co-3HV-co-3HHXx)

PARK et al. (2001a) clonaram os genes da biossintese de PHA de (Aeromonas
salmonicida achromogenes (phad), a enoil-coA hidratase de Aeromonas hydrophila (phad), a
redutase de R. eutropha (phaB) e o gene orfl de A hydrophila em diversas linhagens de E. coli
recombinantes para a produgao de P(3HB-co-HHXx). Em E. coli recombinante LS5218 foi obtida
a maior fracdo molar de 3HHx, 18,9% sobre 10% de PHA e massa celular seca de 2,9g.L" em
meio MR (LEE et al., 2000) contendo 5g.L™" de acido dodecanéico e 0,5mM de IPTG, apds 96h
de cultivo em frascos erlenmeyer, a 37°C.

PARK et al. (2001b) em estudo posterior, reportam que a linhagem de E. coli
recombinante LS5218 equipada com estes genes pode produzir terpolimeros de 3HB, 3HV e
3HHx, P(3HB-co-3HV-co-3HHXx), em acido dodecandico adicionado de outros acidos graxos
com diferentes nimeros de carbonos (acidos valérico, heptandico ou eneandico), com o gene
orfl desempenhado papel critico na assimilacdo do monémero 3HV ao polimero.

A fracao de 3HV no polimero foi altamente dependente da concentragao do acido graxo
suplemento. A medida que as concentracdes dos acidos heptandico e nonandico foram
elevadas, o conteudo da fragdo de 3HV foi aumentado. Alcangou-se o valor maximo de 30,8%
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em mol na concentracdo de 20mM de acido nonandico. Quando se acrescentou acido valérico
como suplemento, 0 aumento da sua concentragdo nao teve o mesmo efeito no aumento da
fracdo 3HV, sendo que a maior fragao foi obtida na concentracdo de 10mM e diminuiu quando
esta foi elevada, resultado da inibicado do crescimento celular devido ao seu efeito téxico a
célula. Os demais acidos graxos nao apresentaram tal comportamento inibitério, que se deu
devido a ativagao pela rota metabodlica do acido valérico. A maior concentragdo de PHA obtida
foi 0,49g.L™" para o meio suplementado com 10mM de acido eneandico.

TAGUCHI et al. (1999) reportaram o acumulo de 3HB-co-3HHx através da clonagem do
gene da 3-cetoacil-ACP redutase de Eschechia coli (fabGg;) e da poli-3-hidroxialcanoato
sintase de Aeromonas caviae (phaCy;) em Eschechia coli recombinante, sugerindo que a
superexpressado do gene conduz ao suprimento de (R)-3-hidroxiacil-CoA para a sintese de PHA
via degradacao de acidos graxos.

2.6.1.5. Producao de P(3HO-co-3HD)

Uma linhagem de E. coli foi projetada para produzir PHAs de cadeia média pela
introducdo dos genes phaCl1 e phaC2 de P. aeruginosa em um mutante fadB:Kan
(LANGENBACH et al.,, 1997; Ql et al., 1997). Presumiu-se que este mutante acumulou
intermediarios da via de B-oxidacdo que poderiam ser incorporados pelas PHA polimerases. A
linhagem de E. coli recombinante acumulou PHA até 21% da massa celular seca quando
crescida em meio LB contendo decanoato. O polimero acumulou primeiramente 3-
hidroxidecanoato (73%) e 3-hidroxioctanoato (19%) (LANGENBACH et al., 1997). Os autores
notaram que a mutacdo do fadB nesta linhagem foi uma mutagdo de insercdo e ndo uma
mutagao pontual e notou-se ter uma atividade nao detectavel de FadAB. Se FadAB fosse o
unico complexo da B-oxidagdo em E. coli, se esperaria que esta linhagem néo fosse capaz de
degradar acidos graxos para o acumulo de monémeros de PHA.

O gene phaC1 de P. oleovorans também dirige a formacao de PHA em E. coli. As
linhagens com mutagdo fadA ou fadB acumularam PHA até 12% da massa celular seca,
guando crescidas em &cidos graxos composicdo entre C8 e C18 atomos de carbono.
Substituindo o promotor selvagem de phaC1 pelo promotor do lac, os niveis da polimerase
foram induzidos, conduzindo a formacao de 20 a 30% de PHAycL, com PHA polimerase 1 ou 2.
Este experimentos mostraram que a PHA polimerase é a Unica enzima dedicada para a
biosintese de PHA nas Pseudomonas e que atividades de enzima adicionais podem ser
fornecidas por enzimas subordinadas (REN et al., 1996).
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2.6.2. Producao a partir substratos de baixo custo

Um dos problemas que impedem a aplicagdo comercial de P(3HB) é seu alto custo de
producao. Do ponto de vista econémico, o custo do substrato (principalmente fonte de carbono)
contribui mais significativamente com os custos de gastos de producéo totais de P(3HB) (CHOI;
LEE, 1997, 1999a, 1999b; LEE; CHOI, 1998). Para reduzir o custo do substrato, as linhagens
recombinantes que utilizam fontes de carbono de baixo custo e correspondentes estratégias de
cultivo vém sendo desenvolvidas (LEE, 1996b).

Entre os substratos requeridos, a fonte de carbono assume primordial significancia uma
vez que os PHAs sao compostos apenas de atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio (SHI et
al., 1997; IAMANE, 1993). Alguns substratos relevantes para a produgao de PHAs sao: didxido
de carbono, recursos fosseis (metano, 6leo mineral, lignita), recursos renovaveis (amido
hidrolisado, soro de queijo, glicerol) e algumas substancias quimicas (acido propiénico, acido 4-
hidroxibutirico) (STEINBUCHEL; FUCHTENBUSCH, 1998). Segundo REHM e STEINBUCHEL
(1999) a producado de PHAs deve ser centrada na utilizacdo de fontes de carbono de baixo
custo: preferencialmente fontes renovaveis, como hidratos de carbono e lipidios, produzidos
pela agricultura.

Existem diversos estudos sobre a producao de P(3HB) através de fontes de carbono de
baixo custo por produtores naturais de P(3HB) (KIM; CHANG, 1995, 1998). Todavia, a
concentracao de P(3HB) e o contelido de P(3HB) obtidos sdo consideravelmente mais baixos
do que aquelas obtidas usando substratos purificados de carbono. Conseqlientemente, mais
estratégias eficientes de cultivo devem ser desenvolvidas para uma producao eficiente de
P(3HB) a partir de fontes de carbono de baixo custo. Diversas linhagens bacterianas podem
produzir P(3HB) utilizando residuos (SON et al., 1996; CHOI et al. 1997). Se rejeitos industriais
puderem ser usados como substratos para a producdo de P(3HB), vantagens combinadas para
a reducao de custos e obtencdo de produtos de valor agregado podem ser alcangados.
Entretanto, até agora, somente baixos conteudos de P(3HB) e produtividade foram

conseguidos a partir de residuos.
2.6.2.1. Amilaceos

Visando reduzir os custos de producdo de PHAs, a utilizagdo de alguns substratos
alternativos faz-se importante. Residuos organicos, tais como residuos amilaceos, podem
reduzir significativamente o custo de produgdo devido ao baixo custo da matéria-prima (YU,
2001).
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ZHANG et al. (1994) examinaram linhagens de E. coli e Klebsiella aerogenes para a
formacao de P(3HB) em melaco, que custa de 33 a 50% menos do que glicose. A principal
fonte de carbono no melaco é a sacarose. As linhagens de E. coli e Klebsiella aerogenes
recombinantes, carregando o locus de phb em um plasmidio, crescido em meio minimo com
6% de melago de cana-de-aglicar acumularam P(3HB) a aproximadamente 3g.L”,
correspondendo a 45% da massa celular seca.

2.6.2.2. Soro de queijo

O soro de queijo é o principal subproduto da industria de laticinios, representando de
80-90% do volume de leite transformado. A lactose é o principal componente do soro de queijo
e muitas linhagens do E. coli podem utilizar a lactose para seu crescimento.

Foi reportado que PHB pode ter um acimulo de acima de 90% da massa celular seca
em E. coli recombinante, cultivadas em frascos erlenmeyer, em meio contendo soro de queijo
como substrato (JANES et al., 1990).

Diversas linhagens de E. coli recombinantes que abrigam os genes do biossintese de
PHA de R. eutropha foram projetadas metabolicamente para a utilizagao de lactose e produgao
de P(38HB). LEE et al. (1997), através de estudos em frascos erlenmeyer, concluiram que E.
coli recombinante, linhagem GCSC6576, alcancava os maiores contetdos de P(3HB) (85%
sobre a massa celular seca) entre outras linhagens, examinadas em meio definido contendo
soro de queijo concentrado.

WANG e LEE (1998), dando continuacdo ao estudo anterior, avaliaram a produgéo de
PHB em soro de queijo concentrado por E. coli recombinante GCSC6576, ancorando um
plasmidio contendo o operon de R. eutropha para a sintese de PHA e o gene ftsZ de E. coli
(LEE, 1994). Os cultivos foram realizados em fermentadores de 2,5L contendo meio mineral
acrescido de 35g.L" de solucdo de soro de queijo (700g.L™"). Obteve-se um actimulo de 45,9%
de PHB, em um total de 410g de solugéo de soro de queijo adicionada em 47h, a 30°C e 80%
de PHB, quando soro de queijo, evaporado até a concentracdo de 210g.L" de lactose foi
utilizado, em 49h de cultivo, a 30°C. Segundo WANG e LEE (1998), a produgado econdmica de
P(3HB) pode ser possivel quando este processo é incorporado a industria de laticinios. Através
do controle da velocidade de agitacdo, KIM et al. (2000) conseguiram aumentar o acumulo de
PHB por recombinante E. coli em soro de queijo.

AHN et al. (2000) testaram cinco linhagens de E. coli, ancorando um plasmidio
contendo os genes da biossintese de PHA de Alcaligenes latus (pJC4), descrito por CHOI et.
al., em 1998. Os cultivos foram realizados em frascos erlenmeyers de 250mL contendo 100mL
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de meio MR, suplementado com 40g.L™" de soro de queijo (solucdo aquosa de 700g.L™") a 30°C
durante 96h. As concentracdes de PHB obtidas variaram de 0,57 a 5g.L”, sendo este ultimo
valor atingido pela linhagem CGSC4401, com o acumulo de 76% de PHB sobre a massa
celular seca.

A partir da selegdo da linhagem CGSC4401 de E. coli recombinante, testaram-na
através de cultivo em batelada alimentada, com pH controlado, em fermentadores de 6,6L, com
o plasmidio que contem os genes da biossintese de PHA de Alcaligenes latus (CHOI et al.,
1998). Os experimentos foram realizados em meio definido contendo uma solugcédo de soro de
queijo concentrado, correspondendo a 210 e 280g.L™" de lactose, respectivamente, sendo que
para a ultima obteve-se um acumulo de 80,5% em 37,5h de cultivo, a 30°C (AHN et al., 2000).

Em estudo posterior, AHN et al. (2001) desenvolveram uma nova estratégia de
fermentagdo usando um sistema de membranas de reciclo celular, mantida a mesma linhagem,
plasmidio, meio e condi¢bes de cultivo e, ao final de 36,5h obtiveram uma produtividade 1,8
vez maior, com o acumulo de 87% de PHB.

2.6.2.3. Oleos vegetais

A bibliografia ndo reporta trabalhos sobre a producédo de polihidroxialcanoatos a partir
de Oleos vegetais por E. coli recombinante. ASHBY e FOGLIA (1998) investigaram a
biossintese de PHA por Pseudomonas resinovorans em meio E (BRANDL et al., 1988)
contendo 1% de diversas fontes de ftrigliceridios. Obtiveram uma massa celular média de
3,3g.L" e um acumulo de aproximadamente 45% de PHA. Entre os 6leos vegetais estudados,
o maior acimulo de PHA deu-se em 6leo de coco (1,99.L™), seguido por oliva (1,5g.L") e
girassol e soja (1,3g.L"). A composicdo média do polimero foi a seguinte: 0,5%, 8%, 34%,
32,5%, 15,5% e 9,5% de metil hidroxialcanoatos com 4, 6, 8, 10, 12 e 14 carbonos,
respectivamente.

FUKUI e DOI (1998) estudaram a producéo de PHA através do uso de 6leos vegetais
(milho, palma e oliva) por R. eufropha e um mutante contendo a PHA sintase de Aeromonas
caviae. O cultivo foi realizado em meio mineral (DOI et al. 1995) acrescido de 1% de dleo,
durante 72h. Os resultados foram bastante parecidos para os diversos 6leos, sendo obtida uma
massa celular seca média de 4g.L" quando utilizada Ralstonia eutropha e 3,5 g.L"' para o
mutante. A média de PHA acumulado foi de 80 e 78%, respectivamente, sendo que a nao

recombinante acumulou somente 3HB e o mutante 4%, em mol, de 3HHXx.
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MARANGONI et al. (2002), em resultados ndo publicados, estudaram sete 6leos
vegetais (algodao, canola, dendé, girassol, milho, oliva e soja) como suplemento (1%) em
culturas de R. eutropha em meio mineral (MM) (ARAGAO, 1996), acrescido de aglicar invertido,
mantido na concentracdo de 30g.L", para o acimulo de P(3HB-co-3HV). A biomassa e o
acumulo em massa médios de polimero obtidos foram de 0,5 e 0,15g.g” de aclcar invertido, o
que representa um acumulo médio de 30% de polimero (92%HB, 8%HV, em mol), sendo que
os melhores resultados foram obtidos, utilizando-se com 6leo de girassol, a partir do qual
obteve-se uma conversdo de 0,84 e 0,31g.g”" de acucar invertido, de massa celular seca e
polimero, respectivamente.

2.6.2.4. Xilose

A xilose é um componente significativo da hemicelulose da madeira dura e dos residuos
da colheita, que tem sido estudada extensivamente na area da pesquisa de alcool combustivel.
Desenvolveram-se alguns estudos na producao de P(3HB) a partir de xilose, por Burkholderia
cepacia (RAMSAY et al., 1989; YOUNG et al., 1994), mas a eficiéncia foi particularmente baixa.

Recentemente foi desenvolvida uma linhagem de E. coli recombinante que abriga os
genes do biosintese de PHA de R. eutropha que pode produzir P(3HB) a partir xilose (LEE,
1998). Em um meio quimicamente definido suplementado com xilose, a concentracdo de
P(3HB) e o contetido de P(3HB) obtidos foram de 1,7g.L" e 35,8%, respectivamente, cultivado
em frascos erlenmeyers. A suplementagdo por uma fonte complexa de nitrogénio, tal como
hidrolisado de feijao, melhorou a produgéo de P(3HB) para um nivel de 74% da massa celular
seca. Devido E. coli recombinante poder crescer facilmente a uma elevada densidade celular, é
preferida em relagdo as outras bactérias que utilizam xilose. Assim, E. coli recombinante pode
ser (til para a producdo de P(3HB) a partir de hidrolisado de xilose ou hemicelulose (LEE,
1996b, 1998).

2.6.3. Indutores e suplementos
2.6.3.1. IPTG

Um dos primeiros requerimentos para a expressao de um gene estrutural em E. coli é
que este seja colocado sob controle de um promotor. Idealmente este promotor deve ser um
que atue sobre as linhagens nativas de E. coli. Isopropil-1-tio-f-D-galactopiranosidio (IPTG) &

um composto utilizado na indugéo de genes sob regulagdo através do operon lac.



32

Sua atuacgdo baseia-se na ligacao da estrutura do repressor lac ao indutor isopropil-1-
tio-B-D-galactopiranosidio (IPTG), que se sobrepde na estrutura do repressor lac, ligada ao
DNA. Esta ligacdo do IPTG induz mudancas estruturais que alteram a relacdo entre os
dominios de ligagdo do DNA, que entdo passam a ndao mais poderem interagir efetivamente
com o DNA (BERG et al., 2001).

2.6.3.2. Acido acético

YIM et al. (1995) estudaram o efeito sobre acido acético na sintese de P(3HB-co-3HV)
em E. coli (fadR, atoC), ancorando os genes para a biosintese de PHA de Ralstonia eutropha.
Eles reportaram que o acido acético tem um efeito negativo sobre o crescimento celular e ainda
reduz o fluxo de acetil-CoA na via de biosintese do copolimero. Apesar disso, afirmam que a
concentragao inicial de 50mM de acido acetico, em meio contendo 20g.L" e 20mM de &cido
valérico & o melhor valor para o acumulo do copolimero P(3HB-co-3HV).

2.6.3.3. Acido acrilico

Ql et al. (1998) avaliaram pela primeira vez a aplicagao de acido acrilico como inibidor
da B-oxidagdo de acidos graxos, demonstrando que o mesmo pode ser usado para conduzir
intermediarios da B-oxidacdo em direcdo a sintese de PHA de cadeia média em E. coli
recombinante. O cultivo de E. coli JM109 (pBHR71) em meio LB contendo decanoato 0,4%
(v/v) e varias concentragbes de &cido acrilico (1-4mM) resultaram no acumulo de PHA de
cadeia média. A concentracdo de 0,2mg.mL de acido acrilico (2,8mM) foi o 6timo, em vista do
acumulo de PHA obtido em 29,9% (w/w). Em contraste, em E. coli JM109 (pBHR71) cultivada
sem &cido acrilico, o contetido de PHA foi de apenas 1,1% da massa celular seca. Em E. coli
RS3097, um mutante fadR41(ts) com B-oxidagdo ndo regulada, permitiu-se que com a
repressao da B-oxidacdo o acumulo de muito maiores quantidades de PHA. Desta maneira
obteve-se um contetido de PHA de 48,1% em 3,95g.L" de massa celular seca (em moles,
2,5% 3HH, 20% 3HO, 72% 3HD, 5,5% 3HDx), utilizando-se meio LB contendo decanoato 0,4%
suplementado com 0,5% de glicose e acido acrilico 2,8mM.

O écido acrilico inibe a 3-cetoacil-CoA tiolase, que catalisa o passo final da B-oxidagao
da acetil-CoA da 3-cetoacil-CoA. O acil-Coa resultante reentra na rota de p-oxidacado. A inibicao
da 3-cetoacil-CoA tiolase pode resultar no acumulo de intermediarios da B-oxidagao de acidos

graxos.
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2.6.3.4. Acido propionico

O alto custo do &cido propidnico (aproximadamente US$ 1.Kg™), baixo contetido de
polimero e baixa produtividade tem sido identificados como os maiores fatores no alto custo de
producao do copolimero P(3HB-co-3HV) (DU et al., 2001a).

O é&cido propibnico é, contudo, muito toxico as células, particularmente a altas
concentracoes. O baixo contetdo de P(3HB-co-3HV) e produtividade sdo atribuidos ao efeito
téxico do acido devido a uma estratégia imprépria de alimentagdo de acido propidnico (DU et
al., 2001b).

2.6.4. Custos

O uso de PHAs como substituto de plasticos derivados de petréleo depende da
capacidade de se produzir poliésteres a custos competitivos (SIM, et al. 1997). Para a
implementacado bem sucedida de sistemas de producdo comerciais de PHA tem-se como pré-
requisito a otimizacdo de todos aspectos das condi¢cdes de cultivo. O pregco de um produto
obtido de PHA dependera finalmente de parametros como custo do substrato, rendimento de
PHA e eficiéncia da formulacao do produto no processo de purificacao Isto significa que altos
niveis de PHA e um contetdo de massa de célula seca elevado sao desejaveis, assim como
uma alta produtividade em termos de gramas do produto por unidade de volume e tempo (de
KONING et al., 1997a, 1997b).

Para que isto ocorra, é necessario a selecdo adequada do microrganismo. E desejavel
gue as cepas tenham velocidade especifica de crescimento e de producdo de PHA elevados,
que possam utilizar substratos de baixo custo, que apresentem uma porcentagem elevada de
PHA em relagdo a massa total seca e finalmente, é importante que haja um fator de conversao
de substrato em PHA bastante elevado (RAMSAY, 1991).

O elevado custo de produgdo de PHA se deve, em grande parte, ao processo de
extracao do polimero. Para que este seja rentavel, € necessario que a cepa produtora seja
capaz de acumular pelo menos 60% de sua massa celular em polimero (RAMSAY et al., 1990).
Além disso, uma avaliacao econdmica do processo de producao de P(3HB) indica que o custo
do substrato também tem uma contribui¢do importante no custo global da produgéo, podendo
representar mais de 38%, segundo CHOI e LEE (1999b).
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Um demonstrativo de que o P(3HB) de grau comercial ainda apresenta um preco muito
elevado esta no seu custo, aproximadamente 15 vezes maior que plasticos sintéticos similares,
o que limita seu uso a nichos especificos. Biopol”, um copolimero de &cido B-hidroxibutirico e
acido B-hidroxivalérico produzido por Ralstonia eutropha, é vendido por aproximadamente 17
vezes 0 preco de um plastico sintético (DU et al, 2001b; GROTHE et al., 1999).

Desta forma, estudos tém sido realizados para tentar minimizar os custos de producao
através da utilizagao de fontes de carbono de baixo custo, desenvolvimento de novas linhagens
e técnicas mais eficientes para recuperacao de polimeros (MARANGONI et al., 2001; DU et al.,
2001a; DU et al, 2001b), além de uma melhor compreensdo do metabolismo dos
microrganismos produtores (BRAUNEGG et al.,, 1998) a fim de alcangar melhores valores de
velocidade especifica de produgdo, produtividade e a obtencdo de melhores fatores de
conversao de substrato em produto, através do aperfeicoamento dos sistemas de controle e
desenvolvimento de novas técnicas de producéao (SIM, et al. 1997; BRAUNEGG et al., 1998).

2.7. Estabilidade de microrganismos recombinantes transformados com plasmidios

Com o desenvolvimento das técnicas de genética e biologia molecular, cada vez mais
microrganismos transformados estdao sendo utilizados pela industria para a produgdo de
substancias desejaveis, que sdo produzidos por genes clonados nos vetores de expressao
(AYUB, 2000). Esses vetores de expressao (ou plasmidios) sdo elementos genéticos semi-
autdbnomos que se replicam em paralelo ao cromossomo da célula hospedeira (BINGLE;
THOMAS, 2001).

Um dos mais importantes fatores que determinam a habilidade de uma célula
recombinante de expressar seus genes é a capacidade desta de manter os plasmidios, a qual
se chama estabilidade plasmidial. Esta estabilidade pode ser afetada por diversos fatores tais
como:

- velocidade especifica de crescimento das células hospedeiras e das células sem

plasmidio;

- caracteristicas genéticas da cepa;

- caracteristicas estruturais do plasmidio;

- estresse do meio provocado nas células;

- condicbes ambientais pré-existentes.

Devido a estes fatores leva-se a considerar uma certa probabilidade (p) de perda do

vetor a cada geracao (duplicacdo celular).
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Existem dois tipos basicos de instabilidade dos plasmidios:

i) instabilidade de segregacdo, que é a perda do plasmidio durante a divisdo celular
devida a uma ma distribuicdo dos plasmidios entre célula méae e filha durante a divisao.
Técnicas empregadas para evitar este tipo de instabilidade génica tem sido o uso de
seqliéncias de particdo nos vetores, além do uso de vetores de alto nimero de cépias.
Paradoxalmente, plasmidios de alto niUmero de cépias podem gerar instabilidade na cultura
devido aos efeitos da superexpressao génica. A melhor forma de evitar este efeito, consiste em
utilizar-se vetores com promotores indutiveis, concomitante com o uso de cultura a alta
densidade celular em batelada alimentada.

i) instabilidade estrutural, que é a perda causada por mudangas estruturais do
plasmidio, devido a delecdes ou rearranjos do DNA, o que pode acarretar a perda das funcées
genéticas desejadas. Geralmente, plasmidios de grande tamanho, tendem a ser muito mais
instaveis do que plasmidios pequenos.

Outro fator importante a ser levado em consideragdo € que vetores cujos genes de
interesse estao sob controle de promotores de alta expressao, geralmente apresentam efeito
adverso na estabilidade de vetores recombinantes, devido a dois fatores: a) um aumento da
freqliéncia de transcricdo induzida pelos promotores fortes podem reduzir a eficiéncia da
replicagao plasmidial; b) elevada expressao do gene clonado perturba o metabolismo celular,
reduzindo as taxas de crescimento celular das células com plasmidio (ZHANG et al., 1996;
AYUB, 2000)

2.7.1. Cinética da perda de plasmidios em culturas com microrganismos recombinantes

O estudo da estabilidade de plasmidios muitas vezes requer o acompanhamento da
cinética de crescimento celular por mais de 100 geracdes, durante o qual as condicbes de
cultura necessitam ser mantidas constantes.

Desde que na pratica até hoje, células transformadas com plasmidios tém se mostrado
muito menos estaveis do que o desejavel, diversos métodos para suas estabilizagdes tém sido
propostos e muitos modelos matematicos que analisam a instabilidade de plasmidios em
bactéria tém sido descritos. A técnica até aqui mais utilizada no controle de células sem
plasmidio é o uso de meios seletivos (pressao seletiva ambiental), o que nem sempre é eficaz.
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O desenvolvimento de modelos matematicos para descrever a instabilidade de
plasmidios em culturas microbianas é uma ferramenta que tem ajudado em muito o
entendimento deste processo e a otimizagdo das condi¢cdes de operacéo de biorreatores com
vistas a maximizar a producao celular e a expressao de genes clonados (ZABRISKIE; ARCURI,
1986; SATYAGAL; AGRAWAL, 1989; IMANAKA; AIBA, 1981, COOPER et al., 1987).

Culturas mistas de células com plasmidio (X*) e sem plasmidio (X) podem ser

representados pelas seguintes equacdes esteiquiométricas:
aS + X* - (2-p). X +p X (1)
bS + X' - 2X° (@)
onde S é a concentragdo de substrato e p é a probabilidade da célula perder o plasmidio
durante a divisao celular.

Em um sistema de cultivo em batelada, a taxa de formacédo de células com e sem

plasmidio é dada respectivamente pelas equacgdes:

= (1-p).u". X 3)

r =p.u. X +u. X (4)

E a fracdo de células F com plasmidio em um determinado tempo, apds n geracdes

pode ser calculado da seguinte forma:

F=(-a-p/({-a-2""" p) ®)

Onde « é a relagdo entre as taxas especificas de crescimento e é dado por:

o= W/ p (6)

e n, nUmero de geracodes é dado por:

n=(.1)/In2 (7)
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Tipicamente, o varia entre 1 e 2. Sob pressao seletiva, o tendera a valores préximos de
zero e, se sob estas condic¢des, a velocidade especifica de células sem plasmidios (u) for nula
(casos em que o vetor codifica enzimas essenciais a biossintese de nutrientes, por exemplo),
entdao tem-se que F é aproximadamente 1. F também é dependente da probabilidade p de
perda de plasmidio, que pode chegar a valores tdo grandes como 0,1. Entretanto, se a Unica
causa para instabilidade plasmidial sdo as mutacoées, insercdes ou delecdes aleatérias, entdo p
é muito menor, cerca de 1x10® por geracéo.

A teoria para o estudo da instabilidade de plasmidios (IMANAKA; AIBA, 1981) é
resumida a seguir. A expressao que calcula a taxa (relagdo) entre células recombinantes (X*) e
células que perderam o vetor (X'), é dada por:

B—
X{W} XOJ{ o } 2-0 (8)
X" | 2-0| X! |2-0 . {,u/,u*}

2-0

Onde ¢ é o numero de células sem plasmidio originadas das células com plasmidio por
geracgao (coeficiente de segregacao).

Qualquer modelo matematico que descreve a instabilidade de plasmidios devera
considerar principalmente dois fatores:

- taxas de perda do plasmidio causada pela segregacao durante a divisao celular;

- diferengas entre as velocidades especificas de crescimento entre células

recombinantes e mutantes (sem plasmidio).

Estes parametros foram observados por MOSER (1958) quando do desenvolvimento
dos primeiros modelos matematicos para a descricao da instabilidade genética de bactérias. Os
estudos atuais da cinética de instabilidade de plasmidios ainda levam em consideragao
aqueles modelos, mas tém sido continuamente refinados.

2.8. Planejamento experimental e analise estatistica

Planejamento experimental, ou fatorial, € um conjunto de técnicas freqlentemente
utilizado em estudos de processos para investigacdes qualitativas ou quantitativas, explorando
os efeitos e relagdes de variaveis de entrada (parametros) sobre variaveis de saida (respostas).
Este processo pode atingir diferentes areas, como a engenharia quimica, biotecnologia,

pesquisas na area agricola, melhoria de processos industriais novos e antigos, bem como em
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processos que utilizam simulagdo computacional (BOX et al., 1978; KHURI; CHORNELL, 1987;
KALIL, 2000).

Por meio do planejamento experimental, a andlise de um determinado processo é
realizada utilizando-se um nimero menor de experimentos quando comparado a metodologias
convencionais, permitindo a investigacdo do processo em uma faixa ampla de variagao, com
reducao de tempo e custos.

Um dos métodos de avaliacdo do planejamento experimental é a analise e otimizagao
através de superficies e curvas de resposta. Obtém-se assim relacbes empiricas entre uma ou
mais respostas de interesse, que sdo medidas analiticas, e um determinado nimero de fatores,
que sao controlados e influenciam a resposta do processo. Desta forma, este estudo permite
que se verifique, quantifique e otimize esta influéncia, sendo possivel a obten¢ao das melhores
condicdes para a realizagdo de determinado processo e/ou para a obtencao de um produto
com as caracteristicas desejadas.

Para que o método de superficie de resposta seja aplicado, & necessario, primeiramente
programar ensaios através de um planejamento experimental. Para tal, é preciso selecionar um
numero fixo de niveis (valores) para cada uma das varidveis de entrada (fatores) a serem
investigadas, ou seja, especificar a faixa de analise do processo. A seguir executam-se
experimentos com todas as combinagdes possiveis destes niveis e fatores.

Para que se tenha conhecimento de quais fatores realmente influenciam a resposta, é
usual a utilizagéo de planejamentos fatoriais com 2 niveis (nivel -1 e nivel +1). Assim para k
variaveis envolvidas no estudo, sdo necessarios 2 ensaios, capazes de investigar todas as
combinagdes possiveis de experimentos (BOX et al., 1978; BARROS NETO et al., 1995).

Desta forma, um planejamento fatorial 2° consiste em realizar experimentos e registrar
as respostas observadas, através de todas as combinagdes possiveis com as trés variaveis em
dois niveis, formando uma matriz de planejamento resultando em 8 experimentos, em que Xj,
X2, € X3 sdo as variaveis escolhidas e os valores (-1) e (+1) referem-se aos niveis inferior e
superior de cada, respectivamente.

De posse dos resultados obtidos no planejamento é possivel calcular os efeitos
principais e de interacdo das variaveis sobre as respostas, especificar os efeitos mais
significativos e ajustar empiricamente um modelo linear, ou de primeira ordem, que

correlaciona as variaveis de entrada e as respostas.



3. Materiais e métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Microrganismo e plasmidios

O microrganismo utilizado foi a espécie bacteriana Escherichia coli, nas linhagens
DH10B e JM101. Estas, enquanto sem plasmidio, foram preservadas em solugdo 0,9% NaCl a
temperatura ambiente. Mas, quando ancorando plasmido, foram mantidas em meio agar
nutriente sélido (NA) sob refrigeracao a 4°C e periodicamente repicadas, conforme o interesse.
A composicdo deste meio é de 10g.L™" de peptona de carne, 5g.L" de extrato de levedura e
20g.L" de agar-agar.

Excetuando-se a presenca do gene thi-1, em JM101, que torna tiamina necessaria para
0 crescimento em meio minimo, nenhuma outra caracteristica de genotipicidade é relevante
para ambas cepas.

Em funcdo de cada estratégia, proposta para a producdo de diversos tipos de PHAs,
dois diferentes plasmidios foram utilizados para tais fins, representados pelas Figuras 3 e 4. A
Tabela 2 mostra as caracteristicas genotipicas relevantes dos plasmidios e linhagens de E. coli
utilizadas neste estudo.

Tabela 2. Caracteristicas genotipicas relevantes dos plasmidios e linhagens de E. coli

Genotipos relevantes Referéncia
Plasmidios
pBHR68 Amp', phaA, phaB e phaC de R. eutropha SPIEKERMANN et al., 1999
pBHR71 Amp', phaC1 de P. aeruginosa LANGENBACH et al., 1997
E. coli
DH10B - STRATAGENE, 1997
JM101 thi-1 STRATAGENE, 1997

phbA, phbB e phbC: genes codificando, respectivamente, para acetoacetil-CoA redutase, B-cetotiolase e PHAscL
sintase de R. eutropha

phaC1: gene codificando para a PHAwcL sintase de P. aeruginosa

Amp'’: gene conferindo resisténcia a ampicilina
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Figura 4. Plasmidio pBHR71, ancorando os genes Amp" e phaC1 de P. aeruginosa

Os plasmidios foram cedidos pelo Dr. Alexander Steinblichel, do Instituto de
Microbiologia da Westfaliche Wilhelms Universiat Minster, Minster, Alemanha. Com relagdo a
manutengao dos plasmidios, esta foi feita sob refrigeracao a -20°C.



41

3.1.2. Meios de cultura

Trés meios de cultura liquidos foram utilizados nas etapas de pré-cultivo e cultivo, cujas
composicoes sdo dadas a seguir. Um maior detalhamento quanto a sua etapa de utilizagao
sera fornecido quando forem relatadas as condicdes e estratégias de cultivo.

3.1.2.1. Meio caldo nutriente (NB)

Foi utilizado nas etapas de pré-cultura, possui a seguinte composicdo: 10g.L" de
peptona de carne, 5g.L" de extrato de levedura e 5g.L" de NaCl.

3.1.2.2. Meio Luria-Bertani (LB)

Foi utilizado tanto nas etapas de pré-cultura quanto de cultura propriamente dita. Neste
ultimo caso, foi usado quando nao era o objetivo principal a reducdo dos custos de producao
pela utilizacdo de substratos de baixo custo. Possui a seguinte composicdo: 10g.L™" de triptona,
5g.L" de extrato de levedura e 5g.L"' de NaCl (BERTANI, 1951).

3.1.2.3. Meio mineral (MR)

As linhagens de E. coli recombinante foram cultivadas em meio MR, quimicamente
definido (LEE; CHOI, 2001), nos experimentos que visavam o uso substratos de baixo custo.
Este meio contém (por litro): 6,67g de KH.PO,, 4g de (NH,),HPO,, 0,8g de MgSQ,.7H.0, 0,89
4cido citrico, 0,01g de tiamina, 50mg.L" de ampicilina e 0,5mL de solucéo de metais traco.

A solugcdo de metais trago contém, por litro de 5M HCI: 10g de FeS0O,.7H,0, 2g de
CaCl,, 2,2g de ZnS0,.7H,0, 0,59 MnSO,.4H,0, 1g de CuS0,.5H,0, 0,19 (NH4)¢M0.70,4.4H,0
e 0,02g de Na,B,0,.10H,0.

3.1.3. Substratos de baixo custo

Fez-se uso do amido de milho hidrolisado (Karo®) e 6leo de soja (Primor®), como fontes
de carbono, e soro de queijo como suplemento. Para outros experimentos fez-se 0 uso de oito
tipos de Oleos vegetais (algodao, arroz, canola, dendé, girassol, oliva, soja e milho)
suplementados com soro de queijo, a fim de se avaliar a influéncia de cada um deles sobre a
massa celular seca, acumulo percentual, massa e tipo de PHA acumulado em cada situagao.
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O amido de milho hidrolisado foi preparado através da diluicdo da marca comercial a
uma concentracdo de 60%, a fim de se alcancar 1% de glicose, conforme a composi¢cao do
produto. O tratamento térmico foi realizado, em separado, através de esterilizagdo a 121°C
durante 15min

O soro de queijo utilizado foi cedido pela usina de beneficiamento de leite Papenborg -
Laticinios Ltda, na localidade de Areias de Baixo, no municipio de Biguacu, na grande
Florianépolis, SC. A composigcéao percentual, conforme o fornecedor, é de 94-95% de umidade,
4,2-5% de lactose, 0,8-1% de proteina, 0,1% de lipidios e 0,7-0,8% de sais minerais. O soro de
queijo obtido foi separado em aliquotas e mantido congelado a -20°C até o momento de sua
utilizagéo.

O preparo deste substrato consistiu na homogeneizacao, recolhimento da quantidade
(v/v) indicada pelo experimento e esterilizacéo, junto ao meio mineral, a 121°C durante 15min
Os 6leos vegetais receberam o mesmo tratamento térmico, sendo sua esterilizagao realizada

também em conjunto com o restante do meio liquido.

3.1.4. Solucoes e tampoes empregados

3.1.4.1. Tampao Tris-EDTA (TE)

Adicionou-se 1mL Tris-HCI 1M (pH 7,4 - 8,0 a 25°C) a 200uL EDTA 0,5M (pH 8) e
completou-se com H,O até 100mL.

3.1.4.2. Tampao de lise (TENS)

Em 94mL de TE adicionou-se TmL NaOH 10N e 5mL SDS 10%.

3.1.4.3. Tampao de neutralizagao (HSS)

Em 7,859 de acetato de potassio adicionou-se 50mL de H,O, ajustou-se o pH em 4,5
com acido férmico e completou-se com H,O até 100mL.

3.1.4.4. Solucao de metandlise

Misturou-se 15 mL de &cido sulfirico concentrado a 85 mL de metanol p.a.
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3.1.4.5. Solucao de ampicilina

Utilizou-se uma solugdo estoque de ampicilina a 100mg.mL™", que foi filtrada com auxilio

de filtro Millipore® de 0,2um e mantida em condicdes estéreis sob refrigeracao.

3.2. Métodos

3.2.1. Preparo de células competentes para transformacao

Baseado no método descrito por HANAHAN (1983). A partir de uma placa de petri
transferiu-se uma Unica col6nia da cepa a ser transformada para 25mL de meio LB. Incubou-se
a 37°C sob agitacao de 150rpm até que a absorbancia do caldo de cultivo estivesse entre 0,5 e
0,6 (aproximadamente 3h). Coletou-se 1,5mL num microtubo plastico esterilizado e centrifugou-
se por 10 min a 10.000rpm (4°C) em microcentrifuga (Sigma, modelo 2K15). Por dltimo,
descartou-se o0 sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado com 150 uL de CaCl, 0,1M

gelado.

3.2.2. Transformacao de células competentes e selecao dos transformantes

Baseado no método descrito por SAMBROOK et al. (1989). A 150uL de suspenséao de
células competentes, preparadas como descrito no item anterior, adicionou-se 2uL de uma
solucdo de DNA plasmidial (5 a 10 uM) em tampéao TE. Incubou-se a mistura em banho de gelo
por 30min Apds este periodo foi feita a transferéncia para um banho a exatamente 42°C por 45
segundos, seguida por resfriamento em banho de gelo por 5min Adicionou-se, entao, 850uL de
meio LB e incubou-se por 1h a 37°C para recuperagcido das células. Apds este periodo,
centrifugou-se a suspenséao celular por 5min a 4.500rpm (4°C), descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se com 100uL de meio LB. Aliquotas de 50uL desta suspensdao foram
transferidas e espalhadas em placas, contendo ampicilina 50ug.mL™" dos transformantes de
interesse. Incubou-se a 37°C por 12 a 18 horas. Uma vez selecionadas e isoladas, as colénias

de interesse foram transferidas para meio LB e cultivadas de um dia para outro.
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3.2.3. Selecao de coldnias para a extracao de DNA plasmidial

Coletou-se uma das colbnias das placas contendo os transformantes (item 3.2.3), com o
auxilio de um palito de madeira esterilizado, manipulado pelo uso uma pinga (flambada ao
rubro), transferiu-se tubo de vidro com tampa rosqueada contendo 10mL de meio LB e
incubou-se a 37°C sob agitacdo de 150rpm durante o periodo de aproximadamente 12-18h.
Este caldo foi utilizado ao para extragcdo de DNA plasmidial ou pré-inéculo para os cultivos
realizados neste estudo.

3.2.4. Extracao de DNA plasmidial

A extracdo de DNA plasmidial foi realizada pelo método descrito por BIRNBOIM e DOLY
(1979). Uma aliquota de 1,5mL do caldo de cultura obtido como descrito no item 5.2.4 cada
tubo foi transferido para um microtubo pléstico estéril, centrifugado por 5min a 10.000 rpm
(4°C). Descartou-se o0 sobrenadante e ressuspendeu-se em 50uL de tampao TE. Adicionou-se
300uL de solugao TENS, tendo o cuidado de prepara-la somente no momento do uso. Apds a
homogeneizagdo por inversao, foram adicionados 150uL de solugdo HSS e novamente
homogeneizado por inversao. Centrifugou-se por 5min a 10.000rpm (4°C) e transferiu-se o
sobrenadante para um microtubo plastico. Ao sobrenadante foram adicionados 900uL de etanol
95% (gelado), homogeneizado, com “vortex” por 5 segundos, centrifugacao por 5min a 10.000
rpm (4°C) e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido em 700uL de etanol
70% (gelado), centrifugagdo por 5min a 10.000rpm (4°C) e o sobrenadante descartado
novamente. Finalmente o precipitado foi seco em estufa (37°C, por 30min) e guardado sob

refrigeracao a -20°C ou ressuspendido em tampao TE.

3.2.5. Culturas em frascos erlenmeyer

O preparo do pré-inoculo consistiu em recolher uma Unica colénia de uma placa de Petri
contendo a linhagem desejada e transferi-la para um frasco erlenmeyer de 125mL, contendo
25mL de meio LB ou NB, mais o antibiético ampicilina na concentragdo de 50mg.L™". Os
cultivos foram realizados sob agitagao (150rpm), a temperatura de 37°C, durante 24h.

A etapa seguinte consistiu no recolhimento de uma concentragéo definida da etapa
anterior e transferi-la para um frasco erlenmeyer aletado de 500mL, contendo 100mL de meio,

entre meio mineral e complementos, de acordo com a matriz de planejamento. Os cultivos



45

foram realizados em agitador orbital (B. Braum Biotech International Certomat®, modelo BS-1) a

150rpm, as temperaturas de 30 ou 37°C, durante 48 ou 96h, conforme o estudo.

3.2.6. Determinac¢oes analiticas

3.2.6.1. Amostragem

A amostragem de ensaios em frascos erlenmeyers foi realizada apds o término dos
cultivos, nos tempos de 48 ou 96 horas, sendo coletada, entdo, de uma sé vez. Amostragens
de curvas de crescimento foram realizadas a cada hora para avaliar a fase exponencial (até
aproximadamente 6-9h), quando exigido, e para a curva total, a cada 6, 12 ou 24h até 96 horas
de cultivo.

As amostras, quando nao imediatamente tratadas, foram mantidas congeladas em
duplicata a -20°C, para posterior analise. Amostras de massa celular também foram
congeladas para que nao sofressem qualquer tipo de alteracio até o momento do preparo dos

ensaios cromatograficos.

3.2.6.2. Concentracao de biomassa

A concentragdo celular foi determinada por dois métodos: espectrometria (para
averiguar niveis apropriados de absorbancia para a determinagdo da concentragdo inicial de
biomassa do cultivo e avaliagdo de curvas de crescimento) e gravimetria (para avaliar a massa
celular seca).

A concentragdo de biomassa por espectrometria foi avaliada em um espectrofotdmetro
(Pharmacia, modelo LKB - Ultrospec Ill) medindo-se a absorbancia a 600nm.

A concentracao celular seca foi medida por gravimetria a partir de um volume conhecido
de cultura, realizada em centrifuga Hitachi, modelo himac CR20B2 (10.000rpm, 4°C, 15min).
Descartou-se os sobrenadantes e deixou-se os precipitados secarem em estufa a 50°C por
24h.

3.2.6.3. Analise dos PHAs
Baseado no método descrito por TIMM, BYROM e STEINBUCHEL (1990), analisou-se

quantitativamente e qualitativamente a sintese de PHA através de cromatografia gasosa.
Utilizou-se cromatégrafo a gas (Shimadzu - CGMS ou Varian - CGMS). Apds varios testes,
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adotou-se as seguintes condi¢des: temperatura inicial de 80°C durante 6min, com uma taxa de
8°C.min™" até 152°C, onde permaneceu por 1min, seguida de uma taxa de 12°C.min™" até
atingir-se a temperatura de 200°C. A seguir esperava-se o resfriamento da coluna até 80°C
para poder efetuar-se nova injecdo de amostra ou padrao.

A 10mg de massa celular seca, obtida conforme item 3.2.6.2, adicionou-se 1mL de
solugéo contendo 15% de acido sulfurico e 85% de metanol e 1mL de cloroférmio e levada a
banho de 6leo a 100°C por 4 horas.

Depois de resfriada a solugdo, adicionou-se 0,5mL de agua, agitou-se vigorosamente
por 20 segundos e deixou-se decantar a fase contendo o metil ester formado dissolvido em
cloroférmio. A fase inferior foi recolhida e levada para analise por cromatografia gasosa.

Para qualificagdo e quantificagdo dos PHAs produzidos em culturas neste estudo,
preparou-se padrdes a partir de acidos hidroxialcanéicos 1mg.mL™, dissolvidos em cloroférmio.
Os padrdes utilizados foram acidos 3-hidroxibutirico (3HB), 3-hidroxivalérico (3HV), 3-
hexanéico (3HHXx), 3-hidroxioctandico (3HO), 3-hidroxidecanéico (3HD) e 3-hidroxidodecandico
(B3HDD), obtidos comercialmente (Aldrich Chem. Co.), ou extraidos de -culturas de
Pseudomonas oleovorans, como descrito no item 3.2.6.4. As areas e os tempos de retencao
obtidos por cromatografia gasosa, para cada padrdo nas concentracoes definidas foram
utilizados para célculo e determinag¢des nas amostras.

3.2.6.4. Extracao de PHAs

PHAs foram extraidos, com cloroférmio das células secas, usando-se um extrator
Soxhlet. Apés um periodo de refluxo de 24h, a solugédo de cloroférmio foi concentrada com um
evaporador giratério e o polimero precipitado pela adicdo de metanol p.a., sob agitacdo. A
suspensao contendo polimero foi centrifugada, 10.000rpm, por 15min, a temperatura ambiente.
O precipitado foi redissolvido em cloroférmio e precipitado pela adicao de etanol.

3.2.6.5. Estabilidade plasmidial
A estabilidade plasmidial (segregacional) foi estimada em triplicata pela comparacao

entre 0 numero de colénias que cresceram em placas contendo agar LB com ou sem o

antibiético ampicilina.
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Para este propésito, a partir de culturas liquidas recolheram-se aliquotas do caldo de
cultivo, em intervalos de 6 horas até 36 horas e de 24 horas de 48 até 96 horas, e diluiu-se
apropriadamente, em solugcdo salina esterilizada. Uma aliquota da suspensdo diluida foi
transferida para uma placa contendo meio &gar LB + ampicilina (50mg.L") e outra sem
antibiético. Incubou-se por 24 horas a 37°C. Analisou-se a relagao entre o nUmero de células
totais (placa sem ampicilina) e o niumero de células contendo plasmidio (as Unicas capazes de
crescer no meio com antibiético), em funcao do tempo de cultivo de E. coli recombinante.

3.2.6.6. Planejamento experimental e analise estatistica

As andlises estatisticas para todos os planejamentos propostos foram realizadas
utilizando-se o software Statistica 5.0° (STATISTICA, 1995).

Com relagéao a anadlise estatistica (BARROS NETO, 1995), o ajuste aos resultados do
planejamento experimental foi feito através de modelos lineares com interagcbes e para a
avaliacdo do modelo foram analisados os desvios das observacées com relacdo a média
global, através da soma quadratica total (SQy), que é expressa segundo a Equacéo 9.

SQr = Y. (valor observado - valor médio)? (9)

A SQr compreende a soma quadratica devido a regressao (SQg) e ao residuo (SQy),
conforme a Equagéo 10.

SQr = SQg + SQ (10)

Para verificar se 0 modelo explica uma quantidade significativa da variacdo dos dados
experimentais, utilizou-se o teste F de significancia. Neste teste comparam-se os valores de F
estimados a partir dos dados experimentais com o valor tabelado de uma distribuicdo de
freqUéncia de referéncia F,; 2, no nivel de significAncia desejado. O fundamento deste teste
consiste em verificar se a hipétese nula é valida, isto é, se as modificagdes introduzidas nas
condi¢des experimentais ndo possuem efeito sobre os resultados obtidos e se as variagdes
destes resultados sao devidos exclusivamente a fatores aleatérios. A Equacgéo 11 representa o
teste F para a regresséao.

Teste Fa; p-1:np= M_QB (1 1)
MQ,
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Onde & representa o nivel de significancia desejado, p o niumero de paradmetros do
modelo e n o niUmero total de observagdes (ensaios). MQr e MQ, sdo as médias quadraticas da

regressao e dos residuos, respectivamente.
3.2.7. Etapas da producao de polihidroxialcanoatos por E. coli recombinantes

A Figura 5 ilustra o fluxograma das etapas desde o preparo dos meios de cultivo até a

quantificacao dos PHAs.
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competentes

v

Transformacio de £ coli
recombinante comurm 4 Extracdo de plasmidios
dos plasmidios

¥ a

Selecdo de coldnias
transfommantes ™ Cultivo por 12 2 18h

resistentes a ampicilina

v v

Determinacao da
Preparo do pre-inaculo estahilidade plasmidial

v

Preparo dos meios de Inoculagdo em meios
cultiva e especificos

v

Recuperagio e secagem
da massa celular

v

Metanolizagao

v

Avaliacdo do PHA
acumulado por CG

Figura 5. Fluxograma das etapas de producéao de polihidroxialcanoatos
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3.2.8. Estratégias de cultivo

3.2.8.1. Producao de PHAs por E. coli recombinante contendo os genes estruturais das
PHAs sintases de R. eutropha (pBHR68) utilizando substratos e suplemento de baixo
custo

Duas linhagens de E. coli DH10B e JM101 foram transformadas utilizando-se o
plasmidio pBHR68. Estudou-se a produgao de PHAs pelas E. coli transformantes, ancorando o
plasmidio pBHR68 que contém o operon completo de R. eutropha para a sintese de PHAs.
Aplicou-se um planejamento experimental 2° para avaliar a influéncia de: i) amido de milho
hidrolisado, ii) soro de queijo e iii) 6leo de soja, conforme mostra a Tabela 3, em seus
respectivos niveis reais.

A etapa de pré-cultivo foi realizada em frascos erlenmeyers de 125mL, contendo 25mL
meio LB e ampicilina na concentracdo de 50mg.L" de meio, sob agitacdo a 150rpm, em
agitador orbital a temperatura de 37°C, durante 24h.

A partir de 2% (v/v) de inb6culo, proveniente da pré-cultura, a etapa de cultivo foi
realizada em frascos erlenmeyers aletados de 500mL, contendo 100mL de meio mineral (MR) e
ampicilina na concentragéo de 50mg.L" de meio, com os demais substratos e suplemento nas
concentragdes definidas de acordo com a matriz de planejamento, sob agitagdo de 150rpm, em
agitador orbital a temperatura de 37°C, durante 48h. A massa celular seca (MCS) foi
determinada pela pesagem da massa celular seca obtida pela centrifugacao do caldo de cultivo
e secagem (item 3.2.6.2). O conteido de PHA na MCS foi determinado por cromatografia
gasosa, como descrito no item 3.2.6.3.

A matriz de planejamento com variaveis codificadas é mostrada na Tabela 4 e com as

variaveis reais na Tabela 5.

Tabela 3. Niveis reais das varidveis para planejamento experimental fatorial completo 2°

Fator Nivel inferior Nivel superior
Amido de milho hidrolisado (%) 0 5
Soro de queijo (%) 0 5

Oleo de soja (%) 0 5
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Tabela 4. Matriz de planejamento fatorial completo 2° com variaveis codificadas

Variaveis
Experimento Amido de milho Soro de queijo Oleo de soja
hidrolisado
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Tabela 5. Matriz de planejamento fatorial completo 2° com variaveis reais

Variaveis

Experimento Amido de milho Soro de queijo (%) Oleo de soja (%)
hidrolisado (%)

0

0o N o o b~ WO =
g O o1 O 01 O O

o o0 O O o0 o1 O o
o o0 o0 o0 O O O o
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3.2.8.2. Otimizacao da producao de PHAs por E. coli recombinante contendo os genes
estruturais das PHAs sintases de R. eutropha (pBHR68)

A melhor resposta experimental para o meio de cultivo foi obtida baseada nos
resultados do primeiro planejamento fatorial e usada em um segundo, preparado para testar
outros fatores, a fim de otimizar a produgao de PHAs por E. coli JM101, ancorando o plasmidio
pBHR68. Desta vez, um planejamento fatorial completo 2° foi realizado para estudar a
concentracao de indéculo, adicao de IPTG e acido acrilico e tempo e temperaturas de cultivo.

A etapa de pré-cultivo foi realizada conforme o experimento anterior (item 3.2.8.1.), bem
como a etapa de cultivo, onde se utilizou um meio contendo os percentuais de amido de milho
hidrolisado, soro de queijo e 6leo de soja de acordo com as respostas fornecidas pelo melhor
modelo linear gerado pela combinacdo destas variaveis. As demais condicbes foram
executadas respeitando-se as variagdes impostas pelo novo planejamento.

As novas variaveis em estudo sdo mostradas na Tabela 6, em seus respectivos niveis
reais. As matrizes de planejamento com variaveis codificadas e reais sdo mostradas nas

Tabelas 7 e 8, respectivamente.

Tabela 6: Niveis reais das variaveis para planejamento experimental fatorial completo 2°

Fator Nivel inferior Nivel superior
In6culo (%) 2 5
IPTG (mM) 0 1
Acido acrilico (mM) 0 1
Tempo (h) 48 96

Temperatura (°C) 30 37
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Tabela 7: Matriz de planejamento fatorial completo 2° com variaveis codificadas

Experimento In6culo IPTG Acido acrilico Tempo Temperatura
1 -1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 -1
7 -1 +1 +1 -1 -1
8 +1 +1 +1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1
10 +1 -1 -1 +1 -1
11 -1 +1 -1 +1 -1
12 +1 +1 -1 +1 -1
13 -1 -1 +1 +1 -1
14 +1 -1 +1 +1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1
16 +1 + +1 +1 -1
17 -1 -1 -1 -1 +1
18 +1 -1 -1 -1 +1
19 -1 +1 -1 -1 +1
20 +1 +1 -1 -1 +1
21 -1 -1 +1 -1 +1
22 +1 -1 +1 -1 +1
23 -1 +1 +1 -1 +1
24 +1 +1 +1 -1 +1
25 -1 -1 -1 +1 +1
26 +1 -1 -1 +1 +1
27 -1 +1 -1 +1 +1
28 +1 +1 -1 +1 +1
29 -1 -1 +1 +1 +1
30 +1 -1 +1 +1 +1
31 -1 +1 +1 +1 +1

+1 +1 +1 +1 +1

wW
N
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Tabela 8: Matriz de planejamento fatorial completo 2° com variaveis reais

Experimento In6culo IPTG Acido acrilico Tempo Temperatura

(%) (mM) (mM) (h) (°C)
1 2 0 0 48 30
2 5 0 0 48 30
3 2 1 0 48 30
4 5 1 0 48 30
5 2 0 1 48 30
6 5 0 1 48 30
7 2 1 1 48 30
8 5 1 1 48 30
9 2 0 0 96 30
10 5 0 0 96 30
11 2 1 0 96 30
12 5 1 0 96 30
13 2 0 1 96 30
14 5 0 1 96 30
15 2 1 1 96 30
16 5 1 1 96 30
17 2 0 0 48 37
18 5 0 0 48 37
19 2 1 0 48 37
20 5 1 0 48 37
21 2 0 1 48 37
22 5 0 1 48 37
23 2 1 1 48 37
24 5 1 1 48 37
25 2 0 0 96 37
26 5 0 0 96 37
27 2 1 0 96 37
28 5 1 0 96 37
29 2 0 1 96 37
30 5 0 1 96 37
31 2 1 1 96 37
32 5 1 1 96 37
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3.2.8.3. Producao de PHAs por E. coli recombinante contendo o gene estrutural da PHA
sintases de P. aeruginosa (pHBR71)

Estudou-se a producdo de PHAs por E. coli DH10B e JM101, ancorando o plasmidio
pBHR71, que contém o gene estrutural da PHA sintases de P. aeruginosa.

Da mesma forma que no item 3.2.8.1, foram avaliadas a influéncia de amido de milho
hidrolisado, soro de queijo e 6leo de soja, nos mesmos niveis.

As varidveis deste estudo sdo mostradas na Tabela 9, em seus respectivos niveis reais.
As matrizes de planejamento com varidveis codificadas e reais sao mostradas nas Tabelas 10
e 11, respectivamente.

As etapas de pré-cultivo e cultivo, bem como as andlises de massa celular seca,
percentual de PHA e massa de PHA acumulada procederam da mesma forma que no item
3.2.8.1.

Tabela 9. Niveis reais das variaveis para planejamento experimental fatorial completo 2*

Fator Nivel inferior Nivel superior
Amido de milho hidrolisado (%) 0 5
Soro de queijo (%) 0 5
Oleo de soja (%) 0 5
Acido acrilico (mM) 0 1
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Tabela 10. Matriz de planejamento fatorial completo 2* com variaveis codificadas

Variaveis
Experimento Amido de milho Soro de queijo Oleo de soja Acido acrilico
hidrolisado
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
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Tabela 11. Matriz de planejamento fatorial completo 2* com variaveis reais

Variaveis
Experimento Amido de milho Soro de queijo Oleo de soja Acido acrilico
hidrolisado (%) (%) (%) (mM)
1 0 0 0 0
2 5 0 0 0
3 0 5 0 0
4 5 5 0 0
5 0 0 5 0
6 5 0 5 0
7 0 5 5 0
8 5 5 5 0
9 0 0 0 1
10 5 0 0 1
11 0 5 0 1
12 5 5 0 1
13 0 0 5 1
14 5 0 5 1
15 0 5 5 1
16 5 5 5 1
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3.2.8.4. Utilizacao de oleos vegetais como substrato para a producao de PHAs de cadeia
média por E. coli recombinante

Neste estudo utilizou-se E. coli JM101, ancorando o plasmidio pBHR71 para avaliar a
influéncia de diferentes 6leos vegetais sobre o acimulo de PHAs de cadeia média.

A etapa de pré-cultivo, bem como as analises de massa celular seca, percentual de
PHA e massa de PHA acumulada procederam da mesma forma que no item 3.2.8.1.

A etapa de cultivo foi realizada em frascos erlenmeyers aletados de 500mL, contendo
100mL de meio, destes, 5% (v/v) foram preenchidos com soro de queijo e 1% (v/v) com o
respectivo 6leo vegetal em avaliagcdo. O indculo foi utilizado na concentragdo de 2% (v/v) e o
restante do volume (92mL) preenchido com meio mineral (MR). As demais condigbes de cultivo
foram realizadas conforme item 3.2.8.1.

3.2.9. Avaliacao da estabilidade plasmidial em E. coli recombinante

A estabilidade plasmidial (segregacional) foi estimada em triplicata pela comparacao
entre o numero de colénias que apareceram nas placas que continham antibiético com aquelas
sem antibiético, conforme detalhado no item 3.2.6.5. O crescimento foi monitorado pela medida
da absorbancia a 600nm (Absgo).



4. Resultados

Neste capitulo sdo mostradas as respostas experimentais obtidas e é feita uma analise
estatistica, de acordo com a necessidade ou relevancia requerida, dentro dos diversos tipos de
estudo efetuados.

4.1. Producao de PHAs por E. coli (DH10B e JM101) recombinante contendo o operon
completo de R. eutropha para a sintese de polihidroxialcanoatos (pBHR68)

O operon completo para a biossintese de PHA em R. eutropha esta constituido por trés
genes estruturais, phaA, phaB e phaC, as quais codificam as enzimas [-cetotiolase,
acetoacetil-CoA redutase dependente de NAD(P)H e PHA sintase. O plasmidio pBHR68, além
do gene amp, que confere resisténcia a ampicilina, ancora também o operon completo para a
biossintese de PHA de R. eutropha. Deste modo, foi possivel a transformacéo e sele¢éao de E.
coli recombinantes, com os genes necessarios a biossintese e acimulo de PHA em E. coliem
quantidades significativas, para o estudo do potencial de produgdo de PHAs pelas linhagens
transformantes, utilizando substratos de baixo custo, como fonte de carbono, bem como
suplemento.

Para este estudo, duas linhagens de E. coli, DH10B e JM101, foram transformadas
utilizando o plasmidio pBHR68, como descrito em Materiais e Métodos. Os transformantes que
carregam o plasmidio foram utilizados para o estudo do efeito de substratos de baixo custo,
sobre a producéo de polihidroxialcanoatos através de um planejamento experimental 2° para
avaliar a influéncia de: i) de amido de milho hidrolisado, ii) soro de queijo e iii) éleo de soja,

conforme mostra a Tabela 3, em seus respectivos niveis reais.

4.1.1. Producédo de PHAs por E. coli (DH10B) recombinante ancorando o plasmidio
pBHR68

A Tabela 12 mostra a matriz de planejamento com as variaveis codificadas, bem como
as respostas experimentais obtidas para massa celular seca e conteido de PHB acumulado
para a linhagem DH10B, enquanto a Tabela 13 ilustra os efeitos obtidos através da analise
estatistica para cada uma das respostas observadas.
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Tabela 12. Variaveis codificadas e valores obtidos para a massa celular seca e acumulo de
PHB de acordo com o planejamento experimental 2° para E. coli DH10B (pBHR 68)

Experimento Amido de Soro de Oleo de MCS (g.L™) PHB (%)
milho queijo soja
1 -1 -1 -1 0,19 1,04
2 +1 -1 -1 0,29 53,21
3 -1 +1 -1 0,49 0,87
4 +1 +1 -1 1,94 43,63
5 -1 -1 +1 0,25 2,60
6 +1 -1 +1 0,99 41,82
7 -1 +1 +1 1,25 2,37
8 +1 +1 +1 4,60 7,36

MCS: massa celular seca; PHB: polihidroxibutirato; mPHB: massa de polihidroxibutirato

Tabela 13. Efeitos das variaveis sobre as respostas massa celular seca, percentual de
polihidroxibutirato e massa de polihidroxibutirato de acordo com o planejamento experimental
2% para E. coliDH10B (pBHR 68)

Resposta MCS %PHB mPHB
Efeito Efeito Efeito
Média/Interacao 1,25 19,11 0,22
(X4) Amido 1,41 34,78 0,43
(X») Soro 1,64 11,11 0,16
(X3) Oleo 1,04 -11,15 -0,05
(X1) x (X2) 0,99 -10,91 0,15
(X4) x (Xa) 0,63 -12,68 -0,07
(X2) x (Xa) 0,66 -6,23 -0,19

MCS: massa celular seca; PHB: polihidroxibutirato; mPHB: massa de polihidroxibutirato

De acordo com a Tabela 12 percebe-se que a maior massa celular seca (4,60g.L™) foi
conseguida no experimento 8, cujo meio cultivo apresenta as trés variaveis em estudo em seus
niveis maximos. Por outro lado, este meio ndo proporcionou 0 maior acumulo percentual de
PHB, o qual foi alcangcado no experimento 2, onde 53,21% foi acumulado em meio mineral
contendo 5% de amido de milho hidrolisado, mas com uma massa celular seca bastante inferior
(0,29g.L).
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Outras respostas interessantes para o acumulo de PHB foram obtidas em meio
contendo amido de milho hidrolisado + soro de queijo (exp.4) e amido de milho hidrolisado +
6leo de soja (exp.6), onde detectou-se 43,63 e 41,21% de PHB sobre a massa celular seca,
respectivamente.

A analise dos efeitos mostra que, os principais, correspondem a média dos efeitos, nas
respectivas respostas, quando as variaveis passam do nivel -1 ao +1. Se ao passar-se do nivel
inferior da variavel para o nivel superior houver um aumento no valor da resposta obtida, a
variavel tem influéncia aditiva. O efeito tem sinal positivo. Ao contrario, se ao passar-se do nivel
inferior da variavel para o nivel superior ocorrer uma diminuigdo sobre a resposta obtida, a
variavel tem influéncia restritiva. O efeito tem sinal negativo.

A Tabela 13 indica que, entre os efeitos principais, para a massa celular seca, todas as
variaveis tiveram efeito positivo, sendo o soro de queijo o parametro de maior influéncia sobre
esta resposta. Assim, ao passar-se do nivel inferior ao nivel superior houve um aumento de
1,649.L" na massa celular seca. Os efeitos de segunda ordem também mostram efeito positivo
sobre esta resposta, apesar desta influéncia ter sido menor que a dos efeitos de primeira
ordem.

Para o percentual de PHB acumulado, o amido de milho hidrolisado foi a variavel que
mais interferiu, tendo refletido positivamente sobre esta resposta. Assim, a passagem do nivel
inferior ao nivel superior representou um aumento de 34,78% no percentual de PHB
acumulado. Soro de queijo e 6leo de soja tiveram efeito negativo, o que indica que ao mudar-
se a concentracdo de 0 para 5%, reduziu-se o acumulo em 11,11 e 11,15%, para o soro € o
6leo, respectivamente. Os efeitos de interacdo também se mostraram bastante significativos,
sendo que o efeito combinado de amido de milho hidrolisado + soro indicou uma reducao de
10,91% e de amido de milho hidrolisado + 6leo, 12,68%.

Para a massa de PHB acumulado, por sua vez, a variavel amido teve o maior efeito,
representando um aumento de 0,43g.L" ao variar-se a concentracdo de seu nivel inferior ao
superior. Soro de queijo e 6leo de soja tiveram efeitos de 0,16 e -0,05g.L™, respectivamente.

A partir do planejamento experimental 2° fornecido, obteve-se superficies de resposta
para cada um dos fatores de interesse estudados. Para tal, foram graficadas curvas de nivel
correspondentes a superficie de resposta geradas pelo modelo linear obtido. Em cada uma
delas, duas das variaveis solicitadas foram levadas em consideracao (eixos x € y), enquanto a
terceira variavel foi estabelecida como parametro fixo. Através da combinacdo das trés
variaveis, duas a duas, foram obtidas 6 curvas de nivel (A x S, O(-1); Ax S, O(+1); Ax O, S(-1);
Ax O, S(+1); Sx O, A(-1); S x O, A(+1)) para cada uma das respostas analisadas, totalizando
18 curvas de nivel. Os parametros foram testados nos niveis -1 e +1.
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Através da sobreposicdo das curvas de nivel das trés respostas, em cada uma das
situacdes, foi possivel escolher aquela em que se obteve os melhores resultados. E importante
ressaltar que ndo necessariamente devem coincidir as respostas, ou seja, que no nivel superior
de uma determinada variavel fossem registrados os melhores indices de massa celular seca,
de acumulo percentual de PHB e de massa de PHB acumulada. Isto, inclusive, pode ser
notado pela observagado da Tabela 12, onde o0 maximo de massa celular seca nao implicou
num maximo de acumulo de PHB. Por tudo isso, tornou-se mais dificil a escolha das melhores
superficies.

Além disso, ndo se pode determinar as melhores condicées apenas pela observacao
das curvas de nivel correspondentes a massa de PHB acumulada, apesar desta ser
dependente das outras duas respostas. A explicacdo para tal fato € que, muitas vezes, um
grande acumulo de massa de PHB é obtido, mas o percentual de PHB é muito pequeno, o que
torna esta situagdo ndo muito interessante sob o ponto de vista econémico, devido aos maiores
custos para extrair-se o polimero. Desta forma, levou-se em consideracdo o bom senso.

Assim, comparou-se os resultados obtidos para cada um dos modelos, escolhendo-se
aqueles que forneceram a melhor combinacéo das respostas, ou seja, 4,208g.L™" para massa
celular seca e 49,042% para o acumulo de PHB e 0,784g.L" de massa de PHB, como
mostrado nas Figuras 6, 7 € 8.

Observando-se a Figura 6, nota-se que a producdo de massa celular seca tende ao
maximo préximo ao nivel superior de soro de queijo e 6leo de soja, quando se fixa amido de
milho hidrolisado no seu nivel superior (5%).

Como mostrado na Figura 7, referente ao acimulo de PHB, um comportamento oposto
ao da massa celular seca foi observado. Neste caso o maior acumulo de polimero foi obtido na
faixa equivalente aos niveis inferiores de soro de queijo € 6leo de soja, quando se fixa amido
de milho hidrolisado no seu nivel superior (5%).

A Figura 8 mostra que a melhor resposta para o acumulo de massa de PHB foi obtido
no nivel superior de soro de queijo (5%) e nivel inferior de 6leo de soja (0%), quando se fixa
amido de milho hidrolisado no seu nivel superior (5%).

A Figura 9 mostra a sobreposicdo das curvas de nivel referentes as Figuras 6, 7 e 8,
para E. coli DH10B ancorando o plasmidio pBHR68. Através desta figura, observa-se o efeito
contrario exercido pelo aumento dos conteldos de soro de queijo e 6leo de soja, sobre o
acumulo percentual de PHB (areas), a massa celular seca (linhas tracejadas) e a variagao da
massa de PHB (linhas inteiras).



62

I 0,682
I 1,074
[ 1,465
= 1,857
[ 2,249
1 2,641
[ 3,033
I 3,425
I 3,816
I 4,208
Il above

1,y anea 1apRs R

Figura 6. Superficie de resposta da massa celular seca, em fung¢@o dos contetdos de soro de

queijo e 6leo de soja (amido de milho hidrolisado fixado em 5%), para E. coli DH10B ancorando
o plasmidio pBHR68
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Figura 7. Superficie de resposta do percentual de PHB acumulado, em fungéo dos contetidos

de soro de queijo e 6leo de soja (amido de milho hidrolisado fixado em 5%), para E. coli DH10B
ancorando o plasmidio pBHR68
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Figura 8. Superficie de resposta da massa de PHB acumulada, em funcédo dos conteddos de

soro de queijo e 6leo de soja (amido de milho hidrolisado fixado em 5%), para E. coli DH10B

ancorando o plasmidio pBHR68
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Figura 9. Sobreposicado das curvas de nivel para massa celular seca, percentual e massa de

PHB acumulados, em fung&o dos conteldos de soro de queijo e 6leo de soja (amido de milho
hidrolisado fixado em 5%), para E. coli DH10B ancorando o plasmidio pBHR68
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A combinagéo das respostas obtidas indica como sendo a melhor resposta os valores
obtidos com 5% de soro de queijo e 0% de 6leo de soja, além dos 5% fixos de amido de milho
hidrolisado, que fornecem uma massa celular seca em torno de 2g.L", um actimulo percentual
de PHB de aproximadamente 45% e o acimulo massa de PHB 0,8 g.L™.

Com relacdo ao tratamento estatistico dos dados obtidos, as Tabelas 14, 15 e 16
apresentam as andlises de variancia obtidas para massa celular seca, percentual e massa de
PHB acumulados, modificadas a partir dos dados gerados pelo programa computacional
Statistica® (STATISTICA, 1995).

Tabela 14. ANOVA modificada para massa celular seca para Escherichia coli DH10B
ancorando o plasmidio pBHR68

Fonte de Soma Graus de Média F i ve F i ve
variacao quadratica liberdade quadratica calculado tabelado
Regressao 15,19 5 (p-1) 3,038 43,4 9,01
Residuos 0,20 3 (n-p) 0,07 S S
Total 15,39 7 (n-1) - S -

% variagao explicada: 0,9871

Tabela 15. ANOVA modificada para percentual de PHB acumulado para Escherichia coli
DH10B ancorando o plasmidio pBHR68

Fonte de Soma Graus de Média F ot ve F i ve
variacao quadratica liberdade quadratica calculado tabelado
Regressao 3552,88 5 710,58 27,68 9,01
Residuos 77,00 3 25,67 — —
Total 3629,88 7 S - -

% variagao explicada: 0,9788
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Tabela 16. ANOVA modificada para massa de PHB acumulada para Escherichia coli DH10B
ancorando o plasmidio pBHR68

Fonte de Soma Graus de Média F vt ve F i ve
variacao quadratica liberdade quadratica calculado tabelado
Regressao 0,55 5 0,11 5,50 9,01
Residuos 0,07 3 0,02 —_— e
Total 0,62 7 S - -

% variacdo explicada: 0,8755

O exame dos residuos indica que os modelos obtidos estdao bem ajustados, pois a soma
quadratica referente aos residuos foi pequena, quando comparada aos valores de regressao. A
regressao bastante significativa mostra que o modelo é bom. Assim, pode-se afirmar que os
modelos descrevem adequadamente os resultados experimentais.

Para verificar se 0 modelo explica uma quantidade significativa da variagdo dos dados
experimentais, utilizou-se o teste F de significancia. Neste teste, comparou-se os valores de F
estimados a partir dos dados experimentais com o valor tabelado de uma distribuicao de
freqliéncia de referéncia F,1, 2, a0 nivel de significancia de 5% (6 = 0,05).

Para que o modelo encontrado nao seja apenas estatisticamente significativo, mas que
também seja Util para fazer predigdes o valor calculado do teste F para a regressao deve ser
de 4 a 5 vezes maior que o valor tabelado (BARROS NETO, 1996)

Para a massa celular seca, o F calculado para a regressao foi 4,8 vezes maior que o
tabelado, o que mostra que o modelo, além de bem ajustado, é estatisticamente significativo e
preditivo, pois a condigao de ser, no minimo, de 4 a 5 vezes maior que o tabelado, foi satisfeita.
Para o percentual de PHB acumulado, o F calculado para a regressao foi 3,1 vezes maior que
o tabelado, mostrando que o modelo, apesar de bem ajustado e estatisticamente significativo,
ndo pode ser utilizado para fins preditivos. Para a massa de PHB, o F calculado para a
regressao foi menor que o tabelado, mostrando que nao é estatisticamente significativo, apesar
de ter apresentado um ajuste consideravel.

A variacdo do modelo em relacdo aos dados experimentais pode ser explicada por um
coeficiente de correlacdo de 0,9871 para a massa celular seca, 0,9788 para o percentual de
PHB acumulado e 0,8755 para a massa de PHB acumulada. Os modelos obtidos para cada
uma dessas respostas séo representados, respectivamente, pelas Equagdes 12, 13 e 14.



66

MCS = 0,347 - 0,043.X; - 0,003.X, - 0,051.X5 + 0,079.X;.X2 + 0,051.X4.X5 + 0,053.X5.X3 (12)
%PHB =-2,06 + 11,67.X; + 1,20.X5 + 1,55.X5 - 0,87.X1.Xz - 1,01.X;.X5 - 0,50.X2.X5 (13)
mPHB =-0,096 + 0,077.X; + 0,040.X, + 0,040.X5 + 0,012.X;.Xz - 0,005.X4.X5 - 0,015.X2. X5 (14)

4.1.2. Producdao de PHAs por E. coli (JM101) recombinante ancorando o plasmidio
pBHR68

A Tabela 17 indica a matriz de planejamento com as variaveis codificadas e as
respostas experimentais obtidas para massa celular seca e conteido de PHB acumulado para
a E. coli linhagem JM101, enquanto a Tabela 18 mostra os efeitos obtidos através da andlise
estatistica para cada uma das respostas observadas.

Tabela 17. Variaveis codificadas e valores obtidos para a massa celular seca e acumulo de
PHB de acordo com o planejamento experimental 2° para E. coli JM101 (pBHR 68)

Experimento Amido de Soro de Oleo de MCS (g.L™") PHB (%)
milho queijo soja

1 -1 -1 -1 0,17 2,13
2 +1 -1 -1 0,42 68,30
3 -1 +1 -1 0,48 3,04
4 +1 +1 -1 1,90 39,47
5 -1 -1 +1 0,21 3,32
6 +1 -1 +1 0,93 5,34
7 -1 +1 +1 0,44 1,01

8 +1 +1 +1 2,42 55,14

MCS: massa celular seca; PHB: polihidroxibutirato

De acordo com a Tabela 17 a maior massa celular seca (2,42g.L") foi obtida no
experimento 8, cujo meio cultivo apresenta as trés variaveis em estudo em seus niveis
maximos. Nesta condi¢cdo observou-se um grande acumulo percentual de PHB, de 55,14%,
que sé foi inferior ao obtido em meio mineral contendo apenas amido de milho hidrolisado
(68,30%). Este comportamento foi semelhante ao observado para linhagem DH10B.

Outra resposta relevante com respeito ao acumulo de PHB e de massa celular seca, foi
a obtida em meio contendo amido de milho hidrolisado + soro de queijo (exp.4), onde detectou-
se 39,47% de PHB acumulado e 1,90g.L™" de MCS.
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Tabela 18. Efeitos das variaveis sobre as respostas massa celular seca, percentual de
polihidroxibutirato (%PHB) e massa de polihidroxibutirato (mPHB) de acordo com o
planejamento experimental 2° para Escherichia coli JM101 (pBHR 68)

Resposta MCS %PHB mPHB
Efeito Efeito Efeito
Média/Interacao 0,87 22,22 0,31
(Xy) Amido 1,09 39,69 0,60
(X2) Soro 0,88 4,89 0,44
(X3) Oleo 0,26 -12,03 0,08
(X1) x (X2) 0,61 5,59 0,43
(Xq) x (Xa) 0,26 -11,61 0,09
(X2) x (X3) -0,01 18,85 0,20

MCS: massa celular seca; PHB: polihidroxibutirato; mPHB: massa de polihidroxibutirato

Com relacao a andlise dos efeitos, indicados na Tabela 18, entre os efeitos principais,
para a massa celular seca, todas as variaveis tiveram efeito positivo, sendo o amido de milho
hidrolisado o parametro de maior influéncia sobre esta resposta, seguido por soro de queijo e
6leo de soja, correspondendo a 1,09, 0,88 e 0,26g.L™”, respectivamente. Assim, ao passar-se
do nivel inferior ao nivel superior houve um aumento na massa celular seca. O maior efeito de
segunda ordem foi obtido pela combinacao das variaveis amido de milho hidrolisado + soro de
queijo, elevando em 0,61g.L" a massa celular seca ao passar-se do nivel inferior ao nivel
superior.

Para o percentual de PHB acumulado, o amido de milho hidrolisado foi a variavel que
mais interferiu, tendo refletido positivamente sobre esta resposta. Assim, a passagem do nivel
inferior ao nivel superior representou um incremento de 39,69% no percentual de PHB
acumulado. Soro de queijo apresentou efeito positivo de 4,89%, sobre percentual de PHB
acumulado. Enquanto, o 6leo de soja teve efeito negativo, o que foi indicado pela redugdo em
12,03% no percentual de PHB acumulado, ao mudar-se sua concentracdo de 0 para 5%. A
interacdo de amido de milho hidrolisado com 6leo de soja também apresentou efeito negativo,
apesar do efeito positivo do amido de milho hidrolisado, representando um decréscimo de
11,61% sobre o0 acimulo de PHB. Outro dado interessante foi o efeito positivo de 18,85% pela
combinagcédo de soro de queijo + 6leo de soja, apesar do 6leo de soja ter mostrado efeito

negativo.
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Para a massa de PHB acumulada, por sua vez, a variavel amido de milho hidrolisado,
soro de queijo e a combinagdo destas duas apresentaram os maiores efeitos sobre esta
resposta, representando aumentos de 0,60, 0,44 e 0,43g.L™, respectivamente, ao mudar-se do
nivel inferior para superior.

Pela analise das curvas de nivel correspondentes as superficies de resposta geradas
pelos modelos lineares obtidos, determinou-se as melhores superficies de resposta para massa
celular seca, percentual de PHB e massa de PHB, conforme as Figura 10, 11 e 12,
respectivamente. A combinacdo das respostas experimentais € mostrada na Figura 13, sob a

forma de curvas de nivel.



69

Il 06

I 0,782
[ 0,964
= 1,146
11,329
11,511
= 1,693
B 1,875
Il 2,058
224

Hl above

L.'u'_'\%"l amea baEn SRR

Figura 10. Superficie de resposta da massa celular seca, em fungéo dos contetidos de soro de

queijo e 6leo de soja (amido de milho hidrolisado fixado em 5%), para E. coli JM101 ancorando
o plasmidio pBHR68
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Figura 11. Superficie de resposta do percentual de PHB acumulado, em fungéo dos contetidos

de soro de queijo e 6leo de soja (amido de milho hidrolisado fixado em 5%), para E. coli JM101
ancorando o plasmidio pBHR68
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Figura 12 . Superficie de resposta da massa de PHB acumulada, em fun¢do dos conteudos de
soro de queijo e 6leo de soja (amido de milho hidrolisado fixado em 5%), para E. coli JM101

ancorando o plasmidio pBHR68
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Figura 13. Sobreposicao das curvas de nivel para massa celular seca, percentual e massa de

PHB acumulados, em fungéo dos contetidos de soro de queijo e 6leo de soja (amido de milho
hidrolisado fixado em 5%), para E. coliJM101 ancorando o plasmidio pBHR68
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A Figura 10 mostra que a medida em que se aumenta a concentracao de soro de queijo,
maior o acumulo de massa celular seca. O mesmo acontece com o 6leo de soja, sé que em
menor intensidade devido ao menor efeito apresentado sobre esta resposta. A Figura 11 revela
qgue, quanto menor o contetdo de 6leo de soja, maior o acumulo de PHB. A Figura 12 indica
que, quanto maiores os valores de soro de queijo, maior a concentracido massica de PHB
obtida. Amido de milho hidrolisado, que se mostrou a variavel de maior efeito em todas as
situagoes, foi fixado em seu nivel superior de 5%.

Através da Figura 13, pode-se observar o comportamento negativo da variavel 6leo de
soja sobre o acumulo percentual de PHB (areas), a evolugao positiva das variaveis soro de
queijo e dleo de soja sobre a massa celular seca (linhas tracejadas), e o comportamento da
massa de PHB (linhas inteiras), em funcéo dos niveis de soro de queijo € 6leo de soja (amido
de milho hidrolisado fixo em 5%). A combinacao das respostas obtida indica que para os
valores 5% de soro de queijo e 1,5% de 6leo de soja, quando a concentragdo de amido de
milho hidrolisado é igual a 5%, fornecem uma massa celular seca teérica em torno de 1,9g.L™",
um acumulo percentual de PHB de aproximadamente 50% e o acumulo massa de PHB de
0,99.L™".

Devido ao maior acumulo massa celular seca e o maior percentual de PHB acumulado,
decidiu-se continuar fazendo uso de E. coli JM101 nos experimentos posteriores (resultados
mostrados no item 4.2), visando testar novas variaveis que pudessem incrementar os valores
obtidos.

O tratamento estatistico dos dados experimentais € mostrado nas Tabelas 19, 20 e 21,
gue apresentam, respectivamente, as analises de varidncia obtidas para massa celular seca,
percentual e massa de PHB acumulados, modificadas a partir dos dados gerados pelo
programa computacional Statistica.

Tabela 19. ANOVA modificada para massa celular seca para E. coli JM101 ancorando o
plasmidio pBHR 68

Fonte de Soma Graus de Média Fuive Fvive
variacao quadratica liberdade quadratica calculado tabelado
Regresséo 4,9403 5 0,99 3300 9,03
Residuos 0,0008 3 0,0003 —_— —_—
Total 4,9411 7 —_ —_ —

% variagao explicada: 0,9998
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Tabela 20. ANOVA modificada para percentual de PHB acumulado para E. coli JM101
ancorando o plasmidio pBHR68

Fonte de Soma Graus de Média F vt ve F i ve
variacao quadratica liberdade quadratica calculado tabelado
Regresséo 4530,64 5 906,13 3,25 9,01
Residuos 837,24 3 279,08 —_— —_—
Total 5367,88 7 — — —_—

% variacdo explicada: 0,8440

Tabela 21. ANOVA modificada para massa de PHB acumulada para Escherichia coli JM101
ancorando o plasmidio pBHR68

Fonte de Soma Graus de Média F vt ve F i ve
variacao quadratica liberdade quadratica calculado tabelado
Regressao 1,59 5 0,318 10,6 9,01
Residuos 0,09 3 0,03 — —
Total 1,68 7 S S —

% variacdo explicada: 0,9480

Assim como para a linhagem DH10B, o exame dos residuos indicou que 0os modelos
obtidos estdo bem ajustados, pois a soma quadratica referente aos residuos foi pequena,
quando comparada aos valores de regressao. A regressdo mostra que os modelos séo bons.
Assim, pode-se afirmar que o0s mesmos descrevem adequadamente os resultados
experimentais. Estes resultados sdo confirmados através variagdo do modelo em relagdo aos
dados experimentais, que pode ser explicada por um coeficiente de correlacdo de 0,9998 para
a massa celular seca, 0,8440 para o percentual de PHB acumulado € 09480 para a massa de
PHB acumulada.

Para a massa celular seca, o F calculado para a regressado foi muito maior que o
tabelado, mostrando que o modelo, além de bem ajustado, é estatisticamente significativo e
preditivo. Para o percentual de PHB acumulado, o F calculado para a regressao foi menor que
o tabelado, o que indica que o modelo apesar do bom ajuste, ndo pode ser considerado
estatisticamente significativo nem preditivo. Para a massa de PHB, o F calculado para a
regressao foi um pouco maior que o tabelado, o que revela que, apesar do ajuste e significado
estatistico, ndo apresenta total confiabilidade preditiva.
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Os modelos obtidos para cada uma dessas respostas sdo representados,

respectivamente, pelas Equacdes 15, 16 € 17.

MCS = 0,183 + 0,045.X; + 0,056.X; + 0,003.X; + 0,049.X;.X> + 0,021.X;.X5- 0,001.X2.X5  (15)

%PHB =12,36 + 9,14.X, - 3,91.X; - 3,85.X;5 + 0,44.X;.X5 - 0,93.X1.X3 + 1,51.X5.X3 (16)

mPHB = 0,108 + 0,015.X, - 0,039.X; - 0,041.X5 + 0,035.X;.X; + 0,007.X;.X3 + 0,016.X2.X5 (17)

4.2. Estudo do efeito de outros parametros sobre a producao de PHB por E. coli JM101
recombinante ancorando o plasmidio pBHR68.

Desde que, a combinacado das respostas obtidas (Figura 9) indicou que para os valores
5% de soro de queijo e 1,5% de 6leo de soja, quando a concentracdo de amido de milho
hidrolisado é igual a 5%, fornecem uma massa celular seca teérica em torno de 1,9g.L", um
acumulo percentual de PHB de aproximadamente 50% e o acUmulo massa celular seca de
0,9g.L", para a linhagem E. coli JM101, sendo estas as melhores respostas obtidas a partir da
analise dos experimentos anteriores, efetuou-se um novo planejamento, para estudar o efeito
de outros parametros, capazes de incrementar a producao de PHB, nestas condigdes.

Desta vez, um planejamento experimental fatorial 2° foi executado para estudar o efeito
i) da concentragdo de indculo, ii) adicdo do indutor da expressao génica, IPTG, iii) adicao do
inibidor da B-oxidagao de acidos graxos, acido acrilico, iv) tempo de cultivo e v) temperatura de
cultivo, sobre o acumulo de PHB. Estas variaveis sdo mostradas na Tabela 7 em seus niveis
codificados e na Tabela 8 em seus niveis reais. A Tabela 22 mostra as variaveis em seus
respectivos niveis codificados e as respostas experimentais obtidas, em funcdo da massa
celular seca percentual de PHB e massa de PHB acumulados.

De acordo com a Tabela 22, a massa celular seca referente a cada experimento foi
representada através da média de duplicatas. O percentual de PHB acumulado foi avaliado
utilizando-se as massas celulares secas, escolhidas ao acaso entre as duplicatas, de cada
ensaio, uma vez que ndo foi possivel realizar esta determinagdo em duplicata. A massa de
PHB, por sua vez, também foi obtida em fungcdo da quantidade de polimero acumulado nas
massas celulares analisadas por cromatografia. Contudo, para obter coeréncia entre as
respostas, estes dados foram expressos em funcdo da média das duplicatas de massa celular
seca e nao em funcao das massas analisadas por cromatografia.
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Tabela 22. Variaveis codificadas e valores obtidos para a massa celular seca, percentual e
massa de PHB acumulados, de acordo com o planejamento 2° para E. coli JM101 (pBHR 68)

Exp. Inéc. IPTG AA Tempo Temp. MCS" (g.L') PHB (%) PHB® (g.L")

1 -1 -1 -1 -1 -1 2,00 60,02 1,20
2 +1 -1 -1 -1 -1 2,51 63,27 1,59
3 -1 +1 -1 -1 -1 3,07 59,37 1,82
4 +1 +1 -1 -1 -1 1,92 66,71 1,28
5 -1 -1 +1 -1 -1 0,33 61,20 0,20
6 +1 -1 +1 -1 -1 2,34 59,18 1,38
7 -1 +1 +1 -1 -1 2,11 55,86 1,18
8 +1 +1 +1 -1 -1 2,17 58,24 1,26
9 -1 -1 -1 +1 -1 3,13 69,58 2,18
10 +1 -1 -1 +1 -1 2,39 82,31 1,97
11 -1 +1 -1 +1 -1 3,17 66,29 2,10
12 +1 +1 -1 +1 -1 2,19 64,93 1,42
13 -1 -1 +1 +1 -1 2,67 68,06 1,82
14 +1 -1 +1 +1 -1 2,39 75,43 1,80
15 -1 +1 +1 +1 -1 1,68 57,97 0,97
16 +1 +1 +1 +1 -1 2,86 56,36 1,61
17 -1 -1 -1 -1 +1 2,01 58,14 1,17
18 +1 -1 -1 -1 +1 2,47 56,95 1,41
19 -1 +1 -1 -1 +1 2,62 53,14 1,39
20 +1 +1 -1 -1 +1 2,96 69,82 2,06
21 -1 -1 +1 -1 +1 2,23 58,82 1,31
22 +1 -1 +1 -1 +1 2,71 60,63 1,64
23 -1 +1 +1 -1 +1 0,25 48,85 0,12
24 +1 +1 +1 -1 +1 1,37 52,62 0,72
25 -1 -1 -1 +1 +1 3,56 64,82 2,31
26 +1 -1 -1 +1 +1 3,55 78,72 2,79
27 -1 +1 -1 +1 +1 3,58 64,16 2,30
28 +1 +1 -1 +1 +1 4,39 60,73 2,67
29 -1 -1 +1 +1 +1 2,99 65,36 1,95
30 +1 -1 +1 +1 +1 4,53 49,21 2,23
31 -1 +1 +1 +1 +1 3,20 62,51 2,00
32 +1 +1 +1 +1 +1 2,38 48,33 1,15

(1) Média de duplicatas; (2) Calculado pela média das duplicatas de MCS; Exp.: experimento; Inéc.: inoculo; AA:
acido acrilico; MCS: massa celular seca; PHB: polihidroxibutirato; mPHB: massa de polihidroxibutirato
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A Tabela 23 apresenta a anadlise dos efeitos para as respostas massa celular seca,
percentual e massa de polihidroxibutirato, em funcdo de seu erro padrdo e nivel de

significancia (9).

Tabela 23. Efeitos das variaveis sobre as respostas massa celular seca, percentual e massa de

polihidroxibutirato em funcédo de seu erro padréo e nivel de significancia ()

Resposta MCS (g.L™) PHB (%) mPHB (g.L™
Efeito/Erro ) Efeito/Erro ) Efeito/Erro b

Média/Interagdes 2,55*+0,06 0,0  61,80*+0,94 0,0 1,55* + 0,08 0,0
(X4) In6culo  0,28*+0,11 0,02 1,83+ 1,87 0,36 0,12+0,17 0,49
(Xz) IPTG -0,11+0,11 032 -536*+1,87 003 -0,16+0,17 0,37
(Xs) Acido Acrilico -0,58*+0,11 0,0  -627*+1,87 0,01 -046*+0,17 0,03
(X4) Tempo 0,97*+0,11 0,0 5,74*+1,87 0,02  0,72*+0,17 0,0
(Xs) Temperatura 0,49*+0,11 0,0 -4,49+187 0,05 0,25 +0,17 0,18
(X4) x (Xa) -0,21+0,11 008 -063+187 074 -0,15+0,17 0,40
(X4) X (Xs) 0,37*+ 0,11 0,0 -416+1,87 0,07 0,13+ 0,17 0,48
(X1) X (X4) -0,19+0,11 0,0 -217+187 029 -021+0,17 0,27
(X4) X (Xs) 0,20+0,11 0,09 -168+1,87 0,40 0,10 £0,17 0,56
(X2) x (X3) -0,40*+0,11 0,0 -1,78+1,87 038 -027+0,17 0,16
(X2) X (X4) -0,10+0,11 039 -366+1,87 009 -0,12+0,17 0,50
(X2) X (Xs) -0,29*+0,11 0,02 1,30 1,87 0,51 -0,16 £0,17 0,37
(X3) X (X4) 0,17+0,11 0,14 226+ 187 0,27 0,02+ 0,17 0,91
(X3) X (Xs) -0,10+0,11 038 -124+187 053 -0,17+0,17 0,36
(X4) X (Xs) 0,47* £ 0,11 0,0 -1,39+ 1,87 0,49 0,26 +0,17 0,17
(X1) x (X2) x (Xs) -0,06+0,11 0,60 0,55+ 1,87 0,77  -0,03+0,17 0,86
(Xi)x (X2) x Xq) 0,17+ 0,41 0,5  -417+1,87 0,06 0,08 £0,17 0,63
(X1) x (X2) x (Xs)  0,08+0,11 0,47 1,19+1,87 0,55 0,05+ 0,17 0,77
(X1) x (X3) x (Xs) -0,06+0,41 0,60  -1,64+1,87 0,41 -0,03+0,17 0,83
(X4) x (X3) x (Xs) -0,28*+0,11 0,02 -218+187 029 -032+0,17 0,11
(X1) x (Xg) x (Xs) 0,080,111 047 -294+187 0,16 0,04 £ 0,17 0,81
(X2) x (X3) x (X¢) 0,01 +0,11 0,94 2,58 + 1,87 0,22 0,04 £ 0,17 0,80
(X2) x (X3) x (Xs) -0,50*+0,11 0,0 0,41 +1,87 083 -023+0,17 0,23

MCS: massa celular seca; PHB: polihidroxibutirato; mPHB: massa de polihidroxibutirato
*Efeito significativo num intervalo de 95% de confianga
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De acordo com a Tabela 22, observa-se que a utilizacdo das condigbes de cultivo,
exatamente como proposto pelo planejamento anterior, permitiram um acimulo de MCS de
2,01g.L™", um acumulo percentual de PHB de 58,14% e uma massa de PHB de 1,17g.L" (exp.
17), representando valores muito proximos aos estimados por esta andlise, demonstrando a
confiabilidade preditiva do planejamento como ferramenta experimental. Além disso, observa-
se que 0s acumulos de PHB obtidos encontram-se no intervalo de 48 a 82%, e que o maior
acumulo de massa de PHB foi de 2,79g.L™, alcancado no experimento 26, com os parametros
em seus niveis maximos, exceto IPTG e acido acrilico, ausentes.

De acordo com a Tabela 23, os valores que apresentam efeitos significativos estao
assinalados com asteriscos. Neste estudo, optou-se adicionalmente pela avaliagdo dos
resultados pelo nivel de significancia, devido ao maior nimero de graus de liberdade obtidos,
em fung&o do maior nimero de valores observados.

Através da comparacédo dos valores dos efeitos estimados para cada variavel com o
erro padrao associado a ela é possivel predizer quais variaveis nao contribuem de maneira
significativa na resposta estudada.

Entre os efeitos principais, para a resposta massa celular seca, apenas a concentragao
de IPTG nao teve efeito significativo ao nivel de significAncia de 5%, enquanto que para o
percentual acumulado de PHB, as variaveis concentracao de inéculo e temperatura nao foram
significativas, neste nivel de significancia. Para a massa de PHB acumulada, todos os efeitos
principais foram significativos, no intervalo de confianga assumido.

O tempo foi a variavel com maior efeito sobre o aumento da massa celular, pois
apresentou o maior valor numérico, a um nivel de significancia menor que 5%. Isto significa que
aumentando-se o tempo de cultivo de 48 para 96h faz com que a massa celular seja
aumentada em 0,97g.L". A concentracdo do indculo foi a variavel significativa com menor
influéncia sobre a massa celular seca entre os efeitos principais, promovendo um aumento de
0,28g.L", ao passar-se da concentracio de 2 para 5%. Entre os efeitos significativos, a adicdo
acido acrilico foi o Unico que apresentou efeito negativo sobre a MCS, ocasionando um
decréscimo de 0,58g.L" ao passar-se da concentragdo minima (0) ao valor méaximo (1mM)
estudado. Em termos numéricos, a temperatura teve a metade da influéncia demonstrada pelo
tempo, promovendo um aumento em 0,49g.L™" ao passar-se de 30 para 37°C.

O mesmo aumento de tempo provocou um acréscimo em 5,74% no percentual de PHB
acumulado, sendo este o maior efeito positivo sobre esta resposta. Entre os demais
parametros, acido acrilico, IPTG e temperatura tiveram efeitos negativos de 6,27, 5,36 e 4,49%,

respectivamente.
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Com relacdo a massa de PHB acumulada, pode-se afirmar que o tempo, mais uma vez,
foi a variavel de maior influéncia, promovendo um acréscimo de 0,72g.L" ao aumentar-se o
tempo de cultivo de 48 para 96h, o que era de se esperar, tendo em vista os maiores efeitos
apresentados também sobre as outras respostas. Acido acrilico apresentou efeito negativo
sobre o acimulo de PHB, diminuindo em 0,46g.L™" a massa acumulada.

Obtiveram-se efeitos significativos de segunda ordem nas combinacdes de IPTG com
acido acrilico e IPTG com tempo, diminuindo a MCS e in6culo com &cido acrilico e tempo com
temperatura, aumentando a MCS.

Os efeitos de interagdo de terceira ordem foram significativos quando envolvendo
indculo, acido acrilico e temperatura e IPTG, acido acrilico e temperatura, atuando no
decréscimo da MCS. A interacdo de IPTG, tempo e temperatura influiu no aumento da MCS.

O percentual de PHB acumulado ndo apresentou efeitos de interacdo significativos.
Apesar disso, o efeito de interacdo do indéculo com acido acrilico, bem como o de IPTG com o
tempo e de IPTG, tempo e inéculo também devem ser levados em consideragéo, ainda que
seus niveis de significAncia tenham ficado um pouco acima do limite estipulado (0,05). Tais
interagoes influiram negativamente sobre a resposta acimulo percentual de PHB.

A partir do planejamento experimental 2°, foram geradas superficies da resposta, a
partir das equacdes lineares determinadas em funcdo das variaveis concentracdo de inéculo,
adicdo de IPTG, adicdo de acido acrilico, temperatura e tempo de cultivo. Para tal, foram
graficadas curvas de nivel correspondentes a superficie de resposta geradas pelo modelo
linear obtido. Em cada uma delas, duas das varidveis solicitadas foram levadas em
consideracdo (eixos x e y), enquanto as demais estabelecidas como parametros fixos.
Escolheu-se a variavel tempo para ser relacionada com os demais parametros, por ter
apresentado o maior efeito sobre todas as varidveis. Assim, através da combinagéo das cinco
variaveis, duas a duas, foram obtidas 32 curvas de nivel, conforme podem ser observadas no
item ANEXOS, para cada uma das respostas analisadas, totalizando 96 curvas de nivel. Os
parametros foram testados nos niveis -1 e +1.

A Figura 14 mostra a superficie de resposta da massa celular seca, em fungéo do
tempo e temperatura (inéculo fixo em 5%, sem IPTG e sem &acido acrilico), para E. coli JM101
ancorando o plasmidio pBHR 68. Na figura, observa-se que, nestas condicées, a medida que
se aumenta o tempo e temperatura de cultivo ha uma elevacao do conteddo de biomassa,

atingindo-se uma massa celular seca de 3,45 g.L"' em 96h a 37°C.
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Com relacdo ao percentual de PHB acumulado, observa-se, através da Figura 15, que,
com o incremento no tempo de cultivo, o contelido de PHB também se eleva. Esta influéncia foi
bastante linear de 48 até 72h e, apds este tempo, as areas passaram a sofrer certa inclinacao,
indicando uma participagdo mais efetiva da varidvel temperatura sobre a resposta, apesar do
valor maximo, 82,30%, ter sido alcancado a 30°C. Este parametro, por sua vez, para a faixa
estudada, nao mostrou influéncia sobre o acumulo de PHB até 72 horas de cultivo, dentro das
condigdes especificadas.

Para a massa de PHB acumulada, representada pela Figura 16, o comportamento do
tempo e temperatura indica que ambas variaveis contribuem para esta resposta, pois a medida
em gue se aproxima de seus niveis superiores, maior € o valor de massa de PHB acumulado.
O valor maximo obtido nestas condigdes foi de 2,52g.L".
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Figura 14. Superficie de resposta da massa celular seca, em fungdo do tempo

e
temperatura (indculo fixo em 5%, sem IPTG e é&cido acrilico), para E. coli JM101 ancorando o

plasmidio pBHR 68
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Figura 15. Superficie de resposta do percentual de PHB acumulado, em fung¢édo do tempo e

temperatura (concentragdo de indculo fixo em 5%, sem IPTG e sem acido acrilico), para E. coli
JM101 ancorando o plasmidio pBHR68
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temperatura (in6culo fixo em 5%, sem IPTG e sem &cido acrilico), para E. coli JM101
ancorando o plasmidio pBHR68
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Figura 17. Sobreposicao das curvas de nivel para massa celular seca, percentual e massa de

PHB acumulados, em fungédo do tempo e temperatura (inéculo fixo em 5%, sem IPTG e sem
acido acrilico), para E. coliJM101 ancorando o plasmidio pBHR68
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A Figura 17 mostra o comportamento das trés respostas através da sobreposicao de
acumulo percentual de PHB (areas), massa celular seca (linhas tracejadas) e massa de PHB
(linhas inteiras), em fungédo de tempo e temperatura (in6culo fixo em 5%, sem IPTG e sem
acido acrilico). A observacdao das respostas revela que o cultivo a 37°C por 96h, com
concentracao de in6culo de 5%, sem IPTG e sem acido acrilico fornecem uma massa celular
seca em torno de 3,5g.L", um acumulo percentual de PHB de aproximadamente 75% e o
acumulo massa celular seca de 2,5g.L™.

Para melhor ilustrar os resultados obtidos, achou-se interessante mostrar outra situagao
que também apresentou o6timas respostas, desta vez envolvendo o tempo de cultivo e a
concentracdo de IPTG, com temperatura e indculo fixos em 37°C e 5%, respectivamente, sem
a adicao de acido acrilico. A Figura 18 mostra a superficie de resposta da massa celular seca
para estas condicoes.

Observa-se que, para o0 maximo de massa celular seca obtido, tempo e IPTG
encontram-se em seus niveis superiores. Apesar disso, 0 uso ou nao de IPTG teve
praticamente uma mesma influéncia sobre o acimulo de massa celular seca, até cerca de 72h,
pois a medida em que se passam os intervalos de tempos, a area que varre a faixa de
concentracdes de IPTG permanece a mesma para toda a extensdo, indicando assim que sua
influéncia sobre esta resposta € a mesma para todo intervalo. A partir de 72h, a concentragao
de IPTG passa a ter maior influéncia, haja vista que mais de uma area percorre a mesma
indicacao de tempo. Outra informagao que pode ser obtida pela andlise da Figura 18 é que
quando nao utilizado IPTG, a massa celular seca alcancada é de aproximadamente 3,7g.L",
cujo valor é bastante préximo ao que se obtém com IPTG em sua concentracdo maxima, que
foi de 4,164g.L™.

A Figura 19 refere-se a superficie de resposta do acumulo percentual de PHB sob as
mesmas condicdes anteriores (temperatura fixa em 37°C, inoculo fixo em 5%, sem acido
acrilico). Observa-se que 0 maximo de PHB (72,977%) foi obtido quando a variavel tempo esta
em seu nivel superior e IPTG no nivel inferior.

A superficie de resposta do acumulo massico de PHB é representada pela Figura 20,
onde, da mesma forma que nas situagdes anteriores, temperatura e inéculo estao fixos em
seus niveis superiores e acido acrilico em seus nivel inferior. Alcangou-se 2,631g.L™" em 96h e
na auséncia de IPTG. As &reas correspondentes a massa de PHB deslocaram-se praticamente
paralelas ao eixo das concentracdes de IPTG, ao longo da superficie, demonstrando ter pouco
efeito sobre esta resposta.
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Figura 18. Superficie de resposta da massa celular seca, em funcdo do tempo e IPTG

(temperatura fixa em 37°C e in6culo fixo em

5%, sem acido acrilico), para E. coli JM101
ancorando o plasmidio pBHR68

Il 62,826
Il 63,953
[ 65,081
[ 66,209
[ 67,337
[ 68,465
[ 69,593
Il 70,721
Bl 71,849
Il 72,977
Il above

Figura 19. Superficie de resposta do percentual de PHB acumulado, em funcdo do tempo e

IPTG (temperatura fixa em 37°C e inéculo fixo em 5%, sem &cido acrilico), para E. coli JM101
ancorando o plasmidio pBHR68
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Figura 21. Sobreposi¢ao das curvas de nivel para massa celular seca, percentual e massa de
PHB acumulados, em fungéo do tempo e IPTG (temperatura fixa em 37°C e indculo fixo em
5%, sem &cido acrilico), para E. coli JM101 ancorando o plasmidio pBHR68
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A Figura 21 mostra a sobreposicdo das curvas de nivel para massa celular seca,
percentual e massa de PHB acumulados, em funcéo do tempo e IPTG (temperatura fixa em
37°C e inéculo fixo em 5%, sem &cido acrilico). A observacdo das respostas revela
praticamente as mesmas respostas obtidas pela analise anterior: massa celular seca em torno
de 3,59.L", um acimulo percentual de PHB de aproximadamente 73% e o acimulo demassa
celular seca 2,6g.L™".

A andlise do grafico de tempo x temperatura, mantendo-se fixas, no nivel superior, as
demais variaveis, mostrou que a temperatura na faixa estudada nao teve influéncia sobre o
acumulo de massa celular, ao contrario do tempo que teve um efeito bastante significativo
sobre esta resposta (Fig. 36A). Quando fixado o nivel maior de concentragao de inéculo (5%)
(Fig. 36B), obteve-se um ligeiro aumento da massa celular, e o acumulo de PHB foi de
82,304%, um valor 13,608% maior do que no caso anterior e, conseqlentemente, com uma
massa de PHB acumulada de 2,522g.L". Nesta situacdo teve-se uma influéncia diretamente
proporcional entre as variaveis tempo e temperatura.

Através do grafico de tempo x adicao de IPTG obteve-se os valores maximos de massa
celular seca (Anexo - Fig. 38D) e de massa de PHB (Anexo - Fig. 46D), nas concentragdes de
4164 g.L" e 2,631 g.L", respectivamente, com tempo e IPTG direcionados aos seus limites
superiores, enquanto as demais variaveis fixadas em seus limites superiores, excetuando-se o
acido acrilico, estipulado para ambas situagdes em seu limite inferior.

As Tabelas 24, 25 e 26 apresentam as analises de variancia obtidas para massa celular
seca, percentual e massa de PHB acumulados, modificadas a partir dos dados gerados pelo
programa computacional Statistica.

Tabela 24. ANOVA modificada para massa celular seca

Fonte de Soma Graus de Média Fuive F i ve
variagcao quadratica liberdade quadratica calculado tabelado
Regresséo 45,77 25 1,83 8,32 1,78
Residuos 8,54 38 0,22 S —
Total 54,31 63 — — —

% variagao explicada: 0,8426
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Tabela 25. ANOVA modificada para percentual acumulado de PHB

Fonte de Soma Graus de Média F ot ve F i ve
variacao quadratica liberdade quadratica calculado tabelado
Regressao 1795,50 25 71,82 2,5 3,84
Residuos 169,39 6 28,23 —_— e
Total 1964,89 31 — — —

% variagao explicada: 0,9138

Tabela 26. ANOVA modificada para massa de PHB acumulada

Fonte de Soma Graus de Média F i ve Fyive
variagao quadratica liberdade quadratica calculado tabelado
Regressao 10,85 25 0,43 1,86 3,84
Residuos 1,43 6 0,23 — —
Total 12,28 31 S - -

% variacdo explicada: 0,8829

O exame dos residuos indica que os modelos obtidos estdo bem ajustados, pois a soma
quadratica referente aos residuos foi pequena, quando comparada aos valores de regressao. A
regressao bastante significativa mostra que o modelo é bom. Assim, pode-se afirmar que os
modelos descrevem adequadamente os resultados experimentais.

Para a massa celular seca, o F calculado para a regressao foi 4,7 vezes maior que o
tabelado, o que mostra que o modelo, além de bem ajustado, é estatisticamente significativo e
preditivo, pois a condigao de ser, no minimo, de 4 a 5 vezes maior que o tabelado, foi satisfeita.
Para o percentual e massa de PHB acumulados, o F calculado para a regressao foi menor que
o tabelado, mostrando que nao € estatisticamente significativo, apesar de ter apresentado um
ajuste consideravel.

A variacdo do modelo em relacdo aos dados experimentais pode ser explicada por um
coeficiente de correlagdo de 0,8426 para a massa celular seca, 0,9138 para o percentual de
PHB acumulado e 0,8829 para a massa de PHB acumulada.

Apds a analise dos coeficientes de regressdo através do programa computacional
Statistica, utilizando-se todas respostas experimentais, apresentadas em seus valores médios
na Tabela 22, foi possivel obter-se os modelos lineares relacionados as respostas massa
celular seca, percentual de polihidroxibutirato e massa de polihidroxibutirato, mostrados nas
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Equacdes 18, 19, 20, respectivamente. Para tal, foram considerados todos os efeitos principais,
além dos efeitos de segunda ordem que se mostraram significativos.

MCS = 3,06 - 0,15X1 + 0,09)(2 - 0,12X3 + 0,03)(4 - 0,08X5 + 0,02.X1.X3 + - 0,001X2X4 +

0,003.X3.Xs (18)
%PHB = 123,85 - 27,24. X; + 0,68.X5 - 0,51.X3 - 0,74. X4 - 2,21.Xs (19)
mPHB = 3,02 - 0,51.Xy + 0,06.X5 - 0,10.X5 + 0,01.X4 - 0,11.Xs (20)

4.3. Producao de PHAs por E. coli recombinante contendo o gene estrutural da PHA
sintase de P. aeruginosa (pHBR71)

Estudos semelhantes aos anteriores foram feitos para avaliar a produgédo de PHAs de
cadeia média por E. coli recombinante ancorando os genes estruturais para a biossintese de
PHAs de P. aeruginosa. Para isto as linhagens de E. coliDH10B e JM101 foram transformadas
pelo plasmidio pBHR71, que além do gene que confere resisténcia ampicilina, também contém
o gene phaC1, codificando para umas das PHAs sintases de P. aeruginosa. Os transformantes
que carregam o plasmidio foram utilizados para o estudo do efeito de substratos de baixo
custo, sobre a producéo de polihidroxialcanoatos através um planejamento experimental 2°
para avaliar a influéncia de: i) amido de milho hidrolisado, ii) soro de queijo, iii) 6leo de soja e iv)

adicao de acido acrilico, conforme mostra a Tabela 11, em seus respectivos niveis reais.

4.3.1. Producao de PHAs por E. coli (DH10B) recombinante contendo o plasmidio
pBHR71

A Tabela 27 mostra a matriz de planejamento e as respostas experimentais obtidas para
massa celular seca, contetido e a composi¢éo dos PHAs acumulados para a linhagem DH10B,
ancorando o plasmidio pBHR71, enquanto a Tabela 28 ilustra os efeitos obtidos através da
analise estatistica para cada uma das respostas observadas.
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Tabela 27. Variaveis codificadas e valores obtidos para a massa celular seca e acumulo de
PHA de acordo com o planejamento experimental 2* para E. coli DH10B (pBHR 71)
Exp. AMH SQ OS AA MCS PHA 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDD
@L) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

1 -1 -1 -1 -1 0,09 0,15 0,15 nd nd nd nd
2 +1 -1 -1 -1 0,23 0,11 0,11 nd nd nd nd
3 -1 +1 -1 -1 0,39 1,55 1,55 nd nd nd nd
4 +1 +1 -1 -1 0,80 0,6 nd nd nd 0,6 nd
5 -1 -1 +1 -1 nd nd nd nd nd nd nd
6 +1 -1 +1 -1 1,37 0,51 0,51 nd nd nd nd
7 -1 +1 +1 -1 1,05 nd nd nd nd nd nd
8 +1 +1 +1 -1 0,83 nd nd nd nd nd nd
9 -1 -1 -1 +1 0,32 0,09 0,09 nd nd nd nd
10 +1 -1 -1 +1 0,42 0,04 0,04 nd nd nd nd
11 -1 +1 -1 +1 0,73 nd nd nd nd nd nd
12 +1 +1 -1 +1 1,05 0,50 nd nd nd 0,50 nd
13 -1 -1 +1 +1 0,23 1,26 0,60 nd nd 0,26 0,40
14 +1 -1 +1 +1 0,85 nd nd nd nd nd nd

—_
(&)
1
e
+
iy
+
iy
+
g

0,87 1,99 1,16 nd nd 0,65 0,18
16 +1 +1 +1 +1 1,02 2299 2,06 nd 1,04 7,06 12,83

Exp.: experimento; AMH: amido de milho hidrolisado; SQ: soro de queijo; OS: éleo de soja; AA &cido acrilico; MCS:
massa celular seca; PHA: polihidroxialcanoato; 3HB: 3-hidroxibutirato; 3HHx: 3-hidroxihexanoato; 3HO: 3-
hidroxioctanoato; 3HD: 3-hidroxidecanoato; 3HDD: 3-hidroxidodecanoato, nd: ndo detectado
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Tabela 28. Efeitos das variaveis sobre as respostas massa celular seca, percentual de PHA de
acordo com o planejamento experimental 2° para Escherichia coli DH10B (pBHR 71)

MCS (g.L™) PHA (%)

Média/Interagao 0,64 1,86
(X1) Amido 0,36 2,46
(X2) Soro 0,40 3,18
(X3) Oleo 0,27 2,96
(X4) Acido acrilico 0,09 2,99
(X1) x (X2) -0,20 2,67
(X1) X (Xs) 0,12 2,60
(X1) X (Xa) -0,06 2,58
(X2) x (Xs) -0,07 2,62
(X2) X (X4) 0,06 2,84
(X3) X (X4) -0,16 3,44
(X4) x (X2) X (X3) -0,32 2,76
(X1) X (X2) X (X4) 0,13 3,03
(X1) x (X3) x (X4) -0,03 2,22
(X2) x (X3) X (X4) 0,01 3,22

MCS: massa celular seca; PHA: polihidroxialcanoato

Para a linhagem DH10B (pBHR71), a resposta MCS foi influenciada principalmente pela
adicdo de soro e de amido de milho hidrolisado, que contribuiram em 0,40 e 0,36g.L" ao
passar-se do nivel inferior ao superior. Todavia a combinagao destas variaveis apresentou um
efeito de reducdo em 0,20g.L™" na MCS. Para o percentual de PHA acumulado, a melhor
resposta, entre os efeitos principais, foi obtida com a utilizagdo de soro de queijo, propiciando
um aumento na ordem de 3,18%. Soro de queijo e acido acrilico e também foram relevantes,
melhorando em 2,96 e 2,99% o acumulo de PHA. Inclusive, a combinacdo destas variaveis
teve um efeito ainda maior que cada uma delas isoladamente, sendo este valor, 3,44% 0 maior
entre todos os demais efeitos. Para o acumulo de massa de PHA, a analise do efeito das
variaveis sobre este resposta torna-se mais dificil, em virtude dos valores obtidos terem sido
muito baixos, mas, entre os efeitos principais, verifica-se que a adicao de soro incrementou em
0,032g.L" 0 acimulo de massa de PHA.
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O exame dos residuos indica que os modelos obtidos estdao bem ajustados, pois a soma
quadratica referente aos residuos foi pequena (dado nao mostrado), quando comparada aos
valores de regressao. A regressao bastante significativa mostra que o modelo é bom. Assim,
pode-se afirmar que os modelos descrevem adequadamente os resultados experimentais. A
variagdo do modelo em relacido aos dados experimentais pode ser explicada por um coeficiente
de correlacdo de 0,9649 para a massa celular seca e 0,9411 para o percentual de PHB
acumulado.

As superficies de respostas da massa celular seca acumulada, percentual e massa de
PHB acumulados séo representadas em fungdo dos conteldos de soro de queijo e acido
acrilico (amido de milho hidrolisado e 6leo de soja fixados em 5%) sdo apresentadas nas
Figuras 18, 19 e 20, respectivamente.

A observacgao da Figura 18 mostra que houve uma pequena variagao entre 0 minimo e
maximo de massa celular seca obtidos em fungao das condi¢des estudadas. Entretanto, o valor
maximo de 1,261g.L" foi atingido nos niveis inferiores de soro de queijo e acido acrilico.
Observa-se ainda que, para qualquer concentracao de soro + acido acrilico (1 mM), a massa
celular seca obtida foi praticamente a mesma, o que indica que, neste nivel, a combinagao das
duas variaveis praticamente nao tem efeito algum sobre a resposta. O mesmo ocorreu com o
soro de queijo em seu nivel superior. Isto porque, em ambos os caso, além da area em
guestao ser a mesma, a inclinacao da superficie é praticamente nula.

O acumulo percentual de PHA, conforme mostra a Figura 19, apresentou uma grande
diferenca ao passar-se do nivel inferior ao nivel superior das duas variaveis, mostrando bem a
influéncia positiva destas duas vériaveis sobre a resposta. Desta forma, obteve-se 19,689% de
acumulo de PHA em 5% de soro de queijo e TmM de &cido acrilico (0,1mg.L™").

De acordo com a Figura 20, para o acumulo de PHA, em massa, o comportamento
revelado pela superficie de resposta é bastante semelhante ao do percentual de PHA, sendo
que 0,197g.L" de massa de PHA sao obtidos nos niveis superiores de soro de queijo e acido
acrilico.

A Figura 21 mostra a sobreposicdo das trés respostas, sendo o percentual de PHA
representado por areas, massa celular seca por linhas tracejadas e massa de PHA por linhas
cheias. Percebe-se que em meio mineral contendo 5% de amido de milho hidrolisado, soro de
queijo e dleo de soja, além de 100uL de &cido acrilico (0,1mg.L™"), ou seja, todas os parametros
em seus niveis superiores, é possivel acumular-se em torno de 20% de PHA, 0,95g.L"' de
massa celular seca e 0,2g.L" de massa de PHA.
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Figura 22. Superficie de resposta da massa celular seca, em fungéo dos conteddos de soro de

queijo e &cido acrilico (amido de milho hidrolisado e éleo de soja fixados em 5%), para E. coli
DH10B ancorando o plasmidio pBHR71
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Figura 23. Superficie de resposta do percentual de PHA acumulado, em fungdo dos contetidos

de soro de queijo e acido acrilico (amido de milho hidrolisado e 6leo de soja fixados em 5%),
para E. coliDH10B ancorando o plasmidio pBHR71
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Figura 24. Superficie de resposta da massa de PHA acumulada, em fun¢do dos contelddos de

soro de queijo e &cido acrilico (amido de milho hidrolisado e éleo de soja fixados em 5%), para
E. coliDH10B ancorando o plasmidio pBHR71
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Figura 25. Sobreposicao das curvas de nivel para massa celular seca, percentual e massa de

PHA acumulados, em fungédo dos conteudos de soro de queijo e acido acrilico (amido de milho
hidrolisado e 6leo de soja fixados em 5%), para E. coli DH10B ancorando o plasmidio pBHR71
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4.3.2. Producéao de PHAs por E. coli (JM101) recombinante contendo o plasmidio pBHR71

A Tabela 29 mostra a matriz de planejamento com as variaveis codificadas, bem como
as respostas experimentais obtidas para massa celular seca e conteido de PHA acumulado
para a linhagem JM101, ancorando o plasmidio pBHR71, enquanto a Tabela 30 ilustra os

efeitos obtidos através da analise estatistica para cada uma das respostas observadas.

Tabela 29. Variaveis codificadas e valores obtidos para a massa celular seca e acumulo de
PHA de acordo com o planejamento experimental 2* para E. coli JM101 (pBHR 71)
Exp. AMH SQ OS AA MCS PHA 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDD
(@Lh) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

1 -1 -1 -1 -1 0117 nd nd nd nd nd nd
2 +1 -1 -1 -1 1,20 1,30 nd nd nd 1,30 nd
3 -1 +1 -1 -1 0,48 331 3,31 nd nd nd nd
4 +1 +1 -1 -1 1,53 0,25 nd nd nd 0,25 nd
5 -1 -1 +1 -1 nd nd nd nd nd nd nd
6 +1 -1 +1 -1 3,63 0,40 0,40 nd nd nd nd
7 -1 +1 +1 -1 2,19 0,34 0,34 nd nd nd nd
8 +1 +1 +1 -1 0,86 nd nd nd nd nd nd
9 -1 -1 -1 +1 0,04 055 0,38 nd nd nd 0,17
10 +1 -1 -1 +1 0,02 0,93 0,48 nd nd 0,23 0,22
11 -1 +1 -1 +1 0,14 1,49 0,44 nd 0,18 0,65 0,22
12 41 o+ A +1 015 082 034 nd nd nd 048
13 -1 -1 +1 +1 0,08 nd nd nd nd nd nd
14 +1 -1 +1 +1 nd nd nd nd nd nd nd
15 -1 +1 +1 +1 0,08 0,28 0,28 nd nd nd nd

16 +1 +1 +1 +1 0,17 0,82 0,82 nd nd nd nd

Exp.: experimento; AMH: amido de milho hidrolisado; SQ: soro de queijo; OS: éleo de soja; AA acido acrilico; MCS:
massa celular seca; PHA: polihidroxialcanoato; 3HB: 3-hidroxibutirato; 3HHx: 3-hidroxihexanoato; 3HO: 3-
hidroxioctanoato; 3HD: 3-hidroxidecanoato; 3HDD: 3-hidroxidodecanoato, nd: ndo detectado
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Tabela 30. Efeitos das variaveis sobre as respostas massa celular seca e percentual de PHA
para a E. coliJM101 (pBHR71)

MCS (g.L™") PHA (%)

Média/Interacao 0,67 0,66
(X4) Amido 0,54 -0,18
(X2) Soro 0,06 0,52
(Xs) Oleo 0,41 -0,85
(X4) Acido acrilico -1,17 -0,09
(X4) x (X2) -0,59 -0,70
(X4) X (Xs) 0,03 0,33
(X4) X (Xa) -0,55 0,24
(X2) x (Xs) -0,16 -0,26
(X2) X (X4) 0,04 -0,03
(X3) X (X4) -0,41 0,18
(X1) x (X2) x (X3) -0,60 0,65
(X1) X (X2) x (X4) 0,64 0,57
(X4) X (X3) x (Xq) -0,02 0,12
(X2) X (X3) X (X4) 0,14 0,32

MCS: massa celular seca; PHA: polihidroxialcanoato

Para a linhagem JM101 (pBHR71), a resposta MCS foi influenciada principalmente pela
adigao de amido de milho hidrolisado e éleo, que contribuiram em 0,54 e 0,41g.L™" ao passar-
se do nivel inferior ao superior. Para o percentual de PHA acumulado, a melhor resposta foi
obtida com a utilizacdo de soro de queijo, mas a combinacdo com amido de milho hidrolisado
ou 6leo teve efeito negativo. O acumulo de massa de PHA teve seus maiores efeitos negativos
em presenca de acido acrilico, devido a menor MCS produzida e em amido de milho
hidrolisado + soro de queijo, uma vez que este efeito mostrou-se negativo tanto para o acimulo
de MCS quanto de polimero.

O exame dos residuos indica que os modelos obtidos estdo bem ajustados, pois a soma
quadratica referente aos residuos foi pequena, quando comparada aos valores de regressdo. A
regressao bastante significativa mostra que o modelo é bom. Assim, pode-se afirmar que os
modelos descrevem adequadamente os resultados experimentais. A variacdo do modelo em
relacdo aos dados experimentais pode ser explicada por um coeficiente de correlagcao de

0,8952 para a massa celular seca e 0,9764 para o percentual de PHA acumulado.
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As superficies de respostas da massa celular seca acumulada, percentual e massa de
PHA acumulados sao representadas em funcao dos contetdos de éleo de soja e acido acrilico
(soro de queijo fixado em 5%, sem amido de milho hidrolisado), para E. coli JM101 ancorando
o plasmidio pBHR71, pelas Figuras 22, 23 e 24, respectivamente.

De acordo com a Figura 22, 6leo de soja no nivel superior e acido acrilico no nivel
inferior fornecem a melhor resposta para massa celular seca acumulada, obtendo-se o valor de
1,79.L" nesta regido. E indicada, entdo, a influéncia negativa do parametro acido acrilico sobre
esta resposta.

Como ilustra a Figura 23, 6leo de soja e acido acrilico em seus niveis inferiores
fornecem a melhor resposta (2,908%) para o percentual de PHA acumulado. Observa-se ainda
que a influéncia do acido acrilico foi maior em baixos teores de 6leo de soja, como uma maior
variagdo de acumulo, em funcao da concentracdo utilizada. Porém, nas maiores concentracoes
de éleo de soja foi mostrado que a concentragdo de acido acrilico usada nao teve influéncia
sobre 0 acumulo de PHA.

A Figura 24 indica que os melhores valores para a resposta massa de PHA tende aos
niveis inferiores de 6leo de soja e acido acrilico, variando numa faixa de 0 a 1,5% para o 6leo
de soja e 0 & 0,3 mM para o &cido acrilico. Nesta regido atingiu-se o acimulo de 0,014g.L™" de
PHA.

A Figura 25 mostra a sobreposicdo das trés respostas, sendo o percentual de PHA
representado por areas, massa celular seca por linhas tracejadas e massa de PHA por linhas
cheias. Observa-se que em meio mineral contendo 5% de soro de queijo, ausente de amido de
milho hidrolisado, éleo de soja e acido acrilico, pode-se acumular por volta de 3% de PHA, 0,85
g.L™" de massa celular seca e 0,015g.L" de massa de PHA.
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Figura 26. Superficie de resposta da massa celular seca, em fungdo dos conteudos de 6leo de

soja e acido acrilico (soro de queijo fixado em 5%, sem amido de milho hidrolisado), para E. coli
JM101 ancorando o plasmidio pBHR71
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Figura 27. Superficie de resposta do percentual de PHA acumulado, em funcao dos contetdos

de 6leo de soja e acido acrilico (soro de queijo fixado em 5%, sem amido de milho hidrolisado),
para E. coliJM101 ancorando o plasmidio pBHR71
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Figura 28. Superficie de resposta da massa de PHA acumulada, em fun¢do dos contetdos de
6leo de soja e acido acrilico (soro de queijo fixado em 5%, sem amido de milho hidrolisado),
para E. coliJM101 ancorando o plasmidio pBHR71
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Figura 29. Sobreposicao das curvas de nivel para massa celular seca, percentual e massa de
PHA acumulados, em fungédo dos conteudos de éleo de soja e acido acrilico (soro de queijo
fixado em 5%, sem amido de milho hidrolisado), para E. coli JM101 ancorando o plasmidio
pBHR71
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4.4. Utilizacao de oleos vegetais como substrato para a producao de PHAs de cadeia
média por E. coli recombinante

A fim de se estudar a influéncia de diversos 6leos vegetais sobre o acumulo de
polihidroxialcanoatos de cadeis média, cultivou-se Escherichia coli JM101, ancorando o
plasmidio pBHR71, que contém os gene da PHA sintase de Pseudomonas aeruginosa em
meio mineral contendo 1% (v/v) do 6leo em estudo, além de 5% (v/v) de soro de queijo,
conforme o item 3.2.9.4.

A Tabela 35 mostra os resultados obtidos para massa celular seca, percentual de PHB
e massa de PHB acumulados em fungdo de cada 6leo estudado. Conseguiu-se avaliar a
composicao em funcao de 3HB, 3HHx, 3HO, 3HD e 3HDD, mesmo sabendo-se que é possivel
acumular polimeros contendo até dezesseis carbonos (FUKUI; DOI, 1998). Embora a PHA
sintase de P. aeruginosa nao acumule polimero de cadeia curta, 3HB foi detectado em
algumas amostras. Os valores para este componente encontraram-se na faixa de 1,5 a 2,5%, e
foram desconsiderados para fins de analise, uma vez que estes podem ser residuos do

metabolismo bacteriano n&o relacionado ao polimero.

Tabela 31. Valores de massa celular seca, percentual de PHB e massa de PHB acumulados
para Escherichia coliJM101 (pBHR 71) em funcao de diversos tipos de 6leos vegetais

Oleo vegetal MCS PHA 3HHXx 3HO 3HD 3HDD mPHA
(gL (%) (%) (%) (%) (%) (gL

algodao 0,53 11,46 nd 1,48 7,03 2,95 0,061
arroz 0,43 3,19 0,80 1,03 0,76 0,60 0,014
canola 0,33 6,01 nd 1,03 3,92 1,06 0,020
dendé 0,58 11,64 2,36 1,15 2,80 5,33 0,068
girassol 0,57 6,94 0,92 1,00 3,84 1,18 0,040
milho 0,50 1,7 nd 0,72 0,98 nd 0,009
oliva 0,61 6,31 nd 1,01 3,64 1,66 0,038
soja 0,46 10,31 nd 1,08 2,71 6,52 0,047

Exp.: experimento; MCS: massa celular seca; PHA: polihidroxialcanoato; mPHA: massa de polihidroxialcanoato 3HB:
3-hidroxibutirato; 3HHx: 3-hidroxihexanoato; 3HO: 3-hidroxioctanoato; 3HD: 3-hidroxidecanoato; 3HDD: 3-
hidroxidodecanoato, nd: nao detectado
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Com relacdo a massa celular seca, os valores, obtidos pela média de duplicatas, foram
bastante préximos, variando de 0,33 a 0,61g.L™", para 6leo de canola e oliva, respectivamente.
O percentual de PHA foi maior para éleo de dendé, seguido por algodao e soja, que foram os
Unicos em que se obteve mais de 10% de acumulo. Os maiores acumulos massicos de PHA
também ficaram atrelados ao éleo de dedé, seguido por algodao.

De acordo com os resultados alcancados, percebe-se que 6leo de dendé apresenta o
maior potencial para utilizacdo em fins biotecnoldgicos, pois foi aguele em que se atingiu o
maior percentual e massa de PHA acumulados, 11,64% e 0,068g.L™, respectivamente. Além
disso, foi um dos trés éleos que se mostraram capazes de acumular todos os tipos de polimero
que puderam ser avaliados, juntamente com girassol e arroz.

4.5. Avaliacao da estabilidade plasmidial em E. coli recombinante

Alguns autores descrevem como um dos problemas ao se trabalhar com linhagens
recombinantes é a perda do plasmidio ancorando os genes de interesse e os que conferem
seletividade (resisténcia a antibidticos) durante o processo de cultivo. Por esta razao foi testada
a estabilidade dos plasmidios utilizados neste estudo, com o objetivo de avaliar sua influéncia
sobre a producao de massa celular bem como na producédo de PHAs, quando ancorados nas
as linhagens empregadas.

Embora neste estudo tenha sido empregado basicamente meio mineral e substratos de
baixo custo, este estudo serviu para avaliar o comportamento geral dos plasmidios em fungao
das linhagens em meio complexo (0 que nunca havia sido realizado anteriormente pelos seus
construtores), para que, mais adiante, possa-se avaliar aqueles que realmente tiverem seu uso
justificado em substratos de baixo custo, de acordo com os demais resultados obtidos.

Assim, a Tabelas 32 mostra a concentragdo de biomassa obtida pelo acompanhamento
da absorbancia (600nm) Da mesma forma, a Figura 30 fornece a concentracdo de biomassa,
medida pela absorbancia, enquanto que as Figuras 33 e 34 mostra a variacdo da concentragao

de células com e sem plasmidio, em fungdo do tempo, respectivamente.
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Tabela 32. Concentracdo admensional de biomassa estimada pela absorbancia do caldo de
cultivo em 600nm (Absg) para Escherichia coli DH10B e JM101, ancorando os plasmidios
pBHR68 e pBHR71 em fung¢éo do tempo de cultivo

Tempo (h) —
O (pRRRCE JM101 (pBHR71) DH10B (pBHR71)
0 ; i :
6 10 1,50 (15
; o 1,59 1,55
e 1,25 1,65 210
o 1,43 1,83 214
30 1,47 190 o
“ oo 1,99 2,75
- 258 3,05 284
5 3,36 4,07 572
“ 678 7,57 6.04
10
8 .
g 4 s
: P
o —— Cen
—e- JM101 (pBHR68)
0 -# JM101 (pBHR71)

0 10 20 30 40 5 60 70 8 90 100 A= DH10B(pBHR71)
Tempo (h)
Figura 30. Concentracdo admensional de biomassa (Absgq) para Escherichia coli DH10B e

JM101, ancorando os plasmidios pBHR68 e pBHR71 em fungéo do tempo de cultivo
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Figura 32. Concentracdo admensional de células com plasmidio em fungéo do tempo

-0,5

3,5

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (h)

100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (h)

100

—e- JM101 (pBHR68)
-m JM101 (pBHR71)
—a~ DH10B (pBHR71)

—e- JM101 (pBHR68)
-m JM101 (pBHRT71)
—a- DH10B (pBHR71)

100



101

A Tabela 33 e a Figura 33 mostram a contagem do numero de unidades formadoras de
colbnias, ambas em fungéo do tempo de cultivo.

Tabela 33. Contagem de unidades formadoras de colbénias (UFC) de Escherichia coli DH10B e

JM101, ancorando os plasmidios pBHR68 e pBHR71 em fungéo do tempo de cultivo

UFC
Tempo (h) JM101 (pBHR68) JM101 (pBHR71) DH10B (pBHR71)

0 0 0 0

6 6,8x10" 4,5x10" 2,9x10"
12 1,8x10" 1,2x10'2 5,0x10"
18 1,4x10° 1,0x10™ 3,4x10°
24 6,9x10® 6,4x10° 7,5x10®
30 6,3x10® 3,3x10® 5,8x107
36 3,8x10° 2,2x10° 1,7x107
48 1,7x108 1,2x107 7,9x107
72 3,4x10’ 2,0x10’ 2,0x10’
96 1,4x10’ 9,7x10° 1,4x107

1e12 |

Tedd |

1e10 |
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1el |

1el
—& 101 (pBHRGE)

-m JM101 (pBHRTA)
0O 40 20 S0 40 S0 &0 70 80 90 oo —% DHI0B (pBHRYI)

Contagem de unidades farmadoras de coldnias

1ef

Tempo (h
Figura 33. Contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) de Escherichia coli

DH10B e JM101, ancorando os plasmidios pBHR68 e pBHR71 em fungéo do tempo de cultivo
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A Tabela 34 mostra os percentuais do niumero de células ancorando plasmidios em
funcao do tempo de cultivo, enquanto a Figura 34 fornece a estabilidade em virtude do nimero
de geragbes do microrganismo e tempo de cultivo.

Tabela 34. Percentual de estabilidade plasmidial em Escherichia coli DH10B e JM101,
ancorando os plasmidios pBHR68 e pBHR71 em funcéo do tempo de cultivo

Estabilidade plasmidial (%)

Tempo (h) JM101 (pBHR68) JM101 (pBHR71) DH10B (pBHR71)
0 100 100 100
6 100 100 100
12 100 100 99,63
18 100 99,50 99,50
24 100 99,50 99,00
30 95,00 94,00 86,34
36 92,07 93,00 85,64
48 90,56 88,30 81,97
72 85,00 81,89 71,52
96 72,64 63,65 55,88

60

Células ancorando plasmidio (%)

50
—e- JM101 (pBHR68)

- JM101 (pBHR71)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 A~ DH10B(pBHR71)

40

Tempo (h)
Figura 34. Percentual de estabilidade plasmidial em Escherichia coli DH10B e JM101,
ancorando os plasmidios pBHR68 e pBHR71 em funcéo do tempo de cultivo



103

Analisando-se todos estes resultados obtidos percebe-se que as células nio tiveram
grande crescimento celular, haja vista a baixa concentracdo celular mostrada pelo grafico da
absorbancia em fungao do tempo (Figura 30) e valores numéricos da Tabela 32. Observa-se o
crescimento exponencial (referente as células com plasmidio), até aproximadamente 6h
(apenas o ultimo valor € mostrado), uma fase estacionaria que se prolonga até 48h e uma nova
retomadada do aumento da concentracao celular ap6s 72h (principalmente devido as células
sem plasmidio).

A Figura 31 mostra a concentracado de células sem plasmidios estagnada em zero até
24h, quando comeca realmente a ocorrer a perda de plasmidios e um aumento abrupto apos
72h de cultivo. A Figura 32 mostra bem a fase exponencial, indicando que termina apés 6h de
cultivo.

De acordo com a Tabela 33 e Figura 33, percebe-se o decréscimo das unidades
formadoras de col6nia, carregando plasmidio, em fungéo do tempo, cuja diminuigao indica que
a medida que as células comegam a acumular polimero deixam de formar coldnias.

Verificou-se ainda que os plasmidios sdo praticamente 100% estaveis até 24h (Figura
34 e Tabela 34), o que representou 30-35 geracbes, de acordo com o crescimento de
biomassa medido. Em 48h, que é o tempo normalmente adotado pelos autores para a
realizagao de cultivos, a estabilidade apresentada foi ainda bastante elevada, tendo sido, em
média, de 89% para E. coli JM101 e de 82% para E. coli DH10B. E ainda, em 96h detectou-se
uma estabilidade minima de 56% na linhagem DH10B, ancorando o plasmidio pBHR71,
quando comparados entre eles. A Tabela 35 velocidades especificas maximas de crescimento,
a velocidade especifica durante todo o crescimento, a probabilidade (p) da célula perder o

plasmidio durante a divisao celular e o coeficiente de segregacao (o).

Tabela 35. Velocidades especificas méaxima e de crescimento, a probabilidade (p) da célula

perder o plasmidio durante a divisdo celular e coeficiente de segregacgéo (o)

Linhagem/plasmidio  pyax (h™")  Hcrescimento (h7) (p)/geragao o
JM101 (pBHR68) 0,167 0,068 0,0010 1,64
JM101 (pBHR71) 0,250 0,069 0,0013 1,86

DH10B (pBHR71) 0,192 0,060 0,0017 1,99
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Para o calculo do niumero de geracOes, apesar de haver uma equacao especifica
(Equacao 7), decidiu-se adotar a Equacao 5, do qual todos os parametros puderam ser obtidos
através de dados experimentais, inclusive a fracdo F de células com plasmidio em cada
determinado tempo (Tabela 34 e Figura 34). Assim, através do isolamento do termo n e a
substituicdo dos demais parametros, pode-se calcular, para cada intervalo, o nimero de
geragdes, como é mostrado na Figura 35, em fungcédo da fracao F, que foi obtida até 96h e
estimada nos valores de 0,5, 0,25 € 0,10, afim de se poder estimar o provavel comportamento
de estabilidade ate valores criticos, em fungéo do nimero de geragoes.

Fragao de células com plasmidio (F)

—e— JM101 (pBHR68)
~m- JM101 (pBHR71)
0 20 40 60 80 100 120 140 ~* DH10B (pBHR71)

Numero de geragdes

Figura 35. Relagao entre F e 0 nUmero de geragdes n

0,0

Desta forma, percebe-se que as linhagens e plasmidios estudados atingem uma
estabilidade de 50% quando entre 60-80 geracoes, exceto para E. coli JM101, ancorando o
plasmidio pBHR68, que atinge este valor apdés 110 geragdes. O minimo de 10% de
estabilidade deve ser atingido quando entre 75-100 geragdes, menos para E. coli JM101
(pBHR68), que deve alcancar este valor em torno de 140 geragdes apds o comeco do cultivo.

Com relagao aos valores de o obtidos, percebe-se que a relagdo entre as velocidades
especificas de células sem plasmidio com aquelas que os contém tende aquelas que nao
ancoram plasmidios, devido aos valores apresentados terem sido maiores que 1. Apesar disso,
quase todos os valores obtidos encontram-se dentro do intervalo tipico de variagdo, que
encontra-se entre 1 e 2.



5. Discussao

5.1. Estudos com a PHA sintase de R. eutropha

Através deste estudo pode-se avaliar os efeitos de substratos e suplementos sobre a
producao de PHAs por E. coli recombinante. Com este propésito, duas linhagens de E. coli
(DH10B e JM101) foram transformadas utilizando-se dois plasmidios contendo PHAs sintases,
com diferentes especificidades pelo substrato.

O primeiro plasmidio estudado, pBHR68, acorando o operon completo para a
biossintese de PHB de R. eutropha, contém além de outros genes o que codifica para a PHB
sintase com especificidade para os substratos 3-hidroxiacil-CoA (HA-CoA) de cadeia curta (C3
a Cb). E. coli (DH10B) carregando pBHR68, mostrou-se capaz de acumular uma massa celular
seca em torno de 2g.L"', um acimulo percentual de PHB de aproximadamente 45% e o
acimulo massa de PHB de 0,8g.L™", quando se combinam 5% de soro de queijo, 5% de amido
de milho hidrolisado e 1% de 6leo de soja.

Ainda para a linhagem DH10B, carregando pBHR68, observou-se que o efeito principal
positivo sobre a massa celular foi a suplementagéo da cultura com soro de queijo. E provavel
que o soro de queijo suplemente a cultura com as vitaminas, ou cofatores necessarios ao
crescimento celular. Contudo, o principal efeito positivo sobre a produgao de PHB, foi o0 amido
de milho hidrolisado, demonstrando que nem sempre 0 aumento da massa celular se reflete no
aumento da producao de PHB e que uma analise que leve em conta também produtividade e
custos é necessaria para uma tomada de decisdo quanto a definicao da estratégia de cultivo.

Ao analisar-se o comportamento da linhagem JM101, carregando pBHR68, observam-
se efeitos muito similares aos apresentados pela outra linhagem. As respostas obtidas indicam
gue para os valores 5% de soro de queijo e 1,5% de 6leo de soja, quando a concentragao de
amido de milho hidrolisado é igual a 5%, fornecem uma massa celular seca teérica em torno de
1,99.L™", um actimulo percentual de PHB de aproximadamente 50% e o acimulo massa PHB
de 0,9 g.L"'. Neste caso é interessante notar que a variavel que exerceu maior efeito positivo
sobre a massa celular foi o amido de milho hidrolisado, seguido de soro de queijo e 6leo de
soja. Embora a linhagem JM101 seja capaz de crescer em meio minimo acrescido de uma
fonte de carbono, sem necessidade da adicado de cofatores, a adicao de soro de queijo, parece
favorecer fortemente o crescimento celular, por fornecer suplementagéo destes nutrientes, sem
a necessidade de que o metabolismo celular seja desviado para a sua sintese e consequiente

retardamento do crescimento celular.
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Desde que a linhagem JM101 foi a que apresentou maior percentual de acumulo de
PHB, com o objetivo de incrementar a producdo de PHB, obtida pela linhagem JM101,
ancorando pBHRG68, foram testadas as adigcbes de outros suplementos (IPTG e acido acrilico),
os efeitos de temperatura e tempo de cultivo, bem como a concentragdo de inéculo, sobre a
producdo de massa celular e de PHB. Observou-se ainda que a utilizacao das condigdes de
cultivo (5% de amido de milho hidrolisado, 1,5% de 6leo de soja € 5% de soro de queijo),
exatamente como proposto pelo planejamento anterior, permitiram um acumulo percentual de
PHB e uma massa de PHB com valores muito proximos aos estimados por esta analise,
demonstrando a confiabilidade preditiva do planejamento como ferramenta experimental,
conforme pode ser observado na Tabela 22.

Uma vez que o plasmidio pBHR68 foi construido de maneira que os genes phaA, phaB
e phaC encontram-se situados apds o operon lac, esta construcdo permite que quando o
operon lac seja induzido, os genes de interesse, sejam transcritos e expressos. Um indutor
conhecido do operon /ac é andlogo da galactose, isopropil-1-tio-f-D-galactopiranosidio (IPTG).
Assim, pode-se dizer que com a adicdo de IPTG ha um aumento da regulagao, pois, sendo
analogo de lactose, se liga e inibe o repressor lac, além de poder induzir a sintese de j-
galactosidase em muitas bactérias (STRATAGENE, 1997).

Surpreendentemente, IPTG, ndo exerceu o efeito esperado de incremento a producao
de PHB. Porém este resultado torna-se positivo se levarmos em consideracdo o custo da
adicao deste indutor num processo fermentativo. Deve-se levar em consideragdo também o
fato de que IPTG induz a expressao dos genes sob regulagao do operon /ac, porém isto nao
garante a estabilidade das proteinas, ou atividade de enzimas produzidas. Sabe-se que um dos
problemas na expressao heteréloga é ativagcdo de proteases das células hospedeiras, o que
proporciona muitas vezes a inativagdo de enzimas expressas.

Além disso, ha estudos como o de KOSINSKI et al. (1992) afirmando que o IPTG pode,
ao invés de atuar como indutor, complicar o metabolismo de E. coli. Todavia, como relatam
WONG et al. (1998), a adicao de IPTG em uma fase pés-inducdo, pode ser uma boa solucao
para a producéo eficiente de proteinas recombinantes.

Alguns estudos relatam que a B-oxidagao de acidos graxos, cujo produto é o acetil-CoA,
produz intermediarios, hidroxiacil-CoA (HA-CoA), que sdo substratos para a PHA sintase,
favorecendo, assim, a biossintese de PHAs (TAGUCHI et al. 1999). Contudo, se esta via for
rapida demais, uma grande quantidade de acetil-CoA, sera produzida e levada para o ciclo dos
acidos tricarboxilicos (TCA), favorecendo deste modo, o crescimento celular, mais que a
biossintese de PHAs. Porém se a B-oxidagao de acidos graxos estiver inibida, a um ponto que

se acumulem HA-CoA, intermediarios da via, estes poderao servir como substratos da PHA



107

sintase. Por esta raz&o, a adigdo do inibidor da B-oxidagao de acidos graxos, &cido acrilico, foi
testada quanto ao seu efeito sobre a producdo de massa celular e de PHB, em E. coli JM101,
contendo pBHRG68.

No presente estudo, a estratégia de utilizagdo do acido acrilico como inibidor da B-
oxidagao de acidos graxos (LANGENBACH et al., 1997; Ql et al., 1997, 1998) n&o repercutiu
nos resultados esperados quando utilizado o plasmidio pPBHR68 em E. coli JM101. Percebeu-
se que a concentragdo utilizada foi limitante, pois inibiu o crescimento de biomassa, o que ndo
permitiu 0 acumulo de PHB desejado. Acredita-se que, com a adicdo de concentracdes
menores de acido acrilico, seja possivel a inibigdo da B-oxidagao, sem que haja a limitagéo do
crescimento celular.

Através deste estudo verifica-se ainda, pela andlise da Tabela 23, que entre os efeitos
principais sobre para a resposta massa celular seca, a adicdo de acido acrilico foi o que teve
efeito mais negativo, enquanto o aumento do tempo de cultivo de 48 para 96 horas foi o que
influenciou mais positivamente a resposta. A adigéo de IPTG nao teve efeito significativo sobre
a producdo de biomassa. Enquanto que para o percentual acumulado de PHB, as variaveis
tempo e adicdo de acido acrilico foram as que mais influenciaram, positiva e negativamente,
respectivamente. Para a massa de PHB acumulada, todos os efeitos principais foram
significativos, no intervalo de confianga assumido. Através da andlise da Figura 13, na qual é
mostrada a superficie de resposta da massa celular seca, em funcao do tempo e temperatura
(inéculo fixo em 5%, sem IPTG e sem acido acrilico), para E. coliJM101 ancorando o plasmidio
pBHR 68, verifica-se que, sob estas condi¢des, podem ser produzidos uma massa celular seca
em torno de 3,5g.L"", com um actmulo percentual de PHB de aproximadamente 75% e o
acumulo de massa de PHB de 2,5g.L", 96h a 37°C.

Cabe ressaltar que o valor maximo obtido de massa de PHB acumulada, quando
apenas sob influéncia do IPTG subiu para 2,332g.L™", enquanto que sob influéncia do acido
acrilico diminuiu para 2,083g.L". Em ambos os casos quando comparados ao valor de
2,163g.L™", onde as variaveis concentragao de inéculo, IPTG e 4cido acrilico foram mantidas no
nivel inferior.

E importante notar que a combinago da concentragdo de indculo e adicio de IPTG nos
niveis superiores e auséncia de acido acrilico (nivel inferior) promoveu um dos maiores
crescimentos celulares (4,083g.L") e acimulos de massa de PHB (2,603g.L™). Ainda, em todos
0s experimentos em que se combinou a adicdo de acido acrilico, mantendo-se as demais
variaveis fixas (inéculo, IPTG ou ambas) a massa de PHB obtida foi menor, inclusive do que o
valor obtido pela agao Unica de acido acrilico.
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Com relagdo ao acumulo de massa celular seca e percentual de PHB acumulado
percebe-se que estes foram condizentes com a literatura, principalmente quando se compara
os resultados obtidos aos de ANTONIO et al. 2000, que fez uso do mesmo plasmidio que
ancora os genes da biosintese de PHA de R. eutropha. Es autores obtiveram como melhor
resultado o acumulo de 80% de PHB através do cultivo em meio complexo, enquanto os neste
estudo alcangou-se 0 mesmo patamar com meio mineral, adicionado de fontes de carbono de
baixo custo.

Os resultados obtidos por diversos autores (LEE et al., 1997; WONG; LEE, 1998; AHN
et al., 2000, 2001) justificam o potencial de soro de queijo concentrado como substrato para o
acumulo de PHB. Levando-se em conta os resultados obtidos no presente estudo, onde se
utilizou soro de queijo apenas como suplemento, e ndo como fonte principal de carbono, como
os demais autores, pode-se avaliar em quais situagdes (combinacdo com outras fontes de
carbono, plasmidios, linhagens) o mesmo teve influéncia positiva sobre o acimulo de PHA.
Assim, nas estratégias onde os melhores resultados foram obtidos no nivel superior de soro de
queijo, ou seja, 5% (v/v), acredita-se que os resultados podem ser melhorados pela
concentragcdo dos mesmos, haja vista a grande disponibilidade desta matéria-prima.

5.2. Estudos com a PHA sintase de P. aeruginosa

O &cido acrilico apresentou um grande efeito negativo sobre o acimulo de massa
celular seca, principalmente para linhagem JM101 carregando o plasmidio pBHR71, tendo
diminuido em 1,17g.L", ao passar-se do nivel inferior ao nivel superior. Para 0 mesmo
plasmidio na linhagem DH10B, a influéncia do acido acrilico foi praticamente nula. Estes
resultados sugerem que acido acrilico tem um efeito téxico, principalmente sobre a linhagem
JM101, provocando uma inibicao do crescimento celular.

Por outro lado, a adicao de 6leo apresentou efeito positivo, sobre a massa celular seca,
para as duas linhagens estudadas (2,23g.L™" para DH10B e 2,11 g.L" para JM101), carregando
0 plasmidio pBHR71. Porém, a combinagdo de 6leo e &cido acrilico forneceu um efeito
negativo idéntico ao do éleo (positivo) em termos numéricos (Tabela 30). Isto mostra que em
meios contendo 6leo e acido acrilico prevalece o efeito negativo deste ultimo, influenciado
negativamente o crescimento do microrganismo. O acido acrilico apresentou efeito positivo no
acumulo de PHA, na linhagem DH10B ancorando pBHR71, aumentando em 2,99 o percentual
de PHA acumulado. A linhagem JM101, por ter sido mais afetada pelo acido acrilico no
acumulo de massa celular seca, conforme pode ser observado na Tabela 29, teve sua massa
de PHA acumulada bastante reduzida.
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Ql et al. (1998) avaliaram pela primeira vez a aplicagdo de acido acrilico como inibidor
da B-oxidagao de acidos graxos, de modo que seja possivel conduzir intermediarios da via de
B-oxidagao para a sintese de polihidroxialcanoatos. Em E. coli JM109, ancorando o plasmidio
pBHR71, puderam avaliar o efeito do acido acrilico sobre o acimulo de PHA de cadeia média.
O cultivo em meio LB contendo decanoato (0,4% v/v) e acido acrilico (na concentracao étima
de 0,2mg.mL") promoveu o acimulo de 29,9% de PHA, enquanto que sem &cido acrilico o
acumulo obtido foi de apenas 1,1% da massa celular seca. Comparando-se os resultados
obtidos neste estudo aos de QI e colaboradores, percebe-se que na melhor situagao de cultivo
alcancada, o percentual de PHA atingido em E. coli DH10B (pBHR71) n&o foi muito distante.
Considerando-se ainda as diferencas de complexidade entre os meios, acredita-se que os
percentuais de PHA acumulados nesta linhagem podem ser melhorados. Apesar de Ql et al.
(1998) terem obtido seus melhores resultados com 2mM de acido acrilico, optou-se por utilizar
a concentracdo de 1mM, tendo em vista a grande quantidade de reagente necessario a
neutralizacdo do meio (NaOH/H,SQO,). Apesar disso houve um grande efeito de limitagdo de
crescimento sobre a linhagem JM101, e um pouco menos acentuado sobre a linhagem DH10B.
Sobre a variavel crescimento celular ndo se obteve parametro para comparagdes, uma vez que

o referido autor n&o fez este tipo de avaliagéo.

5.3. Utilizacao de diversos dleos vegetais para o acumulo de PHAsc,

A bibliografia nao reporta trabalhos sobre a producao de polihidroxialcanoatos a partir
de éleos vegetais por E. coli recombinante. ASHBY e FOGLIA (1998) investigaram a biosintese
de PHA por Pseudomonas resinovorans em meio mineral (BRANDL et al., 1988) contendo 1%
de diversas fontes de trigliceridios. Obtiveram uma massa celular média de 3,3g.L" e um
acumulo de aproximadamente 45% de PHA. Entre os 6leos vegetais estudados, o maior
acumulo de PHA deu-se em 6leo de coco (1,9g.L™), seguido por oliva (1,5g.L™") e girassol e
soja (1,3g.L™"). A composicdo média do polimero foi a seguinte: 0,5%HB, 8%HHx, 34%CS8,
32,5%HD, 15,5%HDD e 9,5%C14.

FUKUI e DOI (1998) estudaram a producédo de PHA através do uso de 6leos vegetais
(milho, palma e oliva) por R. eutropha e um mutante contendo a PHA sintase de Aeromonas
caviae. O cultivo foi realizado em meio mineral (DOI et al. 1995) acrescido de 1% de 6leo,
durante 72h. Os resultados foram bastante parecidos para os diversos 6leos, sendo obtida uma
massa celular seca média de 4g.L™" quando utilizada R. eutropha e 3,5 g.L" para o mutante. A
média de PHA acumulado foi de 80 e 78%, respectivamente, sendo que a ndo recombinante
acumulou somente 3HB e o mutante 4%, em mol, de 3HHx.
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MARANGONI et al. (2002), em resultados ndo publicados, estudaram sete 6leos
vegetais (algodao, canola, dendé, girassol, milho, oliva e soja) como suplemento (1%) em
culturas de Ralstonia eutropha em meio mineral (MM) (ARAGAO et al., 1996), acrescido de
agucar invertido, mantido na concentragdo de 30g.L™”, para o acimulo de poli(3HB-co-3HV). A
biomassa e o acimulo méassico médios de polimero obtidos foram de 0,5 e 0,15g.g"' de acucar
invertido, o que representa um acumulo médio de 30% de polimero (92%HB, 8%HV, em mol),
sendo que os melhores resultados foram conseguidos com 6leo de girassol (0,84 e 0,31g.g”" de
acucar invertido, de massa celular seca e polimero, respectivamente.

CROMWICK et al. (1996) e FUKUI e DOI (1998) sugerem que R. eutropha secrete
lipase quando na presenca de 6leo, hidrolisando os trigliceridios do meio, e que os &cidos
graxos resultantes sejam incorporados nas células e metabolizados a acetil-CoA pela B-
oxidacdo de acidos graxos. Desta forma, fez-se uso de 6leo de soja com o objetivo de que
Eschechia coli também o hidrolise pela acao de lipases, permitindo que os acidos graxos
fossem utilizados para a sintese de PHA.

TAGUCHI et al. (1999) reportaram o acumulo de 3HB-co-3HHx através da clonagem do
gene da 3-cetoacil-ACP redutase de Eschechia coli (fabGg;) e da poli-3-hidroxialcanoato
sintase de Aeromonas caviae (phaCy;) em Eschechia coli recombinante, sugerindo que a
superexpressao do gene conduz ao suprimento de (R)-3-hidroxiacil-CoA para a sintese de PHA
via degradacao de acidos graxos.

Partindo-se da idéia de que os acidos graxos saturados sdo mais susceptiveis as vias
metabdlicas de B-oxidagdo e sintese de polimeros, ao compararmos os resultados obtidos
observa-se uma boa coeréncia. Oleo de dendé, que apresenta 51% de Aacidos graxos
saturados, foi aguele que mais acumulou PHA (11,64%), seguido por éleo de algodao que, com
27% de éacidos graxos saturados, atingiu um acumulo de 11,46% de PHA (praticamente o
mesmo). Oleo de soja apresentou o terceiro maior percentual de &cidos graxos saturados e o
terceiro maior nivel de PHA acumulado.

Além disso, os resultados obtidos por ASHBY e FOGLIA (1998) vém ao encontro dos
resultados alcancados no presente estudo, uma vez que obtiveram o maior acumulo a partir de
6leo de coco, que é o dleo vegetal com maior concentragao de acidos graxos saturados. Por
outro lado, os resultados obtidos por FUKUI e DOI (1998) e MARANGONI et al. (2000) nao
sustentam a teoria proposta. O primeiro grupo apresentou resultados bastante parecidos
enquanto o segundo nao definiu claramente o porqué das diferencas apresentadas entre os
diferentes 6leos vegetais sobre o acumulo de PHA.
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Acredita-se que o 6leo de dendé, apesar de ter apresentado praticamente o dobro do
percentual de acidos graxos que em o6leo de algodao, nao resultou em maior incorporagéo de
PHAwcL devido ao seu grau de saturacdo ser excessivamente elevado, de maneira que, a
temperatura de 37°C, correspondente ao cultivo, ndo permite uma total dissolucao do 6leo no
meio, tendendo este a se agregar. Assim, leva-se a crer que as trocas metabdlicas entre as
membranas celulares e o meio foram prejudicadas por este motivo, impossibilitando um maior
acumulo em 6leo de dendé.

Para que o 6leo vegetal tenha uma maior influéncia sobre o acimulo de PHAsc., além
da importancia que teve sobre o aumento da massa celular, acredita-se que melhores
resultados sejam obtidos com 6leos que além de apresentarem elevado grau de saturacao,
tenham ainda os menores tamanhos de cadeia de carbono possiveis. Assim, a B-oxidagéo de
acidos graxos até acetil-CoA requisitara menor gasto de energia e tempo, propiciando um
maior aproveitamento do substrato para o acimulo de PHA.

5.4. Estabilidade plasmidial

A primeira observacdo que se faz a respeito da estabilidade plasmidial, ainda no
planejamento experimental 2°, é que, ao avaliar-se a influéncia da variavel temperatura sobre o
acumulo de massa celular seca e percentual de PHB, os efeitos obtidos foram contrarios,
indicando um aumento da MCS em 0,48g.L™" e um decréscimo de 4,49% de PHA ao variar-se a
temperatura de 30 a 37°C. Isto indiretamente pode indicar que a 30°C a estabilidade plasmidial
foi maior devido a maior expressao génica, refletida no acimulo de PHA.

O maior acumulo de PHB a 30°C pode ter sido em fungao de que estes genes tém seu
maior nivel de expressdo, em seu produtor natural, Ralstonia eutropha, a esta temperatura,
tendo em vista que esta é a temperatura usualmente utilizada nos experimentos referentes a
esta bactéria (WIECZOREK et al. 1996; RAJE; SRIVASTAVA, 1997; LUTKE; STEINBUCHEL,
1999; WANG; YU, 2000). Por outro lado, o maior crescimento celular de Escherichia coli da-se
a temperatura de 37°C, que é a adotada conforme a grande maioria das referéncias citadas
neste trabalho. Assim, leva-se a crer que quando o plasmidio ndo esta sob a influéncia de um
promotor temperatura-dependente, o0 mecanismo de expressdo leva em consideracdo a
proveniéncia da carga génica.
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Segundo EMERICK et al. (1984) a temperatura afeta as vias biossintéticas, diregbes e
sistemas regulatorios € que este efeito é particularmente significante em fermentagdes de
recombinantes. Num desses casos, a temperatura 6tima para a producdo de proteinas
recombinantes (interferon e insulina) em E. coli foi reduzida para apenas 30°C, enquanto a
temperatura 6tima de crescimento para a linhagem selvagem é de 37°C.

Deve-se ainda analisar as taxas de crescimento, que sdo menores em temperaturas
mais baixas. Assim, a probabilidade de perda segregacional diminui, uma vez que esta pode
ocorrer em virtude da alta velocidade de replicacdo que impede uma copia adequada e divisao
ordenada dos plasmidios entre células mae e filha.

GUPTA et al. (1995), em seu estudo de estabilidade plasmidial em E. coli recombinante
observaram que uma maior estabilidade foi obtida em meio mineral, que suporta menores taxas
de crescimento, enquanto que menor estabilidade foi obtida em meios LB e Terrific,
confirmando o raciocinio sobre a perda segregacional em funcdo da velocidade de
crescimento. Assim, através de cultivos em frascos erlenmeyers por 24h a 37°C, estes autores
obtiveram uma taxa de crescimento maxima de 0,246h™ e estabilidade de 98% em meio
mineral M9 adicionado de glicose, enquanto valores de 0,419 e 0,658h™ para velocidades
especificas maximas e 80 e 38% de estabilidade foram obtidos para os meios LB e Terrific,
respectivamente. Por outro lado, quando avaliando a estabilidade plasmidial em funcao da
temperatura de crescimento, obtiveram 88% de estabilidade em temperaturas entre 37 e 40°C,
que foi 0 melhor valor obtido ao avaliar-se a faixa de 25 a 40°C.

Além disso, ndo ha consenso quanto o efeito da temperatura sobre a estabilidade
plasmidial. GUPTA et al. (1995) e OSCAM et al. (1992) compartilham resultados que indicam
que o incremento da estabilidade é atribuido ao aumento do niumero de copias de plasmidios a
altas temperaturas, enquanto AIBA e KOIZUMI (1984) e SON et al. (1987) reportam o
decréscimo da estabilidade plasmidial com a elevacdo das temperaturas de cultivo. Estes
resultados conflitantes indicam que o perfil da estabilidade plasmidial em funcdo da
temperatura é variavel em funcao dos diferentes sistemas vetor-veiculo de clonagem.

A fim de obterem melhores resultados, KIDWELL et al. (1995) desenvolveram um
sistema de producao de polihidroxibutirato no qual o nivel de expressao e dosagem génica do
operon da biossintese de PHA em Ralstonia eutropha foram efetivamente regulados pela
temperatura de cultivo de E. coli recombinante. Neste sistema o operon foi fundido ao promotor
tac e clonado em um vetor em que o nimero de cépias é dependente da temperatura. Assim,
um processo de duas fases foi empregado durante o cultivo, sendo que inicialmente (fase de
crescimento) a temperatura foi mantida a 30°C para que o maior nimero de proteinas Lacl, em

relacdo ao numero de cépias de plasmidios, pudesse reprimir a transcricao de tac::pha e apés
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(fase de producgdo), a temperatura foi elevada a 37°C para que o numero de plasmidios
superasse 0 numero de repressores Lacl, resultando numa rapida indugéo da transcricdo de
tac::pha, culminando numa mais rapida sintese de proteinas especificas a producao de PHB e
do préprio polimero, em si.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a estratégia apresentada por
KIDWELL et al. (1995), que emprega um sistema de produg¢éo de polihidroxibutirato regulado
por duas temperaturas de cultivo seja interessante. Isto porque foi verificado que a relagéo de
crescimento x acumulo de polihidroxialcanoato tendeu para o crescimento, a 37°C, nas
primeiras 48h e que, de 48 a 96h, houve um maior acumulo de PHA, mantida a temperatura de
30°C. Mas, no caso deste estudo, a ordem é inversa porque os plasmidios ndo sofrem
influéncia de promotores de transcricido dependentes da temperatura. O que se leva a crer
neste tipo de comportamento é que, até 48h (nivel inferior da variavel tempo) as condicdes de
células mais jovens, com menor acumulo de PHA e a imersdo em um meio com maior
quantidade de nutrientes, levem a replicacdo das células (neste momento é mais importante
para a célula garantir a perpetuacdo da espécie). Apds este periodo, as células sendo mais
antigas e tendo acumulado um maior percentual de polimero, segundo LEE et al. (1994),
passam a apresentar dificuldade de replicagao. Além disso, as condigdes ambientais tornam-se
mais adversas, devido ao empobrecimento do meio, resultante da utilizagdo dos recursos,
levando ao maior acumulo de PHB (neste momento é mais importante para a célula garantir
sua prépria sobrevivéncia).

Avaliou-se a estabilidade plasmidial de E. coliJM101, ancorando os plasmidios pBHR68
e pBHR71 e E. coli DH10B, ancorando o plasmidio pBHR71. Estes ensaios foram realizados
em meio LB a temperatura de 37°C.

Quando se analisa a Figura 30, observa-se que para as duas linhagens e plasmidios
estudados, o crescimento celular alcangou uma fase estacionaria de crescimento em
aproximadamente 6 horas, a qual se prolongou até 48 horas de cultivo. Surpreendentemente
apds este periodo o crescimento foi retomado. Estes resultados sugerem uma diminui¢do da
concentracdo de ampicilina no meio, permitindo a recuperacdo das bactérias que nao
continham os plasmidios. Note-se que pBHR68 € pBHR71 carregam o gene para a biossintese
de penicilanase. A expressdo destes genes leva a producdo da enzima que degrada a
ampicilina adicionada ao meio. Acredita-se que as células livres de plasmidios presentes no
meio recuperem a habilidade de crescimento apds o esgotamento da ampicilina do meio. Isto
ainda é agravado pelo fato que células sem plasmidio crescerem mais rapido que células

recombinantes (com plasmidio).
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Além disso, pela observacdo das Figuras 31 e 32, referentes a evolugdo das
concentracoes de células sem plasmidios e com plasmidios fica nitida a fase exponencial das
células com plasmidio (Figura 32) e o aumento abrupto da concentracdo de células sem
plasmidio, principalmente apds 72h de cultivo (Figura 31). Além disso, percebe-se que a
concentracao de células com plasmidio também é aumentada nas ultimas 24 horas de cultivo,
apesar de nao tao intensamente quanto para as células que ndo carregam plasmidio. Este
comportamento também foi observado por LEE et al. 1994. Segundo estes autores o aumento
da concentragao nao se deve ao aumento do nimero de células ancorando plasmidio, mas sim
ao acumulo intenso de polimero destas células, que é detectado pelo espectofotdmetro
concentragao celular.

Com relacdo a estabilidade plasmidial, obteve-se valores muito bons em funcido do
tempo de cultivo em que se realizaram os experimentos. Isto porque enquanto os demais
autores avaliam a estabilidade por 24 ou 48h, pode-se tragar um perfil até 96h de cultivo. Além
disso, os resultados alcancados foram melhores que os de GUPTA et al. (1995), que apés 24h
de cultivo de E. coli recombinante alcancaram 80% de estabilidade em meio LB a 37°C
enquanto manteve-se praticamente 100% de estabilidade nas mesmas 24h. Por outro lado, as
velocidades especificas maximas foram menores do que as encontradas por estes autores, 0o
que vem a confirmar que em menores taxas de crescimento a probabilidade de perda
segregacional do plasmidio diminua.

A fim de verificar se a estabilidade permite a aplicagcao para fins industriais, avaliou-se a
mesma em fungdo do numero de geragdes. IMANAKA e AIBA (1981) reportam que é
necessario que o plasmidio seja estavel por mais que 25 geragdes, desde o pré-inoculo até
escalas comerciais. Desta forma, percebe-se que as linhagens e plasmidios estudados atingem
valores entre 25 e 40 geragdes com 100% de estabilidade, sem considerar o pré-cultivo. Além
disso, acredita-se que os 50% de estabilidade atingidos quando entre 60-80 geracdes para o
plasmidio pBHR71 e apds 110 geracbes para E. coli JM101, ancorando o plasmidio pBHR68,
tenham sido muito bons, principalmente para esta ultima. LEE et al. (1994), testando diversos
plasmidios em variacbes de meio LB com e sem glicose, atingiram ap6s 110 geracbes
estabilidades entre 5 e 50%, e pela construgdo de plasmidios contendo o gene parB locus,
alcangaram 100% de estabilidade.

A analise dos valores de o (coeficiente de segregacao) obtidos mostra que, além de
estarem na faixa normal, variando de 1 a 2, ainda sdo comparaveis aos valores descritos por
IMANAKA e AIBA (1981), como por exemplo para E. coli K2 IR713, ancorando o plasmidio

TP120, com o variando entre 1,5 e 2,31 e E. coli JC7632, ancorando o plasmidio ColE1 com
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inser¢gao TnA ou ColE1 mutante, com valores variando nos intervalos de 1,15 a 1,54 e 1,06 a
1,65, respectivamente.

Com relacdo as diferencas apresentadas entre as linhagens, onde E. coli JM101
mostrou-se mais estavel, leva-se a crer que seja funcdo exclusiva das condicbes de
adaptabilidade ao meio em que estao inseridas e que esta pode, em funcao da linhagem, variar
com ou aumento ou diminuicdo da complexidade do meio, uma vez que os autores se dividem
sobre esta questao.

Quanto aos plasmidios, pBHR68 foi aquele que se manteve mais estavel, atingindo
aproximadamente 72% apoés 96h de cultivo. Alguns autores (WARNES; STEPHENSON, 1986)
relatam que a insercdo de grandes pedacos de material genético estranho ao hospedeiro
reduzem a estabilidade de plasmidios bacterianos, o que nao foi observado, uma vez que o
plasmidio pBHR68 (8,20Kb) é bem maior que o pBHR71 (4,66Kb). Acredita-se que a
manutengdo do sistema de expressdo na sua forma original (operon completo) tenha tido
influéncia positiva sobre a estabilidade alcangada pelo plasmidio pBHR68, uma vez que ancora
0 operon completo para a sintese de PHB de R. eutropha.



6. Conclusoes

Visando-se testar a composi¢cao de amido de milho hidrolisado, soro de queijo e éleo de
soja em meio mineral para o cultivo de E. coli DH10B e JM101, ancorando o plasmidio
pBHR68, os resultados deste trabalho permitiram concluir que as melhores respostas segundo
o planejamento experimental 2° foram:

- Para E. coli DH10 (pBHR68): MCS em torno de 2g.L", aproximadamente 45% de
PHB, com o acimulo de 0,8g.L™" de PHB, em meio mineral contendo 5% de amido de milho
hidrolisado e 5% de soro de queijo;

- Para E. coli JM101 (pBHR68): MCS em torno de 1,9g.L", aproximadamente 50% de
PHB, com o acimulo de 0,9g.L™" de PHB, em meio mineral contendo 5% de amido de milho
hidrolisado e 5% de soro de queijo € 1,5% de 6leo de soja.

E que, para ambas linhagens:
- amido de milho hidrolisado foi utilizado preferencialmente para o acumulo de PHB;

- 6leo de soja promoveu principalmente o acimulo de massa celular.

E. coliJM101 (pBHR68) apresentou maiores acumulos percentuais e de massa de PHB,
sendo a linhagem adequada para continuar os estudos e avaliar a influéncia de novos

parametros sobre o cultivo.

Visando-se testar as concentragbes de inéculo, IPTG e acido acrilico, tempo e
temperatura de cultivo em E. coli JM101, ancorando o plasmidio pBHR68, em meio mineral
contendo 5% de amido de milho hidrolisado e 5% de soro de queijo e 1,5% de 6leo de soja, os
resultados deste trabalho permitiram concluir que as melhores respostas segundo o
planejamento experimental 2° foram:

- MCS em torno de 3,5g.L™", aproximadamente 75% de PHB, com o actimulo de 2,5g.L
de PHB, quando inéculo foi fixado em 5% (Abs = 1,2), sem a adicao de IPTG e acido acrilico
durante 96h a 37°C.

Pode-se ainda concluir que:

- a utilizagédo das condi¢des do planejamento anterior (5% de amido de milho hidrolisado
€ 5% de soro de queijo e 1,5% de 6leo de soja) permitiu acumulos de MCS e PHB conforme o
previsto pelo planejamento, e um acumulo percentual de PHB em torno de 8% maior do que o

esperado, demonstrando sua confiabilidade preditiva como ferramenta experimental;
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- maiores concentracdes de indculo possibilitam a obtencdo de melhores respostas;

- IPTG teve influéncia negativa sobre as respostas;

- a adi¢ao de acido acrilico na concentragao testada ndo atendeu ao objetivo de permitir
a incorporagdo do mondmero HHx ao polimero, e teve influéncia bastante negativa sobre as
respostas;

- a temperatura de 30°C favoreceu preferencialmente o acumulo de PHB e 37°C o
acumulo de massa celular;

- maiores tempos de cultivo favoreceram melhores respostas, tendo sido esta a variavel

de maior influéncia sobre o processo.

Visando testar a composicao do meio com amido de milho hidrolisado, soro de queijo e
6leo de soja em meio mineral e a adigdo de acido acrilico, para o cultivo de E. coli DH10B e
JM101, ancorando o plasmidio pBHR71, os resultados deste trabalho permitiram concluir que
as melhores respostas segundo o planejamento experimental 2* foram:

- Para E. coli DH10 (pBHR71): MCS em torno de 0,95g.L", aproximadamente 20% de
PHA, com o acimulo de 0,2g.L" de PHA, em meio mineral contendo 5% de amido de milho
hidrolisado, 5% de soro de queijo e 5% de 6leo de soja, além de 100uL de acido acrilico
(0,1mg.L™);

- Para E. coli JM101 (pBHR71): MCS em torno de 0,85g.L™", aproximadamente 3% de
PHA, com o actimulo de 0,015g.L™" de PHA, em meio mineral contendo 5% de amido de milho
hidrolisado e 5% de soro de queijo € 1,5% de 6leo de soja.

Concluiu-se que o &cido acrilico na concentracdo de 0,1mg.L" teve um efeito ainda
mais téxico sobre o crescimento de biomassa em E. coli JM101 (pBHR71), refletido no seu
baixo acumulo de PHA.

Com relagao a utilizagao de 6leos vegetais para o acimulo de PHAyc, por E. coli JM101
(pBHR71) em meio mineral contendo 5% de soro de queijo e 1% do respectivo éleo vegetal,
concluiu-se que:

- acidos graxos saturados sdo mais susceptiveis as vias metaboélicas de B-oxidagéo e
sintese de polimeros;

- 6leo de dendé (que contém a maior composicao de acidos graxos saturados entre os

Oleos vegetais estudados) permitiu o maior acimulo de PHA (11,64%);
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- os diversos 6leos vegetais acumularam praticamente o mesmo conteldo de biomassa,
que ficou em torno de 0,5g.L™.

- houve um limite de saturagédo que pode ser incorporado, de acordo com as condi¢des
de cultivo estudadas, e que valores acima deste nao implicam em maiores acumulos de PHA.

A avaliacio da estabilidade plasmidial em fungédo da temperatura e taxa de crescimento
permitiu a obtengéo de vérias conclusoes:

- a 30°C obteve-se maior estabilidade plasmidial devido ao maior nivel de expressao
génica, refletido na maior quantidade de PHA acumulado;

- a temperatura afetou as vias metabdlicas em E. coli, deslocando a temperatura étima
de 37 para 30°C para a sintese de PHA;

- velocidades especificas de crescimento baixas evitaram a instabilidade plasmidial,
permitindo uma copia adequada do plasmidio durante a replicagao celular;

De acordo com o estudo da avaliagdo da estabilidade plasmidial em E. coli JM101,
ancorando os plasmidios pBHR68 e pBHR71 e E. coli DH10B, ancorando o plasmidio pBHR71
em meio LB a 37°C, concluiu-se que:

- apbs 48h de cultivo o crescimento celular foi retomado devido a uma diminuicao da
concentracao de ampicilina no meio, permitindo a recuperagao de bactérias que nao continham
plasmidio;

- células mais antigas, com maior acimulo de polimero, tendem a nao se replicar na
mesma velocidade que aquelas sem plasmidio, provocando um desequilibrio entre as
populacdes, que tende ao aumento de células sem plasmidio;

- até 24h de cultivo manteve-se praticamente 100% de estabilidade plasmidial em todas
as condicoes estudadas, com o numero de geragdes variando de 25 a 40, sem considerar o
pré-cultivo, o que é importante para fermentagdes industriais;

- 0s percentuais de 50% de estabilidade plasmidial atingidos entre 60-80 geragdes para
o plasmidio pBHR71 (E. coli DH10B e JM101) e apdés 110 geragdes para E. coli JM101
(pBHR68) foram muito bons quando comparados a outros plasmidios citados pela literatura;

- as diferengcas de estabilidade plasmidiais encontradas entre as linhagens esta
relacionada a adaptabilidade encontrada pela célula ao meio em que esta inserida, sendo que
E. coli JM101 mostrou-se mais habil na manutengao de seus plasmidios;

- a maior estabilidade do plasmidio pBHR68 foi devido as seu sistema de expressao ter sido
mantido sob a forma de operon completo, conforme se apresenta em R. eutropha.



7. Sugestoes

Com base nos resultados e conclusdes apresentados sugerem-se algumas propostas
de estudos futuros:

- Avaliar o crescimento de biomassa, acumulo percentual e de massa de PHB em
funcao do tempo, através da utilizacao de biorreatores em escala piloto, pH controlado, visando
a melhoria da produtividade do sistema, em fungdo das melhores condi¢des de cultivo obtidas
pela aplicagéo dos planejamentos experimentais, para E. coli JM101.

- Aplicacao de novos planejamentos experimentais para E. coli JM101 e E. coli DH10B,
aproveitando as conclusdes sobre as variaveis estudadas, obtidas neste trabalho, através da
apuracao e reavaliacdo dos niveis dos parametros que se apresentaram mais significativos,
além de testar novos substratos de baixo custo.

- Emprego de um sistema de producdo de PHB regulado por duas temperaturas de
cultivo, mantendo-se a mesma a 37°C durante as primeiras 48h e a 30°C nas outras 48h de
cultivo.

- Avaliar os efeitos do antibiético ampicilina sobre a estabilidade plasmidial, curvas e
velocidades especificas de crescimento através de duas técnicas: adigdo do dobro da
concentracao de ampicilina atualmente utilizada nos cultivos e a execucao de uma pés-inducao
do antibiético ao término de 48h de cultivo (meio da fermentagéo). Desta forma, os resultados
poderdo ser comparados com os resultados discutidos no presente trabalho.

- Emprego de diferentes linhagens e plasmidios para o crescimento em diferentes
substratos, combinados ou néo, para que se possa verificar o efeito destes meios sobre a
estabilidade plasmidial.

- Adicao de soro de queijo concentrado em meio mineral combinado ou ndao com os
demais parametros que se mostraram significativos, em fungédo das respostas experimentais

obtidas em cada estudo.
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Figura 36. Curvas de nivel da resposta massa celular seca geradas a partir das equagdes
lineares determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em funcédo das
variaveis inoculo, IPTG, &cido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101 (pBHR68),
tendo sido graficado tempo x temperatura e as demais variaveis fixas em: (A) INOC., IPTG e
AA (-1); (B) INOC. (+1), IPTG e AA (-1); (C) INOC. e AA (-1) e IPTG (+1), (D) INOC. e IPTG
(+1) e AA (-1); (E) INOC e IPTG (-1) e AA (+1); (F) INOC. e AA (+1) e IPTG (-1); (G) INOC. (-1)
e IPTG e AA (+1) e (H) INOC., IPTG e AA (+1)



144

)

Yy
R
Inéeul

(] [T NMNA ] |

Tempo (h) A

Tempo (h) F

Inéeulo (%)

Tempo (h) G

Inéculo (%)
Inéeulo (%)

B 2,746 B 0912

B 2,903 BB

B 3,06 B 1,307

= 3216 [ 1,505

13373 1,708

13529 11,901

[ 3,686 [ 2,099

I 3,843 I 2,297

I 3,999 I 2495

Il 4,156 Il 2693 X

B above Il above 48 56 64 72 80 88 96
Tempo (h) D Tempo (h) H

Figura 37 Curvas de nivel da resposta massa celular seca geradas a partir das equagdes
lineares determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em funcéo das
variaveis inoculo, IPTG, acido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101 (pBHR68),
tendo sido graficado tempo x in6culo e as demais variaveis fixas em: (A) TEMP., IPTG e AA (-
1); (B) TEMP. (+1), IPTG e AA (-1); (C) TEMP. e AA (-1) e IPTG (+1), (D) TEMP. e IPTG (+1) e
AA (-1); (E) TEMP. e IPTG (-1) e AA (+1); (F) TEMP. e AA (+1) e IPTG (-1); (G) TEMP. (-1) e
IPTG e AA (+1) e (H) TEMP., IPTG e AA (+1)
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Figura 38. Curvas de nivel da resposta massa celular seca geradas a partir das equacgdes
lineares determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em funcéo das
variaveis in6culo, IPTG, acido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101 (pBHR68),
tendo sido graficado tempo x IPTG e as demais variaveis fixas em: (A) TEMP., INOC. e AA (-1);
(B) TEMP. (+1), INOC. e AA (-1); (C) TEMP. e AA (-1) e IPTG (+1), (D) TEMP. e INOC. (+1) e
AA’(—1); (E) TEMP. e INOC. (-1) e AA (+1); (F) TEMP. e AA (+1) e INOC. (-1); (G) TEMP. (-1) e
INOC. e AA (+1) e (H) TEMP., INOC. e AA (+1)
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Figura 39. Curvas de nivel da resposta massa celular seca geradas a partir das equacgdes
lineares determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em funcéo das
variaveis in6culo, IPTG, acido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101 (pBHR68),
tendo sido graficado tempo x &cido acrilico e as demais variaveis fixas em: (A) TEMP., INOC. e
IPTG (-1); (B) TEMP. (+1), INOC. e IPTG (-1); (C) TEMP. e IPTG (-1) e INOC. (+1), (D) TEMP.
e INOC (+1) e IPTG (-1); (E) TEMP. e INOC. (-1) e IPTG (+1); (F) TEMP. e IPTG (+1) e INOC.
(-1); (G) TEMP. (-1) e INOC. e IPTG (+1) e (H) TEMP., INOC. e IPTG (+1)
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Figura 40. Curvas de nivel da resposta percentual de PHB acumulado, geradas a partir das
equagdes lineares determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em
funcdo das variaveis inoculo, IPTG, acido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101
(pBHR68), tendo sido graficado tempo x temperatura e as demais variaveis fixas em: (A)
INOC., IPTG e AA (-1); (B) INOC. (+1), IPTG e AA (-1); (C) INOC. e AA (-1) e IPTG (+1), (D)
INOC. e IPTG (+1) e AA (-1); (E) INOC e IPTG (-1) e AA (+1); (F) INOC. e AA (+1) e IPTG (-1);
(G) INOC. (-1) e IPTG e AA (+1) e (H) INOC., IPTG e AA (+1)
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Figura 41. Curvas de nivel da resposta acumulo de PHB, geradas a partir das equagdes
lineares determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em funcéo das
variaveis in6culo, IPTG, acido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101 (pBHR68),
tendo sido graficado tempo x in6culo e as demais variaveis fixas em: (A) TEMP., IPTG e AA (-
1); (B) TEMP. (+1), IPTG e AA (-1); (C) TEMP. e AA (-1) e IPTG (+1), (D) TEMP. e IPTG (+1) e
AA (-1); (E) TEMP. e IPTG (-1) e AA (+1); (F) TEMP. e AA (+1) e IPTG (-1); (G) TEMP. (-1) e
IPTG e AA (+1) e (H) TEMP., IPTG e AA (+1)
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Figura 42. Curvas de nivel da resposta percentual de PHB acumulado, geradas a partir das
equacdes lineares determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em
fungdo das variaveis inoculo, IPTG, acido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101
(pBHR68), tendo sido graficado tempo x IPTG e as demais variaveis fixas em: (A) TEMP.,
INOC. e AA (-1); (B) TEMP. (+1), INOC. e AA (-1); (C) TEMP. e AA (-1) e IPTG (+1), (D) TEMP.
e INOC. (+1) e AA (-1); (E) TEMP. e INOC. (-1) e AA (+1); (F) TEMP. e AA (+1) e INOC. (-1);
(G) TEMP. (-1) e INOC. e AA (+1) e (H) TEMP., INOC. e AA (+1)
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Figura 43. Curvas de nivel da resposta percentual de PHB acumulado, geradas a partir das
equagdes lineares determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em
funcdo das variaveis inoculo, IPTG, acido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101
(pBHR68), tendo sido graficado tempo x acido acrilico e as demais variaveis fixas em: (A)
TEMP., INOC. e IPTG (-1); (B) TEMP. (+1), INOC. e IPTG (-1); (C) TEMP. e IPTG (-1) e INOC.
(+1), (D) TEMP. e INOC (+1) e IPTG (-1); (E) TEMP. e INOC. (-1) e IPTG (+1); (F) TEMP. e
IPTG (+1) e INOC. (-1); (G) TEMP. (-1) e INOC. e IPTG (+1) e (H) TEMP., INOC. e IPTG (+1)
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Figura 44. Curvas de nivel da resposta massa de PHB acumulado, geradas a partir das
equacdes lineares determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em
funcdo das variaveis inoculo, IPTG, acido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101
(pBHR68), tendo sido graficado tempo x temperatura e as demais variaveis fixas em: (A)
INOC., IPTG e AA (-1); (B) INOC. (+1), IPTG e AA (-1); (C) INOC. e AA (-1) e IPTG (+1), (D)
INOC. e IPTG (+1) e AA (-1); (E) INOC e IPTG (-1) e AA (+1); (F) INOC. e AA (+1) e IPTG (-1);
(G) INOC. (-1) e IPTG e AA (+1) e (H) INOC., IPTG e AA (+1)
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Figura 45 Curvas de nivel resposta massa de PHB, geradas a partir das equagdes lineares
determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em funcdo das
variaveis inoculo, IPTG, acido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101 (pBHR68),
tendo sido graficado tempo x in6culo e as demais variaveis fixas em: (A) TEMP., IPTG e AA (-
1); (B) TEMP. (+1), IPTG e AA (-1); (C) TEMP. e AA (-1) e IPTG (+1), (D) TEMP. e IPTG (+1) e
AA (-1); (E) TEMP. e IPTG (-1) e AA (+1); (F) TEMP. e AA (+1) e IPTG (-1); (G) TEMP. (-1) e
IPTG e AA (+1) e (H) TEMP., IPTG e AA (+1)
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Figura 46. Superficies da resposta percentual de PHB acumulado, geradas a partir das
equagcdes lineares determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em
fungdo das variaveis inoculo, IPTG, acido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101
(pBHR68), tendo sido graficado tempo x IPTG e as demais variaveis fixas em: (A) TEMP.,
INOC. e AA (-1); (B) TEMP. (+1), INOC. e AA (-1); (C) TEMP. e AA (-1) e IPTG (+1), (D) TEMP.
e INOC. (+1) e AA (-1); (E) TEMP. e INOC. (-1) e AA (+1); (F) TEMP. e AA (+1) e INOC. (-1);
(G) TEMP. (-1) e INOC. e AA (+1) e (H) TEMP., INOC. e AA (+1)
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Figura 47. Curvas de nivel da resposta massa de PHB acumulado, geradas a partir das

equagcdes lineares determinadas através do planejamento experimental 2° com dois niveis em
funcdo das variaveis inoculo, IPTG, acido acrilico, temperatura e tempo para E. coli JM101
(pBHR68), tendo sido graficado tempo x &cido acrilico e as demais variaveis fixas em: (A)
TEMP., INOC. e IPTG (-1); (B) TEMP. (+1), INOC. e IPTG (-1); (C) TEMP. e IPTG (-1) e INOC.
(+1), (D) TEMP. e INOC (+1) e IPTG (-1); (E) TEMP. e INOC. (-1) e IPTG (+1); (F) TEMP. e
IPTG (+1) e INOC. (-1); (G) TEMP. (-1) e INOC. e IPTG (+1) e (H) TEMP., INOC. e IPTG (+1)



