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RESUMO

Os polihidroxialcanoatos (PHA’s) sao substancias naturais acumulados no interior
das células como forma de reserva de carbono e energia em condigdes particulares de
crescimento. Ha um significativo interesse no estudo dos PHA’s devido a seu valor
comercial como termoplastico biodegradavel sendo uma potencial alternativa para
substituicao da utilizagao dos plasticos derivados do petréleo. O poli[3-hidroxibutirato] é o
PHA mais bem caracterizado e diversas bactérias sao capazes de sintetiza-lo, porém,
este biopolimero n&o apresenta propriedades industriais interessantes (duro e
quebradico). A incorporacdo de mondmeros de valerato e produgio do copolimero poli[3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato] (P[3HB-co-3HV]), resulta na formacdo de um
polimero com caracteristicas industriais mais interessantes. O precursor das unidades de
valerato mais empregado é o acido propiénico e este € adicionado ao meio de cultivo a
fim de se produzir o copolimero. Entretanto, grande parte do acido propidnico nao é
incorporado na forma de valerato, visto que este é utilizado em outras vias metabdlicas.
Com a finalidade de aumentar a conversao de acido propiénico em valerato, foi estudado
o efeito da adigdo de suplementos (azeite de oliva e acido acético) e de um inibidor
enzimatico (acido itacdnico) na incorporagao de valerato no copolimero P[3HB-co-3HV].
Foi utilizada para producdo de P[3HB-co-3HV] a bactéria Escherichia coli JM101,
abrigando os genes de biossintese de PHA’s de Ralstonia eutropha (plasmidio pBHRGS8).
Os cultivos foram realizados em agitador orbital por 48 horas a temperatura de 37°C e
agitagdo de 150 rpm em meio Luria Bertani contendo 20 g. L™ de glicose, 100mg.L™ de
ampicilina com ou sem a adicdo de acido propiénico, suplementos ou inibidor. Os
resultados mostram que a E.coli JM101 recombinante, contendo os genes de biossintese
de PHA'’s de R. eutropha acumulou 61% de PHB. Na presenga de acido propibnico, foi
acumulado 8,4% de PHA, com 20% de valerato incorporado no copolimero P[3HB-co-
3HV]. Quando azeite de oliva foi utilizado como suplemento, a biomassa celular e o
acumulo de polimero aumentaram em 49% e 82% respectivamente, porém a

porcentagem de valerato incorporada no polimero diminuiu. A adigdo de acido acético no
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meio de cultivo diminuiu drasticamente a biomassa e o acumulo de polimero nao pode
ser detectado. Nos cultivos onde se empregou o acido itacénico como inibidor quimico da
enzima propionil-CoA carboxilase (PCC), principal enzima atuante no catabolismo do
acido propidnico, o crescimento bacteriano diminuiu e ndo se teve acumulo de PHA. Os
resultados sugerem que os acidos: propidnico, acético e itacdnico, sdo téxicos para E.
coli JM101. No entanto, o acido propiénico ainda continua sendo o principal precursor das

unidades de valerato no copolimero.
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ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHA's) are polymeric compounds naturally accumulated
inside bacterial cells, as carbon and energy storage. These polymers are produced by a
number of wild bacterial strains under nutrient limitation. There is great interest in PHA'’s,
since their biodegradability and thermoplastic characteristics make then useful as an
alternative to petrol derivated plastics. Poly-3-hydroxybutyrate (P3HB) is the most studied
and characterized PHA. However, this biopolymer does not present. Incorporation of
valerate monomers into polymer, results production of a copolymer poly [3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate] [P[3HB-co-3HV]] with more interesting industrial
characteristics. Copolymer production demands for a 3-hydroxyvalerate (3HV) precursor.
Propionic acid is usually added to cultivation media as precursor of 3HV units.
Nevertheless, great part of propionic acid is utilized in others metabolic pathway than
polymer biosynthesis. Aiming to increase the conversion of propionic acid in 3HV and as a
consequence its incorporation the copolymer, it were studied the effect of the addition of
supplements (olive oil and acetic acid) and enzymatic inhibitor (itaconic acid), over P[3HB-
co-3HV] production by recombinant Escherichia coli JM101 strain, sheltering the plasmid
pBHR68. The plasmid pBHR68 harbors the PHA biosynthesis genes (phaA, phaB and
phaC) from Ralstonia eutropha. All cultivations were carried out in flasks shaken through
an orbital shaker for 48 hours, at 37 °C and 150 rpm, in LB medium, containing 20 g. L™
glucose, and 100 mg.L™" ampicilin, with or without addition of propionic acid, supplements
or inhibitor. The results showed that recombinant E. coli harboring PHA genes from R.
eutropha were able to accumulate up to 61g% of the homopolymer P[3HB].in the
biomass, in absence of precursor or supplementation. In presence of propionic acid (10
mM), 8,4 g% of the copolymer P[3HB-co-3HV], containing 20 mol% of 3HV, were
produced. The supplementation of the medium containing propionic acid with olive oil,
increased the biomass production and copolymer accumulation in 49% and 82%,
respectively, but valerate molar percentage into copolymer decreased. Addition of acetic
acid to cultivation medium sharply decreases biomass and no polymer could be detected.

When the itaconic acid, a chemical inhibitor of propyonyl-CoA carboxilase (PCC), main
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operating enzyme in the catabolism of the propionic acid, was added to cultivation
medium the bacterial growth diminished and no PHA accumulation was observed. The
results suggest that propionic acid, acetic acids and itaconic acid are quite toxic to E. coli
JM101. Anyway, propionic acid was effective in as precursor of valerate units into

copolymer.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

Os polihidroxialcanoatos (PHA'’s) sao poliésteres biolégicos acumulados por uma
grande variedade de microrganismos, em condigdes desbalanceadas de crescimento,
como reserva de carbono e energia (ANDERSON; DAWES, 1990, LEE, 1996a, POIRIER
et al, 1995, STENBUCHEL; FUCHTENBUSCH, 1998, TSUGE, 2002).

Os PHA’s possuem importantes propriedades que permitem sua aplicagdo em
diversas areas. Sao termoplasticos, insoluveis em agua, enantioméricos puros, nao
toxicos, biocompativeis e biodegradaveis (STENBUCHEL; EVERSLOH, 2002). Esses
poliésteres sdo uma alternativa para substituicdo da utilizagdo dos plasticos derivados do

petroleo.

Os plasticos de origem petroquimica sdao amplamente empregados devido facil
moldabilidade e alta resisténcia quimica, porém, sdo um problema ambiental. Devido ao
alto peso molecular e a conformacao da cadeia carbdnica desses polimeros, a agao dos
microrganismos no processo degradativo é dificultada, permanecendo no meio ambiente

por um longo periodo de tempo.

A incineracdo e a reciclagem de plasticos ndo biodegradaveis sao alternativas
para se dar uma disposicao final a esse material. Porém, essas alternativas nao sao
muito viaveis, visto que o processo de combustido de plasticos € caro e perigoso, e a
reciclagem se torna um processo dificil devido a diversidade de plasticos comercializados
(JOHNSTONE, 1990).

O Brasil consome cerca de 7 milhdes de toneladas de plasticos por ano (Revista
Pharmanews, 2003). Esse consumo ainda é muito baixo quando comparado ao consumo
nos paises desenvolvidos, como os Estados Unidos que consomem cerca de 54 milhdes

de toneladas por ano, mas esse indice tende a aumentar. Em vista disso, muitos paises
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estdo investindo em programas para diminuir o lixo plastico, bem como no

desenvolvimento de plasticos biodegradaveis (LEE, 1996a).

A substituicdo dos plasticos ndo biodegradaveis por polimeros bioldégicos € uma
alternativa interessante para esse problema ambiental, mas requer estudos com a

finalidade de aumentar a producéo e diminuir custos do processo.

Os PHA'’s sdo alvo de diversos estudos devido a suas propriedades materiais
similares aos termoplasticos sintéticos usados atualmente e serem completamente

degradados a agua e diéxido de carbono por microrganismos presentes no ambiente.

Um dos inconvenientes na producdo de PHA's para aplicagdo comercial na
producdo de embalagens € o alto custo de produgdo. Estudos no desenvolvimento de
melhores cepas produtoras, na utilizagdo de substratos de baixo custo, na melhoria da
eficiéncia dos processos fermentativos e de recuperagao estdo sendo realizados com o

intuito de diminuir este custo.

A bactéria Escherichia coli, abrigando os genes de biossintese de PHA's de
Ralstonia eutropha, € uma excelente opgdo para potencializar a producdo destes
biopolimeros. A E. coli recombinante apresenta caracteristicas interessantes quando
comparadas a outras bactérias como: crescimento acelerado a altas temperaturas, célula
de facil lise, poder de acumulo de até 80% de seu peso seco em biopolimeros e auséncia

de despolimerases.

Dentre os diversos PHA’s produzidos, o mais bem caracterizado é o poli(3-
hidroxibutirato) P[3HB]. Este foi o primeiro PHA a ser descoberto e diversos
microrganismos sao capazes de sintetiza-lo. O P[3HB] ndo apresenta propriedades
industriais interessantes. Este polimero € duro e quebradico, além de apresentar alta
temperatura de fusdo (MADISON e HUISMAN, 1999).

A incorporacdo de mondmeros de valerato e produgcdo do copolimero poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) P[3HB-co-3HV], resulta na formagao de um polimero
com caracteristicas industriais mais interessantes, o qual € menos duro e quebradigo. O
copolimero também é mais facil de ser moldado, visto que apresenta menor temperatura
de fusdo, e pode ser usada para produgéo de filmes resistentes ao vapor d’agua e gases,
propriedade similar ao polipropileno (MARCHESSAULT, 1996).
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A composigdo do PHA depende do substrato e do microrganismo empregado. O
precursor de valerato mais empregado é o acido propidnico. A condensagao de propionil-
CoA e acetil-CoA forma cetovaleril-CoA, o qual sofre uma reducao formando
hidroxivaleril-CoA que juntamente com butiril-CoA, oriundo do metabolismo do carbono,

sdo substratos para formagao do copolimero poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato).

O acido propidnico em determinadas concentragdes é toxico para a bactéria, além
de contribuir para o aumento do custo do processo fermentativo. O custo do acido
propidnico é o dobro do custo da glicose, em vista disso os custos relacionados a
producado do copolimero é bem mais alta que a producdo do homopolimero de butirato
(LEE, 1996a).

Além disso, na producdo do copolimero grande parte do &cido propidnico
adicionado ao meio nao é incorporada na forma de valerato. Parte do acido é desviada
para via catalitica do acido propibnico e este é degradado a succinil-CoA, o qual é um
composto intermediario do ciclo de Krebbs seguindo normalmente a via metabdlica para

producao de ATP.

A eficiéncia da conversao de substrato a polimero é muito importante. Estratégias
metabolicas estdo sendo utilizadas para atuar diretamente nas vias de producdo do
polimero e aumentar a conversdao de substrato em biopolimero. Neste trabalho
empregou-se como uma estratégia metabdlica, a inibicdo de uma via metabdlica capaz
de desviar parte do acido propidnico para a produgédo de energia, visando aumentar a
conversao deste precursor de unidades de 3HV e como conseqliéncia sua incorporacao

ao copolimero.
Baseado nessa estratégia metabdlica este trabalho apresenta como objetivo geral:

e Aumentar a incorporacao de valerato no copolimero P[3HB-co-3HV], produzido
por Escherichia coli recombinante, utilizando como substrato glicose e como

precursor das unidades de valerato o acido propibnico;

Objetivos especificos:

e Estudar a producgédo de copolimero P[3HB-co-3HV], em E. coli (recombinante)
abrigando os genes de biossintese de PHA’s de R. eutropha, utilizando como

precursor o acido propibnico;
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e Avaliar o efeito da adicao de suplementos sobre a incorporacéo de valerato por E.
coli recombinante;

e Alterar a via metabdlica responsavel pelo catabolismo de acido propiénico através
da utilizacdo de um inibidor enzimatico quimico, a fim de se aumentar a
incorporacao de valerato no copolimero.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Definicdo de Polihidroxialcanoatos

Substancias naturais acumuladas no interior das células, na forma de grénulos,
como forma de reserva de carbono e energia em condi¢des particulares de crescimento
(Dawes e Senior, 1973).

2.2 Historico dos Polihidroxialcanoatos

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 a partir
de extragdo com cloroférmio (ANDERSON e DAWES, 1990).

Em 1983, Smet et al. relataram que Pseudomonas oleovorans cultivada em meio
contendo n-octano acumulava granulos parecidos com P(3HB), vistos em microscépio
eletrbnico, no entanto, os granulos correspondiam a poliésteres de &acido 3-

hidroxioctanoico.

As propriedades desses termoplasticos biodegradaveis permaneceram arquivadas
até 1982, quando a Imperial Chemical Industrie (ICI) iniciou a primeira produgdo em

escala industrial de PHA, o qual foi comercializado com o nome de Biopol.

Em meados da década de 90, teve inicio no Brasil o desenvolvimento de
tecnologia para a produgdo de plasticos biodegradaveis e biocompativeis empregando
matéria-prima renovavel pela agricultura, em especial derivada da cana-de-agucar, a
partir de um projeto cooperativo desenvolvido pelo Instituto de Pesquisas Tecnolégicas

(IPT), Copersucar e Universidade de Sao Paulo. Apdés um levantamento de
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oportunidades, foi selecionado um grupo de polimeros da familia dos
polihidroxialcanoatos (PHA) que podem ser produzidos por bactérias em biorreatores a
partir de alguns carboidratos (SILVA; RODRIGUES; GOMEZ, 2001).

2.3 Estrutura e Propriedades

Os PHA'’s sao poliésteres de varios hidroxiacidos sintetizados por bactérias gram-
positivas e negativas de diferentes géneros. A estrutura quimica geral desses poliésteres

€ mostrada na figura 2.1.

=0~ CH=(CH)h—C -
Il

R
- —1100 - 30000

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.

A polimerizagao acontece devido a ligagao entre o grupamento carboxila de um

mondmero e o grupamento hidroxila de outro monémero, formando um éster.

Diferentes unidades monomeéricas podem ser identificadas como constituintes de

PHA’s em varias bactérias, no entanto, poucos polihidroxialcanoatos sao produzidos em
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quantidades suficientes para a caracterizacdo e desenvolvimento de potenciais
aplicagdes (LEE, 1996a).

Atualmente, aproximadamente 150 diferentes mondmeros de PHA’s séao
conhecidos e estes se encontram formando homopoliésteres ou copoliesteres
(STEINBUCHEL; EVERSLOH, 2003), sendo que os copoliésteres sdo oriundos da

ligagdo entre unidades monoméricas diferentes.

Os monbémeros que constituem os PHA’'s sdo divididos em duas classes:
mondmeros de cadeia curta (short-chain-length —HA,) e monémeros de cadeia média
(medium-chain-length —HA). Unidades monoméricas de 3 a 5 carbonos sé&o
classificadas como de cadeia curta e unidades de 6 a 14 carbonos como de cadeia média
(TSUGE, 2002).

As variagdes no tamanho da cadeia polimérica e dos monémeros constituintes
ampliam as propriedades dos PHA’s e suas potenciais aplicagbes (MADISON e
HUISMAN, 1999). As propriedades fisicas e mecanicas dos polihidroxialcanoatos, como:
elasticidade, rigidez, temperatura de fus&o, resisténcia a extensdo, resisténcia a
solventes organicos entre outras estdo relacionadas com a composicdo monomérica dos
polimeros (DU e YU, 2002).

Os PHA'’s sdo termoplasticos biodegradaveis, insoluveis em agua, enantioméricos
puros, nao téxico, biocompativeis, piezoelétricos e apresentam alto indice de
polimerizacdo. De acordo com essas caracteristicas, esses biopolimeros podem ser
aplicados em diferentes areas (HOCKING e MARCHESSAULT, 1994).

A similaridade estrutural do PHB com o polipropileno atraiu a atengao de diversas
industrias visando sua potencial aplicacdo em substituicdo aos plasticos de origem
petroquimica e na area médica, em que biodegrabilidade e biocompatibilidade séo fatores
importantes. O PHB e o polipropileno apresentam graus de cristalinidade semelhantes,
porém o PHB apresenta menor resisténcia a solventes e maior resisténcia aos raios UV
(HOLMES, 1985).

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) sdo altamente elasticos. Estudos recentes nesta area vem

desenvolvendo um novo tipo de copolimero, com unidades monomeéricas de cadeia curta
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e média, a partir de bactérias recombinantes (TSUGE, 2002). Esses copolimeros sao

mais ducteis e de facil moldagem quando comparados ao homopolimero PHB.

O poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) (PHBHHx) € um exemplo de
copolimero contendo unidades monoméricas de cadeia curta e média. Este composto
apresenta propriedades similares ao polietilieno de baixa densidade (DOI et al., 1995).
Aeromonas caviae foi a primeira bactéria capaz de produzir tal polimero utilizando como

substrato acido alcandico e diferentes éleos (KOBAYASHI et al., 1994).

A incorporagao de unidades de valerato (3HV) ao P(3HB) resulta na formagao do
copolimero poli[3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato] (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 fuséo
do polimero. Tais mudangas acarretam na diminuigdo da rigidez e aumento da resisténcia
ao impacto. A incorporagao de 3HV entre 17 a 20 mol% permite a obtencdo 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 incorporagao

de valerato.

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

Ponto de . Resisténciaa Resisténcia ao
PHB-co-3HV) - <59 (°C) Rigidez (GPA) pressdo (Mpa) impacto (J/m)
3% mol de HV 170 2,9 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.
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O copolimero P[3HB-co-3HV] é mais facilmente manuseado industrialmente,
devido maior elasticidade e resisténcia a extensado, quando comparado ao homopolimero
de 3HB, o que acarreta na utilizacdo desse copolimero na confeccdo de diferentes

produtos. A estrutura do copolimero é apresentada na figura 2.2.

CH3
I

? CHs (”) CH2
I I

C CH C CH
\CHz/ \O \CHz/ \O

Hidroxibutirato Hidroxivalerato
(HB) (HV)

Figura 2.2 — Estrutura P[3HB-co-3HV].

Fonte: LEE, 1996a.

2.4 Aplicacbes dos PHA’s

Existe um significativo interesse no estudo dos PHA’s devido seu valor comercial
como termoplastico biodegradavel (LUIZIER, 1992). Biopolimeros como P[3HB], P[3HB-
co-3HV], P[4HB] entre outros, sdo considerados uma alternativa para substituicdo dos
plasticos ndo biodegradaveis, oriundos de combustiveis fosseis e apresentam como
vantagem o fato de serem produzidos por fontes de carbono renovaveis (LEE e PARK,
2002).

Ha um grande interesse industrial no copolimero P[3HB-co-3HV], visto que suas
propriedades fisicas sdo bastante similares ao polipropileno (BYROM, 1987). Esse
copolimero, conhecido comercialmente como Biopol, foi desenvolvido pela empresa
“ZENECA Bio Products” (ICI) entre os anos de 1960 e 1970. Este foi utilizado na
manufatura de filmes plasticos para revestimento de papel cartdo, embalagens de
alimentos e produtos moldados, como garrafas (LEE, 1996a). A companhia Monsanto
adquiriu o processo de producio do copolimero em 1996 e recentemente este foi vendido

a empresa Metabolix, Inc.
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Com a descoberta de novas caracteristicas dos PHA’s ampliaram-se as areas de
aplicagdo e este estd sendo utilizado na confec¢gdo de produtos como fraldas,

absorventes femininos, frascos para cosméticos e copos, como é mostrado na figura 2.3.

Figura 2.3 — Frasco de shampoo e aparelho de barbear produzidos com P[3HB-co-3HV].
Fonte: http://www.designinsite.dk/htmsider/m0955.htm

Na area quimica, os PHA’'s sdo utilizados como precursores da sintese de
compostos opticamente ativos, uma vez que apresentam carbono quiral (DAWES e
SENIOR, 1973).

Devido sua biodegrabilidade, os polihidroxialcanoatos podem ser utilizados na
liberagdo controlada de drogas, hormoénios, inseticidas e herbicidas. Devido sua
biocompatibilidade, podem ser empregados no feitio de materiais osteossintéticos,

suturas cirurgicas e reparos de vasos sanguineos (WANG e BAKKEN, 1998).

A partir das despolimerizagcbes dos polihidroxialcanoatos s&do produzidos
hidroxiacidos opticamente ativos. O acido R-3-hidroxibutirico, produzido a partir de PHB,
¢é utilizado na sintese de um medicamento antiglaucoma pela empresa Merck's (REDDY
etal., 2003).

E relatado também a utilizacdo de PHA’s como matéria prima para producdo de
tintas, verniz e solventes (REDDY et al. , 2003).

A aplicagdo de PHA’s em substituicdo aos plasticos de origem petroquimica ainda
nao é muito viavel economicamente. O uso de plantas transgénicas seria uma opg¢ao
para se diminuir o custo de producdo, visto que produziriam alta biomassa e

consequentemente altos indices de PHA'’s.
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Na area médica é interessante o uso de PHA'’s, visto que este “nicho” de mercado
nao consome o biopolimero em larga escala e o prego ndo é um fator limitante, como na

industria em geral.

Os PHA'’s sdo mais utilizados no desenvolvimento de produtos aplicados ao setor
cardiovascular. O P[3HB] esta sendo empregado em cirurgias cardiovasculares para
sutura do pericardio sem formacao de adesdes entre o coragdo e o esterno (REDDY et
al., 2003).

2.5 Biossintese dos Polihidroxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos sao sintetizados por uma variedade de microrganismos
como forma de reserva de carbono e energia quando estes se encontram em um meio
rico em carbono e deficiente em algum outro nutriente como: nitrogénio, fésforo, potassio
e oxigénio (DAWES e SENIOR, 1973).

O tipo de PHA produzido depende da espécie da bactéria, das condicbes de
cultura e da fonte de carbono (BYROM, 1987).

Geralmente, o substrato para producao de PHA’s é acetil-CoA. Tomando como
exemplo a Ralstonia eutropha, em condi¢gdes normais de crescimento essa bactéria
catabolisa os carboidratos a piruvato, o qual é desidrogenado e convertido a acetil-CoA.
Acetil-CoA entra no ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) e segue-se normalmente o
catabolismo para produgdo de energia. Na limitacdo de algum nutriente, a entrada de
acetil-CoA no ciclo dos acidos tricarboxilicos tende a diminuir e esta € utilizada como
substrato para producao de PHA's (BRAUNEGG et al., 1998).

2.5.1 Biossintese de P[3HB]

Um esquema da via de biossintese de P[3HB], pode ser observada na Figura 2.4.
Esta consiste de trés reacdes catalisadas por enzimas distintas. A primeira reagao,
consiste na condensacao de duas moléculas de acetil-CoA formando acetoacetil-CoA. A
segunda reagao é uma reducgao da acetoacetil-CoA a hidroxibutiril-CoA. A ultima reagao é
a polimerizagdo dos mondmeros de hidroxibutiril-CoA (MADISON e HUISMAN,1999).

11
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2.5.1.1 Enzimas envolvidas na Biossintese de P[3HB]

2.5.1.1.1 3 -R- Cetotiolase

A 3-B- Cetotiolase catalisa a primeira reagcdo da biossintese de P[3HB], que
consiste na condensacgado de duas moléculas de acetil-CoA originando acetoacetil-CoA
(MADISON e HUISMAN,1999).

2 acetil— CoA <«—»  acetoacetil — CoA + CoASH

Estudos feitos por Oeding e Schelegel em 1973 revelaram a existéncia de dois
tipos de 3-R-cetotiolase, cujas atividades estariam relacionadas com o substrato. Um tipo
de enzima é ativa somente para substratos com quatro e cinco carbonos, ja o outro tipo
de enzima é ativa para substratos com cadeia carbdnica variando de quatro a dez
atomos. Os dois tipos de enzimas podem ser utilizados na biossintese de P(3HB)
(ANDERSON e DAWES, 1990).

Glicose

l

Acetil-CoA

CoASH
R-cetotiolase

Acetoacetil-CoA

NADPH )
? Acetoacetil-CoA redutase

NADP

3-Hidroxibutiril-CoA

CoASH
PHA sintase

P(3HB)

Figura 2.4 — Esquema da via Metabdlica da Producao de P[3HB].

Fonte: MADISON e HUISMAN, 1999
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2.5.1.1.2 Acetoacetil-CoA redutase

A conversao de acetoacetil-CoA a hidroxibutiril-CoA, segundo passo da sintese de
P[3HB], é catalisada pela enzima acetoacetil-CoA redutase dependente de NAPH
(MADISON e HUISMAN, 1999).

Acetoacetil-CoA + NADPH + H®" «— hidroxibutiri-CoA + NADP*

Como pode ser visto, a reacdo € NADPH dependente e este pode ser recuperado
pela via das pentoses 6-fosfato ou pela reacado envolvendo a isocitrato desidrogenase,

enzima do ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA).

2.5.1.1.3 PHA Sintase

Essa enzima é responsavel pela polimerizacao das unidades de hidroxiacidos. A
PHA sintase de Ralstonia eutropha é especifica para D-enantibmeros e é ativa somente
para incorporagao de mondmeros hidroxiacidos com quatro ou cinco carbonos (DOl et al.,
1990).

A PHA sintase pode ser isolada em uma forma solluvel, quando nido se tem
acumulo de PHA, e em forma insoluvel (granulos de PHA) quando se tem um acumulo de
polimero (HAYWOOD et al.,, 1989). Na fase de acumulo de PHA, a PHA sintase
juntamente com outras proteinas atua na interface entre a superficie dos granulos de
PHA e o citoplasma celular (STEINBUCHEL et al., 1995).

De acordo com a especificidade pelo substrato, sao descritas trés diferentes
classes de PHA sintases do tipo I, Il e lll. As PHA sintases do tipo | incorporam unidades
monomeéricas, hidroxiacidos (HA) contendo 3 a 5 unidades de carbono; as do tipo Il de 6
a 12 atomos de carbono; enquanto que as do tipo Il incorporam HA de 3 a 5 atomos de
carbono, porém difere estruturalmente da primeira no peso molecular (STEINBUCHEL et
al., 2003).

13
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2.5.1.2 Genes responsaveis pela Biossintese de P[3HB]

As enzimas 3-3-Cetotiolase, acetoacetil-CoA redutase e PHA sintase, responsaveis
pela biossintese de P[3HB], sdo codificadas pelos genes estruturais phbA, phbB e phbC,
respectivamente. Em Ralstonia eutropha, esses genes estdo organizados em um unico

operon (phbCAB), de acordo com a figura 2.5.

o 0 o OH g
.:'l‘“gr:un —— Mscma — r’J‘v’n‘*gan —F\M

B-cetotiolase Acetoacetil CoA PHB polimerase
- redutase e
e

=3

[~ _[pABC | phbA |BHBE

Figura 2.5 — Genes responsaveis pela biossintese de P[3HB] em Ralstonia eutropha.

Fonte: Adaptado de MADISON e HUISMAN, 1999

De acordo com a diversidade das vias de biossintese de P[3HB], ndo é de se
impressionar com as diversas organizagdes dos genes de biossintese de PHA's (pha) em
diferentes microrganismos. Em bactérias como: Paracoccus denitrificans, Rhizobium

meliloti e Z. ramigera, os genes phbAB e phbC se encontram separados (LEE, 1996c¢).

2.5.2 Biossintese de P[3HB-c0-3HV]

O copolimero de butirato e valerato é sintetizado a partir dos substratos: acetil-
CoA e propionil-CoA (ALDOR et al, 2002). A produgao de P[3HB-co-3HV] por R. eutropha
requer a presenga de substratos como propionato e valerato, precursores deste polimero.
Estes compostos sdo degradados a propionil-CoA ou hidroxivaleril-CoA e na presenca de
outras fontes de carbono, como glicose ou frutose, formam P[3HB-co-3HV]
(STEINBUCHEL & PIEPER, 1992). A via de produgdo do copolimero utilizando como

substrato glicose e como precursor acido propidnico é apresentada pela Figura 2.6.

14
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Glicose Propionato

v

TCA <«— Acetil-CoA propionil-CoA

CoASFI<3¥£i | -
B-cetotiolase i

acetoacetil-CoA

3-cetovaleril-CoA

NADPH NADPH
acetoacetil-CoA redutase
NAD NADP
3-hidroxibutiril-CoA 3-hidroxivaleril-CoA

PHA sintase

CoASH
CoASH

P[3HB] P[3HB-c0-3HV]

Figura 2.6 — Esquema da via Metabdlica da Producéo de P[3HB-co-3HV].

Fonte: DOI et al, 1990.

A primeira etapa da via corresponde a condensacao de duas moléculas de acetil-
CoA ou a condensacao de uma molécula de acetil-CoA com propionil-CoA, reagao
catalisada pela enzima R-cetotiolase. O produto da reacido sdo os compostos acetoacetil-
CoA e cetovaleril-CoA, os quais sao reduzidos pela acetoacetil-CoA redutase NADPH
dependente a 3-hidroxibutiril-CoA e hidroxivaleril-CoA, respectivamente. Esses
compostos sdo incorporados na cadeia polimérica pela PHA sintase ou polimerase
(ALDOR et al., 2002).

O &cido valérico também é utilizado como precursor de valerato (unidades 3HV),
sendo este incorporado ao polimero diretamente via valeril-CoA, o qual é oxidado a
hidroxivaleril-CoA. O uso de acido valérico proporciona uma maior incorporagdo de
unidades 3HV ao copolimero quando comparado ao precursor acido propiénico (DOI et

al., 1987). No entanto, o acido valérico é pouco utilizado devido seu odor desagradavel.
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2.5.2.1 Acido Propidnico

O &cido propibnico € o precursor de valerato mais empregado na biossintese de
poli [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. Uma outra desvantagem esta relacionada a sua toxicidade,
raz&o pela qual esse acido é empregado na conservacgéo de alimentos (STEINBUCHEL e
EVERSLOH, 2003).

Grande parte do acido propidnico adicionado no meio de cultura ndo é convertida
a mondbmeros de valerato, visto que esse acido é catabolisado a acido pirdvico ou
succinil-CoA, os quais sao compostos intermediarios do metabolismo central. O ciclo do
acido metilcitrico (MCC) e a via do metilmalonil-CoA sdo as vias mais utilizadas para a
oxidacdo do &cido propidnico em bactérias aerdbicas (LIU e STEINBUCHEL, 2000). A
Figura 2.7 apresenta esquematicamente a via de oxidagc&o do acido propiénico a succinil-
CoA.

BirA Propionil CoA
Ir ? K C02
Biotina ATP

Propionil CoA carboxilase
@ ADP + Pi

v

Metilmalonil CoA

Metilmalonil CoA mutase Coenzima Vitamina B12

v
Succinil CoA —» TCA

Figura 2.7 — Metabolismo do Acido Propiénico.

Fonte: LIU e STEINBUCHEL, 2000.

16



Reviséo Bibliografica

O acido propiénico & convertido a propionil-CoA por diferentes enzimas, conforme

a Figura 2.8.
Acido Graxo . L Acido Levulinico
Nimero de Acido Propiénico
Carbonos: C,
X -1CoA CoA 2 Co
2 o
Treonina x_ cem_
l 2 Acetil- CoA
Acido 7 passos Vali
2-Cetobutirico alina
CoA
a|wH,s Acido NH,’
[e] 2!
3 . Oxal- C°2¢ty co,
8 |wNH, CoA acético
0 2 S-Metilmalonil-CoA  Acetil-
Metionina Acido CoA 2 CoA
Succinico 2 R-Metilmalonil-CoA co,

Succinil-CoA

Figura 2.8 — Fontes de propionil-CoA.

Fonte: STEINBUCHEL e EVERSLOH, 2003.

Enzimas do tipo tioquinases, como: propionil-CoA sintetase de Salmonella
entérica serovar Typhimurium, acetil-CoA sintetase de R. eutropha (VALENTIN et al.,
2000) ou diversas coenzimas-A transferases, como: propionil-CoA transferase de
Clostridium propionicum (SCHWEIGER e BUCKEL, 1984) podem catalisar a conversao
do acido propidnico a propionil-CoA. Algumas destas enzimas sao utilizadas em técnicas
de engenharia metabdlica a fim de se potencializar a produc¢ao de P[3HB-co-3HV] a partir

unicamente de acido propidnico ou este combinado a outra fonte de carbono.

2.5.2.2 Enzima Propionil-CoA Carboxilase (PCC)

A enzima propionil-CoA carboxilase catalisa a conversdo do propionil a

metilmalonil-CoA de acordo com a reacao abaixo:

Propionil-CoA + HCO3; + ATP —>»  Metilmalonil-CoA + ADP + Pi
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Essa enzima atua no catabolismo de acidos graxos com numero impar de
carbono e alguns aminoacidos (RAWN, 1983). A propionil-CoA carboxilase participa
também da assimilacdo de CO, em organismos autotréficos, como Chloroflexus
aurantiacus (STRAUSS e FUCHS, 1993). Além disso, esta enzima € utilizada por alguns
organismos para assimilagdo de propionato. A participagdo dessa enzima na assimilagao
de propionato em Rhodospirilum rubrum €& bem descrita, sendo que nesse
microrganismo a PCC esta envolvida também no ciclo do citramalato (BERG et al., 2000).
Em M. extorquens a PCC é requerida para oxidacdo de acetil-CoA a glioxilato
(KOROTKOVA et al., 2002). Em humanos, a deficiéncia da PCC causa disturbios no

metabolismo dos acidos graxos e aminoacidos (VARGAS et al., 2002).

Estruturalmente, a propionil-CoA carboxilase € composta de duas subunidades: o
e R. E na subunidade alfa de 74 kDa que ocorre a ligagéo covalente do cofator biotina &
enzima. A subunidade [ tem peso molecular de 55 kDa e ndo tem sua funcéo descrita
(VARGAS et al., 2002).

A vitamina soluvel biotina atua como cofator da propionil-CoA carboxilase, assim
como das enzimas piruvato carboxilase (PC), metilcrotonil-CoA carboxilase (MCC) e
acetil-CoA carboxilase. A eficiéncia da atuacdo dessas enzimas é dependente da
presenga da vitamina. A adicdo da biotina a essas enzimas é catalisada por biotinas
ligases, as quais sdo conhecidas como BirA em procariotos e holocarboxilase sintetase
(HCS) em eucariotos (VARGAS et al., 2002).

A proteina BirA é a catalisadora da ligagao da vitamina biotina a enzima propionil-

CoA carboxilase em Escherichia coli, conforme pode ser visualisado na Figura 2.7.

2.5.2.3 Estratégias para producéo de P[3HB-c0-3HV]

Como foi descrito anteriormente, para biossintese do copolimero, se faz
necessario a utilizagdo de um precursor, como o acido propiénico. Contudo, grande parte
do acido propibnico adicionado ao meio € utilizado para a producao de energia. Por esta
razao, estratégias metabdlicas sao utilizadas com a finalidade de desviar o fluxo do acido
propidnico proporcionando uma maior incorporagdo do mesmo ao polimero na forma de
valerato. Dentre as estratégias metabodlicas mais empregadas esta a utilizacdo de

suplementos no meio, como acido oleico e acético. Sabe-se que o acido itacdnico é
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inibidor da propionil-CoA carboxilase (PCC), principal enzima responsavel pelo

catabolismo do acido propiénico (BERG et al., 2002).

2.5.2.3.1 Acido ltacdnico

Acido itaconico ou metileno succinato é um composto insaturado, cuja férmula

estrutural é apresentada na figura 2.9 abaixo.

CH;= C —CH,— COOH
I
COOH

Figura 2.9 — Formula estrutural do acido itacénico.

Diversas séo as aplicagbes do acido itacénico e dos ésteres originados a partir do
mesmo. Estes podem ser usados como desodorantes j& que reagem com odores
alcalinos ou acidos, produzidos por aménio, amina ou hidrogénio sulfidrico. Baseado
nessa propriedade desodorante, o acido itacdnico pode ser utilizado na confecgao de

filmes de papéis ou plasticos (Jinan huaming biochemistry homepage).

Esteres derivados do &cido itaconico podem ser usados como lubrificantes,
plasticidas, selantes, resinas e tintas. Outros derivados desse acido sdo usados na
medicina, na industria de cosméticos e na industria agricola como herbicidas (Jinan

huaming biochemistry homepage).

Experimentos realizados Berg et al, 2002, revelaram que o itaconato inibiu a
atividade da enzima propionil-CoA carboxilase (PCC) quando adicionado ao extrato
celular da bactéria Rhodospirillum rubrum . A PCC é responsavel pela primeira etapa do

catabolismo do acido propiénico.

O itaconato também inibe o ciclo do glioxilato, o qual & responsavel pela
assimilacdo de acetato, quando este é fornecido como fonte de carbono para a bactéria.
O itaconato atua como inibidor competitivo da isocitrato liase (ICL), enzima responsavel
pela clivagem do isocitrato em glioxilato e succinato, primeira etapa do ciclo do glioxilato
(WILLIAMS et al., 1971).
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2.6 Microrganismos Produtores de PHA's

Dentre as mais de 300 bactérias diferentes, capazes de sintetizar PHA's, apenas
poucas estdo sendo empregadas para produgédo destes biopolimeros. Dentre essas
bactérias estao: Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, algumas
cepas de bactérias metilotrofias, Pseudomonas oleovorans, Escherichia coli

recombinante e Klebsiella aerogenes recombinante (LEE, 1996a).

Estas bactérias foram selecionadas para produgdao por que acumulam
quantidades elevadas de sua massa celular seca em PHA em um periodo curto de

cultivo, o que resulta em uma alta produtividade (LEE, 1996a).

O microrganismo escolhido para produgao industrial do biopolimero tem uma
influéncia critica sobre os custos de produgido (BYROM, 1987). A selecdo do
microrganismo deve levar em consideracdo a capacidade do mesmo em utilizar fontes
baratas de carbono, ter alta velocidade de crescimento e sintese de polimero, além de

alto acumulo de PHA, em relagao a massa celular seca (LEE, 1996b).

O elevado custo de producao de PHA também se deve ao processo de extracao
do mesmo. Para que o processo seja viavel, € necessario que a cepa seja capaz de
acumular pelo menos 60% de sua massa celular em polimero. Isto elimina as bactérias
Gram-positivas e aquelas que n&o sdo capazes de acumular porcentagens elevadas de
polimero (RAMSAY et al, 1990). Na Tabela 2.2 apresenta-se a produgcdo de PHA's por

diversas bactérias.

As bactérias empregadas na produgdo de PHA's podem ser divididas em 2
grupos, baseado nas condigbes de cultivo requeridas para produgéo. O primeiro grupo de
bactérias requer excesso de carbono e limitacdo de algum nutriente como nitrogénio,
fésforo, magnésio, potassio, oxigénio ou enxofre para a sintese do polimero. Fazem parte
desse grupo Ralstonia eutropha, Protomonas extorquens, Pseudomonas oleovorans e
outras. O outro grupo de bactérias nao requer limitagdo de nutriente para sintese de PHA
e tem-se como exemplo Escherichia coli recombinante, cepa mutante de Az. Vinelandii
(LEE, 19964a).
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Tabela 2.2: Producao de PHA por diversas bactérias

Microrganismo Fonte de Carbono PHA  Contetido de PHA (%w/iv)
Gluconato PHB 46-85
Alcaligenes eutrophus Propionato PHB 26-36
Octanoato PHB 3845
Bacillus megaterium QMB 1551 Glicose PHB 20
Klebsiella aerogenes recombinants Melaco PHB 65
Methylobacterium rhdesianum
VB1267 Frutose/ metanol PHB 30
M extorquens(ATCC5566) Metanol PHB 4046
Pseudomonas aeruginosa Eutorbio e dleo dericinia PHA 20-30
Metanol P(3HB) 0.02
P.denitrificans
Pentanol P(3HB) 55
Gluconato PHB 1.1-50
P.oleovorans
Octanoato PHB 50-68
P.putida Gp104 Octanoato PHB 14-22
Oleo de Palma PHA 37
Acido laurico PHA 25
P. putida )
Acido Miristico PHA 28
Acido Oleico PHA 19
P.putida BMO1 Acido decanoico 5POHV 15-35
Sphaerotilus natans Glicose PHB 40

2.6.1 Alcaligenes

Fonte: Adaptado de REDDY et al., 2003

Alcaligenes latus sintetiza PHA associada ao crescimento, no entanto esta cepa é

capaz de acumular uma maior quantidade de PHA em condi¢des de limitagdo de algum

nutriente (CHOI e LEE, 1999). A desvantagem desse microrganismo é sua sensibilidade

aos precursores utilizados na produgéao de poli [3HB-co-3HV] (Ramsay et al., 1990).
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2.6.2 Azotobacter

Microrganismos desse género sao capazes de utilizar sacarose e glicose como
substrato. Page (1992) produziu P[3HB-co-3HV] utilizando como substrato uma
combinacéo de sais e melaco de beterraba a partir de uma cepa mutante de Azotobacter
vinelandii. A utilizagcdo do melago de beterraba como fonte de carbono reduziria a metade
o custo de produgdo quando comparado a utilizagdo da glicose como fonte de carbono.
Uma desvantagem das bactérias desse género € que, paralelamente a produgdo de PHA
ocorre a sintese de um polissacarideo, diminuindo a produtividade do polimero (BYROM,
1987).

2.6.3 Pseudomonas

As bactérias desse género sdo capazes de acumular PHA’'s de cadeia média.
Pseudomonas oleovorans é um exemplo de bactéria que sintetiza PHA’s de cadeia média
utilizando as mais variadas fontes de carbono, incluindo alcoois e acidos alcandicos. O
tipo de substrato empregado interfere no crescimento celular, formacdo de PHA e

composi¢ao do copolimero (DU e YU, 2002).

Estudos relatam que P. putida e P. aeruginosa sao capazes de acumular PHA’s a
partir de glicose e outros agucares visto que elas sdo capazes de sintetizar monémeros
de cadeia media a partir de acetil-CoA. P. oleovorans é uma excecao dentre o género
Pseudomonas devido ser incapaz de sintetizar PHA’s, a partir de carboidratos
(HUIJBERTS et al., 1992).

2.6.4 Ralstonia eutropha

A Ralstonia eutropha ¢ um dos microrganismos mais estudados e aplicados para
producao de PHA'’s, pela sua facilidade de utilizacao de fontes renovaveis de carbono e
habilidade de acumular até 80% de seu peso seco em polimero. A produgao de polimero
por R. eutropha é realizada em duas fases, uma fase inicial de crescimento nao limitado
visando a produgado de massa celular, seguida de uma fase limitada em algum nutriente,

exceto carbono, com acumulo de polimero (BYROM, 1987).

Industrialmente, a R. eutropha € uma bactéria amplamente empregada para
producao de PHA’s, em especial P[3HB] e P[3HB-co-HV] (LEE et al., 1999). Na produgéao

de copolimero, acido propidnico é adicionado no meio durante a fase de acumulo € a
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proporcdo de valerato incorporada depende da razdo de alimentacdo acido
propibnico/acucar. Essa bactéria também é capaz de acumular polimero contendo
mondémeros de 4 hidroxibutirato [4HB] e 5 hidroxivalerato [5HV], conforme o substrato
utilizado (ANDERSON e DAWES, 1990).

A cepa nativa de R. eutropha H16 nao utiliza glicose nem sacarose como fontes
de carbono. A cepa utilizada para producao industrial de PHA’s é a mutante DSM545, a
qual consome glicose como fonte de carbono (MADISON e HUISMAN, 1999). A R.

eutropha 290/sac, também mutante, é capaz de consumir sacarose (FAVA, 1997).

Diversos estudos estdo sendo realizados a fim de se diminuir o custo de producéao
dos PHA’s utilizando R.eutropha como microrganismo produtor. MARANGONI (2000)
testou diversas fontes de carbono na produgao de P[3HB-co-3HV], dentre as fontes
testadas estdo: lactose hidrolisada, galactose, frutose, glicose e agucar invertido. O
crescimento celular em acgucar invertido, glicose e frutose foram semelhantes e
mostraram ser as fontes de carbono nas quais se tem as maiores velocidades de
crescimento especifica. SQUIO e colaboradores (2003) utilizaram suplementos para a
producdo de copolimero e observaram que a suplementagcdo com acido linoleico/oléico

(2:1) aumentou em 11% a produgéo de polimero.

2.6.5 Producdao a partir de Plantas

Recentemente, estudos variados estdo sendo realizados a fim de se implementar
a producdao de P[3HB] em plantas. A producdo de PHA em escala agrondmica
aumentaria a sintese dos biopolimeros para milhdes de toneladas sendo infinitamente
vantajosa quando se compara a produgao por processo fermentativo. Potencialmente, os
PHA’s poderiam ser produzidos a um custo de US$ 0,20 a 0,5/kg, caso fossem
sintetizados por plantas a uma porcentagem variando entre 20 a 40% de seu peso seco,

podendo competir com os plasticos oriundos do petréleo (REDDY et al., 2003).

Arabidopsis thaliana foi a primeira planta escolhida para estudos da expresséao
dos genes de biossintese de PHA's (MADISON e HUISMAN, 1999). Como a enzima 3-
cetoacil-CoA tiolase esta presente na A. thaliana, somente os genes phaB e phaC de R.
eutropha foram inseridos na planta, o que resultou em acumulo de granulos de PHB no
citoplasma , vacuolo e nucleos, porém, a crescimento da planta foi afetado. A expressao
de todos os genes phaCAB no plastideo de A. thaliana melhorou o sistema de producéo.
O maximo acumulo de PHA foi 14% em peso seco (NAWRATH et al., 1994). Nos
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plastideos o fluxo de carbono a alto e conseqlientemente tem-se alta concentracido de
acetil-CoA, o que seria uma hipotese para se ter melhorado a producdo de PHB sem
causar defeitos na planta (MADISON e HUISMAN, 1999; REDDY, 2003).

As plantas oleaginosas sao interessantes para a sintese de PHA'’s, visto que o
PHB e o dleo sdo derivados da acetil-CoA. Estratégias utilizando engenharia metabdlica
podem ser empregadas para deslocar a acetil-CoA apenas para produgdo de PHB,
diminuindo a producdo de 6leo. Outras plantas testadas para producdo de PHA’s séo
Gossypium hirsutum (algodao) e Zea mays (milho). Empresas como Monsanto (USA) e
Zeneca (UK) estdo investindo em estudos para producao de PHA’s a partir de plantas,
como soja (REDDY, 2003).

2.6.6 Escherichia coli recombinante

Cepas de Escherichia coli abrigando os genes de biossintese de PHA’s de
Ralstonia eutropha sdo empregadas com frequéncia para producido de P[3HB] com alto
conteudo de PHA e alta produtividade. Diversos plasmidios foram desenvolvidos a fim de
se produzir PHA em E. coli (LEE, 1996a).

A producao de P[3HB-co-3HV] por E. coli recombinante é considerada dificil visto
que essa bactéria nao utiliza o acido propidnico com eficiéncia. Entretanto estudos
recentes empregando cepas mutantes de E. coli ou acido acético e oléico como indutor

na cultura tém sido bem sucedidos (LEE, 1999).

E. coli é capaz de utilizar diversas fontes de carbono, incluindo glicose, sacarose,
lactose e xilose. Isso representa uma potencial redugao no custo de produgdo de PHA’s
pela utilizacdo de substratos baratos, como: melago, soro de leite e hemicelulose
hidrolisada (LEE e CHANG, 1995).

FONSECA (2003) utilizando E. coli abrigando os genes de biossintese de PHA’s
de R. eutropha (plasmidio pBHR68), testou diferentes combinacdes de fontes de carbono
em diversas concentragdes, através de planejamento fatorial, e verificou que a
combinagédo de substratos soro de leite (5%), 6leo de soja (1,5%) e amido de milho
hidrolisado (5%), fornecem uma massa celular em torno de 1,9 g.L™', sendo que 50% da

massa era de PHB.

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 extracao
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dos granulos de PHA é menor a medida que as células sido facilmente lisadas
(STEINBUCHEL e SCHLEGEL, 1991; WANG e BAKKEN, 1998; MADISON e HUISMAN,
1999). A Figura 2.10 mostra células de E. coli produzindo P[3HB].

Figura 2.10 — Células de E. coli recombinante produzindo P[3HB].

Fonte: Metabolix homepage

Uma outra vantagem da E. coli é o fato desta bactéria ter seu genoma e fisiologias
bem caracterizadas. Isso oferece vantagens para manipulagdo genética e

desenvolvimento de estratégias de engenharia metabdlica (ESCHENLAUER et al., 1996).

O custo da producdo de PHA usando a produtora natural R. eutropha é de
US$16/kg. Alguns estudos mostram que utilizando E. coli recombinante o custo de
produgdo pode ser reduzido para US$ 4/kg. Sendo assim, o emprego de E.coli
recombinante pode ser considerado promissor para se minimizar custos na producao de
PHA (LEE, 1996a).

2.7 Degradacéo de PHA's

Além da sintese, a degradacao intracelular dos polihidroxialcanoatos é de
fundamental importdncia para o0 metabolismo dos microrganismos produtores
(KAWAGUCHI et al, 1992). A PHA despolimerase é a enzima que catalisa a primeira
etapa da degradagdo, tendo sido estudada em microrganismos como: Bacillus

megaterium, Zoogloea ramigera e Ralstonia eutropha (SAITO et al, 1995).
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O gene que codifica para PHA despolimerase em Pseudomonas aeruginosa
(phaD) se encontra entre dois genes phaCl e phaC2 (TIMM e STEINBUCHEL, 1992).
Em R. eutropha, o gene phaZ, codifica para PHA despolimerase. A expressao deste gene
em Escherichia coli resultou na degradagao de granulos de PHA (SAEGUSA et al, 2001).

Sugere-se que o mecanismo de degradagao dos granulos de PHA em R. eutropha
€ o seguinte: inicialmente a enzima PHA despolimerase, catalisa a despolimerizagao do
polimero P[3HB] a acido D(-)-3-hidroxibutirico. Em seguida, este composto é oxidado a
acetoacetato pela enzima 3-hidroxibutirato desidrogenase NAD+ dependente. A molécula
de acetoacetato é convertida a acetoacetil-CoA pela acetoacetil-CoA sintase. Em
condigbes de cultivo balanceada, os altos niveis de NADH e acetoacetato podem inibir a
acao da enzima 3-hidroxibutirato desidrogenase, cessando a despolimerizacdo do
P(3HB) (STEINBUCHEL e SCHLEGEL, 1991).

Quando o microrganismo encontra-se em meio rico em energia (excesso de
carbono), o alto nivel de NADH inibe o ciclo dos acidos tricarboxilicos bem como a
despolimerizagao de PHA. A diminuicado da concentracdo de coenzima A livre (CoA)
favorece a atividade da -cetotiolase e a sintese de P[3HB] (BYROM, 1987).

2.8 Biodegradabilidade

Biodegradabilidade significa capacidade de um material ser degradado sob a agao
de organismos vivos. A "degradagao" (passagem de um estado de referéncia a um
estado degradado) leva uma modificacdo estrutural do material caracterizado por uma

diminuicdo de suas qualidades e desempenho.

Na realidade, além dos organismos vivos, € necessario levar em consideragao o
biétopo do conjunto (organico, mineral e climatico) necessario para que a biodegradacgao
ocorra. Biotopo € o meio complexo onde ocorrem as reagdes de biodegradagao. Nele,
devem ser considerados todos os parametros fisicos (temperatura, pressao, acao
mecénica dos ventos, chuva e neve, de alagamentos, agdo da luz), a composigao
quimica da agua, do ar e do solo, além dos parédmetros biolégicos (acdo dos animais,
vegetais e microorganismos). Todos os parametros séo interdependentes. Por exemplo,
0s microrganismos nao podem estar ativos a ndo ser em condigdes fisicas, quimicas e

biolégicas bem particulares.
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Os microrganismos presentes em diversos ambientes na natureza excretam
enzimas extracelulares como PHA-hidrolases e PHA-despolimerases, as quais sao
responsaveis pela degradagdo do PHA (MADISON e HUISMAN, 1999). A degradagao
enzimatica do polimero é uma reagao heterogénea que envolve duas etapas: adsorgéo e
hidrolise. A etapa inicial consiste na adsor¢do da enzima na superficie do polimero, a
etapa subsequiente consiste na hidrélise das cadeias poliméricas pelo sitio ativo das
enzimas (SUDESH et al., 2000).

A degradagdo de P[3HB] e P[3HB-co-3HV] ocorre em sistemas aerdbios e
anaerobios, sendo que em ambientes aerdbios os produtos finais da degradagédo sao
diéxido de carbono, agua e humus. Em condi¢des anaerdbias, metano também é
produzido (LUIZIER, 1992).

A velocidade de biodegradagao dos polimeros depende de fatores como: area
superficial, atividade microbiana, ambiente disponivel, pH, temperatura, nivel de mistura e

presenga de outros materiais nutrientes (SUDESH et al., 2000).

A Tabela 2.3 apresenta o tempo necessario para a degradagao completa de um

filme de 1mm de P[3HB-co-3HV] em diferentes ambientes.

Tabela 2.3: Biodegradagao de um filme de P[3HB-co-3HV] em diversos ambientes.

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

Fonte: LUZIER, 1992.

A degradacido microbiana de PHA’s 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).
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Capitulo 3

MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens e plasmidios empregados

3.1.1 Microrganismo

Foi utilizada para os cultivos a bactéria Escherichia coli linhagem JM101. Esta
linhagem foi escolhida devido a sua capacidade de acumular polimero ser maior que

outras linhagens comerciais ja testadas por FONSECA (2003).

A bactéria sem plasmidio foi estocada em solugéo 0,9% de NaCl a temperatura
ambiente. As bactérias ancorando o plasmidio foram estocadas em meio Luria Bertani
(LB) sdlido, acrescido de uma solugdo de ampicilina, a temperatura de 4 °C. Conforme a

utilizacdo, essas coldnias eram repicadas em meio LB liquido contendo ampicilina.

3.1.2 Plasmidio

O plasmidio utilizado foi o pBHRG68, o qual possui as seguintes caracteristicas
relevantes para este estudo: ancora o gene de resisténcia a ampicilina (Amp') e os genes
de biossintese de polihidroxialcanoatos de Ralstonia eutropha (phaA, phaB e phaC),
esbogcado na Figura 3.1. Este plasmidio foi cedido pelo Dr. Alexander Steinblchel, do
Instituto de Microbiologia da Westféalische Wilhelms Universitat Munster, Munster,

Alemanha. A suspenséo estoque do plasmidio foi armazenada a temperatura de -20 °C.
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Figura 3.1 — Plasmidio pBHR68, ancorando os genes Amp' e phaA, phaB e phaC de R.
eutropha.

3.2 Meios de cultivos e solugdes empregados

3.2.1 Meio Luria Bertani — LB

Para os cultivos, preparacdo do inoculo, preparagao de células competentes e
estocagem da E. coli foram utilizados o meio Luria Bertani (LB) sélido e liquido, cuja
composicdo é a seguinte: 10 g.L™" de triptona, 5g.L"" de extrato de levedura, 5 g.L™" de
NaCl, com adicdo de 15 g.L”' de agar para o meio sélido (BERTANI,1951). Quando
apropiado foi adicionado o antibiético ampicilina ao meio na concentracido descrita para

cada ensaio.

3.2.2 Solugéo de ampicilina

Para selecao e cultivo da E.coli recombinante contendo o plasmidio pBHRG68 foi
acrescido ao meio LB uma solucdo de ampicilina na concentracdo de 100 mg. L™'. Foram
preparados 10 mL de uma solugdo estoque de ampicilina, na concentragdo de 100 g.L™ .
O antibiético foi dissolvido em agua ultra pura esterilizada, sob condicbes assépticas, e a

solucgéo foi estocada em microtubos esterilizados a temperatura de -20 °C.
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3.2.3 Tampao Tris-HCI, 1M, pH=8,0

Foram pesados 12,1 g de tris (hidroximetil) amino metano e dissolvidos em 50 mL
de agua destilada e filtrada. A solugao resultante foi levada ao pHmetro. Com agitagao
constante foi adicionado acido cloridrico concentrado, gota a gota, até que a solugao
alcancasse o pH=8,0. Completou-se o volume da solugdo para 100 mL, com agua

destilada e filtrada.

3.2.4 Solugéo de EDTA 0,5M, pH=8,0

Pesou-se 18,6 g do sal dissédico do acido etileno diamino tetraacético Na,EDTA e
completou-se o volume até 100 mL com uma solucdo de NaOH 0,5M. O pH final devera

ser aproximadamente igual a 8,0.

3.2.5 Tampao Tris-EDTA (TE)

Foram misturados 1 mL de tampé&o tris-HCI (1 M, pH=8,0) e 0,2 mL de EDTA (0,5
M, pH=8,0). O volume da mistura foi completado com agua destilada filtrada até 100 mL e

posteriormente esterilizada, em autoclave, a 121° C / 1atm/ 15 min.

3.2.6 Solucéo de cloreto de célcio (CaCly)

Foram pesados 1,11 g de CaCl,, dissolvidos em 100 mL de agua destilada filtrada

e esterilizada.

3.2.7 Solucédo estoque de glicose

Como fonte de carbono foi utilizada glicose, a qual foi adicionada ao meio LB na
concentracdo de 20g.L™". A solugédo estoque de glicose adicionada ao meio, foi preparada
na concentragdo de 400 g. L' e esterilizada separadamente em autoclave (temperatura e

121° C / 1atm/ 15 min.), a fim de se evitar a caramelizagdo da mesma.

3.2.8 Suplementos

Com o objetivo de avaliar o efeito da adicdo de suplementos sobre a incorporagao
de valerato no copolimero foram empregados o acido acético e ou azeite de oliva, os
quais foram adicionados ao meio LB antes da esterilizagcdo do mesmo. Nos experimentos
realizados neste estudo utilizou-se 10 mM de acido acético no meio de cultura.

Em outro ensaio, o azeite foi adicionado no meio de cultura em uma concentracéo
de 1g.L™".
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3.2.9 Inibidor Enzimatico

O 4&cido itacdnico (Sigma 129204) foi empregado nos estudos de inibicdo
enzimatica “in vivo” da PCC, responsavel pelo catabolismo do acido propiénico. A

concentracao de acido utilizada nos cultivos para produgao de PHA'’s foi de 5 mM.

3.3 Metodologias Empregadas

3.3.1 Obtencéo de Escherichia coli recombinante

Para obtengdo da bactéria recombinante, a linhagem nativa de E. coli JM101 foi
submetida a preparacéo de células competentes, transformacgao e selecido. Essas etapas

estdo descritas nos itens a seguir.

3.3.1.1 Preparacgao de Células Competentes

O procedimento empregado para preparagao das células esta baseado no método
descrito por HANAHAN (1983). Uma alcada de suspensao estoque de E. coli foi
transferida para meio agar LB e cultivada por aproximadamente 18 h a 37° C. Com o
auxilio de um palito de madeira estéril foi transferida uma unica colbnia isolada da
bactéria para um tubo contendo 5 mL de meio LB. O tubo foi incubado por
aproximadamente 3 h, ou até o caldo de cultivo atingir a absorbancia entre 0,5 e 0,6, sob
agitacado de 150rpm e temperatura de 37°C. Transferiu-se 1 mL do caldo de cultivo para
um microtubo plastico (2 mL) estéril e centrifugou-se a 4000 rpm, 4 °C por 10 min. O
precipitado foi ressuspenso em 1 mL de uma solugao de CaCl, 0,1 M gelado e repetiu-se
a centrifugacdo nas mesmas condigdes. Novamente o precipitado foi ressuspenso com
0,1 mL de CaCl,0,1 M gelado.

3.3.1.2 Transformacé&o de Células Competentes

A transformacdo das células (E.coli) foi realizada de acordo com metodologia
descrita por SAMBROOK e colaboradores (1989). Em 200 uL de suspensao de células
competentes, preparadas conforme foi descrito no item 3.3.1, foi adicionado 2 uL da
solugdo de DNA plasmidial (5 a 10 uM). O recipiente contendo células e plasmidio foi
incubado em banho de gelo por 30 min e em seguida em banho Maria a 42 °C por 45
segundos. Novamente resfriou-se a mistura em banho de gelo por 5 min e adicionou-se
800 uL de meio LB. Incubou-se a 37 °C, sob agitagdo de 150 rpm, durante uma hora,

para recuperagao das células. Centrifugou-se a 4000 rpm por 10 min a temperatura
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ambiente e descartou-se o sobrenadante. O precipitado foi ressuspenso em 100 uL de
meio LB e aliquotas de 50 uL dessa solugao foram transferidas e espalhadas em placas
de meio agar LB, contendo ampicilina (100 mg.L") a fim de se selecionar os
transformantes, contendo o plasmidio que ancora o gene de resisténcia ao antibiético. As

placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C.

3.3.1.3 Sele¢do dos Recombinantes

Os recombinantes foram selecionados do meio agar LB contendo o antibiético
ampicilina, o qual é adequado para selegdo, visto que o plasmidio ancora o gene de
resisténcia a este antibiético. Foi coletada das placas contendo os transformantes, uma
Unica colénia com auxilio de um palito de madeira estéril. A colbénia foi incubada em tubos
de vidro rosqueados contendo 5 mL de LB e 5 uL de ampicilina, na concentracdo de
100mg.L™ durante aproximadamente 18 h em agitador orbital a 150 rpm e 37 °C. A etapa
posterior consiste na extracdo do DNA plasmidial e analise do mesmo em eletroforese

em gel de agarose.

3.3.1.4 Extracao do DNA plasmidial

Para o isolamento do DNA plasmidial foi utilizado um “kit” comercial para extracéo
de DNA plasmidial do fabricante Gibco BRL. O preparo da cultura para extragao do DNA
plasmidial consistiu na transferéncia de uma colénia de transformante para um tubo
contendo LB e ampicilina, o qual foi cultivado durante 24 horas em shaker a 150 rpm e
temperatura de 37 °C. A massa celular foi obtida pela centrifugacdo de uma aliquota de
1mL do caldo de cultivo a 10000 rpm durante 10 min (4 °C). A massa foi ressuspensa nos
tampdes adequados a fim de se romper as células, eliminar o DNA genémico e obter o

DNA plasmidial, sendo que o DNA plasmidial é ressuspenso em 75 uL de tampao TE.

3.3.2 Experimentos Preliminares: Efeito do acido propiénico sobre o crescimento
de Escherichia coli IM101

Sabe-se que o excesso de acido propidnico no meio interfere negativamente no
crescimento da Escherichia coli. Sendo este acido um precursor do valerato, composto
que esta presente na composi¢cdo do polimero desejado, foi necessario o estudo da
quantidade de acido a ser acrescentada no meio de cultura visando o crescimento sem
causar inibicdo do mesmo. Assim, concentracbes de 10, 15, 20 e 25 mM de acido

propiénico foram testadas neste trabalho. O meio de cultura utilizado foi o meio LB e
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neste se adicionou 100 uL de Escherichia coli, linhagem JM 101. Cultivou-se a bactéria a
37 ° C por 24 h, sob agitagdo de 150 rpm. Para avaliacdo do crescimento celular dos

caldos de cultivo foram lidas as absorbancias a 620 nm em fotocolorimetro

3.3.3 Etapas da producdo de polihidroxialcanoatos por Escherichia coli
recombinante
Para os estudos de producgédo de PHA'’s por E. coli recombinante, de modo geral

seguiu-se o fluxograma apresentado na figura 3.2.

Cultivo de E. coliem
meio LB

h 4
Preparacao das células
competentes

v
Cultivo em placas
(selegao)

A 4

Pré - in6culo

A 4

Preparo do in6culo

v
Inoculagdo no meio
estudado

A 4
Cultivo (48 horas)

A 4

Obtencéao

da massa

celular seca

N

4

Extracdo d

o polimero

A

4

Metanolizagao

A

y

Avaliacédo do PHA por
cromatografia gasosa

Figura 3.2 — Etapas da Producao de PHA's.
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3.3.3.1 Preparo do pré-inéculo

Foi coletada da placa de Petri com os transformantes, com auxilio de um palito
estéril, uma coldnia e transferiu-se a mesma para meio LB contendo ampicilina na
concentragdo de 100 mg. L™. O cultivo foi realizado em shaker por 24 horas a 37 °C sob

agitacao de 150 rpm.

3.3.3.2 Preparo do inéculo

O indculo foi preparado a partir de 1 mL do pré-indculo, sendo que este foi
transferido para 100 mL de meio LB contendo ampicilina (100 mg. L™). O volume do pré-
indculo (1mL) correspondeu a 1% do volume total do meio utilizado para cultivo. O cultivo

foi realizado nas mesmas condi¢des do pré-indculo, conforme descritas anteriormente.

3.3.4 Producéo de P[3HB-c0-3HV]

3.3.4.1 Producéo sem utilizacdo de suplementos

Neste tipo de produgédo, o indculo foi adicionado ao meio de cultivo (LB) e glicose
(20 g.L™"), sendo que o volume de indculo representa 10% do volume total de meio de
cultivo. Neste meio de cultivo foi adicionado ainda ampicilina na concentracdo de 100mg.
L. O precursor de valerato empregado, acido propidnico, foi adicionado ao meio na
concentracdo de 10 mM, melhor condi¢do encontrada, conforme determinado nos
ensaios preliminares descritos anteriormente em 3.3.2. O pH foi verificado a fim de se

manter o meio préximo da neutralidade.

O cultivo propriamente dito foi realizado em frascos agitados de 5 L, contendo 1 L
de meio, sob agitagdo de 150 rpm, 37 °C, durante 48 horas.
3.3.4.2 Producédo com utilizacdo de suplementos

Os cultivos com utilizacdo de suplementos seguiram as mesmas condigdes de
temperatura, agitagao e tempo dos cultivos sem suplementos. A adigcdo dos suplementos

ao meio de cultivo foi realizada antes da esterilizagdo do mesmo.
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Na ocasiao em que o azeite de oliva foi utilizado como suplemento, este foi

adicionado ao meio na concentragdo de 1,0 g. L™.

O &cido acético também foi utilizado como suplemento na concentragao de 10 mM
e quando este foi adicionado no meio, houve-se a necessidade de se corrigir o pH para
7,0, com solugao de NaOH 10 M.

Foi realizada também a producéo de poli [3HB-co-3HV] utilizando a combinacao
dos dois suplementos: acido acético e azeite de oliva, nas mesmas concentragdes de

10 mMe 1g.L", respectivamente.

3.3.4.3 Efeito do acido itacoénico sobre o crescimento de E. coli

Com o objetivo de determinar a concentragdo maxima de acido itacénico que
poderia ser empregada, sem inibicdo do crescimento celular, foram testadas trés
concentragdes (5mM, 10mM e 15 mM) de acido itacénico em um experimento prévio.
Para isto cultivou-se a bactéria por 24 h em agitador orbital sob agitagédo de 150 rpm,
temperatura de 37 °C e avaliou-se o crescimento celular medindo a absorbancia a

620 nm em fotocolorimetro.

3.3.4.4 Inibicdo quimica da atividade de propionil-CoA carboxilase pelo é&cido

itaconico

Com o objetivo de inibir a atividade da enzima propionil-CoA carboxilase, foram
realizados cultivos com e sem suplementos nas mesmas condigcdes descritas
anteriormente. Na presenca de acido itacdnico, as concentracbes dos suplementos
também foram semelhantes as concentragdes empregadas nos experimentos anteriores.
Nestes experimentos também se avaliou o pH do meio a fim de mante-lo préximo a

neutralidade.
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3.3.9 Determinac¢des Analiticas

3.3.9.1 Concentracdo de biomassa

A determinacao da concentracdo da biomassa foi realizada por fotocolorimetria e

gravimetria.

Utilizando um fotocolorimetro avaliou-se a turbidez do meio a uma absorbancia de
620nm.

A massa celular seca foi avaliada por gravimetria, através da pesagem da massa
celular produzida, apés uma centrifugacao a 8000 rpm e 4 °C durante 10 min em
centrifuga Hitachi (modelo HIMAC CR20B2) e secagem dos precipitados obtidos em

estufa a 50 °C por até 48 horas ou peso constante.

3.3.9.2 Extracédo dos PHA’s produzidos

Da massa celular seca foram extraidos os biopolimeros produzidos. Essa massa
foi macerada a fim de se aumentar a superficie de contato facilitando a extragcdo dos
PHA’s. A extragao foi feita utilizando o principio de extracdo fracionada tipo Soxhlet,

empregando como solvente o cloroférmio. O periodo de extracao foi de 48 horas.

Apds o refluxo, a massa celular seca foi filtrada e descartada. Os PHA’s foram
precipitados em metanol, sob agitagdo manual, e recuperados pela filtragdo da solugéo. A

massa de polimero obtida foi pesada, para quantificacao.

3.3.9.3 Avaliag&o do PHA produzido

A analise qualitativa foi feita por cromatografia gasosa conforme o método descrito
por BRAUNEGG e colaboradores (1978).

Aproximadamente 10 mg do polimero é colocado em tubo de ensaio com tampa
rosqueada (bem vedados) e neste foram adicionados 1 mL de uma solugdo de metanol
acidificado (H,SO4 15%) contendo &cido benzdico na concentracdo de 0,4 g.L™", como
padrao interno, e 1 mL de cloroférmio. A mistura foi aquecida em banho de 6leo, a 100 °C
durante 4 horas, sendo que apdés 1 hora de aquecimento a mistura deve ser 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 e

deixou-se decantar. A fase inferior (organica) foi recolhida com micropipeta e levada para
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analise em cromatégrafo gasoso CG-90 equipado com detector de ionizacdo de chama
(DIC ar-hidrogénio).

A coluna utilizada no cromatégrafo € de silica fundida (0,53 mm X 30 m) modelo
Supercowax-10. O gas de arraste utilizado é o nitrogénio a 20 mL.min™" e as temperaturas
de injegdo, detecgao e coluna sao respectivamente de 90 °C, 230 °C e 110 °C. O volume

injetado é de 1 pL.

Foram também submetidos a metanolizacdo os padrées: poli-3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato e poli-3-hidroxibutirato (Sigma-Aldrich) com massa variando entre
0,0010 g € 0,010 g.
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Influéncia da concentracédo de acido propidnico no crescimento de Escherichia

coli

Concentractes de 10, 15, 20 e 25 mM de acido propibnico foram testadas a fim de
se verificar seu efeito sobre o crescimento celular de E. coli e escolher a concentracao
menos téxica para dar prosseguimento aos ensaios de producdo de polimeros. Os
resultados dos testes apresentados na Tabela 4.1 mostram que acido propidnico exerce
um efeito inibitdrio no crescimento celular da bactéria E. coli JM101 e que a concentragao

que menos inibiu o crescimento celular, dentre as testadas foi a de 10 mM.

Tabela 4.1 - Efeito da concentracdo de acido propidnico sobre o crescimento celular de E.
coli JM101 apés 18 h de cultivo

Concentracédo de acido propibnico Absorbancia
(mM) 620 nm
10 0,064
15 0,040
20 0,040
25 0,006

Esta mesma concentracdo de acido propibnico foi empregada por RHIE e
DENNIS (1995) para avaliar a incorporagcado de valerato no copolimero P[3HB-co-3HV]
produzido por E. coli K-12 recombinante. No entanto, com o mesmo propdsito, FIDLER e
DENNIS (1992) utilizaram 25 mM de acido propiénico para outra linhagem de E. coli
conseguindo incorporagao de 20 a 30% mol de hidroxivalerato, enquanto CHOI e LEE
(1999) em seus estudos acrescentaram 20 mM de acido ao meio e conseguiram 7,2 %

mol de incorporagao de hidroxivalerato (HV).
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Estas observagbes sugerem que a toxicidade exercida pelo acido propiénico

depende também da linhagem bacteriana empregada.

Levando-se em conta que os PHA’s sdo armazenados intracelularmente, o
crescimento bacteriano exerce grande influéncia na produtividade destes biopolimeros.
Conforme ja foi dito anteriormente, os polihidroxialcanoatos sdo acumulados na forma de
granulos no interior das células bacterianas. Assim, escolheu-se trabalhar com a
concentracdo de 10 mM de acido propibnico uma vez que a bactéria alcangou

crescimento maior nesta condicao.

4.2 Influéncia da concentracdo de acido itacénico no crescimento de Escherichia

coli

O itaconato é um forte inibidor do ciclo do glioxilato, caracteristico de bactérias e
tem a funcao de metabolizar acetato, quando este € 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 agao catalisadora da isocitrato liase é obrigatéria para o
crescimento; um exemplo disso seria quando acetato € utilizado como Unica fonte de
carbono. Porém, quando outras fontes de carbono estdo presentes, a atividade da
isocitrato liase nado é requerida e o itaconato ndo é capaz de inferir no crescimento

bacteriano.

Berg e colaboradores (2002) avaliaram a assimilagdo de propionato e acetato em
Rhodospirillum rubrum utilizando diferentes concentragbées de itaconato (0,5; 1,0; 1,5; 10
e 20 mM) com o objetivo de verificar a agéo inibitéria do mesmo na atividade da enzima

propionil-CoA carboxilase.

Nesse trabalho foram empregadas concentragcbes parecidas as empregadas por
BERG e colaboradores (2002) em seu estudo, com o objetivo de avaliar o crescimento de

E.coli frente ao acido itaconico.

A Tabela 4.2 apresenta os diferentes valores de crescimento, expressos como

absorbancia em 620 nm, em fungdo da concentracao empregada. O acido itaconico
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assim como o propidnico exerceu forte inibicdo do crescimento bacteriano. No entanto, a
concentracdo de 5 mM foi empregada para os cultivos posteriores, visto que o

crescimento bacteriano foi maior nesta condigéo.

Tabela 4.2 - Efeito do acido itacdnico no crescimento celular de E. coli JM101 apds 18h
de cultivo.

Concentracao de acido itacénico Absorbancia
(mM) 620 nm
5,0 1,02
10,0 0,22
15,0 0,04

4.3 Producédo de P[3HB-co-3HV] por E. coli recombinante utilizando-se &cido

propiénico como precursor de valerato

O acido propiénico € o precursor de valerato mais empregado atualmente para
producdo de P[3HB-co-3HV]. Conforme determinado em ensaio preliminar, a
concentracao de acido propidnico empregada nesse estudo para producéo de P[3HB-co-
3HV] foi de 10 mM. A Tabela 4.3 apresenta o acumulo de massa celular e producao de
PHA utilizando glicose como fonte de carbono (20 g. L™"). Observa-se uma diminui¢do no
acumulo de massa celular de 2,67 g. L™ para 0,56 g. L' quando &cido propi6nico é
adicionado no meio. Também nota-se a diminuicdo drastica no acumulo de PHA que
passa de 1630 mg. L para 47 mg. L quando &cido propiénico é adicionado no meio de

cultivo.

Esses resultados comprovam a toxicidade do acido propiénico frente a E. coli
JM101.

Conforme ja era esperado, o polimero produzido no experimento na auséncia de
acido propidnico consiste em P[3HB], visto que o precursor de valerato (acido propiénico)

nao estava presente no meio.
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Tabela 4.3 - Efeito da utilizacdo de acido propiénico no crescimento celular e na producao

de PHA por E. coli recombinante

PHA
Meio de /
Suplemento Massa Clelular Acumulo d? PHA OB ™y,
Cultura (g.L7) (mg.L™)
(mol%) (mol%)
LB + Glicose - 2,67 1630 100 0
LB + ac.
Propibnico + - 0,56 47,0 80 20
glicose

4.4 Influéncia da utilizacéo de azeite de oliva na produc¢édo de P[3HB-c0-3HV]

O azeite de oliva é constituido de aproximadamente 70% de acido oleico. LEE e
colaboradores (1999) observaram que a utilizacdo de acido oleico como suplemento no
cultivo de E. coli XL1-Blue (pJC4) recombinante proporcionava um aumento de 4% no
acumulo de PHA e de 12% na incorporacéo de valerato ao polimero. Sugere-se que este
resultado seja devido ao fato de que o acido oleico seria utilizado pela bactéria para o
crescimento, aumentando assim, a quantidade de acido propidnico disponivel para ser

incorporada como valerato.

LEE e colaboradores (1999) utilizaram uma concentragdo de 1 g.L” de acido
oleico para produg¢ao do copolimero por E. coli recombinante. Nesse estudo empregou-se
a concentragdo de 1 gL' de azeite de oliva como precursor de &cido oleico.
Considerando-se que 70% do azeite de oliva é constituido de acido oleico, a
concentragdo de acido oleico presente no meio de cultivo corresponderia a 0,7 g.L™. Os
resultados obtidos com a utilizacdo do acido oleico como suplemento podem ser

observados na Tabela 4.4.

De acordo com a Tabela 4.4, pode-se observar que a suplementacdo com azeite
de oliva aumentou de 0,56 g. L™ para 1,1 g. L™ a massa celular produzida e de 47 mg.L™

para 261,5 mg .L"" a quantidade de polimero acumulada.
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Tabela 4.4 - Efeito da suplementacdo do meio com acido oléico no crescimento celular e

na produc¢ao de PHA por E. coli recombinante

PHA
Meio de "
Suplemento Massa Celular Acumulo de PHA oB ™y,

Cultura (g.L™) (mg.L™)

(mol%) (mol%)

LB + ac.

Propidnico + - 0,56 47,0 80 20
glicose

LB + Ac.

Propidnico + Azeite de oliva 1,10 261,5 96 4,0
glicose

O azeite de oliva é catabolisado nas bactérias por acao de lipases, liberando

acidos graxos. Os acidos graxos sdo catabolisados através da R-oxidagdo. Um dos

compostos intermediarios gerados pela R-oxidacdo sdo os hidroxiacil-CoA, os quais sao

substratos para a biossintese de PHA’s. O aumento do acumulo de polimero, bem como

o crescimento celular, podem ser explicados pelo fato dos hidroxiacil-CoA, formados

através do catabolismo dos acidos graxos (azeite de oliva) serem utilizados tanto para

sintese de polimeros quanto para o crescimento celular.

Avaliou-se também o efeito da suplementagcdo com azeite sobre a incorporagéo

de valerato através de cromatografia gasosa. A Figura 4.1 ilustra a composicao de 3HB e

3HV no copolimero obtida na cultura sem suplementacdo de azeite de oliva e a Figura

4.2 apresenta a composi¢céo do polimero obtida com a suplementacao de azeite de oliva.
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Figura 4.1 — Composicdo de 3HB e 3HV no copolimero obtida na cultura sem

suplementacao de azeite de oliva
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Figura 4.2 — Composicdo de 3HB e 3HV no copolimero obtida na cultura com

suplementacao de azeite de oliva
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Embora a suplementagdo da cultura com de azeite de oliva tenha levado a um
acréscimo no acumulo de polimero, nesta condigdo ocorreu uma diminuicdo na
incorporacdo de 3HV. MARANGONI (2000) e SQUIO e colaboradores (2003) também
observaram um aumento no acumulo de polimero e uma diminuigdo na incorporacéo de
valerato em culturas de Ralstonia eutropha suplementadas com acidos oleico e linoleico.
Pode-se explicar a diminuicdo da incorporacado de 3-hidroxivalerato, quando se utiliza a
suplementacdo com azeite, pela maior produgcdo do intermediario 3-hidroxibutiril-CoA,
vindo da R-oxidacdo, o qual devera competir com o sitio ativo da PHA sintase com o 3-

hidroxivaleril-CoA, produzido a partir do propionato (propionil-CoA).

4.5 Influéncia da utilizagdo de &cido acético na producéo de P[3HB-c0-3HV]

Sabe-se que os mecanismos de absor¢cido e degradacao do acido propidnico séo
semelhantes aos mecanismos de degradacdo e absor¢cdo de acido acético. LEE e
colaboradores (1999) avaliaram a producdo de P[3HV-co-3HB] por Escherichia coli
recombinante utilizando acido acético como indutor da incorporacéo de 3HV e obtiveram
um aumento de 6,6% na incorporacao de 3-hidroxivalerato.

Com o objetivo de aumentar o acumulo de P[3HB-co-3HV] bem como a
incorporacao de valerato no copolimero foi utilizado nesse estudo &cido acético
concentrado. Na Tabela 4.5 sdo apresentados os resultados obtidos nos experimentos

com a utilizagao de acido acético e sem a adi¢gao de qualquer outro suplemento.

Tabela 4.5 - Efeito da suplementacdo de acido acético no crescimento celular e na

producao de PHA por E. coli recombinante

PHA
Meio de /
Suplemento Massa Celular Acumulo de PHA oB Y,

Cultura CR (mgL5) (mol%)  (mol%)

LB + ac.

Propi6nico + - 0,56 47,0 80 20
glicose

LB+ ac.

Propidnico + Acido acético 0,15 ND ND ND
glicose

ND: Nao detectavel
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A utilizacdo de acido acético como suplemento na concentragcdo de 10 mM
diminuiu em 73,21% a massa celular acumulada. Ao contrario de LEE e colaboradores
(1999), a quantidade de polimero acumulada foi insignificante. Segundo YIM e
colaboradores (1995) o acido acético tem efeito negativo sobre o crescimento celular o
que se pode explicar o fato de se ter uma menor massa celular e conseqtientemente um

menor acumulo do polimero.

Um outro fato que pode explicar a baixa massa celular é a linhagem da bactéria
utilizada para os cultivos. Acredita-se que a linhagem JM101 seja bem sensivel ao acido

acético o que difere da linhagem XL1-Blue empregada por LEE e colaboradores (1999).

4.6 Influéncia da combinacéo de suplementos na produg¢éo de P[3HB-c0-3HV]

A combinagcdo dos suplementos azeite de oliva e acido acético, também néo
apresentou vantagens sobre acumulo de massa celular e polimero. Os resultados deste
experimento e dos experimentos utilizando cada um dos suplementos separadamente

podem sao apresentados na Tabela 4.6.

Novamente se confirma o fato de que a utilizacdo de acido acético inibe o
crescimento celular bem como o acumulo de polimero, sendo que em ambos os cultivos
em que se utilizou acido acético como suplemento ndo foi verificado o acumulo de
polimero. Conforme ja foi dito, acredita-se que a linhagem JM101 de Escherichia coli ndo
seja capaz de catabolisar com sucesso o acido acético e em consequéncia este é

acumulado no microrganismo, tornando-o toxico.

Tabela 4.6 - Efeito da combinacdo de suplementos no crescimento celular e na produgao

de PHA por E. coli recombinante

PHA
Meio de ¥
Suplemento MassaCf:IuIar Acumulo dle PHA 0B Y,
Cultura (g.L7) (mg.L™)
(mol%) (mol%)
LB + ac.
Propidnico + - 0,56 47,0 80 20
glicose

LB roac Azeite de oliva
Propiénico +

glicose e acido acético

ND: N&ao detectavel

0,10 ND ND ND

45



Resultados e Discussao

4.7 Efeito do acido itacénico sobre a producédo de P[3HB-co-3HV]

O acido itacénico foi utilizado na concentracdo de 5 mM visto que nessa
concentracdo BERG e colaboradores (2002), inibiu a atividade da propionil-CoA
carboxilase de Rhosdospirillum rubrum. O itaconato foi utilizado como uma estratégia

metabdlica para favorecer a incorporacao de valerato a partir do acido propibnico.

Espera-se que com o emprego do acido itacénico, uma maior quantidade de acido
propidnico esteja disponivel para ser incorporada na forma de valerato, uma vez que a
principal enzima do catabolismo do acido propidnico vai estar inativa ou inibida. A via
catabdlica do acido propiénico compete com a via de biossintese de PHA’s pelo acido

adicionado no meio de cultivo.

Foram realizados experimentos utilizando o acido itacénico com e sem o0 emprego
de suplementos, sendo que os suplementos e as concentracbes empregadas foram
semelhantes aos experimentos anteriores em que nao se utilizava acido itacénico. A

Tabela 4.7 relata os resultados dos experimentos utilizando acido itacénico.

Tabela 4.7 - Efeito da utilizagao de acido itacdnico nos diferentes cultivos

Meio de Cultura Suplementos Massa Celular Acumulo de PHA
(g.L7) (mg.L?)
LB + ac. propibnico +
glicose + ac. itaconico ) 0.36 NC
LB + ac. propibnico + : .
glicose + ac. Itacbdnico azeite de oliva 0,38 ND
LB + ac. propibnico + . ”
glicose + ac. Itacbnico acido acético 0.17 ND
LB + ac. propibnico + azeite de oliva e 013 ND
glicose + ac. itacbnico acido acético ’

NC: Nao caracterizavel; ND: Ndo detectavel

De acordo com a tabela 4.7, observa-se que na maioria dos cultivos n&o ocorreu
formacdo de PHA, sendo que no cultivo sem a utilizagdo de suplementos houve a
formacao de PHA em pequena quantidade impossibilitando a caracterizagdo do mesmo.
Também nota-se que a massa celular obtida ndo foi muito significativa. As Figuras 4.3 e
4.4 apresentam uma comparacgao entre o crescimento celular das culturas com adi¢ao de

acido itacénico e sem a adicdo do mesmo.
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Figura 4.3 — Comparagao do crescimento celular entre as culturas com e sem adigéo de

acido itacbnico
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Figura 4.4 — Comparagao do crescimento celular entre as culturas com e sem adigao de

acido itaconico utilizando azeite como suplemento
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Na cultura ndo suplementada a adicao de acido itaconico diminuiu em torno de
36% o crescimento celular. Na cultura suplementada com azeite de oliva, a adigao do
acido teve um efeito inibitdrio muito significativo visto que diminuiu em 65% o crescimento

celular.

MACFADDEN e colaboradores (1977) relataram que o itaconato nao reprime o
crescimento bacteriano quando a acao catalisadora da isocitrato liase ndo é obrigatdria
para o crescimento, ou seja, quando se tem outra fonte de carbono além de acetato. Ao
contrario de MACFADDEN e colaboradores (1977), o acido itacénico mostrou-se reprimir
o crescimento de E. coli JM101 recombinante, sendo a principal fonte de carbono a

glicose.

Acredita-se que devido o crescimento celular ter sido baixo, o PHA produzido n&o

foi possivel de ser quantificado e caracterizado.
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CONCLUSOES

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

- A maior massa celular (2,67 g.L") e o maior actimulo de PHA (61%) foi obtido no
experimento em que o acido propiénico nao foi adicionado ao meio. Neste experimento

foi produzido unicamente P[3HB].

- A linhagem E. coli JM101, empregada neste estudo, mostrou-se extremamente
sensivel aos acidos propidnico, itacénico e acético. A toxicidade destes acidos diminui a

producédo de massa celular.

- Embora téxico, o acido propidénico se mostrou um precursor efetivo das unidades
de valerato na producdo do copolimero. A adicdo de acido propibnico propiciou o
acumulo de 8,4% de P[3HB-co-3HV] com incorporacdo de 20% de HV. Esta
porcentagem de valerato no copolimero dificiilmente & alcancada quando linhagens

selvagens sao utilizadas.

- A suplementacdo com azeite de oliva mostrou resultados bastante similares aos
de trabalhos anteriores utilizando outras linhagens bacterianas. A adicdo de azeite

aumentou a massa celular e a producao de polimero.

- Em termos absolutos, a quantidade de valerato em mg.L”, incorporado ao
polimero, com e sem suplementacao € de 9,4 e 10,4 respectivamente. Esse resultado e a
observacdo de que 740 mg.L™ de acido propiénico é adicionado no meio, portanto ndo é

limitante, sugerem que n&o é possivel aumentar a incorporacéo de valerato ao polimero.

- Surpreendentemente ao contrario dos outros resultados da literatura, o acido
acético, na concentragdo estudada, inibe o crescimento de E. coli JM101, e por esta
razao nao foi possivel a determinagdo de polimero na biomassa. Sugere-se que este

efeito esta relacionado a linhagem empregada.



Conclusbes

- O &acido itacbnico, na concentragao estudada, foi o que teve efeito negativo sobre
o crescimento celular, assim nao foi possivel avaliar a produg¢ao de polimero e estratégia
de inibicdo da PCC.
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SUGESTOES

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

alguns trabalhos futuros como:

— Estudar a suplementacdo com acido acético empregando diferentes
concentracgoes (inferiores a empregada nesse estudo) desse acido a fim de se
obter uma concentragdo o6tima capaz de nao exercer poder inibitério no

crescimento celular;

— Avaliar a produgao de PHA por E. coli recombinante empregando outras linhagens

menos sensiveis a acido propidnico;

— Estudar a produgao de PHA'’s e incorporagao de valerato por E. coli recombinante

JM101 empregando concentragcdes menores de acido propidnico;

— Testar concentragdes menores de acido itacbnico no cultivo de E. coli

recombinante JM101 para producgao de copolimero.

— Estudar a utilizagdo da agua de biodigestdo como precursor de unidades de

valerato visto que esta contém acidos organicos, inclusive o acido propiénico.
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Anexo 1

Cromatograma do padrao de Poli [3-Hidroxibutirato-co-3-Hidroxivalerato] — Sigma-

Aldrich
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Figura A1 - Cromatograma do padrdo de Poli [3-Hidroxibutirato-co-3-Hidroxivalerato] —

Sigma-Aldrich
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