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Resumo

O homopolimero polihidroxibutirato (P(3HB)) € um poliéster acumulado no interior de
células bacterianas como reserva de energia e carbono. Industrialmente, pode ser utilizado
como substituto de plasticos derivados de petréleo por apresentar propriedades muito
semelhantes a estes. Outra caracteristica relevante € a sua biodegradabilidade, isto €, pode ser
completamente degradado a CO, e H,O, uma vez que € constituido apenas por dtomos de
carbono, hidrogénio e oxigénio. A sintese de P(3HB) por Ralstonia eutropha ocorre a partir
da via Entner-Doudoroff que gera acetil-CoA, o qual, em condi¢des de limitagdo de algum
nutriente (nitrogénio, fésforo, magnésio, entre outros) é conduzido a via de sintese de P(3HB)
sofrendo, sequencilmente, a agdo de trés enzimas. Entre estas estd uma redutase que €
dependente da coenzima reduzida NADPH. Dessa forma é possivel observar que a condigio
6xido-redutora interna a célula, na fase de produgio, pode -influenciar a  quantidade de
biopolimero acumulado. Sabe-se que a condigfdo 6xido-redutora da célula € um reflexo das
condi¢des ambientais nas quais estd inserida, ou seja, temperatura, pH, concentragdo de
oxigénio dissolvido, composi¢do quimica do meio. Com o objetivo de avaliar as varia¢des do
potencial 6xido-redutor (Eh) e a possibilidade de utiliza-lo para o controle, foram realizadas
culturas para producio de P(3HB). Estas culturas foram realizadas em frascos agitados (1L) e
biorreator (SL) em meio sintético com diferentes fontes de carbono. Os agentes limitantes do
crescimento foram o nitrogénio ou fésforo e o Eh foi monitorado ao longo de todas as
culturas. Os resultados obtidos em frascos Erlenmeyer mostraram que o monitoramento do Eh
permite sinalizar o momento da limita¢do do crescimento em meio sintético ou em substrato
complexo. Nos ensaios realizados em fermentador a correlag@o entre esses parametros ficou
mais visivel. Quando o Eh atinge um valor minimo, logo observa-se uma tendéncia a elevar o
valor do potencial 0 que indica a exaustdo do nutriente. O mesmo comportamento foi
observado para exaustdo de fonte de carbono, em ensaios realizados em Erlenmeyer. Além
dessas correlagdes também foi possivel verificar que a maxima concentragio de NADPH
ocorre no instante em que € atingido o valor minimo de Eh do meio. Em contrapartida, pode-
se dizer que o Eh pode ser utilizado para mostrar a fase de crescimento da cultura pois no
instante do valor minimo de Eh a cultura sempre esteve na condi¢do de desaceleragdo do
crescimento. A sinalizagdo desta fase € fundamental para realizar as intervengdes
(alimentacdo de fosfato, adi¢do de propionato) em processo envolvendo producio de PHAs.
As mesmas conclusdes foram observadas em cultura de R. eutropha DSM 545 em meio
complexo, no caso, um efluente da industria de processamento de repolho. A fim de verificar
a acdo do meio sobre a condigdo 6xido-redutora intracelular, o agente redutor ditiotreitol
(DTT) foi adicionado na forma de pulso e observou-se que o mesmo interferiu na condi¢io
redutora do cofator NADPH, bem como, no crescimento celular.
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Abstract

Polyhydroxybutyrate (P(3HB)) is a polyester accumulated in the inside of bacterial cells as
energy and carbon source. Industrially, it can be used as substitute of petrochemicals plastics
for presenting similar properties. Another excellent feature is its biodegradability, that is, its
possibility to be degraded to CO; and H,O. The synthesis of P(3HB) by Ralstonia eutropha
occurs from the pathway Entner-Doudoroff that generates acetyl-CoA, which in nutrient
limitation (nitrogen, phosphorus, magnesium....) is lead to P(3HB) biosynthesis throught the
action of three enzymes. One of then, is a reductase dependent on coenzyme NADPH. So
internal cell oxide-reducing condition, in the production phase, can influence the amount of
biopolymer accumulated. Is know that the oxide-reducing condition of the cell is a
consequence of environmental conditions to which is inserted, for example, temperature, pH,
oxygen dissolved concentration and chemical composition. In order to evaluate the variations
of redox potential (Eh) during Ralstonia eutropha (DSM 545) cultivation and the possibility
of its usage for the cultures control for P(3HB) production, cultures had been carried out in
agitated flask (1L) and bioreactor (S5L) in synthetic medium with different carbon sources.
The nutrient exhaustion of the growth had been the nitrogen or phosphorus and the Eh was
monitored throughout all cultivation. The results obtained in Erlenmeyer flasks cultivation has
shown that the monitoring of the Eh allows to signal the limitation of the growth moment in
synthetic medium or complex substrate. In the assays carried out in bioreactor the correlation
between these parameters was more visible. When limitation occurs Eh reaches a minimum
value, and a trend to regenerate its value is observed. The same behavior was observed for
exhaustion of carbon source, in assays carried through in Erlenmeyer. Beyond these
correlations also it was possible to verify that the maximum NADPH concentration occurs
when the minimum Eh value is reached. On the other hand, it can be said that the Eh can be
used to show to the phase of growth of the culture once in the instant of the minimum Eh
value the culture always was in the growth deceleration condition. Signaling of deceleration
phase is basic to carry through the interventions, like phosphate or propionate addition, to
improve polyhydroxyalkanoates (PHAs) production. The same behavior was observed in R.
eutropha DSM 545 cultivation in a complex culture medium, composed of cabbage
processing industry wastewater. Also, in order to verify the action of the culture medium
oxide-reducing condition, the reducing agent dithiothreitol (DTT) was added in pulse form
and it was observed that the reducing agent increase the concentration of the NADPH cofactor
and slow down the cellular growth.



CAPITULO 1.

Introducao

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) constituem um grupo de poliésteres acumulados por
indimeras bactérias na forma de granulos intracelulares, que podem representar até 80% da
massa seca celular (ANDERSON e DAWES, 1990). Dentre os PHAs, destacam-se o poli-3-
hidroxibutirato (P(3HB)) e seu copolimero poli-(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
(P(3HB-co-3HV)), pois sdo termopldsticos biodegraddveis e podem ser sintetisados por via
bacteriana, a partir de matérias-primas renovaveis.

| A producio de PHA, por R. eutropha, é conduzida em duas fases. Uma fase de
crescimento, sem condi¢do limitante, objetivando a gera¢do de biomassa e outra, com
limita¢do de algum nutriente, favorecendo o acﬁmuld de polimero de acordo com a fonte de
carbono oferecida (SCHLEGEL et al., 1961; DU et al., 2001a; MARANGONI et al., 2001).

A sintese de P(3HB) e de P(3HB-co-3HV) normalmente ocorre quando ha excesso de
fonte de carbono e energia disponivel e limitagdo de pelo menos um nutriente necessario a
multiplica¢dio das células bacterianas (N, P, Mg, Fe, etc) (BRANDL et al., 1990)

As produgéeé, em escala industrial, sdo realizadas predominantemente como

‘operagdes em batelada e batelada alimentada devido ao longo perfodo de duragdo do
processo. Culturas em continuo sdo raras, pois apresentam produtividade e densidade celular
menores além de serem suceptiveis a contaminagdo | e degeneragdo das linhagens
(STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998; GROTHE et al., 1999).

A produgio de polimeros ambientalmente corretos (PHAs) esbarra em seu elevado
custo de produgio quando comparado ao dos polimeros derivados de petroquimicos. Porém,
estudos tém sido realizados para tentar minimizar os custos de produgio através da utilizagéo
de fontes de carbono de baixo custo, desenvolvimento de novas linhagens e técnicas mais
eficientes para recuperagé@o de polimeros (MARANGONI et al.,2001; DU et al., 2001a).

Alguns estudos indicam que o potencial 6xido-redutor (Eh), apesar de sua natureza
complicada, que depende de uma diversidade de pardmetros ambientais e celulares, € iitil para
monitoramento das alteracdes no estado metabdlico de culturas aerébias (KWONG e RAO,

1991) e para otimizagio do rendimento de produtos de fermentagSes aerébias e anaerdbias



(KWONG e RAO., 1992). O Eh de uma cultura € uma das varidveis mais facilmente
mensurdveis em um processo biotecnolégico, uma vez que eletrodos esterilizaveis, de baixo
custo e estdveis para uma medida “in situ” estdo disponiveis (HIGAREDA et al., 1997).

O objetivo principal deste trabalho ¢ avaliar a evolugdo do potencial 6xido-redutor
(Eh) durante a cultura de R. eutropha visando produgdo de PHAs.

Os objetivos especificos s&o:

a. Monitorar a condigio éxido-redutora intracelular a partir de anélises da coenzima
NADPH, e correlaciond-la com o potencial redox extracelular.

b. Verificar o crescimento de Ralstonia eutropha DSM 545 em meiohcomplexo
monitorando o Eh do meio extracelular.

c. Verificar a consequéncia da adi¢do de um agente redutor na condigdo- 6xido-

redutm:)zg intra e extracelular, bem como, seu efeito sobre a produtividade do biopolimero.

™



CAPITULO 2.

Revisio Bibliografica

2. Polihidroxialcanoatos (PHASs)

2.1. Consideracoes gerais

As inclusdes celulares procariotas consistem de uma ampla variedade de estruturas.
Podem apresentar-se cristalizadas, amorfas ou fluidas, ndo sendo separadas do citoplasma por
uma bicamada lipoproteica. Existem trés categorias gerais de inclusdes procariotas:

- estruturas da maquinaria metabdlica;

- ajustadores do ambiente;

- geradores de produtos metabdlicos, como materiais de reserva (polifosfatos,
glébulos de enxofre, inclusGes de polihidroxialcanoatos (PHAs) (FULLER, 1999).

Os PHAs sio materiais de reserva de energia e carbono (BYROM, 1987; LEE et al.,
1995; LEE et al., 1996; LEE ¢ CHOI 1999; SUDESH er al., 2000; KESSLER e WITHOLT,
2001; DU et al., 2001a; DU et al., 2001b) acumulados como inclusdes de poliésteres
insoldveis (hidrofébicos) no citoplasma (STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998). Uma
ampla variedade de microrganismos acumula PHAs para realizagdo de sinteses metabélicas e
crescimento (STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998; GROTHE et al., 1999; YU, 2001;
FULLER, 1999). Isto ocorre quando ha condi¢des desfavordveis de crescimento (DU et al.,
2001a), na presenga de excesso de carbono (STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998;
DU et al., 2001b). A condi¢io desfavordvel ao crescimento é gerada pela exaustdo de algum
nutriente, tal como, nitrogénio, fésforo, enxofre, oxigénio (LEE ez al., 1996; STEINBUCHEL
e FUCHTENBUSCH, 1998), magnésio (LEE ez al., 1996; LEE e CHOI 1999), potdssio ou
ferro (LEE et al., 1996; KESSLER e WITHOLT, 2001).

Em 1925, Lemoigne, pela primeira vez, verificou a presenga de poli-3-hidroxibutirato
P(3HB) em bactéria (FULLER, 1999).

A Tabela 1 apresenta alguns compostos cuja limitagdo leva & producdo de PHA por

diferentes microrganismos (BRANDL e al., 1990).



Tabela 1. Lista de compostos limitantes a formagéo de PHA (BRANDL ez al., 1990).
Composto Organismo
Ambnia ' Alcaligenes eutrophus
Alcaligenes latus
Azospirillum brasiliense Cd
Pseudomonas oleovorans
Pseudomonas cepacia
Rhodospirillum rubrum
Rhodobacter sphaeroides
Pseudomonas sp. K
Methylocystis parvus
Thiosphaera pantotropha
Rhizobium ORS571

Carbono - Spirillum sp.

Azospirillum brasiliense Cd

Ferro Pseudomonas sp. K

Magnésio Pseudomonas sp. K

Pseudomonas oleovorans

Rhizobium ORS571
Manganés Pseudomonas sp. K
Oxigénio Azospirillum brasiliense Cd

Azotobacter vinelandii
Azotobacter beijerinckii
Rhizobium ORS571

‘Fosfato Rhodospirillum rubrum
Rhodobacter crescentus

Pseudomonas oleovorans

Potéssio ' Bacillus thurgiensis

Sulfato Pseudomonas sp. K
Pseudomonas oleovorans
Rhodospirillum rubrum

Rhodobacter sphaeroides




2.2. Caracteristicas é Propriedades

O PHA ¢ um material ideal de estocagem de carbono e energia devido a sua baixa
solubilidade e alto peso molecular que exerce desprezivel pressdo osmética a célula
bacteriana (DAWES e SENIOR, 1973).

Os PHAs produzidos por via biolégica sdo compostos apenas de mondmeros com
configuragio (R) quiralmente puros. Esses podem ser divididos em dois grupos dependendo
do nimero de 4tomos de carbono nas unidades monoméricas. Um grupo refere-se aos PHAs
de cadeia curta, consistindo de 3 a 5 4tomos de carbono. Ao outro grupo pertencem os PHAs
de cadeia média consistindo de 6 a 14 4tomos de carbono (LEE e CHOI, 1999). Apresentam
solubilidade em cloroférmio, insolubilidade em éter etilico e éter de petréleo e resisténcia a
solugdo de hipoclorito de potdssio (SCHLEGEL et al., 1961).

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

Dependendo da fonte de carbono, os PHAs produzidos por R. eutropha podem ter
forma homopolimérica ou heteropolimérica, tais como poli-3-hidroxibutirato (P(3HB)) ou
poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato P(3HB-co-3HV) (DU et al., 2001a; SUDESH, ez
al., 2000). _

O P(3HB) é um homopolimero com unidades repetidas de dcido-3-hidroxibutirico. A

férmula pode ser apresentada como:

- N
CH;H O
1l

-O—?—?—C—

A

Onde n pode variar de 23 000 a 25 000 (BYROM et al., 1987).



P(3HB-co-3HV) ¢ sintetizado por R. eutropha em glicose e cosubstratos, tal como
4cido propidnico, apresentando além do butirato, unidades de valerato com a seguinte

estrutura:

s CH; N

I

CH;H O

I |
RN
\_ H H Zn

A facilidade de purificagio e preparo, sem a presenga e contaminagdo por residuos de
metal que funcionam como catalizadores, caracteriza o P(3HB) como um potencial substituto
de materiais como gelatina, proteinas e polimeros de 4cido latico nos processos de
microencapsulagio (LU et al., 2001).

A resisténcia a 4gua, a radiag@o ultravioleta e a impermeabilidade ao oxi;génio tornam
o P(3HB) adequado para ser usado na confec¢gdo de embalagens alimenticias (WEINER,
1997, GROTHE et al., 1999).

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

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 plésticos sintéticos, tornando-se adequado para
moldagem por injegdo, extrusdo, indicando que PHAs podem ser adequados para aplicagdes
em vérias dreas como um substituto parcial dos plasticos sintéticos ndo biodegraddveis
(STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998). Contudo, o P(3HB-co-3HV) apresenta maior
utilidade que o P(3HB) devido as suas propriedades termomecénicas. 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 e melhorando sua processabilidade (BYROM, 1987; WEINER, 1997;
DU et al., 2001a).

P(3HB) e outros PHAs podem ser completamente degradados a di6xido de carbono e
4gua (e metano sob condigbes anaerébicas) pelos microrganismos no ambiente (DU et al.,
2001b), sendo facilmente degradado no solo (GROTHE et al., 1999). A degradag@o
enzimitica de P(3HB) ¢ afetada por sua estereocomposigéo e tacticidade. Os P(3HB)s com
conformagio R sofrem degradagio enquanto que aqueles com unidades repetidas da
conformagdo S ndo sdo degraddveis (GRODZINSKI, 1999).

2.3. Microrganismos produtores de PHAs

Culturas de alta densidade celular empregam Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus,
Chromobacterium  violaceum, Pseudomonas linhagem K, Azotobacter vinelandii e
Pseudomonas oleovorans que produzem abundantes e variados PHAs de vdrios substratos
(STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998). _

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

Outros microrgénismos que apresentam ocorréncia de P(3HB) s@o: Actinomycetes,
Azospirilum, Bacillus, Beijerinckia, Chlorogloea, Chromatium, Derxia, Ferrobacillus,
Hyphomicrobium, Lampropaedia, Methylobacterium, Micrococcus, Noscardia, Rhizobium,
Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Sphaerotilus, Spirillum, Streptomyces, Vibrio e

Zoogloea (BYROM, 1987).

2.4. Substratos utilizados para producdo de PHAs

Entre os fatores que sio determinantes na produgio econdmica de PHAs, em escala
industrial, est4 o custo da matéria-prima. Entre os substratos requeridos, a fonte de carbono
assume primordial significAncia uma vez que os PHAs sdo compostos apenas de dtomos de
carbono, hidrogénio e oxigénio (SHI et al., 1997, YAMANE, 1993). Além disso, o fator de
conversdo substrato em produto (Ysp) € determinante na selegdo da linhagem para o processo
de producio.

Alguns substratos relevantes para a produgio de PHAs sdo: diéxido de carbono,

recursos fésseis (metano, 6leo mineral, lignita), recursos renovéveis (amido, soro de queijo,



glicerol) e algumas substincias quimicas (4cido propidnico, ‘écido 4-hidroxib}ut1’ﬁco)
(STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998).

Visando reduzir os custos de producdo de PHAs, a utilizagdo de alguns substratos
alternativos faz-se importante. Entre estes, destaca-se o uso de agicar invertido, um produto
da industria acucareira, com o qual tem sido obtidos bons resultados a partir do seu emprego
como fonte de carbono (GOMEZ et al, 1996). Residuos organicos, tais como residuos
amildceos, outra fonte de carbono, também podem reduzir significativamente o custo de
produgdo devido ao custo negativo da matéria-prima (YU, 2001). Residuo da inddstria de
leite, o soro de queijo, surge como uma alternativa de substrato de baixo custo que pode ser
usado como fonte de de carbono a partir da hidrélise da lactose (WONG e LEE, 1998;
MARANGONI et al., 2001). SUDESH, et al. (2000) citam trabalhos que utilizam fonts de
carbono baratas como caldos de cana e beterraba, 6leo plantas e seus dcidos graxos, bem
como carboidratos simples.

Em lodo ativado, foi possivel produzir P(3HB) e P(3HB-co-3HV) embora com uma
concentragao ﬁnal de 1 g/L (HU et al, 1997). No efluente de criagdo de suinos, rico em
compostos organicos e inorganicos, foi possivel verificar o crescimento de A. vinelandii
UWD, hébil em produzir PHA sem limitagio de nutriente (CHO ez al., 1997). Efluentes de
destilaria contém agicares e compostos nitrogenados que possibilitam o crescimento de
Actinobacillus sp EL-9 e obter um acimulo de 42% de P(3HB) em peso seco celular (SON et
al., 1996).

Além das alternativas i fonte de carbono, a milhocina é um residuo industrial com
potencial para ser usado como fonte de nitrogénio (HOCH, 1997).

Contudo, as fontes de carbono conhecidas para R. eutropha sio frutose, glicose, 4cido

latico (SEO et al., 1998), etanol e hidrogénio/gas carbnico/ar (BYROM, 1987).

2.5. Sintese de PHAs

Os poliésteres podem ser obtidos por quatro diferentes métodos: a) produgdo quimica;
b) producio biotecnoldgica (culturas com viérios tipos de bactérias e Archae; culturas com
linhagens de bactérias mutantes; culturas com bactérias e leveduras recombinantes; plantas
transgénicas; sintese “in vitro” com enzimas isoladas); c) combinagdo da produgdo
biotecnolégica e quimica (polimeriza¢@o quimica de 4cido l4tico produzido por fermentag@o)

e, d) isolamento de fontes naturais como, por exemplo, isolar cutina de plantas.



(STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998). No presente trabalho, serd observado apenas

a sintese biotecnolégica.

2.5.1. Sintese biotecnolégica de PHAs por R. eutropha

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

2.5.2. Via metabdlica para produgio de PHAs

As bactérias apresentam vdrias vias metabdlicas para a sintese € decomposi¢io de
PHAs (LEE e CHOI, 1999). Estas estdo ligadas ao estado metabélico da célula e ao fluxo de
carbono através do metabolismo intermediario (BYROM ez al., 1987). |

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

esquematico apresentado na Figura 2.1.

. Ciclo dos Acidos
\ / [ Tricarboxilicos ]

Acetil-CoA

B - cetotiolase
HSCoA

Acetoacetil-CoA

l < NADPH + H*

Acetoacetil-

CoA-redutase
NADP

~ (R)-3-OH-butiril-CoA

PHB sintase
HSCoA

P(3HB)

Figura 2.1. Fluxo esquematico da via metabdlica para produgio de P(3HB) (KESSLER e
WITHOLT, 2001).



A primeira enzima na via de biossintese de P(3HB), a B-cetotiolase, compete por
acetil-CoA com vérias outras vias metabdlicas incluindo formagdo de acetato, formagdo de
citrato e sintese de 4cidos graxos. Essa enzima € inibida por moléculas de CoASH livres.
Acetoacetil-CoA redutase, a segunda enzima na via de sintese de P(3HB), requer NADPH
como cofator. Entdio, a atividade de acetoacetil-CoA redutase, bem como a quantidade e a
razio de nicotinamida nucleotideo, oxidada e reduzida, parece ser importante na regulagio da
sintese de P(3HB). Citrato sintase, a primeira enzima no ciclo dos 4cidos tricarboxilicos, ndo
somente compete com B-cetotiolase por acetil-CoA mas também libera moléculas de CoA
livres, o que afeta negativamente a sintese de P(3HB) (LEE et al., 1996; LEE et al., 1995).

Sob condigdes balanceadas de crescimento, os niveis de CoASH si3o elevados. Em
limitagdo de nutriente mas excesso de carbono, a formagdo de NADH inibe a citrato sintase, €
niveis de acetil-CoA sobem ao ponto em que a inibi¢do pela CoASH € superada. A reag@o de
condensagio a acetoacetil-CoA € possivel e P(3HB) € sintetizado. A degradag@o do polimero
¢ controlada através da oxidagio de mondmeros de 3-hidroxibutirato pela enzima 3-
hidroxibutirato desidrogenase. Esta enzima estd sujeita a inibigdo pelo acetato e NADH
(BYROM, 1987).

2.5.3. Cofatores enzimaticos e a sintese de PHAs

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

Na via de produgdo de P(3HB), a acetoacetil-CoA-redutase é NADPH dependente,

isto é, necessita de um agente redutor (NADPH) para catalizar a seguinte reag@o:
Acetoacetil-CoA + NADPH + H* 2 D-(-)-hidroxibutiril-CoA + NADP*

Visto que o metabolismo de carboidratos em R. eutropha ocorre pela via Entner-
Doudoroff, o NADPH serd derivado, pricipalmente, da ag¢do de glicose-6-fosfato-
desidrogenase (HAYWOOD et al., 1998).

Embora NAD" e ATP nio sejam requeridos nas trés reagdes sequenciais, € necessario
considerar as regeneragoes de NAD*/NADH e ATP/ADP nas vias incluidas na biossintese de
P(3HB). Em condicdes aerdbicas, a reciclagem de NAD*/NADH é obtida, principalmente,
pela cadeia respiratéria, que é acompanhada pela produgdo de vérios moles ATP/mol NADH

oxidados (SHI et al., 1997, YAMANE, 1993).
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LEE et al. (1995) mostraram que as razdes NADH/NAD* e NADPH/NADP* sob

condicbes de limitagdo de nitrogénio foram superiores aquelas sob condigbes suficientes de

nitrogénio. Isso pode ser explicado pela andlise da via metabdlica de Ralstonia eutropha

(Alcaligenes eutrophus) na Figura 2.2. Um fluxo aproximadamente constante para o ciclo dos

4cidos tricarboxilicos e o bloqueio na via biossintética de aminoé4cidos, especialmente a

reagdo de a-cetoglutarato a glutamato (reagdo 21) que assimila o fon aménio no interior da

célula, resultando em maior produgio de NADPH. A maior concentragdo de NADPH acelera

a biossintese de P(3HB) uma vez que P(3HB) pode fornecer uma diminuigio do excesso de

equivalentes redutores (Figura 2.3).

Em cultura de R. eutropha (Alcaligenes eutrophus), o nivel d¢ NADPH, bem como a
razio NADPH/NADP* sio maiores em condigio de sintese de P(3HB) (LEE e

CHANG, 1995).

Acetate Butyrate

T o
AcCoA L«{-)HB-CoA

f

it AcAéCoA
L}
NADPH
KNADP‘D "‘
-KG:
o 0,01 ¢ D<-)HB-CoA
il " 4 NH,
: fs SucCoA Ne I,
r l 'n
n e Glum +—2— Glut
............................................................... PHiB

v
Non-PHB Biomass

Figura 2.2. Via metabdlica de R. eutropha a partir de diferentes substratos (LEE et al,. 1995)
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Figura 2.3. NADPH produzido e consumido em diferentes fases da cultura de R. eutropha
(A. eutrophus) H16, em batelada alimentada (SHI ez al., 1997).

Fase I: fase batelada: crescimento e baixa percentagem de P(3HB)
Fase II: fase transiente: nitrogénio torna-se limitado
Fase III: fase de produgdo: ocorre exaustio do fon amdnio

A glicose é convertida a acetil-CoA pela via Entner-Doudoroff em Pseudomonas sp.;
Azobacter sp. e Ralstonia eutropha. A via biossintética de P(3HB) a partir da glicose
incluindo as formagdes de ATP e NAD" e regeneragdo de NADP'/NADPH € apresentada na
Figura 2.4 (YAMANE, 1993).
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Figura 2.4 - Biossintese de P(3HB), em R. eutropha, a partir de glicose, pela via Entner-
Duodoroff (YAMANE, 1993)
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2.6. Regulacao .

Segundo KESSLER e WITHOLT (2001), a regulag@o do metabolismo de PHA pode
ocorrer de formas diferentes:

1. por ativagio da expressido do gene pha devido ao sinal especifico do ambiente, tal
como limitagdo de nu_triente;

2. por ativagdo das enzimas para sintese de PHA por componentes especificos da
célula ou intermedidrios metabdlicos;

3. por inibicio de enzimas metabélicas das vias competitivas e aumento de
intermediérios requeridos para a sintese de PHA;

4. por combinagdo dos anteriores.

A regulagdo da biossintese de PHA tem sido estudada em detalhes em diferentes
bactérias. A sintese de PHA em Ralstonia eutropha é promovida quando o crescimento
celular é restringido pela limitacfo, ou caréncia, de N, P ou O.. OEDING e SCHLEGEL
(1973), mostraram que acetil-CoA € o metabdlito regulador chave neste organismo, uma vez
que esse pode participar do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos (TCA) ou pode servir como um
substrato para biossintese de PHA. Estes autores mostraram também que a razdo
NAD(P)H/NAD(P)" é importante na regulagio metabdlica da biossintese de PHA. Quando a
razio NAD(P)H/NAD(P)* aumenta, sob limitagZo de nitrogénio, as enzimas citrato sintase e
isocitrato desidrogenase sio inibidas por NADH. Dessa forma, o fluxo de acetil-CoA dentro
do ciclo TCA ¢ diminuido e mais acetil-CoA é convertido a acetoacetil-CoA pela f-
cetotiolase. Quando a concentragdo de nitrogénio € suficiente, a concentragdo de CoA, que é
liberada como acetil-CoA dentro do TCA, é alta. A P-cetotiolase € inibida pela alta
concentracio de CoA, e, subsequentemente, a biossintese de PHA € inibida.

A sintese e a degradacio de PHAs sdo reguladas pelos intermedidrios do ciclo dos
PHAs (Figura 2.5) e através do estado redox da célula.

SENIOR e DAWES (1971) propuseram que a sintese de P(3HB) n@o funciona apenas
como reserva de carbono e energia, mas também para a diminuigio do poder redutor, podendo .
ser considerado como regulador d_o poder de 6xido-redugio da célula. DAWES e SENIOR
(1973) observararm que a sintese de P(3HB) foi acompanhada por um pronunciado aumento
no poder redutor da cultura com concomitante queda nas taxas de utilizagdo de oxigénio e
evolucdo do gés carbonico concluindo, com isto que, durante a limitagdo de oxigénio, as
células ajustam-se ao novo meio pela reoxidagdo do poder redutor, através da sintese de

P(3HB).
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Acetoacetil-CoA
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3-hidroxibutirato 3-hidroxibutiril-CoA
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3-hidroxibutirato ‘PHA-sintase
NAD*

Poli- B -hidroxibutirato

Figura 2.5. Regulagio da biossintese e degradagio de P(3HB). Em condi¢Ges de excesso de
energia, o nivel de NADH inibe a despolimerizagdo de P(3HB) ¢ o ciclo de Krebs (TCA). A
diminui¢io da concentragio em Co-A-sh permite que a B-cetotiolase (acetil-CoA
aciltransferase) possa catalisar a condensagdo de acetil-CoA em acetoacetil-CoA e assim levar
3 sintese de P(3HB). Em deficiéncia de energia, o controle move-se no outro sentido
(BYROM, 1987).

2.8. Custos de Producao

2.8.1. Consideracoes Gerais

O P(3HB) de grau comercial apresenta um pre¢o muito alto, aproximadamente 15
vezes maior que pldsticos sintéticos similares, o que limita seu uso a nichos especificos. Por
exemplo, Biopol®, um copolimero do écido PB-hidroxibutirico e 4cido B-hidroxivalérico
produzido por Ralstonia eutropha, € vendido por aproximadamente 17 vezes o preco de um
pléstico sitnético (DU e al., 2001b; MARANGONI et al., 2001; GROTHE e al., 1999).

Estudos tém sido realizados para tentar minimizar os custos de produgdo através da
utilizagio de fontes de carbono de baixo custo, desenvolvimento de novas linhagens e

técnicas mais eficientes para recuperagdo de polimeros (MARANGONI et al., 2001; DU et
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al., 2001a; DU et al., 2001b), a fim de alcangar melhores valores de velocidade especifica de
produg@o e produtividade (SIM, et al 1997) e percentual de P(3HB) na célula (ARAGAOQO et
al., 1996).

O uso de PHAs como substituto de pléasticos derivados de petréleo depende da

capacidade de produzir poliésteres a custos competitivos (SIM, et al 1997)

2.8.2. Fontes de Carbono

Um dos fatores econémicos importantes na produgdo do P(3HB), em escala industrial,
¢ o custo da matéria-prima. Entre os substratos requeridos, a fonte de carbono € de primordial
significincia no caso da produgdo de P(3HB), uma vez que P(3HB) é composto apenas de
atomos de de carbono, hidrogénio e oxigénio (SHI et al., 1997; YAMANE, 1993 ).

O alto custo do 4cido propidnico (aproximadamente US$ 1 por Kg), baixo contetido
de polimero (50 a 75% de peso em massa celular seca) e baixa produtividade tem sido
indentificados como os maiores fatores no alto custo de produgéo do copolimero P(3HB-co-
3HV) (DU et al., 2001a).

O 4cido propidnico €, contudo, muito téxico as celulas, particularmente a altas
concentragdes. O baixo conteiddo de P(3HB-co-3HV) e produtividade s&o atribuidos ao efeito
téxico do acido devido a uma estratégia imprépria de alimentagdo de dcido propidnico (DU et
al., 2001b).

2.8.3. Desenvolvimento de novas linhagens

A regulagio da produgio de PHA é muito complexa, uma vez que ocorre a nivel
fisiolégico, através da inibigdo de cofatores das enzimas e disponibilidade de metabdlitos; a
nivel genético através de o-cofatores alternativos, dois componentes do sistema regulatrio; e
autoindugio molecular. Um outro nivel de regulagio diz respeito ao controle do tamanho
granular e peso molecular por niveis de PHA polimerase e “phasins”.

A partir do conhecimento da regulagdo da produgdo de PHAs, surgem linhagens
mutantes com caracteristicas especificas. Azotobacter vinelandii UWD € uma linhagem
mutante que sintetiza P(3HB) durante o crescimento (PAGE e KNOSP, 1989). Em
Acinetobacter spp. a sintese de P(3HB) é estimulada pela baixa concentragio de fosfato
(SCHEMBRI, 1995). ZHANG er al. (1994) utilizaram linhagens recombinantes de
Escherichia coli e Klebsiella a fim de conseguir a produgdo de PHA a partir de sacarose como

inica fonte de carbono, uma vez que essa, sendo assimilada por estas linhagens nao
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necessitaria ser hidrolizada. Estes sdo alguns exemplos dos estudos que estdo sendo realizados

a fim de reduzir os custos de produgio.

2.8.4. Técnicas de recuperacio do PHA intracelular

Os PHAs sio geralmente recuperados das células produtoras por meio de solventes ou
misturas destes (BRAUNEGG et al., 1998).

Os processos de separagdo de PHA da biomassa podem ser divididos em duas
categorias: (a) solubilizagdo seletiva de PHA em solvente organico, deixando a biomassa
restante em suspensao e (b).destruigiio (solubilizagdo) dos componentes celulares outros que
nio o PHA, deixando os granulos de PHA em suspensio (RAMSAY, 1994).

A maioria dos processos de recuperagdo utilizam solventes organicos (RAMSAY,
1994). Embora a extragiid por solvente seja amplamente usada para recuperar P(3HB) com
elevada pureza, este método requer grandes quantidades de solventes téxicos e/ou volateis, o
que ndao apenas aumenta o custo total de produgdo, como também causa danos ao meio
ambiente (CHOI e LEE, 1997).

Recentemente, CHOI e LEE (1999) desenvolveram um método simples de digestdo
alcalina para recuperar P(3HB) a partir de E. coli recombinante. Quando as células de E. coli
recombinante contentdo 77% de P(3HB) foram tratatdas com NaOH 0,2 M a 30°C durante
1 hora, o P(3HB) foi recuperado com uma pureza de 98,5%. Empregando o método de
digestio alcalina, o custo de produgio de P(3HB) foi 25% menor que o obtido empregando o
método de digestdo por surfactante-hipoclorito.

BYROM (1987) e RAMSAY (1994) citam que o método empregado industrialmente
para a recuperagio de PHA’s é o enzimitico pois esta extragdo € mais atrativa

economicamente por tornar mais eficiente a recuperagao.

2.8.5. Percentual de PHA acumulado

Sob condigdes normais de crescimento, o contetido de P(3HB) nas células ndo ¢,
geralmente, muito alto. Dependendo das linhagens bacterianas, pode alcangar 2 a 10% da
massa do peso seco celular. Contudo, o contetido de P(3HB) pode alcangar mais de 80% da
massa seca celular se o crescimento é limitado pela exaustdo de um composto nutricional,
conforme ja mencionado (DU et al., 2001b).

LEE et al. (1996) apresentam valores de producio de P(3HB) para culturas de R.
eutropha em meio complexo (LB) e meio simples (glicose) com diferentes condigdes de

limitagio do meio (Tabela 2). Nesse estudo, estes autores registraram que a maior
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concentragdo de P(3HB) ocorreu em meio simples com glicose como fonte de carbono,

quando o agente limitante foi o nitrogénio.

Tabela 2. Crescimento de R. eutropha e produgdo de P(3HB) em vérios meios (24h/30°C)
(LEE et al. 1996)

Meio de Cultura Agente limitante  Peso seco celular P(3HB)

(/L) ~ (gL)

P(3HB)
(%)

LB 3,21 0,16 5,1

LB’ + Glicose - 5,60 2,27 40,5
Glicose - 1,60 0,36 22,5
Glicose Nitrogénio 2,34 1,65 70,5
Glicose Fésforo 1,45 0,71 54,5
Glicose Potdssio 2,22 1,21 49,0
Glicose Magnésio 1,38 0,67 48,6

* LB = Luria Bertani

2.9. Estratégias de produciio de PHAs

2.9.1. Producdo de PHAs

A produgio de PHA, por R. eutropha, é conduzida em duas fases. Uma fase de
crescimento, sem condigdo limitante, objetivando a geragdo de biomassa e outra, com
limitagio de algum nutriente, favorecendo o actimulo de polimero de acordo com a fonte de
carbono oferecida (SCHLEGEL et al., 1961).

As produgdes, em escala industrial, sio realizadas predominantemente como
operagSes em batelada e batelada alimentada devido ao longo periodo de duragdo do
processo. Culturas em continuo sio raras, pois apresentam produtividade e densidade celular
menores além de serem suceptiveis A contaminagio e degeneragio das linhagens

(STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998; GROTHE et al., 1999).

2.9.2. Consideragoes gerais

O crescimento e a multiplicacio celular representam a avangada estratégia de
sobrevivéncia das populagdes microbianas. Em casos de suplemento desbalanceado de
substrato e alteracbes tempordrias em fontes de nutrientes, um “overflow metabolism” €
induzido, o que representa uma estratégia de sobrevivéncia. Um exemplo € a sintese de
P(3HB). O actimulo deste composto aumenta a continuagdo do ciclo de vida bacteriano, uma

vez que pode ser disponibilizado num estégio de caréncia no meio. MULLER ez al. (1999),
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mostraram que a cultura de R. eutropha JMP134 responde com sucesso a situagdes de vida
contrastantes de vérias formas, ou seja, estratégias de multiplicagdo e estocagem. A
multiplicagio ¢é favorecida em condigdes balanceadas, enquanto que em condigdes
desbalanceadas os organismos respondem com um “overflow metabolism”, especialmente o
actimulo de P(3HB). “Overflow metabolism” é essencialmente um mecanismo de estocagem
de energia e sobrevivéncia (MULLER ez al., 1999).

H4 numerosas condi¢des ambientais que podem influenciar o crescimento celular, o
metabolismo e a velocidade de formagdo de produto. Como exemplos, podem ser citados a
concentragio de nutrientes e produtos residuais, niveis de oxigénio dissolvido e pH. O exame
dos fluxos intracelulares sob diferentes condi¢des ambientais pode resultar em uma melhor
compreensio do metabolismo fundamental das células em culturas, o que € essencial para a
- melhor projegdo de bioreatores, composi¢des de meio e estratégias de controle (SHI et al.,
1997).

A produtividade do poiimero pode ser melhorada pelo aumento da concentrago
celular, do contetido de polimero nas células e pela redugio do tempo de cultivo (tempo para a

célula crescer e acumular 0 polimero) (DU et al., 2001b).

2.9.3. Estratégias convencionais

O. copolimero P(3HB-co-3HV) tem sido produzido em larga escala por cultura em
batelada alimentada de R. eutropha em glicose e 4dcido propidnico. O contetido de é4cido
hidroxivalérico do polimero é controlado pela variagdo da razdo glicose/propionato na
alimentagio. Um bom controle da taxa de alimentagio de propionato € essencial, uma vez que
uma concentra¢io de sobrenadante em excesso de 0,1% € téxica e impede a sintese do
polimero (BYROM, 1987; DU et al., 2001a).

BYROM (1987) realizou cultivo de R. eutropha em meio glicose/sais em reator tipo
batelada alimentada. O meio foi limitado em contetido de fosfato estando os demais nutrientes
em excesso. Apés exaustio do nutriente, glicose € adicionada & cultura e o peso seco da
biomassa varia consideravelmente devido ao acimulo de P(3HB) pela célula.

A limitagio em nitrogénio é a estratégia mais adotada para produgdo de P(3HB) por
vérias bactérias, inclusive R. eutropha (Alcaligenes eutrophus). A sintese de P(3HB) pode ser
significativamente aumentada pelo suprimento do meio com pequenas quantidades de vérias

fontes complexas de nitrogénio, aminoacidos ou 4cido oleico (LEE et al., 1995; LEE et al.,

1996; SHI et al., 1997).
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» RAMSAY et al. (1990), obtiveram 17 g/L de P(3HB-co-3HV) com 5 mol% de fragdo
de HV usando uma alimentacio constante de 4cido propidnico durante a fase de acimulo do |
polimero.

KIM et al. (1994), observaram que P(3HB-co-3HV) serd produzido a diferentes
concentragdes de polimero, de conteiido de polimero e de fragio molar de HV usando

solucdes de alimentagio de diferentes razdes f6sforo/glicose.

2.9.4. Estratégias nio convencionais

Virias estratégias de alimentago tém sido registradas para o acimulo de polimero,
mas poucas a respeito da estratégia de alimentagio na fase de crescimento. A forma de cultivo
em batelada alimentada exponencial é usada para méximo crescimento celular, em que a
vazio de alimentagio é exponencialmente aumentada, acompanhando o aumento exponencial
de biomassa. Dessa forma, o crescimento celular ndo € limitado pelo substrato, enquanto que-
a concentragio de substrato no meio é mantido constante. No estdgio de acimulo de P(3HB-
co-3HV) o 4cido propidnico ¢ adicionado para iniciar a sintese de unidades de 3HV (DU et
al., 2001a). ,

KELLEY e SRIENC (1999), a partir do controle do substrato disponivel no meio,
geraram blendas de PHAs no interior das células demonstrando que diferentes polimeros
podem ser sequencialmente formados dentro de um mesmo granulo.

KIM et al. (1996) mostraram que a adi¢do de piruvato ou leucina, em cultura de R.
eutropha NCIMB 11599, ¢ altamente eficiente péra o aumento dos niveis celulares dos

cofatores necessarios para a biossintese de P(3HB).

2.10. Perspectivas para a produciio de PHAs

Os polimeros hidrobiodegradaveis, como PHAs, podem ser obtidos pela fermentagdo
de agtcar, mas este processo € ineficiente e por isso caro. Assim, atualmente, trabalhos estdo
sendo desenvolvidos para modificar geneticamente, por exemplo, sementes de 6leo (Brasssica
napus) a produzir sementes contendo PHAs.

A producio de PHAs em plantas é possivel mas ainda € necessirio muita pesquisa
para produzir rendimentos econdmicos de polimeros por este meio. O maior problema € a
sintese de copolimeros (P(3HB-co-3HV)) com contetdo controlado de unidades de HV, neste

sistema de produgdo (BYROM, 1992).
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A biossintese de PHA “in vitro” a partir de 4cidos hidroxialcanéicos empregando
enzimas isoladas revelam importanies caracteristicas da formagdo do granulo de PHA e
contribui para o conhecimento dos mecanismos cataliticos das PHA sintases, bem como
produgio de poliésteres inéditos. A produgio de PHAs em plantas transgénicas torna-se
realidade devido a disponibilidade de genes bacterianos para biossintese de PHAs e
conhecimento de suas estruturas, bem como a disponibilidade de sofisticados métodos de
biotecnologia molecular de plantas tem possibilitado a produg¢io de PHAs em plantas

transgénicas (batata, soja, milho) (STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998).

2.11. Aplica¢io de PHAs

Duas aplicagdes tém surgido, hd duas décadas, para os polimeros degradéveis. A
primeira reside onde a biodegradabilidade é parte da fun¢do do produto. Por exemplo, suturas
temporérias no corpo ou em liberagio controlada de drogas. A segunda aplicagdo de
polimeros biodegradédveis estd na confecgdo de embalagens (filmes e fibras) e garrafas
(BYROM, 1987; STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998; SCOTT, 2000).

Além disso, uma cobertura de PHAs pode ser aplicada a papel ou papeldo para formar
uma camada resistente a 4gua e produzir um componente completamente biodegradével que
requer relativamente baixas quantidades de PHA.

P(3HB)s sdo biomateriais, ou seja, materiais de origem natural ou sintéticos, que
podem ser usados de forma direta, como suplemento, ou de modo a substituir as fungdes dos
tecidos vivos do corpo humano, uma vez determinada a sua biocompatibilidade com o
hospedeiro. Combinado a outros biomateriais pode ser utilizado em enxerto de ossos para
preencher os defeitos ou substituir os ossos fraturados (RAMAKRISHNA ez al., 2001).
Também pode ser usado como material osteossintético, em placas de ligagdo (GROTHE et
al., 1999; LU et al., 2001) e outros materiais médicos. Podem ainda ser aplicados como
matriz em materiais retardantes para a liberagdo de drogas, horménios, herbicidas, inseticidas,
“flavors” e fragrancias na medicina, agricultura, inddstria farmacéutica e indistria - de
alimentos.

Os PHAs apresentam potencial para aplicagbes terapéuticas. Polimeros contendo
mondémeros na forma 4-hidroxibutirato sdo empregados na forma de sais de sédio como

anestésico (SUDESH, et al., 2000).
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2.12. Biodegradagiio dos PHAs

Uma importante caracteristica dos PHAs € sua biodegradabilidade. Na natureza, varios
microrganismos s3o hédbeis para degradar PHAs pelo uso de PHA hidrolases e PHA
depolimerases. As atividades destas enzimas podem variar ¢ dependem da composi¢do do
polimero, sua forma fisica (amorfa ou cristalina), as dimensdes das amostras e das condigGes
ambientais. O tempo de degradagéo do produto formado por P(3HB) € da ordem de poucos
meses (digestdo anaerdbica, Figura 2.6 ), a anos (4gua do mar) (MADISON e HUISMAN,
1999)

Figura 2.6. Degradagio de P(3HB-co-3HV) em lodo ativado aerébico. Progresso da
degradagio de garrafas para este tratamento por 0, 2, 4, 6, 8 ¢ 10 semanas (MADISON e
HUISMAN, 1999).

A biodegradagio dos polimeros ocorre por dois mecanismos distintos, dependendo da
natureza do polimero e do ambiente. O primeiro € a hidrélise biética ou abidtica seguida por
bioassimila¢do (hidrobiodegradagdo) que € o processo primério envolvido na biodegradagio
das heterocadeias poliméricas tais como celulose, amido e polésteres alifaticos, dos quais
polimeros de 4cido litico (PLA) e polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo tipicos. O segundo € a
peroxidagdo seguida por bioassimilagio de produtos de baixa massa molar (oxo-
biodegradacio) e é aplicada particularmente a cadeia de carbono dos polimeros (SCOTT,
2000).
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2.13. Uso do Eh para monitoramento de processos biotecnolégicos

2.13.1. Consideracoes Gerais

O potencial redox é um pardmetro global que representa o potencial para reagdo de
6xido-redugdo de uma variedade de compostos. O valor do potencial redox depende, em
principio, do potencial padrio (Eh°®) das meias reagdes e da concentragdo dos reagentes. O
potencial redox (Eh) pode apenas ser calculado pelo uso da Equagédo de Nernst, se existir um
equilibrio termodinimico. Na prética, entretanto, a medida do potencial redox ¢,
principalmente, determinada pelo composto com maior densidade de carga para troca, isto €, a

capacidade para trocar elétrons com a superficie da platina (JANSSEN ez al., 1998).

2.13.2. Importéancia do Potencial Redox
O potencial redox tem um papel importante na assimilagdo de nutrientes e biossintese,
assim, cabe aqui analisar mais detalhadamente seus conceitos e correlages com a fisiologia
bacteriana.
As reagGes redox sdo importantes por trés razdes:
Muitas das rea¢des de conversdo de energia, em biologia, envolvem reagGes redox;
b. A termodinimica pode ser estudada através de células eletroquimicas;
c. Asreagdes podem ser separadas em dois distintos componentes:
I. Meia-célula da extragdo de elétrons do doador;

II. Meia-célula da adi¢do de elétrons ao aceptor.

2.13.3. Caracteristicas do Potencial Redox
O potencial redox de um par de compostos que sofre, reversivelmente, oxidagao e
redugio est4 relacionado a um equilibrio entre as formas oxidadas e reduzidas e o nimero de

elétrons envolvidos na reagdo.

ox +ne > red

onde,
ox: componente na forma oxidada;
ne’: nimero de elétrons envolvidos na reagao;

red: componente na forma reduzida.
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O potencial redox desta reagfio é determinado pela equagdo de Nernst:

E; = E, + RT 1, [forma oxidada]
nF  [forma reduzida]

onde,

Ej, é o potencial redox reférente ao eletrodo normal de hidrogénio;

E, é o potencial padrio do sistema a 25°C quando todas as atividades de alguns
reagentes sdo unitarias;

R € a constante universal dos gases;

T é a temperatura (K);

ne” é o mimero de elétrons envolvidos na reagao;

F € a constante de Faraday;

ox é o componente na forma oxidada e

red é o compontente na forma reduzida.

Mais detalhes sobre carcteristicas do potencial redox, relacionado a culturas celulares,

estdo apresentados no Anexo 1.

2.13.4. Potencial Redox e 0 Monitoramento do Meio de Cultura

O potencial redox de uma cultura € uma das varidveis mais facilmente mensuraveis em
um processo biotecnolégico, uma vez que eletrodos esterilizéveis, baratos e estiveis para uma
medida “in situ” estdo disponiveis. Apesar de sua natureza complicada, que depende de uma
diversidade de parimetros ambientais e celulares, o monitoramento do potencial de 6xido-
redugio do meio tem sido aplicado com sucesso para a identificagio de estados fisiolégicos,
otimizagio da performance dos processos e para propostas de controle e de monitoramento
(HIGAREDA et al., 1997; JANSSEN ez al., 1998).

O potencial redox (Eh) indica a concentragdo relativa de agentes oxidantes e redutores
no meio, logo, ele é o indicador que representa‘ a possibilidade de ligagdes redox agirem como
doadores e aceptores de elétrons (LEE ez al., 1998).

A oxidagdo e redugio de um composto é controlada pelo potencial 6xido-redutor de
seu ambiente. Assim, a direcio e a intensidade da sintese microbiana dependem
consideravelmente das condigdes de oxidorredugio na cultura (BALAKIREVA et al., 1974),
pois, o potencial redox do ambiente que circunda o microrganismo pode ser um importante

. determinante de sua atividade metabélica (THOMPSON e GERSON, 1985).
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O potencial 6xido-redutor é uma medida ttil e sensivel para monitorar as alteragdes do
estado metabélico que ocorrem enquarito a concentragdo de oxigénio dissolvido € zero
(KWONG e RAO, 1991), bem como um fator determinante no crescimento microbiano que
pode agir como um agente seletivo e como um fator que interfere na produg@o de metabdlitos.
O eletrodo redox pode fornecer uma sensivel indicagdio do baixo nivel de concentragdo de
oxigénio dissolvidlo (PREEZ et al., 1988). O limite de detecgio de oxigénio €
aproximadamente 0,1 mg/L. para sensores especificos correntemente disponiveis. JANSSEN
et al., 1998).

As culturas de microrganismos apresentam um potencial redox que € gerado pela
existéncia de pares que realizam trocas 6xido-redugio reversiveis, de redutores irreversiveis e
da agdio do oxigénio dissolvido e do hidrogénio livie JACOB, 1974), temperatura € a
presenga de outros compostos capazes de serem oxidados ou reduzidos (THOMPSON e
GERSON, 1985). A agiio dos pares que realizam trocas redox reversiveis e redutores
irreversiveis pode ser demonstrada para cada caso onde o potencial de 6xido-redugdo de uma
solugio dependa de seus componentes. Contudo, a medida das alteragdes (trocas) da
quantidade d‘estes componentes durante o cultivo é muito dificil e apenas em alguns casos €
conhecido o efeito dos produtos sobre o metabolismo; geralmente as concentragdes sdo muito
pequenas. Por outro lado, a agdo do oxigénio e hidrogénio sobre o potencial de 6xido-redugdo
pode ser facilmente acompanhada (JACOB, 1974), uma vez que o par redox 0,/H;0 e o pH
determinam a magnitude do potencial redox da cultura em fermentagBes aerdbicas
(HIGAREDA et al., 1997).

JACOB (1974), nas Figuras 2.7 e 2.8, apresenta os dados da variagdo do potencial
6xido-redutor, da concentragio de oxigénio e da absorbancia do meio, em uma cultura de
Proteus vulgaris SG2 e Staphylococcus aureus SG 511, respectivamente, utilizando eletrodos
redox limpos mecani_camente, através de polimento, ou limpos por imersdo em acido, bem
como, cobefto por membrana. O pesquisador observou que a primeira parte da negativagao do
potencial de 6xido-redugdo é mais ou menos a mesma em ambos 0s Casos € isto pode ser
considerado como o resultado do consumo de oxigénio pela bactéria. No final da fase
logaritmica de crescimento, sinalizada pela linha paralela as ordenadas, houve um ligeiro

aumento da taxa de negativag@o do potencial 6xido-redutor.
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Figura 2.7. Medida simulténea de diferentes parametros durante o crescimento da cultura de
Proteus vultaris SG2. Medida do potencial 6xido-redutor utilizando: (1) eletrodo limpo
mecanicamente (polimento); (2) eletrodo limpo com &cido nitrico (HNO3) e (3) eletrodo
coberto por membrana (Clark type); (4) concentragdo de oxigénio dissolvido; (5) absorbancia
(JACOB, 1974).

PY:

Figura 2.8. Medida simultanea de diferentes parAmetros durante o crescimento da cultura de
Staphylococcus aureus SG 511. Medida do potencial 6xido-redutor utilizando: (1) eletrodo
limpo mecanicamente (polimento); (2) eletrodo limpo com 4cido nitrico (HNOs) e (3)
eletrodo coberto por membrana (Clark type); (4) concentragdo de oxigénio dissolvido; (5)
absorbancia (JACOB, 1974).
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2:13.5. Controle do Potencial Redox

Toda célula, ainda que grosseiramente, pode ser considerada como um compartimento
com uma solucdo aquosa. Tal compartimento separa-se de um outro compartimeﬁto
(extracelular), por meio de uma membrana plasmatica serni-permeével. Tal membrana
permite a passagem de alguns elementos livremente (Na*, K7, CI, etc) e impede a passagem
de outros elementos (proteinas). A diferenca de concentragdo dos diversos elementos intra e
extracelulares existe devido a um complicado sistema que os mantém aparentemente
desequilibrados. Esse desequilibrio gera um potencial elétrico. Na verdade, tal potencial s6
existe por que hd uma diferenca relativa de cargas elétricas entre o meio intracelular € o meio
extracelular, sendo o intracelular, negativo e o extracelular, positivo.

Existem duas maneiras de controlar o pbtencial redox da cultura a fim de controlar o
metabolismo no interior das células. Uma forma € pela adi¢do de agentes redutores em um ‘
sistema anaer6bio, e a outra é pelo controle da concentragdo de oxigénio dissolvido em
sistemas aer6bios. Ainda, outro meio nio amplamente usado € por via eletroquimica. A
adicdio de agentes redutores pode também alterar a quantidade de oxigénio dissolvido. Este
inconveniente pode ser resolvido pelo posicionamento da cultura a elevados niveis de
oxigénio dissolvido e adi¢io de um agente redutor que nao consegue se oxidar rapidamente
(KWONG e RAO., 1992; THOMPSON e GERSON, 1985).

Além da eliminagdo de oxigénio, a adigio de agentes redutores pode também alterar o
potencial redox da cultura da fermentagdo. Este fendmeno foi estudado em culturas
anaerébicas, e os resultados indicaram que alguns agentes redutores podem alterar a
velocidade de crescimento especifica e as rotas de fluxo de elétrons.

Diferentes autores utilizaram diferentes agentes redutores em seus ensaios. RIONDET
et al. (2000) utilizaram DTT e boroidreto de sédio (NaBH,); BESPALOV er al. (1996)
empregaram 2-mercaptoetanol, DTT e NaBH4; THOMPSON e GERSON (1985) usaram
tioglicolato de sédio ou cistefna. SMITH e PIERSON (1979) usaram 2-mercaptoetanol,
hidrocloreto de cisteina, tidglicolato de sédio e acido ascérbico, sendo 0 meio continuamente
misturado com um agitador magnético submerso.

Poucas sio as explanagdes a respeito da variagdo do potencial redox. Contudo,
OKTYABR’SKII e SMIRNOVA (1989), citado em HIGAREDA et al. (1997), demonstraram
que alteragdes no potencial redox da cultura podem ser causadas pela agdo de compostos que

afetam o pH intracelular.
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2.13.6. Potencial redox e o estado fisiologico microbiano

Existe uma relagdo entre potencial redox e o estado fisiolégico de um sistema
microbiano, haja vista que o valor do potencial redox afeta o estado metabdlico da célula.
Diferentes comportamentos de potencial redox a vdrias fases de crescimento podem ser
explicadas pela alteragdo do estado metabélico das células, que sdo representadas pelos perfis
de crescimento celular, consumo de substrato e concentragio de produtos. O comportamento
do potencial redox parece estar fortemente relacionado ao crescimento celular.

Um exemplo dessa correlag@o pode ser estudado no trabalho de LEE et al. (1998) em
cultura de Brevibacterium ketoglutamicum, em batelada, para produgdo de L-ornitina. Foi
observado que o potencial 6xido-redutor aumenta rapidamente na primeira fase apés uma
rdpida queda por um curto intervalo de tempo. Esta queda foi explicada por KWONG et al.
(1992), em seu trabalho referente a atividade metabdlica baseada no potencial redox da
cultura e perfis de oxigénio dissolvido durante fermenta§§o aerébica, como um fendmeno
correspondente 2 fase lag. O potencial redox foi mantido quase constante a 67 mV, quando o
crescimento celular foi retardado devido & deplegdo de arginina. Como apresentadado na
Figura 2.9, este comportamento continua por 15 horas. Resultado interessante foi que a
ornitina, o produto, comegou a ser produzido significativamente ao final da primeira fase,
coincidindo com a diminui¢io da repressdo da arginina sobre sua produg@o. Ap6s o periodo
estacionario, o peso seco celular aumentou novamente. Isto foi considerado resultado do
aparecimenfo de células que voltaram a sua condigdo anterior, ou seja, perderam as
caracteristicas de arginina auxotréficos sob uma prolongada condigdo de deplecdo de
arginina. O potencial redox aumentou novamente na terceira fase mas a inclinagdo foi menor
que na primeira fase. Apds a glicose ser completamente consumida, o potencial redox
comecou aumentar mais rapidamente na quarta fase. Os autores consideram que estes
resultados permitem predizer “on line” o estado fisiolégico da cultura a partir do perfil do
potencial redox sem monitoramento “on line” de outra varidvel de estado (LEE ez al., 1998).

Outros trabalhos também revelam a relagdo do potencial redox com a condigdo
fisiolégica das cultura microbianas. WIMPENNY (1969), mostrou que o potencial redox tem
um efeito sobre o ciclo dos 4cidos tricarboxilicos e a cadeia respiratéria. Também registrou
que o potencial redox aumentou sob condig3es aerébicas e que influenciou as enzimas do
ciclo dos 4cidos tricarboxilicos, citrocromo, “pool” de ATP, rendimento do crescimento e

atividade hidrogenase.
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Figura 2.9. Perfis de concentragio de células, glicose e L-ornitina e potencial redox a 10% de
concencentra¢do de oxigénio dissolvido (LEE et al., 1998).

KWONG e RAO (1991) estudaram o monitoramento de um processo de produgio de
aminoécidos pela medida do potencial redox. HIGAREDA et al. (1997) estudaram o uso do
potencial redox e a velocidade de assimilagdo de oxigénio pela avaliagdo da-deplecao de
glicose e glutamina. Sabe-se que, assim que a glicose € exaurida do meio, o consumo de
oxigénio diminui e, consequentemente, o potencial redox e a concentragdo de oxigénio
dissolvido aumentam (KJAERGAARD e JOERGENSEN, 1979). LEE et al. (1998) utilizaram

o potencial redox para sinalizar o principio da fase de crescimento e fase de morte, bem como

a deplecdo de nutrientes.

2.13.7. Aplicagdes atuais do potencial redox
O potencial redox € aplicado com sucesso em plantas de tratamento bioldgico de dguas
residudrias como um pardmetro para processos de nitrificagdo/denitrificagdo. Seu uso também

tem atingido éxito na remog@o biolégica de fésforo (JANSSEN, 1998).



CAPITULO 3.
Material e Métodos

Neste capitulo sio apresentadas as descricdes dos equipamentos e metodologias
utilizadas para execugio dos experimentos realizados. As técnicas analiticas adotadas para as
determinagGes das concentragdes celulares, do consumo de substrato e producdo de P(3HB),

bem como os procedimentos experimentais adotados também estdo descritas.

3.1. Microrganismo

A linhagem de microrganismo utilizada € a Ralstonia eutropha DSM 545 devido a sua
capacidade de utilizar glicose como fonte de carbono, haja vista ser um mutante espontaneo.

A cepa de R. eutropha é mantida em um meio 4gar nutriente sélido (NA) sob
refrigeracio. A composigdo deste meio € de 5,0 g/L de peptona de carne, 3,0 g/L de extrato de

carne e 1,5% de 4gar.

3.2. Meios de Cultura
Dois meios de cultura liquidos sdo utilizados:
3.2.1. Caldo Nutriente (Nutrient Broth — NB): utilizado na primeira pré-cultura que

possui a seguinte composi¢do: peptona de carne, 5,0 g/L; extrato de carne 3,0 g/L.

3.2.2. Meio Mineral (MM): utilizado na segunda pré-cultura (MM1) e como meio
final (MM2). Est4 baseado em RAMSAY et al.(1990), modificado por ARAGAO et al.
(1996) cuja a composi¢ao € dada na Tabela 3.1.



Tabela 3.1. Composicdo do meio mineral (MM).
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Solucoes Reagentes Concentrag¢io do meio (g/L)
MM
Acido Nitrolacético 0,19
Citrato Ferroso de Amonia 0,06
1 MgSO,. TH,O 0,50
CaCl,.2H,0 0,01
Solugdo de Oligoelementos® ImL/L
2 - Na,HPO,.12H,0 8,95
KH,PO, 1,50
3 Fonte de Carbono 30,00
4 NH,SO, 5,00*

3 a composi¢io da solugdo concentrada de oligo-elementos € dada na Tabela 3.2

* concentragiio para crescimento nao limitado em fosfato.

* concentragdo para crescimento néo limitado em nitrogénio.

O pH da solugdo 1 € ajustado a 7,0 com KOH 5M. As solugdes 1, 2 e 3 sdo

autoclavadas separadamente durante 20 minutos a 120°C e adicionadas assepticamente para

compor o meio final. A solugdo 4 ¢ adicionada a solugdo 1 anteriormente a esterilizagao.

Tabela 3.2. Composi¢do da>solugﬁo concentrada de oligo-elementos.

Elemento Concentracio (g/L)

H;BO; 03
CoCl,.6H,0 0,2
ZnS0,4.7H,0 0,1
MnCl,.4H,0 0,03

Na,Mo04.2H,0 0,03
NiCl,.6H,O 0,02
CuS0,4.5H,0 0,01
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3.4. Culturas em Frascos Agitados

Duas pré-culturas s3o necessérias para a cultura de Ralstonia eutropha. A primeira €
realizada em um frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 150 mL de meio NB inoculado com
duas a trés algadas da cepa mantida em meio 4gar. Esta pré-cultura € incubada durante 24ha
temperatura de 30 °C, sob agitagdo de 150 rpm. Apés este periodo, um segundo frasco
Erlenmeyer aletado de 500 mL, contendo 150 mL de meio MM, recebe uma quantidade
correspondente a 10% de seu volume final de in6culo proveniente do meio NB. Este meio
MM também & incubado durante 24 h 2 temperatura de 30 °C e agitacdo de 150 rpm. A
concentragio e a fonte de carbono sio dependentes do ensaio realizado.

Nas anélises preliminares, a cultura final para o crescimento do microrganismo € feita
em frasco erlenmeyer aletado de 1000 mL, contendo 300 mL de meio MM e incubada a
temperatura de 30 °C, sob agitagdo de 150 rpm. A inoculago € feita a 10% de seu volume a
partir da pré-cultura anteriormente preparada em meio MM. Da mesma maneira, a fonte de

carbono depende do ensaio a ser realizado.

3.4.1. Preparo das solugdes das fontes de carbono

3.4.4.1. Glicose, Aciicar Invertido
Prepara-se uma solugio concentrada (500 g/L), do respectivo agticar, a ser adicionada

aos frascos agitados para proporcionar uma concentragao final no meio de cultivo de acordo

com o experimento realizado.

3.5. Culturas em Biorreator

As culturas sdo realizadas em biorreator de 5 L (BIOFLO III, fabricado pela New
Brunswick Scientific CO.). O fermentador, contendo a solugio 1 do meio MM2 (item 3.2.2),
é autoclévado durante 20 minutos a 120 °C. O volume de trabalho é de 4 L com 10% de seu

volume de inéculo.

3.5.1. Preparo do meio de cultura

3.5.1.1. Solucgéo de acticar invertido
Prepara-se uma solugdo concentrada (500 g/L) de agticar a ser adicionada ao biorreator

para proporcionar uma concentragdo final de 30 g/L no meio de cultivo.
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3.5.1.2. Solugdo de Fosfato
A solugdo de fosfato é preparada de maneira a ocorrer a limitagdo deste nutriente em

aproximadamente 10 g/L de concentragdo celular. Uma solugdo concentrada contendo 223,8
g/L de Na,HPO4.12H,0 e 32,5 g/L de KH,PO; € adicionada ao meio para a obtengao de uma
concentragio de fosfato de 8,95 g/L e 1,5 g/L respectivamente, para condi¢io ndo limitante e

0,51 g/L. e 0,07 g/L, respectivamente, para condi¢o limitante.

3.5.2. Preparo do Inéculo

O meio de cultura do inéculo é o mesmo citado no item 2.3, acrescido da solugdo de
agdcar de acordo com o ensaio. O volume de trabalho é de 400 mL em frasco de 1000 mL, a
temperatura de operagio é de 30°C, a agitagdo 150 rpm e o tempo de cultura é determinado
através da concentragio celular. Quando esta atinge um valor de aproximadamente 5 g/L

segue-se a inoculagdo do meio de cultura.

3.5.3. Condicoes de Operacao

A temperatura para o desenvolvimento da cultura ¢ mantida constante a 30°C e o pH
ajustado automaticamente a 7,0. Em todos os ensaios NH,OH 5% foi utilizado para corrigir
pH 4cidos e, segundo a necessidade do estudo, HCI 1M foi utilizado para corrigir pH basicos.

As condi¢des iniciais de agitagdo e aeragio sio de 400 rpm e 0,04 vvm,
respectivamente, e atingiram, gradualmente, 780 rpm e 1 vvm. O polietilenoglicol ¢ utilizado
como antiespumante.

O eletrodo redox (ANALION) -antes de cada ensaio foi submetido, conforme
recomendagdes técnicas, a uma limpeza do anel de platina, primeiramente, por imersdo em
solugio de Pepsina por 30 minutos, seguido por imersio em solugdo de Tiuréia por 15
minutos. Logo apés fez-se a calibragio imergindo o eletrodo em uma solugdo padrdo (DM-
S7B, DIGIMED) a 25°C até estabilizar o valor do potencial 6xido-redutor em 228 mV.

3.5.4. Estratégias de Alimentagio

3.5.4.1. Alimentac¢io em Acticar invertido

Aciicar invertido €é alimentado sempre que sua concentragdo decresce a
aproximadamente 10 g/L. Este valor é monitorado através do método de DNS, como serd
descrito no item 3.6.3.1. A alimentagio deve ser realizada de forma a proporcionar uma

concentragdo final de 30 g/L de agiicar invertido.
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3.6. Métodos Analiticos

3.6.1. Amostragem

A amostragem nos ensaios em frascos agitados é realizada em intervalos de 2 horas.
O volume de amostra retirado é de 2 mL para leitura em espectrofotdmetro.

Nos ensaios em biorreator, descartam-se inicialmente 10 mL, e amostras, de 20 mL
sdo retiradas nos momentos de coleta.

As amostras sio congeladas em duplicata a ~20°C, depois de devidamente preparadas
para posterior andlise. Duplicatas sdo guardadas para eventualidade de ser necessario a

realiza¢@o de novas andlises.

3.6.2. Determinacio da Concentracio da Biomassa
A concentragdo celular é determinada por dois métodos: por espectrometria (durante a

cultura) e por gravimetria.

3.6.2.1. Medida espectrofotométrica

A concentragio de biomassa do material coletado € avaliada em um espectrofotémetro
(modelo E225-D, marca CELM) medindo-se a absorbancia a 600 nm. Para manter uma
precisdo adequada (regido linear), a faixa de absorbancia utilizada € de 0,000 até 0,800. A

partir deste valor, s@o feitas diluigdes para manter a linearidade.

3.6.2.2. Medida gravimétrica

A concentragio celular é obtida por gravimetria a partir de um volume conhecido de
cultura compreendido entre 1 e 10 mL, filtrado através de membranas Millipore de poliamida
pré-pesadas (poro de 0,2 pm). O filtrado € lavado duas vezes com HCl 0,01M, para remover
fons e sais presentes na biomassa, seguido de secagem em estufa a 90°C por 24 h. A
existéncia de uma relagio linear entre a biomassa e a absorbancia a 600 nm, na fase de
actimulo celular, permite construir uma curva de calibragio de biomassa em fungdo da
absorbancia que serve para estimar a concentragdo de células durante a fase de crescimento da

cultura.
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3.6.3. Dosagém de Substratos

3.6.3.1. Acicar Redutor

A dosagem de agucar redutor € feita pelo método do 4cido 3-5 dinitrosalicilico (DNS)
(Miller,1959), que determina a concentragio de agiicares redutores. O reativo é preparado da
seguinte forma:

-1. 300 g tartarato duplo de s6dio e potdssio e 16 g de NaOH dissolvido em 4gua
destilada. |

I1. adicionar aos poucos 10 g de 4cido dinitrosalicilico (aquecer se necessério).

III. completar volume a 1 litro de 4gua destilada.

A metodologia de andlise é a seguinte: um volume de 400 ul de sobrenadante,
previamente diluido, € adicionado a 400 ul de reativo DNS e depois colocado em ebulicgo,
durante 5 minutos, em banho-maria. Apés o resfriamento em banho de gelo, adiciona-se 4 mL
de dgua destilada. Um tempo de 15 minutos € necessdrio para que a amostra se estabilize a
temperatura ambiente. A leitura espectrofotométrica é realizada a 540 nm contra um branco
de 4gua destilada. A escala € compreendida entre 0 e 2 g/L de glicose. A curva de calibragio
expressa a concentragdo de glicose (g/L) vs. absorbancia (540nm). O Anexo 2 é.presenta um

exemplo de curva padrio.

- 3.6.3.2. Proteinas e

Amostras do meio de cultura compreendendo 2 mL, sdo centrifugadas a 15.000 rpm
por 5 minutos e o precipitado é lavado duas vezes com dgua destilada e congelado a -20°C
para posterior andlise pelo método de Biureto (Stickland, 1951). O precipitado € ressuspenso
em 5,5 mL de 4gua destilada e a lise celular é provocada por adi¢do de ImL de NaOH 20%
(p/v) e incubagdo em banho-maria a 100°C durante 5 minutos. Apés resfriamento, 170 puL dev
CuSO4 25% (p/v) sdo adicionados, e deixam-se em repouso por mais 5 minutos. O
sobrenadante obtido, apés centrifugagdo a 5000 rpm durante 10 minutos, é analisado por
espectrofotometria em um comprimento de onda de 560 nm. A concentragdo em g/L & obtida
através de uma curva de calibragdo de protefna (g/L) vs absorbancia (560nm), utilizando

albumina bovina (BSA) entre 0 e 3g/L como padrio conforme ilustrado no Anexo 3.
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3.6.3.3. Dosagem de Fosfato

Para a dosagem do fosfato & utilizado um kit colorimétrico (Fosfato Dolles). Os
reagentes utilizados sio os seguintes:

Soluggo Padrdo: solugio aquosa contendo 5 mg/dL de fésforo;

Acido Ascérbico: frasco contendo 2 g de 4cido ascérbico. ApSs reconstitui¢do, tem-se
uma solﬁgéo 0,084 M de 4cido ascérbico.

Reagente Molibdato: solug@o 0,018 M de molibdato de aménio em H,SO4 1,5M.

Solugio alcalina: solugdo 16 M de monoetanolamina.

Identificam-se 5 tubos de ensaio com B (branco), T (teste) e P, P2, P3, (padrdes) e

procede-se conforme a seqiiéncia apresentada na Tabela 3.4.

Agita-se e deixa-se repousar por 2 minutos. Léem-se as absorbéncias de teste e padrdo,
ajustando-se o zero com o branco, em espectrofotémetro em 660nm.
A concentragio de fosfato é calculada em g/L de acordo com a equagdo 3.1, onde abs

¢ a absorbéncia lida, sendo abspadrdo a média das absorbancias dos padrdes.

Fosfato (g/L) = abs (teste) x 0.05 (Eq.3.1)
~ abs (padrzo) _

Tabela 3.4. Seqiiéncia para a dosagem de fosfato.

Branco Teste Padrao
Acido Ascérbico 3mL 3mL | 3mL
Amostra - 100 pL -
Solugdo padrao - - 100 pL
Reagente Molibdato 1 mL 1 mL I mL
As proteinas se precipitam. Deixar repousar durante 1 minuto
Solug@o alcalina 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL
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3.6.3.4. Dosagem de NADPH

Células sio coletadas, centrifugadas e lavadas duas vezes com 3mL de tampio fosfato
padrdo (PBS). Em seguida, sio ressuspendidas com 0,15 mL de tampio extrator contendo 0,1
M Tris-HCI, pH 8,0; 0,01 M EDTA e 0,05% (v/v) Triton X-100 e transferido para um tubo
Ependorf (1,5 mL). A suspensdo de célula é sonicada sobre gelo por 2 minutos com intervado
de 30 segundos. Em seguida, a solugdo € centrifugada a 5000 rpm/Smin. O sobrenadante €
coletado e imediatamente analisado NADPH.

NADPH ¢ analisado espectrofotometricamente baseado na medida da absorbancia da
coenzima reduzida a 340 nm.

Trés leituras sio realizadas:

Al. A leitura do extrato que representa a quantidade total d¢ NADPH e NADH na
amostra.

A2. Uma aliquota do extrato (50 uL) € incubada com glutationa redutase para
converter todo NADPH na amostra a NADP'. A mistura reagente contém 0,1 M de tampZo
fosféto, pH 7,6; 0,05 mM EDTA; 0,05% (v/v) Triton X-100; 0,005 M glutationa, 5 UI
glutationa redutase (GR); 50 uL de extrato em um volume total de 1,00 mL.

As reégc”;es para glicose-6-fosfato desidrogenase e glutationa redutase s@o
preincubadas a 37°C e 25°C, respectivamente, por 5 min na auséncia de substrato para a
enzima.

As reagdes sdo iniciadas pela adigdo de glicose-6-fosfato e glutationa, respectivamente
para glicose-6-fosfato desidrogenase e glutationa redutase, e as misturas reagentes sao
incubadas a 37°C (para G6PD) e 25°C (para GR) por 5 min.

A absorbéncia das misturas a 340 nm é medida usando espectrofotdmetro, onde:
Al — A2 = quantidade total de NADPH na amostra

A concentragdo molar é calculada a partir do coeficiente de absor¢do molar (ou
coeficiente de extingdo molar) que € o coeficiente de absor¢do especifico por concentragao de
1mol.dm™ e um comprimento de caminho éptico de lcm. Para uma solugdo um molar (1 M),

o coeficiente de extingdo molar de NADPH vale 6,22 x 106 cm?, para absorbancia a 340 nm.
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3.6.3.5. Dosagem de P(3HB)

O P(3HB) é dosado por cromatografia gasosa conforme o método de metandlise
baseado em Braunegg et al. (1978), com as modificagSes propostas por Brandl ef al.(1988).

As amostras, com volume conhecido de meio de cultura, sdo centrifugadas a 15.000
rpm por 5 minutos. O precipitado é lavado duas vezes com é4gua destilada e a tltima
ressuspensdo é realizada em 2 mL de metanol acidificado (H,SO4 15%), contendo 4cido
benzéico 0,4 g/L como padrdo interno. A amostra € entdo congelada a -20°C para posterior
anélise. Ap6s descongelamento, um volume de 2 mL de cloroférmio € adicionado e a mistura
aquecida a 100°C durante 140 minutos. Depois de 1 hora de aquecimento, a mistura € agitada
durante alguns segundos e devblvida ao aquecimento. Apds resfriamento & temperatura
ambiente, adiciona-se 1mL de 4gua destilada e as amostras sdo agitadas durante 30 segundos,
* seguido de decantagdo. A fase organica (inferior) é retirada com uma seringa e guarda-se em
geladeira para posterior andlise em cromatografia gasosa. A curva padrdo (Anexo 4) é feité
utilizando-se o poli-3-hidroxibutirato (Sigma), como padrdo externo, com massa variando
entre 0,0010 g e 0,0100 g. Submetem-se os padrdes a mesma metanélise que as amostras. A
coluna utilizada para dosagem do P(3HB) é de silica fundida (£0,53mmX 30m) modelo
Supercowax-10. O cromatégrafo é um CG-90 equipado com um detector de ionizagdo de
chama (DIC ar-hidrogénio). O gés de arraste utilizado é o nitrogénio a 20 mL/min e as
temperaturas de injegfo, detecg@o e coluna sao respectivamente de 185°C, 230°C e 110°C. O
volume injetado é de 1 pL. A integragdo e os cromatogramas foram obtidos através de uma

placa interface AD/DA-MICROQUIMICA.

3.7. Tratamento de Dados

3.7.1. Ajuste dos Dados Experimentais

Os dados experimentais obtidos sdo ajustados pelo programa Lissage, desenvolvido
pelo laboratério do “Instituit National des Sciences Appliquees de Toulouse” Franga, por

Ardaillon-Simoes, Arroyo, Uribelarrea.
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3.7.2. Anilise Cinética

Como o acdimulo de P(3HB-co-3HV) € intracelular, as taxas especificas de
crescimento celular devem ser calculadas em relagdo a biomassa residual (Xr), obtida pela
diferenca entre a quantidade de biomassa total (Xt) e a quantidade de P(3HB-co-3HV)
(Xr=Xt-P(3HB-co-3HV)).

3.7.2.1. Velocidades Especificas de Crescimento
As velocidades especificas méximas de crescimento na fase de crescimento ndo
limitado sdo calculadas a partir do coeficiente angular da curva linearizada pelo logaritmo

neperiano da biomassa residual com o tempo de acordo com a equagéo 3.4.
In(Xr) = In(Xro) + it (Eq. 3.4)

Onde:

Xr = biomassa residual (g)

Xr, = biomassa residual inicial (g)

Umax = velocidade especifica méxima de crescimento celular ")

= tempo (h)

3.7.3. Produtividade Média de P(3HB)
A produtividade média, ilustrada na equagio 3.3, € calculada pela diferenga entre a
concentracio de P(3HB-co-3HV) em um instante de tempo t e a concentragdo inicial de

P(3HB-co-3HV) dividida pelo intervalo de tempo correspondente.

P, = PBHB) — P(3HB), (Eq. 3.5)
t-1

Onde:

P, = produtividade média de P(3HB) (g/L.h).

PHBt = quantidade de P(3HB) no instante de tempo t (g).
PHBt, = quantidade de P(3HB) no tempo to inicial (g).
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3.7.4. Produtividade Instantinea de P(3HB)

A produtividade instantanea (g/L.h) indica a concentragdo do biopolimero produzido
pontualmente a cada tempo. Os valores da produtividade s3o obtidos a partir da derivada da
curva da concentragio de biopolimeros (g) em fungdo do tempo (h) e do volume (L), no

programa LISSAGE.



CAPITULO 4.

' Resultados e Discussao

4.1. Experimentos realizados

A condugio dos experimentos foi realizada em 4 etapas, descritas a seguir.

Etapa 1: experimentos em frascos erlenmeyer agitados buscando verificar a relagéo
entre o potencial redox e o crescimento celular, a partir da limitagéo dos nutriente nitrogénio

ou fésforo;

Etapa 2: cultivos de Ralstonia eutropha DSM 545, em fermentador (5L), pH
constante, em meio mineral com limitagio do nutriente fésforo (caréncia) na fase de

produgio, visando sinalizar o instante de exaustdo do agente limitante;

Etapa 3: cultivo de Ralstonia eutropha DSM 545, em frasco erlenmeyer agitado, em
meio complexo com salmoura de processamento de chucrute, visando obter uma correlago

entre os perfis de crescimento celular e potencial de 6xido-redugéo.

Etapa 4: cultivos de Ralstonia eutropha DSM 545, em fermentador (5L), em meio
mineral com limitagdo do nutriente fésforo (caréncia) na fase de produgdo e adi¢do de agente
redutor ditiotreitol (DTT) para verificar a influéncia da condi¢do éxido-redutora do ambiente

sobre o crescimento celular e sobre a condi¢do 6xido-redutora intracelular.
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4.2, Culturas em Frascos Erlenmeyer

O monitoramento de Eh ja tem sido estudado em alguns trabalhos para identificagio
de alteragdes das condigoes 6xido-redutoras de culturas microbianas, visando seu controle.

Nesta etapa do trabalho, foram realizados ensaios preliminares para avaliar o
comportamento do potencial de 6xido-redugdo durante o cultivo de Ralstonia eutropha

DSM3545, em diferentes substratos, visando a produgdo de PHA.

4.2.1. Evolu¢io do Eh ao longo da cultura de R. eutropha DSM 545 utilizando

glicose como substrato.

Objetivando estudar a variagdo do Eh ao longo da cultura de R. eutropha, a bactéria
foi cultivada em frascos Erlenmeyer agitados, em meio MM, contendo glicose (30 g/L) e
(NH4)2SO4 na concentragﬁo limitante de 2,3 g/L.

A Figura 4.1 apresenta a evolugio dos parimetros cinéticos: In(absorbancia),
potencial de 6xido-redugio (Eh) (Figura 4.1 - A), absorbancia (600 nm), pH, concentragao do
biopolimero P(3HB) e concentragdo de agicar redutor (Figura 4.1 - B), obtidos ao longo desta
cultura.

A evolugio de In(absorbéncia) (Figura 4.1 - A) mostra uma fase lag correspondente a
aproximadamente 2 horas de cultivo, seguida de uma fase exponencial cujo valor da
velocidade especifica de crescimento maxima(imax) é de 0,16 h'l. Este valor de Mmax €Sta
abaixo dos valores de 0,19 h! e 0,23 h'! encontrados, respectivamente, por OLIVEIRA (1999)
¢ MARANGONI er al. (2001). Contudo, cabe lembrar que o presente trabalho foi realizado
em frascos Erlenmeyer ndo aletados, o que pode ter causado a diminuig¢io da velocidade
especifica de crescimento do microrganismo.

A fase de estabilizagdo do valor de Eh e um periodo referente 4 sua diminuigao,
indicam a fase de crescimento exponencial da cultura. A comparagdo entre a curva de
In(absorbancia (600 nm) e o comportamento de Eh, permite afirmar que a sibita queda do
valor de Eh (230 mV para 140 mV), a 8,5 horas de cultura, estd préxima ao inicio da fase de
desaceleragio do crescimento, a qual pode ser observada pela alteragdo da velocidade
especifica de crescimento,

Observa-se ainda, pela Figura 4.1 — B, que a variagdo do pH n#o estd correlacionada
com a varia¢io de Eh. Deste modo podemos afirmar que a variagdo de Eh ndo € causada

apenas pela variagdo de pH do meio de cultivo durante a cultura.
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Figura 4.1. Evoluggo do Eh (=), (In (abs)) (®) (Figura 4.1-A), absorbancia (600 nm) (A),
P(3HB) (A), agticar redutor (V) e pH (O) (Figura 4.1-B), durante a cultura de R. eutropha
DSM3545, em glicose, sob limitagdo de nitrogénio.

A Figura 4.2 apresenta as curvas da produtividade instantinea, e do Eh em fungéo do
tempo. Nesta figura, pode-se verificar que o instante da sibita queda do valor de Eh (8,5 h) €
um pouco anterior a0 momento da produtividade instantdnea maxima (11,2 h) e que esta €

igual a (0,27 g/L.h).
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Figura 4.2. Evolugio do Eh (—), produtividade instantinea (—~) durante a cultura de
R. eutropha DSM545, em glicose, sob limitagdo de nitrogénio.

Como para a produgdo de PHA por R. eutropha , a estratégia mais utilizada € a de
permitir uma fase de crescimento celular ndo limitado e posteriormente uma fase de actimulo
de polimero sem limitagdo de carbono, porém com limitagio de algum outro nutriente
essencial ao crescimento, o conhecimento prévio do inicio da limitagdo é de importéncia
fundamental. Este conhecimento permite controlar e otimizar a produgdo de polimero. As
observagdes, feitas neste estudo, levam a crer que o monitoramento do Eh pode ser realizado
permit'indo um maior controle da cultura e, consequentemente, maior produtividade em
biopolimero. |

Para melhor avaliar esta hipé6tese, estudos com outros substratos foram realizados e

sdo apresentados nos tépicos a seguir.

4.2.2. Evoluciio do Eh ao longo da cultura de R. eutropha DSM 545 utilizando

acucar invertido como substrato.

A evolugdo de Eh de cultura de R. eutropha DSMS545 utilizando glicose como
substrato, e limitagio em nitrogénio, indicou o momento da limitagdo. Foram, entdo,

realizados outros estudos utilizando outra fonte de corbono como substrato.
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Para este estudo a cultﬁra de Ralstonia eutropha DSM 545 foi realizada em frascos
Erlenmeyer aletados e agitados, em meio MM contendo agiicar invertido (30 g/L) e
concentragio limitante de KH,PO; e Na,HPO4.12H,O de 0,51 g/L e 0,07 g/L,
respectivamente.

A Figura 4.3 apresenta a evolugio dos pardmetros cinéticos: In (absorbancia),
potencial de 6xido-redugio (Figura 4.3 - A), pH e absorbéncia (600 nm) (Figura 4.3 - B),
obtidos ao longo desta cultura. A evolugio de In(absorbancia) (Figura 4.3 - A) mostra uma
pequena fase lag de aproximadamente 3,0 h, seguida de uma fase exponencial CUjO Mmax fOi
de 0,21 b,

A comparagio entre a curva de In (absorbancia) e a curva do comportamento de Eh,
permite afirmar que a diminui¢do de valor de Eh (220 mV para 197 mV), a 10 h de cultura,
estd pr6xima ao inicio da desaceleragdo do crescimento, observado pela alteragdo da
velocidade especifica dé crescimento (Umax), confirmando o que ocorreu com o experimento
em limitacdo de nitrogénio, utilizando glicose como substrato.

A queda do valor do pH (Figura 4.3-B) inicia anterior ao declinio de Eh. Mais uma

vez confirmando que a variagio de Eh ndo é devida apenas 2 variagdo do pH da cultura.
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Figura 4.3. Evolu¢ido do Eh (—), In (abs) (®) (Figura 4.3-A), absorbéncia (600 nm) (A) e
pH (O) (Figura 4.3-B), durante a cultura de R. eutropha DSM545, em erlenmeyer, sob
limitagdo de fsforo, com agticar invertido como fonte de carbono.
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4.2.3. Evolucio do Eh ao longo das culturas para o crescimento de Ralstonia
eutropha DSM 545 e de Ralstonia eutropha SAC+ utilizando agicar

invertido e suplemento de sacarose como fonte de carbono.

Para avaliar se 0 mesmo comportamento de Eh ocorria em outras cepas, foi utilizada a
cepa R. eutropha SAC+, que é mutante para a utilizagdo de sacarose como fonte de carbono.

Culturas de Ralstonia eutropha DSM 545 e Ralstonia eutropha SAC+ foram
realizadas em meio MM, sem limitagdo de sais, utilizando agicar invertido e sacarose como
fonte de carbono.

As etapas da cultura, bem cdmo o preparo dos meios, seguiram a sequéncia ja
mencionada no capitulo Materiais e Métodos, excetuando a concentragdo de agticar invertido
utilizada que foi de 10 g/L, e a concentragio de sacarose (5 g/L).

As Figuras 4.4-A e 4.5-A apresentam os dados das evolugdes do potencial de 6xido-
redugiio e de In (absorbéncia), enquanto que as Figuras 4.4-B ¢ 4.5-B apresentam 0s dados das
evoluges do pH, absorbancia (600 nm) e agticar redutor, respectivamente para as culturas de
R. eutropha DSM 545 e R. eutropha SAC+.

As Figuras 4.4-A e 4.5-A, a partir das curvas de In (abs), mostram que ndo ha uma
fase lag bem definida, mostrando que a cultura estd bem adaptada ao meio. A cultura de R.
eutropha SAC+, na fase exponencial, apresenta velocidade especifica de crescimento maxima
- (Mmax) de 0,22 h'!, sendo este valor aproximado ao da cultura de R. eutropha DSM 545 que
atingiu um pma de 0,19 h'l, coincidindo este valor com dados de OLIVEIRA (1999), quando
apenas agucar invertido foi fornecido a R. eutropha DSM 545.

Durante a répida fase lag das culturas, houve diferen¢a de comportamento da evolugao
do Eh, que se estabiliza, em ambos 0s casos, no inicio da fase exponencial.

0 comportamento de Eh coincide com o observado anteriormente em outros substratos
onde a diminui¢do do valor de Eh corresponde ao inicio da desaceleragdo do crescimento
celular.

Cabe ressaltar que nesta cultura, o Eh atinge um valor minimo, em ambas as cepas,
que coincide exatamente com o momento de inicio da fase estaciondria, seguido de uma fase
de aumento e estabilizagdo. Perfil semelhande do Eh foi observado por JACOB (1974), Figura
2.8, na medida do crescimento de S. aureus, onde o Eh mostrou uma estabilizagdo, seguida de

uma diminui¢io, com o valer minimo marcando o inicio da fase estacionaria.
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(A), agicar redutor (V) e pH (O) (Figura
4.4-B), durante a cultura de R. eutropha
DSM545, em Erlenmeyer, com agiicar
invertido e sacarose como fonte de
carbono.
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Figura 4.5. Evolugdo do Eh (—), (In (abs))
(®) (Figura 4.5-A), absorbéncia (600 nm)
(A), agiicar redutor (V) e pH (O) (Figura
4.5-B), durante a cultura de R. eutropha

SAC+, em Erlenmeyer, com agtcar
invertido e sacarose como fonte de
carbono.

Como nestas culturas o meio nio era limitado, a desaceleragdo do crescimento, ap6s

8,5 horas para R. eutropha SAC+ e 12 horas para R. eutropha DSM 545, deve estar ligada &

baixa concentragdo de agicar redutor neste momento, respectivamente, 2,0 g/L e 0,68 g/L.

Assim, € possivel verificar a importéncia do uso do eletrodo redox para avaliagdo do

crescimento celular, uma vez que esté caracterizada a sua capacidade de sinalizar a limitagdo

em substrato para ambas as culturas, bem como a limitagdo em nitrogénio (item 4.2.1) e

fosforo (item 4.2.2) ao longo das culturas.

O comportamento similar, tanto na velocidade especifica de crescimento maxima

(Umax) quanto no perfil do potencial de 6xido-redugdo, leva a crer que a R. eutropha SAC+

nio estd consumindo a sacarose € que tenha perdido o plasmidio que lhe conferia a

capacidade para consumir esse dissacarideo.
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4.2.4. Evoluciio do Eh ao longo das culturas de R. eutropha DSM 545 utilizando

residuo do processamento de chucrute como fonte de carbono.

Os experimentos anteriores mostraram claramente as mudangas da evolugdo de Eh
durante o cultivo de R. eutropha, em meio sintético (MM), com substratos simples. Para
verificar se 0 mesmo ocorre em meio complexo, foi utilizado um residuo da inddstria de
alimentos como fonte de carbono, suplementado com os outros sais do meio. O residuo
escolhido foi a salmoura do processamento de chucrute por ser de facil obtengéo e ser
resultante de um processo de fermentagdo latica.

A salmoura de chucrute apresenta acidez entre 1,5 e 2,3% (p/v) em teor de lactato e
uma concentragio de 2,5 a 3,0% (p/v) de cloreto de s6dio (NaCl), conforme dados fornecidos
pela CIA Hemmer Inddstria € Comércio de Blumenau.

Trabalhos realizados por TANAKA er al. (1993), TOHYAMA e SHIMIZU (1999) e
KATOH et al. (1999) demonstraram que concentragdes superiores a 5 g/L de 4cido lético
apresentam efeito inibidor ao crescimento celular de R. eutropha. Assim, foi realizada a
dilui¢io da salmoura do chucrute para adequar a concentragdo de écido latico no meio de
cultivo.

A concentragio de NaCl também foi levada em considerag@o, uma vez que poderia ser
outro fator limitante do crescimento, haja vista que poderia gerar estresse osmoético ao
microrganismo. Contudo, a diluigdo da salmoura para adequagdo da concentragdo de 4cido
latico diminuiu a concentragdo de NaCl a uni nivel aceitdvel para o crescimento da R.
eutropha.

A andlise de agicares redutores do meio de cultura permitiu verificar que esse efluente
industrial, além de fonte de lactato, também apresenta potencial como fonte de carboidratos
simples, haja vista que, mesmo ap6s a diluigdo, foi verificado um teor de agticar redutor de
aproximadamente 20 g/L.

O ensaio foi realizado em frascos Erlenmeyer de 1000 mL aletados e agitados,
conforme as etapas ji descritas no capitulo de Materiais ¢ Métodos, tendo por diferenca
apenas o fato de que os sais (solugdo 1, item 2.3.2) foram adicionados a salmoura de chucrute
previamente diluida. | |

A Figura 4.6 apresenta a evolugdo dos parimetros cinéticos: In (absorbéncia),
potencial de 6xido-redugdo (Figura 4.6-A), pH, absorbancia (600 nm) e concentragao de

aglcares redutores (Figura 4.6-B).
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A evolugdo da Abs (600 nm) (Figura 4.6-B) ndo apresenta nitidamente uma fase lag.
Na fase exponencial obteve-se um valor de pmax de 0,21 h! (Figura 4.6-A). Este valor estd
préximo aos valores de 0,22 h” em agiicar invertido e 0,23 h™! em mistura de lactato e agticar
invertido (OLIVEIRA, et al. 1999), porém inferior a 0,42 h! para lactato (ARAGAO, 1986 ¢
SONNLEITNER et al. 1979) € 0,31 h™! (OLIVEIRA, et al. 1999).
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Figura 4.6. Evolugio do Eh (—), (In (abs)) (®) (Figura 4.6-A), absorbancia (600 nm) (A),
agucar redutor (V) e pH (O) (Figura 4.6-B), durante a cultura de R. eutropha DSM545, em
Erlenmeyer, sem condigio limitante, em salmoura do processamento de chucrute.

A andlise destes resultados permite verificar que, mesmo em meio complexo, o Eh
apresenta efeito sinalizador do estigio de crescimento da cultura. Neste ensaio, o desvio da
linearidade observada na cufva In (abs) registra 0 momento de desaceleragdo do crescimento
celular. Isso pode ser observado uma vez que hé alteragio da velocidade especifica de
crescimento méxima (Figura 4.6-A). Neste momento, o declinio de Eh sinaliza claramente a

limitagdo do crescimento, que ndo € devida a caréncia de algum sal ou de agicar. Contudo,



50

este declinio pode ter sido causado pela limitagdo em oxigénio e/ou pelo potencial
caracteristico do substrato utilizado. Considerando que o meio n3o era limitado em sais, e
também ndo estava limitado em substrato, pois a andlise neste momento indicava uma
concentragio de 15,1 g/L de agicar redutor, foi levantada a hipétese do Eh estar sinalizando o
inicio do consumo de um outro substrato presente no meio, uma vez que tal ja foi levantado
quando houve crescimento de R. eutropha DSM 545 e R. eutropha SAC+ em agiicar invertido
e sacarose (Figuras 4.4-A e 4.5-A).

Embora anélises de lactato ndo tenham sido realizadas, o aumento do pH observado é
um indicativo de que este estaria sendo consumido. O mesmo comportamento de pH foi
observado por OLIVEIRA ez al. (1999) em cultura utilizando, como fonte de carbono, uma
~ mistura de lactato e agicar invertido. Ainda observa-se que o Eh parece retomar um novo
perfil de crescimento celular que pode estar caracterizando o consumo de outra fonte de
carbono.

Novamente, observa-se que o monitoramento do potencial de 6xido-redugdo em
culturas bacterianas, ainda que sendo realizadas em meio complexo, permite acompanhar a

condig¢do de crescimento celular.

4.3. Avaliagio do comportamento do Eh em culturas em fermentador

Com intuito de verificar o comportamento do potencial redox em condigdes
controladas de pH, temperatura e aeragéo, culturas de R. eutropha DSM 545, foram realizadas

em fermentador (5L).

4.3.1. Evolucio do Eh ao longo da cultura, em batelada alimentada, de R.

eutropha DSM 545, utilizando agiicar invertido como substrato

Durante a cultura, o pH foi mantido a 7,0 e a agitagdo e a aeragdo aumentados no
decorrer do crescimento celular. O substrato foi o agicar invertido e a limitagdo de
crescimento foi gerada pela diminui¢do da concentragio de fosfato. A descrigdo do preparo
dos meios de cultura e condi¢bes dos ensaios estdo no capitulo referente a Materiais e
Métodos. V

As alimentagdes de aglcar invertido, na forma de pulso, foram realizadas a 14,9 h e

18,5 h a fim de atingir uma concentragio de agicar redutor final de 30 g/L..
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A Figura 4.7 apresenta a evolugio dos parametros cinéticos: In (Xr), massa de fosfato,

potencial de 6xido-redug@o (Figura 4.7-A), biomassa total (Xt), biomassa residual (Xr), massa

de proteina, massa de biopolimero P(3HB) e massa de agicar redutor (Figura 4.7-B).

A evolugdo de In (Xr) (Figura 4.7 - A) mostra, uma fase exponencial que atinge Mmax

ap6s 4 h de cultura. O valor de Mma, Obtido pelo ajuste linear do logaritmo natural da

biomassa residual, foi de 0,18 h'l. A fase estacionria inicia ap6s a exaustdo de fosfato no

meio de cultura, que est4 sinalizado pelo valor minimo de Eh (69 mV a 18,3 h), conforme

indicado pela linha tracejada paralela as ordenadas.

Fosfato (g)

—— Eh
® In(Xn
v Fosfato

0
In (Xr)

A Xt
A P(3HB)
O Proteina
——- Xr

v

Xt, P(3HB), Proteina, Xr (g)

A¢ Redutor

- 160

- 120

~ 80

- 40

Agucar Redutor (g)

Figura 4.7. Evolugdo do Eh (—), In (Xr) (@), massa de fosfato (V) (Figura 4.7-A), Xt (A),
massa de P(3HB) (A), Xr (---), massa proteica ((J), massa de agtcar redutor (V) (Figura 4.7-
B), durante a cultura de R. eutropha DSM545, em fermentador (5 L), sob caréncia de fosfato,

com alimentagao de agicar invertido.
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A Figura 4.9 apresenta o Eh (mV) e a produtividade instantanea de P(3HB) (g/L.h)
em fungio do tempo. Novamente é possivel observar uma alteragio do potencial redox
préximo a produtividade instantinea mixima que, neste ensaio, foi de 1,45 g/L.h,

confirmando resultados anteriormente obtidos em frascos Erlenmeyer (item 4.2.1).
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Figura 4.8. Evolugido do Eh (—), produtividade instanténea (dP(3HB)/dt) (- -) durante a
cultura de R. eutropha DSM545, em fermentador (5 L), sob caréncia de fosfato, com
alimentagdo de agicar invertido.

4.3.2. Evolug¢io do Eh ao longo da cultura, em batelada alimentada, de R.

eutropha DSM 545, utilizando glicose como substrato.

A cultura foi realizada em fermentador (5L), com pH mantido a 7,0; agitagdo e
aeracio aumentados, no decorrer do crescimento celular, para manter o nivel de oxigénio
dissolvido elevado. O substrato utilizado foi a glicose e a limitagdo de crecimento foi gerada
pela diminui¢do da concentragio de fosfato. A descrigdo do preparo dos meios de cultura e
condi¢des dos ensaios estdo no capitulo referente a Materiais ¢ Métodos. A Tabela 4.2
apresenta 0 momento em que a alimentaqz’id com glicose, na forma de pulso, foi realizada para
esta cultura.

A alimentac@io de glicose, na forma de pulso, foi realizada durante a cultura de R.

eutropha DSM545, a 17h de culivo, a fim de atingir uma concentragéo final de 30 g/L.
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A Figura 4.10 apresenta a cinética das evolugdes de biomassa total, massa de P(3HB)
e biomassa residual (Xr). Observa-se que a partir do instante da limitagdo houve uma
estabilizaciio da biomassa residual e aumento da biomassa total. Isso vem de encontro com o
esperado uma vez que estanto em condigdo limitante de fosfato o crescimento celular é
limitado e o aumento observado para a biomassa total representa a inclus@o de biopolimero na

. massa celular.

A Xt
— Xr
A  P(3HB)

Xt, Xr, P(3HB) (g)
8
|

0 5 10 15 20 25
Tempo (h)

Figura 4.9. Evolugdo de Xt (A), massa de P(3HB) (4), Xr (—), durante a cultura de
R. eutropha DSM545, em fermentador (5 L), sob caréncia de fosfato, com alimentacdo de
glicose.

A Figura 4.11 apresenta a evolugio dos parﬁmetrds cinéticos: potencial redox, In(Xr) e
massa de fosfato.

A evolugio de In(Xr) (Figura 4.11-A) mostra, uma fase exponencial que atinge Umax,
ap6s 8 horas de cultura. O Umax , Obtido pelo ajuste linear do logaritmo natural da biomassa
residural (Xr), foi de 0,24 h''. A fase estaciondria inicia apds a exaustéo de fosfato no meio de
cultura, que esté sinalizado pelo valor minimo de Eh (26 mV 2 18,15 h), indicado pela linha

tracejada paralela as ordenadas.
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Figura 4.10. Evoluggo do Eh (—), (In (X)) (@), massa de fosfato (V) durante a cultura de
R. eutropha DSM545, em fermentador (5 L), sob caréncia de fosfato, com glicose como fonte
de carbono.

Na Figura 4.12 observa-se os perfis do potencial redox (mV) e da produtividade
instantadnea de P(3HB) (g/Lh) em funcéo do tempo. A produtividade instantdnea maxima,
neste ensaio, foi de 3,2 g/L.h, superior ao ensaio em agicar redutor (item 3.2.1). Mais uma
vez observa-se que o potencial redox, no instante que atinge um valor minimo, estd préximo a

méxima produtividade instantanea.
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Figura 4.11. Evolugio do Eh (—), produtividade instantinea de d(P(3HB))/dt (") durante a
cultura de R. eutropha DSMS545, em fermentador (5 L), sob caréncia de fosfato, com
alimentacdo de glicose.
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4.4. Evolugio da condi¢do éxido-redutora intracelular a partir da avaliagio da

coenzima NADPH em cultivos de R. eutropha DSM 545, sob limitacZo de fosfato.

4.4.1. Ensaio realizado em Erlenmeyer

Os valores de Eh registrados com o uso da sonda redox, mostram a condigdo 6xido-
redutora extracelular. A fim de verificar a correlagdo do comportamento de Eh no meio com a
condigio 6xido-redutora intracelular, fez-se o monitoramento da coenzima NADPH. Cabe
salientar que o NADPH ¢ cofator da enzima acetoacetil-CoA redutase NADPH dependente.

A Figura 4.13 apresenta a evolugdo dos parametros cinéticos: In(abs), potencial redox
(Eh) e concentragiio de NADPH em cultura realizada em Erlenmeyer de 1000 mL aletado e
agitado, com glicose como fonte de carbono e sob limitagdo por fosfato. Observa-se que a
méxima concentragdo da coenzima ocorre no momento em que inicia-se a fase estciondria do
Eh, em um valor minimo. A concentragdo de NADPH aumenta até inicio da fase
dedesaceleracdo e diminui apds esse instante.

A diminuicdo da concentragio de NADPH durante a fase de produgao do polimero

estd de acordo com a sua oxidag@o nesta fase.
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Figura 4.12. Evolugdo do Eh (=), In (abs) (®) e NADPH () durante a cultura de R. eutropha
DSM545, em Erlenmeyer, sob caréncia de fésforo, com glicose como fonte de carbono.
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4.4.2. Ensaio realizado em Fermentador

A Figura 4.14 apresenta a evolugio dos parimetros cinéticos: In(Xt), potencial de
6xido-reducdo, massa de fosfato e concentragdo de NADPH em cultura realizada em
fermentador (5L), com agiicar invertido como fonte de carbono e agente limitante o fosfato.
Nota-se que a maior concentragio de NADPH ocorre quando o Eh sinaliza um valor minimo,

mesmo instante em que h4 desvio da linearidade na curva de In(Xt).
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Figura 4.13. Evolu¢io do Eh (<), In (Xt) (®), massa de fosfato (---) e concentragdo de
NADPH () durante a cultura de R. eurropha DSM545, em fermentador (5 L), sob caréncia
de fosfato, com alimentagdo de agticar invertido. ’

Dessa forma, é possivel verificar que a concentragio de coenzima NADPH € méxima
na fase de desaceleracdo que, em cultivos de R. eutropha, corresponde a fase inicial de
produgio de PHAs. Além disso, verifica-se que o Eh extracelular sinaliza também as
condi¢bes 6xido-redutoras intracelulares, como avaliado pela variagdo concomitante de Eh a
variagio da concentragio de NADPH. A fim de tentar manter a concentragio de NADPH num
valor maximo, foi realizado um ensaio com adi¢do de um agente redutor no inicio da fase

estaciondria, sinalizada pelo valor minimo de Eh.
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4.4.3. Evolugio do Eh ao longo da cultura em batelada alimentada de R. eutropha
DSM 545, utilizando agiicar invertido como substrato e adi¢do de- ditiotreitol

(DTT) como agente redutor do meio.

A via biossintética de PHA por Ralstonia eutropha apresenta trés etapas enzimaticas e,
uma delas, requer a oxidagdo de uma molécula de NADPH, que € coenzima da acetoacetil-
CoA redutase NADPH dependeﬁte, para cada unidade monomérica adicionada ao polimero
pela PHA sintase (RAMSAY, 1994 ).

A velocidade de acimulo de PHA ¢ fator ndo apénas da quantidade de substrato € da
atividade especifica das enzimas biossintéticas, mas também da disponibilidade de poder
redutor na forma de NADPH (RAMSAY, 1994; SHI et al., 1997; BRAUNEGG et al., 1998).

Entre os agentes redutores utilizados em processos biolégicos, sabe-se que a adi¢do
de ditiotreitol (DTT), um agente redutor que age sobre a permeabilidade da membrana, gera
um ambiente intracelular redutor que afeta o enovelamento das proteinas, em particular a
formagdo de ligagdes dissulfeto. Além disso, em niveis superiores a 20 mM, DTT tem sido
letal para E. coli (MISSIAKAS et al., 1993). '

Sob condigdes altamente aerébias, a adi¢do de um agente redutor, como por exemplo,
o DTT, afeta o potencial redox mas n3o o nivel de oxigénio dissolvido no meio (GILL et al.,
1998).

Assim, no presente ensaio, manteve-se um ambiente aerado e fez-se uso do DTT, na
concentragio de 0,5 g/L, para verificar a influéncia de um agente redutor, na condig@o 6xido-
redutora intracelular através da determinagio da coenzima NADPH, e extracelular através da
evolugio de Eh, e o reflexo destas condigdes na produgdo do biopolimero P(3HB).

A cultura foi realizada em fermentador (5L) com pH mantido a 7,0; agitag@o e aeragao
aumentados no decorrer do crescimento celular. O substrato utilizado foi o agicar invertido e
o agente limitante do meio foi o fosfato. A descri¢do do preparo dos meios de cultura e
condicdes do ensaio estdo no capitulo referente a Materiais e Métodos.

As alimentages em agticar invertido, na forma de pulsos, foram realizadas para esta

cultura; a 28,9 h e 31,0 h, a fim de atingir sempre uma concentrago final de 30 g/L.
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A Figura 4.15 apresenta a evolugdo dos parametros cinéticos: In (absorbéncia (600
 nm)), massa de fosfato (PO,), potencial de 6xido-reducdo (Figura 4.15-A), biomassa total
(Xt), biomassa residual (Xr) e massa do biopolimero P(3HB) (Figura 4.15-B).

A evolugio de In(absorbancia) (Figura 4.15-A) mostra uma fase exponencial que
apresenta pma, 2p6s 16 h. O WUma obtido pelo ajuste linear do logaritmo natural da

absorbancia, foi de 0,28 h'!.
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Figura 4.14. Evolugo do Eh (—), In (absorbancia (600 nm)) (@), massa de fosfato (PO,)
(V) (Figura 4.15-A), biomassa total (Xt) (A), biomassa residual (—) e massa de P(3HB)
(A) (Figura 4.15-B), durante a cultura de R. eutropha DSM545, em fermentador (5 L), sob
caréncia de fosfato, com alimentagdo de agucar invertido € adigdo de DTT.

No inicio da fase estaciondria, quando o potencial redox sinaliza um valor minimo, foi
realizada a adig@o do agente redutor DTT (0,5 g/L), na forma de pulso. A adi¢io do DTT gera
imediata diminuico no valor de Eh. Contudo, observa-se que o valor de Eh apresenta uma
tendéncia a retomar uma condi¢io mais oxidante (aumento do valor de Eh) e estabilizar-se
(Figura 4.15-A).

A Figura 4.16 apresenta a evolugio da absorbancia (600 nm) do meio, da

produtividade média e da éoncentraqﬁo da coenzima NADPH.
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Figura 4.15. Evolug@o da absorbancia (600 nm) (@), da concentragio de NADPH (<>_) e da
produtividade média (O), durante a cultura de R. eutropha DSM545, em fermentador (5 L),
sob caréncia de fosfato, com alimentagdo de agicar invertido e adi¢do de DTT.

A variagdo da condigio 6xido-redutora do meio, e no a limitagdo em fosfato, afetou o
crescimento celular, que pode ser observado pela manutengdo da absorbancia (600 nm) do
meio ap6s a adigdo do DTT (Figura 4.16). Em seguida € observado um incremento na
densidade é6tica que ¢ resultado do acimulo de P(3HB). Isso pode ser evidenciado na Figura
4.15-B onde é possivel observar que a massa residual permanece constante enquanto que a
biomassa total, que compreende o somatério de todo o conteddo celular, aumenta.

Observa-se que, apés a adi¢do de DTT, a 31,5 h (marcado pela variagdo de Eh na
Figura 4.15-A), a concentragdo de NADPH diminui. (Figura 4.16).

Asssim, fica constatado que o DTT afeta o crescimento celular mas ndo a produg@o de
P(3HB).

A Figura 4.17 apresenta o perfil do comportamento de Eh em fungo do tempo. Sobre
este estdo sinalizados os instantes em que foram realizados incremento na agitacdo e aeragao,
conforme mencionado em Materiais e Métodos, item 3.5.3. Observa-se que a alteracio nas
condigdes de aeragdo e agitagdo no meio, que influenciam diretamente a concentragao de
oxigénio dissolvido, ndo ocasionam qualquer perturbagdo no perfil de Eh, apesar de ser
conhecido que a concentragdo de oxigénio dissolvido influencia o Eh JACOB, 1974; GILL et
al., 1998). Isto pode ser considerado um ponto positivo, em relagdo a sonda de oxigénio

utilizada em processos industriais € sensivel a variagdo da concentragdo de oxigénio
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| dissolvido no meio, o que impossibilita a sinalizagdo das etapas de crescimento celular
quando ajustes na concentragio de oxigénio sdo necessdrios. Assim, a utilizacdo da sonda
redox para sinalizagio das etapas de crescimento, bem como do momento de exaustdo do
nutriente parece ser uma alternativa interessante, uma vez que, além de apresentar melhor
definicfio para os parimetros cinéticos. Cabe lembrar que o custo de aquisi¢do da sonda redox

¢é menor que aquele para a sonda de oxigénio.
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Figura 4.16. Evolugio do Eh em fungdo do tempo, sinalizando os instantes de incremento da
aeragio e agitagdo, em cultura de R. eutropha DSM 545, , em fermentador (5 L), sob caréncia
de fosfato, com alimentagdo de agicar invertido e adi¢do de DTT.



CAPITULO 5.

Conclusoes

O objetivo deste trabalho foi avaliar a evolugido do potencial éxido-redutor (Eh)
durante a cultura de R. eutropha na produgio de PHA.

Os ensaios realizados em frascos Erlenmeyer (1 L), bem como, em fermentador (5 L)
mostraram haver uma correlagio entre a curva de crescimento celular e o perfil do potencial
redox, durante as culturas, e pode ser usada para o controle de processo de produgdo de PHAs.

Os ensaios realizados em fermentador (5 L) mostram claramente que a sonda redox
pode ser utilizada para sinalizar o instante da exaustdo do agente limitante fosfato do meio.
Isso significa que tal medida pode ser utilizada como instrumento para defini¢4o do inicio da
fase de produgdo de PHAs.

A anélise da condig¢do 6xido-redutora intracelular, a partir da andlise da concentragao
de NADPH, permite verificar que, quando o potencial de 6xido-redugdo atinge seu valor
minimo, a concentragdo de NADPH é méxima.

A adicdo do agente fedutor ditiotreitol (DTT), na forma de pulso, na concentragdo de
0,5 g/L, no instante em que o Eh atinge seu valor minimo, € eficiente em gerar um ambiente
redutor. A adi¢io na forma de pulso altera muito bruscamente a condigdo 6xido-redutora do
meio, ocasionando retardamento do crescimento. A adi¢do do agente redutor parece ter
influenciado a condigdo O6xido-redutora intracelular pois hd um répido incremento na

concentragdo de NADPH apés a adi¢do do DTT.



CAPITULO 6.

Sugest(‘ies

Com base nos resultados apresentados é possivel sugerir algumas propostas de estudo
como:

a. Controlar as condigdes de agitacdo e aeragdo, através de medidor de oxigénio

~dissolvido visando determinar o momento de limitagio do crescimento e compari-la ao

monitoramento do potencial redox.

b. Estudar a influéncia do DTT sendo adicionado a uma vaz&o constante no meio, a
fim de manter urri determinado nivel de potencial 6xido-redutor.

c. Testar diferentes agentes redutores a fim de verificar a condi¢do 6xido-redutora da
coenzima NADPH e sua influéncia na produtividade de PHAs.

d. Estudar a possibilidade de produgio do copolimero P(3HB-co-3HV) utilizando a

sonda redox como sinalizador do momento da adi¢do de propionato.
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o ANEXO1

Teoria do Potencial Redox (Eh)

A capacidade de oxidagdo ou redugdo de uma solugdo € caracterizada pela atividade
dos elétrons livres nela, ou seja, pelas trocas redox envolvidas, bem como a concentragdo de
oxigénio dissolvido (DOC) e pH. Assim, a relagdo pode ser representada pela fungdo

genérica que segue:
En = f(DOC, pH, Rej) (1)
onde Re;estipula as concentragdes dos véarios pares redox constituintes.

O potencial eletroquimico de um meio de fermentagdo pode ser expresso pela seguinte

equagao:
Ey = E o + (2,3 RT/4F)log Po, + 2,3 (RT/F) log (H")

Quando o pH e DOC sdo mantidos constantes durante a cultura, tem-se a equagéo 1

reformulada na equagdo 2, sendo o Ep, uma constante apropriada.
Enh=Eno + g(Rei) (2)

As concentra¢des dos componentes dissolvidos que agem como pares redox no meio
de cultura dependerdo da maneira como as células tem sido formadas pelo consumo dos
componentes do meio, incluindo o substrato, € como muitos produtos e subprodutos sio
produzidos. O substrato (S) e produto (P) podem ser determinados quantitativamente, mas o
consumo ou formagdo de outros componentes dissolvidos que estdo relacionados ao
crescimento celular ndo podem ou sdo dificeis de serem caracterizados e quantitativamente
determinados. Assim, a equagdo (2) foi reformulada para equagio (3) pela agregag@o dos
efeitos destes cbmponentes. no efeito da concentragdo celular (X), uma quantidade
mensurdvel, em que o potencial redox (Eh) é representado como uma fungdo de X, S, e P

apenas.
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En =Epno + g(X,S,P) A3

Sendo o tempo de vida de um elétron livre extremamente curto ao!t-10" seg) ha
uma possibilidade estatistica da existéncia de elétrons livres no momento da transformag@o de

sistemas doadores de elétrons para sistemas aceptores de elétrons.
A atividade do elétron equivale a
Ae= (1M . (Ared! Ac)'™ @

Onde Agx € Areg 530 respectivaménte as atividades das formas oxidadas e reduzidas do
material, n € o niimero de elétrons participantes na reagéo redox, k € a constante de balango na
reagio ox + ne = red.

Como esté claro na equagio 4, a atividade do elétron depende da razio das atividades
de A, € Areq, do nimero n, e das propriedades individuais do sistema redox, que sdo
caracterizados pela constante de balango k.

O potencial de oxidagdo é uma medida quantitativa da capacidade redox de uma
solugio que representa uma unidade elétrica da troca de energia livre em uma interagio redox
de dado sistema com o sistema padrdo.

O sistema H* + ¢ = Y2 H; € o sistema padrio.

O potencial de oxidagdo é relatado para a atividade de elétrons na solugio:
Eh =-0log A, )]

onde 8 = 2,3 RT/F, R € a constante universal dos gases, T é a temperatura ¢ F € o

nimero de Faraday.

E conveniente avaliar a atividade de elétrons em unidades p. que equivale ao

logaritmo negativo de Brigg da atividade do elétron.
pe=-logA. - (6)

logo,
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Eh=0p. )

A simplicidade e clareza da interdependéncia entre o potencial de oxidagdo e o valor
pe torna possivel identificar a medida redox.
A relagiio do potencial de oxidagdo para Aox/Arq € para as propriedades individuais do

sistema (k e n) € expressa pela equagdo de Nernst:
Eh = Ehp + 0/n log (Aox/ Ared) 3)
onde Ehg = - 6/n log (1/k) é um potencial padrio definido pela natureza do sistema.

E necessirio enfatizar que as correlagdes acima (5), (7) e (8) sdo equivalentes e sua
aplicagdo é subjetiva e dependente do método do pesquisador.
Juntamente com o que foi acima descrito, o valor rH é frequentemente encontrado na

literatura biolégica como uma caracteristica das condiges redox na Solugﬁo.
rH = - log pH> (¢)]
rH =2/6 + 2pH (10)

| O valor rH foi introduzido em 1923 por Clark como uma unidade de capacidade
redox, que nio varia com o valor do pH.

A correlagio do potencial de oxidagdo com o valor de pH € a seguinte:
Eh = Ehg + 6/n log (Aox/ Area) — (m/n) 6 pH an
onde m é o nimero de fons hidrogénio tomando parte na reagdo redox.

Comparando as equagdes (10) e (11) € facil ver que o valor de rH € constante para o
valor de pH no caso onde m = n = 1. Em todos outros casos o uso do valor rH ndo € correto e
- o valor de Clark € rejeitado.
Algumas vezes contudo, este termo € ainda usado devido a facilidade de comparagédo
_de diferentes condi¢des redox a diferentes valores de pH, quando levando em consideragdo

um valor de rH aproximado.
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Caracteristicas dos sistemas redo:ir'

Sistemas redox em uma solugio podem ser quimicamente reversiveis ou irreversiveis.
Se a solugdo contém apenas um sistema irreversivel, com suficiente concentragdo de formas
oxidadas e reduzidas ele adquire um valor estivel da atividade do elétron e,
consequentemente, um estével potencial de oxidagdo. Tais solugbes sdo tamponantes quanto

ao redox. O tamponamento é expresso pelo valor da capacidade tamp@o 7:
7 = (8/n) (1/C) Creq (C - Creq) (12)

onde C € a soma das concentragdes de agentes redutores e oxidantes. Tamponamento €
uma importante caracteristica da solugio, conectada com a validade termodinidmica do

potencial de oxidag@o.

Solugdes contendo sistemas: quimicamente irreversiveis, e sistemas redox com pouca
concentragdo de oxidantes e redutores, ndo sio tamponados ou por outro lado caracterizados
pelo pequeno valor de 7. A atividade do elétron em tal solu¢do ndo € estdvel. Exemplos de
tais culturas sdo culturas microbianas. Processos complexos e variados estdo simultaneamente
tomando lugar nestas solugdes, nas quais ambos sistemas reversiveis e irreversiveis ocorrem.

E dificil isolar um sistema redox caracterizando as condig¢des redox no meio. Reagdes
redox tomam lugar no meio, em células e na fronteira da célula com o meio.
Comparativamente, baixas concentra¢bes de oXidantes e redutores € uma consideravel
alteragiio da razd0 A.x/ Arq para a forma reduzida € tipica para muitos meios e gera uma

pequena capacidade tamponante do meio microbiolégico (BALAKIREVA, 1974).



ANEXO 2

Curva de calibra¢do de determinacio da concentracdo de agicares redutores pelo
métodos do 4cido 3-5-dinitrosalicilico (DNS).

Curva de calibracgdo: padrio glicose
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ANEXO 3

Curva de calibracio de determinacio da concentracgiio de proteinas pelo método de

Biureto.

Curva de calibra¢io: padrio albumina bovina (BSA)
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ANEXO 4

Curva de calibragio do poli-3-hidroxibutirato (P(3HB))

Cuva de calibracio: padrio poli-3-hidroxibutirato

padrio interno acido benzdico
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