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RESUMO

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) constituem um grupo de poliésteres
acumulados por inumeras bactérias na forma de granulos intracelulares Os
PHAs podem representar até 80 % da massa celular seca, em algumas
bactérias, sob condi¢cdes desbalanceadas de crescimento. Dentre os PHAs
mais estudados, destacam-se o poli-3-hidroxibutirato (P[3HB]) e o copolimero
poli-[3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato] (P[3HB-co-3HV] ou PHBV). Estes
sao termoplasticos biodegradaveis podendo ser produzidos
biotecnologicamente, a partir de fontes renovaveis de carbono. Por esta e
outras razbdes, sdo uma das alternativas para a substituicdo dos plasticos
derivados do petroleo. Contudo, esta aplicagao é limitada pelo elevado custo
de producao destes biopolimeros. O P[3HB-co-3HV] apresenta propriedades
termomecanicas muito interessantes, uma vez que a introducdo de unidades
de 3-hidroxivalerato (3HV) reduz a dureza, a cristalinidade e o ponto de fuséo
do polimero. O precursor das unidades de 3HV mais empregado € o acido
propidnico. A analise do genoma de Chromobacterium violaceum (ATCC
12472) confirmou seu potencial para a producao biotecnolégica destes PHAs.
Neste estudo, com o objetivo de avaliar a producdo de P[3HB-co-3HV] por
C.violaceum, cultivou-se a linhagem ATCC12472, sob limitagao de nitrogénio e
fosfato, a partir de glicose (10 g. L") e propionato (0 a 15 mM). Estudou-se o
efeito da adicdo de suplementos (acetato e acido oléico) ou inibidor do
metabolismo do propionato (itaconato), visando estabelecer condigcdes nas
quais a houvesse maior incorporacéo de unidades de 3HV, ao copolimero. A
quantificacdo e caracterizacao dos polimeros foram feitas por cromatografia
gasosa. Os resultados obtidos mostraram que sob limitacdo de fosfato, na
presenca de glicose e propionato 15 mM, ocorreu a maior incorporagcdo de
unidades de 3HV ao copolimero. Nestas condicbes, observou-se uma
producédo de 33,6% de P[3HB-co-3HV] na biomassa (0,086 g. L™), contendo

18,3 mol% de 3HV. Em condigdes similares, porém sob limitagao de nitrogénio,

v



obteve-se uma produgéo de 31,6% de P[3HB-co-3HV] na biomassa (0,25 g. L
1), contendo apenas 3,6 mol% de 3HV. A suplementagdo da cultura, com
extrato de levedura, sob limitacdo de fosfato, na presencga de propionato 10 mM
aumentou a producao de biomassa (0,16 g. L'1), porém, teve efeito negativo
sob a incorporagao de 3HV ao copolimero. C. violaceum é capaz de produzir
P[3HB-co3HV], mesmo sem adi¢cdo de um precursor de 3HV, provavelmente a
partir de intermediarios do metabolismo de aminoacidos. Tanto a
suplementacdo com acetato, quanto com itaconato e acido oléico, nao
incrementaram a incorporagao de 3HV ao copolimero. Os pHs das culturas, ao
final dos cultivos, atingiram valores iguais a 6,0 e 5,0, sob limitagdo de
nitrogénio e fosfato, respectivamente, sugerindo que o decréscimo do efeito
tamponante do fosfato, seja responsavel pela inibicdo do crescimento celular,
sob limitagdo do fosfato. Através deste estudo, foram definidas condi¢cées de
cultivo para C. violaceum que permitiram a producdo de copolimero com
elevado percentual molar de 3HV, o que confere ao polimero caracteristicas

bastante interessantes do ponto de vista biotecnoldgico.



ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) constitute a group of polyesters accumulated by

a number of bacteria growing under unbalanced cultivation conditions. Poly(3-
hydroxybutyrate), P[3HB], and poly(3-hydroxybutyrate-co-3hydroxyvalerate),
P[3HB-co-3HV], are among the most studied PHAs. These polymers are
thermoplastic, biodegradable, and can be biotechnologically produced from
renewable carbon sources. They are considered as alternatives to oil derived
plastics. Nevertheless, PHA application as plastic material is greatly limited by
its elevated production costs. P[3HB-co-3HV] presents some interesting
mechanical properties since the introduction of 3-hydroxyvalerate (3HV) units to
the polymer reduces hardness, crystallinity and its melting point. Propionic acid
is the most widely applied precursor of 3HV unit to be incorporated to P[3HB-
co-3HV]. The Chromobacterium violaceum genome has confirmed its
biotechnological potential PHA production. Aiming to evaluate P[3HB-co-3HV]
by C. violaceum (ATCC12472), in this work, the bacterium was cultivated in
mineral medium, under nitrogen and phosphate limitation, using glucose (10
g.L'1) and propionate (0 to 15 mM), as co-substrate to polymer production. The
effects of the culture supplementation (by acetate and oleic acid) were studied
as well as an inhibitor of propionate metabolism (itaconate), over the
incorporation of 3HV into the copolymer. The produced polymers were
characterized qualitatively and quantitatively by gas chromatography. It was
shown that under phosphate limitation, in presence of glucose and 15 mM
propionate, the highest incorporation of 3HV into copolymer occurred. Under
these conditions, C. violaceum accumulated 33.6 % of P[3HB-co-3HV] of the
biomass (0.086 g. L") containing 18.3 mol% 3HV. Under similar conditions and
nitrogen limitation it was observed an accumulation of 31.6 % of P[3HB-co-3HV]
in the biomass (0.25 g. L), containing only 3.6 mol% 3HV. Supplementation of
phosphate limited cultures with yeast extract, in presence of 10 mM propionate
increased the biomass production (0.16 g. L'1). However a negative effect on
3HV incorporation into coplymer was observed. C. violaceum showed to be able
to produce P[3HB-co-3HV] even in absence of precursors, probably from
amino acids metabolism. Acetate supplementation as well as oleic acid
supplementation did not increase the incorporation of 3HV. At the end of
cultivations the pHs values reached 6.0 and 5.0, under nitrogen and phosphate
limitation, respectively, suggesting that the decrease of growth were caused by
the decrease of the buffering effect of high phosphate concentration. This study
allowed to establish cultivation condition to production of P[3HB-co-3HV], by C.
violaceum containing elevated molar fraction of 3HV.

vi



Capitulo 1

INTRODUGAO

Plasticos sdo um dos materiais descobertos recentemente que causam
grande poluicdo ambiental. Os plasticos de origem petroquimica sé&o
amplamente empregados devido a facil moldabilidade e a alta resisténcia
quimica. Devido ao alto peso molecular e a conformacéo da cadeia carbénica
desses polimeros, a agdo dos microorganismos no processo degradativo é
dificultada, permanecendo no meio ambiente por um longo periodo de tempo.

A incineracdo e a reciclagem sdo meétodos utilizados para a solugao
deste problema. No entanto, ambos custam mais do que a biodegradacao
(Moore e Saunders,1997). Estas alternativas ndo sdo muito viaveis, visto que o
processo de combustdo de plasticos é caro e muito perigoso, e a reciclagem
torna-se um processo dificil devido a diversidade de plasticos comercializados
(Johnstone, 1990).

Consumidores de plasticos tém demonstrado preocupacéao a respeito do
seu acumulo no meio ambiente e ao impacto ambiental. Industrias estdo
ativamente procurando por maneiras de reduzir o uso deshecessario de
plasticos como forma de complementar programas de reciclagem ou de
reutilizacdo. Outras estdo trabalhando em novos materiais ou na modificagao
de materiais para reduzir o impacto ambiental de plasticos (Luzier, 1992).

Muitos paises estdo investindo em programas para diminuir o lixo

plastico, bem como no desenvolvimento de plasticos biodegradaveis (Lee,
1996a).

A substituicido dos plasticos ndo biodegradaveis € uma alternativa
interessante para este problema ambiental, mas necessita de estudos visando

aumentar a producao e reduzir custos de processo.



Os PHAs possuem importantes propriedades que permitem sua
aplicacdo em diversas areas. Sao termoplasticos, insoluveis em agua,
enantioméricos puros, n&o toxicos, biocompativeis e biodegradaveis
(Steinblchel; Eversloh, 2003).

Os PHAs seriam excelentes substitutos dos plasticos convencionais
também em aplicagcdes de descartabilidade muito rapida, pois poderiam ser
depositados em aterros sanitarios, sem causar dificuldades para a degradagao
de outros materiais constituintes do lixo. No caso da existéncia de sistemas de
coleta seletiva, poderiam ser reunidos ao restante da matéria organica e
utilizados na producéao de fertilizantes (Hanggi, 1995). Como na producéo de
PHAs sdo utilizadas matérias-primas derivadas da agricultura e, portanto,
rapidamente renovaveis, teriamos um sistema ciclico e equilibrado, semelhante

aos sistemas naturais.

Figura 1.1 — Fluxos de carbono em um sistema nao ciclico, utilizando plasticos
originados a partir do petroleo e um sistema ciclico utilizando plasticos gerados a

partir de matérias-primas renovaveis — Fonte: Gomez et al.; 1996.



PHAs s&o poliésteres de reservas de carbono e energia produzidos por
algumas bactérias quando a fonte de carbono é abundante, e outro nutriente,
por exemplo, nitrogénio, fosfato ou oxigénio tornam-se limitantes. Quando a
fonte de carbono é exaurida, PHA é utilizado pela bactéria (Kolibachuk et al.,
1999).

A producéao de PHAs por diversas bactérias € conduzida em duas fases.
Uma fase de crescimento celular, sem condi¢cdo limitante, objetivando a
geracao de biomassa, e outra, com limitagdo de algum nutriente, favorecendo o
acumulo de polimero, de acordo com a fonte de carbono oferecida.

A sintese de P[3HB] e de P[3HB-co-3HV] normalmente ocorre quando
ha excesso de fonte de carbono, energia disponivel e limitacdo de pelo menos
um nutriente necessario a multiplicacdo das células bacterianas (N, P, Mg,
Fe,etc) (Brandl et al., 1990).

Polimeros de varias composi¢cdes sdo produzidos, dependendo da
especificidade ao substrato da PHA sintase, da fonte de carbono na qual a
bactéria é cultivada, do microrganismo empregado, bem como do caminho
metabdlico envolvido na utilizagdo da fonte de carbono (Kolibachuk et al.,
1999). C. violaceum é uma das diversas bactérias capaz de produzir o
copolimero P[3HB-co-3HV] a partir de uma fonte de carbono e um precursor
de hidroxivalerato (3HV) como o acido propibnico.

A incorporacdo de mondmeros de valerato ao copolimero resulta na
formacdo de um polimero com caracteristicas industriais mais interessantes
(menos duro e quebradico, mais faciimente moldado) podendo ser usado para
producdo de filmes resistentes ao vapor d’agua e gases, com propriedades
similares ao polipropileno (Marchessault, 1996).

O precursor de valerato mais empregado na produgao do copolimero
P[3HB-co-3HV] é o acido propiénico, no entanto, grande parte do acido
propidnico adicionado ao meio nao é incorporado na forma de valerato. Parte
do acido é desviada para outras vias metabdlicas as quais levam a producao
de ATP.



Diversas estratégias metabodlicas podem ser empregadas de forma a
proporcionar uma maior incorporagao de acido propidnico no polimero na forma
de valerato. O objetivo geral deste trabalho foi estabelecer condigdes de cultivo
adequadas a producao de polihidroxialcanoatos por C. violaceum, com énfase
na producdo de P[3HB-co-3HV], utilizando glicose como substrato e acido
propiénico como precursor das unidades de 3HV. O fato da C.violaceum ter
seu genoma sequenciado facilta o conhecimento do seu metabolismo,
permitindo assim a inducdo ou inibicdo de certas vias metabdlicas que

favorecam a producéao do polimero.

Objetivo Geral

Estabelecer condicdes de cultivo adequadas a producdo de
polihidroxialcanoatos por C. violaceum, com énfase na produgcao de P[3HB-co-
3HV].

Objetivos especificos:

e Estudar o efeito da limitacdo de fosfato e nitrogénio sobre o crescimento
de C. violaceum;

e Estudar o efeito da adicdo de propionato sobre o crescimento celular de
C. violaceum;

e Avaliar a produgdo do copolimero P[3HB-co-3HV] por C.violaceum sob
limitacdo de nitrogénio, e fosfato, utilizando-se glicose como fonte de
carbono, e propionato como precursor das unidades de 3HV;

e Avaliar o efeito da adicdo dos suplementos (extrato de levedura, acido
oléico e acetato) sobre o crescimento celular e a incorporagcéo de
unidades de 3HV no copolimero;

e Avaliar o efeito da utilizacdo de um inibidor enzimatico do consumo de
propionato (acido itaconico) sobre o crescimento celular e a

incorporacao de unidades de 3HV no copolimero.



Capitulo 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - O IMPACTO AMBIENTAL CAUSADO POR MATERIAIS PLASTICOS

Os plasticos tém um papel fundamental na sociedade moderna, onde
sao utilizados de multiplas formas. Além disso, tém-se desenvolvido inumeras
aplicagbes para as quais anteriormente eram utilizados outros materiais, como
metais, vidros, madeira, papel, etc. Ou seja, os plasticos possuem nao apenas
um grande mercado, como também representam um mercado em crescimento
(Gomez et al., 1996). A industria de material plastico, nos Estados Unidos,
movimenta sozinha 50 bilhées de dodlares por ano e 20 % dos rejeitos sé&o
plasticos acumulando 25 milhdes de toneladas por ano. Estima-se que sejam
produzidos 100 milhdes de toneladas de plasticos por ano em todo o mundo.

Devido ao fato de algumas aplicagdes dos plasticos, por exemplo, em
embalagens, serem de descartabilidade muito rapida, associada a grande
dificuldade de degradacdo destes materiais, os plasticos tém despertado
grande preocupagao ambiental (Schimidell; Vitoratto, 1992).

Como a maior parte do lixo é depositada em aterros sanitarios, os
plasticos representam um problema onde, devido a lenta degradabilidade,
comprometem a circulagéo de gases e liquidos, e dificultam a degradacao de
outros materiais descartados (Gomez et al.,1996).

Paralelamente a crescente preocupacdo com problemas gerados pelo
uso de materiais plasticos descartaveis, surgem alternativas visando reduzir
este problema; dentre estas alternativas destacam-se: a reciclagem e
incineracdo dos plasticos de origem petroquimica, incorporacdo de aditivos,
visando aumentar a degradabilidade e, ainda, obtencdo de novos materiais

termoplasticos biodegradaveis (Gomez et al.,1996).



A reciclagem é, sem duvida, dentre essas alternativas, a que mais tem
sido aplicada, embora os custos elevados tenham impedido que a reciclagem
de plasticos convencionais atinja niveis compativeis aqueles do descarte. A
incineragdo, por outro lado, inicialmente foi alvo de grandes criticas,
principalmente devido a geracado de gases toxicos. Atualmente, tem-se aplicado
a utilizacao de filtros que permitem minimizar a emissdo destes gases,
causando assim menos prejuizo ao meio ambiente (Gomez et al.,1996).

Além da dificuldade de degradacdo dos plasticos convencionais, um
segundo problema pode ser citado: a principal matéria-prima utilizada para sua
producdo constitui-se em um recurso ndo renovavel, o petréleo. Assim,
estamos diante de um sistema n&o ciclico, cujo resultado é o aumento da
quantidade de CO; na atmosfera (Rabello, 1987).

Algumas formas de aditivacdo dos plasticos convencionais permitem a
obtencao de plasticos fotodegradaveis, ou seja, que se degradam sob a acao
de raios ultravioleta. A incorporacdo de materiais biodegradaveis aos plasticos
convencionais € outra forma de aditivagcdo que vem conquistando espaco
(Evans; Sikdar, 1990). Dessa forma, permite-se a degradacao de pelo menos
parte do material descartado e a destruicdo de sua estrutura, reduzindo-o a
particulas menores. O principal material utilizado para este fim € o amido.
Diversas empresas tém produzido e comercializado polietileno aditivado com
amido (Perrone, 1991).

O desenvolvimento atual tem permitido identificar novos materiais que
possuem propriedades termoplasticas e caracteristicas de desempenho
semelhantes as dos plasticos convencionais, mas que sao facilmente
degradados pela acdo de microrganismos no meio ambiente, os plasticos
biodegradaveis. Diversos materiais que reunem essas duas caracteristicas
(termoplasticidade e biodegradabilidade) tém sido estudados e produzidos
comercialmente; dentre estes podemos citar: polilactato, poliglicolato, poli-e-
caprolactona (PCL), alcool polivinilico (PVOH), polihidroxialcanoatos (PHAs)
(Perrone, 1991).



2.2 - POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAS)

Dentre os materiais biodegradaveis em desenvolvimento, incluem-se os
polihidroxialcanoatos - PHAs - que despertam atencdo devido as suas
propriedades similares aquelas dos plasticos petroquimicos e a sua completa
biodegradabilidade. PHAs sao poliésteres naturais formados por unidades
repetitivas de acidos hidroxialcandicos. Sao produzidos como reserva de
carbono e de energia e acumulados no interior das células na forma de
granulos por uma grande variedade de microrganismos, em condicdes
particulares de crescimento, tal como, a imposi¢cao da limitagédo de um nutriente
(N, P, Mg, Fe, etc) e a presenca de excesso de carbono (Dawes; Senior, 1973).

A estrutura das unidades monomeéricas, presentes nos diferentes PHAs
depende das espécies bacterianas e da fonte de carbono alimentada durante a
sintese. Contudo, muitos dos precursores usados para o crescimento celular e
sintese do polimero podem conter uma ampla variedade de grupos funcionais
que, quando inseridos a cadeia polimérica, geram um polimero quimicamente
funcional, permitindo modificar as propriedades do material (Fuller, 1999).
Alguns destes poliésteres tém propriedades fisicas similares ao polipropileno,
tornando-os uma alternativa aos plasticos convencionais, além de serem,
produzidos a partir de fontes renovaveis de carbono (Kolibachuk et al., 1999).

Os PHAs constituem uma classe geral de polimeros microbianos
(ésteres poliméricos) da qual os mais estudados s&o o poli-3-hidroxibutirato
(P[3HB] ou PHB) e o poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (P[3HB-co-3HV]
ou PHBV) (Doi, 1990). A estrutura geral da unidade monomérica destes
polimeros é apresentada na figura 2.1. A maioria dos PHAs é um poliéster
alifatico de hidroxiacidos organicos. A composi¢cao da cadeia lateral ou do
radical R e o valor de n determinam a identidade da unidade monomeérica ( Lee,
1996a ).
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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 polihidroxialcanoatos. Fonte: Lee, 1996a.

As unidades constituintes de PHAs sdo divididas em trés grandes
grupos, com base no comprimento da cadeia monomeérica principal; assim,
temos os hidroxialcanoatos de cadeia curta (HAscL), contendo de 3 a 5 atomos
de carbono, os hidroxialcanoatos de cadeia média (HAwcL), contendo de 6 a 16
atomos de carbono. O termo hidroxialcanoatos de cadeia longa (HA_cL) refere-
se a mondmeros com mais de 17 atomos de carbono na cadeia. Entretanto, até
o momento, em nenhum PHA, produzido por bactérias, foram identificados

monémeros com mais de 16 atomos de carbono (Steinblchel; Valentin, 1995 ).

A sintese e incorporacao destes mondémeros dependem do fornecimento
de um substrato adequado que possa ser convertido no hidroxiacil-CoA (HA-
CoA) desejado, através das reagdes metabodlicas existentes na célula
bacteriana. Além disso, € necessario que a célula bacteriana contenha uma
enzima denominada PHA sintase, que é capaz de incorporar o hidroxiacil-CoA

sintetizado a uma cadeia polimérica, conforme esquematizado na figura 2.2.
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OH (0]
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R-CH-(CH,),-C-SCoA
Hidroxiacil-CoA

Hidroxiacil-CoR | PHA sintase

CoASH I

Figura 2.2 — Sintese de hidroxiacil-CoA e sua incorporacio ao poliéster bacteriano.

Fonte — Gomez et al., 1996.

Uma classificagcao preliminar permite separar as bactérias, com relagéo
ao tipo de PHAs acumulado em dois grandes grupos. No primeiro grupo
encontram-se as bactérias acumuladoras de PHAs contendo apenas
hidroxialcanoatos de cadeia curta (C; a Cs), e/ou mais raramente
hidroxialcanoatos de cadeia média, (Cs), sendo a principal representante deste
grupo a Ralstonia eutropha. No segundo grupo estdo incluidas as bactérias
que incorporam apenas hidroxialcanoatos de cadeia média (Cs a Cq5). Deste
segundo grupo sao representantes as Pseudomonas. Essas diferengas
parecem ser determinadas essencialmente pelo tipo de PHA sintase presente
nessas bactérias, uma vez que a clonagem em P.oleovorans dos genes
responsaveis pela sintese de PHB em R.eutropha determinou, apos cultivo em
diferentes acidos organicos, a sintese de dois PHAs distintos, um contendo
apenas 3HB e outro contendo mondémeros de hidroxialcanoatos de cadeia de

comprimento médio (Timm; Steinbuchel, 1990).



O P[3HB] apresenta propriedades que, em alguns aspectos,
assemelham-se aquelas do polipropileno, ou seja, a boa processabilidade em
equipamentos comumente usados para processamento de poliolefinas e outros
plasticos sintéticos, tornando-se adequado para moldagem por injecéo,
extrusdo, indicando que PHAs podem ser adequados para aplicacbes em
varias dareas como substituto parcial dos plasticos sintéticos nao
biodegradaveis (Steinbichel; Fliichtenbusch,1998).

Contudo, o P[3HB-co-3HV] apresenta maior utilidade que o P[3HB]
devido as suas propriedades termomecanicas. As unidades repetidas de 3HV
na cadeia polimérica reduzem a dureza, a cristalinidade e o ponto de fusdo do
polimero, aumentando dessa forma, a flexibilidade e elasticidade e,
consequentemente, sua resisténcia ao impacto, melhorando sua
processabilidade (Byrom,1987;Weiner,1997;Du et al., 2001a).

PHB e outros PHAs podem ser completamente degradados a diéxido de
carbono e agua (e metano sob condigdes anaerdbias) pelos microrganismos no
ambiente (Du et al., 2001b), sendo facilmente degradado no solo (Grothe et al.,
1999).

Diferentes unidades monoméricas podem ser identificadas como
constituintes de PHAs em varias bactérias, no entanto, poucos
polihidroxialcanoatos s&do produzidos em quantidades suficientes para
caracterizacdo e desenvolvimento de potenciais aplicacdes (Lee, 1996a). As
variagdes no tamanho da cadeia polimérica e dos monémeros constituintes
ampliam as propriedades dos PHAs e suas potenciais aplicagées (Madison;
Huisman, 1999). As propriedades fisicas e mecanicas dos
polihidroxialcanoatos, como: elasticidade, rigidez, temperatura de fuséao,
resisténcia a extensao, resisténcia a solventes organicos entre outras, estdo

relacionadas com a composigdo monomeérica dos polimeros (Du; Yu, 2002).

O PHB é um material rigido e quebradico, o que o caracteriza como um
polimero com propriedades elasticas pouco satisfatérias. Por outro lado,
polimeros de cadeia média (mcl-PHA) sao altamente elasticos. Estudos

recentes nesta area vém desenvolvendo um novo tipo de copolimero, com
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unidades monoméricas de cadeia curta e média, a partir de bactérias
recombinantes (Tsuge, 2002). Esses polimeros sdo mais ducteis e de facil

moldagem quando comparados ao homopolimero PHB.

A incorporacdao de unidades de valerato (3HV) ao P[3HB] resulta na
formacao do copolimero P[3HB-co-3HV]. O copolimero apresenta propriedades
mais interessantes do ponto de vista comercial (Byrom, 1987), visto que a
incorporacao de valerato diminui os niveis de cristalinidade e o ponto de fusao
do polimero. A incorporagao de 3HV entre 17 a 20 % permite a obtengao de um

copolimero com melhor flexibilidade e resisténcia ao impacto (Holmes, 1985).

A tabela 2.1 apresenta algumas propriedades dos copolimeros conforme

o indice de incorporacao de valerato.

Tabela 2.1- Propriedades de P[3HB-co-3HV] conforme a incorporacgao de valerato

Ponto de - Resisténciaa Resisténcia ao
P(3HB-co-3HV) Fusao (°C) Rigidez (GPA) pressido (Mpa) impacto (J/m)
3% mol de HV 170 29 38 60
9% mol de HV 162 1,9 37 95
14% mol de HV 150 1,5 35 120
20% mol de HV 145 1,2 32 200
25% mol de HV 137 0,7 30 400
P(3HB) 179 3,5 40 50
Polipropileno 170 1,7 34,5 45
Poliestireno 110 3,1 50 21

Fonte: Adaptado de Lee, 1996b.

2.3 - HISTORICO DOS PHAS

O primeiro polihidroxialcanoato a ser estudado foi o poli-3-hidroxibutirato
P[3HB], o qual foi descoberto por Lemoigne por volta de 1926. Wallen e
Rohdwedder em 1974 observaram a presenca de P[3HB] e poli (3-
hidroxivalerato) em aguas residuarias, através da extracdo com cloroférmio
(Anderson; Dawes, 1990).

A comercializacdo do P[3HB], o protétipo da familia dos PHAs foi
primeiramente feito pela W.R.Grace Co, nos anos 50 (OTA, 1993). Em 1976, a

empresa inglesa Zeneca Bio Products, antigamente Imperial Chemical Industrie
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(ICl), retomou a avaliagdo do PHB, objetivando sua produgcéo e
comercializacdo como uma alternativa aos plasticos gerados a partir de
matérias-primas derivadas do petréleo. Os primeiros resultados demonstraram
que o PHB é um material de dureza elevada e quebradigo, o que restringe
suas aplicacbes. Em 1981 foi depositada uma patente descrevendo um
processo, no qual a bactéria aerdbia R. eutropha foi utilizada para a produgao

de copolimeros contendo 3HB e 3HV (Byrom, 1990).

No periodo de 1982 a 1988, Chemie Linz GmbH em colaboragdo com a
Petroquimica Danubia (PCD) produziu P[3HB] a partir da sucrose como
substrato e em 1991 comecgou a producéo piloto de 2 toneladas (Biomer, 2003).
No comeco dos anos 90, Zeneca UK produziu P[3HB-co-3HV] por fermentagao
bacteriana usando uma mistura de glicose e acido propidnico. Naquele tempo,
o polimero produzido em planta piloto da Zeneca foi ofertado a U$ 30/Kg e
projetou-se produzir numa planta comercial 5000 ton/ano do material para ser
comercializado abaixo de U$ 8-10/Kg, sendo ainda um prego proibitivo para

uma aplicagdo em grande escala.

Em 1996, Zeneca vendeu seu negocio chamado de Biopol para
Monsanto, que continuou as investigagcdes iniciadas pela Zeneca na produgéo
de PHAs em culturas geneticamente modificadas, especialmente na expressao
dos genes para sintese de PHAs. Em paralelo, a Monsanto comercializou
pequenos volumes produzidos de Biopol P[3HB-co-3HV] por meio de
fermentagcdo. Em 1998, a Monsanto cessou suas operagbes com PHAs
(Bohlmann, 2000) e em 2001 vendeu seu Biopol para a US Biotechnology
Company Metabolix (Metabolix, 2003). Hoje a Metabolix esta produzindo PHAs
através de fermentacao de acgucar de milho em fermentador comercial de 50
m°. A Metabolix atingiu altas taxas de producdo com tempo total de
fermentacdo de menos de 40 h e diz que a meta para uma produgao
comercialmente viavel de PHA esta para ser atingida. Em paralelo, Metabolix
continua pesquisando e desenvolvendo producbes de PHAs em culturas

geneticamente modificadas.
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Uma companhia ndo associada em geral com o campo da biotecnologia,
Proctor & Gamble (P&G) comprometeu-se com esforgcos em pesquisa e
desenvolvimento para comercializar a Nodax variedades de PHAs (P&G,
2003). P&G patenteou recuperando e processando caminhos para estes
polimeros na qual foi licenciado pela Companhia Japonesa Kaneka. A Kaneka
esta desenvolvendo um processo comercial e espera-se estar produzindo
grandes volumes (20.000 ton/ ano ou mais) de P[3HB-co-3HHx] em 2005. Para
viabilidade comercial, concentracées de PHA de 60 a 80 g/L devem ser
atingidas (P&G, 2001).

Residuos de alimentos atualmente estdo sendo utilizados para a
producdo de PHAs com altos valores de substratos, como sucrose, 6leos
vegetais e acidos graxos. Na teoria, qualquer fonte de carbono pode ser
utilizada, incluindo lignina da celulose a partir de produtos da agricultura. Em
pratica para PLA e outros poliésteres, um maior aperfeicoamento em
rendimentos nas fermentagdes pela engenharia metabdlica de microrganismos,
juntamente com avancgos em pré-tratamento de residuos (ex: novos processos

enzimaticos) sao pré-requisitos para uma mudanca na utilizacdo de residuos.

Em meados da década de 90, teve inicio no Brasil o desenvolvimento de
tecnologia para a producdo de plasticos biodegradaveis e biocompativeis,
empregando matéria-prima renovavel, em especial a derivada da cana-de-
agucar, a partir de um projeto cooperativo desenvolvido pelo Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas (IPT), Copersucar e Universidade de Sdo Paulo. Apos
um levantamento de oportunidades, foi selecionado um grupo de polimeros da
familia dos polihidroxialcanoatos (PHAs) que podem ser produzidos por
bactérias em biorreatores a partir de alguns carboidratos (Silva; Rodrigues;
Gomez, 2001).
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2.4 - APLICAGOES DOS PHAS

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas de moldabilidade e
terpolimerismo, o P[3HB] e principalmente o P[3HB-co-3HV], foram
inicialmente usados na manufatura de garrafas, filmes e fibras para
embalagens biodegradaveis, bem como, sacos de protecéo para plantas. Além
disso, filmes de PHAs podem ser aplicados em papelao para formar uma
pelicula impermeavel e produzir um material composto completamente
biodegradavel, o que €& uma alternativa aos materiais compostos n&o
biodegradaveis preparados a partir de, por exemplo, papeldo mais polietileno
ou aluminio (Steinbtichel; Flichtenbusch, 1998).

Os PHAs também tém suas aplicagdes na area meédica, tais como
materiais osteossintéticos e suturas cirurgicas. Por sua biocompatibilidade,
estes biopolimeros podem ser aplicados como matriz de materiais para a
liberacao lenta de farmacos, horménios, herbicidas, inseticidas e fragrancias
para industrias farmacéuticas e de alimentos. As aplicagbes médicas e
farmacéuticas do P [3HB] séao, todavia, restritas devido a sua biodegradacgao
muito lenta e elevada estabilidade hidrolitica em tecidos estéreis.

Os PHAs tém sido utilizados também no desenvolvimento de materiais
aplicados a area médica relacionada ao tratamento de doencas
cardiovasculares. O P[3HB] esta sendo empregado em sutura do pericardio em
cirurgias cardiovasculares sem formacdo de adesdes entre o coragdao e o
esterno, com sucesso (Reddy et al., 2003).

A aplicagdo de PHAs em substituicio aos plasticos de origem
petroquimica ainda ndo é muito viavel economicamente, devido ao custo
elevado de producdo, a partir de substratos carbénicos comuns. O uso de
plantas transgénicas seria uma op¢éo para se diminuir o custo de producéo,
visto que produziriam alta biomassa com alto conteudo de PHAs. Contudo, na
area médica é interessante o uso de PHAs, visto que este nicho de mercado
nao consome o biopolimero em larga escala e o preco nao € um fator limitante,
como na industria de plasticos em geral.

Tem sido estudado o uso de PHAs como matéria-prima para a produc¢ao
de tintas (Steinblchel; Flichtenbusch, 1998).
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Em suma, inUmeros materiais biodegradaveis termoprocessaveis tém
sido produzidos, com propriedades fisicas e degradativas as quais podem ser
alteradas através da variacao das fragdes molares de determinadas unidades
monomeéricas em copolimeros de PHAs. A composicao destes copolimeros
depende tanto da fonte de carbono a partir do qual séo sintetizadas, assim
como do microrganismo produtor. Certamente estes copolimeros sao um grupo
de materiais promissor, pois possuem caracteristicas particulares interessantes

a cada uma das provaveis aplicagdes. (Sasikala; Ramana, 1996).

2.5 - MICRORGANISMOS PRODUTORES

Os microrganismos capazes de acumular PHAs sao geralmente as
bactérias Gram-positivas e Gram -negativas (Byrom, 1987), que podem ser
encontradas na natureza, isto €, no solo, agua do mar, efluentes, etc. A selegéo
do microrganismo e do substrato tem grande influéncia no custo de fabricacao
do PHA (Anderson; Dawes, 1990). E desejavel que as cepas tenham
velocidade especifica de crescimento e de produgcédo de PHA elevados, que
possam utilizar substratos de baixo custo, que apresentem uma porcentagem
elevada de PHA em relagcdo a massa total seca e, finalmente, é importante que
haja um fator de conversao de substrato em PHA bastante elevado (Ramsay,
1994a). O elevado custo de producdo de PHA se deve, em grande parte, ao
processo de extracdo do polimero. Para que este seja rentavel, €, necessario
que a cepa produtora seja capaz de acumular pelo menos 60% de sua massa
celular em polimero.

Este critério elimina da selecao todas as bactérias Gram-positivas e
aquelas que n&o séo capazes de acumular porcentagens elevadas de polimero
(Ramsay et al., 1990). A tabela 2.2 apresenta a porcentagem de PHA que

alguns microrganismos podem acumular.
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Tabela 2.2 - Porcentagem de PHA acumulado por alguns microrganismos

Microrganismo % de acumulo
Ralstonia eutropha 96
Azospirillum 75
Azotobacter 73
Baggiatoa 57
Leptothrix 67
Methylocystis 70
Pseudomonas 67
Rhizobium 57
Rhodobacter 80

Fonte: Rediff Home Page

Alguns dos microrganismos principais produtores de PHAs sao:
Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas
oleovorans, Escherichia coli. Estas bactérias sdo divididas em dois grupos,
baseados na dependéncia de limitagdo de nutrientes para a producao de
biopolimeros. O primeiro grupo requer a limitagcdo de um dos nutrientes para a
producdo de PHAs e o segundo grupo acumula PHAs ja durante a fase de
crescimento. Dentre as citadas, pertencem ao segundo grupo somente
Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii e Escherichia coli recombinante (Lee,
1996a). As demais acumulam polimero apenas sob limitacdo de nitrogénio,

fosfato, enxofre, oxigénio, etc.

2.5.1 — Azotobacter

Azotobacter sp foi a primeira bactéria escolhida para a sintese industrial
de P[3HB] por ser capaz de utilizar sacarose e glicose como substrato.
Entretanto, ela foi rejeitada por produzir, paralelamente ao P[3HB], um
polissacarideo (alginato), tornando o processo de dificil controle (Byrom, 1987).
Para tentar melhores condigdes de producao, Page e Knosp (1989) estudaram
uma cepa mutante de Azotobacter vinelandii capaz de acumular quantidades
de P[3HB] superiores a 75 % de sua massa seca, com um fator de converséo

de glicose em polimero de 0,33 g. g'. Apds estabelecer que o valerato era o

16




melhor precursor de 3HV, Page (1992) usou sais em combinacdo com melago
de beterraba para produzir P[3HB-co-3HV] a partir desta cepa mutante de
Azotobacter vinelandii. Os autores concluiram que a capacidade desta cepa de
utilizar melaco de beterraba como fonte de carbono reduziria a metade o custo
de producéo de PHAs formados a partir da glicose. Contudo, observaram que a
produtividade obtida ainda era inferior se comparado com o que se consegue

usando Ralstonia eutropha (Ryu et al., 1997).

2.5.2-Alcaligenes

Alcaligenes latus sintetiza PHA associada ao crescimento. No entanto
esta cepa € capaz de acumular quantidades maiores de PHA em condicbes de
limitacdo de algum nutriente (Choi e Lee, 1999). E relatado que a industria
austriaca Chemie Linz GmbH produziu até 1000 Kg/ semana de PHB a partir
de sacarose, utilizando A. latus como microrganismo produtor (Madson and
Huisman, 1999). Uma desvantagem na utilizacdo deste microrganismo é sua
sensibilidade aos precursores utilizados na produgdo de P[3HB-co-3HV]
(Ramsay et al., 1990).

2.5.3 — Pseudomonas

As bactérias deste género podem produzir tanto polihidroxialcanoatos de
cadeia lateral média (PHAwmsc) quanto de cadeia lateral longa (PHALcL) (De
Smet et al.,1983; Preusting et al., 1991; Fuller et al.,1988). As PHA sintases de
Pseudomonas apresentam especificidade por hidroxiacil-CoA (HA-CoA) de
cadeia média (HAucL-CoA) e estes substratos podem ser produzidos a partir da
beta-oxidagdo de acidos graxos de cadeias longas ou médias. Sendo assim
estes acidos graxos s&o os substratos para a biossintese de PHAs nestas
bactérias.

Varios substratos de baixo custo tém sido testados para producéo de
PHAs por Pseudomonas, entre estas, sebo de origem animal. O sebo é

composto de uma mistura de triacilglicerdis, contendo principalmente os acidos
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oléico, estearico e palmitico, como seus componentes graxos, representado
substratos interessantes para a producao de PHAs por este género de bactéria
(Madson and Huisman, 1999). Contudo, a maioria das Pseudomonas estudada
nao possuem atividade de lipase. Apenas Pseudomonas resinovorans, possui
esta atividade, sendo capaz de acumular até 15% do seu peso seco em PHA, a
partir deste substrato ( Cromwick; Lenz, 1996).

Tem sido descrito que algumas cepas de Pseudomonas acumulam
copolimeros constituidos de 3-hidroxibutirato e de acidos 3- hidroxialcandicos
de cadeia média (Lee, 1995). E sugerido que PHAscL e PHAucL sdo exclusivos
sendo cada um provavelmente devido a especificidade da PHA sintase pelo
substrato. Assim, um organismo que sintetiza PHAs contendo ambos polimeros
de cadeia curta e média é notavel, podendo ser capaz de produzir copolimeros

com propriedades interessantes.

2.5.4 - Ralstonia eutropha

A R.eutropha é um dos microrganismos mais estudados e aplicados
para producao de PHAs. Diferentemente de A. latus, esta bactéria so inicia o
acumulo de PHA a partir do final da fase exponencial de crescimento. R.
eutropha foi o organismo escolhido pela ICI (Imperial Chemical Industries) para
o desenvolvimento da producdo industrial do P[3HB-co-3HV]. Este
microrganismo foi escolhido porque cresce bem em meio minimo, a 30°C, em
varias fontes renovaveis de carbono, exceto em glicose, e é capaz de acumular
até 80 % de seu peso seco em polimero. Mutantes capazes da utilizagao de
glicose foram selecionados e utilizados para produzir 300 toneladas/ ano de
P[3HB-co-3HV] (Byrom, 1992). A producédo de polimero por R.eutropha é
realizada em duas fases, uma fase inicial de crescimento nao limitado visando
a producdo de massa celular, seguida de uma fase limitada em algum

nutriente, exceto carbono, com acumulo de polimero (Byrom, 1987).
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Industrialmente, a R.eutropha é uma bactéria amplamente empregada
para producdo de PHAs, em especial P[3HB] e P[3HB-co-3HV] (Lee et al.,
1999). Na producédo de copolimero, acido propiénico € adicionado no meio
durante a fase de acumulo e a proporgao de valerato incorporada depende da
razao de alimentagao acido propiénico / agucar. Essa bactéria também é capaz
de acumular polimero contendo monémeros de 4-hidroxibutirato (4HB) e 5-
hidroxivalerato (5HV), conforme o substrato utilizado (Anderson e Dawes
1990).

2.5.5- Producao de PHAs em plantas

Recentemente estudos variados estdo sendo realizados a fim de se
implementar a producao de P[3HB] em plantas. A producdo de PHA em escala
agronémica aumentaria a sintese dos biopolimeros para milhdes de toneladas
sendo infinitamente vantajosa quando se compara a produgado por processo
fermentativo. Potencialmente os PHAs poderiam ser produzidos a um custo de
U$$ 0,20 a 0,50 /Kg, caso fossem sintetizados por plantas a uma porcentagem
variando entre 20 a 40 % de seu peso seco, podendo competir com 0s
plasticos oriundos do petréleo (Reddy et al., 2003).

Inumeras dificuldades sdo encontradas ao tentar-se expressar os genes
da biossintese de PHB em plantas porque, ao contrario das ceélulas
procarioticas, as eucarioticas sdo altamente compartimentalizadas e os genes
a serem expressos devem ser direcionados a uma organela na qual a
concentracao de acetil- CoA seja elevada, mas possa ser utilizada sem
comprometer o crescimento da planta. Além disso, alguns estudos mostraram
que o acumulo do polimero em determinados compartimentos, por exemplo, no
nucleo, parece ter inibido o crescimento de vegetal.

As plantas oleaginosas sao interessantes para a sintese de PHAs, visto que
o PHB e o d6leo sao derivados da acetil-CoA. Estratégias utilizando engenharia
metabodlica podem ser empregadas para deslocar a acetil-CoA apenas para a

producéo de PHB, diminuindo a proporgao de oleo. Outras plantas testadas
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para producdo de PHAs sao Gossypium hirsutum (algoddo) e Zea mays
(milho). Empresas como Monsanto (USA) E Zeneca (UK) estado investindo em

estudos para producao de PHAs a partir de plantas, como soja (Reddy, 2003).

2.5.6- Escherichia coli recombinante

Cepas de Escherichia coli abrigando os genes de biossintese de PHAs
de Ralstonia eutropha sao empregados com freqliéncia para a producao de
P[3HB] com alto conteudo de polimero e alta produtividade. Diversos
plasmidios foram desenvolvidos a fim de se produzir PHA em E coli (Lee, 1996
a).

A producgado de P[3HB-co-3HV] por E coli recombinante é considerada
dificil visto que essa bactéria ndo utiliza o acido propidénico com eficiéncia.
Entretanto, estudos recentes empregando cepas mutantes de E coli ou acido
acético e oléico como indutor na cultura tém sido bem sucedidos.

E. coli é capaz de utilizar diversas fontes de carbono, incluindo glicose,
sacarose, lactose e xilose. Isso representa uma reducéo potencial no custo de
producdo de PHAs pela utilizacdo de substratos baratos, como: melago, soro
de leite e hemicelulose hidrolisada (Lee e Chang, 1995).

A bactéria E.coli apresenta como vantagens o rapido crescimento celular
a altas temperaturas, a auséncia de despolimerases e a facil lise celular. O
custo da extragdo dos granulos de PHA € menor a medida que as células séo
facilmente lisadas (Steinblchel e Schlegel, 1991; Wang e Bakken, 1998;
Madison e Huisman, 1999).

Uma outra vantagem da E.coli é o fato desta bactéria ter seu genoma e
fisiologias bem caracterizadas. Isso oferece vantagens para manipulagao
genética e desenvolvimento de estratégias de engenharia metabdlica.

O custo da producdo de PHA usando a cepa produtora natural
R.eutropha é de U$$ 16/Kg. Alguns estudos mostram que utilizando E.coli
recombinante o custo de produgdo pode ser reduzido para U$$ 4/ Kg. Sendo
assim, o emprego de E.coli recombinante pode ser considerado promissor para

se minimizar custos na producao de PHA (Lee, 1996 a).
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2.5.7 - Chromobacterium violaceum

A presencga de Chromobacterium violaceum no Brasil foi relatada no ano
de 1976, quase um seculo depois de sua descoberta por Boisbaudran em
1882. Foram coletadas amostras de agua da estacdo de tratamento na cidade
de Manaus para analise bacteriologica, e os resultados indicaram a presenca
de colbnias bacterianas violetas. Foi a primeira vez que se isolou e estudou
este microrganismo no Brasil (Caldas, 1977; Caldas et al., 1978).

No ano de 2000, devido ao seu potencial biotecnolégico, a bactéria
C.violaceum, foi escolhida pelo Ministério das Ciéncias e Tecnologia (MCT)
para ser o primeiro microrganismo a ter o seu genoma completamente
sequenciado por uma rede nacional de sequenciamento, compreendendo 25
laboratdérios sequenciadores, um centro de bioinformatica e 3 laboratérios
coordenadores distribuidos por todo o Brasil. A sequéncia completa do seu
genoma foi finalizada e publicada em 2002 (BRAZILIAN NATIONAL GENOMA
PROJECT CONSORTIUM, 2003).

A producdo de polihidroxialcanoatos € uma caracteristica importante

observada em culturas de C.violaceum (Kolibachuk et al., 1999).

Figura 2.3 — Micrografia eletronica da Chromobacterium violaceum. Disponivel em
www.unb.br/acsweb/imagens/bactérial.jpg, acesso em 17 janeiro de 2003.

Pode-se citar mais alguns aspectos do potencial biotecnolégico da
C.violaceum como a sintese de outros polihidroxialcanoatos de cadeia curta, na

qual representam alternativas para plasticos derivados da petroquimica,
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hidrolise de filmes plasticos, produgcdo do pigmento violaceina que possui
atividade antiviral e antimicrobiana (BRAZILIAN NATIONAL GENOMA
PROJECT CONSORTIUM, 2003).

Steinbilchel e colaboradores (1993) relataram que C.violaceum DSM
30191 e outras duas cepas desta espécie mostraram-se capazes de sintetizar
e acumular o homopolimero de acido 3- hidroxivalérico (3HV) acima de 65% da
massa celular seca durante o cultivo em culturas de batelada alimentada com
acido valérico como unica fonte de carbono e limitagao da fonte de nitrogénio.
A partir de frutose, gluconato, propionato ou hexanoato, o homopolimero de 3-
hidroxibutirato (3HB) foi acumulado.

Embora esta bactéria seja capaz de utilizar acido valérico como unica
fonte de carbono para o crescimento, a partir da degradacdo do valerato a
intermediarios do metabolismo central do carbono, por exemplo, acetil-CoA,
este ndo resulta na incorporacéo de 3HB. Entretanto, desde que poli [3HB] foi
sintetizado a partir de outras fontes de carbono, como gluconato, a
especificidade da PHA sintase da C.violaceum nao é restrita ao uso de 3-
hidroxivaleriFCoA como substrato, mas parece assemelhar-se a Ralstonia
eutropha (Haywood et al, 1989).

Em estudos posteriores, Kolibachuk et al, (1999) clonaram e
sequenciaram os genes codificadores da beta cetotiolase e PHA sintase de C.
violaceum (DSM30191). A expressao heterdloga dos genes clonados e
inseridos em E. coli recombinante, ndo resultou no acumulo de polimero.

Os estudos sobre a produgao de PHAs por C. violaceum a partir de
diferentes fontes de carbono, sob limitacdo de nitrogénio, realizados por
Kolibachuk et al (1999) e por Steinbuchel et al (1993), apresentam alguns
resultados discrepantes quanto a incorporacdo de unidades de valerato, ao
copolimero P[3HB-co-3HV], quando acido valérico e frutose sdo uma das
Unicas fonte de carbono, sob limitacdo de nitrogénio. As tabelas 2.3 e 2.4

apresentam os resultados obtidos por cada autor.
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Tabela 2.3 -Acimulo de PHAs por C.violaceum DSM 30191 em diferentes substratos

sob limitag&o de nitrogénio.

Composigao do polimero (mol %)

Fonte de carbono %PHA 3HB 3HV 3HC
Glicose 38 ‘198 2 Tr
Frutose 26 92 8 Tr
Gluconato 2 100
Acido butirico Tr 100
Acido valérico 28 12 88
Acido hexandico 9 68 32 Tr
Acido heptandico 15 5 95 Tr
Acido octandico 4 78 22
Acido nonandico 22 10 90
Acido decandico 14 90 9 Tr
Acido miristico 41 97 3 Tr
Acido palmitico 41 99 Tr Tr
Acido estearico 50 99 1 Tr

Tr°= tragos, menos que 0,45 mol % ; Tr= tragos
(Fonte : KOLIBACHUK et al.; 1999).

Tabela 2.4 -Composicdo do PHA acumulado por C.violaceum DSM30191 sob

limitagdo de nitrogénio.

Composigao do polimero (mol %)

Fonte de carbono PHA (%) 3HB 3HV
Frutose 10,5 100 Nd
Gluconato 20,1 100 Nd
Propionato 1,2 100 Nd
Valerato 43,8 Nd 100
Hexanoato 16,3 100 Nd
Heptanoato Nd - -
Octanoato Nd - -
4-hidroxibutirato Nd - -
4-hidroxivalerato Nd - -

Nd-n&o detectavel (fonte: Steinbuchel et al., 1993).
De qualquer modo, estes resultados indicam que a especificidade da
PHA sintase de C.violaceum pelo substrato é provavelmente restrita a

hidroxiacil-CoAs de cadeia curta.(3HAscL), similar a sintase de R. eutropha.
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2.6 - DEGRADAGAO INTRACELULAR DE PHAS

Uma importante caracteristica dos PHAs é sua biodegradabilidade. Na
natureza, varios microrganismos sao habeis para degradar PHAs pelo uso de
PHA hidrolases e PHA despolimerases. As atividades destas enzimas podem
variar e dependem da composi¢dao do polimero, sua forma fisica (amorfa ou
cristalina), as dimensbées das amostras e das condicbes ambientais. O tempo
de degradacado de um produto formado, por exemplo, por P[3HB] é da ordem
de poucos meses (digestdo anaerdbica) ha anos (agua do mar) (Madison e
Huisman, 1999).

A degradacdo enzimatica do polimero é uma reacdo heterogénea que
envolve duas etapas: adsorcao e hidrélise. A etapa inicial consiste na adsorcao
da enzima na superficie do polimero, a etapa subsequente consiste na hidrolise
das cadeias poliméricas pelo sitio ativo das enzimas (Sudesh et al., 2000).

A degradacao de P[3HB] e P[3HB-co-3HV] ocorre em sistemas aerdbios
e anaerdbios, sendo que em ambientes aerdbios os produtos finais da
degradacédo sao dioxido de carbono, agua e humus. Em condigcdes anaerdbias,
metano também é produzido (Luzier, 1992).

A velocidade de biodegradacao dos polimeros depende de fatores como:
area superficial, atividade microbiana, ambiente disponivel, pH, temperatura,
nivel de mistura e presenca de outros materiais nutrientes (Sudesh et al.,
2000).

A tabela abaixo apresenta o tempo necessario para a degradacio
completa de um filme de 1 mm de P[3HB-co-3HV] em diferentes ambientes.

Tabela 2.5- Biodegradagao de um filme de P[3HB-co-3HV] em diversos ambientes.

Ambiente Numero de semanas necessarias para
100% de perda de massa
Ambiente anaerdbio 6
Sedimentos estuarios 40
Ambiente aerdbio 60
Solo 75
Agua do mar 350

Fonte: Luzier, 1992.
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A degradagao microbiana de PHAs no solo é favorecida com o aumento
da temperatura, sendo que o copolimero P[3HB-co-3HV] tende a degradar
mais rapidamente do que o homopolimero P[3HB] (Mergaert et al., 1993).

A degradacao intracelular de P[3HB] é efetuada através de uma
sequéncia de reagdes envolvendo, nesta ordem, PHA despolimerase, D(-)-3-
hidroxibutirato desidrogenase e acetoacetil sintetase para formar acido D-3-
hidroxibutirico e acetil-CoA (Doi, 1990, Jendrossek et al., 1996). O acetoacetil-
CoA é um intermediario comum para as vias de sintese e degradacado de
P[3HB]. Doi et al (1992) estudaram a cinética de acumulo e degradacao de
P[3HB] em R. eutropha e descobriram que a degradagao do polimero é dez
vezes mais lenta que a sua sintese. A degradacio de polimero é controlada
pela inibicdo da 3-hidroxibutirato desidrogenase pelo acetoacetato e o NADPH
(Byrom, 1987).

2.7 - BIOSSINTESE DE PHAS

A biossintese de PHAs depende da capacidade metabdlica da célula
bacteriana em sintetizar hidroxiacil-CoA a partir do substrato, bem como da
presenca de uma PHA sintase que permita a incorporagdo do monémero ao
poliéster, o que pode ser observado na figura 2.4 que ilustra a via metabdlica

de sintese de PHB a partir de carboidratos.

2.7.1 - Sintese de P[3HB]

Dentre todos os PHAs, o melhor estudado tem sido o P[3HB],
principalmente por ter sido o primeiro a ser descoberto por Lemoigne em 1926.
Na sintese de PHB a partir de acetil-CoA estdo envolvidas trés enzimas
distintas. A primeira reacdo consiste na condensacdo de duas moléculas de
acetil - CoA formando acetoacetil-CoA, catalisada pela B-cetotiolase (codificada
pelo gene phbA). A segunda reagcao € uma reducao de acetoacetil-CoA a
hidroxibutiril-CoA, catalisada pela acetoacetil-CoA redutase dependente de
NADPH (codificada pelo gene phbB). A ultima reagcdo é a polimerizagcao dos
monémeros de hidroxibutiril-CoA no P[3HB], catalisada pela PHA sintase

(codificada pelo gene phbC) (Madison e Huisman, 1999).
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Figura 2.4- Via de biossintese de P[3HB] . Fonte: Madison e Huisman, 1999.

2.7.2- Sintese de P[3HB-co-3HV]

A via metabdlica de sintese de P[3HB-co-3HV] a partir de carboidratos e
acido propibnico esta representada na figura 2.5. O primeiro passo consiste na
formacao de propionil-CoA a partir do acido propiénico e CoA livre (CoASH),
em uma reacgdo catalisada pela enzima acil-CoA sintetase. A enzima f-
cetotiolase nao catalisa apenas a condensacgédo de duas moléculas acetil-CoA,
mas também pode catalisar a condensagédo de uma molécula propionil-CoA e
uma molécula acetil-CoA, formando assim, o esqueleto de 5 carbonos, 3-
cetovaleril-CoA. A enzima 3-cetoacil-CoA redutase NADPH dependente,
também ndo é especifica e pode catalisar a redugéo de 3-cetovaleril-CoA a
D(-)-3hidroxivaleril-CoA. As unidades D(-)-3- hidroxivaleril-CoA também
funcionam como substrato para acdo da enzima PHA sintase, embora esta
enzima tenha atividade especifica muito maior com unidades D(-) 3-

hidroxibutiril -CoA em R.eutropha. Haywood et al demonstraram que in vitro a
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atividade da enzima PHA sintase de R.eutropha para monémeros de D(-) -3
hidroxivaleril -CoA corresponde a apenas 7,5 % da atividade desta mesma

enzima para mondmeros D(-)-3-hidroxibutiril-CoA.

Glicose Propionato

TCA 4— .%L'L'tif—(_'u.% }Yll'lfl"ii‘.lllil—(_-ﬂr"k
CoAst g g ! i-cetotiolase l
acetoacetil-CoA 3-cetovaleril-CoA
NADPH acetoacetil-CoA redutase NADPH
N.-‘\I?']’al lc NADP
A3-hidroxibutiril-CoA 3-hidroxivaleril-CoA
CoAS] IN%W\HI i
PHB P{31B-co-3I1V)

Figura 2.5- Via metabdlica de sintese de P[3HB-co-3HV] a partir de glicose e
propionato. Fonte — Doi, 1990.

2.7.3- Metabolismo e regulagao da biossintese de PHAs

A regulacdo do metabolismo de PHAs ocorre em diferentes niveis: (I)
ativacdo da expressdo dos genes phaABC, devido a um sinal ambiental
especifico, como o esgotamento de nutrientes; (ll) ativacdo da enzima PHA
sintase por intermediarios especificos do metabolismo; (lIl) inibicao de enzimas
metabdlicas que competem pelos intermediarios da biossintese do polimero,
elevando, assim, os niveis destes intermediarios e consequentemente o

acumulo de PHA; ou (V) a combinacao destes fatores.
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2.7.4 -Precursores das unidades de 3-hidroxivalerato

2.7.4.1 -Acido propidnico

O acido propibnico € o precursor de valerato mais empregado na
biossintese de P[3HB-co-3HV], porém este precursor apresenta algumas
desvantagens. Uma primeira desvantagem é o fato do acido propibnico ser
mais caro que outras fontes de carbono, como a glicose, por exemplo. Uma
outra desvantagem esta relacionada a sua toxicidade, razdo pela qual esse
acido € empregado na conservagao de alimentos (Steinblichel e Eversloh,
2003).

Grande parte do acido propidnico, adicionado no meio de cultura, nao é
convertida a mondmeros de valerato, visto que esse acido é catabolisado a
acido piravico ou succinil-CoA, os quais sao compostos intermediarios do
metabolismo central.

A observacdo de que uma importante parcela de acido propiénico
fornecido é drenada para a formagao de energia ou para a sintese de unidades
de HB, é de grande importancia sob o ponto de vista industrial, uma vez que
acido propidnico € um substrato relativamente caro para a producao de PHAs.
Constatagcdes dessa baixa eficiéncia na conversdao de acido propidnico em
unidades de HV tém levado ao desenvolvimento de programas para a obtencao
de mutantes mais eficientes nesta converséo.

Muitas espécies de bactérias sdo conhecidas por acumularem P[3HB-
co-3HV], quando acido propidnico esta presente no meio. Porém o crescimento
de algumas bactérias é inibido por 0,1% (p/p) deste acido (Byrom, 1987). A
fracdo de 3HV no polimero é determinada através da razdo entre a
concentracao de glicose e acido propidnico na fase de acumulo do polimero.
Este conteudo de 3HV pode ser regulado através da alteragcdo de niveis de
propionato/ acido propiénico no meio, resultando em uma série de diferentes
termoplasticos com varios graus de flexibilidade (Doi et al., 1988). Assim para
aumentar o conteudo em 3HV no copolimero, o qual é importante para
melhorar o processamento do polimero, sdo necessarios controles precisos de

alimentacao deste substrato (Park et al., 1994).
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2.7.4.2- Acido valérico

Tem-se demonstrado que a sintese e incorporacdo de monémeros 3HV
em PHAs pode ser obtida a partir de outras substancias que funcionam como
precursores. Doi et al (1988) demonstraram que R.eutropha é capaz de
produzir PHAs contendo uma grande fragao de unidades de 3HV (80 - 90mol

%), se suprida com acido valérico como unica fonte de carbono.

2.7.5- Outras vias metabodlicas

Em concentracdes elevadas, os acidos propidnico e valérico sao toxicos
para muitos microrganismos. Alternativamente tém sido estudadas formas de
introduzir os monémeros de valerato ao polimero. O propionil-CoA é um
intermediario nas vias de degradacdo de acidos graxos de numero impar de
carbono, bem como dos aminoacidos treonina, valina e isoleucina (Madson and
Huisman, 1999).

O Metabolismo de acidos graxos de numero impar de carbono produz ao
final da beta oxidacdo uma molécula de propionil-CoA, o qual pode ser
incorporado ao copolimero.

O catabolismo de treonina através da atividade das enzimas treonina
desidratase converte este aminoacido em amdnio mais 2-oxobutirato. Este
intermediario pode ser posteriormente descarboxilado produzindo propionil-
CoA, o qual por atividade da [B-cetotiolase se condensa a acetil-CoA,
produzindo as unidades de 3 hidroxivaleri- CoA para ser introduzida ao
copolimero. E uma das vias propostas para a producdo de unidades de 3HV.
Conforme mostrado na figura 2.6 alguns estudos relatam que mutantes de R.
eutropha sem a atividade de treonina desidratase, super produzem a enzima
acetolactato sintase e secreta valina, leucina e isoleucina. Sob limitacdo de
nitrogénio, ocorre neste mutante, uma superprodugdo de intermediarios da
biossintese destes aminoacidos, 2-ceto-metilvalerato e 2-ceto-isovalerato, os
quais sao degradados a propionil-CoA. Como consequéncia este mutante é

capaz de incorporar até 7 mol% de unidades de 3HV, no copolimero
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piruvato 2-cetobutirato <¢— treonina
acetolactato 2-ceto-2-hidroxibutirato
2-ceto-3-metilbutirato 2-ceto-3-metilvalerato
valina ‘ X ‘ X isoleucina
Propionil-CoA
PHBV

Sob limitagdo de nitrogénio

Figura 2.6 - Formacgao endogena de propionil-CoA em R. eutropha R; na qual alterou
o0 metabolismo de aminoacidos de cadeia lateral ramificada. Este mutante superproduz
acetolactato sintase aproximadamente 15 vezes para compensar uma deficiéncia em
treonina desidratase. O acumulo enddgeno de propionil-CoA sob condigbes de
limitagdo de nitrogénio permite esta cepa produzir P[3HB-co-3HV] sem suplementagao

do meio de crescimento com propionato ou outros co-substratos. — Fonte : Madson

and Huisman, 1999).

2.8- ESTRATEGIAS PARA PRODUGAO DE P[3HB-co-3HV]

2.8.1 -Itaconato

Conforme ja citado, para a biossintese do copolimero, faz-se necessario
a utilizacdo de um precursor, como o acido propioénico. Contudo, grande parte
do acido propidnico adicionado ao meio € utilizado para a producéo de energia.

Recentemente foi descrito que o itaconato, o qual € um inibidor potente
da enzima isocitrato liase (ciclo do glioxilato), mostrou-se um inibidor da
assimilacdo de acetato e do propionato em Rhodospirillum rubrum, sem
atividade de isocitrato liase. Foi mostrado que o itaconato inibiu a enzima

propionil-CoA carboxilase (PCC) (Berg, et al., 2002). A enzima Propionil-CoA
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Carboxilase (PCC) catalisa a conversao do propionil a metilmalonil-CoA de
acordo com a reacgao abaixo:

Propionil-CoA + HCO3™ + ATP _,,  Metilmalonil-CoA + ADP + Pi

O metilmalonil-CoA, assim produzido, pode ser convertido a succinato,
sendo entdo consumido pelo ciclo dos acidos tricarboxilicos. Esta via seria a
responsavel pelo consumo indesejado de propionato para a producédo de
energia e biomassa, tornado-o menos disponivel para a producdo de P[3HB-
co-3HV].

Desta forma, acredita-se que a adicdo de itaconato na fase de acumulo
de biopolimero, em culturas contendo propionato como precursor das unidades
de 3HV, possa proporcionar menor consumo por vias metabdlicas que nao a de
biossintese de P[3HB-co-3HV].

CH2=C|-C H.-COOH

COOH

Figura 2.7 — Férmula estrutural do acido itaconico

2.8.2 -Acetato e Acido Oléico

Yim e colaboradores, 1995, observaram que a adicdo de acido acético
em culturas de E.coli recombinante resulta em uma reduc¢éo da velocidade de
crescimento bacteriano e um aumento no acumulo de P[3HB-co-3HV] na
presenca de concentracdes de até 50 mM de acido aceético e que este aumento
era dependente da concentracédo de acido adicionado no inicio do cultivo. Estes
autores sugerem que a adi¢cdo de acido acético diminuiria a entrada de acetil-
CoA no ciclo dos acidos tricarboxilicos. Como conseqliéncia, uma quantidade
maior de acetil-CoA seria direcionada para a biossintese de PHA (Yim, et
al.,1995).
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Choi and Lee, 1999 aplicaram como uma estratégia de aumentar a
captacao e incorporacio de acido propidnico e consequentemente de unidades
de 3HV ao copolimero P[3HB-co-3HV], por E. coli recombinante, ndo apenas a
adicdo de acido acético (10 mM) a cultura, mas também &cido oléico (1 g.L™).
Estes autores observaram que com a suplementacédo das culturas com estes
acidos, a concentracdo de PHA produzidos se elevou de 88 g. L para 158 g.
L' de P[3HB-co-3HV], no entanto, que a fragcdo molar de 3HV no copolimero
diminui de 15, 3 mol% para 10, 6 mol%. Por esta razao, a adigao destes acidos
parece ter efeito promissor sobre 0 aumento do acumulo de polimero em outras

bactérias.
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Capitulo 3

MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os procedimentos adotados para a
realizacdo dos experimentos, bem como os equipamentos utilizados e as

técnicas necessarias para a produgao de PHA's.

3.1- EXPERIMENTOS REALIZADOS

A conducgao dos experimentos foi realizada nas seguintes etapas:

12 etapa: produgao de biomassa e acumulo de P[3HB] e P [3HB-co-3HV] sob

limitacdo de nitrogénio e limitagcdo de fosfato, usando glicose como fonte de
carbono e acido propidénico como precursor de valerato;

22 etapa: adicdo de suplementos (acetato e acido oléico) visando avaliar o
efeito sobre a incorporacao de valerato em meio suplementado com extrato de
levedura;

32 etapa: inibicdo quimica da atividade de propionil-CoA carboxilase pelo
itaconato em meio suplementado com extrato de levedura.
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3.2- MICRORGANISMO

A bactéria utilizada para os cultivos foi Chromobacterium violaceum

ATCC12472.

3.3- MEIOS DE CULTURA

3.3.1- Meio Luria Bertani (LB)

Para preparacao do pré-indculo e estocagem da bactéria, foi utilizado o

meio Luria Bertani (LB), cuja composicao é dada na tabela abaixo:

Tabela 3. 1- Composigédo do meio Luria Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989).

Componentes Concentragio (g.L")
Triptona 10,0
Extrato de Levedura 5,0
Cloreto de Sodio 5,0

pH 7,0

3.3.2- Meio Mineral

Para os cultivos, preparou-se 0 meio mineral cujas composicdes s&o
dadas na tabela abaixo:

Tabela 3.2 — Composi¢cdo do meio mineral sob limitagdo de nitrogénio (adaptado de

Chen et al., 2001).

Reagente Sem condigao limitante Com limitagao de N,
Na,HPO,. 7H,0 6,7g.L” 6,7g.L"
KH,PO, 1,5g.L™” 1,5g.L"
(NH,)HPO, 1,0g.L™ 0,5g.L"
Oligo-elementos * 1mL.L" 1mL.L’

* A composicao da solugdo concentrada de oligo-elementos é dada na tabela 3.5.

Tabela 3.3 - Composi¢do do meio mineral sob limitagdo de fosfato (adaptado de Chen

etal., 2001).
Reagente Sem condigao limitante Com limitagao de Fosfato
Na,HPO,. 7H,0 6,79.L" 0,38g.L™
KH2PO4 1,5g.L" 0,07g.L"
(NH4):HPO, 2,0g.L” -
(NH4)QSO4 - 2 gl_‘I
Oligo-elementos * 1mLL™ 1mLL™

*A composigao da solugdo concentrada de oligo-elementos é dada na tabela 3.5.
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Tabela 3.4 - Composi¢cdo do meio mineral sob limitacdo de fosfato, proposto por Chen

et al., (2001).
Reagente Sem condigao limitante Com limitagao de Fosfato
Na,HPO, 3,53g.L" 0,2g.L”
KH,PO, 1,5g.L" j
(NH,4),S0,4 1,0g.L™ 20g.L”
Extrato de levedura 0,5g.L" 0,5g.L”
Oligo-elementos * 1mL.L" 1mL.L™

* A composicao da solugdo concentrada de oligo-elementos é dada na tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Composicio da solugédo concentrada de oligo-elementos

Elemento Concentragio (g.L")
H;BO; 0,3
CoCl,.6H,0O 0,2
ZI’ISO4,7 Hzo 0,1
MnCl,.4H,O 0,03
NazMOO4.2H20 0,03
NiCl,.6H,O 0,02
CuS04.5H,0 0,01

O pH dos meios (com e sem condi¢des limitantes) foi ajustado até 7,0
com NaOH 10 N e em seguida esterilizados separadamente durante 15
minutos, a 121° C e 1atm.

3.4- PREPARO DO PRE INOCULO DE C. VIOLACEUM

Utilizou-se um erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio LB e
adicionou-se 250 uL de cultura estoque. A cultura foi incubada a 30 °C, em

agitador orbital, a 150 rpm, durante 24 h.
3.5 - PREPARO DO INOCULO

3.5.1 - Fase de crescimento celular

O in6culo foi preparado a partir de 0,1 mL (100 pL) do pré-indculo
(correspondendo a 1 % do volume total), sendo transferido para um frasco
contendo 10 mL de meio mineral, acrescido de uma solugcdo de glicose na
concentracao de 10 g.L'1 e sulfato de magnésio na concentracao de 0,49 g.L'1.

O inéculo foi cultivado em frascos agitados de 125 mL (volume de
trabalho de 10 mL), por 24 h, a 150 rpm e 30° C.
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3.5.2 — Fase de acumulo do polimero

Os cultivos seguintes foram realizados em frascos aletados de 500 mL,
com um volume de trabalho de 100 mL, em meio mineral, sob condi¢cdes
limitantes, por 48 horas, sob as mesmas condigdes de temperatura e
agitagcédo. A inoculacéo foi feita a 10 % de seu volume final, a partir do meio
anteriormente cultivado, acrescido de glicose e sulfato de magnésio nas

mesmas concentragoes.

3.6- FONTE DE CARBONO

Como fonte de carbono utilizou-se glicose a qual foi adicionada ao meio
mineral para obtengao da concentracéo final de 10 g.L'1' A solugéo estoque de
glicose adicionada ao meio foi previamente preparada na conc. 250g.L" e

esterilizada separadamente em autoclave a 121°C, 1 atm e 15 minutos.

3.7 - ACIDO PROPIONICO
O acido propibénico foi o precursor de valerato empregado nos cultivos
para produgdo de P[3HB-co-3HV]. As concentracbes de propionato

empregadas inicialmente nos cultivos foram 5, 10 e 15 mM.

3.7.1 — Preparo da solugao de propionato
Preparou-se uma solugéo estoque de propionato com concentracédo 1 M
e neutralizou-se com NaOH 10N. Em seguida, esterilizou -se em autoclave a

121 ° C, 15 minutos e 1 atm.

3.8 — PREPARO DA SOLUGAO DE SULFATO DE MAGNESIO

Preparou-se uma solucdo estoque de Sulfato de Magnésio com
concentracao 24,69.L'1. Em seguida, esterilizou-se em autoclave a 121°C, 15
minutos e 1 atm. Esta solugdo foi entdo adicionada ao meio mineral na

concentracdo 0,49 g.L™.
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3.9 — INIBIDOR ENZIMATICO

O acido Itacbénico (Sigma 129204) foi empregado nos estudos de
inibicdo enzimatica da PCC, responsavel pelo catabolismo do acido propidnico.
A concentragao de Itaconato utilizada nos cultivos para producdo de PHAs foi
de 5 mM.

3.9.1 — Preparo da solugao de Itaconato
Preparou-se uma solucao estoque de Itaconato com concentracéo 0,5 M
e neutralizou-se com NaOH 10 N. Em seguida, esterilizou-se a solugao em

autoclave a 121° C, 15 minutos e 1 atm.

3.10 - SUPLEMENTOS

Com o objetivo de avaliar-se o efeito da adicao de suplementos sobre a
incorporacao de valerato no copolimero, foi empregado acido acético ou acido
oléico nas respectivas concentracdes: 10 mM e 1g.L'1. Estes suplementos

foram adicionados ao meio mineral em diferentes experimentos.

3.10.1 — Preparo da solugao de Acetato
Preparou-se uma solucido estoque de acetato com concentracdo 1 M e
neutralizou-se com NaOH 10 N. Em seguida, esterilizou-se a solugdo em

autoclave, a 121 °C, 15 minutos e 1 atm.

3.11 - PRODUGAO DE P[3HB-co-3HV]

3.11.1 — Sem adicao de suplementos

Nestes cultivos sob limitagdo de nitrogénio ou fosfato, na fase de
acumulo de polimero, adicionou-se uma solucao de acido propidnico (precursor
de valerato empregado) nas concentragdes 5, 10 e 15 mM, previamente

preparado (solugéo neutra de propionato).
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3.11.2 - Com a utilizagao de suplementos

Para se estudar o efeito da suplementagao da cultura sobre a produgéo
de PHAs, utilizou-se o meio mineral descrito nas tabelas 3.4 e 3.5, com
limitacdo de fosfato e extrato de levedura, contendo glicose 10 g.L'1 e acido
propiénico 10 mM (solucao neutra de propionato) como precursor de valerato.

Aos frascos aletados contendo o meio descrito foram adicionados um
dos seguintes suplementos: acetato 10 mM, acido oléico 1,0 g.L™! e itaconato
5 mM, na fase de acumulo de polimero.

Dez mililitros do inéculo preparado conforme descrito em 3.11.1 foram
adicionados aos frascos contendo os meios suplementados e cultivados por 48

horas a 30 °C, sob agitacdo de 150 rpm.

3.12 - INIBICAO QUIMICA DA ATIVIDADE DA PROPIONIL-COA
CARBOXILASE PELO ACIDO ITACONICO

Com o objetivo de inibir a atividade da enzima propionil-CoA carboxilase,
adicionou-se ao meio (fase de acumulo de polimero) itaconato na concentragao
5 mM , sendo mantidas as demais condicbes de tempo, temperatura e

agitacao.
3.13 - DETERMINAGAO DA BIOMASSA

Apos o cultivo, a massa celular seca foi avaliada por gravimetria, através
da pesagem da massa celular produzida apés uma centrifugacéo a 8000 rpm e
4 °C, durante 10 minutos em centrifuga Hitachi modelo HIMAC CR 20B2 e
secagem dos precipitados obtidos em estufa a 50 °C por 48 horas ou peso

constante.
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3.14- AVALIAGAO DO PHA PRODUZIDO

A porcentagem de acumulo de PHA, bem como sua caracterizagao,
foram feitas por cromatografia gasosa conforme método descrito por Braunegg
et al., 1978.

Pesou-se aproximadamente 50 mg de massa celular seca em um tubo
de ensaio com tampa rosqueada e adicionou-se 1 mL de uma solugdo
contendo H,SO4 15 %, 85 % de metanol e acido benzdéico na concentragcédo de
0,4 g.L'1, como padrao interno, e 1 mL de cloroférmio. A suspenséao foi
aquecida em banho de 6leo, a 100 ° C durante 4 horas, sendo que durante a 12
hora de aquecimento a mistura foi agitada durante alguns segundos e depois
devolvida ao aquecimento. Apds o resfriamento até a temperatura ambiente,
adicionou-se 0,5 mL de agua destilada as amostras, agitou-se vigorosamente e
deixou-se decantar. A fase inferior (organica) foi recolhida com auxilio de uma
micropipeta e levada para analise em cromatdgrafo gasoso CG 90, equipado
com detector de ionizagcdo de chama (DIC ar-hidrogénio) pertencente ao
laboratério ENGEBIO.

A coluna utilizada no cromatégrafo é de silica fundida (0,53 mm X 30 m),
modelo Supercowax-10. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio a
20 mL.min”" e as temperaturas de injecdo, detecgdo e coluna foram
respectivamente de 90 °C, 230°C e 110 ° C . O volume injetado foi de 1 L.

Foram submetidos também a metanolizacido os padrdes: P[3HB-co-3HV]
88 mol % HB e 12 mol% HV e P[3HB] (Sigma — Aldrich) com massa variando
entre 1,0 g a10 mg.

A curva padrao esta representada no anexo 1.
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A figura abaixo sintetiza todas as etapas realizadas para a produgao de

PHAs por C.violaceum, conforme descrito anteriormente.

Preparo do pré- inoculo em meio LB

v

Preparo do inéculo

v

Inoculagado do meio sem limitagao
de nutrientes

v

Cultivo por 30 °C, 24 horas e 150
rpm

v

Inoculagao do meio com limitagao
de nutrientes

v

Cultivo por 48 horas

v

Centrifugacao

v

Determinagao da biomassa por
gravimetria

v

Metanolizagéo

v

Avaliagdo do PHA por
cromatografia gasosa

Figura 3.1- Etapas da produgdo de PHAs por C.violaceum
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — EFEITO DA ADIGAO DE PROPIONATO SOBRE A PRODUGAO
DE BIOMASSA POR C. VIOLACEUM

Sabe-se que propionato € um inibidor do crescimento bacteriano.
Contudo, este co-substrato € um dos precursores mais utilizados para a
incorporacdo de unidades de 3-hidroxivalerato (3HV) aos copolimeros de
P[3HB-co-3HV]. Uma vez que um dos objetivos deste trabalho foi estudar
condicbes de produgao deste copolimero por C. violaceum, realizaram-se
ensaios, nos quais a concentracao de propionato foi variada, visando definir
uma concentragao deste co-substrato, na qual a inibicdo do crescimento fosse
a minima e a incorporagao de unidades de 3HV ao copolimero fosse a maxima
possivel.

Duas condigcbes de cultivo foram utilizadas nestes experimentos: uma na

qual o nutriente limitante foi o fosfato e outra na qual nitrogénio foi limitante.

4.1.1 - Efeito da adi¢ao de propionato sobre a producao de biomassa por

C. violaceum, sob limitagao de fosfato

Na tabela 4.1, sdo apresentadas as produgcbes de biomassa (massa
celular seca) produzida, quando C. violaceum foi cultivada em meio mineral
(descrito na tabela 3.3) na presenca de glicose 10 g.L'1, sob limitacdo de
fosfato e com a adicao de propionato de sédio nas concentragbes de 5, 10 e 15
mM.
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Os resultados obtidos mostram que quando comparada com o cultivo
na auséncia de propionato, a adicdo de 5 e 10 mM de propionato produz um
aumento na biomassa de 13 e 61 %, respectivamente, enquanto na

concentragao de 15 mM observou-se uma inibigdo na biomassa de 17%.

Tabela 4.1 — Efeito do propionato sobre a producdo de biomassa por C. violaceum,

sob limitagcao de fosfato

Propionato Biomassa (g.L") Variagao da Produgao de
(mM) Biomassa (%)
0 0,1035 0
5 0,1175 13
10 0,1665 61
15 0,0860 -7

Os cultivos foram realizados em meio mineral conforme descrito na tabela 3.3, com adigao de
glicose 10 g.L'1, sob agitacao de 150 rpm, a 30°C, por 48 horas.
*Valores negativos significam inibi¢ao.

4.1.2 - Efeito da adigao de propionato sobre a producao de biomassa por

C. violaceum, sob limitagao de nitrogénio

Sob limitacdo de nitrogénio, a adicdo de propionato ao meio de cultivo
teve um efeito ligeiramente diferente do anterior, sobre a produgdo de
biomassa por C. violaceum. Pelos resultados apresentados na Tabela 4.2,
observa-se que a producao de biomassa é significativamente superior aquela
obtida sob limitacdo de fosfato, sendo igual a 0,543 g.L-1, na auséncia do
propionato. Contudo, embora a adicdo de 5 mM de propionato tenha
proporcionado um aumento de 8,3% na biomassa produzida, a elevagédo da
concentracdo deste co-substrato, para 10 e 15 mM, levou a uma inibicdo de

5,5 % e 53,6%, sobre a biomassa.
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Tabela 4.2 — Efeito do propionato sobre a producdo de biomassa por C. violaceum,

sob limitag&o de nitrogénio

Propionato Biomassa (g.L") Variagao da Producgao de
(mM) Biomassa (%)
0 0,543 0
5 0,588 8,3
10 0,513 -5,5*
15 0,252 -53,6*

Os cultivos foram realizados em meio mineral conforme descrito na tabela 3.2, com adigao de
glicose 10 g.L'1, sob agitacao de 150 rpm, a 30°C, por 48 horas.
*Valores negativos significam inibi¢ao.

Levando-se em conta que os PHAs sdo armazenados
intracelularmente, o crescimento bacteriano exerce grande influéncia
na produtividade dos biopolimeros. Assim, baseado nos primeiros
resultados obtidos (vide tabelas 4.1 e 4.2), escolheu-se trabalhar com a
concentracdo de 10 mM de propionato para dar prosseguimento aos
estudos, onde a bactéria alcangou crescimento celular igual a
0,1665 g.L™" , sob limitagdo de fosfato. Quando cultivada sob limitagéo
de nitrogénio e 10 mM de propionato, a produgcado de biomassa foi de
0,513 g.L'1. Embora ndo seja o crescimento maximo, esta concentracao
de propionato foi a que apresentou a maior incorporagdo de

valerato,sob limitacao de fosfato, como sera discutido a seguir.

4.2. - EFEITO DO PROPIONATO SOBRE A PRODUGAO DE PHA POR C.
VIOLACEUM

Embora trabalhos anteriores tenham relatado que C. violaceum é capaz
da producédo do copolimero P[3HB-co-3HV] e mesmo do homopolimero de
valerato, P[3HV], sob limitagdo de nitrogénio, os autores utilizaram como
substrato, para a incorporacdo de unidades de 3HV ao copolimero, o acido
valérico (Steinbuchel et al., 1993).
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O acido valérico € um composto de dificil manipulagéo, pelo seu odor
extremamente desagradavel, além de ser mais caro que o acido propibnico.
Assim, como comentado anteriormente, foram realizados ensaios utilizando-se
o0 propionato como precursor de unidades de valerato, também objetivando
avaliar seu efeito sobre a incorporacdo de unidades de 3HV, sobre PHAs
produzidos por C. violaceum.

Para esta avaliagdo, as duas condicdes experimentais descritas abaixo

foram aplicadas: limitagao de fosfato e limitacdo de nitrogénio.

4.2.1 - Efeito do propionato sobre a produ¢ao de PHA por C. violaceum,

sob limitagao de fosfato.

Na Tabela 4.3, sdo apresentadas as porcentagens de acumulo de PHA,
bem como sua composicdo, na presengca de propionato de sédio nas
concentracbes de 0, 5, 10 e 15 mM e glicose 10 g.L-1. Os resultados
apresentados mostram que a adicdo de propionato aos meios de cultivo, tem
um efeito positivo sobre o acumulo de PHA nas trés concentragdes testadas,
tendo-se observado aumento no acumulo de 72, 118 e 65 % com relacao a
auséncia de propionato. E interessante notar que, sob limitacdo de fosfato,
mesmo sem adicdo de propionato, observa-se que o PHA produzido (P[3HB-
co-3HV]) contém 7% de 3HV. Este resultado sugere que, nestas condicoes,
algum outro intermediario do metabolismo pode ser utilizado como precursor de
3HV.

A incorporacdo de unidades de 3HV, aumentou com o aumento da
concentracdo de propionato e embora o maior acumulo de PHA tenha sido
obtido na presenca de propionato 10 mM, a maior incorporagao de unidades de
3HV, ao polimero foi obtida na concentragao de 15 mM.

E importante ressaltar, porém, que 15 mM de propionato causou uma
inibicdo de 17% sobre a produgao de biomassa (Tabela 4.1).

Considerando-se ainda a baixa producao de biomassa, sob limitacdo de
fosfato, a utilizacdo de 10 mM de propionato foi a mais interessante, tanto com
respeito a producdo de biomassa quanto a incorporagdo de unidades de 3HV

ao polimero.
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Tabela 4.3- Efeito do propionato sobre a producdo de PHA por C. violaceum, sob

limitacado de fosfato

Propionato PHA 3HB 3HV
(mM) (% da biomassa) (mol %) (mol %)
0 20,27 93 7,0
5 34,98 89 11
10 44,20 86 14
15 33,56 81,6 18,4

Os cultivos foram realizados em meio mineral conforme descrito na tabela 3.3,
com adicdo de glicose 10 g.L'1, sob agitacao de 150 rpm, a 30°C, por 48 horas.

4.2.2 — Efeito do propionato sobre a producao de PHA por C. violaceum,

sob limitagao de nitrogénio

O efeito do propionato sobre o acumulo de PHAs, por C. violaceum, sob
limitacdo de nitrogénio, é bastante diferente daquele observado para a
limitacdo de fosfato. Como se observa na Tabela 4.4, C. violaceum acumulou
44, 5% de PHA, contendo 2,5 mol% de 3HV, no copolimero, na auséncia de
propionato. A observagdo de que este acumulo de 3HV é maior sob limitacdo
de fosfato do que sob limitagdo de nitrogénio sugere que propionil-CoA pode
estar sendo produzido a partir do metabolismo de aminoacidos. A adicdo de
propionato na concentragdo de 5 mM levou a um ligeiro aumento no acumulo
de PHA. Porém, neste caso, o polimero constituiu-se exclusivamente de PHB,
onde nenhuma incorporagéao de unidades de 3HV foi observada.

Este resultado, mais o aumento produzido na biomassa (Tabela 4.2),
sugerem que o propionato tem efeito positivo sobre a produgao de biomassa,
bem como, sobre o acumulo de PHA, porém, ao contrario do que se esperava,
nao contribuiu para o aumento da incorporacdao de unidades de 3HV. O
aumento da concentracio de propionato, sob limitacao de nitrogénio, para 10 e
15 mM, proporcionou decréscimo, no acumulo de PHA. Porém na
concentracao de 10 mM, este efeito foi bastante reduzido além de proporcionar

uma maior incorporagao de unidades de 3HV (5,3 mol%).

45



Tabela 4.4 - Efeito do propionato sobre a producdo de PHA por C. violaceum, sob

limitagdo de nitrogénio

Propionato PHA 3HB 3HV
(mM) (% da biomassa) (mol %) (mol %)
0 44 54 97,5 2,5
5 47,95 100 -
10 42,67 94,7 53
15 31,60 96,4 3,6

Os cultivos foram realizados em meio mineral conforme descrito na tabela 3.2,
com adicdo de glicose 10 g.L'1, sob agitacao de 150 rpm, a 30°C, por 48 horas.

Os resultados apresentados indicaram que, embora se tenha uma

reducdo na biomassa, a incorporacdo de unidades de 3HV, ao copolimero

P[3HB-co-3HV] por C. violaceum, é favorecida pelo cultivo sob limitacdo de

fosfato. Deste modo,

procurou-se definir condicdes experimentais que

favorecessem o aumento na producdo de biomassa, além do aumento na

incorporacao de unidades de 3HV, ao polimero.

Uma vez que na literatura tem-se sugerido que adicdo de extrato de

levedura como suplemento aos meios de cultivo, com limitagdo de fosfato,

poderiam aumentar a producao de biomassa (Chen et al.,, 2001), foram

estudados os efeitos da adicdo deste suplemento ao meio de cultivo.
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4.3 - PRODUGAO DE BIOMASSA E ACUMULO DE PHA, POR C.
VIOLACEUM, SOB LIMITAGAO DE FOSFATO, EM MEIO SUPLEMENTADO
COM EXTRATO DE LEVEDURA, COM E SEM PROPIONATO.

Na tabela 4.5, é apresentado o efeito da suplementacdo do meio
mineral, com extrato de levedura ( 0,5 g.L™"), quando C. violaceum foi cultivada
sob limitacao de fosfato, na presenca e na auséncia de propionato. Observa-se
que de fato a suplementacao da cultura com extrato de levedura teve um efeito
significativo sob a producdo de biomassa, elevando-a de 0,103 g.L™" (Tabela
4.1) para 0,8 g.L™' na auséncia de acido propidnico. Nestas condigdes houve
um acumulo de 47,29% de PHA, com 1% de incorporagao de unidades 3HV ao
biopolimero. A adi¢cdo de propionato 10 mM, ao meio de cultivo, reverteu o
efeito positivo da suplementagcéo com extrato de levedura, sobre a producéao de
biomassa, a qual diminuiu de 0,8 g.L-1, para 0,16 g.L-1. Mesmo quando
comparado com meio de cultivo sem suplementacdo (Tabela 4.1), esta
suplementacdo nao favoreceu a producdo de biomassa que praticamente
permaneceu a mesma (0,160 ou 0,166 g. L-1). Contudo nesta condi¢gao houve
um aumento no acumulo de PHA de 44% para 57,6 % , porém com decréscimo

na incorporagao de unidades 3HV (14 % para 1,4 %).

Tabela 4.5 — Produgdo de biomassa e acumulo de PHA, por C. violaceum, sob

limitacdo de fosfato, em meio suplementado com extrato de levedura, com e sem

propionato.
Condigao Biomassa PHA 3HB 3HV
(g.L™ (% da biomassa) (mol%) (mol%)
Sem propionato 0,80 47,29 98,9 1,09
Propionato 10 mM 0,160 57,65 98,6 1,4

Os cultivos foram realizados em meio mineral descrito na tabela 3.4, com adicdo de
glicose 10 g.L'1, sob agitacao de 150 rpm, a 30°C, por 48 horas.
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4.3.1- Efeito da adicao de indutores de incorporagao de 3HV sobre a
produgao de biomassa e acumulo de PHA, por C. violaceum, sob

limitagao de fosfato

Tém-se realizado estudo de diversos compostos com efeitos positivos,
quer sobre 0 acumulo de PHAs quer sobre a incorporacao de unidades 3HV no
copolimero.

A utilizacdo de acidos graxos como suplementos nutricionais na
producdo de PHAs €& uma opg¢do na busca de uma reducido de custos e
aumento de produtividade. Tem-se mostrado que Ralstonia eutropha pode
metabolizar acidos graxos e converté-los em acetil-CoA, o qual pode ser
utilizado na via de biossintese de P[3HB] (Fukui e Doi, 1998).

Além disso, em alguns trabalhos foi demonstrado que a suplementacéao
de culturas de Ralstonia eutropha com &acido oléico na fase de acumulo de

PHA, levou a um aumento na producao do polimero (Marangoni et al; 2000).

Tabela 4.6 — Produgcdo de biomassa e acumulo de PHA, por C. violaceum, sob

limitacdo de fosfato, em meio suplementado com extrato de levedura.

Suplemento Biomassa PHA 3HB 3HV
(g.L") (% da biomassa) (mol%) (mol%)

Propionato 10 mM 0,160 57,65 98,6 1,4

Acido oléico + 0,086 49,67 98,33 1,66
propionato 10mM

Acetato + 0,1647 76,03 98,90 1,09
propionato 10mM

Itaconato + 0,1645 40,91 95,89 4,10
propionato 10mM

Os cultivos foram realizados em meio mineral conforme descrito na tabela 3.4, com a
adicao de glicose 10 g.L'1 e propionato 10 mM, sob agitagcao de 150 rpm, a 30°C, por 48
horas. A concentragdo de acido oléico, acetato e itaconato, nos meios de cultivo, foram,
respectivamente, iguais a 1,0 g.L-1, 10 MM e 5 mM.
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4.3.1.1-Efeito do acido oléico

Observa-se na tabela 4.6, que a adicdo de acido oléico ao meio de
cultivo, ao contrario de resultados obtidos em estudos prévios conduzidos com
R.eutropha por outros autores (Fukui e Doi, 1998), levou a uma diminui¢ao (de
0,16 para 0,086 g.L-1) significativa da biomassa produzida pela bactéria. Do
mesmo modo, estes resultados diferem dos apresentados por Choi e Lee
(1999), que demonstraram que o acido oléico como suplemento nutricional em
culturas de E coli aumentou o acumulo do polimero. Assim como Marangoni et
al., 2000 observaram aumento de 10 % no acumulo de PHA em culturas de
R.eutropha suplementadas com acido oléico. Neste estudo, o acumulo de PHA
diminuiu de 57,6 % para 49,6% (Tabelas 4.6) quando a cultura de C. violaceum
foi suplementada com acido oléico.

Nestas condi¢des, a suplementacdo com acido oléico nao teve efeito
sobre a incorporacédo de unidades de 3HV no copolimero quando comparada

com o mesmo meio sem suplementacéo.

4.3.1.2-Efeito do acetato

Sabe-se que os mecanismos de absorcdo e degradacdo do acido
propiénico sdo semelhantes aos mecanismos de degradacido e absorcédo de
acido acético. Lee e Choi (1999) avaliaram a producao de P[3HB-co-HV] por
Escherichia coli recombinante utilizando acido acético como indutor da
incorporagéo de 3HV e obtiveram um aumento de 6,6 % na incorporagéo de 3-
hidroxivalerato.

Com o objetivo de aumentar o acumulo de P[3HB-co-HV] bem como a
incorporacao de 3HV no copolimero, foi utilizado nesse estudo acido acético na
concentracao de 10mM (acetato de sédio). Na tabela 4.6 sao apresentados os
resultados obtidos nos experimentos com a utilizagcdo de acetato sem a adicéo

de qualquer outro suplemento.
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A utilizagéo de acetato como suplemento aumentou em 31 % o polimero
acumulado e a massa celular acumulada em 3 %, porém n&o mostrou efeito

sobre a incorporagao de unidades de 3HV.

4.3.1.3-Efeito do itaconato

O itaconato é um forte inibidor do ciclo do glioxilato, caracteristico de
bactéria, e tem a fungéo de metabolizar acetato, quando este é a Unica fonte de
carbono disponivel para o crescimento celular. Este composto inibe a enzima
isocitrato liase que tem papel fundamental no ciclo do glioxilato, visto que esta
cliva o isocitrato em glioxilato e succinato.

Macfadden e colaboradores (1977) relataram que o itaconato reprime o
crescimento bacteriano quando a acdo catalisadora da isocitrato liase é
obrigatdria para o crescimento; um exemplo disso seria quando acetato é
utilizado como unica fonte de carbono. Porém, quando outras fontes de
carbono estdo presentes, a atividade da isocitrato liase ndo é requerida e o
itaconato nao é capaz de interferir no crescimento bacteriano.

Berg e colaboradores (2002) avaliaram a assimilacdo de propionato e
acetato em Rhodospirillum rubrum utilizando diferentes concentragbes de
itaconato (0,5; 1,0; 1,5; 10 e 20 mM) com o objetivo de verificar a agao inibitoria
do mesmo na atividade da enzima propionil- CoA carboxilase.

Visando avaliar-se o crescimento da C.violaceum frente ao itaconato,
empregou-se a concentracdo de 5 mM de itaconato, pois baseado em
experimentos ja realizados previamente com a bactéria E coli JM 101, esta
concentracao foi a que menos exerceu influéncia sobre o crescimento celular.

O itaconato foi utilizado como uma estratégia metabdlica para favorecer
a incorporacao de valerato a partir do acido propidnico, uma vez que a principal
enzima do catabolismo do acido propiénico vai estar inativa ou inibida. A via
catabdlica do acido propidnico compete com a via de biossintese de PHAs pelo
acido adicionado no meio de cultivo.

Realizaram-se experimentos utilizando-se itaconato sem o emprego de
outros suplementos. A tabela 4.6 mostra os resultados obtidos nos

experimentos.
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Observou-se que com a utilizagdo do itaconato houve uma maior
obtencdo de massa celular (3%), e um aumento na incorporagdo de valerato
em torno de 52%.

Os resultados obtidos estdo de acordo com Macfadden e colaboradores
(1977) que relataram que o itaconato nao reprime o crescimento bacteriano
quando a acado catalisadora da isocitrato liase ndo é obrigatéria para o
crescimento, ou seja, quando se tem outra fonte de carbono além do acetato,
como no caso de C. violaceum.

Com relagao ao polimero, obteve-se resultados inéditos no que diz
respeito a incorporagado de unidades de HV, em torno de 4 %, utilizando-se

itaconato como estratégia para inibicdo da Propionil-CoA carboxilase.

4.4 — VARIAGAO DOS VALORES DE pH DAS CULTURAS VERIFICADOS

AO FINAL DOS CULTIVOS

A tabela abaixo mostra os valores de pH medidos ao final dos cultivos,

sob diferentes condigées.

Tabela 4.7 — Valores de pH medidos ao final dos cultivos

Condigao Limitagao Limitagao de Limit. de fosf em meio
de N, fosfato suplementado com ext de
levedura
Sem propionato 6,0 4.0 -
5 mM propionato 6,0 5,0 -
10 mM propionato 6,0 5,0 6,0
15 mM propionato 6,0 5,0 -
Ac. oléico + prop. 10mM 6,0
Acetato + prop. 10mM 6,0
Itaconato + prop. 10mM 6,0

Obs: o pH inicial dos meios foi ajustado até 7,0 com NaOH 10 N.
Estes valores sugerem que o decréscimo do efeito tamponante do
fosfato seja responsavel pela inibicdo do crescimento celular observado nos

cultivos sob limitacdo de fosfato.

51




Capitulo 5
CONCLUSOES

De acordo com os experimentos realizados, pode-se concluir que:

= A adicdo de 10mM de propionato ao meio de cultivo com limitacdo de
fosfato propiciou um estimulo na produgcéo de biomassa de até 61 %
gquando comparado com o cultivo na auséncia de propionato;

e A adicdo de propionato ao meio de cultivo com limitagdo de nitrogénio
levou a uma maior producdo de biomassa quando comparada com
aquela obtida sob limitagdo de fosfato;

¢ A concentracdo de 5 mM de propionato proporcionou um estimulo de 8,3
% na biomassa produzida, quando comparada com a auséncia de
propionato no meio, porém uma elevacdo na concentracdo deste co-
substrato para 10 mM e 15 mM ocasionou uma inibicdo sobre a
producdo de biomassa. Desta forma, a linhagem de C.violaceum
empregada mostrou-se sensivel ao propionato em concentragdes
superiores a 5 mM;

e A adicdo de propionato, sob limitagcdo de fosfato, mostrou um efeito
positivo sobre o acumulo de PHA nas trés concentragbes testadas (5,10
e 15 mM), tendo um aumento no acumulo de PHA de até 118% com
relagdo a auséncia de propionato;

¢ Mesmo sem a adigdo de propionato, observou-se que o copolimero
(P[BHV-c0-3HV]) contém 7 % de 3HV, o que sugere que algum outro
intermediario do metabolismo possa ter sido utilizado como precursor de
unidades de 3HV;

e A concentracdo de 10 mM de propionato mostrou-se a mais
interessante, tanto com respeito a producdo de biomassa quanto a

incorporacao de unidades de 3HV ao polimero;
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Propionato (5mM) adicionado ao meio com limitacdo de nitrogénio
mostrou um efeito positivo sobre a produgdo de biomassa, bem como
sobre o acumulo de PHA, porém ao contrario do que se esperava, nao
contribuiu para o aumento na incorporacao de unidades de 3HV;
Observou-se que embora se tenha uma reducdo na biomassa, a
incorporacdo de unidades de HV ao copolimero por C.violaceum foi
favorecida pelo cultivo sob limitagcao de fosfato;

A suplementacgao da cultura (sob limitacdo de fosfato) com extrato de
levedura teve um efeito significativo sobre a producdo de biomassa
gquando comparada com a auséncia de suplementacéo;

A adicao de 10mM de propionato ao meio reverteu o efeito positivo da
suplementacao sobre a producdo de biomassa, no entanto proporcionou
um aumento no acumulo de PHA, porém com decréscimo na
incorporacao de unidades de 3HV;

A adicdo de acido oléico ao meio de cultivo suplementado com extrato
de levedura levou a uma diminuicdo da biomassa produzida bem como
no acumulo de PHA;

A suplementagao com acido oléico nao teve efeito sobre a incorporagao
de unidades de 3HV no copolimero quando comparado com o0 meio sem
suplementacéao;

A utilizacdo de acetato como suplemento mostrou um aumento na
biomassa bem como no acumulo de polimero, porém nao houve efeito
sobre a incorporagao de unidades de HV;

A utilizacdo de itaconato em meio suplementado com extrato de
levedura mostrou uma maior obtencdo de massa celular e um aumento
na incorporacido de valerato, estando de acordo com os resultados
obtidos em outros estudos, ou seja, o itaconato nao reprime o
crescimento bacteriano. Assim foi possivel verificar o efeito da estratégia
metabodlica para favorecer a incorporacao de HV a partir do acido

propiénico.
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Capitulo 6

PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados e conclusdes obtidas nesse estudo, pode-se

sugerir alguns trabalhos futuros como:

Estudar o efeito dos aminoacidos treonina, leucina valina e isoleucina
utilizando-se como substrato carbdnico apenas glicose, sobre a
incorporacao de unidades de 3HV, uma vez que C. violaceum é capaz
da sua incorporagdo, mesmo na auséncia de propionato.

Estudar a possibilidade de producdo de PHA por C. violaceum a partir
de substratos de baixo custo, ainda que ricos em nitrogénio, uma vez
que a limitacdo de fosfato, favorece a produgdo de copolimero. Um
exemplo seria quitina, uma vez que C. violaceum produz quitinases
extracelulares.

Desenvolver estratégias de producdo de poli (3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) buscando melhorar a incorporacédo de unidades de 3HV
ao polimero;

Testar o uso de concentracbes maiores de acido acético como
suplemento em culturas suplementadas com extrato de levedura
objetivando aumentar a incorporacao de 3HV;

Testar o uso de acido acético como suplemento em culturas sem o
extrato de levedura para verificar seu efeito na producao de biomassa e
na incorporagéo de 3HV;

Testar o uso de outros suplementos como azeite de oliva na producao

de biomassa e incorporagcao de unidades de 3HV.
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ANEXOS

Anexo 1

Cromatograma do padrao de Poli (3-Hidroxibutirato-co-3 Hidroxivalerato) —
Sigma-Aldrich

ENGEBIQ - Laboratorio de Engenharia Bioquimica
Depart. de Engenharia Cuimica e de Engenharia de Alimentos

CTC- UFSC
[m] -
5
=
3
o 20+
o
£
=
10+
o1
T T T
0,0 05 1,0 15 20
Time [min.]
Reswt Tabls - Calowlation Method Uncal
Reten. Time Ares Height Area Height W05
[rmin] [m.5] [mi] [¥0] %] [min]
1 0,107 2082 448 1164 624 0.0 0.0 0,04
2 0,875 24012 5780 00 0.0 0,04
3 0,975 4,484 1142 00 0.0 0,05
4 1,280 10,588 2654 o0 0.0 0,06
Total 0,000 0,000 100,0 100,0

Figura A1 - Cromatograma do padrao de P[3HB-co-3HV] — Sigma-
Aldrich
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Anexo 2

Cromatograma do cultivo sob limitagao de fosfato.

ENGEBIO - Laboratorio de Engenharia Bioquimica
Depart. de Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos
CTC - LUFSC

[mVv]

40

iy

10—
-
™~
=
"
o~ I’L |
T T T
00 0.5 1.0 15 20
Time [min.]

Result Tabls - Calcwation Method Uincal

Reten. Time Ares Height Area Height WOS5
[rmin] [ 5] [mi] [¥8] [%0] [min]
1 0,673 27276 O 0s2 75,0 715 0,04
2 1,033 2640 0657 T3 5,2 0,08
3 1,278 5,523 1,382 15,4 109 0,06
4 1,872 0,511 1,550 1.4 12,3 0,01
Total A5 G40 12,631 100,0 100,0

Figura A2 - Cromatograma do cultivo sob limitagao de fosfato.
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Anexo 3

Cromatograma do cultivo sob limitacéo de fosfato e 5 mM de propionato.

(V]

ENGEBIO - Laboratorio de Engenharia Bioquimica

Depart. de Engenharia Cuimica e de Engenharia de Alimentos

CTC - UF5C

40

30

20

0.5

1.0 1.5
Time
Reswt Tabls - Caloulation Method Uncal
Reten. Time Area Height Area Height WS
[min] [ 5] [mi] [35] %] [min]
1 0,672 55,220 18,883 772 B4 4 0,04
2 0,973 9,489 1,808 13,3 8.1 0,07
3 1,283 6778 1685 a5 7.5 0,08
Total 71,487 223717 100,0 1000

2.0
[min.]

Figura A3 - Cromatograma do cultivo sob limitagao de fosfato e 5 mM de

propionato.
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Anexo 4

Cromatograma do cultivo sob limitagdo de fosfato e 10 mM de

propionato.

ENGEBIO - Laboratario de Engenharia Bioquimica
Depart. de Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos

CTC-UFSC
[m\V]
40+
3
@
B 20
3
10~
& L]
°
o~
i i —
0,0 D!5 1?0 1!5 20
Time [min_]

Result Table - Calcuwlation Method Uncal

Reten. Time Area Height Area Height WS
[rmin] [m.5] [m\] [¥a] %] [min]
1 0,865 33,888 11,551 75,6 520 0,04
2 0,967 7518 1,515 16,8 108 0,08
3 1,277 3412 0,855 76 6,2 0,08
Total 44 818 13,831 100,0 1000

Figura A4 - Cromatograma do cultivo sob limitacao de fosfato e 10 mM de

propionato
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Anexo 5

Cromatograma do cultivo sob limitagéo de fosfato e 15 mM de

propionato.

[mv]

ENGEBIO - Laboratdrio de Engenharia Bioguimica
Depart, de Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos
CIC - UFsC

40

3

20+

00 0.5

Result Table - Calcwlafion Method Uncal

Reten. Time Area Height Area Height WS
[rmin] [m'.5] [mi] [35] [%h] [min]
1 0,862 26,23 G108 58,9 709 0,04
2 0,963 8118 1,343 21,3 11,8 0,10
3 1,268 3,713 0,843 o8 8.3 0,06
Total 38,082 11,385 100,0 100,80

2.0
[min.]

Figura A5 - Cromatograma do cultivo sob limitagdo de fosfato e 15 mM de

propionato.
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Anexo 6

Cromatograma do cultivo sob limitagdo de nitrogénio.

ENGEBIO - Laboratdrio de Engenharia Bioquimica
Depart. de Engenharia Cuimica e de Engenharia de Alimentos

CTC - UFSC
[m\] -
s
o
30
o 20
=1
3
=
10+
-
(=]
]
|
N i
T T T
0.0 0.5 10 15 2.0
Time [min.]
Resulf Tables - Calculafion Method Uncal
Reten. Time Area Height frea Height WS
[rmin] [mY.5] [m] [¥0] [%6] [min]
1 0,107 1852 456 1124,848 o0 0.0 0,02
2 0,852 43,004 16,145 0,0 0.0 0,04
3 1,018 1,525 0,400 o0 0.0 0,05
4 1,270 3,845 0,478 o0 0.0 0,08
Total 0,000 0,000 1000 100.0

Figura A6 - Cromatograma do cultivo sob limitagao nitrogénio.
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Anexo 7

Cromatograma do cultivo sob limitagao de nitrogénio e 5 mM de

20

propionato.
ENGEBIO - Laboratdrio de Engenharia Bioquimica
Depart. de Engenharia Cuimica e de Engenharia de Alimentos
CTC - UFSC
[m\] |
30
g 204
3
=
10+
™~
@
=
I -
o |
0,0 0!5 1.0 1!5
Time [min.]
Resut Tabls - Calcwlation Method Uncal
Reten. Time Area Height Arsa Height [
[rnin] [mY.5] [m\] [30] [%] [min]
1 0,867 12,138 4 228 oo 0.0 0,04
2 1,015 0,870 0,281 oo 0.0 0,08
Total 0,000 0,000 100,0 100.0

Figura A7- Cromatograma do cultivo sob limitagao nitrogénio e 5 mM de

propionato.
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Anexo 8

Cromatograma do cultivo sob limitagéo de nitrogénio e 10 mM de

propionato.

ENGEBIO - Laboralario de Engenharia Bioquimica
Depart, de Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos
CTC - UFSC

[mv]

40

30

20+

Volge

0.0 0.5 1.0 1% 2.0

Time [rmir.]

Fesult Tabls - Calcwlafion Method Uncal

Reten. Time Arza Height Arsa Height [
[mnin] [m.5] [m\] [30] [%] [min]
1 0,655 108,365 41,164 84,8 0,4 0,04
2 1,030 5,607 0,802 4.4 1.8 0,13
3 1,280 13,756 3,570 10,7 7.8 0,08
Total 128,818 45535 100,0 1000

Figura A8 - Cromatograma do cultivo sob limitagao nitrogénio e 10 mM de

propionato.
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Anexo 9

Cromatograma do cultivo sob limitagéo de nitrogénio e 15 mM de

propionato.

ENGEBIO - Laboralério de Engenharia Bioquimica
Depart, de Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos
CTC - UF5C

[mW]

40+

el

20

Vdllage

0,0 0.5 1.0 15
Time
Resutt Tabls - Calcwlation Method Uncal

Reten. Time Ares Height Area Height WO5

[min] [t 5] [rm\] [5] [36] [min]
1 0,215 4 506 5 354 4.2 126 0,01
2 0,855 G0, 284 33,088 B2.0 776 0,04
3 0,963 6,706 0,003 &1 21 0,12
4 1,283 8431 3,200 I T.r 0,04

Total 110,077 42 645 100,0 100,0

Figura A9 - Cromatograma do cultivo sob limitagao nitrogénio e 15 mM

de propionato.
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Anexo 10

Cromatograma do cultivo sob limitacao de fosfato, em meio

suplementado com extrato de levedura.

ENGEBIO - Laboralorio de Engenharia Bioquimica
Depart. de Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos

CTC- UF5C
[mV]
40
30
H
20
3
10~
b=
8
o
£, el
T T T
0.0 05 1.0 15 20
Time [min.]
Resulf Tabls - Calculalion Method Uncal
Reten. Time Area Height Area Height WS
[rmin] [mY.5] [mi] [35] %] [min]
1 0,665 36 502 23068 1.1 m,7 0,04
2 0,948 1,068 0,775 15 3.0 0,01
3 1,280 5422 1,303 74 5.3 0,08
Total 73,082 28,1365 1000 00,0

Figura A10 - Cromatograma do cultivo sob limitagao de fosfato, em meio

suplementado com extrato de levedura.
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Anexo 11

Cromatograma do cultivo sob limitacdo de fosfato, em meio

suplementado com extrato de levedura e 10mM de propionato.

ENGEBIO - Laboralorio de Engenharia Biogquimica
Depart. de Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos

CTC - UF5C
nv]
80 8
<
50|
40
20+ =+
g
(=3
™
b —— TEEEE
T
0.0 20 25
Time friin ]
Resulf Tabls - Calculafion Method Uncal
Reten. Time Area Height Area Height W5
[rmin] [mY.5] [m] [%0] [%] [min]
1 1,035 201 8603 64,581 o0 0.0 0,04
2 1,487 15,843 4,782 0,0 0.0 0,05
3 1,802 4,368 1,338 o0 0.0 0,05
] 2030 16,243 3479 0.0 0.0 0,07
Total 0,000 0,000 100,0 1000

Figura A11- Cromatograma do cultivo sob limitacdo de fosfato, em meio

suplementado com extrato de levedura e 10mM de propionato.
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Anexo 12

Cromatograma do cultivo sob limitacao de fosfato, em meio
suplementado com extrato de levedura, 10mM de propionato e 1,0 g.L'1

de acido oléico.

ENGEBIO - Laboratorio de Engenharia Bioguimica
Depart. de Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos
CTC-UFsC

[m\]

LI

J,
1047 2

60—

Voltage
-~
i

20

0,0

Time [miin.]

Result Tabls - Calcwlafion Method Uncal

Reten. Time Ares Height Area Height WOS
[min] [mW.s5] [mi] [5] [%] [min]
1 0,178 1782801 1208,885 00 0.0 0,03
2 1,047 181,584 58 5687 00 0.0 0,04
3 1,503 7,553 2323 0,0 0.0 0,06
4 1,822 7881 2257 0,0 0.0 0,06
5 2055 16 851 3,518 00 0.0 0,08
Total 0,000 0,000 100,0 100.0

Figura A12 - Cromatograma do cultivo sob limitagao de fosfato, em meio

suplementado com extrato de levedura, 10mM de propionato e 1,0 g.L'1 de

acido oléico.
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Anexo 13

Cromatograma do cultivo sob limitacao de fosfato, em meio

suplementado com extrato de levedura, 10mM de propionato e 10 mM

de acido acético.

ENGEBIO - Laboratario de Engenharia Bioquimica
Depart, de Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos

CTC - UFSC
(]
150
H
o 1004
o
3
=
S0
-
3
™
e T — ke
0.0 0.5 1,0 20 25
Tinm [min.]
Resutt Tabls - Calcwlation Method Uncal
Reten. Time Area Height Area Height WO5
[rmin] [m¥.5] [mi] [¥a] %] [min]
1 1,042 448,778 163,152 o0 0.0 0,04
2 1,462 0 633 o 20 o0 0.0 0,05
3 1,802 7464 o021 o0 0.0 0,01
] 2,037 27,208 5018 o0 0.0 0,07
Total 0,000 0,000 100,0 100,08

Figura A13 - Cromatograma do cultivo sob limitagdo de fosfato, em meio

suplementado com extrato de levedura, 10mM de propionato e 10 mM de

acido acético.
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Anexo 14

Cromatograma do cultivo sob limitacao de fosfato, em meio

suplementado com extrato de levedura, 10mM de propionato e 5 mM de

itaconato.
ENGEBIO - Laboratorio de Engenharia Bioquimica
Depart. de Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos
CTC-UF5C
[m\]
g
=
80|
50|
o
=
a
g
40~
-+
20| =
-3
o~
od e
e —— I
00 25
Time [rmin.]
Resutt Tabls - Calculafion Method Uncal
Reten. Time Ares Height Area Height WG
[rmin] [mi.5] [m\] [35] [%] [min]
1 1,043 235,183 77,826 00 0.0 0,04
2 1,488 27,355 & D55 00 0.0 0,06
3 1,613 15,236 3,208 00 0,0 0,07
4 2,043 27 84T 5,750 oo 0.0 007
Tatal 0,000 0,000 100,0 100,0

Figura A14 - Cromatograma do cultivo sob limitagao

de fosfato, em

meio suplementado com extrato de levedura, 10mM de propionato e 5 mM de

itaconato.
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Anexo 15 — Calculo dos % de PHA acumulado e % HB e HV incorporados

ao polimero, conforme tabelas 4.3, 4.4, 4.5 e 4.6.

Padrao : conforme cromatograma

Area do pico HB/ area do pico de acido benzdico = x
Area do pico HV/ area do pico acido benzdico=y
Amostra: conforme cromatograma

Area do pico HB/ area do pico de acido benzdico= A
Area do pico HV/ area do pico acido benzdico= B
Entao:

X - 88 % HB presente no padrao (mg)

A------- Z mg de HB presente na amostra

 aa 12 % HV presente no padrao (mg)

B------ W mg de HV presente na amostra

Peso da amostra usada para a realizagao da cromatografia gasosa= D
D (mg)---- 100% de polimero

Z (mg) ---—-E %

E= % de HB na massa celular

D (mg)---- 100% de polimero

W (mg) ----- F%

F= % de HV na massa celular

% total de PHA na biomassa = E+F

H---—--- 100 % de polimero

G = % HB no polimero

H------ 100% de polimero

L = % HV no polimero
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