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RESUMO

Os Poli-hidroxialcanoatos (PHAs) sdo uma familia de polimeros
biodegradaveis que muitos micro-organismos sdo capazes de sintetizar,
sendo os mesmos considerados uma alternativa futura aos plasticos
convencionais. O Poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) é o PHA mais
estudado. Técnicas de engenharia genética vem sendo desenvolvidas em
Escherichia coli, um micro-organismo naturalmente ndo produtor de
PHAs, para se estabelecerem processos de producdo microbiana
através das técnicas de DNA recombinante. Porém, antes de se
submeterem determinadas linhagens a essas técnicas, € necessario que
estas estejam bem caracterizadas. Desta forma, estudaram-se linhagens
de E. coli, IM101 e DHS5a, com os genes para a biossintese de P(3HB)
de Cupriavidus necator, utilizando glicose como fonte de carbono. Para
a linhagem DH5a as velocidades especificas maximas de crescimento
foram de 0,79 h™%, para a cepa selvagem, e 0,21 h™ para a recombinante.
Os fatores de conversdo de substrato em células foram de 0,32 e
0,20 (g.g™), os fatores de conversdo de oxigénio em células foram de
3,94 e 1,65 (g.g™") e as velocidades especificas de consumo de oxigénio
para manutencdo celular foram 52,59 e 25,72 (g.g".h™) para E.coli
DH5a selvagem e recombinante, respectivamente. Os niveis de acimulo
de P(3HB) em E. coli DH5a alcangaram valores em torno de 56 %, com
produtividade méxima de 0,23 g.L>.h™. Para a linhagem JM101 as
velocidades especificas maximas de crescimento foram de 0,91 h™ para
a cepa selvagem e 0,72h™ para a recombinante. E. coli JM101
apresentou duas fases distintas de consumo de aclcares redutores.
Assim, os fatores de conversdo de substrato em células observados na
primeira fase foram de 7,55 e 1,32 (g.g™") e na segunda fase foram de
0,069 e 0,072 (g.g™"), os fatores de converséo de oxigénio em células
foram de 2,95 e 2,85 (g.g™) e as velocidades especificas de consumo de
oxigénio para manutencéo celular foram 55,23 e 58,89 (g.g".h™) para
E.coli IM101 selvagem e recombinante, respectivamente. Os niveis de
acumulo de P(3HB) em E. coli JM101 alcancaram valores em torno de
34 9%, com produtividade maxima de 0,10 g.L">h™. Com a analise
conjunta dos dados experimentais é possivel concluir que a insercdo do
plasmideo pBHR68 em E. coli JIM101 ¢ DH50 afetou o desempenho
celular, visto a diferenca dos pardmetros cinéticos de crescimento e de
respiracao microbiana das cepas antes e depois da transformacao.



Palavras-chave: Poli(3-hidroxibutirato), Escherichia coli, pardmetros
cinéticos.



ABSTRACT

Polyhydroxyalcanoates (PHAS) are a family of biodegradable polymers
synthesized for several bacteria. These polymers are considered a future
alternative for conventional plastics. Poly(3-hydroxybutyrate) is the
most widely studied PHA. Techniques of genetic engineering has been
developed in Escherichia coli, a naturally non-producing PHAS
microorganism, to establish processes of microbial production of
P(3HB) through the techniques of recombinant RNA. However, before
submitting E. coli strains to these techniques, it is necessary to
investigate the strains and culture strategies. The present work
examines two different strains of E. coli, JIM101 and DH5a, a control
strain and a P(3HB)-synthesizing strain, with the genes for biosynthesis
of P(3HB) from C. necator, using glucose as a carbon source. The strain
E. coli DH5a had a maximum specific growth rate of 0.79 h™* for the
control strain, and 0.21 h™ for the recombinant strain, the carbon yield
were 0.32 and 0.20 (g.g™"), the oxygen yield were 3.94 and 1.65 (g.g™)
and the oxygen consumption for maintenance were 52.59 e 25.72 (g.g"
L h™), for the control strain and the recombinant strain, respectively. The
P(3HB) accumulation in E. coli DH5a reached values around 56 %, with
productivity of 0.23 g.L"2.h™. For the strain E. coli IM101 the maximum
speed of growth were 0.91 h™* for the control strain and 0.72 h™ for the
recombinant. E. coli grows in two distinct phases, the carbon yield in the
first phase were 7.55 and 1.32 (g.g™%) and in the second phase were
0.069 and 0.072 (g.g™), the yield factors of oxygen in cells were 2.95 e
2.85 (g.g™") and the oxygen consumption for maintenance were 55.23
and 58.89 (g.g™.h™) for the control strain and the P(3HB)-synthesizing
strain, respectively. The P(3HB) accumulation in E. coli JM101 reached
values around 34 %, with productivity of 0,10 g.L‘h™.With this
information it is possible to conclude that the insertion of the plasmid
pBHR68 in E. coli IM101 and DH5a affected the metabolic. This fact
was confirmed by the difference in growth parameters and microbial
respiration of the strains before and after the transformation.

Keywords:  Poli(3-hydroxybutyrate);  Escherichia coli; Kinetic
parameters.
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1 INTRODUCAO

Os materiais plasticos de origem petroquimica vem ganhando
espaco em novas aplicagcbes e também como substitutos a outros
materiais e atualmente eles sdo indispensaveis para a realizacdo de
diversas tarefas do cotidiano das pessoas. Contudo, a durabilidade do
plastico de origem petroquimica, ao mesmo tempo em que o torna um
produto atraente para o mercado, € o que também o faz indesejavel,
devido ao crescente acimulo de materiais plasticos no meio ambiente.

Uma das saidas encontradas por muitos paises para resolver o
problema ambiental causado pelo uso em larga escala destes plasticos
tem sido o desenvolvimento de plasticos biodegradaveis (REDDY,
GHAI, KALIA, 2003). Os biopolimeros chamam a atencdo pela sua
versatilidade e, principalmente, pela similaridade as propriedades
encontradas nos polimeros comerciais. Dentre os diferentes
biopolimeros em estudo para esta finalidade, destacam-se 0s poliésteres
de origem bacteriana, denominados Poli-hidroxialcanoatos (PHAs). O
PHA mais estudado e mais comum entre as bactérias € o homopolimero
Poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)).

Desde a descoberta do P(3HB) em Bacillus megaterium por
Maurice Lemoigne em 1926, mais de 150 tipos de mondmeros ja foram
descobertos (STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995). Esta grande
variedade de mondmeros apresenta diversas propriedades e desta forma,
os PHAs foram classificados em trés tipos: termoplasticos, elastbmeros
e co-polimeros.

A composicdo dos mondmeros dos PHAs depende muito da
capacidade metabdlica do micro-organismo utilizado e da especificidade
pelo substrato da enzima PHA sintase que, subsequentemente determina
as propriedades fisico-quimicas do PHA formado (LEE, 1996; REHM,
2003). Isto significa dizer que, a producdo de PHAS via microbiana pode
ser otimizada através de técnicas de engenharia metabdlica, e pode ser
finalmente maximizada com o melhoramento dos processos
fermentativos (JUNG, LEE, TAM, 2010).

Embora os micro-organismos naturalmente produtores tenham a
capacidade de acumular quantidades significativas desses biopolimeros,
frequentemente eles tém velocidade especifica de crescimento
relativamente baixa, baixas temperaturas 6timas de crescimento, e
possuem também vias de degradacdo de PHAs, caracteristicas essas que
se apresentam como desvantagens dos processos de obtencdo
(MADISON e HUISMAN, 1999).
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A engenharia genética cresceu muito nos Gltimos anos, tendo
como objetivo pratico viabilizar a sintese de produtos complexos
(ALBERTS, 2005). Dentre os micro-organismos mais estudados pela
engenharia genética, a bactéria Gram-negativa Escherichia coli é um
dos sistemas mais utilizados, devido & sua habilidade de crescer
rapidamente, atingir altas concentragdes celulares, assimilar diversos
substratos e devido a riqueza de informacfes a respeito do seu
metabolismo (LIRIA, 1995; CHOIN, KEUM, LEE, 2006).

A expressdo de proteina recombinante em E. coli é considerado
um processo atipico a célula e acaba causando problemas a hospedeira.
Portanto, a escolha cuidadosa dos vetores, dos hospedeiros e das
condicBes de crescimento é considerada essencial para a obtencdo de
elevados niveis de expressdo neste micro-organismo (THE QIA
EXPRESSIONIST, 2003).

Como E. coli ndo possui a capacidade de sintetizar ou degradar
PHAs, a disponibilidade de genes, ja clonados, envolvidos na
biossintese de PHAs facilita a construcdo de E. coli recombinante para
este fim (FONSECA, 2003). E. coli recombinante apresenta as
vantagens de poder acumular mais de 80 % de sua massa celular seca
em PHAs; poder assimilar varias fontes de carbono, tais como
sacarose e xilose; ndo possuir enzimas despolimerases intracelulares
gue possam vir a degradar o PHA acumulado e produz PHA associado
ao crescimento celular, além de necessitar de menor controle de
processo, por ndo exigir limitagdo nutricional para induzir a producdo
do biopolimero (FIDLER e DENNIS, 1992; STEINBUCHEL e
FUCHTENBUSCH, 1998; MADISON e HUISMAN, 1999).

Diversos trabalhos com producdo heterdloga de P(3HB)
utilizando as linhagens JM101 e¢ DHS5a de E. coli ja foram
desenvolvidos no Laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular de
Micro-organismos do Departamento de Bioquimica, sob orientacdo da
Prof? Regina Vasconcellos Antonio (FONSECA, 2003; ARAUJO, 2005;
BRESSAN, 2007). Entretanto, esses estudos foram realizados em
pequena escala e 0s parametros cinéticos de crescimento e respiracdo
microbiana néo foram anteriormente obtidos.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Engenharia Biogquimica do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos, sob a orientacdo dos Professores Glaucia
Maria Falcdo Aragdo e Willibaldo Schmidell que vem desenvolvendo
processos para obtencdo de P(3HB) a partir de C. necator.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Nesse contexto, esta dissertacdo de mestrado representou uma
interface entre os dois laboratérios e teve como objetivo principal
estudar a produgcdo de P(3HB) pelas linhagens JM101 ¢ DHS5a de
Escherichia coli recombinante em biorreator.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Obter E. coli recombinantes, a partir de cepas selvagens de
E. coli nas linhagens JIM101 ¢ DH5a, de forma a permitir a produgdo de
P(3HB) nestas bactérias;

o Verificar o efeito causado pela insercdo do vetor
recombinante, através da comparacdo dos parametros cinéticos de
crescimento e respiragdo microbiana, das cepas selvagens e
recombinantes nas linhagens JM101 ¢ DH5a. de E. coli;

o Comparar a producdo de P(3HB) entre E. coli JM101
recombinante e E. coli DH5a recombinante.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POLI-HIDROXIALCANOATOS

Os plésticos possuem intmeras aplicagdes na industria, podendo
variar da automotiva a médica, pois sua estrutura permite que eles sejam
guimicamente manipulados para a obtencdo de uma ampla gama de
produtos. Polietileno, cloreto de polivinil e poliestireno sdo comumente
utilizados como matéria-prima de diferentes produtos (REDDY, GHAI,
KALIA, 2003).

Devido ao fato de algumas aplicagbes dos materiais plésticos de
origem petroquimica, como por exemplo, nas embalagens, serem de
descartabilidade muito rapida, associado a grande dificuldade de
degradacdo e alta durabilidade desses materiais, eles acabaram se
tornando uma grande preocupacdo ambiental (SCHMIDELL e
VITORATTO, 1992).

O desenvolvimento tecnoldgico tem permitido identificar novos
materiais que possuem propriedades termoplasticas e caracteristicas de
desempenho semelhantes as dos plasticos petroquimicos, e que séo
degradados pela acdo de micro-organismos no meio ambiente. Dentre
estes materiais que retnem caracteristicas de termoplasticidade e
biodegradabilidade destacam-se os poli-hidroxialcanoatos (PHAS)
(SQUIO e ARAGAO, 2004).

Os PHAs sdo polimeros biodegradaveis que sdo produzidos por
inimeros micro-organismos como forma de reserva de energia. Esses
polimeros sdo conhecidos por sua biocompatibilidade, ou seja, ndo ha
geragdo de substancias toxicas durante a sua biodegradagdo. Essa
propriedade, que é raramente encontrada nos materiais poliméricos de
origem petroquimica permite que os PHAs sejam amplamente aplicados
(ZINN, WITHOLT, EGLI, 2001). Suas propriedades permitem que
sejam utilizados como substitutos aos plasticos de origem petroguimica
em algumas aplicacGes (SILVA et al., 2007).

Os PHAs tém potencial atrativo como substitutos aos plasticos
sintéticos, entretanto, seu alto custo de producdo ainda os torna pouco
competitivos comercialmente. Esta desvantagem tem estimulado o
desenvolvimento de tecnologias rentaveis para a produgdo de PHAS,
incluindo estratégias de cultivo e linhagens produtoras mais eficientes
(PRADELLA et al, 2012).

Segundo RAMSAY (1994), os PHAs podem ser classificados em
dois grupos: 1. Os polimeros constituidos de unidades monoméricas de
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5 carbonos ou menos, sdo denominados de cadeia lateral curta
(PHAssc); 2. Os polimeros com unidades monoméricas com mais de 6
carbonos sdo os de cadeia lateral média ou cadeia lateral longa
(PHAMsc). Os PHAssc possuem caracteristicas proximas as dos
termoplasticos, enquanto que o0s PHApysc aproximam-se as de
termofixos (TIM e STEINBUCHEL, 1990).

A estrutura quimica da unidade monomérica do PHA esta
apresentada na Figura 2.1. O tipo de radical R e o valor de n ddo origem
as diferentes unidades monoméricas que constituem os polimeros e os
co-polimeros. O radical R pode variar de um Unico atomo de H, até
tridecil (Cy3), podendo conter insaturagGes, grupos aromaticos ou, ainda,
ligacGes a elementos como fluor, cloro e cromo. Os 3-hidroxialcanoatos
sdo 0os mondmeros mais encontrados, porém 4, 5 e 6-hidroxialcanoatos
também tém sido incorporados (MADISON e HUISMAN, 1999).

—0 — CH —(CH), — C —
| [
R o} 100-3000

n=1 R= hidrogénio Poli (3-hidroxipropionato)
R=metil Poli (3-hidroxibutirato)
R=etil Poli (3-hidroxivalerato)
R= propil Poli (3-hidroxihexanoato)
R= pentil Poli (3-hidroxioctanoato)
R=nonil Poli (3-hidroxidodecanoato)
n=2 R= hidrogénio Poli (4-hidroxibutirato)
R= metil Poli (4-hidroxivalerato)
n=3 R= hidrogénio Poli (5-hidroxivalerato)
R= metil Poli (5-hidroxihexanoato)
n=4 R= hexil Poli (6-hidroxidodecanoato)

Figura 2. 1 Estrutura geral dos PHAs (LEE, 1996).
2.2 POLI(3-HIDROXIBUTIRATO)

O mais amplamente estudado membro da familia dos PHAs, o
P(3HB), é formado de unidades monoméricas de 3-hidroxibutirato e é
um dos polimeros obtidos com maior facilidade nos sistemas de
producdo (SUDESH, ABE, DOI, 2000). O P(3HB) é um termopléstico
altamente cristalino com temperatura de fusdo em torno de 180 °C. Suas
propriedades fisicas sdo frequentemente comparadas as do polipropileno
(PP) (DOI, 1990; STEINBUCHEL, 1991; DE KONING, 1995).

O P(3HB) destaca-se em funcdo de sua rapida degradacéo, sob
diferentes condicdes ambientais, a didxido de carbono e agua pelos
micro-organismos do meio ambiente, sendo facilmente degradado no
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solo (GROTHE, MOO-YOUNG, CHISTI, 1999). Relatos demonstraram
claramente que este polimero pode ser degradado sob diferentes
condi¢cdes ambientais como, por exemplo, aerobiose e anaerobiose
(TOKIWA et al., 1992; NISHIDA e TOKIWA, 1993).

O P(3HB) pode ser produzido a partir de fontes renovaveis de
carbono, &cidos graxos e Oleos vegetais. A producdo de P(3HB) por
micro-organismos pode ser realizada de duas formas: em uma s6 etapa,
na qual a sintese de P(3HB) ocorre associada a multiplicacdo celular; ou
em duas etapas, das quais a primeira tem por objetivo a multiplicacédo
celular e a segunda o acumulo de quantidades expressivas deste
polimero (DOI, 1990).

A bactéria Cupriavidus necator, antes denominada como
Hydrogenomonas eutropha, Alcaligenes eutrophus, Ralstonia eutropha
e Wautersia eutropha (VANDAMME e COENYE, 2004), é a mais
estudada na rea de producgdo de PHAS, pela sua capacidade de sintetizar
e acumular altos teores de P(3HB) (ANDERSON e DAWES, 1990).
Quando cultivada sob condi¢fes limitantes de crescimento, com a falta
de um ou mais nutrientes essenciais e excesso da fonte de carbono, pode
acumular grandes quantidades de P(3HB), chegando a 80 % de sua
biomassa seca (DAWES, 1973; DOl et al., 1990).

Embora o PHA mais bem estudado seja o P(3HB), existem mais
de 140 possiveis mondmeros constituintes (STEINBUCHEL e
VALENTIN, 1995) que sdo tradicionalmente classificados conforme o
comprimento da cadeia.

2.3 PRINCIPAIS PROTEINAS ENVOLVIDAS NA BIOSSINTESE E
DEGRADAGAO DE P(3HB)

Os mecanismos da biossintese de PHAs em vérias bactérias vem
sendo estudados tanto em relacdo as vias metabdlicas como as analises
moleculares dos genes envolvidos. A sintese de PHAS depende de trés
fatores principais: das vias metabolicas presentes nas bactérias
produtoras, do tipo da PHA sintase bacteriana (enzima que catalisa a
incorporacéo de mondmeros a cadeia) e da fonte de carbono fornecida.

Entre as enzimas mais estudadas estdo as envolvidas na
biossintese de P(3HB) por C. necator a partir de glicose. A primeira
reacdo consiste na condensagdo de duas moléculas de acetil-CoA
formando acetoacetil-CoA, catalisada pela B-cetotiolase (codificada pelo
gene phaA). A segunda reacdo é uma reducdo da acetoacetil-CoA a
hidroxibutiril-CoA, catalisada pela acetoacetil-CoA redutase (codificada
pelo gene phaB). A (ltima reacéo é a polimerizacdo dos monémeros de
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hidroxibutiril-CoA, catalisada pela PHA sintase (codificada pelo gene
phaC) (MADISON e HUISMAN,1999). A reacdo de sintese encontra-se
esquematizada na Figura 2.2.

0 o o0 OH o
/U\SCoA — /U\)\SCoA —— /\)\sc«m *M
n

B t til-CoA PHB sintase
; dut ;
\ redu as‘e.. o v
‘.,'u_-"
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[™ [ pc | phoa | pnoB |

Figura 2. 2 llustracdo esquematica da biossintese de PHB em Cupriavidus
necator, destacam-se as enzimas envolvidas e a organizacdo dos respectivos
genes no operon. A letra “P” indica a localiza¢do do promotor do operon

Uma vez realizada a clonagem do operon de biossintese de
P(3HB) de C. necator, aproximadamente 20 anos atras, mais de 50
genes estruturais de PHA sintase e outros genes relatados para
biossintese de PHASs de diversas bactérias tem sido clonados. O estudo
desses genes, bem como das proteinas estruturais e reguladoras, é de
fundamental importancia para se estabelecerem as vias de biossintese de
PHAs em organismos naturalmente ndo produtores, mas considerados
mais adequados para a producdo comercial desses polimeros
(STEINBUCHEL e HEIN, 2001).

Os genes fundamentais phaA e phaB, que codificam as enzimas
[B-cetotiolase e acetoacetil-CoA redutase, respectivamente, como citado
anteriormente estdo envolvidos na formagdo de 3-hidroacil-CoA de
cadeia lateral curta. Para que seja possivel reproduzir esta via
metabdlica em E. coli, estes dois genes juntamente com o phaC, que
codifica a PHA sintase, tém de ser funcionalmente expressos na célula
hospedeira (LI, ZHANG, QI, 2007).

2.3.1 Enzimas da Via Metabdlica de Produgio de P(3HB) (B-
cetotiolase (PhaA), acetoacetil-CoA redutase (PhaB) e PHA sintase
(PhaC))

Independente do substrato utilizado, a sintese de PHAS depende
da formacdo de acetil-CoA, um intermediario entre as vias de
degradacdo de carboidratos e o ciclo de Krebs (STEINBUCHEL e
LUTKE-EVERSLOH, 2003).
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A descricdo das etapas envolvidas na biossintese de P(3HB) a
partir de glicose em C. necator encontra-se enquematizada na Figura
2.3.

Glicose

Acetil-CoA

CoASH .
RN B cetotiolase

Acetoacetil-CoA

NADPH* N

NADP & [ Acetil-CoAredutase ]

3-Hidroxibutiril-CoA

CoASH ;
TN PHA sintase

P(3HB)
Figura 2. 3 Esquema simplificado da via metabdlica de producgéo de P(3HB)

em C. necator a partir de glicose (Adaptado de MADISON e HUISMAN,
1999).

A enzima B-cetotiolase catalisa a primeira reacdo na rota de
biossintese do P(3HB). Essas enzimas foram classificadas em dois
grupos com base na especificidade com os substratos. O primeiro grupo
se caracteriza por ter uma ampla especificidade (C4 a Cig) € tem como
principal funcdo a degradacdo de A&cidos graxos. A segunda é
considerada biossintética e tem uma faixa mais estreita de especificidade
(Cs a Cs). A p-cetotiolase exerce papel fundamental na biossintese de
P(3HB), limitando-se a producdo de acetoacetil-CoA (HAYWOOD et
al., 1988).

A enzima acetoacetil-CoA redutase catalisa a segunda reacao,
convertendo o acetoacetil-CoA em 3-hidroxibutiril-CoA (MADISON e
HUISMAN, 1999). Detectaram-se duas enzimas acetoacetil-CoA
redutases em C. necator, uma NADPH-dependente e outra NADH-
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dependente. Ambas foram estudadas quanto a atividade na reacdo de
oxidacdo, e foi demonstrado que a enzima NADPH- dependente catalisa
a oxidacgdo de D(-)-3-hidroxiacil-CoA de cadeia com 4 a 6 atomos de
carbono (STEINBUCHEL, 1996; SLATER et al., 1997).

As PHA sintases sdo as enzimas chave para a biossintese de
PHAs. A especificidade por substrato das PHA sintases é relativamente
baixa. Elas apresentam um grande espectro de especificade de substrato,
e assim uma grande variedade de monémeros podem ser polimerizados.
Por outro lado, a estereoespecificidade das PHA sintases é rigorosa: o
atomo de carbono hidroxilo deve ter a configuracdo R (STEINBUCHEL
e HEIN, 2001).

Essa enzima pode ser isolada na forma sollvel, quando nédo se
tem aclmulo de PHA, e em forma insollvel quando h& acimulo de
polimero (HAYWOOD, ANDERSON, DAWES, 1989). Na fase de
acumulo de PHA, a PHA sintase juntamente com outras proteinas atuam
na interface entre a superficie dos granulos de PHA e o citoplasma
celular (STEINBUCHEL et al., 1995).

Os genes fundamentais phaA e phaB, que codificam as enzimas
[B-cetotiolase e acetoacetil-CoA redutase, respectivamente, como citado
anteriormente estdo envolvidos na formagdo de 3-hidroacil-CoA de
cadeia lateral curta. Para que seja possivel reproduzir esta via
metabolica em E. coli, estes dois genes juntamente com o phaC, que
codifica a PHA sintase, tém de ser funcionalmente expressos na célula
hospedeira (LI, ZHANG, QI, 2007).

2.3.2 Enzimas Envolvidas na Regulacdo da Producdo de P(3HB)
(PHA despolimerase (PhaZzZ) e PHAsinas (PhaP))

Além dos genes que catalisam a biossintese do polimero, os
micro-organismos produtores naturais de PHAS possuem outros genes
para proteinas envolvidas na formagdo dos granulos e/fou com fungdes
de regulacdo (ALMEIDA et al., 2007).

Uma vez que os PHAs sdo inclusbes de armazenamento de
carbono, 0s micro-organismos que acumulam este polimero apresentam
um mecanismo de despolimerizacéo intracelular para sua utilizagdo. Em
contraste as amplamente estudadas despolimerases extracelulares de
PHAs, as despolimerases intracelulares tem sido menos investigadas,
embora elas desempenhem um papel fundamental no metabolismo
global de PHAs. Bactérias podem possuir essas enzimas intra e/ou
extracelulares. As extracelulares sdo as responsaveis pela degradacéo
dos PHAs cristalinos liberados no ambiente (SUDESH, ABE, DO,
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2000). Ja as intracelulares estdo envolvidas na reutilizacdo interna do
PHA formado (STUBBE et al., 2005).

A enzima PHA despolimerase (codificada pelo gene phaZ)
catalisa a degradacdo do P(3HB) em C. necator. A primeira sequéncia
de nucleotideos de uma PHA despolimerase intracelular de C. necator
foi publicada em 2001 e esta enzima foi designada PhaZl. Este foi um
marco atingido apenas ap6s a avaliacdo de uma biblioteca genémica de
C. necator em E. coli, conseguindo identificar um fragmento de DNA
gue codificava uma enzima capaz de degradar grnulos de P(3HB)
formados (SAEGUSA et al., 2001). Recentemente, quatro outras PHA
despolimerases intracelulares foram identificadas nesse micro-
organismo por YORK et al. (2003) (PhaZ2 e PhazZ3), SCHWARTZ et
al. (2003) (Phaz4) e POTTER et al. (Phaz5) (2004).

As PHAsinas sdo enzimas que influenciam o tamanho dos
granulos intracelulares de PHAs (IENCZAK e ARAGAO, 2011). Elas
sdo proteinas sintetizadas em grandes quantidades na fase de acimulo de
polimero, podendo representar 5 % da proteina total e a quantidade de
PHAsinas da estabilidade aos grénulos de P(3HB) e previne a
coalescéncia entre os mesmos (WIECZOREK et al., 1995).

As PHAsinas sdo idealizadas como proteinas ndo cataliticas, com
um parte hidrofébica, que se associa ao granulo, e uma parte hidrofilica,
que fica exposta ao citoplasma da célula e cuja fungdo é a estabilizacdo
do grénulo, evitando sua coalescéncia com outros granulos. Resultados
experimentais mostraram que a presenca de PHAsinas tem grande
influéncia sobre a taxa de polimerizag¢do, aumentando-a de 60 % a 90 %.
Além disso, a sintese de PHAsinas é fortemente regulada, a ponto dos
genes responsaveis por sua producdo estarem agrupados junto dos genes
de sintese dos PHAs (JURASEK e MARCHESSAULT, 2002).

2.4 MICRO-ORGANISMOS PRODUTORES DE PHAs

A partir dos estudos com producdo de PHAs a partir de fontes
renovaveis de carbono, esses polimeros passaram a ser considerados
como principal alternativa aos plasticos convencionais. Em funcéo
disso, tornou-se cada vez mais adequado o conhecimento de novas
estratégias de producdo com qualidade superior e menor custo (ALDOR
e KEASLING, 2003).

A selecdo do micro-organismo tem grande influéncia nos custos
de producdo dos PHAs (ANDERSON e DAWES, 1990). E desejavel
gue as cepas utilizadas tenham velocidade especifica de crescimento e
de producdo de PHAs elevadas, que possam utilizar substratos de baixo
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custo, que apresentem porcentagem elevada de polimero em relacdo a
massa total seca e, finalmente, é importante que haja um fator de
conversao de substrato em PHA elevado (RAMSAY, 1994). A reducéo
nos custos de producdo através da otimizacdo das condicdes de cultivo e
do uso de substratos de baixo custo, bem como pela obtencdo de
organismos mais eficientes, constitui um aspecto imprescindivel para
viabilizar a utilizacdo dos PHAs em muitas aplicacfes.

Os produtores nativos de PHAs mais amplamente empregados em
bioprocessos de producdo incluem: C. necator, Alcaligenes latus e
Burkholderia sacchari para a sintese de P(3HB) e P(3HB-co-3HV),
Aeromonas hydrophila e A. caviae para obtencéo do copolimero P(3HB-
co-3HHX) e espécies de Pseudomonas para sintese de diferentes PHAs
de cadeia média.

Com base na dependéncia da limitagdo de nutrientes para a
producdo de biopolimeros, essas bactérias podem ser classificadas em
dois grupos. O primeiro grupo requer a limitacdo de um dos nutrientes
para a producdo e o segundo grupo acumula PHAs ja na fase de
crescimento. Dentre as citadas pertencem ao segundo grupo somente
Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii e Escherichia coli
recombinante (LEE, 1996).

C. necator tem sido o0 micro-organismo mais estudado e utilizado
para a producdo de P(3HB) pois cresce facilmente, pode acumular
elevados niveis de P(3HB) (mais de 80 % de sua massa celular seca) em
meios de cultura simples e sua fisiologia e bioguimica quanto a sintese
desse biopolimero sdo bem compreendidas (JUNG, PARK, LEE, 2000).
Porém essa bactéria apresenta algumas desvantages quanto a dificuldade
de controle do processo, como por exemplo, a necessidade de limitagdo
nutricional para que se dé inicio ao processo de acimulo de P(3HB), a
presenca da enzima PhaZ que pode degradar o polimero uma vez
formado (os granulos de PHAS, além de fonte de carbono, podem servir
como fonte de NADH e posteriormente ATP, atraves da utilizacdo da
reacdo da transidrogenase) e também a sua moderada velocidade
especifica maxima de crescimento.

2.4.1 Escherichia coli Recombinante

A disponibilidade de um grande nimero de genes biossintéticos
de PHAs facilita a construgcdo de organismos recombinantes para a
producdo de P(3HB). Embora C. necator ainda seja o produtor mais
utilizado, esta bactéria tém certas limitacbes que restringem sua
utilizacdo para a produgdo comercial de P(3HB), além de ndo ser bem
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caracterizado geneticamente, 0 que ndo favorece sua manipulagdo
adicional para melhoras em seu desempenho (FONSECA, 2003).

A complexidade do processo para a obtencdo de uma proteina
heteréloga, envolve a escolha de um compartimento celular para a
expressdo da proteina. Em E. coli o produto recombinante ¢é
frequentemente armazenado no citoplasma.

Bactérias como E. coli sdo incapazes de sintetizar ou degradar
PHAs. No entanto, E. coli cresce rapidamente, é geneticamente bem
caracterizada e facil de romper. O crescimento rapido permite um
grande acumulo de polimero e a fécil lise das células diminui os custos
de purificacdo dos granulos de PHAs (STEINBUCHEL e SCHLEGEL,
1991; WANG e BAKKEN, 1998; MADISON e HUISMAN, 1999).

E. coli foi o primeiro micro-organismo a ser utilizado como
célula hospedeira de genes heter6logos e, apesar da variedade de
organismos e sistemas de expressdo conhecidos para a produgdo de
proteinas recombinantes, E. coli ainda é largamente utilizada
(SWARTZ, 2001). O vasto conhecimento da fisiologia, bioquimica e
genética dessa bactéria, faz desse micro-organismo um anfitrido perfeito
para expressdo heteréloga (MADISON e HUISMAN, 1999).

Classicamente, a producdo de P(3HB) em E. coli recombinante
tem sido obtida através da introducéo do operon phaCAB de C. necator,
resultando no acumulo de grandes quantidades de P(3HB) (80 %)
guando em condigdes de cultivo ideais (MADISON e HUISMAN, 1999;
SLATR, GALLAHER, DENNIS, 1992).

E. coli recombinante é considerado um excelente produtor
comercial de PHAs devido a possibilidade de utilizar uma ampla gama
de fontes de carbono de baixo custo como, por exemplo, sacarose, xilose
e lactose (LEE, 1997). A auséncia de PhaZ em E. coli, visto que ndo €
um micro-organismo naturalmente produtor, pode ser um dos fatores
gue explica a sintese de biopolimeros com peso molecular mais elevado
nestes organismos (SUDESH, ABE, DOI, 2000).

A Tabela 2.1 apresenta um resumo dos resultados de contetdo de
P(3HB) (%P(3HB)), concentragio de biomassa total (X (g.L™)), tipo da
fonte de carbono e estratégia de cultivo, apresentados por diferentes
autores para a producédo de P(3HB) empregando E. coli recombinante.
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Tabela 2. 1 Resumo de resultados apresentados por diferentes autores para a
producdo de P(3HB) utilizando Escherichia coli recombinante.

Cepa Fontede Tipo de Xt %

Recombinante Carbono Cultivo (g.L™") P(3HB) Ref.
E. coli XL1 Glicose Batelada 11 73 KIM et al.
Blue Alim. (1992)
E. coli GCSC Sorode  Batelada 87 80 WONG e
6576 leite Alim. LEE (1998)
MAHISHI
E. coliJM109  Glicerol Batelada 8 60 e RAWAL
(2002)
CARLSO
E. coli DH5a Glicose  Batelada 3 50 etal.
(2005)
E. coli XL1 . Batelada KAHAR et
Blue Glicose  “pjim, 201 80 o o00s)
. . AGUS et
E.coliJM 109 Glicose  Batelada 7,8 55 al. (2006)

Um dos desafios de se produzir P(3HB) em organismos
recombinantes é a expressdo estavel e constante dos genes durante o
cultivo. A produgdo de P(3HB) por organismos recombinantes €
frequentemente retardada pela perda de plasmideo da maioria da
populacdo bacteriana (LEE, MERMELSTEIN, PAPOUTSAKIS, 1993).
Tais problemas da estabilidade podem ser atribuidos a carga metabdlica
exercida pela necessidade de replicar o plasmideo e sintetizar P(3HB),
gue desvia acetil-CoA a P(3HB) melhor que a biomassa (MADISON e
HUISMAN, 1999).

2.5 INDUTORES

A expressdo de genes inseridos em linhagens nativas de E. coli,
por vezes, necessita de inducdo, a qual é realizada por compostos como
o Isopropil-1-tio-B-D-galactopiranosidio (IPTG), um analogo a lactose.

O IPTG é um forte indutor quimico utilizado largamente em
pesquisa na indugdo de promotores (PANDA et al., 1999) e representa,
atualmente, uma das moléculas indutoras mais utilizadas nos mais
diversos sistemas de expressdo heteréloga. Sua atuacdo baseia-se na
ligagdo da estrutura do repressor lac ao indutor, que se sobrepde na
estrutura do repressor lac, ligada ao DNA.
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2.6 TRANSFERENCIA DE OXIGENIO

Em bioprocessos que envolvem o cultivo de células aerdbias ou
aerobias facultativas, o oxigénio apresenta-se como um elemento
essencial ao suprimento de energia para 0 metabolismo celular. Esta
envolvido no processo de reoxidacdo das coenzimas que participam das
reacdes de desidrogenacdo ao longo da glicélise, no ciclo de Krebs e no
processo de producdo de energia “quimica”, transformando moléculas
de ADP em ATP. Estas por sua vez, participam necessariamente nas
reacdes de sintese de moléculas, para a sobrevivéncia das células e
fundamental para o crescimento da biomassa (SCHMIDELL, 2001).

Um problema peculiar relacionado ao oxigénio em bioprocessos é
sua baixa solubilidade quando comparado aos outros nutrientes.
Concentracdes de oxigénio dissolvido em torno de 10 mg.L™, comuns
nos meios de cultivo, chegam a ser 1 000 a 10 000 vezes menores que as
concentragcBes de outros componentes do meio, como a glicose
(BAILEY e OLLIS, 1986).

O processo de transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a
fase liquida, no caso de cultivos de bactérias ou fungos filamentosos,
enfrenta resisténcias fisicas devido a geracdo de caldos mais viscosos a
medida que o cultivo evolui. Além disto, a disponibilidade de oxigénio
deve ser suficiente para suprir as necessidades do micro-organismo
considerando o aumento da concentracdo celular e o aumento da
velocidade especifica de respiracao celular.

A concentracdo de oxigénio dissolvido pode afetar fortemente o
desempenho dos cultivos e sua limitacdo tem efeitos negativos no
crescimento celular. No entanto, informagfes sobre a transferéncia de
oxigénio e respiracdo microbiana em bioprocessos utilizando proteinas
recombinantes em E. coli para a producdo de PHAs sdo escassas, bem
como, ndo ha trabalhos que reportem o estudo dos parametros cinéticos
respiratorios em biorreator na producdo de P(3HB) por E. coli
recombinante.

Ha relatos da producdo de outras biomoléculas utilizando E. coli
recombinante; RYAN, PARULEKAR, STARK (1989) relataram 0s
efeitos da transferéncia de oxigénio para a produgdo de B-lactamase em
meio LB; GRAY et al. (1992) estudaram o efeito de flutuacGes na
concentragdo de oxigénio dissolvido na produgdo de B-galactosidase e
CALIK et al. (2004) investigaram os efeitos da transferéncia de
oxigénio na biossintese de liase.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LINHAGENS BACTERIANAS E PLASMIDEO

O micro-organismo utilizado no presente trabalho pertence a
espécie bacteriana Escherichia coli, linhagens JIM101 ¢ DH5a. As duas
linhagens diferem entre si em relacdo aos niveis de expressdo do
repressor lac. E. coli DH5a possui expressdo constitutiva do repressor
normal, enquanto que E. coli JM101 possui expressdo aumentada do
repressor, neste caso, a utilizacdo de IPTG é necessaria.

O plasmideo utilizado foi o pBHR68 (SPIEKERMANN et al.,
1999), o qual possui as seguintes caracteristicas relevantes para este

estudo: contém o gene de resisténcia a ampicilina (Ampr) e 0S genes de
biossintese de P(3HB) de Cupriavidus necator (phaA, phaB e phaC),
esbogado na Figura 3.1.
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Figura 3. 1 Plasmideo pBHR68, contendo os genes Amp' e phaA, phaB e phaC
de C. necator (ANTONIO, STEINBUCHEL, REIN, 2000).

3.2 OBTENGAO DE Escherichia coli RECOMBINANTE

Para obtencdo das cepas recombinantes, as linhagens selvagens
de E. coli, IM101 e DH5a, foram submetidas a preparagdo de células

para transformacdo, transformacdo e selecdo. Essas etapas estdo
descritas nos itens a seguir.
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3.2.1 Preparacdo das Células para a Transformacao

O procedimento empregado para preparacdo das células
competentes para a transformacao estad baseado no método descrito por
HANAHAN (1983). Uma coldnia isolada de E. coli em placa de Petri
foi transferida para um frasco de 125 mL contendo 25 mL de meio LB
(Luria Bertani), com a seguinte composic&o: 10 g.L™ de triptona, 5 g.L™
de extrato de levedura, 5 g.L™ de NaCl, com adicéo de 15 g.L™ de 4gar
no caso do meio solido (BERTANI,1951) e incubada em agitador orbital
por aproximadamente 18 horas, a 37 °C e 150 rpm. Em seguida,
transferiu-se 125 pL deste caldo para outros 25 mL de meio. Este, por
sua vez, foi novamente incubado sob as mesmas condi¢Ges anteriores
por 3 horas. Coletou-se 1,5 mL deste caldo em microtubo plastico e
centrifugou-se a 4000 rpm por 10 min. O precipitado foi ressuspenso em
1mL de uma solucdo de CaCI2 0,1 M gelado e repetiu-se a

centrifugacdo nas mesmas condigdes. O precipitado foi ressuspenso com
0,1 mL de CaCI20,1 M gelado.

3.2.2 Transformacéo e Selecdo dos Transformantes

A transformacdo das células foi realizada pelo método descrito
em SAMBROOK et al. (1989). A 200 uL. da suspensdo de células
competentes, preparadas conforme item anterior, adicionou-se 2 pL da
solucdo de DNA plasmidial (5 a 10 pM). O recipiente contendo células
e plasmideo foi deixado em banho de gelo por 30 min e, em seguida, em
banho a exatamente 42 °C por 45 segundos, seguido de resfriamento em
banho de gelo por mais 5 min. Adicionou-se 800 uL de meio LB pré-
aquecido e incubou-se a 37 °C e 150 rpm, por uma hora, e em seguida,
centrifugou-se a 4000 rpm por 10 min. O precipitado foi ressuspenso em
100 uL. de meio LB e aliquotas de 50 ul. dessa solucdo foram
transferidas e espalhadas em placas de Petri contendo meio agar LB,
adicionado de ampicilina (100 mg.L™) a fim de selecionar as colonias
transformantes, visto que o plasmideo utilizado contém o gene de
resisténcia ao antibidtico. As placas foram incubadas por 24 horas a
37°C.

3.2.3 Selecdo de Colbnias para Confirmacao do DNA Plasmidial
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Coletou-se das placas uma Unica colénia recombinante, com
auxilio de um palito de madeira estéril, e incubou-se em frascos de
125mL contendo 25mL de meio adicionado de ampicilina
(100 pg.mL™), a 37 °C e 150 rpm, por aproximadamente 18 horas em
agitador orbital. A etapa posterior consistiu na extracdo do DNA
plasmidial e posterior andlise do mesmo em eletroforese em gel de
agarose 1 % corado com brometo de etidio.

3.24 Extracdo do DNA Plasmidial para Confirmacdo da
Transformacéo

Para o isolamento do DNA plasmidial foi utilizado um “kit”
comercial para extracdo da marca Mobio. Uma aliquota de 2 mL foi
coletada do caldo cultivado contendo as transformantes (cultivado como
descrito no item 3.2.3). A biomassa foi obtida pela centrifugacdo a
10000 rpm durante 10 min e ressuspensa em solucdes tampdes
adequados a fim de romperem-se as células, eliminar o DNA gendémico
e obter-se 0 DNA plasmidial. Este ultimo foi ressuspenso em 50 pL de
tampdo TE (solucdo integrante do kit) e armazenado a - 20 °C.

3.3 MEIOS DE CULTIVO
3.3.1 Obtencéo de Escherichia coli Recombinante

O meio utilizado na preparacdo das células competentes a
transformacéo, na transformacdo das cepas e na estocagem de E. coli
selvagem e recombinante foi 0 meio LB.

3.3.2 Cultivos em Agitador Orbital para a Definicdo do Meio de
Cultivo

Para a definicdo do meio de cultivo que foi posteriormente
utilizado nos ensaios, testaram-se quatro meios, 2 deles complexos e 2
quimicamente definidos.

Os meios complexos testados foram o NB (Nutrient Broth),
contendo peptona de carne (5,0 g.L ™) e extrato de carne (3,0g.LY) e o
LB.

Os meios quimicamente definidos testados foram os meios
minerais:

- MM com a seguinte composic&o (em g.L™): glicose 30, KH,PO,
4,39, citrato de aménio e ferro 111 0,06, CaCl,.2H,0 0,01, MgS0,.7H,0
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0,5, uréia 2, 4cido nitrilotriacético 0,19 e elementos traco 1 mL.L™. A
solucdo de elementos traco tem a seguinte composicdo (em g.L™)
H3BO; 0,3, CoCl,.6H,0 0,2, ZnSO,4.7H,0 0,1, MnCl,.4H,0 0,03,
Na,Mo00,.2H,0 0,03, NiCl,.6H,0 0,02 e CuSO,.5H,0 0,01.

- MR com a seguinte composicdo (em g.L™): glicose 15, KH,PO,
20, acido citrico 0,80, (NH4),HPQO, 4,0, MgS0,.7H,0 0,8, e elementos
traco 0,50 mL.L™. Em cultivos com a linhagem JM101 de E. coli
tiamina (0,15 mg.L-1) foi adicionada ao meio. A solugdo de elementos
traco tem em sua composicéo (em g.L™) de HCI 5 M: FeSO4.7H,0 10,
CaCl, 2, ZnS0O,4.7H,0 2,2, MnS0,4.4H,0 0,50, (NH4)sM00,,4.4H,0 0,10
e NaBu0O;.10H,0 0,02.

Com o objetivo de ilustrar os meio de cultivos utilizados nos
testes abordados nesse item, a Figura 3.2 foi construida.

—

10 g.L* Triptona 30g.L? Glicose
59.L1 Extrato de levedura 4,49.Lt KH,PO,
59.L1 NaCl 0,01g.L! CaCl,
0,59.L* MgSO,
- 2g.L1 Uréia
Escherichia _| 0,19g.L NTA
coliJM101e
DH5a
NB + MM
5g.L Peptona de carne i 15g.L ! Glicose
3g.L! Extratodecarne { [ 20g.LT KH,PO,
0,01 g.Lt Ac. citrico
0,8 g.L MgSO,
4g.L"1 (NH,),HPO,

Figura 3. 2 Representacdo esquematica dos meios de cultivo utilizados nos

testes para definicdo do meio de cultivo; onde LB+MR representam meios

comumente utilizados com E. coli recombinante e NB+MM representam 0s
comumente utilizados com C. necator, para a produgdo de P(3HB).

3.3.3 Cultivos em Agitador Orbital e Biorreator

O meio utilizado nos cultivos em frascos agitados (para estudo do
tempo de incubacdo do in6culo), no inéculo do biorreator e nas
bateladas em biorreator foi o LB. Nos ensaios em agitador orbital e
biorreator, glicose (20 g.L™) foi adicionada.



45

3.4 CONDICOES DE CULTIVO

3.4.1 Cultivos em Agitador Orbital para a Definigdo do Meio de
Cultivo

Como o presente trabalho esteve inserido em um grupo de
pesquisa com producdo e purificacdo de P(3HB) a partir de C. necator,
nos primeiros testes realizados em incubador rotativo, a bactéria E. coli
JM101 selvagem foi cultivada em meios de cultivo geralmente
utilizados com C. necator, sendo eles: o0 NB que é utilizado como pré-
indculo e MM que ¢é utilizado como in6culo e também como meio de
cultivo final para producéo de P(3HB) (SQUIO, 2003; FIORESE, 2008;
DALCANTON, 2006).

Primeiramente estudou-se o comportamento das linhagens de E.
coli em meios de cultivo complexos (NB e LB). Esta etapa consistiu
basicamente no recolhimento de uma col6nia isolada em placa de Petri
da linhagem desejada de E. coli e inoculagdo desta em frascos
erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio (NB ou LB), por
aproximadamente 18 horas em agitador orbital, a 37 °C e 150 rpm. Esta
cultura, foi entdo, transferida a uma concentracdo de 10 % (v/v) para
100 mL de meio em frascos de 250 mL (Figura 3.3).

\ 10 % (v/Vv) / \\
— — / \ — \
E. coli IM101 (—_\
selvagem 125mL 250 mL
25 mL de meio 100 mL de meio
complexo complexo

P o
18 horas 150 rpm, 37 °C

Figura 3. 3 Representa¢do das condicOes de cultivo para a escolha do meio de
cultivo complexo.

Para a realizacdo dos ensaios em meios de cultivo quimicamente
definidos (MM e MR), partiu-se de uma col6nia isolada em placa de
Petri da linhagem desejada de E. coli, inoculou-se 25 mL de meio (NB
ou LB) em frascos erlenmeyer de 125 mL e estes permaneceram em
agitador orbital por aproximadamente 18 horas, a 37 °C e 150 rpm. Esta
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cultura, foi entdo, transferida com concentracdo de 10 % (v/v) para 150
mL de meio complexo (NB ou LB) contidos em frascos de 500 mL que
permaneceram incubados durante 3 horas, sob as mesmas condicdes, e
em seguida foram utilizados como in6culo (10 % v/v) a 400 mL dos
meios quimicamente definidos contidos em frascos erlenmeyer aletados
de 1000 mL (Figura 3.4).

\

\ " 100

10% (v/v) 10% (v/v)
—_ = || = /\:> \
E. coliJM101 Q—\ ( :\) ( )

e DH5a 125mL 500 mL 1000 mL
25mL de meio 100 mL de meio 400 mL de meio
complexo complexo definido
150 rpm, 37 °C 150 rpm, 37 °C 150 rpm, 37 °C
18 horas 3 horas

Figura 3. 4 Representa¢do das condicOes de cultivo para a escolha do meio de
cultivo quimicamente definido.

3.4.2 Cultivos em Agitador Orbital para Definicdo do Tempo de
Incubacao do In6culo

Nesta etapa do estudo, 0s ensaios foram realizados para avaliacdo
das curvas de crescimento de E. coli, nas linhagens JM101 ¢ DH5a e,
com isso, foi estabelecido o tempo de incubacdo dos indculos para
posterior utilizagdo no biorreator.

No preparo do pré-indculo, transferiu-se uma coldnia isolada de
E. coli de uma placa de Petri, contendo a linhagem desejada, para um
frasco erlenmeyer de 125 mL, contendo 40 mL de meio LB. Este foi
incubado a 37 °C sob 150 rpm, durante aproximadamente 18 horas.

Na etapa seguinte, recolheu-se uma concentra¢do definida da
etapa anterior (10 % v/v) e esta foi transferida para frascos erlenmeyer
aletados, com capacidade de 1000 mL, contendo 400 mL de meio LB e
glicose (20 g.L™), suplementados com ampicilina quando necessario, e
cultivados em incubador rotativo sob agitacdo de 150 rpm e temperatura
de 37 °C (Figura 3.5).
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E. coliJM101 ou DH50.

Selvagem e recombinante 125mL 1000 mL.
40 mL de meio 400 mL de meio LB

LB +glicose

(iAo oo | -1

150 rpm, 37 °C (209.L%)

18 horas 150 rpm, 37 °C

Figura 3. 5 Representagdo das condi¢des de cultivo para a escolha do tempo de
preparo do indculo.

3.4.2 Cultivos em Biorreator

O pré-indculo foi preparado partindo-se de uma coldnia isolada
E. coli, nas linhagens JM101 e DH5a (selvagem e recombinante), em
frasco erlenmeyer de 125 mL contendo 40 mL de meio (com adigdo de
100 pg/mL de ampicilina para as culturas transformantes) e cultivado
sob 37 °C a 150 rpm durante 18 horas. Em seguida, essa cultura foi
transferida para erlenmeyer de 1000 mL, contendo 400 mL de meio LB,
e cultivada sob as mesmas condic¢Bes por 3 horas, cultura esta que foi
utilizada como in6culo do biorreator.

Apo6s o preparo do inéculo, como descrito anteriormente, o
mesmo foi transferido para um biorreator (BIOFLO 111, New Brunswick
Scientific) de 5 L, com volume (til de 4 L, contendo meio LB e glicose
(20 g.L™") com adicéo de antibiético (100 ug.mL™), se necessario. A
temperatura foi mantida em 37°C e o pH em 6,5 com adicdo de
solucdes de NaOH 2,5mol.L™" ou HCI 2,7 mol.L™, com condig6es
iniciais de agitagcdo e aeracdo de 450 rpm e 0,3 vvm, respectivamente
(Figura 3.6). As condicGes de agitacdo e aeracdo foram monitoradas e
controladas para que a concentragéo de oxigénio dissolvido no meio ndo
fosse inferior a 40 %, em relacdo a saturacdo com ar atmosférico.

Nos ensaios com E. coli JM101 recombinante, IPTG foi
adicionado ao meio na concentragdo final de 1 mM.
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E. coliJM101 ou DH50
selvageme recombinante

 —]
—

-

A
_\\
&= — % DO > 40%

125mL 1000 mL Agit. inicial 450

40mL demeio 400 mL de meio LB + O rpm € 0,3 vvm

LB glicose (20 g.LY) . pH mantido com

150 rpm, 37 °C 150 rpm, 37 °C = adicdode N(?OH
18 horas 3horas e HCI (10%)

5L
4L demeioLB +
glicose (20g.L%)
Figura 3. 6 Representacgdo das condi¢des de cultivo para ensaios em biorreator
com linhagens de E. coli IM101 e DHS5a, selvagens e recombinantes.

3.5 DETERMINACOES ANALITICAS
3.5.1 Amostragem

Em todos os ensaios realizados em incubador orbital, amostras
foram retiradas a cada hora para a determinagéo do crescimento celular,
com leitura da absorbancia (600 nm) em espectrofotdmetro (modelo
1105, marca Bel).

Nos ensaios em biorreator, amostras foram retiradas para o
acompanhamento da biomassa por espectrofotometria e determinacao da
concentracdo celular por gravimetria; 2 mL foram coletados em
microtubos de plastico e centrifugados a 14000 rpm por 3 min, sendo
congelados sobrenadantes e precipitados. O sobrenadante foi
posteriormente utilizado para a analise do consumo de substrato e o
precipitado para andlise de polimeros (experimentos com linhagens
recombinantes) e analise de proteinas totais.

3.5.2 Determinacdo da Concentracao da Biomassa
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A biomassa foi determinada por espectrometria através de leitura
da absorbancia a 600 nm durante os cultivos. Efetuou-se também analise
gravimétrica em amostras de 10 mL coletadas do biorreator, filtradas a
vacuo em membranas de 0,22 um, previamente taradas. A biomassa
retida nas membranas foi seca a 80 °C por 24 horas e posteriormente
pesada.

3.5.3 Determinacdo da Concentracao de AcUcares Redutores Totais

A dosagem de acUcares redutores totais foi determinada pelo
método do &cido 3-5 dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Um
volume de 500 pL de amostra, previamente diluido, adicionado de
1000 pL de reativo DNS foi colocado em tubos Folin Wu e estes
deixados a 100 °C durante 5 min. Apdés o aquecimento, fez-se o
resfriamento em banho de gelo e adicionou-se agua destilada até
completar o menisco do tubo. Em seguida, foi realizada a leitura da
absorbancia a 540 nm. A curva padrdo expressa a concentracdo de
glicose (g.L™") versus absorbancia em uma escala compreendida entre
0,20 e 3,0 g.L™ de glicose. Um exemplo de curva padréo é apresentado
no Apéndice Al.

3.5.4 Determinacéo da Concentracéo de P(3HB)

O P(3HB) foi dosado por cromatografia gasosa através da
metodologia de metandlise acida baseada em BRAUNEGG et al.
(1978), com as modificacbes propostas por BRANDL et al. (1988).

Para a metandlise acida, apds o descongelamento, o precipitado
foi ressuspenso em 2 mL de cloroférmio e 2 mL de metanol acidificado
(H,S0. 15 %), contendo 4cido benzéico 0,40 g.L™* como padréo interno,
e a mistura foi entdo aquecida a 100 °C durante 2,3 h. Ap6s resfriamento
em banho de gelo, adicionou-se 1 mL de agua destilada e as amostras
foram agitadas durante 30 s. A fase organica foi retirada com auxilio de
pipeta Pasteur e armazenada sob refrigeracdo para posterior analise em
cromatografia gasosa.

A curva padrdo foi feita utilizando-se o Poli(3-hidroxibutirato)
(Sigma) como padrdo externo, com massa variando entre 0,001 e 0,03 g.
Os padr@es sofreram 0 mesmo processo de metanolise que as amostras.
Um exemplo de curva padréo encontra-se no Apéndice A3.

A determinacdo quantitativa de P(3HB) foi realizada através de
cromatografia gasosa, utilizando cromatégrafo gasoso (modelo CG2014,
da marca Shimadzu). O cromatografo foi equipado com uma coluna
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empacotada Restek Rtx-Stabilwax Silcoport W 110/120. As amostras
metanolizadas foram injetadas (1 L) no equipamento utilizando
nitrogénio como gas de arraste. As condi¢cGes de operacdo utilizadas
foram: fluxo do gas de arraste a 20 mL-min ™", temperatura do injetor de
250 °C, temperatura da coluna de 80 °C e temperatura do detector de
270 °C.

3.5.5 Determinacéo do Oxigénio Dissolvido

A concentracdo do oxigénio dissolvido no meio de cultivo foi
medida continuamente através de um eletrodo polarografico (Metller-
Toledo, Germany). Os dados gerados foram armazenados com o auxilio
de um software (AQFermentador) para posterior analise dos dados
obtidos.

3.6 TRATAMENTO DOS DADOS
3.6.1 Ajuste dos Dados

Os dados experimentais obtidos foram ajustados pelos software
Lissage e Microsoft Office Excel 2007.

3.6.2 Analise Cinética

A andlise cinética dos resultados obtidos foi realizada através dos
ajustes das curvas de biomassa total (X;), biomassa residual (X)),
substrato (S), P(3HB) (P) e velocidade especifica de respiracdo (QO,)
versus o tempo, pelos software citados no item anterior.

Como o acuimulo de P(3HB) é intracelular, as velocidades
especificas de crescimento celular das linhagens recombinantes e de
producdo de P(3HB) foram calculadas em relagdo & biomassa residual
(X)), obtida pela diferenca entre a quantidade de biomassa total (X;) e a
guantidade de P(3HB) (X; = X; — P(3HB)). Para E. coli selvagem, X; é
igual & X;, uma vez que o biopolimero néo é produzido.

Os dados de transferéncia de oxigénio armazenados no software
de aquisicdo de dados do biorreator posteriormente foram tratados por
meio do software Microsoft Office Excel 2007.
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3.6.2.1 Velocidades especificas

Para uma boa avaliagdo de um processo € necessario avaliar
certas variaveis, como por exemplo, a velocidade especifica de
crescimento ().

A partir dos perfis de concentragdo celular é possivel determinar,
em cada instante, as velocidades instantaneas de crescimento
microbiano (dX,/dt). Dividindo-se as velocidades instantaneas pela
concentracdo celular no instante t, a velocidade especifica, para processo
em batelada é obtida e representada pela Equagéo 3.1.

- — 3.1)

As velocidades especificas maximas de crescimento foram
calculadas a partir do coeficiente angular da curva linearizada pelo
logaritmo neperiano da biomassa residual com o tempo, de acordo com
a equacao:

(3.2)
onde X, é a biomassa residual (g/L™); Xy a biomassa residual
inicial (g.L™); pmax € a velocidade especifica maxima de crescimento (h
e to tempo (h).
3.6.3 Produtividade de P(3HB)
A produtividade global (Equacdo 3.3) é calculada pela diferenca
entre a concentracdo de P(3HB) em um instante de tempo t ao longo do

cultivo e a concentragdo inicial de P(3HB) dividida pelo intervalo de
tempo correspondente.

(3.3)

onde P, é a produtividade média de P(3HB) (g.L™.h™); P(3HB), a
concentracdo de P(3HB) no instante de tempo t (g.L™") e P(3HB)y a
concentragdo de P(3HB) no tempo t, inicial (g.L™).
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3.6.4 Fatores de Conversao

Os fatores de conversdo de substrato em célula e substrato em
P(3HB) foram calculados por meio do coeficiente angular da reta obtida
relacionando-se a concentracdo celular ou a concentragdo de P(3HB)
(9.L") em funcdo da concentracdo de substrato (g.L™) observadas ao
longo do tempo.

3.6.5 Consumo de Oxigénio

A determinacéo da velocidade especifica de consumo de oxigénio
(QO,) foi realizada com emprego do método dinamico (TAGUCHI e
HUMPHREY, 1966; citado por SCHMIDELL, 2001). Por este método,
em determinado instante do cultivo, interrompe-se a aeracdo. A
concentracdo de oxigénio dissolvido (OD), no instante inicial comeca a
diminuir e o sinal do sensor é registrado continuamente. Em seguida,
retoma-se a aeracdo nas condi¢des anteriores e registra-se o aumento da
concentracdo de OD até atingir novamente o valor inicial (Figura 3.7).
Nesse espago de tempo pode-se supor que ndo ocorra 0 aumento de X, e
gue QO, se mantenha constante.

Para o trecho sem aeracéo, resulta a Equacéo 3.4.

(3.4)

Com a consideracédo anterior de que QO € constante (tomando-se
um determinado t), a Equagdo 3.6 pode ser integrada resultando na
Equacéo 3.5.

C= Co — QOzxr(t — to) (35)

A Equacéo 3.5 prevé uma variagao linear com o tempo no trecho
sem aeracdo. Assim, é possivel obter o valor de QO, através do
coeficiente angular QO,.X; e do valor de X, obtido com a andlise
gravimétrica durante o cultivo.
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Figura 3. 7 llustracdo do Método Dinamico utilizado para determinar QO2. C,
e Co; representam respectivamente, a concentragdo de oxigénio dissolvido antes
e apds cessar a aeracao.

3.6.6 Velocidade Especifica de Consumo de Oxigénio para a
Manutencéo Celular e Fator de Conversado de Oxigénio em Células

Segundo SCHMIDELL (2001) existe uma relagdo entre
velocidade especifica de respiracdo (QO,) e velocidade especifica de
crescimento (Ux,). Normalmente admite-se a existéncia de uma relacdo
linear, conforme sugerido por PIRT (1975), assim:

(3.6)

onde m, representa a especifica de consumo de oxigénio para a
manutencéo celular (goz.geel -h™) € Yo o fator de converséo de oxigénio
em células (gcer.0o2 ).

A velocidade especifica de respiracdo para manutencdo celular
(m,) significa o consumo de oxigénio para manter as células viaveis.
Plotando-se os dados de QO2 em funcdo de . € possivel obter os
valores de m, € Yyx,0 por meio do coeficiente linear e do coeficiente
angular da reta de ajuste obtida, respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONFIRMAGCAO DA TRANSFORMAGCAO DE Escherichia coli
JM101 E DH5a

O plasmideo pBHR68, além do gene Amp', que confere
resisténcia a ampicilina, possui também o operon completo para a
biossintese de P(3HB) de C. necator. Deste modo foi possivel, com a
utilizacdo da metodologia apresentada no item 3.2, a realizacdo das
transformaces de E. coli nas linhagens: IM101 ¢ DH5a, para obtencéo
das respectivas cepas recombinantes, bem como a producdo heter6loga
de P(3HB).

Na Figura 4.1 observa-se a confirmacdo da presenca do
plasmideo através das bandas do plasmideo pBHR68 (8,2 kb) frente as
bandas do padrdo (100 bp), determinado por eletroforese em gel de
agarose 1,0 %.

Figura 4. 1 Perfil de migragdo de fragmentos do plasmideo pBHR68 apds
eletroforese em gel de agarose 1,0 % corado com brometo de etidio.
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4.2 ENSAIOS EM FRASCOS AGITADOS

Os experimentos em frascos agitados tiveram por objetivo a
comparacdo do crescimento das cepas selvagens e recombinantes de E.
coli JIM101 e DH5a em diferentes meios de cultivo, bem como a
definicdo das condic¢Bes de inoculagdo para 0s posteriores ensaios em
biorreator.

4.2.1 Defini¢do do meio de cultivo

Os resultados obtidos nesse item foram Uteis para avaliar o
crescimento das linhagens de E. coli abordadas nessa dissertagdo, bem
como para definir as condi¢Bes de cultivo que foram utilizadas nos
experimentos sequentes.

Como o presente trabalho esta inserido em um grupo de pesquisa
com producdo e purificacdo de P(3HB) a partir de C. necator, nos
primeiros testes realizados em incubador rotativo, a cepa selvagem de E.
coli linhagem JM101 foi cultivada nos meios de cultivo comumente
utilizados em C. necator, sendo eles: NB (caldo nutriente) que é
utilizado como pré-cultivo e MM (composicdo descrita no item 3.3.2)
gue é utilizado como in6culo e também como meio de cultivo final para
producdo de P(3HB).

A curva de crescimento (medido em unidade de absorbéncia) da
cepa selvagem de E. coli JIM101 em meio NB é apresentada na Figura
4.2 (a). Na Figura 4.2 (b) estd a representacdo logaritmica da
absorbancia com o tempo de cultivo, que resulta em uma reta na fase
exponencial de crescimento, cujo coeficiente angular é a velocidade
especifica maxima de crescimento (pmex)-

y=0,618x - 2,144
R2=0,982

0 2 4 6 10
Tempo (h) 0 2 4 Tempo (h) 8 8 10

Figura 4. 2 Curvas de crescimento de E. coli JM101 selvagem em meio NB em
incubador rotativo.
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Como pode ser observado na Figura 4.2 (b), E. coli JM101
selvagem cresceu com elevada velocidade especifica méxima de
crescimento (ums): 0,62 h™. Tendo em vista que a utilizagdo de meios
de cultivo complexos, como é o caso do NB, que permitem o rapido
crescimento da biomassa, o valor encontrado para pmsx foi considerado
um dado coerente (SEZONOV, PETIT, D’ARI, 2007).

Com o resultado obtido no meio NB, visto que o0 objetivo destes
testes foi escolher um meio de cultivo que possibilitasse o crescimento
celular a elevadas velocidades, optou-se pela continuidade dos ensaios
utilizando os meios de cultivo comumente empregados em C. necator.

A curva de crescimento (medido em unidade de absorbancia) da
linhagem selvagem de E. coli JM10lem meio MM é apresentada na
Figura 4.3 (a) e na Figura 4.3 (b) esta a representacdo logaritmica da
absorbancia com o tempo de cultivo.

06 0
05 . 05 4
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04 °® | 0o ®

Ln (ABS)

021 e y=0,353x - 2,214
-2 R2=0,977

0 5 10 15
10 mpo ()15 20 25 Tempo (h)

Figura 4. 3 Curvas de crescimento de E. coli JIM101 selvagem em meio MM
em incubador rotativo.

T
20 25
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Conforme pode ser visto na Figura 4.3, E. coli IM101 (selvagem)
apresentou um expressivo decaimento no valor de pmax €
consequentemente na concentracdo celular (considerando-se a existéncia
de uma relacdo linear entre a medida de absorbancia e a concentracdo
celular) em meio MM quando comparado ao meio NB. A expressiva
diminui¢do no valor de ums indica que 0 meio MM ndo mostrou-se o
mais adequado para ser utilizado na continuidade dos ensaios. Assim,
novos ensaios foram realizados em meios de cultivo comumente
utilizados em trabalhos com E. coli recombinante.

A seguir sdo apresentadas as curvas de crescimento das cepas
selvagens de E. coli IM101 e DH5a em meio LB, respectivamente. LB ¢
um meio rico e amplamente utilizado em estudos com bactérias, pois
permite rapido crescimento celular e bons rendimentos para muitas
espécies (SEZONOV, PETIT, D’ARI, 2007).
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As curvas de crescimento (medido em unidade de absorbancia)
sdo apresentadas nas Figuras 4.4 (a) e 4.5 (a). Nas Figuras 4.4 (b) e 4.5
(b) estdo as representacfes logaritmicas da absorbancia com o tempo de
cultivo.

N . T 15 . R o

y=1,081x - 2,903
R2=0,985

05 . 3

0 = -35

0 2 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 4. 4 Curvas de crescimento de E. coli IM101 selvagem em meio LB em
incubador rotativo.
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Figura 4. 5 Curvas de crescimento de E. coli DH5a selvagem em meio LB em
incubador rotativo.

8 Temp% (h) 5

Comparando-se os valores de pmax Observados para E. coli JM101
(selvagem) em meio NB (Figura 4.2 (b)) e meio LB (Figura 4.4 (b)),
nota-se que a mudanca do meio de cultivo acarretou um incremento no
valor de pma de 0,62 h™ para o ensaio em meio NB, para 1,08 h™ no
ensaio com LB.

Assim como a cepa de E. coli IM101, a E. coli DH5a (selvagem)
também apresentou valor de pmax elevado, de 0,55 h?, comparando-se ao
valor encontrado no trabalho desenvolvido por CARLSON,
WLASCHIN, SRIENC (2005), que foi de 0,42 h™ para essa mesma
linhagem de E. coli em meio LB.

Visando a manutencdo das elevadas velocidades de crescimento
das cepas de E. coli JIM101 e DH5a e também para confirmar o bom
desempenho quanto ao crescimento celular em meios de cultivo
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frequentemente utilizados em ensaios com E. coli recombinante, foram
realizados cultivos com as cepas de E. coli IM101 e DH5a em meio MR
(composicédo descrita no item 3.3.2).

A seguir estdo apresentadas as curvas de crescimento das cepas
selvagens de E. coli JM101 e DH50 em meio MR, respectivamente. As
curvas de crescimento (medido em unidade de absorbancia) de E. coli
IM101 e DH5a sdo apresentadas nas Figuras 4.6 (a) e 4.7 (a). Nas
Figuras 4.6 (b) e 4.7 (b) estdo as representacdes logaritmicas da
absorbancia com o tempo de cultivo.

6,0 2

50 1 .

404 .

y=0,425x - 1,395
R2=0,996

12 15 18 0 3 12 15 18

Temgo (h) Temgo (h)
Figura 4. 6 Curvas de crescimento de E. coli JIM101 selvagem em meio MR em
incubador rotativo.
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Figura 4. 7 Curvas de crescimento de E. coli DH5a selvagem em meio MR em
incubador rotativo.

Assim como foi verificado um decréscimo no valor de pmsx para
E. coli IM101, quando passou-se de meio NB para MM, na mudanca de
LB para MR um decréscimo no valor de umsx de mais de 50 % foi
observado. Enquanto que o valor de pmax para E. coli JIM101 em meio
LB foi de 1,08 h'l, em meio MR o pma para E. coli IM101 selvagem foi
de 0,42 h™.

Diferentemente do que foi observado anteriormente em MM
(Figura 4.4 (b)), E. coli IM101 atingiu claramente a fase estacionaria de
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crescimento apds aproximadamente 12 horas de incubacdo em MR
(Figura 4.6 (b)) indicando que como esperado, em se tratando de meios
de cultivo quimicamente definidos, MR mostrou-se mais adequado que
MM para cultivos com E. coli.

Analisando os resultados dos ensaios com E. coli DH5a.em LB ¢
MR (Figuras 4.5 e 4.7), o decréscimo foi menos expressivo que 0
observado na cepa JM101 (Figuras 4.4 e 4.6). No caso da linhagem
DH5a, enquanto o valor de pmsx €m meio LB foi de 0,55 h?, em meio
MR foi de 0,37 h™.

RUSLI et al. (2009) ao estudarem a formacdo de xilanase
intracelular em E. coli DH5a recombinante, em frascos agitados,
verificaram maiores velocidades especificas de crescimento em meio
LB, onde 0 P atingiu 0,59 h™', enquanto que em meio quimicamente
definido atingiu 0,49 h™. Os dados cinéticos obtidos no presente
trabalho estdo proximos aos encontrados por estes autores.

Como observado por RUSLI et al. (2009), os meios complexos
proporcionaram velocidades especificas de crescimento maiores que as
apresentadas em meios quimicamente definidos devido a presenga de
triptona que supre as bactérias com aminodacidos, enquanto o extrato de
levedura supre a demanda por nitrogénio, nutrientes organicos e
inorganicos.

Frente aos resultados expostos e considerando que um dos
objetivos desse trabalho foi realizar o levantamento dos pardmetros
cinéticos de crescimento e respiracdo microbiana das linhagens
selvagens e recombinantes JM101 ¢ DH50 de E. coli, e tomando-se
como base o pardmetro pma € 0 bom desempenho celular observado em
meio LB, optou-se pela realizagdo dos experimentos seguintes
utilizando esse meio de cultivo. Além disso, LB é um meio de cultivo
muito utilizado em cultivos com E. coli para a expressdo de proteinas
recombinantes para producdo, por exemplo, de enzimas (NAMDEV et
al., 1993), horménios (ROSSI, 2001) ou PHAs (BRESSAN, 2007).

Apo6s a definicdo do meio de cultivo, seguiram-se o0s testes em
frascos agitados para a definicdo do tempo de incubacgéo do indculo.

4.2.2 Defini¢do do tempo de incubagéo

Com o objetivo de definir o tempo de incubacdo para inocular o
biorreator, realizou-se o estudo da cinética de crescimento de E. coli,
linhagens DH50 e JMI101, antes e apés a inser¢do do plasmideo
pBHR68.
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As curvas de crescimento (medido em unidade de absorbancia)
da linhagem E. coli JM101, selvagem e recombinante em meio LB, sdo
apresentadas na Figura 4.8 (a). Na Figura 4.8 (b) estéo as representagdes
logaritmicas da absorbancia com o tempo de cultivo.
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Figura 4. 8 Curvas de crescimento de E. coli IM101 selvagem (A) e
recombinante () em incubador rotativo.

Neste ensaio, E. coli JM101/pBHR68 atingiu velocidade
especifica méxima de crescimento (Ums) de 0,77 h™%, valor este inferior
ao de 1,08 h™ apresentado pela respectiva selvagem, como verificado
anteriormente na Figura 4.4.

Cabe ressaltar que apenas com a leitura da absorbancia ndo foi
possivel diferenciar biomassa total e biomassa residual, ou seja, nas
medidas das absorbancias para os testes em frascos agitados com as
linhagens recombinantes somaram-se biomassa residual e P(3HB).
Mesmo assim, E. coli sem a insercdo do plasmideo apresentou medidas
maximas de absorbancia, em torno de 4,5, enquanto que as mesmas
medidas para E. coli/pBHR68 permaneceram proximas a 3,0, indicando
gue a cepa selvagem atingiu maior concetracdo celular.

Apesar da diferenca nos valores de pmax, aS cepas hao
apresentaram fase de adaptacdo ao meio de cultivo utilizado e
mantiveram-se em velocidade especifica de crescimento constante e
maxima durante aproximadamente 3 horas de incubacao.

As curvas de crescimento da linhagem E. coli DH5a selvagem e
recombinante sdo apresentadas na Figura 4.9 (a). Na Figura 4.9 (b),
estdo mostradas as representacfes logaritmicas da absorbancia com o
tempo de cultivo.
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Figura 4. 9 Curvas de crescimento de E. coli DH5a selvagem (A) e
recombinante (¢), em incubador rotativo.

As cepas da linhagem DH5a apresentaram uma ligeira fase de
adaptacdo ao meio de cultivo, permaneceram em fase exponencial por
aproximadamente 3 horas e entraram claramente na fase estacionaria de
crescimento apds 0 mesmo tempo de incubagdo, de aproximadamente 5
horas. Neste caso, a diferenca nos valores de Lmsx foi menor do que a
observada na JM101, sendo que a cepa recombinante apresentou
velocidade especifica méxima de crescimento (Hms) de 0,52 h™,
ligeiramente inferior que a encontrada para a respectiva selvagem de
0,55 h™. Assim como foi observado na linhagem JM101, E. coli DH5a
sem modificagdo genética alcangcou maior concetracdo celular (ABS =
2,5) que o sistema E. coli DH5a/pBHR68 (ABS = 1,5) para 0 mesmo
intervalo de tempo.

A partir desses resultados, ficou estabelecido que o tempo de
incubacdo de 3 horas para o preparo do indculo do biorreator, em
frascos agitados a 150 rpm e 37 °C, para as duas linhagens de E. coli
(ancorando o plasmideo pBHR68 ou nao) para que as células estivessem
em fase exponencial de crescimento, facilitando sua adapta¢do ao meio.

4.3 ENSAIOS EM BIORREATOR

No conjunto de ensaios realizado em biorreator, buscou-se
estudar o comportamento cinético das linhagens de E. coli selvagens e
recombinantes abordadas nesse trabalho, em termos de crescimento
celular, consumo de substrato e consumo de oxigénio. Além da andlise
cinética, esse conjunto de ensaios teve como finalidade verificar o
potencial de produgdo de P(3HB) por E. coli JM101 e¢ DHS5a
recombinantes e observar em quais parametros cinéticos a inser¢do do
plasmideo pBHR68 exerceu maior influéncia.
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Nas Figuras 4.10 e 4.11 sdo apresentados os dados de
concentracdo de biomassa total (X;) e substrato residual (aglcares
redutores totais) (S) ao longo do tempo, para as cepas de E. coli IM101
selvagem, além da biomassa residual (X;), P(3HB) e substrato residual
(S) para a cepa recombinante, respectivamente.
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Figura 4. 10 Evolucéo de biomassa total (Xt (e)) e substrato residual (S (m))
para E. coli IM101 selvagem em biorreator. A linha continua representa 0s
ajustes feitos pelo software Lissage.
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Figura 4. 11 Evolugdo da biomassa total (Xt (e)), biomassa residual (Xr (==)),
P(3HB) (P (A)) e substrato residual (S (m)) para E. coli JIM101 recombinante
em biorreator. A linha continua representa os ajustes feitos pelo software
Lissage.

Para facilitar a discussdo desses resultados, as representacGes
logaritmicas das concentragdes de X; e X;com o tempo de cultivo foram
construidas e sdo apresentadas na Figura 4.12.
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Figura 4. 12 Representa¢do logaritmica da biomassa total (Xt) de E. coli IM101
selvagem () e biomassa residual (Xr) de E. coli JM101 recombinante (A) em
biorreator.

Como pode ser observado na Figura 4.12, a cepa selvagem de E.
coli JM101 ndo apresentou fase de adaptagdo ao meio de cultivo e
permaneceu em fase exponencial de crescimento por aproximadamente
3 horas, enquanto a respectiva recombinante apresentou ligeira fase de
adaptacdo, porém permaneceu nesta fase por mais ou menos 5 horas.
Apesar de a cepa selvagem ter apresentado velocidade especifica
maxima de crescimento maior em ambos o0s casos houve uma forte
desaceleracdo da velocidade de crescimento, apés a fase estacionaria
(Figura 4.12). E. coli JM101 alcangou a fase estacionaria de crescimento
em apenas 6 horas de cultivo, ao passo que a cepa recombinante de E.
coli JM101 demorou aproximadamente 15 horas de cultivo para atingir
esse patamar.

Ao analisar comparativamente as Figuras 4.11 e 4.12, a
representacdo logaritmica confirma o comportamento observado na
linha referente & X;, ou seja, depois da 8% hora de cultivo ndo foi
verificado um aumento expressivo da concentracdo celular, pois a partir
desse instante a fonte de carbono pode ter sido consumida
preferencialmente para o acimulo de P(3HB).

O actimulo de biopolimero ao final do cultivo com E. coli JM101
ancorando o plasmideo pBHR68 foi de 34 %, com produtividade
maxima de 0,10 g.L-h™. A porcentagem de acimulo de P(3HB)
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encontrada estd proxima a encontrada no trabalho desenvolvido por
BRESSAN (2007) que utilizou E. coli JM101 com o plasmideo pRLC2,
derivado do plasmideo pBHR69, que contém o gene phaC de
Chromobacterium violaceum e os genes phaA e phaB de C. necator.
Esse autor também utilizou LB como meio de cultivo e obteve um
percentual de acimulo de 29,6 % de P(3HB).

Cabe ressaltar que a linhagem JM101 de E. coli depende de
indugdo. Neste trabalho esta foi realizada através de adicdo de IPTG
para ativar a expressdo dos genes clonados e, consequentemente,
produzir P(3HB). Relatos de diversos autores mostraram que estratégias
de inducdo, e o conhecimento das condicgdes fisiolégicas do micro-
organismo no instante da inducdo, otimizaram a producéo de proteina
recombinante em E. coli (LIRIA, 1995; CASTILLO, 1997; VAZ, 2008).

As evolugbes das concentragcBes de biomassa total (X)) e de
substrato (S) ao longo do cultivo de DH5a selvagem sdo apresentadas na
Figura 4.13.
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Figura 4. 13 Evolugdo da biomassa total (Xt (e)) e consumo de substrato (S
(m)) para E. coli DH5a selvagem em biorreator. A linha continua representa os
ajustes feitos pelo software Lissage.

Na Figura 4.14, estdo apresentados os dados de concentragdo de
biomassa total, biomassa residual (X;), P(3HB) (P) e substrato (S), ao
longo do tempo, para E. coli DH5a contendo o plasmideo pBHR68.
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Figura 4. 14 Evolugdo da biomassa total (Xt (e)), biomassa residual (Xr (==)),
P(3HB) (P (A)) e consumo de substrato (S (m)) para E. coli DH5a
recombinante em biorreator. A linha continua representa os ajustes feitos pelo
software Lissage.

O actimulo de polimero ao final do cultivo com E. coli DH5a
recombinante foi de 56 %, com produtividade méxima de 0,23 g.L™.h™.
CARLSON, WLASCHIN, SRIENC, (2005) avaliaram a producao de
P(3HB) em E. coli DH50 com inser¢do do plasmideo pPT500 que,
assim como o pBHRG68, contém os genes nativos de biossintese de
P(3HB) de C. necator. Nesse estudo, uma série de cultivos foi
conduzida em biorreator, utilizando meio LB adicionado de glicose
(40 g.L™") em anaerobiose. Apesar da diferenca no que diz respeito ao
fornecimento de oxigénio as células, o percentual de acumulo de
biopolimero foi de 50 %, valor similar ao encontrado no presente
estudo.

Para facilitar a discussdo desses resultados, foram construidas as
representacles logaritmicas das concentragdes de X; e X;, com o tempo
de cultivo e sdo apresentadas na Figura 4.15.
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Figura 4. 15 Representacdo logaritmica da biomassa total (Xt) de E. coli DH5a
selvagem () e biomassa residual (Xr) de E. coli DH50. recombinante (A) em
biorreator.

A partir da Figura 4.15, nota-se que as duas cepas de E. coli
DH5a ndo apresentaram fase de adaptacdo e que, apesar da evidente
diferenca na inclinacdo da reta cujo coeficiente angular representa a
velocidade especifica maxima de crescimento, tanto a cepa selvagem
(Xy) como a recombinante (X;) alcancaram a fase estacionéria de
crescimento com mais ou menos 12 horas e, ao final das 18 horas de
cultivo, ambas alcangaram a mesma concentracao celular.

Ao analisar a Figura 4.14 nota-se que o acumulo de P(3HB)
apresentou notavel aumento em torno de 4 horas de cultivo, instante que
coincide com o instante que E. coli DH5a recombinante estava deixando
a fase exponencial de crescimento (Figura 4.15). Segundo WANG e
LEE (1997) o cultivo em batelada com E. coli recombinante pode ser
dividido em duas fases: (i) uma fase de crescimento ativa, na qual o
contetido de P(3HB) é mantido relativamente constante a um baixo nivel
e (i) uma fase ativa de sintese de P(3HB), na qual P(3HB) é ativamente
acumulado com concomitante aumento do conteldo de P(3HB) e
decréscimo da velocidade especifica maxima de crescimento.

O acumulo de P(3HB) observado nos ensaios das Figuras 4.11 e
4.14 sdo comparaveis com a maioria das cepas testadas em crescimento
em batelada. Entretanto, incrementos na producédo de P(3HB) através da
escolha mais bem sucedida da cepa de trabalho e através do
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desenvolvimento de novas estratégias de cultivo, como por exemplo,
aquelas que utilizam altas concentragcGes celulares, levam a
consideraveis aumentos na producdo de P(3HB) em micro-organismos
geneticamente modificados (LEE e CHANG, 1995).

As diferencas nos metabolismos de E. coli JM101 e DH5a,
selvagens ou recombiantes, podem ser melhor discutidas examinando-se
os fatores de conversédo de substrato em célula e substrato em produto.

Conforme mencionado no item 3.7.4 (pag. 29), caso as condi¢des
de um dado cultivo passam a permanecer constantes, 0 que permite
imaginar que o fator de conversdo de substrato em células deve ser
constante ao longo do tempo, plotando-se a concentracdo da biomassa
em funcdo da concentracdo de substrato, deve-se obter uma relacdo
linear, cujo coeficiente angular é o fator de conversdo de substrato em
células. Assim, as representades dos fatores de conversdo de substrato
em célula (Yyss) para as linhagens JM101 e DH5a sdo mostrados nas
Figuras 4.16 e 4.17.
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Figura 4. 16 Relacédo entre a concentragdo de biomassa e substrato para a
determinagdo do fator de conversédo de substrato em célula (Y;s) de E. coli
JM101 selvagem (a) e recombinante (b).

Na Figura 4.16 nota-se a evidente presenca de duas fases distintas
de consumo do substrato: uma onde o0 consumo praticamente nao existiu
(ou foi muito baixo) e outra de consumo mais pronunciado.

O consumo de aglcares redutores observado na E. coli IM101
selvagem (Figura 4.16 (a)) foi de aproximadamente 11 g.L™*, menor que
0 observado para a cepa recombinante (Figura 4.16 (b)). Como €
possivel observar, nas horas iniciais do cultivo com E. coli JM101
selvagem o consumo dessa fonte de carbono foi muito baixo, ou seja,
houve producdo de biomassa sem o consumo de aglcares redutores. Em
seguida, 0 consumo de substrato foi levemente mais acentuado, porém
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ndo observou-se consideravel aumento da concentracdo da biomassa
nesta fase de consumo de substrato, resultando assim em um fator de
conversdo de substrato em célula para o primeiro trecho de 7,55
gcélula/gglicose € YX/S de 0,07 gcélula/gglicose para o segundo trecho.

No caso da cepa recombinante de E. coli JM101 (Figura 4.17
(b)), um comportamento semelhante foi observado inicialmente (s de
1,32 geeiua/Yglicose) € O consumo de agucares redutores observado em
seguida resultou em um fator de conversdo similar ao encontrado na
selvagem, de 0,07 Qesiuia/Gglicose: Da mesma forma, neste cultivo foi
possivel calcular o fator de conversdo de substrato em biopolimero
(Ye@anays) que foi de 0,080 gpHe)/Jgiicose-

45 35
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X 2 R2=0,921

y=-0,19x +4,51
R2=0,96

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
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Figura 4. 17 Relacdo entre a concentragdo de biomassa e substrato para a
determinacdo do fator de converséo de substrato em célula (Yy;s) de E. coli
DH5a selvagem (a) e recombinante (b).

Diferentemente do comportamento observado nos cultivos com a
linhagem JM101, nos cultivos com E. coli DH5a foi possivel
estabelecer uma relagdo linear entre os dados experimentais de
concentracdo celular e concentracdo de acUcares redutores totais. O Yys
da cepa E. coli DH5a selvagem foi de 0,32 Qegiuia/Ogiicose € O da cepa
ancorando o plasmideo pBHR68 foi de 0,20 Qceiuta/Jglicose: Da mesma
forma, calculou-se o fator de conversdo de substrato em P(3HB)
(Yprgys) resultando em 0,25 gp(sre)/giicose-

A fim de facilitar a comparacdo entre os cultivos realizados, as
evolugdes das velocidades especificas de crescimento ao longo dos
tempos de cultivos foram agrupadas segundo as linhagens de E. coli
estudadas. Na Figura 4.18 séo apresentados os dados de E. coli JIM101 e
na Figura 4.19 so apresentados os dados de E. coli DH5a. E importante
ressaltar que, para a constru¢do das Figuras 4.18 e 4.19 considerou-se
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gue durante a fase exponencial de crescimento [k tem seu valor maximo
e constante.

o
[n] o oo
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Figura 4. 18 Velocidades especificas de crescimento de E. coli IM101
selvagem (*) e recombinante (0) dos ensaios em biorreator.
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Figura 4. 19 Velocidades especificas de crescimento de E. coli DH5a selvagem
(::) e recombinante (A ) dos ensaios em biorreator.
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Observando-se a Figura 4.18, verifica-se que a cepa JM101
recombinante apresentou, na fase exponencial de crescimento, Um Hmax
(0,72 h™) menor que o da selvagem (0,91 h™). O mesmo comportamento
foi verificado nos valores de pmsx da cepa DH5a (Figura 4.19). Neste
caso a diferenca foi ainda maior. Enquanto que E. coli DH5a selvagem
apresentou Hmax de 0,79 h™, a recombinante apresentou pUmax de 0,27 h

Ao analisar os resultados relativos as velocidades especificas de
crescimento (Mx), verificou-se nas linhagens JM10le DHS50 um
decréscimo nos valores desse parametro cinético de crescimento com a
insercdo do plasmideo pBHR68. A reducdo desses valores é um forte
indicativo que o micro-organismo estudado tem seu desempenho de
crescimento celular afetado com a insercéo do vetor recombinante.

Segundo AYUB (2000), as células recombinantes sao
metabolicamente sobrecarregadas, quando comparadas as células
selvagens, e explica que o nivel de expressdo génica influencia esse
notavel diferencial na velocidade de crescimento especifico das células
recombinantes e ndo recombinantes.

A partir dos cultivos apresentados, pode-se dizer que elevada
velocidade especifica maxima de crescimento nem sempre esta
diretamente ligada a maiores acimulos de P(3HB). Isto significa dizer
gue uma moderada velocidade especifica de crescimento parece estar
associada a maiores fatores de conversdo de substrato em células e de
substrato em produto em meio LB adicionado de glicose como fonte de
carbono. Desta forma, cultivos que apresentaram velocidades de
crescimento celular menores, podem se mostrar mais interessantes do
ponto de vista de producdo de P(3HB) nas condicGes estudadas.

Tendo em vista 0 metabolismo aerdbio da E. coli, é importante
gue a concentragdo de O dissolvido seja mantida acima de 20 % (em
relacdo a concentracdo de saturacdo) com simultaneo controle de px.
Esses parametros sdo considerados formas de controle de processo que
objetivam a formacédo e expressdo de proteina recombinante em E. coli
(GOMBERT, 1996; GOMBERT e KILIKIAN, 1997).

O consumo de oxigénio foi estudado durante os cultivos de E.
coli para estimar os parametros respiratorios deste micro-organismo, nas
linhagens JM101 e DH5a, recombinantes ou ndo, sob as condigdes de
cultivo utilizadas para os ensaios em biorreator. Dentre as grandezas
relacionadas ao consumo de oxigénio estdo a velocidade especifica de
respiracdo (QO,), velocidade especifica de consumo de oxigénio para
manutencdo celular (mo) e fator de conversdo de oxigénio em célula

(YX/O)'
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Na Figura 4.20 sdo apresentados os dados de velocidade
especifica de consumo de oxigénio (QO,) ao longo do tempo, para as
cepas de E. coli JIM101 selvagem e recombinante. Na Figura 4.21 séo
apresentados os dados de velocidade especifica de consumo de oxigénio
(Q0,) ao longo do tempo para as cepas de E. coli DH5a selvagem e
recombinante.
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Figura 4. 20 Perfil da velocidade especifica de consumo de oxigénio (Q0O2) E.

coli IM101 selvagem (¢) e recombinante (0).
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Figura 4. 21 Perfil da velocidade especifica de consumo de oxigénio (Q0O2) E.
coli DH5a selvagem (¢) e recombinante (0).

Ao avaliar as Figuras 4.20 e 4.21 em conjunto com as Figuras
4.18 e 4.19, percebe-se que 0 QO, mostrou relacdo com o crescimento
celular, uma vez que em ambos o0s experimentos o decaimento da curva
de consumo de oxigénio foi mais acentuado na fase inicial dos cultivos,
onde a velocidade especifica de crescimento celular era constante e
méaxima. Posteriormente, quando esta passou a apresentar desaceleracdo
do crescimento, 0 QO, passou a apresentar um comportamento
praticamente constante.

A velocidade especifica de consumo de oxigénio parece nao ter
sido fortemente afetada pela recombinagdo das células na linhagem
JM101. Uma vez que, apesar da diferenca nos tempos de cultivo, E. coli
JM101 selvagem e recombinante apresentaram perfis semelhantes. Por
outro lado, uma diminuicdo mais acentuada nos valores de QO foi
observada na linhagem DH5a. Enquanto E. coli DHS5a selvagem
apresentou valores proximos a 430 Mgoz.geh™, E. coli DH5a
recombinante n&o ultrapassou 300 mgoy.geer ~h ™.

Segundo SCHMIDELL (2001), além da concentragdo de O,
dissolvido, as demais condi¢cBes de cultivo também interferem na
velocidade especifica de respiracdo. Portanto, células que cresgcam em
altas velocidades, como é o caso da E. coli, ttm de apresentar elevadas
velocidades de respiracdo. A partir dessa observacdo, espera-se uma
relacdo linear entre a velocidade especifica de respiracdo e a velocidade
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especifica de crescimento, segundo a equacdo proposta por PIRT
(1975).

Com o objetivo de verificar se a relacdo linear proposta por PIRT
(1975) foi observada nas linhagens de E. coli abordadas nesse estudo,
bem como para estimar os demais parametros cinéticos respiratérios, as
Figura 4.22 e 4.23 foram construidas, relacionando-se as velocidades
especificas de crescimento com as velocidades especificas de respiracdo
celular.

Como verificado anteriormente, na fase exponencial de
crescimento os valores de QO, encontrados foram elevados e com isso
foi dificil realizar a estimativa dos valores desses parametros durante
essa fase. Desta forma, utilizou-se nesta fase de crescimento o valor
médio dos QO, encontrados (para valores de Umax), € assim foi possivel
a construgdo das Figuras 4.22 e 4.23.

y=441,1x+ 59,53

y=3384x+ 5523
R?=0,974

0 01 02 03 04 05 06 07 08
n(ht) 0]

Figura 4. 22 Relagdo entre a velocidade especifica de respiragdo (Q02) e a
velocidade especifica de crescimento (uy,) de E. coli IM101 selvagem (o) e
recombinante (:: ).
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Figura 4. 23 Relagdo entre a velocidade especifica de respiracéo (Q0O2) e a
velocidade especifica de crescimento (jix,) de E. coli DH5a selvagem (00) e

recombinante (0).

Os coeficientes para manutencdo celular obtidos para E. coli
JM101 foram de 55,23 e 58,89 mgo,.gee -h™, para a cepas selvagem e
recombinante, respectivamente. E 0s coeficientes para manutencdo
celular obtidos para E. coli DH50. foram de 52,59 e 25,72 Mgop.Geel -7,
para a cepas selvagem e recombinante, respectivamente.

Ao analisar os valores encontrados para m, nota-se que valores
muito préximos foram encontrados para as cepas selvagens de E. coli
nas duas linhagens, o que ndo aconteceu com as cepas recombinantes. O
m, da cepa JM101 recombinante foi praticamente o dobro do encontrado
para a DH5a recombinante.

O mesmo comportamento foi observado para os fatores de
conversao de oxigénio em células (Yx,0). Em E. coli IM101 os valores
encontrados foram de 2,95 e 2,85 gce|.goz'1, para as cepas selvagem e
recombinante, respectivamente. E os fatores de conversdo de oxigénio
em células (Yx,0) em E. coli DH5a foram de 3,94 ¢ 1,65 gce|.g02'1, para
a cepas selvagem e recombinante, respectivamente.

Como esperado, 0 comportamento observado mostra que, na fase
em que o crescimento celular é maior, a demanda de oxigénio aumentou
ao longo do tempo, uma vez que a concentragdo celular também estava
aumentando, sendo usado apenas em pequena parte do oxigénio para a
manutencdo celular. Em seguida, como 0 crescimento microbiano
reduziu-se de forma acentuada, a demanda de oxigénio também sofreu
um decréscimo, sendo que a maior parte desta demanda é utilizada para
a manutencdo das células ja presentes no meio.

Ao longo deste trabalho foram verificadas diferencas entre as
linhagens de E. coli IM101 ¢ DH50 quanto aos valores dos parametros
cinéticos abordados, tanto antes como ap6s a manipulacdo genética.
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Para facilitar a visualizacdo e discussdo dos resultados obtidos, a Tabela
4.1 foi construida. Adicionou-se a Tabela ainda, os valores para 0s
mesmos parametros cinéticos abordados do produtor natural de P(3HB),
C. necator em cultivo utilizando glicose como fonte de carbono em
meio quimicamente definido.

Tabela 4.1 Parametros cinéticos de E. coli IM101 e DH5a, selvagens e
recombinantes obtidos neste trabalho e de C. necator (IENCZAK, 2011).

Mo
Mmax Yxis Yp@HB)s Yxio -
Cepa k 8 5 R MQyo2.0ce
P @) @) (w00 (MPet
E. coli
niiol 091 7.5500,069 - 2.95 55,23
E. coli
JM+101 0,72 1,32/0072 0,080 2,85 58,89
PBHR68
E.coli 529 032 - 3,04 52,59
DHS(X ] ] ] i
E. coli
DH5a+ 027 020 0,25 1,65 2572
PBHR68
C. 035 062 0,40 338 2284
necator

Nota-se que, em relacdo a velocidade especifica de crescimento, a
linhagem DH350 sofreu uma maior reducdo do que a JM101, quando o
plasmideo pBHR68 foi inserido nas células, e que 0 pmsx da E. coli
JM101/pBHR68 foi praticamente o dobro do encontrado para
DH5a/pBHR68, porém 0 max dessa Ultima mostrou-se 0 mais préximo
do encontrado por (IENCZAK, 2011) para C. necator.

Os valores dos fatores de conversdo de substrato em células e
substrato em produto (Yxss € Yxp) também foram muito distintos entre
as linhagens estudadas. Tomando-se esse pardmetro cinético como base,
a linhagem DHS5o recombinante mostrou-se mais interessante para a
producdo heter6loga de P(3HB), mesmo apresentando Y ;s bem inferior
guando comparado & C. necator. Adicionalmente vale lembrar que os
valores dos parametros cinéticos de C. necator apresentados na Tabela
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4.1 ndo foram obtidos sob mesmas condicdes de cultivo, 0 que por vezes
pode dificultar sua comparacéo.

Os coeficientes para manutencdo celular (mo) obtidos para E. coli
DHS5a foram bem distintos entre si, diferenca menos expressiva foi
observada para E. coli JM10. Analisando esse pardmetro cinético, nota-
se comportamento parecido com o observado na velocidade especifica
méaxima de crescimento, ou seja, E. coli DH50/pBHR68 apresentou
valor mais proximo ao observado no produtor nativo de P(3HB), C.
necator, de 22,84 mgo.geer .

Os valores encontrados para os dois parametros cinéticos
referentes a respiracdo microbiana de E. coli DH5a/pBHR68 calculados
neste trabalho estdo de acordo com os dados encontrados na literatura.
CALIK (2004) investigou os efeitos da transferéncia de oxigénio na
sintese da enzima benzaldeido liase em Escherichia coli recombinante e
obteve Yxo de 1,9 geer.oz " € Mo de 77 Mgoa.Geer ™. FARIAS et al.
(2008) ao estudarem a transferéncia de oxigénio em cultivo com o C.
necator na producéo de P(3HB), encontrou valores de 1,9 gee.go2 ™ €
59,1 Mgoz.geel ~-h™ para Yx,o € Mo, respectivamente.
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5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

Foi possivel a obtengdo de cepas recombinantes de E. coli JIM101
e DH5a, utilizando como vetor de clonagem 0 plasmideo pBHR68.

Com a analise conjunta dos dados experimentais é possivel
concluir que a inser¢do do plasmideo pBHR68 em E. coli JM101 e
DHS5a afetou o desempenho celular, visto a diferenca dos parametros
cinéticos de crescimento e de respiragdo microbiana das cepas antes e
depois da transformagao.

Os resultados observados sugerem que E. coli DHS5a
recombinante é mais adequado para producdo de P(3HB) em meio LB
que E. coli JM101 recombinante, devido ao maior percentual de
acimulo (56 %) e maior produtividade em polimero (0,23 g.L™.h™).
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6 TRABALHOS FUTUROS

Estudos mais aprofundados com E. coli JM101 recombinante
podem levar a melhores resultados através do estabelecimento de
condicdes de cultivo que permitam a manutencgéo da fase exponencial de
crescimento por mais tempo, tendo em vista a sua alta velocidade
especifica maxima de crescimento.

Cabe destacar também que essa linhagem tem a expressao dos
genes recombinantes sob regulacdo de um promotor (lac), permitindo o
estudo de diferentes estratégias e controle da inducdo como, por
exemplo, o instante adequado da inducéo ou a utilizacdo de diferentes
indutores como, por exemplo, a lactose, que possam vir a permitir o
aumento da produtividade de P(3HB).
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Figura Al1Curva tipica padréo para determinacdo da concentragdo de agUcares

redutores totais.
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Figura A2 Curva tipica padrdo para determinacdo da concentracdo de P(3HB).



