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RESUMO

MACHADO NFG. Estudo do metabolismo de propionato em Pseudomonas sp.
LFMO046 para o controle na composicdo de polihidroxialcanoatos produzidos.
2013. (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Polihidroxialcanoatos (PHA) sdao poliésteres produzidos por bactérias como
material de reserva de carbono e energia. Esses polimeros despertam
interesse industrial, pois apresentam propriedades termoplasticas. PHA
produzidos por Pseudomonas sdo elastbmeros ou géis viscosos e contem
mondmeros de cadeia média (C6-C14). Utilizando carboidratos e &cido
propiénico foi produzido um PHA por Pseudomonas sp. LFM046 contendo
monomeros com numero impar (HAi) e par (HAp) de carbonos. Demonstrou-
se que polimeros desse tipo apresentam propriedades adequadas para serem
utilizados em formula¢des de adesivos de contato. Entretanto, a eficiéncia
de conversdo do acido propidénico em unidades HAi foi baixa e mutantes
deficientes no metabolismo de propionato foram obtidos. O objetivo deste
trabalho foi aprofundar os estudos do metabolismo de propionato em
Pseudomonas sp. LFM046. Foi analisada a presenca de genes de trés vias
descritas para o metabolismo de propionato em Pseudomonas spp. com
genomas sequenciados. Genes relacionados ao ciclo do 2-metilcitrato foram
encontrados em todas as espécies de Pseudomonas tipicamente compondo
um operon prpRBCAcnMprpFD, embora em algumas espécies prpD encontra-
se separado do operon. Genes da via do metilmalonil-CoA de E. coli
(scpAArgKscpBC) ndao foram encontrados em nenhum dos genomas de
Pseudomonas sequenciados. Genes da o-oxidagdo de propionato foram
encontrados em todas as linhagens de P. ageruginosa, mas ndo em outras
espécies. O operon correspondente a a-oxidagdo contem seis genes em
linhagens de P. aeruginosa, enquanto em Burkholderia spp. sdo trés genes. A
analise de um mutante prp de Pseudomonas sp. LFM046 obtido por insercao
de transposon revelou que estava mutado no gene prpB, relacionado ao ciclo
do 2-metilcitrato. A andlise de mutantes obtidos por radiacdo ultravioleta
revelou que nenhum deles apresentava caracteristicas de metabolizacdo do
propionato semelhante ao mutante afetado no gene prpB, entretanto dois
devem estar afetados em via menos relevante para o metabolismo de
propionato e outros dois na ativacdo desse acido organico. Experimentos
com propionato marcado no carbono 1 (C'?) demonstraram que as vias do
oxobutirato, do metimalonil-CoA e do 2-hidroxiglutarato ndo devem
contribuir para o metabolismo de propionato em Pseudomonas sp. LFMO046.
Experimentos adicionais serdo necessdarios para demonstrar se alguma outra
via metabdlica contribui para o metabolismo de propionato em Pseudomonas
sp. LFMO046.

Palavras-chaves: Pseudomonas. Polihidroxialcanoatos. Metabolismo de
propionato. Ciclo do 2-metilcitrato.



ABSTRACT

MACHADO NFG. Study of propionate metabolism in Pseudomonas sp. LFM046
to control the composition of polyhydroxyalkanoates produced. 2013.
(Master thesis in Microbiology) - |Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are polyesters produced by bacteria as carbon
and energy reserve material. These polymers awaken industrial interest since
they have thermoplastic properties. PHA produced by Pseudomonas are
elastomers or viscous gels and contain medium chain monomers (C6-C14).
Using carbohydrates and propionic acid, Pseudomonas sp. LFM046 produced
PHA containing monomers with odd (HAi) and pair (HAp) number of carbons.
It was demonstrated that such polymers have suitable properties to be used
in contact adhesives formulations. However, the efficiency of propionic acid
convertion in HAi units was low and propionate metabolism mutants were
obtained. The objective of this study was to deepen the studies of the
propionate metabolism in Pseudomonas sp. LFM046. The presence of genes
described for three propionate metabolism pathways were analyzed in
Pseudomonas spp. with sequenced genomes. Genes related to the 2-
methylcitrate cycle were found in all species of Pseudomonas typically
constituting an operon prpRBCAcnMprpFD, although in some species prpD is
not found in the operon but in another genome region. Genes related to the
methylmalonyl-CoA pathway from E. coli (scpAArgKscpBC) were not found in
any of Pseudomonas sequenced genomes. Genes related to the propionate a-
oxidation were found in all strains of P. aeruginosa, but not in other
Pseudomonas species. The operon corresponding to a-oxidation contains six
genes in P. aeruginosa strains, while in Burkholderia spp. contais three
genes. The analysis of a Pseudomonas sp. LFM046 prp mutant obtained by
transposon insertion revelead that it was mutated on the prpB gene, related
to the 2-methylcitrate cycle. The analysis of mutants obtained by UV showed
that none of them had similar characteristics in the propionate
metabolization to the propionate metabolism mutant affected in prpB,
however two of them must be affected in a least significant pathway of the
propionate metabolism and other two on the activation of this organic acid.
Experiments with labeled propionate at carbon 1 (**C) showed that the
oxobutyrate, the metimalonil-CoA and 2-hydroxyglutarate pathways should
not contribute to the propionate metabolism in Pseudomonas sp. LFMO046.
Additional experiments will be needed to establish whether some other
pathway contributes to the propionate metabolism in Pseudomonas sp.
LFMO046.

Keywords: Pseudomonas. Polyhydroxyalkanoates. Propionate metabolism. 2-
Methylcitrate cycle.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A producdo de polihidroxialcanoatos (PHA) como material de
reserva de carbono e energia é uma caracteristica presente em muitas
bactérias. A descoberta que poli-3-hidroxibutirato (P3HB), o mais
conhecido dos PHA, apresenta propriedades termoplasticas despertou
o interesse industrial j3 na década de 1960. O interesse industrial
aumentou com a descoberta de que diversos outros mon6meros podem
ser incorporados aos PHA produzidos por bactérias e que as
propriedades térmicas e mecanicas do polimero sdo moduladas de
acordo com essa composicdo. PHA contendo monOmeros de cadeia
média (PHAmcl - 6 a 14 dtomos de carbono) apresentam propriedades
elastoméricas semelhantes a borracha (Brandl et al., 1988; Reddy et

al., 2003).

Na biossintese de PHA, um fator que contribuiu para o surgimento
de diferentes mondmeros é a fonte de carbono utilizada, além da
especificidade da PHA sintase. Uma estratégia para diversificar a
composicdao do PHAmcl produzido a partir de carboidratos consistiu em
fornecer dcido propiénico como co-substrato. Dessa forma, foi possivel
incorporar além dos mond6meros contendo numero par de carbonos
(HAp), normalmente sintetizados a partir de carboidratos, também
mondmeros com numero impar de carbonos (HAi) em Pseudomonas sp.
LFM046 (Gomez, 2000). Entretanto, a eficiéncia de conversdo do acido
propidonico em HAi foi muito baixa (< 15%) e foram obtidos mutantes
deficientes no metabolismo de propionato utilizando radiacgao
ultravioleta. Os resultados avaliados na presenca de cerca de 1g/L de
propionato foram varidveis e apenas algumas vezes indicavam um
aumento na eficiéncia de conversdo desse co-substrato em mondmeros

impares (Gomez, 2000; Gomez et al., 2001).
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Diversas vias metabdlicas para o catabolismo de propionato ja foram
propostas para bactérias considerando-se estudos envolvendo
determinagcldes enzimaticas em extratos celulares (Wegener et al.,
1968). Entretanto, a confirmacdo para a maioria destas vias
metabdlicas ainda carece de base genética. Uma via completamente
esclarecida do metabolismo de propionato é a do 2-metilcitrato, tanto
para fungos (Pronk et al., 1994) como para bactérias (Textor et al.,
1997). Os genes da via do 2-metilcitrato estdo organizadas em um
operon prpBCDE em E. coli e S. thyphimurium (Horswill e Escalante-
Semerena, 1997; Textor et al., 1997). Foi demonstrada a importancia
da enzima metilmalonil-CoA mutase, presente na via do metilmalonil-
CoA, para a formacdo de HV em Nocardia corallina (Valentin e Dennis,
1996) e o bloqueio do ciclo do 2-metilcitrato em S. enterica levou a
conversdo de succinil-CoA a propionil-CoA, por esta via (Aldor et al.,
2002). Além dessas vias, foi observada a existéncia de genes
possivelmente relacionados a «o-oxidagcdo de ©propionato em

Burkholderia sacchari.

Este trabalho teve como objetivo estudar o metabolismo de
propionato em Pseudomonas sp. LFM046 com vistas a um maior
controle sobre a composi¢cdo do PHA produzido a partir de misturas de

carboidratos e acido propidnico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Polihidroxialcanoatos

Polihidroxialcanoatos (PHA) sdo poliésteres acumulados por
diversas bactérias na forma de granulos intracelulares que podem
atingir até 80% da massa seca celular (Anderson e Dawes, 1990; Doi,
1990). Uma camada de proteinas associadas ao granulo, denominadas
PHAsinas, o estabiliza e evita a coalescéncia do mesmo no citoplasma
(Sudesh et al., 2000). O acumulo de polihidroxialcanoatos em bactérias
ndo afeta a pressdo osmodtica das células (Preusting, 1992). Esta classe
de biopolimeros despertou interesse industrial devido as suas
propriedades termoplasticas serem semelhantes aos polimeros de
origem petroquimica, além de apresentarem uma alternativa para
minimizar os sérios problemas ambientais causados pelo uso massivo
do petréleo (Gomez e Bueno Netto, 1997; Silva et al., 2007). A sintese
de PHA normalmente ocorre quando ha excesso de uma fonte de
carbono no meio de cultura e a limitacdo de ao menos um nutriente

essencial ao crescimento (N, P, O,, etc) (Brandl et al., 1990).

Atualmente, sdo conhecidos cerca de 150 diferentes mondmeros
sendo constituintes dos polihidroxialcanoatos e que sdo produzidos
por diferentes bactérias submetidas a diferentes condi¢Ges de cultivo a
partir de diferentes fontes de carbono. De acordo com o comprimento
da cadeia carboénica principal do mondmero, os PHA sdo classificados
em PHAscl e PHAmcl. Os PHAscl (“short chain lenght”) sdo os PHA
contendo mondmeros de cadeia curta, ou seja, mondémeros com 3 a 5
dtomos de carbono e sdo encontrados em diferentes espécies
bacterianas (Ralstonia eutropha, Rhodococcus ruber, entre outras). Os

PHAmMcl (“medium chain length”) contém monO6meros de cadeia média,
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ou seja, com 6 a 14 4dtomos de carbono e s3do encontrados em
Pseudomonas spp. (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas oleovorans,
Pseudomonas putida) (Rehm, 2003; Steinbiichel e Valentim, 1995). Dos
150 diferentes mondmeros detectados em PHA produzidos por
bactérias, cerca de 90% pertencem a classe dos PHAmcl (Rehm e
Steinbichel, 1999). A composicdo monomérica, bem como a massa
molecular e a distribuicdo do massa molecular conferem diferentes
propriedades fisicas e mecanicas aos PHA. Assim, estes biopolimeros
poderdo se constituir em um futuro muito préximo em polimeros feitos

sob medida para as mais diferentes aplicacdes (Kim et al., 2007).

Dentre os polihidroxialcanoatos mais estudados, destaca-se o
homopolimero de cadeia curta poli-3-hidroxibutirato (P3HB). No Brasil,
este biopolimero (P3HB) ja é produzido em escala industrial pela PHB
Industrial S/A utilizando tecnologia desenvolvida pela Universidade de
Sdo Paulo, pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao
Paulo (IPT) e pelo Centro de Tecnologia da Copersucar (CTC) (Nonato et

al., 2001).

Os polihidroxialcanoatos que contém monémeros de cadeia média
(PHAmMcl) possuem caracteristicas distintas daqueles contendo
mondmeros de cadeia curta (HAscl). Enquanto os PHAscl assemelham-
se aos plasticos como o polipropileno, os PHAmcl apresentam
propriedades elastoméricas semelhantes a borracha (Brandl et al.,

1988; Reddy et al., 2003).

2.2 Aplicagoes dos PHAmcI

Embora os PHAmcl ndo sejam ainda comercializados, algumas
aplicagbGes industriais ja foram descritas, dentre elas: a confeccdo de

filmes de recobrimento (De Koning et al., 1997); agentes ligantes em
16



formulacdes de tintas a base de agua (Van de Walle et al., 1999); como
fonte de monOmeros quirdlicos para a sintese de compostos ativos
(Witholt e Kessler, 1999; Eugenio et al., 2010), como suporte para
engenharia de tecidos e implantes médicos tempordrios (Kim et al.,
2007; Misra et al., 2006; Wang et al., 2002; Zinn et al., 2001) e como

dispositivos de liberagdo controlada de drogas (Kabilan et al., 2012).

Babu et al. (1996) avaliaram a utilizacdo de PHAmcl como
componentes de adesivos sensiveis a pressdo em cooperacdo com a 3M
Company (St. Paul, MN, USA). As formulacdes que apresentaram
melhores resultados continham em sua composicdo mondmeros com
numero par de carbonos (HAp) e monémeros com numero impar de
carbonos (HAi) ou entdo HAp saturados e HAi insaturados. Para
obtencdo desses polimeros, foram wutilizadas misturas dos 4cidos
nonandico ou 10-undecendico com acido octandico. Embora os
resultados apresentados por Babu et al. (1996) sejam interessantes
uma vez que demonstram a possibilidade de se obter um PHAmcl para
uma aplicagdo industrial importante, as fontes de carbono utilizadas
sdo ainda de custo elevado, representando um impedimento para
producdo desses polimeros a um custo compativel com a aplicagdo

pretendida.

2.3 Metabolismo de PHAmcI

Na biossintese de PHA, um fator que contribuiu para o
surgimento de diferentes mondémeros é a fonte de carbono utilizada, a
gual serda convertida em um hidroxiacil-CoA por meio das vias
metabdlicas existentes em <cada linhagem bacteriana (Figura 1).
Steinbichel e Litke-Eversloh (2003) destacam também que além do

substrato, a capacidade de se produzir monémeros de cadeia curta ou
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média em uma mesma cadeia polimérica estd relacionada com a
especificidade da PHA sintase. As PHA sintases sdo enzimas chaves no
processo de sintese de polihidroxialcanoatos e catalisam a ligacdo dos
mondmeros formados por transesterificacdo (Witholt e Kessler, 1999).
As PHA sintases sdo agrupadas em 4 classes que diferenciam-se pela
especificidade em incorporar polimeros de cadeia curta ou média
(Rhem, 2003). O género das Pseudomonas abriga a classe Il de PHA
sintase. Esta classe é constituida de um Uunico polipeptideo que
apresenta especificidade para HAmcl, dificilmente incorporando HAscl

(Rhem, 2003).

Figura 1 - Metabolismo de sintese de PHA em bactérias
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Fonte: Gomez e Bueno Netto, 2001

Os PHAmcl podem ser produzidos tanto a partir de carboidratos
como de compostos alifaticos. A sintese a partir de hidrocarbonetos,
adlcoois, acidos carboxilicos (compostos alifaticos) é a que permite a
incorporacdo de diversos monémeros aos polimeros, uma vez que a
composicdao deste pode ser modificada dependendo do substrato que é
utilizado. Silva-Queiroz et al., em 2009, relataram que a composicado de

PHA produzidos por Pseudomonas a partir de 6leos vegetais depende
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dos 4d4cidos graxos que constituem o 6leo. Pode-se citar ainda o
emprego de diferentes acidos carboxilicos como fonte de carbono para
producdo de PHAmcl em cultivo com P. oleovorans. O cultivo em dacidos
carboxilicos contendo numero impar de carbono resultou em um
polimero que contém principalmente monémeros com nimero impar de
carbonos; por outro lado, o cultivo em 4cidos carboxilicos contendo
numero par de carbonos favoreceu a incorporagdo de monémeros com

numero par de carbonos (Brandl et al., 1988).

Ja a sintese a partir de glicose, frutose, gliconato, acetato,
glicerol, entre outros substratos é caracterizada pela obtencdo de um
polimero contendo 3-hidroxidecanoato (3HD) como principal
constituinte, além de 3-hidroxioctanoato (3HO), 3-hidroxihexanoato
(3HHX), 3-hidroxidodecanoato (3HDd), 3-hidroxitetradecanoato (3HTd),
3-hidroxi-5-cis-dodecanoato (3HDdAs) e 3-hidroxi-7-cis-dodecanoato
(3HTdA;) como constituintes secundarios (Haywood et al., 1990;

Sanchez et al., 2003).

Esta claro que dependendo do tipo de substrato fornecido
diferentes mondmeros serdo gerados e incorporados ao PHA. Huijberts
et al. (1994) apontam as trés principais vias metabdlicas envolvidas na
sintese de PHAmcl. A primeira via gera 3-hidroxiacil-CoA pela via de
biossintese de acidos graxos quando carboidratos sdo fornecidos. A
partir da condensacdo de diversas moléculas de acetil-CoA (via
malonil-CoA) é gerado o 3-hidroxidacido que serd incorporado ao
polimero (Rehm et al., 1998; Steinbichel e Hein, 2001). A segunda via
consiste na oxidacdo de alcanos, dlcoois ou acidos carboxilicos por
intermédio da B-oxidag¢do (Brandl et al., 1988; Lageveen et al., 1988).
Por fim, quando a célula é suprida com acido hexandico como Unica
fonte de carbono, observa-se a presenca de mondmeros contendo dois
carbonos a mais que o substrato fornecido, assim a condensacdo de
acetil-CoA com outros acil-CoA intermedidrios da B-oxidacdo também

deve ocorrer (Witholt e Kessler, 1999).
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A composicdo dos PHAmcl obtidos a partir de carboidratos ndo
pode ser significativamente alterada, pois os substratos sao
inicialmente convertidos a acetil-CoA e os monOmeros sintetizados a
partir desse intermedidrio metabdlico pela via de biossintese de acidos

graxos.

Gomez (2000), ao isolar linhagens bacterianas do solo capazes
de acumular PHAmcl, selecionou uma cepa de Pseudomonas sp.
(LFMO046) gqgue se destacou, comparada com a linhagem referéncia
KT2440 de P. putida, quando foi cultivada na presenca de carboidratos
como fonte de carbono. Uma estratégia para diversificar a composicao
do PHAmcl produzido a partir de carboidratos consistiu em fornecer
dcido propiébnico como co-substrato. Dessa forma, foi possivel
incorporar além dos mond6meros contendo numero par de carbonos
(HAp), normalmente sintetizados a partir de carboidratos, também
mondmeros com numero impar de carbonos (HAi) em Pseudomonas sp.
LFM046 (Gomez, 2000). Entretanto, a eficiéncia de conversdao do acido
propiénico em HAIi foi muito baixa (< 15%) e foram obtidos mutantes
deficientes no metabolismo de propionato utilizando radiacao
ultravioleta. Os resultados avaliados na presenca de cerca de 1g/L de
propionato foram varidveis e apenas algumas vezes indicavam um
aumento na eficiéncia de conversdo desse co-substrato em mondmeros

impares (Gomez, 2000; Gomez et al., 2001).

Posteriormente, Bretas et al. (2005) utilizaram o transposon
mini-Tn5 como ferramenta para selecionar mutantes afetados no
metabolismo de propionato. A linhagem mutante LFM693 destacou-se
por ser incapaz de metabolizar o 4acido propidnico durante o
crescimento, mas capaz de utilizar este acido carboxilico para produzir

PHAmMclI.

Bretas et al. (2005) selecionou o mutante denominado LFM693 e

este foi cultivado em frascos agitados utilizando diferentes
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concentragbes de acido propi6nico (Figura 2). Os resultados
demonstraram que quando a concentragdo inicial desta fonte de
carbono foi de 1 g/L, esta linhagem apresenta uma eficiéncia na
conversdo de propionato em mondmeros impares (Yuai/prp) Semelhante
a da linhagem selvagem (LFMO046), aproximadamente 0,15mol/mol.
Entretanto, sob concentrac¢des iniciais baixas de dcido propidnico (0,1
g/L), a eficiéncia do mutante LFM693 é significativamente maior
(Ynaiprp= 0,99 mol/mol), sugerindo que esta linhagem possa alcangar
valores maiores de Yuai/prp, iSto €, melhorar a eficiéncia na conversdo

de 4cido propi6onico em monémeros HAI.

Figura 2 - Eficiéncia de conversdao do propionato em mondmeros impares sob
diferentes concentragdes iniciais de propionato
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Fonte: Bretas et al., 2005

Os resultados obtidos com mutantes de P. putida afetados no
metabolismo de propionato indicam que é possivel produzir um PHAmcl
contendo monémeros HAi e HAp a partir de carboidratos e 4cido
propidnico, semelhante aquele obtido com misturas dos 4acidos
octandico e nonandico e que apresentam propriedades adequadas para

formulacdes de adesivos de contato. A grande vantagem associada a
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utilizacdo de carboidratos e 4cido propionico é a utilizagdao de
substratos renovaveis e de menor custo, refletindo diretamente no
custo do produto. Entretanto, deve-se destacar que uma alta eficiéncia
na conversdo de substratos a produtos é um dos fatores apontados
como importantes para minimizar o custo de produgdao de
polihidroxialcanoatos (Choi e Lee, 1999; Lemos et al., 2006;

Patwardhan e Srivastava, 2004).

Visando elevar as eficiéncias de conversdao de substratos em
polihidroxialcanoatos, algumas estratégias envolvendo processos de
producdo ja foram estudadas em diversos trabalhos citados na
literatura. Pereira (1996) estudando a produc¢do do copolimero P3HB-
co-3HV (poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), utilizou hexoses e
dcido propidbnico para elevar a concentracdo de 3HV durante a fase de
acumulo. Para tanto, Pereira empregou um regime do tipo descontinuo
alimentado, no qual o dcido propidnico foi disponibilizado no meio de
cultura via controle de pH. Nesse trabalho, a conversdo de acido
propiénico em unidades de 3HV foi quadruplicada (Ysuv/prp=0,4 g/8)
guando confrontada com os dados de literatura. Du et al. (2000)
estudaram diferentes relacdes de glicose e acido propidnico na solugado
de alimentagdo para a producdo do copolimero P3HB-co-3HV

empregando o regime descontinuo alimentado.

Recentemente, estudos da modulacado da composicao
monomérica de polihidroxialcanoatos através da manipulacdo do fluxo
da oferta de substratos para cultivos em biorreatores de bancada
foram realizados (Rocha et al., 2007). Empregando uma linhagem de
Burkholderia sacchari LFM189, foi possivel estabelecer uma relagao
proporcional entre a sintese de unidades de 3HV e a concentrac¢do de
acido propibnico fornecida no meio de cultura, além da obtencdo de
altos rendimentos da conversdo de acido propidonico em unidades de

3HV (Y3nv/prp=1,25, 1,27 e 1,34 g/g) (Rocha et al., 2008).
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2.4 Metabolismo de propionato

Diversas vias metabdlicas para o catabolismo de propionato ja
foram propostas para bactérias (Figura 3) considerando-se estudos
envolvendo determinac¢des enzimaticas em extratos celulares (Wegener

et al., 1968).

Figura 3 - Principais vias metabdlicas propostas para o metabolismo do acido
propibnico
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Entretanto, a confirmac¢do para a maioria destas vias metabdlicas
ainda carece de base genética. Um gene que afeta o metabolismo de
propionato foi localizado a aproximadamente 98 minutos no

cromossomo de Escherichia coli (Spratt et al., 1981). Este gene foi
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designado prpA em estudos posteriores (Berlyn, 1998). Apesar do
seqlienciamento de todo o genoma de E. coli, nenhuma relagdo clara
entre o gene prpA e uma via especifica do catabolismo de propionato
foi estabelecida (Textor et al., 1997). A Unica via completamente
esclarecida do metabolismo de propionato é a do 2-metilcitrato, tanto
para fungos (Pronk et al., 1994) como para bactérias (Textor et al.,
1997). Os genes da via do 2-metilcitrato estdo organizadas em um
operon prpBCDE em E. coli e S. thyphimurium (Horswill e Escalante-
Semerena, 1997; Textor et al., 1997). Em Burkolderia sacchari LFM101,
a referida via foi detectada como uma das mais relevantes para o
metabolismo de propionato (Pereira et al., 2009; Silva, 1998). A
analise do genoma de Pseudomonas aeruginosa demonstrou a
existéncia de genes do operon da via do 2-metilcitrato nesta classe de

bactérias (www.pseudomonas.com). Ewering et al.. (2006) avaliaram o

metabolismo de propionato em mutantes de Ralstonia eutropha e P.
putida afetados na via de 2-metilcitrato (Figura 4). Mutantes
nocauteados no gene acnM excretavam quantidades expressivas de 2-

metilcitrato.
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Figura 4 - Via do 2-metilcitrato
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O metabolismo de propionato estd intimamente relacionado a via
do metilmalonil (Fig. 5) e ao metabolismo central, como por exemplo,

o ciclo do acido citrico (Surovova et al., 2012).

Valentin e Dennis (1996) demonstraram a importancia da enzima
metilmalonil-CoA mutase (Sbm) para a formacdo de 3HV em Nocardia
corallina, uma vez que quando fornecido acido valérico como fonte de
carbono este mondomero foi predominante. No entanto, os mutantes
sbm negativos acumulavam poli(3HB-co-HV) contendo entre 2 e 5% mol
3HV, sugerindo que uma via alternativa para formacdo deste
mondmero estd presente. O ciclo do 2-metilcitrato foi bloqueado em
Salmonella entérica (mutante prpC) o que aumentou a porcentagem de
3HV no polimero produzido e demonstrou que succinil-CoA do ciclo do
acido citrico é convertido a propionil-CoA, pela via do metilmalonil-

CoA (Aldor et al., 2002).
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Além dessas vias conhecidas para o metabolismo de propionato,

Cintra, em 2008, demonstrou a existéncia de genes possivelmente

relacionados a a-oxidacdo de propionato em Burkholderia sacchari.

Figura 5 - Vias do 2-metilcitrato (linhas vermelhas) e do metilmalonil (linhas

azuis)
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PrpE: Propionil-CoA sintetase; AcnM: Aconitase hidratase; Sbm: Metilmalonil-CoA
mutase; YgfG: metilmalonil-CoA decarboxilase; YgfH: coenzima A transferase (Adaptado

de Surovova et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos utilizados

Neste estudo, foi utilizada a bactéria Pseudomonas sp. LFM046
(Gomez, 2000) e seus mutantes obtidos utilizando radiacdo ultravioleta
(Gomez, 2000), cultivados a 30 °C.

O mutante LFM693, obtido a partir da linhagem selvagem LFMO046
com utilizacdo do transposon mini-Tn5 (Bretas et al., 2005) também foi
utilizado neste trabalho.

Também foram utilizadas as linhagens de Escherichia coli XL1-
Blue (Bullock et al., 1987) e S17-1 (Simon et al., 1983), cultivadas a 37
°C.

3.2 Meios de cultura e condigdes de cultivo

As linhagens utilizadas neste trabalho foram cultivadas em meio
Luria-Bertani (LB, Tabela 1) (Sambrook et al., 2001) sélido ou liguido e
incubadas em estufa ou em agitador rotativo, a 150 rpm. As
temperatura empregadas foram de 30 °C para linhagens de
Pseudomonas sp. e 37 °C para linhagens de E. coli.

Os ensaios de crescimento e acimulo foram realizados em meio
minimo (Tabela 1) (Ramsay et al., 1990) com 15 g/L de glicose. Acido
propionico foi adicionado ao cultivo em diferentes concentrac¢des (O,
0,25 g/L e 0,5 g/L) apds as primeiras 24 horas de cultivo, associadas a
glicose residual da fase de crescimento. O experimento teve duracdo
de 72 horas e foi realizado em duplicata. Amostras foram retiradas
apés inoculo em MM para determinar concentracdo celular inicial e
concentracdo de glicose e formacdo de PHA de cadeia média. Apds a

adicdo de acido propionico, foi retirada amostra dos frascos nos quais
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ocorreu a adicdo para determinar concentracdo inicial de propionato.
Ao final do ensaio, amostra foi retirada para determinar a
concentracdo celular total, consumo de dacido propidnico, glicose e

formacdo de polihidroxialcanoatos de cadeia média.

Nos ensaios para avaliar a possibilidade de excre¢do de 4acido
metilisocitrico como alternativa ao estudo do metabolismo de
propionato em Pseudomonas sp., foram adicionadas apds as primeiras
24 horas de cultivo 2 concentracdes diferentes de acido propidénico (O,
0,1 e 0,8 g/L) para avaliar a possivel excre¢cdo deste acido sob
diferentes condi¢gbes de cultivo. Ao final do cultivo (72 horas), cerca
de 15 mL de sobrenadante foi retirado e liofilizado em tubo de vidro.
Em seguida, as amostras foram submetidas a metandlise e analisadas
em cromatografia gasosa, como descrito na literatura (Ewering et al.,
2006). Foi wutilizado como pardametro para a detec¢cdo do 4acido
metilisocitrico em cromatografia gasosa o acido isocitrico. Este acido

foi submetido ao mesmo tratamento que as amostras.

No caso de ensaio com d4cido propi6nico marcado no carbono 1
(Sigma-Aldrich Co., Sdo Paulo, SP, Brasil - 99% Propionic acid 1-13-C)
(0,1, 0,5 g/L e 1 g/L) utilizando as linhagens LFM046 e LFM693, apds 72
horas de cultivo, o sobrenadante foi retirado para determinacdo da
concentracdo final de propionato e as células foram colhidas para
determinacado do biopolimero. Para 0O ensaio com glicose
completamente marcada, houve divisdo entre fase de crescimento e
fase de acumulo. Em um primeiro momento, as linhagens LFM046 e
LFM693 foram cultivadas em MM sem limitacdo de nitrogénio (MM1,
Tabela 3) com 10 g/L de glicose, durante 24 horas. Em seguida, as
células foram lavadas com solugdo salina 0,8% e inoculadas em MM
sem adicdo de nitrogénio (MM2, Tabela 3), no qual foram adicionados
5g/L de glicose completamente marcada e &cido propidnico nas

concentracdes de 0, 0,25 e 1g/L.
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Para selecionar linhagens contendo o plasmidio pBBR1MCS-2

(Km') ou para o mutante LFM693, que possui plasmideo mini-Tn5 com

marca de resisténcia a canamicina, este antibidtico foi

concentracdo no meio de 50 pg/mlL.

Tabela 1 - Composi¢dao dos meios de cultura

utilizado em

Componentes Meio Luria-Bertani Meio Minimo
Complexos Concentracdo (g/L) Concentracdo (g/L)
Triptona 10 ---
Extrato de levedura 5
NaCl 5
Definidos
quimicamente
KH,PO,4 1,5
NazHPO4 --- 3,5
(NH4)2S0, 1
MgSO47H20 --- 0,2
CaCl,.2H,0 0,01
Citrato férrico -—- 0,06
amoniacal
Solucdo de Elementos 1
Tragos

Para as formula¢cbes de meio mineral

tragos continha a formulag¢do mostrada na Tabela 2.

a solucdao de elementos
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Tabela 2 - Composicdo da Solucdo de Elementos Tragos (SET).

Componentes Concentragao
0,3 g/L
CoCl, 6H,0 0,2 g/L
ZnSQ04.7H,0 0,1 g/L
MnCl,.4H,0 30 mg/L
NaMo04.2H,0 30 mg/L
NiCl,.6H,0 20 mg/L
CuS04.5H,0 10 mg/L

Tabela 3 - Composi¢dao dos meios de cultura utilizados no ensaio com glicose

marcada.

Componentes MM1 MM2
Na2HPO4 3,5 g/L 3,5 g/L
KH2HPO4 1,5 g/L 1,5 g/L
(NH4)2504 3,5 g/L 0

MgS04.7H20 1 mL/L 1 mL/L
CaCl2.2H20 1 mL/L 1 mL/L

Citrato férrico 1 mL/L 1 mL/L
amoniacal

1 mL/L 1 mL/L

Solu¢ao de Elementos
Tragos
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3.3 Metodologia Analitica

3.3.1 Determina¢do da Biomassa

A massa seca celular foi determinada gravimetricamente apoés
centrifugacdo de volume conhecido da cultura, lavagem e liofilizacdo

das células.

3.3.2 Determina¢do do pH

O pH foi determinado no sobrenadante, apés centrifugacdo da
cultura, em potenciometro (Tecnal Equipamentos para Laboratédrio,
Piracicaba, SP, Brasil - modelo TEC-2) utilizando padrdes de pH 4,0 e
7,0.

3.3.3 Quantidade e composicdo de PHAs

A quantidade e composi¢cdo de PHA foram determinadas através de
cromatografia de fase gasosa de propil-ésteres (Riis e Mai, 1988).
Cerca de 10 a 15 mg de células liofilizadas foram transferidas para
tubos, aos quais foram adicionados 2 mL de uma solu¢do de 4cido
cloridrico em propanol (1:4 v/v), 2 mL de 1,2—dicloretano e 100 pulL de
uma solucdo de acido benzdico (40 g/L) em propanol. Os tubos foram
fechados fortemente, agitados e submetidos a propandlise por 3 horas
a 100 ¢9C, com agitacdao apds os primeiros 30 minutos. Apds
resfriamento, foram adicionados aos tubos 4 mL de agua destilada,

agitando-os vigorosamente por 30 segundos. Apds separacdo, a fase
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aquosa (superior) foi descartada e a fase organica (inferior) utilizada
para analise. Um volume de 1 puL da fase organica foi analisado apés
fracionamento da amostra (“split” 1:20) em cromatdégrafo gasoso
HP7890 Series GC System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
Estados Unidos) equipado com wuma coluna HP-5 (5% fenil-
metilsiloxano, comprimento - 30 m, didmentro 0,25 mm, espessura do
filme 0,25 um) (Agilent Technologies). A andlise foi conduzida nas
seguintes condi¢cdes: Gas de arraste: Hélio (0,8 mL/min); Temperatura
do injetor: 250 °C; Temperatura do detector: 300 °C; Sistema de
deteccdo: ionizagdo de chama (FID); Programa de temperaturas do
forno: 100 °C por 1 minuto, elevacdo da temperatura até 210 °C a 8 °C
/min e 210 °C por 15 minutos. Acido benzdico foi utilizado como
padrdo interno. Polimeros produzidos por P. oleovorans ou P. putida a
partir de diferentes fontes de carbono ou P3HB e P3HB-co-3HV
(Aldrich) foram utilizados como padrdes para a gera¢do das curvas de
calibracdo. O PHA total foi calculado somando-se as quantidades dos
constituintes 3HB (3-Hidroxibutirato), 3HV (3-Hidroxivalerato), 3HHx
(3-Hidroxihexanoato), 3HHp (3-Hidroxiheptanoato), 3HO (3-
Hidroxioctanoato), 3HN (3-Hidroxinonanoato), 3HD (3-

Hidroxidecanoato) e 3HDD (3-Hidroxidodecanoato).

3.3.4 Concentracdo de carboidratos

As concentracdes de glicose foram determinadas em HPLC
(Ultimate 3000 — Dionex: Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA,
Estados Unidos) equipado com coluna para determinac¢do de acglUcares
(Aminex HPX87-H). O detector utilizado foi o de indice de refragdo
diferencial (Shodex IR-101).
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3.3.5 Concentrag¢do de propionato

As concentracdes de propionato foram determinadas em HPLC
(Ultimate 3000 Dionex) equipado com uma coluna Aminex HPX87-H
(BioRad Laboratories Inc.,Hercules, CA, California). O detector

utilizado foi o de luz ultravioleta com arranjo de diodos (Dionex).

3.3.6 Determina¢do do fator de conversdo entre dcido propiénico

monémeros de cadeia impar (Yuai/prp)

Segundo Hiis (2001) o Ywai/prp foi calculado seguindo a equagdo:

Yuai/prp= HAi-HAio/Prpo-Prp

Em que:

HAi = massa de monO6meros impares ao final do ensaio
HAi, = massa de monOmeros impares no inicio do ensaio
Prp, = massa de propionato no inicio do ensaio

Prp = massa de propionato ao final do ensaio
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3.3.7 Andlise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em duplicata e a andlise
estatistica foi efetivada pela comparacdo de médias considerando os

desvios padrdes.

3.4 Manipulag¢ao de DNA

3.4.1 Extracdo do DNA genémico e plasmidial

A extracdo de DNA foi feita utilizando os kits de extracdao de DNA
plasmidial QlAprep® Spin Miniprep (Qiagen, Valencia, CA, Estados
Unidos), e o kit de extracdo de DNA gen6mico DNeasy® Blood & Tissue
(Qiagen) apdés o cultivo das linhagens bacterianas por 12 horas em

meio LB, conforme indica¢Ges do fabricante.

3.4.2 Digestdo do DNA

O DNA gendmico da linhagem Pseudomonas sp. LFMO046 foi
digerido com a endonuclease de restricdo Hindlll, bem como o

plasmideo pBBR1-MCS2 (Kovach et al., 1985).
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3.4.3 Ligacgdo

As reacOes de ligacdao foram realizadas utilizando-se a enzima T4
DNA ligase (Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante. O
produto de ligacdo foi utilizado para transformar as linhagens de E.
coli XL1-Blue ou E. coli S17-1 pelo método de obtencdo de células
guimiocompetentes e transformacdo descrito no préoximo item

(Sambrook et al., 2001).

3.4.4 Insercdo de DNA em bactérias por transformag¢do

Para preparo de células competentes, as linhagens de E. coli XL1-
Blue ou S17-1 foram inoculadas separadamente em 25 mL de meio LB
adicionado de MgCl, 10 mM e MgS0O4; 10 mM e incubada em agitador
rotativo (150 rpm) a 37 °C até atingir densidade 6ptica (DO650nm)
igual a 0,3-0,6. Foram transferidos 8 mL da cultura para tubos estéreis
e gelados que foram mantidos em gelo por 10 minutos. Em seguida, os
tubos foram centrifugados (5000 rpm, 15 minutos, 4° C). O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 4 mL de
tampado de transformacdo (Tabela 4) gelado. As células foram mantidas
por 15 minutos em gelo e novamente centrifugadas. Para obtencdo das
células competentes, o “pellet” foi ressuspendido em 0,8 mL do
tampado de transformacdo, dividido em aliquotas de 200 pL as quais
foram mantidas em banho de gelo. As células foram wutilizadas

imediatamente.

Para cada 200 pL de células competentes, foi adicionado 10 pL de
DNA resultante da reacdo de ligacdo. Esta mistura foi homogeneizada

por inversdo de tubos e incubada em banho de gelo por 30 minutos.
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Apbs este tempo, os tubos foram submetidos a choque térmico a 42 °C
por 90 segundos e imediatamente resfriada em gelo, onde foram
incubados por 2 minutos. Adicionou-se 600 pL de meio LB e as células
foram incubadas por 1 hora a 37 °C. Os clones transformantes foram
selecionados em meio de cultura contendo o antibidtico apropriado
(canamicina ou ampicilina). IPTG (isopropil-tio-B-D-galactosideo) e X-
Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo) também foram
adicionados para diferenciar clones recombinantes contendo o inserto

de DNA, na linhagem de E. coli XL1-Blue.

Tabela 4 - Formulagdao do tampado de transformacgao

Reagente Concentracao
(mM)
Tris/HCL 10
CacCl, 50
MgSQOyq4 10

O pH foi ajustado em 8,0 e o volume correspondente desta formulacdo foi de 1000 mL de
dgua destilada.

3.4.5 Construg¢do da biblioteca genémica da linhagem LFM046

Para estudar o metabolismo de propionato na linhagem selvagem
LFM046 foi construida sua biblioteca genO6mica. Para tanto, o DNA
gendémico da linhagem selvagem foi extraido utilizando kit de extracao
de DNA gen6mico da Qiagen (DNeasy® Blood & Tissue). Foi analisada a
guantidade e pureza do DNA por medidas de absorbania 260-280 no
espectrofotoémetro NanoVue (GE healthcare) e o DNA foi parcialmente
digerido com a enzima Hindlll por diferentes tempos (entre 5 e 25
minutos a 37 °C, seguido de inativacdo por 20 minutos a 65 °C) para

escolha do tempo 6timo de digestdo. O plasmideo pBBR1MCS-2 foi
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extraido utilizando kit de extracdo de DNA plasmidial da Qiagen
(QlAprep® Spin Miniprep). A concentracdo plasmidial também foi
estimada e o plasmideo foi completamente digerido utilizando a
enzima Hindlll (overnight a 37 °C, seguido de inativacdo por 20

minutos a 65 °C).

A ligacdo entre o plasmideo pBBR1MCS-2 totalmente digerido e o
DNA gendmico da linhagem LFMO046 parcialmente digerido foi feita
utilizando os DNAs digeridos, a enzima T4 DNA ligase e o tampdo da

enzima. A reacdo ocorreu a temperatura ambiente por 16 horas.

Em seguida, foram preparadas células competentes de E. coli XL1-
Blue e E. coli S-17 que foram em seguida transformadas com o produto
de ligacdo entre o plasmideo pBBR1IMCS-2 e o DNA genOmico
parcialmente digerido da linhagem LFMO046.

O resultado da transformacdo da linhagem E. coli S17-1 foi
plagueada (100 pl por placa) em meio LB com canamicina (LBK) e a
linhagem E. coli XL1-Blue foi plaqgueada em meio LBK com 20 pl de IPTG
(0,1 M) e 50 pl de XGal (20 mg/mL).

A linhagem E. coli XL1Blue foi utilizada para se avaliar a
proporcdao de plasmideos com insertos do DNA gendmico da LFMO046 do
total de colbnias transformadas. Devido a oa-complementacdo do
operon LacZ, plasmideos com inserto originam coldénias brancas
enquanto colOGnias azuis sdo originadas por bactérias transformadas
por plasmideos livres de inserto, quando cultivas em meio LB com a
marca de resisténcia do plasmideo e IPTG e XGal. A linhagem E. coli

S17-1 foi utilizada por ser capaz de conjugar com outras bactérias.
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3.4.6 Busca do local de mutag¢do por UV

Com o objetivo de identificar novos genes relacionados com o
metabolismo de propionato em Pseudmonas sp. LFM046, buscaram-se
clones da biblioteca genbémica capazes de complementar mutantes
obtidos por UV (Gomez, 2000). Para isso, foram utilizadas placas de
MM com 1 g/L de propionato sobre a qual foi cultivado um tapete da
linhagem mutante em estudo. Sobre o tapete, foram inoculados clones
da biblioteca genbmica para que ocorresse conjugacdo entre as

linhagens.

3.4.7 Ildentifica¢cGo do local de inser¢do do transposon mini-Tn5 no genoma

da linhagem LFM693

Para identificar o gene interrompido e determinar o local de
insercdo do mini-Tn5/acZ na linhagem mutante LFM693, foi realizada a
clonagem direta no vetor pUCBM20. Para tanto, o DNA gendmico do
mutante foi extraido e digerido com a enzima Pstl e, em seguida,
ligado e transferido para E. coli XL1-Blue por transformac¢do. Os clones
contendo fragmentos de interesse foram selecionados em meio LB com
canamicina. Para a identificacdo do gene mutado foi realizado o
seqlUenciamento do fragmento utilizando os iniciadores Extl2
(5'CGCTGACTTGACGGGACGGGACGGC3’'),

M13f(5'GTAAAACGACGGCCAGT3’) e M13r (5'CAGGAAACAGCTATGAC3’).
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As sequéncias obtidas foram comparadas ao genoma de Pseudomonas

putida KT2440 utilizando o programa BLASTN (Silva-Queiroz, 2007).

3.5 Andlise da linhagem mutante LFM 693 pela técnica de Southern Blot

Objetivando analisar se o transposon mini-Tn5 havia se inserido
em apenas um ponto no genoma da linhagem mutante, foi empregada a
técnica de Southern Blot. Este experimento foi realizado em parceria
com o laboratério da Profa. Dra. Marilis do Valle Marques do Instituto

de Ciéncias Biomédicas II-USP.

A obtencdo da sonda para detectar a insercdo do vetor com o
fragmento de interesse foi utilizado o método de random priming

synthesis (Feinberg, 1993) para a marcac¢do da sonda.

Em um banho de gelo, foram colocados em um tubo eppendorf 5
puL do fragmento de DNA, 12 plL de dgua ultra-pura (Milli-Q) e 1 pL do
iniciador pdN6. Em seguida, o tubo foi fervido por 2 minutos e,
imediatamente, retornado ao gelo. Adicionou-se 1ulL de tampdo Klenow
(GIBCO Products Invitrogen Corporation, Grand Island, NY Estados
Unidos) fornecido pelo fabricante, 1 pL de cada nucleotideo dTTP,
dGTP e dATP, 5 pL de [ *P] dCTP e 1U da enzima Klenow (GIBCO), em
volume final de 30 pL. A reacdo foi mantida em temperatura ambiente
por 2 horas e, em seguida, foi adicionado 80 puL de TE (Tris-HCI 10 mM

pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.0) e retirado o [ *?P] dCTP livre através do
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kit Concert Nucleic Acid Purification System (Qiagen). Apds a
purificacdo da sonda, foi retirado 1 pL e a radiacdao foi quantificada em
contador de cintilacdo para posteriormente ser utilizada no Southern

Blot.

Para confirmar a integra¢do do transposon no cromossomo da
linhagem LFM693, o DNA gen6mico foi digerido com Pstl. A digestdo foi
realizada nas seguintes proporcdes: 5 pL do DNA gend6mico, 2,5 puL de
tampdo 2, 1 uL da enzima Pstl e 16 puL de dgua Milli-Q. O produto da
digestdo foi submetido a eletroforese em gel agarose 0,8% em tampao
de corrida TBE 1X, sendo realizada a corrida a 110V, empregando como
marcador de massacular o DNA Ladder 1Kb Plus (Invitrogen). Em
seguida, o gel foi corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL e foi

fotografado sob luz UV com uma régua ao lado do marcador.

De modo a transferir o DNA do gel de agarose para uma
membrana de nitrocelulose, foi empregado o procedimento descrito
por Southern (1975). Para tanto, o gel de agarose foi lavado em agua
destilada para retirar o brometo de etidio e em seguida foi incubado
por 45 minutos em solug¢do de desnatura¢do (NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M)
lavado novamente em dgua destilada e transferido para o segundo
tampdo (neutralizagdo) contendo Tris base 0,5 M, NaCl 1,5 M em pH
7,5. Por fim, foi incubado em solugcdo X SSC (NaCl 3M e citrato de sdédio
0,3 M). A transferéncia foi realizada em um recipiente contendo 300

mL de solucdo 10 X SSC por 16 horas em temperatura ambiente.
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Apéds a transferéncia do DNA do gel de agarose para a membrana de
nitrocelulose, previamente seca em temperatura ambiente (30 min.), o gel
foi novamente corado em brometo de etidio e visualizado sob luz UV para
verificar a transferéncia para a membrana e fixar o DNA na mesma. Esta
exposicdo teve duracdo de 5 minutos. Posteriormente a membrana foi pré-
hibridizada por 2 horas a 37 °C em solu¢do de hibridizagdo (SSC 5 X,
formamida 30%, EDTA 10 mM, SDS 1%, Sorensen buffer composto de fosfato
de potdssio (pH 6.2) 60 mM e leite em pd 5%) A etapa seguinte consistiu na
hibridizagdo com a sonda marcada a 37 °C por 14 horas. Apéds a
hibridizacdo, a membrana foi lavada com as solugdes 2 X SSC 0,1 % SDS (30
minutos — 37 °C), 1 X SSC 0,1 % SDS (30 minutos — 37 °C) e 1 X SSC 0,1 % SDS
(30 minutos — 65 °C). Por fim, a membrana foi seca em temperatura
ambiente por 30 minutos e exposta a filme Hyperfilm (Amersham) durante a

noite a -70 °C.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise do contexto gendmico do locus prp e outros genes relacionados

ao metabolismo de propionato em Pseudomonas

O locus prp relativo a via do 2-metilcitrato esta descrito em 27
espécies de Pseudomonas no NCBI (National Center for Biotechnology
Information), ou seja, todos os genomas completos disponiveis na
época em que foi realizada esta andlise. A andlise destes locus mostrou
gue existem duas configuragcbes de agrupamentos possiveis em
Pseudomonas. Em ambas, estdo presentes um regulador de transcrigcao
(prpR), seguido dos genes prpB (metilisocitrato liase), prpC
(metilcitrato sintase), acnM (methyl-cis-aconitase hidratase), prpF
(methylaconitate delta2-delta3-isomerase), no mesmo sentido de
transcricdo. Em uma das configura¢gbes do agrupamento, o gene prpD
(metilcitrato dehidratase) estd presente em seguida ao gene prpF (Fig.
6 — A), enquanto na outra este gene ndo estd presente no agrupamento
(Fig. 6 — B). Neste segundo caso, o gene prpD foi encontrado descrito
em outras regides do genoma apenas em P. fluorescens F113 mas uma
analise utilizando Blastx levou a proteinas hipotéticas com 100% de
similaridade com PrpD em outras regides do genoma em todas as
outras espécies que ndo possuem o gene prpD no agrupamento (P.
syringae pv. phaseolica 1448A, P. syringae pv. tomato str. DC3000, P.
syringae pv. syringae B728a, P. stutzeri DSMA4166, P. stutzeri
ATCC17588, P. stutzeri A1501, P. fulva 12-X, P. brassicacearum subsp.
brassicacearum NFM421, P. mendocina ymp, P. mendocina NK-01). No
primeiro caso, encontram-se descritas as seguintes espécies: P.
ageruginosa UCBPP-PA14, P. aeruginosa PAQO1l, P. aeruginosa LESB58, P.
ageruginosa NCGM2.S1, P. aeruginosa M18, P. aeruginosa PA7, P.
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fluorescens Pf-5, P. fluorescens SBW25, P. fluorescens Pf0-1, P.
entomophila L48, P. putida W619, P. putida KT2440, P. putida GB-1, P.
putida F1, P. putida S16, P. putida BIRD-1.

Figura 6 - Contexto gendmico do locus prp em Pseudomonas

O IO D

proR ppB prpC acnM prpF prpD
A O DT D>
prpR prpB ppC acnM prpF
prpD

prpR: regulador de transcrigdo; prpB:metilisocitrato liase, prpC: metilcitrato sintase,
acnM: methyl-cis-aconitase hidratase, prpF: methylaconitate delta2-delta3-isomerase,
prpD: metilcitrato dehidratase

Essas duas configuracdes foram recentemente descritas na
literatura. Surovova et al. (2012) descrevem que a maioria das
Pseudomonadales possui os genes do metabolismo de propionato
organizado no operon prpRBC-acnM-prpFD e que algumas bactérias
desse taxon possuem operons mais curtos, como prpRBC-acnM-prpF,
onde prpR refere-se ao regulador de transcricdo do operon.

Os genes prpB, prpC e prpD s3ao todos requeridos para o
catabolismo de propionato em Salmonella typhimurium. A importancia
da proteina codificada pelo gene prpE (propionil-CoA sintetase) no
catabolismo de propionato ainda ndo estd completamente esclarecida.
Uma possivel hipdétese para a auséncia do gene prpE no operon de
diversas bactérias é que outras acyl-CoA sintetases poderiam substituir

a enzima por ele codificada (Horswill e Escalante-Semenera, 1997).
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Nenhum dos genes presentes no operon prp da via do 2-
metilcitrato mostraram-se duplicados nos genomas de Pseudomonas
depositados no NCBI, como foi reportado para outras bactérias (Claes
et al., 2002; Ewering et al., 2006; Pereira et al., 2009).

Também foi analisada a presenga dos genes da via do
metilmalonil-CoA em Pseudomonas. Embora esta via tenha sido
descrita como envolvida no catabolismo de propionato (Steinbichel,
1991), também tem sido descrita como uma via para producdo de
propionato a partir de succinato em Nocardia corallina (Valentin e
Dennis, 1996) e em Salmonella enterica expressando genes desta via de
E. coli (Aldor et al., 2002) e permitindo a sintese de 3HV (3-
hidroxivalerato), ou seja, um HAI.

Em E. coli K12 (MG1655), os genes relacionados a via do
metilmalonil-CoA apresentam-se organizados no operon
scpAargKscpBC, no qual o gene scpA codifica a enzima metilmalonil-
CoA mutase, o papel do gene argK ainda ndao estd bem esclarecido mas
sugere-se que codifigue uma proteina com papel regulador, o gene
scpB codifica a enzima metilmalonil-CoA decarboxilase e o scpC
codifica uma propionil-CoA:succinil-CoA transferase. A busca por genes
desta via no genoma de Pseudomonas utilizando o programa tBlastX
ndo permitiu identificar genes com alta similaridade aos genes scpA e
scpB. Mesmo os genes detectados com baixa similaridade ndo se
encontram agrupados nos genomas de Pseudomonas.

Foram detectados genes com uma boa similaridade a scpC em
todos os genomas de Pseudomonas, entretanto, préximos a este ndo
foram detectados genes que poderiam estar relacionados ao
metabolismo de propionato pela via do metilmalonil-CoA. O produto do
gene scpC catalisa uma reacdo bastante comum em outras vias
metabdlicas, assim o que pode ter sido detectado em Pseudomonas é
um gene relacionado com essas outras vias, mas ndo a via do

metilmalonil-CoA.
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Os dados sugerem, portanto, que a via do metilmalonil-CoA nao
deve estar presente em Pseudomonas.

Outra via que pode estar presente em Pseudomonas é a via de a-
oxidacdao (Fig. 7). Genes que podem estar relacionados a essa via
metabdlica em Burkholderia sacchari foram propostos pelo nosso grupo
(Cintra, 2008). Nesse estudo, foram realizados experimentos de
complementacdo fenotipica de mutantes obtidos por UV a partir de
clones de biblioteca gen6mica de B. sacchari. Um desses clones foi
capaz de reconstituir a capacidade de crescimento em propionato em
alguns dos mutantes. A andlise da sequéncia de aminodacidos codificada
pelo fragmento capaz de complementar o mutante revelou similaridade
com sequéncias de reguladores transcricionais do tipo LysR de diversas
bactérias do género Burkholderia. Uma busca pelas regides adjacentes
ao gene codificador de LysR em Burkholderia spp. mostrou a presenca
de trés genes anotados como acil-CoA desidrogenase, acil-CoA
transferase/L-carnitina desidratase e uma permease da superfamilia de
facilitadores MFS, mas ndo vinculados ao metabolismo de propionato.
Com base nos resultados de complementacdo fenotipica foi proposto
gue os genes codificariam uma propionil-CoA desidrogenase, uma
lactil-CoA:propionil-CoA transferase/acrilil-CoA hidratase e uma

propionato permease.
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Figura 7 - Via de a-oxida¢ao do propionato
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Quando buscados nos genomas de Pseudomonas, os genes da via
da oa-oxidacdao foram encontrados em todas as 11 linhagens de
Pseudomonas aeruginosa, mas ndo em outras espécies deste género
com genomas sequenciados. Enquanto nos operons de Burkholderia sao
trés os genes associados a a-oxida¢gdo de propionato (Cintra, 2008),
nos genomas de P. aeruginosa foram encontrados seis genes que
provavelmente se organizam em um operon. O primeiro gene do
operon de Pseudomonas é homélogo ao mesmo gene no operon de

Burkholderia e codifica a propionil-CoA desidrogenase, responsdvel
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pela conversdo de Propionil-CoA em acrilil-CoA. O segundo gene do
operon de Pseudomona é homdlogo ao mesmo gene no operon de
Burkholderia e codifica duas atividades enzimaticas: acil-
CoA:Propionil-CoA transferase (ou lactil-CoA:Propionil-CoA
transferase) e acrilil-CoA hidratase. O terceiro gene do operon de
Pseudomonas ndao encontra homdlogo no operon de Burkholderia. Esse
gene estd anotado como uma enoil-CoA hidratase e pode ser
responsavel pela mesma reacdo da acrilil-CoA hidratase, embora nao
foram encontradas similaridades significativas entre esses dois genes.
O quarto gene do operon de Pseudomonas ndao tem homdlogo no
operon de Burkholderia e esta anotado como uma 3-hidroxiacil-CoA
desidrogenase e pode corresponder a lactato desidrogenase, ou seja,
seria uma 2-hidroxiacil-CoA desidrogenase. O quinto gene do operon
de Pseudomonas também ndo encontra homélogo no operon de
Burkholderia e estd anotado como codificando uma acil-CoA tiolase,
pode assim ser uma lactil-CoA thiolase. Nesse caso, a transferéncia da
Coenzima A para o propionato pode ser realizada a partir de outro
grupo acil diferente do lactil e a tiolase seria responsdvel pela
conversdao de lactil-CoA a lactato. Embora o sexto gene do operon de
Pseudomonas e o terceiro gene do operon de Burkholderia condifiquem
para transportadores e supostamente estariam envolvidos no
transporte do 4cido propidnico para o interior da célula, ndo foi
verificada grande similaridade entre estes dois genes, ndo

representando homdélogos.

Desta forma, a oa-oxidacdo do propionato ndo parece estar tdo
distribuida no grupo das Pseudomonas como o ciclo do 2-metilcitrato e
pode ser uma possivel via alternativa para degradacdo de propionato
em Pseudomonas sp. LFM046. Entretanto, seriam necessdarios estudos
para avaliar sua presenca nesta bactéria, uma vez que ela se apresenta

restrita a uma Unica espécie do género.
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Estudos recentes realizados em nosso laboratdrio, levaram a
construcdao da arvore filogenética a partir de sequéncias de rDNA 16S
de Pseudomonas sp. LFM046 e outras linhagens tipo de Pseudomonas.
Os resultados mostraram que a linhagem Pseudomonas LFMO046 se
posiciona em um ramo diferente de P. aeruginosa e agrupada com P.
resinovorans, P. baledrica, P. azotifigens e P. indica (Fig. 8). Nenhuma
dessas linhagens de Pseudomonas teve o seu genoma sequenciado, o
gue prejudica a comparacdo e formulacdo de hipdteses para o

metabolismo da linhagem LFMO046.

Figura 8 - Arvore filogenética construida a partir de sequéncias de rDNA16S
de LFMO046 e outras linhagens de Pseudomonas
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Fonte: Rocha, resultados ndo publicados
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4.2 Detecgao do local de inser¢ao do transposon no mutante LFM693

O mutante LFM693 apresenta fendtipo de incapacidade de crescer
em propionato, associado a um aumento expressivo na eficiéncia de
conversdo de propionato em mondémeros HAi, embora esse aumento
apenas seja observado sob concentracdes baixas de propionato (Bretas
et al., 2005). A incorporacdo de HAi, além de possibilitar a obtencdo de
novas propriedades no PHAmcl, viabilizam o estudo do metabolismo
deste microrganismo no que diz respeito ao uso de acido propidnico
como fonte de carbono.

A analise por Southern Blot apresenta-se como uma importante
ferramenta para avaliar se uma dada sequéncia gendmica esta presente
no genoma do microrganismo em estudo. No caso do mutante LFM693 é
de grande importdncia o uso desta técnica para verificar se o
transposon se inseriu em apenas uma regido do genoma, de tal forma
gue essa possa ser diretamente relacionada ao fendtipo observado.
Esta analise foi realizada em parceria com o laboratdrio da Profa. Dra.
Marilis do Valle Marques do Departamento de Microbiologia da
Universidade de Sdo Paulo, pois envolvia o uso de composto
radioativo.

Inicialmente, o DNA gen6mico da linhagem selvagem LFMO046 e da
linhagem mutante LFM693 foram extraidos e digeridos com a enzima
Pstl. Ap6s a digestdo, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de
agarose, para separar os diferentes fragmentos de DNA formados, e o
gel foi corado com brometo de etidio. Utilizou-se o procedimento
descrito por Southern (1975) para transferir o DNA do gel para
membrana de nitrocelulose. O DNA foi fixado na membrana utilizando
luz UV e a membrana foi, em seguida, hibridizada com sonda radioativa
correspondente ao transposon mini-Tn5. A Figura 9 apresenta o
resultado final deste experimento. A linhagem LFM046 ndo apresentou

ligacdo com a sonda radioativa, o que demonstra que ndo ha regides

49



homdélogas ao transposon mini-Tn5 no genoma desta linhagem. Por
outro lado, pode-se observar que a ligacdo da sonda com a linhagem
mutante LFM693 resultou em uma Unica banda, indicando uma Unica
insercdo do transposon no genoma desta linhagem. Desta forma, é
possivel concluir que as altera¢des fenotipicas observadas na linhagem
LFM693 sdo decorrentes de uma Unica inser¢do do transposon mini-Tn5
em seu genoma, ou seja, o transponon se inseriu em um gene relavante

para o metabolismo de propionato.

Figura 9 - Resultado da andlise do Southern Blot para avaliar a inser¢do do
transposon na linhagem mutante

L1045 | FWBA3

Indicagdo de inser¢éo do transposon
na linhagem mutante

Para identificagcdo do gene no qual o transposon se inseriu, o
DNA gendmico de Pseudomonas sp. LFM693 foi digerido com a enzima
Pstl e clonado no vetor pUCBM20. Os clones de E. coli contendo parte
do transposon inserido no vetor pUCBM20 foram selecionados por
apresentar resisténcia simultanea a ampicilina (vetor) e canamicina
(transposon). Um dos clones obtidos foi submetido a sequenciamento

utilizando iniciadores presentes no vetor (M13f e M13r), bem como
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iniciador complementar a regido do transposon (Extl2 — Braz, 2006). A
analise das seqiéncias, submetida para andlise no programa BlastN do
NCBI identificou que o transposon se inseriu em uma regido que
codifica para a 2-metilisocitrato liase (prpB). Este gene esta
relacionado com o ciclo do 2-metilcitrato que se apresenta como uma
das vias para oxidacdo de dacido propi6nico para vdarios procariotos
(Textor et al., 1997), especialmente bactérias que produzem
mondmeros de cadeia impar como Burkholderia sacchari (Bramer et al.,
2002; Pereira et al., 2009; Silva, 1998), P. putida e Ralstonia eutropha
(Ewering et al., 2006). Esta via metabdlica também foi detectada em
todas as espécies de Pseudomonas com genoma sequenciado (item
4.1).

Ewering et al. (2006) demonstraram que a interrupcdo do gene
acnM, também relacionado ao ciclo do 2-metilcitrato, em R. eutropha e
P. putida levou a excrecdo de 2-metilcitrato, substrato da enzima
AcnM.

Foi demonstrado que a eficiéncia de conversdo de propionato em
HAi depende da concentra¢dao de propionato suprido em Pseudomonas
sp. LFM693. Isto é, sob altas concentracdes de propionato (~1,0 g/L) a
eficiéncia é baixa e similar a linhagem selvagem. Por outro lado, sob
baixas concentragcdes (<0,5 g/L) a eficiéncia de conversdo aumenta,
podendo atingir o valor maximo tedrico. A baixa eficiéncia sob altas
concentra¢gbes de propionato pode ser explicada de duas formas: (i)
sob altas concentraclGes de propionato uma outra via responsdavel pelo
catabolismo de propionato assume um papel relante e leva a oxidacgao
do propionato, impedindo que possa ser utilizado para formar
mondmeros HAi; (ii) sob altas concentracdes de propionato este é
excretado como 2-metilisocitrato no mutante deficiente no gene prpB

(Fig. 10).
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Figura 10 — Excrecdo de 2-metilcitrato em mutante com interrupg¢ao
no gene prpB.

Prop. prpC
>_\ 2MC
OAA AcenM/prpF
prpD
2MIC —>

Assim, para avaliar se o mutante afetado no gene prpB excreta 2-
metilisocitrato, foram realizados cultivos de Pseudomonas sp. LFM693
sob condi¢cdes de baixa e alta concentracdo de propionato.

Ao final do experimento em frasco agitado, o sobrenadante foi
reservado em tubo de ensaio para ser liofilizado e submetido a
metandlise. As amostras foram submetidas a cromatografia gasosa e os
cromatogramas foram analisados com o objetivo de identificar picos
gue pudessem ser associados ao dacido 2-metilisocitrico. Os
cromatogramas das amostras foram comparados aos cromatogramas
obtidos pela analise de acido isocitrico submetido a metandlise. O
acido isocitrico, depois de submetido a metandlise, revelou um pico
com tempo de retencdo de 10,6-10,7 (Figuras 11A e 11B) minutos. Nao
foi identificado nenhum pico com tempo de retencdo igual ou préximo
aquele obtido apdés metandlise do dacido isocitrico (10,6-10,7 min.) e

gue pudesse explicar a formacdo do acido metilisocitrico pelo mutante
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LFM693 quando submetido a duas condi¢des distintas de oferta de

propionato (Figuras 11C, D e E).

Figura 11 — Andlise por cromatografia gasosa de amostras submetidas a
metandlise

5 gen

30263 508
O

1L 16110
2

b2
5138
2

o
|
5

L 18110

o
240 B54

75 Fain

G

1,4 mg de acido isocitrico (A); 13,3 mg de acido isocitrico (B); e sobrenadantes do cultivo
de LFM 693 sem adicdo de 4cido propidnico (C), com adigcdo de 0,1 g/L (D) e 8 g/L (E)

Desta forma os resultados sugerem que o mutante LFM693, que
apresenta alteracdo no gene prpB (2-metilisocitrato liase), ndo excreta
o 4cido 2-metilisocitrico. A observacdo da excrecdo deste 4dcido
poderia explicar a baixa eficiéncia de conversdo do propionato em
monOmeros HAi sob concentragcbes mais elevadas de propionato,
independentemente da existéncia de uma via alternativa para o

catabolismo desse acido organico em altas concentracgdes.
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4.3 Crescimento de mutantes em propionato

Os mutantes obtidos por Gomez (2000), deficientes no
metabolismo de propionato, foram testados quanto a sua capacidade
de crescimento em Meio Mineral sélido com 1,0 g/L propionato (MMP)

como Unica fonte de carbono.

Os resultados obtidos demonstraram que as caracteristicas de
crescimento observadas anteriormente no laboratério foram mantidas
nestes mutantes (Tabela 5). Dos 21 mutantes obtidos com tratamento
com radiacdo ultravioleta, 14 apresentaram um fendétipo semelhante ao
da linhagem LMF693, ou seja, mesmo apds 7 dias de cultivo ndo se
observou qualquer crescimento em meio mineral contendo propionato
como uUnica fonte de carbono. Os outros sete mutantes apresentaram
crescimento menor e/ou mais tardio que a linhagem selvagem e podem
ser diferenciados entre si pela intensidade de crescimento e/ou tempo

necessario para crescer.

Tabela 5 - Crescimento da linhagem LFM046 e seus mutantes em MMP

Tempo de cultivo (dias) Tempo de cultivo (dias)

Linhagem 1 2 3 4 5 6 7 Linhagem 1 2 3 4 5 6 7

046
693
467
469
470
471
473
479
480
481
482
483

+ + + + + 4+ + 485 - +/- +/- +/- +/- +/- +/-
- - - - - - - 487 - - - - - - -
- - - - - - - 488 - - - - - - -
-+ + 4+ + + + 489 - - - - - - -
- - - - - - - 490 - - - - - - -
-+ + 4+ + 4+ + 495 - - - - - - -
- - +/- + + + + 496 - - - - - - -
- - - - - - - 499 - - - - - - -
- - - - - - - 500 - - - - +/- +/- +/-
- - - - - - - 501 - - - - - - -
- /- + + o+ + + IP18 - - - - - - -
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4.4 Produgao de PHA por mutantes afetados no metabolismo de propionato

Foram realizados cultivos em frascos agitados com os mutantes
da linhagem LFMO046 obtidos por radiacdo ultravioleta com o objetivo
de caracterizd-los melhor fenotipicamente. Nos cultivos realizados por
Gomez (2000), estes mutantes foram avaliados apenas com relag¢do a
capacidade de produzir PHA a partir de glicose e propionato suprido na
concentracdo de 1 g/L. Entretanto, Bretas et al. (2005) demonstraram
gue a eficiéncia de conversdao de propionato em monO6meros impares
pelo mutante LFM693, obtido pela insercdo de transposon, esta
associada a concentracdo de propionato suprido, indicando que a
relevancia das vias do metabolismo de propionato pode depender da
concentrag¢dao deste no meio.

Assim, o objetivo nestes cultivos foi avaliar se algum dos
mutantes obtidos por radiacdo wultravioleta possui um perfil de
utilizacdo de propionato e producdo de HAi semelhante ao do mutante
LFM693. Ou seja, uma maior eficiéncia na conversdo de propionato em
mondmeros HAi sob baixa concentracdo de propionato (inferior a 0,5
g/L). Outro objetivo destes experimentos foi verificar se alguns dos
mutantes apresentaria um perfil fenotipico que indicasse estar afetado
em gene de interesse para estudar melhor o metabololismo de
propionato em Pseudomonas sp. LFM046.

Os resultados resumidos (média e desvio padrdo) obtidos nestes
cultivos (Tabelas 6 e 7) foram divididos de acordo com os resultados
apresentados na Tabela 5, ou seja, a capacidade da linhagem crescer
ou ndo em meio mineral com propionato como Unica fonte de carbono.
Os resultados completos de cada cultivo encontram-se ao final do
trabalho no Apéndice.

A linhagem selvagem apresentou o comportamento tipico
observado anteriormente (Bretas et al., 2005; Rocha et al., 2009), ou

seja, a adicdo de propionato ndo interferiu de forma expressiva no teor
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de PHA acumulado, entretanto, levou a insercdo de monOmeros
impares (HAi - 3HHp e 3HN), além dos mond6meros pares detectados
guando apenas glicose foi suprida. A eficiéncia de conversdao de
propionato em monémeros impares foi baixa, representando menos
gue 10% do valor maximo tedrico.

Monomeros HAi foram detectados no PHA produzido por apenas
trés dos mutantes (LFM469, LFM471 e LFM482) com crescimento tardio
ou parcialmente limitado em propionato (Tabelas 6). E interessante
notar que foram esses mutantes que aparentam estar menos afetados
no metabolismo de propionato de acordo com os resultados obtidos
nos cultivos em meio mineral sélido (Tabela 5), indicando que as vias
afetadas podem ser responsdveis apenas parcialmente pelo consumo
de propionato. O mutante LFM469 apresentou um desempenho no
consumo de propionato e em sua conversdao em monOmeros HAi muito
semelhante a linhagem selvagem, indicando que a mutacdo ndo afeta
de forma expressiva a utilizacdo do propionato. Os outros dois
mutantes (LFM471 e LFM482) apresentaram menor consumo de
propionato em uma das duas condi¢des avaliadas e os valores médios
de Yypai/p foram um pouco superiores ao valor observado para a
linhagem selvagem (Tabela 6). Como jd mencionado, estes mutantes
podem estar afetados em vias de menor relevancia para o catabolismo
de 4cido propionico em Pseudomonas sp. LFM046. A identificagdo dos
genes em que eles estdo afetados poderd trazer informacgdes
relevantes para a compreensdao do metabolismo de propionato nessa e
em outras bactérias.

Com relacdo aos outros cinco mutantes com crescimento tardio
ou parcialmente limitado em propionato ndo se detectou HAi no PHA
produzido (Tabela 6). O consumo de propionato nestes mutantes foi
sempre menor que a linhagem selvagem, confirmando estarem afetados
na utilizacdo desse acido organico. O mutante LFM500 ndo consumiu

gualquer propionato no cultivo (Tabela 6), resultado que correlaciona
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bem com seu crescimento mais tardio e menor em meio mineral sélido.
Este mutante pode estar afetado em passo inicial do metabolismo de
propionato que impede sequer sua ativacdo para ser utilizado na
producdo de HAi (LFM500).

A producdo de PHA contendo HAi foi detectada apenas em dois
mutantes (LFM479 e LFM490) que ndo apresentaram qualquer
crescimento em propionato mesmo apds 7 dias de cultivo (Tabela 5).
Entretanto, a fragcdo molar de HAi e a eficiéncia de conversdao de
propionato nestes foi sempre inferior a linhagem selvagem (Tabela 7).

O mutante LFM501 apresentou um perfil semelhante ao mutante
LFM500. Isto é, ndao foi capaz de utilizar o d4cido propi6nico e nado se
detectou qualquer HAi no PHA produzido. O mutante LFM470 também
pode ser incluido neste grupo, pois diverge apenas dos demais por ter
apresentado um pequeno consumo de acido propidnico. Estes mutantes
devem estar afetados em um passo inicial da utilizacdo de propionato
e, portanto, seria importante identificar o gene afetado neles. Este
mesmo perfil havia sido apontado anteriormente para a linhagem
LFM496 (Bretas et al., 2005; Gomez, 2000), entretanto os dados da
Tabela 7 ndo permitiram confirmar este perfil para esse mutante.

A ativagdo do propionato a propionil-CoA é realizado por uma
propionil-CoA sintetase. Na auséncia dessa atividade enzimatica, o
propionato ndo é ligado a coenzima A e ndo pode ser metabolizado, seja
para geracdo de energia, seja para a sintese de PHAs. Horswill e Escalante-
Semerena (1999) obtiveram mutantes de Salmonella typhimurium afetados
na propionil-CoA sintetase, através da inativagdo do gene prpE por
recombinacao homéloga, entretanto, os mutantes apresentavam
crescimento em propionato semelhante ao da linhagem selvagem. Mutantes
afetados tanto no gene que codifica para enzima propionil-CoA sintetase
como naquele que codifica para acetil-CoA sintetase apresentavam-se
incapazes de crescer em propionato (Horswill e Escalante-Semerena, 1999).
Assim, os autores concluiram que acetil-CoA sintetase poderia de modo
alternativo ativar o propionato ligando-o a coenzima A. Os resultados

obtidos neste trabalho indicam que em Pseudomonas sp. LFMO046,
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diferentemente do que foi observado em S. typhimurium, deve ocorrer Unica
e exclusivamente a partir de uma enzima, provavelmente especifica para o

propionato.

Tanto no operon da via do metilmalonil-CoA, como naquele da a-
oxidagdao foram encontrados genes cujos produtos podem estar envolvidos
na ativacdo do propionato através da transferéncia da Coenzima A a partir
de um outro acil-CoA, ou seja, pela acdo de uma acil-CoA:propionil-CoA
transferase. Entretanto, as analises bioinformaticas em Pseudomonas com
genomas sequenciados incidaram que a via do metilmalonil-CoA ndao deve
estar presente em Pseudomonas e a via da a-oxidacdo deve se restringir a

Pseudomonas aeruginosa.

Observou-se uma expressiva reducdo no acumulo de PHA por
algum dos mutantes avaliados. Para alguns dos mutantes (LFM470,
LFM483, LFM485, LFM487, LFM496, LFM499, LFM500), a redugdo no
acimulo de PHA foi observada apenas quando acido propi6nico foi
fornecido. Esses resultados sdo compativeis com efeitos inibitdrios
maiores devido a manutencdo da concentracdao mais alta desse acido
durante o cultivo. Para outros mutantes (LFM467, LFM481, LFMA488,
LFM489, LFM490, LFM495, LFM501 e IP18), o teor de PHA foi reduzido
mesmo no cultivo em que foi fornecida apenas glicose, indicando que
devem estar afetados em gene ndo especifico do metabolismo de

propionato.

Resumindo os resultados obtidos até o momento, nenhum dos
mutantes apresentou um perfil fenotipico semelhante ao mutante
LFM693, ou seja, um aumento expressivo na eficiéncia de conversdo de
propionato em mondémeros HAiIi sob baixas concentra¢gbes de
propionato. Dois mutantes (LFM471 e LFM482) podem estar afetados
em vias metabélicas menos relevantes para o metabolismo de
propionato em Pseudomonas sp. LFMO046. Trés mutantes (LFM470,
LFM500 e LFM501) devem estar afetados em passo inicial da ativacado
do propionato, embora o baixo acumulo de PHA por um destes
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mutantes (LFM501) mesmo quando apenas glicose foi suprida sugere
gue deve estar afetado em gene ndo especifico do metabolismo de

propionato.

Assim, a identificacdo dos genes afetados em pelo menos 4 ou 5
mutantes prp poderd conduzir a uma melhor compreensdo do

metabolismo de propionato em Pseudomonas sp. LFMO046.
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Tabela 6 - Produc¢do de PHA por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes obtidos por UV com crescimento tardio em

propionato.

(continua)
Linhagem Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA; PHA Yuaisp
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
Média 3,66 14,34 0,00 3,96 0,00 33,59 0,00 55,04 4,58 2,83 41,47 -
Desv.Pad. 1,30 +2,45 0 +0,00 +1,38 +0,00 +4,18 +0,00 +5,07 +2,80 +1,84 +15,84 -
LEMO46 Média 3,46 13,95 0,24 3,06 0,64 29,67 1,85 55,88 5,26 3,65 39,17 0,06
Desv.Pad. 0,61  +1,82 0,25 +0,10 +1,86 +0,85  +4,68 +1,89 +3,36 3,07 +2,86 16,62 +0,03
Média 3,77 13,88 0,45 1,87 1,43 27,54 5,05 56,09 5,58 2,43 37,47 0,08
| Desv.Pad. +1,43 12,44 0,50 +0,10 +1,83 +2,21 16,40 +6,58 +3,71 +3,19 +1,57 +16,86 +0,08
| Média 4,21 14,96 0 4,98 0,00 35,25 0,00 54,55 3,04 2,19 55,00 -
| Desv.Pad. 10,25 0,36 0 +0,00 +0,10 +0,00 +1,73  +0,00 +2,00  +0,03 +0,20 +1,94 -
LFV\/’469 Média 4,03 14,9 0,25 4,89 1,15 34,98 2,21 52,00 2,85 1,92 47,56 0,12
Desv.Pad. 0,13 +0,33 0,25 +0,03 10,34 +0,00 +0,73 10,31 10,71 10,11 +0,06 +4,66 +0,02
| Média 3,99 15,77 0,50 4,77 1,87 32,1 4,17 52,67 2,64 1,77 52,81 0,12
| Desv.Pad. 10,08 0,48 0,50 +0,03 +0,10 +0,00 +0,50 +0,20 +0,42 0,00 +0,03 +1,89 +0,00
| Média 4,25 14,15 0 4,32 0,00 32,45 0,00 53,48 6,01 3,74 59,33 -
| Desv.Pad. 0,05 2,62 0 +0,00 +0,03 +0,00  +0,32  +0,00 +0,30 0,30 +0,24 +1,50 -
LFrvl471 Média 3,80 15,01 0,14 5,96 0,47 37,87 1,38 46,9 4,55 2,86 58,88 0,14
Desv.Pad. 10,24 +0,39 0,25 +0,04 +1,33 +0,06 +3,73 +0,15 +6,91 +1,14 +0,50 +12,54 +0,01
Média 4,08 14,1 0,44 4,74 0,95 31,83 1,39 51,53 5,74 3,83 51,40 0,05
| Desv.Pad. £0,13 1,76 0,50 +0,06 +0,18 +0,10 0,09 +0,00 0,15 +0,02 +0,01 +0,11 +0,00

Xt — massa seca celular; Glicose — glicose consumida; C3 forn — dcido propidénico fornecido; C3 cons. - dcido propiénico consumido; 3HHx
— 3-hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato;
3HDD - 3-hidroxidodecanoato; 3HDDA; — 3-hidroxi-5-dodecenoato; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do acido

propiénico em mondmeros contendo nimero impar de carbonos
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Tabela 6 - Produc¢do de PHA por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes obtidos por UV com crescimento tardio em

propionato.

(continuacédo)

Linhagem Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDAS PHA Yuaisp
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
Média 2,77 14,07 0,00 3,18 0,00 24,24 0,00 56,67 11,5 4,41 59,26 -
Desv.Pad. 0,40 +1,99 0 +0,00 +0,03 +0,00 +0,06 +0,00 +0,37 +0,48 +0,02 +0,06 -
LEM473 Média 2,43 11,45 0,21 3,26 0,00 24,28 0,00 56,73 11,35 4,38 56,00 0,00
Desv.Pad. 0,08 0,02 0,25 +0,00 +0,10 +0,00 0,12 +0,00 0,51 +0,37 +0,16 +0,10 +0,00
Média 2,06 11,87 0,19 3,30 0,00 26,98 0,00 56,71 8,89 4,13 50,83 0,00
Desv.Pad. 0,01 2,62 0,50 +0,03 +0,35 +0,00 1,73 +0,00 +5,89 4,04 0,47 2,03 0,00
Média 3,40 13,76 0 4,08 0,00 30,69 0,00 58,13 3,48 3,62 28,55 -
Desv.Pad. 0,33 +0,10 0 +0,00 0,12 0,00 +1,38 +0,00 +1,30 0,03 0,17 3,77 -
LEM482 Média 2,42 9,43 0,19 2,88 3,02 21,22 2,41 55,88 3,98 10,6 21,46 0,06
Desv.Pad. +1,74 +3,34 0,25 +0,09 +1,77 +2,92  +11,58 +1,48 +0,70 +0,89 +10,33  +21,27 +0,06
Média 3,43 13,11 0,22 2,04 0,91 30,13 5,04 54,88 3,72 3,29 36,11 0,16
Desv.Pad. 0,06 10,18 0,50 10,08 12,88 +1,09 10,78 +0,03 +3,13 10,00 10,04 +8,07 +0,06
Média 4,35 15,78 0 2,31 0,00 36,1 0,00 58,08 3,14 0,36 40,24 -
Desv.Pad. $0,12 1,11 0 +0,00 +3,27 0,00 +1,88 +0,00 1,41 +0,05 +0,03 +7,83 -
LEM483 Média 2,1 5,54 0,12 0,00 0,00 24,54 0,00 61,86 11,25 2,35 6,25 0,00
Desv.Pad. 0,40 1,73 0,25 +0,00 +0,00 0,00 1,74 +0,00 +4,35 16,13 +0,05 +0,36 0,00
Média 2,38 5,18 0,24 0,00 0,00 26,37 0,00 59,88 10,82 2,93 4,69 0,00
Desv.Pad. 0,02 +1,67 0,50 10,00 10,00 +0,00 13,48 +0,00 13,66 17,51 10,37 +0,20 +0,00

Xt — massa seca celular; Glicose — glicose consumida; C3 forn — acido propidénico fornecido; C3 cons. - acido propidnico consumido; 3HHXx
— 3-hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato;
3HDD - 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAs — 3-hidroxi-5-dodecenoato; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do dcido

propiénico em mondmeros contendo niumero impar de carbonos
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Tabela 6 - Produc¢do de PHA por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes obtidos por UV com crescimento tardio em
propionato.
(conclusédo)

Linhagem Xt Glicose C3 forn. coc:s. 3HHXx  3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5 PHA YHAi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
Média 3,71 12,93 0,00 0,00 0,00 32,77 0,00 63,53 3,45 0,24 42,77 -
Desv.Pad. 0,20 +0,71 0 +0,00 +0,00 +0,00 +1,37 +0,00 +1,21 +0,08 +0,08  +13,87 -
LEMA485 Média 2,64 7,41 0,12 2,22 0,00 16,65 0,00 48,51 23,10 9,52 3,95 0,00
Desv.Pad. 20,22 +0,52 0,25 +0,00 +0,36 +0,00 +0,03 +0,00 +4,75 +2,11 +7,25 +0,22 +0,00
Média 2,08 7,45 0,29 0,00 0,00 24,32 0,00 57,47 15,24 2,97 5,26 0,00
Desv.Pad. +0,07 11,46 0,50 10,02 10,00 10,00 19,28 10,00 17,84 +15,05 +2,07 12,48 +0,00
Média 4,15 17,52 0,00 3,77 0,00 25,57 0,00 44,41 22,90 3,34 39,60 -
Desv.Pad. 0,12 +1,09 0 +0,00 +1,27 +0,00 #11,36 +0,00 +16,46 +27,86 +1,23 41,31 -
LEM500 Média 1,76 10,74 0,00 2,95 0,00 14,29 0,00 35,15 39,06 8,55 12,00 0,00
Desv.Pad. 0,01 - 0,25 +0,00 +0,34 +0,00 +1,59 +0,00 +5,50 +9,21 +1,77 +1,69 +0,00
Média 1,75 7,61 0,00 0,00 0,00 5,34 0,00 36,36 38,71 19,59 8,38 0,00
Desv.Pad. +0,02 10,21 0,50 10,00 10,00 10,00 14,05 10,00 +32,39 454,75 +18,31 16,81 +0,00

Xt — massa seca celular; Glicose — glicose consumida; C3 forn — acido propidonico fornecido; C3 cons. - acido propidnico consumido; 3HHXx
— 3-hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato;
3HDD - 3-hidroxidodecanoato; 3HDDA;s — 3-hidroxi-5-dodecenoato; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do dcido

propiénico em mondmeros contendo niumero impar de carbonos
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Tabela 7 - Produg¢do de PHA por mutantes obtidos por UV de Pseudomonas sp. LFM046 incapazes de crescer em
propionato.

(continua)
Linhagem . cs3
Xt Glicose C3 forn. cons. 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA; PHA Yuaise
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
Média 1,21 4,52 0,00 6,21 0,00 0,00 0,00 47,19 3,38 43,23 1,67 -
Desv.Pad. *0,15 +1,33 0 +0,00 +8,78 +0,00 +0,00 +0,00 +8,75 +4,77 +4,80 +0,35 -
LEM467 Média 1,24 4,65 0,18 0,00 0,00 0,00 0,00 48,87 10,57 40,56 1,49 0,00
Desv.Pad. +0,20 +0,07 0,25 +0,10 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,32 +0,24 +0,08 +0,09 0,00
Média 1,17 1,67 0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 54,7 4,61 40,69 1,56 0,00
Desv.Pad. 0,19 10,32 0,50 10,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +4,12 16,52 +2,39 0,30 +0,00
Média 3,93 15,55 0,00 3,87 0,00 29,17 0,00 56,46 6,57 3,92 62,01 -
Desv.Pad. +0,00 +0,68 0 +0,00 +0,03 +0,00 +0,04 +0,00 +0,77 +0,35 +0,41 +4,47 -
LEM470 Média 1,93 7,44 0,03 3,04 0,00 25,02 0,00 56,11 5,06 10,77 13,19 0,00
0,25
Média 2,03 8,25 0,04 3,35 0,00 25,53 0,00 51,69 8,34 11,09 15,63 0,00
Desv.Pad. +0,05 12,37 0,50 10,01 10,93 10,00 11,16 10,00 15,98 16,34 +1,73 6,19 +0,00
Média 2,39 12,72 0,00 2,54 0,00 24,35 0,00 53,98 13,78 5,34 65,83 -
Desv.Pad. +0,08 +0,09 0 +0,00 +0,53 +0,00 +2,47 +0,00 +2,85 1,47 +0,56  +11,45 -
LEM479 Média 1,95 12,55 0,14 3,37 0,28 24,1 0,91 56,26 10,88 4,20 47,59 0,04
Desv.Pad. +0,05 +2,18 0,25 +0,04 +0,20 +0,02 +1,12 +0,03 2,17 +3,03 10,41 +3,59 +0,01
Média 1,31 15,36 0,43 3,29 0,00 23,33 0,00 45,44 20,67 7,27 30,12 0,00
Desv.Pad. +0,25 +1,42 0,50 +0,01 +0,50 +0,00 +1,65 +0,00 +1,39 +1,14 +0,38 7,73 +0,00

Xt — massa seca celular; Glicose — glicose consumida; C3 forn — dcido propidénico fornecido; C3 cons. - dcido propiénico consumido; 3HHx
— 3-hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato;
3HDD - 3-hidroxidodecanoato; 3HDDA; — 3-hidroxi-5-dodecenoato; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do acido

propiénico em mondmeros contendo niumero impar de carbonos
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Tabela 7 - Produg¢do de PHA por mutantes obtidos por UV de Pseudomonas sp. LFM046 incapazes de crescer em
propionato.
(continuacdo)

Linhagem Xt Glicose C3 forn. cocnas. 3HHXx  3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5 PHA YHAi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
Média 2,61 11,03 0,00 1,59 0,00 24,99 0,00 59,43 9,25 4,43 60,9 -
Desv.Pad. 0,34 +0,93 0 +0,00 +2,25 +0,00 +0,93 +0,00 +2,75 +1,25 +0,61 +2,04 -
LEMA480 Média 1,87 8,07 0,05 3,14 0,00 24,34 0,00 53,68 13,64 5,20 47,06 0,00
0,25
Média 1,47 7,98 0,08 3,40 0,00 24,84 0,00 57,99 9,40 4,37 36,47 0,00
Desv.Pad. 0,09 +1,52 0,50 +0,02 +0,10 +0,00 +1,49 +0,00 +4,23 +4,90 +0,92 +5,01 +0,00
Média 2,96 9,91 0,00 1,10 0,00 29,67 0,00 53,93 8,57 6,73 13,23 -
Desv.Pad. 0,60 +0,90 0 +0,00 +1,56 +0,00 +0,66 +0,00 +1,31 +5,17 +5,58 +7,65 -
LEMA481 Média 3,33 6,93 0,05 1,71 0,00 13,41 0,00 63,76 6,72 13,99 5,39 0
Desv.Pad. +0,09 +0,58 0,25 - +0,03 +0,00 +1,49 +0,00 +7,26 +0,77 14,81 12,22 +0,00
Média 1,94 6,82 0,17 1,42 0,00 10,16 0,00 40,65 33,72 14,05 6,45 0
Desv.Pad. 0,44 +0,11 0,50 +0,08 +0,65 +0,00 +4,84 +0,00 +24,39 #37,87 +7,99 +3,56 +0,00
Média 4,04 16,16 0,00 4,50 0,00 34,29 0,00 57,93 2,96 0,31 42,87 -
Desv.Pad. #1,52 +0,90 0 +0,00 +0,18 +0,00 +0,31 +0,00 +0,80 +0,34 +0,04 +6,50 -
LEM487 Média 3,78 15,71 0,14 0,00 0,00 26,55 0,00 58,84 7,90 6,71 25,08 0
Desv.Pad. +1,84 +5,28 0,25 +0,02 +0,00 +0,00 +12,04 +0,00 +5,78 +8,62 19,20 +19,98 +0,00
Média 2,04 14,15 0,23 0,00 0,00 25,37 0,00 62,53 8,81 3,3 12,47 0
Desv.Pad. #1,03 1,22 0,50 +0,11 +0,00 +0,00 +5,15 +0,00 +4,35 +6,49 +3,01 +2,08 +0,00

Xt — massa seca celular; Glicose — glicose consumida; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - acido propidnico consumido; 3HHXx
— 3-hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato;
3HDD - 3-hidroxidodecanoato; 3HDDA; — 3-hidroxi-5-dodecenoato; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do acido

propiénico em mondmeros contendo niumero impar de carbonos
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Tabela 7 - Produg¢do de PHA por mutantes obtidos por UV de Pseudomonas sp. LFM046 incapazes de crescer em
propionato.
(continuacdo)

Linhagem Xt Glicose C3 forn. coc:s. 3HHXx  3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5 PHA YHAi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
Média 5,82 14,45 0,00 3,02 0,00 37,61 0,00 50,52 5,29 2,40 20,81 -
Desv.Pad. 0,35 +2,76 0 +0,00 4,27 +0,00 1,11 +0,00 +3,94 +0,08 0,11 +1,67 -
LEMA483 Média 5,88 14,10 0,24 4,27 0,00 29,96 0,00 58,47 5,98 1,33 22,15 0,00
Desv.Pad. +0,92 +1,25 0,25 +0,02 +0,57 +0,00 2,17 +0,00 +1,11 +1,69 +0,05 +6,40 +0,00
Média 4,27 8,06 0,10 3,44 0,00 25,59 0,00 55,01 12,31 3,65 10,57 0,00
Desv.Pad. 0,26 10,40 0,50 10,01 10,15 10,00 10,88 10,00 +1,30 +2,61 10,28 +1,72 +0,00
Média 5,25 12,38 0,00 2,34 0,00 26,96 0,00 62,98 6,52 1,21 19,81 -
Desv.Pad. 0,16 +1,23 0 +0,00 +2,00 +0,00 +0,19 +0,00 +0,52 +1,92 +0,41 +2,08 -
LEMA489 Média 3,80 14,00 0,19 1,78 0,00 27,17 0,00 63,63 6,51 0,90 20,73 0,00
Desv.Pad. 0,75 +0,76 0,25 +0,11 +2,52 +0,00 +0,94 +0,00 +0,26 +1,16 +0,15 +1,09 +0,00
Média 3,36 5,61 0,19 0,00 0,00 13,88 0,00 52,81 28,85 4,46 3,00 0,00
Desv.Pad. +0,34 +1,25 0,50 10,09 10,00 10,00 13,65 10,00 +1,25 13,78 +1,13 +0,33 +0,00
Média 6,59 16,20 0,00 5,23 0,00 34,95 0,00 54,76 4,65 0,41 26,51 -
Desv.Pad. 0,95 +1,27 0 +0,00 +0,03 +0,00 +0,60 +0,00 +1,18 +0,54 +0,01 +5,65 -
LEM490 Média 6,34 15,24 0,22 4,39 0,28 31,92 0,98 56,59 5,41 0,42 26,63 0,02
Desv.Pad. 0,44 +1,85 0,25 - +0,89 +0,08 +2,05 +0,13 2,13 +1,10 +0,08 +2,54 -
Média 4,69 16,22 0,01 5,22 1,70 30,88 1,56 55,81 4,50 0,33 26,91 0,03
Desv.Pad. +1,07 +0,20 0,50 - +0,80 +1,64 +0,34 +0,02 +1,19 +0,92 +0,01 +3,01

Xt — massa seca celular; Glicose — glicose consumida; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - acido propidnico consumido; 3HHXx
— 3-hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato;
3HDD - 3-hidroxidodecanoato; 3HDDA;s — 3-hidroxi-5-dodecenoato; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do dcido

propiénico em mondmeros contendo nimero impar de carbonos
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Tabela 7 - Produg¢do de PHA por mutantes obtidos por UV de Pseudomonas sp. LFM046 incapazes de crescer em
propionato. (continuacdo)

Linhagem Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA; PHA Yuai/p
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
Média 2,11 5,65 0,00 2,01 0,00 15,90 0,00 56,83 21,99 3,26 10,32 -
Desv.Pad. 0,51 14,95 0 +0,00 +0,48 +0,00 14,93 +0,00 +7,48 +11,66 +1,23 +1,43 -
LEMA495 Média 1,48 4,96 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 40,94 51,46 7,59 2,55 0,00
Desv.Pad. $0,09 0,11 0,25 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +9,63 +7,36 +2,27 +0,38 +0,00
Média 1,33 5,91 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 43,54 41,53 14,93 2,65 0,00
Desv.Pad. 0,11 0,31 0,50 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +4,16 +5,03 +9,19 +0,39 +0,00
Média 4,18 15,49 0,00 5,02 0,00 34,94 0,00 55,29 3,93 0,81 32,06 -
Desv.Pad. 10,26 +0,28 0 +0,00 +0,19 +0,00 10,72 +0,00 +0,89 +1,49 10,31 10,67 -
LFM496 Média 2,33 8,42 0,18 3,56 0,00 27,67 0,00 55,14 12,41 1,22 12,40 0,00
Desv.Pad. 0,77 0,41 0,25 +0,04 +0,19 +0,00 +1,88 +0,00 +3,98 +5,95 +0,10 +3,21 +0,00
Média 2,25 6,85 0,37 3,43 0,00 27,65 0,00 57,91 8,54 2,46 13,19 0,00
Desv.Pad. 0,09 0,50 0,50 +0,13 +0,06 +0,00 +0,97 +0,00 +0,03 +0,42 +0,52 +0,47 +0,00
Média 3,07 15,13 0,00 4,85 0,00 35,14 0,00 54,35 5,05 0,61 30,22 -
Desv.Pad. +1,18 +0,23 0 +0,00 +0,08 +0,00 +0,69 +0,00 +1,45 +2,05 +0,18 +0,94 -
LEM499 Média 2,04 8,13 0,20 3,60 0,00 26,71 0,00 54,51 12,93 2,26 12,05 0,00
Desv.Pad. +0,04  +0,76 0,25 +0,08 +0,14 +0,00 +2,12 +0,00 +3,45 +5,52 +0,19 +1,34 +0,00
Média 2,07 9,02 0,56 3,39 0,00 26,73 0,00 56,65 11,21 2,02 10,27 0,00
0,50

Xt — massa seca celular; Glicose — glicose consumida; C3 forn — dcido propidénico fornecido; C3 cons. - dcido propiénico consumido; 3HHx
— 3-hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato;
3HDD - 3-hidroxidodecanoato; 3HDDA;s — 3-hidroxi-5-dodecenoato; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do dcido

propidénico em mondmeros contendo nimero impar de carbonos
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Tabela 7 - Produg¢do de PHA por mutantes obtidos por UV de Pseudomonas sp. LFM046 incapazes de crescer em

propionato.

(conclusédo)

Linhagem Xt  Glicose C3 forn. c::s. 3HHx  3HHp  3HO 3HN 3HD  3HDD 3HDDA5 PHA YHAI/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
Média 2,07 9,93 0,00 2,4 0,00 14,24 0,00 45,03 31,86 6,47 15,35 -
Desv.Pad. 0,07 +1,69 0 +0,00 +1,19 +0,00 £10,77 £0,00 426,30 +36,83 1,44 +5,87 -
LEM501 Média 1,31 6,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 22,92 55,7 21,38 5,98 0,00
Desv.Pad. $0,11 +2,92 0,25 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +5,81 +11,92 6,11 +2,08 +0,00
Média 1,40 6,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 57,3 37,81 4,89 4,48 0,00
Desv.Pad. 0,05 +2,53 0,50 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +60,39 +53,47 16,92 +3,68 +0,00
Média 4,12 15,94 0,00 3,54 0,00 23,56 0,00 40,42 2,47 30,00 13,96 -
Desv.Pad. 0,05 +0,16 0 +0,00 +1,29 +0,00 +11,72 +0,00 +21,77 +1,19 +35,97 +1,17 -
P18 Média 3,53 13,86 0,21 2,30 0,00 17,21 0,00 34,69 41,06 4,75 24,8 0,00
Desv.Pad. 0,59 +2,22 0,25 +0,02 +2,39 +0,00 +11,08 +0,00 +18,22 433,30 1,60 +19,07 +0,00
Média 2,48 14,68 0,32 0,00 0,00 10,55 0,00 32,49 48,14 8,81 15,79 0,00
Desv.Pad. 0,02 +2,95 0,50 +0,07 +0,00 +0,00 +0,83 +0,00 £12,29 £16,35 43,22 +2,80 +0,00

Xt — massa seca celular; Glicose — glicose consumida; C3 forn — dcido propidénico fornecido; C3 cons. - dcido propiénico consumido; 3HHx
— 3-hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato;
3HDD - 3-hidroxidodecanoato; 3HDDA;s — 3-hidroxi-5-dodecenoato; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do dcido

propidénico em mondmeros contendo nimero impar de carbonos
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4.5 Construgdo da biblioteca gendmica de LFM046 e determinagdao do local

de mutacdo em mutante UV

A biblioteca gendomica foi construida apds digestdo do DNA
gendmico de Pseudomonas sp. LFM046 com a enzima de restricdo
Hindlll e ligagdo ao vetor pBBR1IMCS-2 (Kovach et al., 1995).
Inicialmente, foram realizadas trés transformacdes para insercdo dos
plasmideos nas linhagens de E. coli XL1Blue e E.coli S17-1. Estas duas
linhagens foram utilizadas, pois em E. coli XL1 Blue é possivel avaliar a
perda de alfa-complementacdo nos clones que contem inserto no
vetor, enquanto em E. coli S17-1 isso ndo é possivel. Por outro lado, E.
coli S17-1 apresenta capacidade de mobilizacdo do plasmideo por
conjugacdo, permitindo avaliar a —capacidade do <clone em
complementar fenotipicamente o mutante em questdo e dessa forma

detectar plasmideos contendo o gene afetado no mutante.

Na primeira transformacdo, foram obtidas 1172 colb6nias de E.
coli XL1-Blue em placas de LB com canamicina, IPTG e XGal. A
contagem do nimero de coldénias brancas resultou em uma proporgao
de 12,80% de colb6nias brancas, ou seja, de colbénias transformadas por

plasmideo pBBRMCS2 com inserto do DNA gen6mico da LFM046.

Nessa mesma transformacdao, foram obtidas 720 colbénias de E.
coli S17-1 . Como a reacdo de ligacdo foi a mesma, estima-se que a
proporcdo de plasmideos com inserto seja igual nos dois casos. Dessa
forma, na primeira transformacdo foram obtidos cerca de 93 mutantes

contendo insertos do DNA gen6mico da linhagem LFMO046.

Em seguida, foram realizadas novas transformac¢des utilizando o
mesmo protocolo, porém sem o mesmo sucesso, de modo que foram
obtidos apenas uma média de 15 <clones no final de cada

transformacdo. Devido as dificuldades encontradas, os trabalhos para
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obtencdo de biblioteca gendmica da LFM046 foi colocado em segundo

plano e deverd ser realizado apenas no futuro.

Ainda assim, o mutante LFM496, que se acreditava estaria
afetado na ativacdo do propionato com base nos resultados de Bretas
et al. (2005), foi avaliado com relacdo a capacidade de ser
complementado fenotipicamente por fragmentos de DNA presentes nos
proucos clones obtidos na tentativa de construcdo da biblioteca

gendbmica de Pseudomonas sp. LFM046.

A avaliacdo da complementacdao fenotipica foi realizada por
conjugacdao em meio mineral sélido, ou seja, o mutante LFM496 foi
espalhado na superifice de MMPK sdélido e diferentes clones da
biblioteca genémica foram inoculados em riscos sobre a superficie. A
complementacdo fenotipica seria observada caso se verificasse
crescimento, pois os clones de E. coli S17-1 ndo sdo capazes de crescer
em meio minimo e o mutante LFM496 ndo é capaz de crescer na
presenca de canamicina e ndo utiliza o propionato como Unica fonte de
carbono. Assim, apenas transconjugantes de LFM496 abrigando genes
gue o complementam no plasmidio pBBR1MCS-2 (que carrega gene de

resisténica a canamicina) seriam capazes de crescer nessas condigdes.

Ndo se observou complementacdo fenotipica do mutante LFM496

por qualquer dos clones obtidos.

4.6 Ensaios com carbono marcado

Buscando o entendimento do catabolismo de propionato em
Pseudomonas sp. LFMO046, uma série de cultivos foi realizada
empregando acido propidnico marcado no carbono 1. O experimento

foi iniciado com apenas glicose como fonte de carbono e propionato
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foi adicionado apds as primeiras 24 horas de cultivo. O cultivo foi
encerrado com um total de 72 horas (48 horas apds a adicdo de acido
propionico). Os cultivos foram realizados tanto com a linhagem
selvagem (LFMO046) como com o mutante tendo o gene prpB
interrompido pelo transposon mini-Tn5 (LFM693). Foi avaliada a adicado
de propionato em quatro concentracdes diferentes (0; 0,1; 0,5 e 1 g/L).

Os resultados desta série de cultivos estdo apresentados na Tabela 8.

A linhagem selvagem (LFM046) ndo sofreu mudancga significativa
na quantidade de PHA acumulado em fung¢do das concentracles de
propionato adicionadas ao meio de cultura. Por outro lado, para
linhagem mutante (LFM693) observa-se uma redug¢do no teor de PHA
acumulado pelo menos quando 1 g/L de propionato foi adicionado. As
diferencas ndo sdo significativas quando se compara o teor de PHA
acumulado quando 0,1 ou 0,5 g/L de propionato foi adicionado. Com
relacdo a fragcdo molar de monémeros com numero impar de carbonos
(HAi) observa-se uma diferenca significativa tanto em func¢do da
concentracdo de propionato fornecida como em fun¢do das linhagens
bacterianas. Para a linhagem LFMO046, os valores de fracdo molar de
HAi foram 0; 0,6; 2,3 e 8,0 quando a concentracdo de propionato
suprida foi 0; 0,1; 0,5 e 1,0 g/L, respectivamente. Para a linhagem
LFM693, os valores de fracdo molar de HAi foram 0; 4,9; 21,5 e 54,3
guando a concentracdo de propionato suprida foi 0; 0,1; 0,5 e 1,0 g/L,
respectivamente. Ou seja, claramente a linhagem mutante apresentou
uma eficiéncia maior em converter o propionato suprido em
monO6meros HAi, como ja havia sido observado em experimentos
anteriores realizados no laboratdério (Bretas et al., 2005).

A Figura 12 apresenta as diferentes vias descritas para o
catabolismo de propionato como apresentado por Textor et al. (1997).
A via do 2-metilcitrato, que estd inativada no mutante LFM693, leva a
descarboxilacdo do carbono 1 do propionato para formacdo de acetil-

CoA. Trés vias de catabolismo de propionato (via do oxobutirato, via
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do metimalonil-CoA e via do 2-hidroxiglutarato) permitem que o
carbono 1 do propionato permanec¢a no acetil-CoA formado. Outras
trés vias catabdlicas (a-oxidagcdo, B-oxidagcdo e via do citramalato),
assim como a via do 2-metilcitrato, levam a descarboxilagdo do
propionato no carbono 1 para formacgdo de acetil-CoA.

Deve-se levar em conta ainda que em algumas bactérias foram
detectadas mais de uma cépia de genes relacionados com a via do 2-
metilcitrato (Claes et al., 2002 Ewering et al., 2006; Pereira et al.,
2009), o que pode indicar a duplicacdo dessa via metabdlica, o que
implicaria, portanto, que esta via pode ainda estar funcional no
mutante LFM693. No entanto, a analise bioinformatica de genomas
sequenciados de Pseudomonas, utilizando o programa blastx, ndo
mostrou duplicacdo de genes da via do 2-metilcitrato em nenhuma das

espécies de Pseudomonas analisadas.
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Tabela 8 - Produgdo de PHA em experimentos utilizando glicose ndo

marcada e propionato marcado no carbono 1.

Linhagens Concentracdo Composicdo PHA (mol%) PHA
Propionato 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDdA; 3HDd (%MSC)
(g/L)

0,0 2,9 0,0 32,3 0,0 59,2 3,3 2,3 36,4

0,0 3,0 0,0 32,6 0,0 58,5 3,2 2,7 34,7

Média 3,0 0,0 32,4 0,0 58,8 3,3 2,5 35,5

Desv.Pad 0,1 0,0 0,2 0,0 0,5 0,1 0,3 1,2

0,1 3,4 0,0 33,4 0,6 59,7 0,3 2,6 33,5

0,1 3,4 0,0 32,6 0,6 57,9 3,2 2,3 37,4

LFMO046 Média 3,4 0,0 33,0 0,6 58,8 1,7 2,4 35,4
Desv.Pad 0,0 +0,0 0,6 0,0 1,3 2,1 10,2 +2,8

0,5 3,3 0,4 31,7 1,8 57,2 3,2 2,5 38,0

0,5 3,1 0,3 31,6 2,0 56,6 3,5 2,9 37,9

Média 3,2 0,4 31,6 1,9 56,9 3,3 2,7 38,0

Desv.Pad 10,1 +0,1 0,1 +0,1 0,4 10,2 +0,3 +0,1

1,0 3,0 1,5 29,6 6,9 53,7 3,0 2,2 41,9

1,0* 3,2 1,3 30,2 6,2 54,5 2,6 1,9 26,0

Média 3,1 1,4 29,9 6,6 54,1 2,8 2,1 34,0

Desv.Pad 0,1 0,1 0,4 0,5 0,6 0,3 0,2 +11,2

0,0 3,5 0,0 32,7 0,0 58,4 3,5 1,9 54,2

0,1 2,9 0,7 30,7 3,9 56,5 3,1 2,2 35,4

0,1 3,0 0,9 32,0 4,3 54,5 3,1 2,1 33,1

Média 2,9 0,8 31,4 4,1 55,5 3,1 2,1 34,2

Desv.Pad 0,1 0,1 0,9 10,3 1,4 10,0 10,1 1,6

LFM693 0,5 2,3 3,4 24,2 17,9 47,3 2,7 2,3 34,1
0,5%* 3,1 4,0 24,9 17,7 45,8 2,5 2,1 35,6

Média 2,7 3,7 24,5 17,8 46,5 2,6 2,2 34,8

Desv.Pad 0,6 0,4 0,5 0,1 1,1 10,1 10,1 1,1

1,0 1,2 8,9 12,5 42,9 30,8 1,5 2,2 22,2

1,0%* 1,1 10,2 11,1 46,6 27,7 1,1 2,3 19,4

Média 1,1 9,5 11,8 44,8 29,2 1,3 2,2 20,8

Desv.Pad 10,1 0,9 +1,0 2,6 2,2 10,3 10,1 2,0

*Amostra analisada por CG-MS.
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Figura 16 - Vias metabdlicas para o catabolismo de propionato descritas em
diferentes bactérias (Textor et al., 1997).
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Trés amostras (marcadas com asterisco na Tabela 8) foram
selecionadas e analisadas por CG-MS, com o objetivo de avaliar
possiveis vias metabdlicas além da via do 2-metilcitrato envolvidas no

catabolismo de propionato.

Os fragmentos m/z = 131 e m/z = 89 sdo caracteristicos de propil-
ésteres de 3HA e correspondem, respectivamente, a clivagem do grupo
funcional hidroxil e ao rearranjo de McLafferty de um subfragmento
deste com a retirada do grupo propil (Lee e Choi, 1995). O fragmento
[M-59] é caracteristico de cada um dos 3HA. Como apontado na Figura
13, fragmentos com m/z = 129, 143, 157 e 171 sdo esperados,
respectivamente, para propil-ésteres de 3HHp, 3HO, 3HN e 3HD. Todos
esses fragmentos sio esperados a partir de 3HA contendo apenas C'?

em sua composic¢ao.
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Figura 17 - Fragmentos caracteristicos de propil-ésteres de 3HA obtidos por
espectrometria de massas.
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3HO - [M-59]=143 m/z
3HN - [M-59]=157 m/z
3HD - [M-59]=171 m/z

As Figuras 14, 15, 16 e 17 apresentam os espectros de massas
observados para os propil-ésteres do 3HHp, 3HO, 3HN e 3HD,
respectivamente, nos PHA produzidos pelas linhagens LFMO046 ou
LFM693. Em todos os espectros de massa, os fragmentos m/z = 89 e
131 caracteristicos de propil-ésteres de 3HA sdao facilmente
detectados. Nos espectros relacionados aos propil-ésteres de 3HHp
(Figura 14) e 3HN (Figura 16) se observam fragmentos de m/z 130 e
158, respectivamente, correspondendo a [M-59]+1, como era esperado,
uma vez que para biossintese desses mondmeros é incorporado uma
molécula de propionato, que nestes cultivos apresentava o carbono 1
correspondendo a C*3.

A outra informacdo importante que os espectros de massas
poderia fornecer é com relagcdo a contribuicdo de uma via metabdlica
gue permitem que o carbono 1 do propionato permaneca no acetil-CoA
formado (via do oxobutirato, via do metimalonil-CoA e via do 2-
hidroxiglutarato). Caso essas vias contribuam para o metabolismo de
propionato deverdo ser encontrados isétopos M+1 e, eventualmente,
M+2 dos fragmentos com m/z = 89 e 131. Com objetivo de analisar essa
contribuicdo foi analisado o percentual do fragmento M+1 em relacgao
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ao seu isétopo M. Nao foi observada diferengca significativa no
percentual do fragmento M+1 quando comparadas linhagens selvagem
(3,740,5%) e mutante (3,5+0,7%) quando 1,0 g/L de propionato foi
fornecido, bem como a linhagem mutante quando suprida com 0,5
(4,140,1%) ou 1,0 (3,5+0,7%) g/L de propionato. Espera-se que pelo
menos na comparacao entre a linhagem mutante e a linhagem selvagem
supridas com 1 g/L de propionato, a via do 2-metilcitrato contribuiria
com a formacdo de uma fragdo maior de acetil-CoA a partir de
propionato na linhagem selvagem do que na linhagem mutante, e
levariam a uma menor contribuicdo da via metabdlica alternativa para
o catabolismo de propionato na formacdo de fragmentos com M+1.
Assim, este resultado é compativel com que os valores detectados
como correspondendo aos isdtopos M+1 do fragmento 89, de fato
correspondem ao ruido da metodologia analitica e significaria que ndo
hd contribuicdo do carbono 1 do propionato para formacdo do acetil-
CoA. Ou seja, ndao haveria contribuicdo de vias metabdlicas em que ndo
ocorre a descarboxilacdo do carbono 1 do propionato.

Os resultados obtidos ndo permitem excluir a presenca de uma
via metabdlica, além daquela inativada no mutante LFM693, que
também proporciona a descarboxilacdo do propionato no carbono 1.
Estes resultados também ndo permitem excluir a possibilidade do
propionato estar sendo utilizado para biossintese de outro composto,

como o 2-metilisocitrato.
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Figura 14 - Espectrograma de massas de propil-éster de 3HHp observado no
cultivo da linhagem LFM693 quando suprida com glicose e 1,0 g/L

de propionato.
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Figura 15 - Espectrograma de massas de propil-éster de 3HO observado
no cultivo da linhagem LFMO046 quando surprida com glicose e
1,0 g/L de propionato (A), ou da linhagem LFM693 quando
suprida com glicose e 0,5 (B) ou 1,0 (C) g/L de propionato.
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Figura 16 - Espectrograma de massas de propil-éster de 3HN observado no
cultivo da linhagem LFMO046 quando surprida com glicose e 1,0
g/L de propionato (A), ou da linhagem LFM693 quando suprida
com glicose e 0,5 (B) ou 1,0 (C) g/L de propionato.
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50

Figura 17 - Espectrograma de massas de propil-éster de 3HD observado no
cultivo da linhagem LFMO046 quando surprida com glicose e 1,0
g/L de propionato (A), ou da linhagem LFM693 quando suprida
com glicose e 0,5 (B) ou 1,0 (C) g/L de propionato.
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Para analisar a contribuicdo do propionato e da glicose na
formacdao dos acetil-CoA que sdo incorporados ao 3HA, novos cultivos
utilizando glicose totalmente marcada e propionato ndo marcado foram
planejados. Desta forma, serd possivel avaliar a contribuicdo do
propionato com grupos acetil-CoA para biossintese dos 3HA. Caso se
detecte uma contribuicdo com grupos de dois carbonos nos 3HA
compativel com a quantidade propionato consumido, poderemos
descartar a hipdtese de excrec¢do do 2-metilisocitrato. Caso o

propionato ndo contribua com carbono para biossintese dos 3HA, este
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deve ter como destino a formacdo de um subproduto. Ensaios
preliminares para avaliar as condi¢cdes ideais de cultivo neste caso
foram realizados sem adicdo de glicose marcada, tendo fase de
crescimento e fase de acumulo. Na fase de crescimento (24 horas) nédo
houve limitacdo de nenhum nutriente, em seguida, as células foram
lavadas com solu¢do salina e inoculadas em meio com auséncia de
nitrogénio, contendo 5 g/L de glicose (neste momento, seria
adicionada a glicose completamente marcada) e diferentes
concentracdes de acido propidnico (0; 0,25 e 1 g/L). Os resultados
destes experimentos estdo apresentados na Tabela 9. Como a
guantidade de material analisado neste ensaio foi baixa, ndo foi
possivel detectar picos de 3HHp nos cromatogramas para a linhagem
selvagem com as duas concentracdes de propionato e para a linhagem
mutante com a concentracdo de 0,25 g/L. Também ndo foi possivel
detectar pico de 3HN para LFM046 com a menor concentracdao de
propionato. Entretanto, os resultados confirmaram insercdo de uma
maior fracdo de mondmeros HAi pela linhagem mutante quando

comparada a linhagem selvagem.

Assim, os cultivos com a linhagem mutante (LFM693) poderdo ser
utilizados para avaliar a contribuicdo do propionato para a formacgao
de 3HA apods ter sido metabolizado a acetil-CoA. Medidas do consumo
de glicose e propionato permitirdo avaliar a contribuicdo de cada um
na geracdo de acetil-CoA utilizado para sintese de mondémeros ou
oxidado no ciclo de Krebs. Por outro lado, a andlise por espectrometria
de massas permite avaliar a contribuicdo dos carbonos marcados
(glicose) ou ndo marcados (propionato) na sintese dos mondémeros. Isto
pode ser realizado analisando-se os fragmentos com m/z = 89 ou 131.
Estes fragmentos sdao formados por 1,5 moléculas de acetil-CoA. Se
apenas a glicose for utilizada para formacdo dos acetil-CoA, devera ser
detectado apenas o isétopo com massa M+3 do fragmento m/z = 89, ou

seja, um fragmento com m/z = 92. Por outro lado, se propionato
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também contribuir para formacdo de acetil-CoA, deverdo ser
encontrados is6topos do fragmento m/z= 89 apresentando m/z = 89, 90
e 91. A andlise das propor¢cdes dos diferentes isdétopos permitira
determinar a contribuicdo do propionato e da glicose na formacdo de
acetil-CoA. Se a contribuicdo do propionato para formacgdo de acetil-
CoA (detectada nos espectros de massas) for muito inferior aquela
prevista pelo consumo desse em relacdo a glicose, o resultado indicara
gue parte do propionato foi direcionado para formacdo de um

subproduto.

Esses experimentos serdo realizados no futuro neste laboratério.
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Tabela 9 - Teor e composi¢ao de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seu mutante LFM693.

Linhagem Xt C3 3HHXx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDDAs 3HDD PHA
Bacteriana (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC)
046 4,55 0,00 2,79 0,00 34,98 0,00 55,70 3,64 2,89 31,45
046 4,00 0,00 3,14 0,00 34,91 0,00 55,83 3,05 3,06 26,94
046 3,46 0,00 2,72 0,00 33,96 0,00 55,23 5,58 2,52 44,42
046 3,67 0,00 3,25 0,00 34,93 0,00 53,58 5,68 2,56 30,60
Média 3,92 0,00 2,97 0,00 34,70 0,00 55,08 4,49 2,76 33,35
il 0,48 0,00 0,26 0,00 0,49 0,00 1,04 1,34 0,26 7,63
046 4,21 0,25 3,23 0,00 35,55 0,00 54,82 3,65 2,75 30,70
046 4,24 0,25 2,86 0,00 34,56 0,00 54,77 5,03 2,77 32,42
046 4,37 0,25 3,03 0,00 34,91 0,00 54,77 4,40 2,90 26,42
046 4,14 0,25 3,03 0,00 34,54 0,00 54,13 5,43 2,88 29,35
Média 4,24 0,25 3,04 0,00 34,89 0,00 54,62 4,62 2,82 29,72
0,10 0,00 0,15 0,00 0,47 0,00 0,33 0,78 0,07 2,53
046 5,00 1,00 3,17 0,00 35,72 1,32 52,86 4,39 2,54 32,60
046 3,80 1,00 3,05 0,00 35,61 1,19 51,30 6,21 2,65 34,33
046 4,40 1,00 2,76 0,00 34,20 1,17 55,57 3,49 2,79 44,58
046 4,34 1,00 3,02 0,00 33,92 1,20 54,04 4,93 2,89 28,81
Média 4,39 1,00 3,00 0,00 34,86 1,22 53,44 4,76 2,72 35,08
0,49 0,00 0,17 0,00 0,93 0,07 1,81 1,14 0,15 6,74

(continua)

Xt — massa seca celular; C3 forn — acido propidonico fornecido; 3HHx — 3-hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-
hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS5 — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de mondmeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do acido

propiénico em mondmeros contendo nimero impar de carbonos
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Tabela 9 - Teor e composi¢ao de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seu mutante LFM693.

Linhagem Xt C3 3HHXx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDDAs 3HDD PHA

Bacteriana (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC)
693 4,28 0,00 3,22 0,00 34,66 0,00 53,94 5,08 3,11 25,65
693 4,11 0,00 2,92 0,00 34,33 0,00 54,76 4,79 3,20 33,34
693 4,43 0,00 2,96 0,00 33,09 0,00 53,93 7,85 2,16 33,56
693 4,01 0,00 3,07 0,00 33,58 0,00 55,28 4,77 3,29 28,70
Média 4,21 0,00 3,04 0,00 33,91 0,00 54,48 5,62 2,94 30,31
* 0,19 0,14 0,00 0,71 0,00 0,66 1,49 0,53 3,83
693 4,36 0,25 2,63 0,00 32,64 1,43 53,44 6,52 3,34 31,70
693 4,04 0,25 3,22 0,00 34,46 1,65 54,06 4,04 2,57 26,61
693 3,58 0,25 3,46 0,56 34,20 2,72 50,76 5,19 3,12 37,96
693 3,33 0,25 3,17 0,00 31,92 2,15 49,37 7,36 6,02 37,29
Média 3,83 0,25 3,12 0,14 33,31 1,99 51,91 5,78 3,76 33,39
t 0,46 0,35 0,28 1,22 0,57 2,21 1,46 1,54 5,32
693 4,48 1,00 2,82 1,84 30,00 12,70 46,21 3,75 2,68 27,08
693 4,37 1,00 2,98 1,90 29,63 12,55 44,82 5,50 2,62 24,43
693 2,68 1,00 3,52 1,26 32,31 6,69 48,85 4,71 2,66 25,71
Média 3,84 1,00 3,11 1,67 30,65 10,65 46,63 4,65 2,65 25,74
t 1,01 0,36 0,35 1,45 3,43 2,05 0,88 0,03 1,33

(conclusdo)

Xt — massa seca celular; C3 forn — 4cido propidnico fornecido; 3HHx — 3-hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-
hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS5 — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de mondmeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do acido

propiénico em mondmeros contendo nimero impar de carbono
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5 CONCLUSOES

Genes relacionados ao ciclo do 2-metilcitrato foram encontrados em todas as
espécies de Pseudomonas tipicamente compondo um operon
proRBCAcnMprpFD, embora em algumas espécies prpD encontra-se separado
do operon.

Genes da via do metilmalonil-CoA de E. coli (scpAArgKscpBC) ndao foram
encontrados em nenhum dos genomas de Pseudomonas sequenciados.

Genes da oa-oxidacdo de propionato foram encontrados em todas as
linhagens de P. aeruginosa, mas ndo em outras espécies de Pseudomonas. O
operon correspondente a a-oxidagdo contem seis genes em linhagens de P.
aeruginosa, enquanto em Burkholderia spp. sdo trés genes.

A analise de um mutante prp de Pseudomonas sp. LFM046 obtido por
insercdo de transposon revelou que estava mutado no gene prpB,
relacionado ao ciclo do 2-metilcitrato.

O mutante afetado no gene prpB foi analisado com relacdo a excre¢do de 2-
metilisocitrato. Comparacdo com 4dcido isocitrico ndo indicou a excrecao
desse acido.

A andlise de mutantes obtidos por radiacdo ultravioleta revelou que nenhum
deles apresentava caracteristicas de metabolizacdo do propionato
semelhante ao mutante afetado no gene prpB, entretanto dois devem estar
afetados em via menos relevante para o metabolismo de propionato e outros
dois na ativacdo desse dcido organico.

Experimentos com propionato marcado no carbono 1 (C*®) demonstraram que
as vias do oxobutirato, do metimalonil-CoA e do 2-hidroxiglutarato nao
devem contribuir para o metabolismo de propionato em Pseudomonas sp.
LFMO046.
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Apéndice — Resultados dos ensaios em frascos agitado



Tabela 1-Teor e composi¢do de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversdo de propionato em
mondmeros impares no Ensaio 1.(continua)

Linhagem Xt  Glicose C3forn. C3cons. 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5 PHA YHAIi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
3,68 14,99 0,00 0,00 4,53 0,00 36,63 0,00 54,03 2,85 1,96 46,92 -
3,78 15,62 025 0,32 4,50 0,00 30,95 2,40 57,45 2,79 1,90 54,74 0,07
3,92 15,77 ’ 0,32 4,71 0,00 33,11 1,86 55,65 2,85 1,82 55,77 0,06
Média 3,85 15,70 0,32 4,61 0,00 32,03 2,13 56,55 2,82 1,86 55,26 0,07
LFMO046 Desv.Pad. 10,09 0,10 +0,00 +0,15 +0,00 +1,53 +0,38 +1,28 +0,04 +0,06 +0,73 10,01
2,97 14,47 050 0,64 3,02 0,00 25,26 6,07 59,99 2,98 2,68 44,73 0,06
3,65 13,43 ’ 0,53 3,94 0,00 29,32 5,31 56,84 2,55 2,05 48,48 0,08
Média 3,31 13,95 0,58 3,48 0,00 27,29 5,69 58,41 2,77 2,36 46,60 0,07
Desv.Pad. 0,48 +0,73 10,08 0,65 10,00 +2,87 +0,54 12,23 10,31 10,44 +2,65 +0,02
1,32 3,58 000 0,00 12,41 0,00 0,00 0,00 41,00 6,75 39,84 1,92 -
1,10 5,46 ’ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 53,38 0,00 46,62 1,42 -
Média 1,21 4,52 0,00 6,21 0,00 0,00 0,00 47,19 3,38 43,23 1,67 -
Desv.Pad. 10,15 1,33 +0,00 18,78 +0,00 +0,00 +0,00 +8,75 +4,77 +4,80 10,35 -
1,38 4,60 025 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 49,10 10,40 40,50 1,42 0,00
LEM 467 1,10 4,70 ’ 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 48,64 10,75 40,62 1,55 0,00
Média 1,24 4,65 0,18 0,00 0,00 0,00 0,00 48,87 10,57 40,56 1,49 0,00
Desv.Pad. 10,20 0,07 +0,10 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,32 +0,24 +0,08 +0,09 +0,00
1,30 1,44 050 0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 57,62 0,00 42,38 1,35 0,00
1,03 1,90 ’ 0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 51,79 9,21 39,00 1,78 0,00
Média 1,17 1,67 0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 54,70 4,61 40,69 1,56 0,00
Desv.Pad. 10,19 0,32 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +4,12 +6,52 +2,39 +0,30 +0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - dcido propidnico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em mondmeros contendo nimero impar de
carbonos



Tabela 1-Teor e composi¢do de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversdo de propionato em

monomeros impares no Ensaio 1.(conclusdo)

Linhagem Xt Glicose C3forn. C3cons. 3HB 3HV 3HHXx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDAS PHA YHAIi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
4,38 14,70 0,00 0,00 0,00 0,00 4,91 0,00 34,03 0,00 55,96 3,06 2,05 53,63 -
4,03 1521 0,00 0,00 0,00 5,05 0,00 36,47 0,00 53,14 3,01 2,33 56,37 -
Média 421 14,96 0,00 0,00 0,00 4,98 0,00 35,25 0,00 54,55 3,04 2,19 55,00 -
Desv.Pad. 0,25 0,36 +0,00 0,00 +0,00 +0,10 +0,00 +1,73 +0,00 +2,00 +0,03 +0,20 +1,94 -
412 1514 0,25 0,27 0,00 0,00 4,65 1,22 34,44 2,42 52,45 2,93 1,88 50,91 0,13
LEM469 3,93 14,67 0,23 0,00 0,00 5,14 1,07 35,52 1,99 51,54 2,78 1,96 44,20 0,11
Média 4,03 14,90 0,25 0,00 0,00 4,89 1,15 34,98 2,21 52,00 2,85 1,92 47,56 0,12
Desv.Pad. 10,13 0,33 +0,03 +0,00 +0,00 10,34 +0,00 +0,73 +0,31 +0,71 +0,11 +0,06 +4,66 +0,02
3,93 15,43 0,50 0,48 0,00 0,00 4,84 1,83 32,46 4,03 52,39 2,64 1,80 51,44 0,12
4,05 16,11 0,53 0,00 0,00 4,70 1,91 31,74 4,31 52,94 2,65 1,75 54,18 0,12
Média 3,99 15,77 0,50 0,00 0,00 4,77 1,87 32,10 4,17 52,67 2,64 1,77 52,81 0,12
Desv.Pad. 0,08 0,48 +0,03 0,00 +0,00 +0,10 +0,00 +0,50 +0,20 +0,42 +0,00 +0,03 +1,89 +0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - acido propiénico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-

hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-

hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em monémeros contendo nimero impar de
carbonos



Tabela 2 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em

monomeros impares no Ensaio 2.(continua)

Linhagem Xt Glicose C3forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDAS PHA YHAI/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC)  (mol/mol)
4,03 17,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,29 0,00 33,63 0,00 55,87 3,73 2,48 65,21 -
4,20 16,00 0,00 0,00 0,00 4,18 0,00 31,98 0,00 52,85 7,46 3,53 59,71 -
Média 4,12 16,50 0,00 0,00 0,00 4,23 0,00 32,81 0,00 54,36 5,60 3,01 62,46 -
Desv.Pad. 0,12 0,71 0,00  +0,00 +0,00 +0,08 +0,00 +1,16 +0,00 2,13 +2,63 +0,74 +3,89 -
3,90 14,92 0,25 0,16 0,00 0,00 4,48 0,38 31,93 1,16 51,24 6,46 4,35 52,56 0,07
LFMO46 3,83 14,66 0,15 0,00 0,00 4,28 0,42 30,71 1,18 50,32 9,24 3,85 55,38 0,10
Média 3,87 14,79 0,15 0,00 0,00 4,38 0,40 31,32 1,17 50,78 7,85 4,10 53,97 0,09
Desv.Pad. 0,05 0,19 0,01 +0,00 +0,00 +0,14 +0,03 +0,86 0,01 +0,65 +1,97 +0,36 +1,99 0,03
3,30 14,78 0,50 0,39 0,00 0,00 4,62 0,00 33,61 1,49 51,86 4,44 3,97 53,03 0,03
4,00 13,02 0,38 0,00 0,00 3,98 0,88 29,48 1,31 51,67 8,95 3,73 54,79 0,06
Média 3,65 13,90 0,39 0,00 0,00 4,30 0,44 31,54 1,40 51,77 6,70 3,85 53,91 0,04
Desv.Pad. 0,49  +1,25 0,01  +0,00 +0,00 +0,45 +0,62 +2,92 +0,13 +0,14 +3,19 +0,17 +1,24 +0,02
3,93 15,07 0,00 0,00 0,00 0,00 3,90 0,00 29,14 0,00 57,01 6,32 3,63 65,17 -
3,93 16,04 0,00 0,00 0,00 3,85 0,00 29,20 0,00 55,91 6,82 4,22 58,85 -
Média 3,93 15,55 0,00 0,00 0,00 3,87 0,00 29,17 0,00 56,46 6,57 3,92 62,01 -
Desv.Pad. +0,00 +0,68 +0,00 +0,00 +0,00 +0,03 +0,00 0,04 +0,00 +0,77 +0,35 10,41 4,47 -
LFM 470 1,93 7,44 0,25 0,03 0,00 0,00 3,04 0,00 25,02 0,00 56,11 5,06 10,77 13,19 0,00
2,07 6,58 0,50 0,03 0,00 0,00 4,01 0,00 26,35 0,00 55,92 3,85 9,87 11,25 0,00
2,00 9,93 0,05 0,00 0,00 2,70 0,00 24,71 0,00 47,46 12,82 12,31 20,00 0,00
Média 2,03 8,25 0,04 0,00 0,00 3,35 0,00 25,53 0,00 51,69 8,34 11,09 15,63 0,00
Desv.Pad. 0,05 2,37 0,01  +0,00 +0,00 +0,93 +0,00 +1,16 +0,00 +5,98 6,34 +1,73 6,19 +0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - dcido propidnico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-

hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-

hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em mondmeros contendo nimero impar de
carbono



Tabela 2 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em
monomeros impares no Ensaio 2.(conclusao)

Linhagem Xt Glicose C3forn. C3cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5 PHA YHAI/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
4,22 16,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,30 0,00 32,22 0,00 53,69 6,22 3,57 58,27 -
4,28 12,29 0,00 0,00 0,00 4,34 0,00 32,68 0,00 53,27 5,80 3,91 60,39 -
Média 4,25 14,15 0,00 000 0,00 4,32 0,00 3245 0,00 5348 6,01 3,74 59,33 -
Desv.Pad. +0,05 2,62 +0,00 +0,00 +0,00 +0,03 +0,00 0,32 +0,00 0,30 +0,30 +0,24 +1,50 -
3,63 14,73 0,25 0,17 0,00 0,00 6,90 0,52 40,51 1,49 42,02 5,36 3,21 67,75 0,14
LFMAT1 3,97 15,28 0,11 0,00 000 502 043 3523 128 51,79 3,74 2,51 50,01 0,15
Média 3,80 15,01 0,14 000 0,00 596 047 37,87 1,38 46,90 4,55 2,86 58,88 0,14
Desv.Pad. 10,24 +0,39 +0,04 10,00 0,00 1,33 +0,06 +3,73 0,15 6,91 +1,14 0,50 +12,54 0,01
4,17 15,35 0.50 0,48 000 000 461 08 31,90 1,39 5163 5,75 3,84 51,32 0,05
3,98 12,86 0,40 0,00 0,00 4,87 1,02 31,76 1,39 51,42 5,72 3,82 51,48 0,06
Média 4,08 14,10 0,44 0,00 0,00 4,74 0,95 31,83 1,39 51,53 5,74 3,83 51,40 0,05
Desv.Pad. 0,13 +1,76 +0,06 +0,00 0,00 +0,18 +0,10 0,09 0,00 0,15 +0,02 +0,01 0,11 +0,00
4,17 18,38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,30 30,53 0,00 55,26 6,03 3,88 58,53 -
4,07 15,49 0,00 0,00 0,00 404 0,00 3058 0,00 5605 564 3,69 5827 -
Média 4,12 16,94 0,00 0,00 0,00 202 215 3055 0,00 5565 5,83 3,79 58,40 -
Desv.Pad. 10,07 +2,04 +0,00 $0,00 0,00 +2,86 +3,04 0,03 0,00 0,56 +0,27 0,13  +0,18 -
2,17 10,41 025 0,18 0,00 0,00 251 1,47 21,31 3,26 44,08 1032 17,05 21,86 0,06
LFM478 2,23 12,19 0,22 0,00 0,00 2,48 1,71 18,78 596 4356 13,16 14,36 24,33 0,08
Média 2,20 11,30 0,20 0,00 0,00 2,49 1,59 20,04 4,61 43,82 11,74 15,70 23,09 0,07
Desv.Pad. 10,05 +1,26 +0,03 $0,00 0,00 0,02 0,17 +1,79 +1,91 0,37 +2,00 1,91 1,75 +0,02
2,27 11,92 0,50 0,36 0,00 0,00 2,75 0,00 2410 1,58 4871 10,89 11,97 20,37 0,01
2,27 13,57 0,41 0,00 0,00 2,58 0,00 22,47 1,51 45,45 17,06 10,93 22,39 0,01
Média 2,27 12,75 0,39 0,00 0,00 2,67 0,00 23,28 1,54 47,08 13,97 11,45 21,38 0,01
Desv.Pad. 10,00 +1,16 +0,04 $0,00 10,00 0,12 +0,00 +1,15 +0,05 +2,31 +4,36 0,73 11,43 +0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - dcido propiodnico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em mondmeros contendo nimero impar de

carbono



Tabela 3 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em

monomeros impares no Ensaio 3.(continua)

Linhagem Xt Glicose C3forn. C3cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDAS PHA YHAI/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
2,72 10,73 0,00 0,00 0,00 0,00 3,32 0,00 26,29 0,00 60,23 6,95 3,22 58,93 -
2,60 9,08 0,00 0,00 0,00 3,27 0,00 25,26 0,00 56,78 10,36 4,33 61,79 -
Média 2,66 9,90 0,00 0,00 0,00 3,30 0,00 25,77 0,00 58,50 8,66 3,77 60,36 -
Desv.Pad. 10,08 1,16 +0,00  $0,00  +0,00 +0,03  +0,00 0,73 0,00 2,44 2,41 +0,79 +2,03 -
2,77 12,65 0,25 0,20 0,00 0,00 3,04 0,52 23,67 1,69 55,78 10,75 4,54 59,22 0,08
LFMO46 2,78 12,93 0,20 0,00 0,00 3,38 0,36 23,90 1,47 55,87 10,55 4,47 59,30 0,07
Média 2,78 12,79 0,20 0,00 0,00 3,21 0,44 23,78 1,58 55,83 10,65 4,51 59,26 0,08
Desv.Pad. 10,01 0,20 +0,00  $0,00  +0,00 +0,25 0,12  +0,16 0,16 10,06 10,14 +0,05 +0,06 +0,01
2,30 9,73 0,50 0,48 0,00 0,00 2,80 0,66 22,34 3,04 53,82 12,43 491 64,14 0,05
2,37 8,389 0,51 0,00 0,00 2,97 0,72 23,01 2,89 5520 10,69 4,51 55,67 0,04
Média 2,33 931 0,49 0,00 0,00 2,89 0,69 22,67 2,97 5451 11,56 4,71 59,91 0,05
Desv.Pad. 10,05 0,59 +0,02  $0,00  +0,00 +0,12  +0,04 0,48 0,11 0,98  +1,22 +0,28 +5,99 +0,01
3,05 15,48 0,00 0,00 0,00 0,00 3,20 0,00 24,28 0,00 56,93 11,16 4,42 59,22 -
2,48 12,67 0,00 0,00 0,00 3,16 0,00 24,19 0,00 56,41 11,84 4,40 59,30 -
Média 2,77 14,07 0,00 0,00 0,00 3,18 0,00 24,24 0,00 56,67 11,50 4,41 59,26 -
Desv.Pad. +0,40 +1,99 +0,00 +0,00 +0,00 0,03 +0,00 +0,06 0,00 +0,37 +0,48 +0,02 +0,06 -
2,48 11,47 0,25 0,21 0,00 0,00 3,19 0,00 24,37 0,00 57,09 11,08 4,27 56,07 0,00
LFM 473 2,37 11,44 0,20 0,00 0,00 3,33 0,00 24,20 0,00 56,37 11,61 4,50 55,94 0,00
Média 2,43 11,45 0,21 0,00 0,00 3,26 0,00 24,28 0,00 56,73 11,35 4,38 56,00 0,00
Desv.Pad. 10,08 0,02 +0,00  $0,00  +0,00 +0,10  +0,00 0,12  +0,00 0,51 0,37 +0,16 +0,10 +0,00
2,07 10,01 0,50 0,21 0,00 0,00 3,05 0,00 28,20 0,00 52,54 11,75 4,46 52,26 0,00
2,05 13,73 0,17 0,00 0,00 3,55 0,00 25,75 0,00 60,87 6,03 3,80 49,39 0,00
Média 2,06 11,87 0,19 0,00 0,00 3,30 0,00 26,98 0,00 56,71 8,89 4,13 50,83 0,00
Desv.Pad. 0,01 2,62 10,03 10,00 +0,00 0,35 +0,00 +1,73 0,00 +5,89 +4,04 +0,47 +2,03 +0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - acido propiénico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-

hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-

hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em monémeros contendo nimero impar de

carbono



Tabela 3 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em

monomeros impares no Ensaio 3.(conclusao)

Linhagem Xt Glicose C3forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDAS PHA YHAIi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
2,33 12,78 0,00 0,00 0,00 0,00 2,92 0,00 22,61 0,00 56,00 12,74 5,73 57,73 -
2,45 12,66 0,00 000 000 216 000 2610 0,00 51,97 14,82 4,94 73,92 -
Média 2,39 12,72 0,00 000 0,00 254 000 2435 0,00 5398 13,78 5,34 65,83 -
Desv.Pad. 0,08  +0,09 +0,00 $0,00 0,00 $0,53 0,00 +2,47 0,00 +2,85 +1,47 0,56  *11,45 -
1,98 11,01 0,25 0,11 000 000 350 027 2489 0,89 57,80 874 3,91 45,05 0,04
LEMA479 1,92 14,09 0,16 0,00 0,00 3,23 0,30 23,31 0,93 54,73 13,02 4,49 50,12 0,03
Média 1,95 12,55 0,14 0,00 0,00 3,37 0,28 24,10 0,91 56,26 10,88 4,20 47,59 0,04
Desv.Pad. 0,05 +2,18 +0,04 +0,00 +0,00 0,20 0,02 *1,12 +0,03 *2,17 3,03 10,41 +3,59 +0,01
1,13 16,36 0,50 0,42 0,00 0,00 3,64 0,00 24,50 0,00 44,46 19,86 7,54 0,00
1,48 14,35 0,44 0,00 0,00 2,94 0,00 22,17 0,00 46,42 21,47 7,00 24,65 0,00
Média 1,31 15,36 0,43 000 0,00 329 000 23,33 0,00 4544 2067 7,27 30,12 0,00
Desv.Pad. 0,25  +1,42 +0,01  $0,00 0,00 $0,50 0,00 +1,65 0,00 +1,39 +1,14 0,38 +7,73 +0,00
2,85 10,37 0,00 0,00 000 000 000 000 2566 0,00 61,38 837 4,00 59,45 -
2,37 11,69 0,00 0,00 0,00 3,18 0,00 24,33 0,00 57,48 10,14 4,86 62,35 -
Média 2,61 11,03 0,00 000 0,00 159 000 2499 0,00 5943 9,25 4,43 60,90 -
Desv.Pad. 10,34 +0,93 +0,00 +0,00 +0,00 2,25 +0,00 *0,93 +0,00 *2,75 1,25 10,61 +2,04 -
1,87 8,07 0,25 0,05 000 0,00 314 000 2434 0,00 5368 13,64 5,20 47,06 0,00
LFM480 1,53 9,05 0,50 0,10 0,00 0,00 3,47 0,00 25,89 0,00 60,99 5,94 3,72 32,92 0,00
1,40 6,90 0,07 000 000 333 000 2378 0,00 5500 12,86 5,02 40,01 0,00
Média 1,47 7,98 0,08 000 0,00 340 000 2484 0,00 57,99 9,40 4,37 36,47 0,00
Desv.Pad. 0,09  +1,52 +0,02  $0,00 0,00 0,10 0,00 +1,49 0,00 *4,23 +4,90 10,92 5,01 +0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - acido propiénico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do acido propiénico em monémeros contendo nimero impar de

carbono

Vi



Tabela 4 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em

monomeros impares no Ensaio 4. (continua)

Linhagem Xt  Glicose C3forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5 PHA YHAi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
2,73 13,91 0,00 0,00 0,00 0,00 4,93 0,00 35,14 0,00 52,70 4,06 3,17 32,38 -
1,95 12,55 0,00 0,00 000 355 0,00 3954 0,00 43,00 6,45 7,46 32,32 -
Média 2,34 13,23 0,00 0,00 0,00 4,24 0,00 37,34 0,00 47,85 5,25 5,32 32,35 -
Desv.Pad. 0,55 0,97 0,00 0,00 0,00 +0,97 0,00 3,11 0,00 +6,86 +1,69 $3,04 0,04 -
2,72 10,78 0,25 0,22 0,00 0,00 3,33 0,69 25,69 3,02 58,49 3,01 5,76 30,03 0,06
LFMO46 2,57 12,84 0,24 0,00 0,00 3,24 1,50 20,76 7,61 56,01 2,95 7,94 20,20 0,09
Média 2,64 11,81 0,23 0,00 0,00 3,28 1,09 23,23 5,31 57,25 2,98 6,85 25,11 0,08
Desv.Pad. +0,11 1,46 10,01 +0,00 *0,00 *0,07 0,57 3,49 3,24 1,76 0,04 *1,54 16,96 0,02
2,83 15,52 0,50 0,45 0,00 000 345 1,06 20,61 421 6432 2,74 3,62 24,89 0,04
3,15 15,08 0,39 000 000 1,41 0,82 11,83 27,03 53,58 1,99 3,35 32,77 0,34
Média 2,99 15,30 0,42 0,00 000 243 0,94 16,22 1562 5895 2,36 3,48 28,83 0,19
Desv.Pad. 0,22 0,31 +0,04 0,00 0,00 +1,44 $0,17 6,21 +16,14 +7,59 0,53 0,19 1557 +0,21
3,38 10,55 0,00 0,00 0,00 000 220 0,00 2921 0,00 53,00 491 10,67 7,82 -
2,53 9,28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 30,14 0,00 54,86 12,22 2,78 18,64 -
Média 296 9,91 0,00 0,00 0,00 1,10 0,00 29,67 0,00 53,93 8,57 6,73 13,23 -
Desv.Pad. +0,60 0,90 +0,00 +0,00 *0,00 +*1,56 +0,00 0,66 0,00 +1,31 5,17 +5,58 +7,65 -
3,27 6,52 025 ND 0,00 000 169 0,00 1446 0,00 5863 7,27 17,39 3,82 0,00
LEM 481 3,40 7,34 0,05 0,00 0,00 1,73 0,00 12,36 0,00 68,90 6,18 10,59 6,96 0,00
Média 3,33 6,93 0,05 000 000 1,71 0,00 13,41 0,00 63,76 6,72 13,99 5,39 0,00
Desv.Pad. +0,09 0,58 - +0,00 +0,00 +0,03 +0,00 +1,49 0,00 +7,26 0,77 +4,81 2,22 +0,00
1,63 6,90 0,50 0,22 0,00 000 096 0,00 674 000 2340 60,50 8,40 8,97 0,00
2,25 6,74 0,11 0,00 0,00 1,88 0,00 13,58 0,00 57,90 6,94 19,70 3,93 0,00
Média 1,94 6,82 0,17 000 000 1,42 0,00 10,16 0,00 40,65 33,72 14,05 6,45 0,00
Desv.Pad. 0,44 0,11 +0,08 +0,00 +0,00 0,65 +0,00 4,84 +0,00 24,39 +37,87 17,99 13,56 +0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - acido propiénico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em monémeros contendo nimero impar de

carbono



Tabela 4 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em
monomeros impares no Ensaio 4. (conclus3o)

Linhagem Xt  Glicose C3forn. C3cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5S PHA YHAI/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
3,63 13,68 0,00 0,00 0,00 0,00 4,16 0,00 31,67 0,00 57,21 3,46 3,50 25,89 -
3,17 13,83 0,00 000 000 399 000 2972 000 5905 3,51 3,73 31,22 -
Média 3,40 13,76 0,00 000 000 408 0,00 3069 000 5813 3,48 3,62 28,55 -
Desv.Pad. 10,33 0,10 +0,00 $0,00 0,00 0,12 +0,00 +1,38 0,00 1,30 0,03 10,17 3,77 -
3,65 11,79 0,25 0,26 0,00 0,00 4,13 0,96 29,41 3,46 55,39 3,36 3,30 36,50 0,11
LFM482 1,18 7,07 0,13 000 000 164 508 1303 136 5638 461 17,91 6,43 0,02
Média 2,42 9,43 0,19 0,00 0,00 2,88 3,02 21,22 2,41 55,88 3,98 10,60 21,46 0,06
Desv.Pad. *1,74 3,34 +0,09 $0,00 0,00 +1,77 +2,92 11,58 +1,48 0,70 10,89 +10,33 21,27 +0,06
3,47 13,24 0,50 0,16 0,00 0,00 4,07 1,68 29,58 5,02 52,66 3,72 3,26 30,41 0,20
3,38 12,98 0,28 000 000 000 0,14 3068 507 57,09 3,72 3,31 41,82 0,12
Média 3,43 13,11 0,22 0,00 0,00 2,04 0,91 30,13 5,04 54,88 3,72 3,29 36,11 0,16
Desv.Pad. 10,06 0,18 +0,08 10,00 0,00 2,88 +1,09 0,78 0,03 3,13 0,00 +0,04 8,07 +0,06

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - dcido propidnico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em mondmeros contendo nimero impar de
carbono

viii



Tabela 5 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em
monomeros impares no Ensaio 5. (continua)

Linhagem Xt Glicose C3forn. C3cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5 PHA YHAi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
4,37 15,78 0,00 0,00 0,00 0,00 5,02 0,00 36,06 0,00 53,99 2,76 2,17 33,92 -
3,95 15,01 0,00 0,00 000 015 0,00 33,46 0,00 62,67 0,83 2,90 29,37 -
Média 4,16 15,39 0,00 0,00 0,00 2,58 0,00 34,76 0,00 58,33 1,79 2,53 31,65 -
Desv.Pad. $0,29 0,55 +0,00 +0,00 0,00 3,45 +0,00 +1,84 0,00 6,14 +1,37 0,51 3,21 -
3,90 14,90 0,25 0,09 0,00 0,00 0,00 0,07 33,99 0,30 54,33 1,80 9,51 27,22 0,02
LFMO46 3,87 14,60 0,09 0,00 0,00 0,00 0,21 33,07 0,34 61,85 3,60 0,94 23,44 0,02
Média 3,88 14,75 0,09 0,00 0,00 0,00 0,14 33,53 0,32 58,09 2,70 5,23 25,33 0,02
Desv.Pad. 0,02 0,21 +0,00 +0,00 *0,00 +0,00 +0,10 0,65 0,02 +5,32 *1,27 +6,06 +2,68 +0,00
3,25 16,07 0,50 0,23 0,00 000 000 0,00 3414 2,71 59,06 3,52 0,57 29,83 0,05
3,55 16,21 0,37 0,00 000 000 0,00 3453 2,68 5860 3,64 055 4542 0,05
Média 3,40 16,14 0,30 000 000 000 0,00 3433 269 588 358 056 37,63 0,05
Desv.Pad. $0,21 0,10 +0,10  +0,00 +0,00 0,00 +0,00 +0,28 0,02 0,33 +0,09 0,01 11,03 0,00
427 16,57 0,00 0,00 0,00 000 000 000 3743 0,00 59,08 3,11 0,38 45,77 -
4,43 15,00 0,00 0,00 0,00 4,63 0,00 34,77 0,00 57,09 3,18 0,33 34,70 -
Média 4,35 15,78 0,00 0,00 0,00 2,31 0,00 36,10 0,00 58,08 3,14 0,36 40,24 -
Desv.Pad. 0,12 1,11 +0,00 +0,00 *0,00 +3,27 +0,00 +1,88 0,00 +1,41 0,05 +0,03 7,83 -
2,38 431 0.25 0,12 0,00 000 000 0,00 2577 000 6493 6,91 2,38 6,50 0,00
LEM 483 1,82 6,76 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 23,32 0,00 58,78 15,59 2,32 5,99 0,00
Média 2,10 5,54 0,12 000 000 000 0,00 2454 0,00 61,8 11,25 2,35 6,25 0,00
Desv.Pad. +0,40 1,73 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +1,74 +0,00 4,35 16,13 +0,05 +0,36 +0,00
2,37 4,00 0,50 0,24 0,00 000 000 0,00 2391 000 5729 16,14 2,66 4,83 0,00
2,40 6,36 0,24 0,00 0,00 0,00 0,00 28,83 0,00 62,47 5,51 3,19 4,55 0,00
Média 2,38 5,18 0,24 000 000 000 0,00 2637 000 59,88 10,82 2,93 4,69 0,00
Desv.Pad. 0,02 1,67 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 3,48 0,00 +3,66 7,51 +0,37 10,20 +0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - acido propiénico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em monémeros contendo nimero impar de
carbono



Tabela 5 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em
monomeros impares no Ensaio 5. (conclusao)

.Linhagem Xt Glicose C3forn. C3cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDAS PHA YHAIi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
3,57 12,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 33,74 0,00 62,68 3,39 0,19 52,58 -
3,85 13,42 0,00 000 000 000 000 31,81 000 6438 3,51 0,30 32,96 -
Média 3,71 12,93 0,00 000 000 000 0,00 3277 000 6353 3,45 0,24 42,77 -
Desv.Pad. 10,20 0,71 +0,00 $0,00 0,00 0,00 $0,00 1,37 +0,00 +121 +0,08 +0,08 +13,87 -
2,80 7,78 025 0,12 000 000 197 000 1662 0,00 4515 21,61 14,65 4,11 0,00
LEM485 2,48 7,04 0,12 0,00 0,00 2,48 0,00 16,67 0,00 51,87 24,59 4,39 3,79 0,00
Média 2,64 7,41 0,12 0,00 0,00 2,22 0,00 16,65 0,00 48,51 23,10 9,52 3,95 0,00
Desv.Pad. 10,22 10,52 +0,00 +0,00 +0,00 +0,36 +0,00 +0,03 +0,00 +4,75 +2,11 7,25 10,22 +0,00
2,13 6,41 0,50 0,30 0,00 0,00 0,00 0,00 17,76 0,00 51,92 25,88 4,44 3,50 0,00
2,03 8,48 0,27 0,00 0,00 0,00 0,00 30,88 0,00 63,02 4,60 1,51 7,02 0,00
Média 2,08 7,45 0,29 000 000 000 0,00 2432 0,00 5747 1524 2,97 5,26 0,00
Desv.Pad. 10,07 1,46 +0,02 $0,00 0,00 0,00 +0,00 +9,28 0,00 +7,84 15,05 +2,07 2,48 +0,00
297 1680 0,00 000 000 463 000 3451 000 5737 321 0,28 38,28 -
5,12 15,53 0,00 0,00 0,00 4,37 0,00 34,07 0,00 58,50 2,72 0,33 47,47 -
Média 4,04 16,16 0,00 000 000 450 0,00 3429 000 57,93 2,96 0,31 42,87 -
Desv.Pad. 11,52 10,90 +0,00 +0,00 +0,00 +0,18 +0,00 +0,31 +0,00 +0,80 +0,34 +0,04 6,50 -
248 1198 .. 0,16 000 000 000 000 1803 0,00 5475 1400 13,21 10,95 0,00
LEM487 5,08 19,44 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 35,07 0,00 62,92 1,81 0,20 39,20 0,00
Média 3,78 15,71 0,14 000 000 000 0,00 2655 000 588 7,90 6,71 25,08 0,00
Desv.Pad. 11,84 15,28 +0,02 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 12,04 0,00 15,78 18,62 19,20 +19,98 +0,00
277 1501 0,15 000 000 000 000 21,73 000 5945 13,39 5,42 11,00 0,00
1,32 13,29 0,30 000 000 000 000 2901 000 6560 422 1,17 13,95 0,00
Média 2,04 14,15 0,23 000 000 000 0,00 2537 000 6253 881 3,30 12,47 0,00
Desv.Pad. 11,03 11,22 +0,11 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 15,15 +0,00 +4,35 6,49 3,01 +2,08 +0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - acido propiénico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do acido propiénico em monémeros contendo nimero impar de
carbono



Tabela 6 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em
monomeros impares no Ensaio 6. (continua)

Linhagem Xt Glicose C3forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5 PHA YHAI/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
7,05 17,28 0,00 0,00 0,00 0,00 4,04 0,00 33,22 0,00 60,82 1,19 0,73 25,37 -
423 10,57 0,25 0,30 0,00 000 366 061 2881 1,15 60,97 440 039 2322 0,03
LEMO46 7,25 11,81 0,50 0,56 0,00 0,00 0,00 4,82 29,61 2,82 55,52 5,81 1,41 12,07 0,05
6,60 16,04 0,40 0,00 000 0,00 000 2753 741 5862 542 1,02 18,19 0,10
Média 6,93 13,93 0,48 0,00 0,00 0,00 2,41 28,57 5,12 57,07 5,62 1,22 15,13 0,08
Desv.Pad. 10,46 +2,99 0,11 +0,00 +0,00 +0,00 3,41 147 3,25 +2,19 10,28 10,28 +4,32 0,03
5,57 16,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 38,82 0,00 53,30 5,23 2,33 21,99 -
6,07 12,50 0,00 0,00 0,00 6,04 0,00 38,39 0,00 47,74 5,35 2,48 19,62 -
Média 5,82 14,45 0,00 0,00 000 3,02 1,16 3761 0,00 5052 529 2,40 20,81 -
Desv.Pad. 10,35 +2,76 0,00 +0,00 0,00 4,27 1,64 +1,11 0,00 3,94 10,08 10,11 +1,67 -
5,23 14,99 025 0,23 0,00 000 3,8 000 2842 000 5925 7,17 1,29 17,62 0,00
LFM 488 6,53 13,21 0,26 0,00 000 467 000 31,49 0,00 57,69 4,78 1,37 26,67 0,00
Média 5,88 14,10 0,24 0,00 000 427 0,00 299 0,00 5847 5,98 1,33 22,15 0,00
Desv.Pad. %0,92 1,25 +0,02 +0,00 +0,00 +0,57 0,00 2,17 0,00 *1,11 +1,69 +0,05 +6,40 +0,00
445 7,78 0,50 0,09 0,00 0,00 3,33 0,00 24,97 0,00 54,09 14,16 3,45 11,79 0,00
4,08 8,35 0,10 0,00 0,00 3,55 0,00 26,21 0,00 55,93 10,46 3,85 9,35 0,00
Média 4,27 8,06 0,10 0,00 000 344 000 2559 0,00 5501 1231 365 10,57 0,00
Desv.Pad. 10,26 0,40 +0,01 +0,00 +0,00 +0,15 +0,00 0,88 0,00 *1,30 +2,61 10,28 +1,72 +0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - dcido propidnico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em mondmeros contendo nimero impar de
carbono
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Tabela 6 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em
monomeros impares no Ensaio 6. (conclusao)

Linhagem Xt Glicose C3forn. C3cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5 PHA YHAIi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
5,13 11,50 0,00 0,00 0,00 0,00 3,75 0,00 26,83 0,00 63,34 5,16 0,92 21,28 -
537 13,25 0,00 000 000 093 000 2709 000 62,61 7,87 1,50 18,34 -
Média 525 12,38 0,00 000 0,00 234 000 269 000 62,98 6,52 1,21 19,81 -
Desv.Pad. 10,16 +1,23 +0,00 0,00 $0,00 2,00 0,00 0,19 0,00 +0,52 +1,92  $0,41 2,08 -
433 1454 oo 0,27 000 000 357 000 2651 0,00 6345 5,68 0,80 19,95 0,00
LEM489 3,27 13,46 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 27,84 0,00 63,82 7,33 1,01 21,50 0,00
Média 3,80 14,00 0,19 0,00 0,00 1,78 0,00 27,17 0,00 63,63 6,51 0,90 20,73 0,00
Desv.Pad. +0,75 0,76 +0,11 +0,00 +0,00 +2,52 +0,00 +0,94 +0,00 +0,26 +1,16 +0,15 +1,09 +0,00
3,12 6,50 0,50 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 11,29 0,00 51,92 31,53 5,26 2,76 0,00
3,60 4,73 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 16,46 0,00 53,69 26,18 3,67 3,23 0,00
Média 3,36 5,61 0,19 000 000 000 000 13,8 0,00 52,81 2885 4,46 3,00 0,00
Desv.Pad. 10,34 +1,25 +0,09 $0,00 $0,00 0,00 0,00 +3,65 $0,00 +1,25 3,78 +1,13 0,33 +0,00
592 1530 0 0,00 000 000 521 000 3453 0,00 5560 4,27 0,40 22,52 -
7,27 17,10 0,00 0,00 0,00 5,25 0,00 35,38 0,00 53,93 5,03 0,41 30,51 -
Média 6,59 16,20 0,00 000 0,00 523 000 3495 000 5476 4,65 0,41 26,51 -
Desv.Pad. +0,95 1,27 +0,00 +0,00 +0,00 +0,03 +0,00 +0,60 +0,00 +1,18 +0,54 +0,01 15,65 -
6,03 16,55 025 0,22 000 000 502 034 3337 1,07 5509 4,63 0,48 28,42 0,02
LEM490 6,65 13,94 ND 0,00 0,00 3,77 0,23 30,47 0,89 58,10 6,19 0,37 24,83 ND
Média 6,34 15724 0,22 000 0,00 439 028 31,92 098 5659 5,41 0,42 26,63 0,02
Desv.Pad. +0,44 1,85 - +0,00 +0,00 +0,89 +0,08 +2,05 +0,13 +2,13 +1,10 +0,08 +2,54 -
545 1636 oo 0,01 000 000 465 054 31,12 1,55 56,65 5,15 0,34 29,04 0,03
3,93 16,08 ND 000 000 578 2,86 30,64 1,58 5497 3,85 0,32 24,78 ND
Média 4,69 16,22 0,01 000 000 522 170 30,88 1,56 5581 4,50 0,33 26,91 0,03
Desv.Pad. +1,07 0,20 - +0,00 +0,00 +0,80 +1,64 +0,34 +0,02 +1,19 +0,92 +0,01 3,01 -

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - acido propiénico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do acido propiénico em monémeros contendo nimero impar de
carbono



Tabela 7 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em
monomeros impares no Ensaio 7. (continua)

Linhagem Xt Glicose C3forn. C3cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDAS PHA YHAI/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
3,47 15,04 0,00 0,00 0,00 0,00 5,26 0,00 36,98 0,00 54,05 3,16 0,55 26,50 -
3,12 14,73 0,00 0,00 0,00 499 0,00 349 0,00 53,44 5,17 1,50 25,27 -
Média 3,29 14,88 0,00 0,00 0,00 5,13 0,00 35,94 0,00 53,75 4,16 1,02 25,89 -
Desv.Pad. 10,25 0,22 0,00 +0,00 0,00 +0,19 0,00 +1,47 +0,00 0,43 1,42  +0,67  +0,87 -
2,82 15,08 0,25 0,39 0,00 0,00 5,15 0,36 34,98 0,95 52,83 4,78 0,95 22,98 0,01
LFMO46 3,83 16,03 0,39 0,00 0,00 0,00 3,15 34,15 0,86 55,69 5,19 0,95 25,20 0,05
Média 3,33 15,55 0,39 0,00 0,00 2,58 1,76 34,57 0,90 54,26 4,99 0,95 24,09 0,03
Desv.Pad. 0,72 10,68 +0,00 +0,00 +0,00 +3,64 +1,98 +0,58 0,06 +2,03 0,29 +0,00 +1,57 0,03
3,80 16,75 0,50 0,52 0,00 0,00 0,00 4,14 31,58 1,84 5492 6,55 0,98 24,01 0,05
3,70 12,58 0,49 0,00 0,00 0,00 694 32,77 1,83 51,31 6,44 0,73 16,53 0,05
Média 3,75 14,66 0,50 000 000 000 554 3218 1,83 53,11 6,49 0,85 20,27 0,05
Desv.Pad. 10,07 $2,94 0,02  +0,00 0,00 0,00 +1,98 +0,84 0,01 +2,55 0,08 +0,18 15,29 +0,00
1,75 2,16 0,00 0,00 0,00 0,00 1,67 000 12,41 000 51,54 30,24 4,13 9,31 -
2,47 9,15 0,00 0,00 0,00 2,35 0,00 19,38 0,00 62,12 13,75 2,40 11,33 -
Média 2,11 5,65 0,00 0,00 0,00 2,01 0,00 15,90 0,00 56,83 21,99 3,26 10,32 -
Desv.Pad. +0,51 14,95 +0,00 +0,00 +0,00 +0,48 +0,00 +4,93 +0,00 +7,48 *11,66 +1,23 +1,43 -
1,42 5,03 025 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3414 56,67 9,20 2,82 0,00
LEM 495 1,55 4,88 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 47,75 46,26 5,99 2,28 0,00
Média 1,48 4,96 0,11 000 000 0,00 000 0,00 000 4094 51,46 7,59 2,55 0,00
Desv.Pad. +0,09 10,11 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 19,63 +7,36 +2,27 0,38 +0,00
1,25 5,69 0,50 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 46,48 45,09 8,44 2,38 0,00
1,40 6,13 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 40,60 37,97 21,43 2,93 0,00
Média 1,33 591 0,46 000 000 000 000 0,00 000 4354 41,53 14,93 2,65 0,00
Desv.Pad. 0,11 10,31 +0,00 +0,00 10,00 +0,00 0,00 +0,00 +0,00 4,16 15,03 19,19 0,39 0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - acido propiénico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em monémeros contendo nimero impar de
carbono
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Tabela 7 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em
monomeros impares no Ensaio 7. (conclusao)

Linhagem Xt Glicose (€3 forn. C3cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5 PHA YHAIi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
4,37 15,29 0,00 0,00 0,00 0,00 5,16 0,00 35,45 0,00 55,92 2,87 0,60 31,58 -
4,00 15,69 0,00 000 000 48 000 3443 000 5467 4,98 1,03 32,53 -
Média 4,18 15,49 0,00 000 000 502 000 3494 000 5529 3,93 0,81 32,06 -
Desv.Pad. 0,26 0,28 +0,00 +0,00 0,00 0,19 0,00 0,72 +0,00 0,89 1,49 10,31 10,67 -
1,78 8,71 025 0,21 0,00 0,00 3,42 000 2634 0,00 52,33 16,62 1,29 14,67 0,00
LEMA496 2,87 8,13 0,15 0,00 0,00 3,69 0,00 29,00 0,00 57,96 8,20 1,15 10,13 0,00
Média 2,33 8,42 0,18 0,00 0,00 3,56 0,00 27,67 0,00 55,14 12,41 1,22 12,40 0,00
Desv.Pad. 0,77 10,41 +0,04 +0,00 +0,00 +0,19 +0,00 +1,88 +0,00 +3,98 15,95 +0,10 3,21 +0,00
2,32 6,49 0,50 0,29 0,00 0,00 3,38 0,00 28,34 0,00 57,93 8,25 2,10 12,85 0,00
2,18 7,21 0,46 0,00 0,00 3,47 0,00 26,96 0,00 57,89 8,84 2,83 13,52 0,00
Média 2,25 6,85 0,37 000 000 343 0,00 27,65 000 5791 854 2,46 13,19 0,00
Desv.Pad. 0,09 0,50 +0,13  +0,00 0,00 0,06 0,00 +0,97 +0,00 0,03 0,42 0,52 10,47 +0,00
390 15,29 0,00 0,00 0,00 0,00 491 000 3563 0,00 5538 3,60 0,49 30,88 -
2,23 14,97 0,00 0,00 0,00 4,79 0,00 34,65 0,00 53,32 6,50 0,74 29,55 -
Média 3,07 15,13 0,00 000 000 48 000 3514 000 5435 5,05 0,61 30,22 -
Desv.Pad. 1,18 10,23 +0,00 +0,00 +0,00 +0,08 +0,00 +0,69 +0,00 +1,45 +2,05 +0,18 +0,94 -
LFM499 2,07 866 0.25 0,26 000 000 35 000 2521 0,00 5207 16,83 2,39 11,10 0,00
2,02 7,59 ’ 0,14 0,00 0,00 3,70 0,00 28,21 0,00 56,95 9,02 2,12 13,00 0,00
Média 2,04 8,13 0,20 000 000 360 000 2671 000 5451 12,93 2,26 12,05 0,00
Desv.Pad. 10,04 +0,76 +0,08 +0,00 +0,00 +0,14 +0,00 +2,12 +0,00 +3,45 15,52 +0,19 +1,34 +0,00
2,07 9,02 0,50 0,56 000 000 339 000 2673 000 5665 11,21 2,02 10,27 0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - dcido propiodnico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em mondmeros contendo nimero impar de
carbon
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Tabela 8 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em
monomeros impares no Ensaio 8. (continua)

Linhagem Xt Glicose C3forn. C3cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDA5 PHA YHAIi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
4,35 17,45 0.00 0,00 0,00 0,00 4,19 0,00 29,97 0,00 46,30 16,23 3,31 68,54 -
4,38 16,71 ’ 0,00 0,00 0,00 5,07 0,00 35,51 0,00 54,05 3,29 2,08 40,05 -
Média 4,37 17,08 0,00 0,00 0,00 4,63 0,00 32,74 0,00 50,17 9,76 2,69 54,29 -
Desv.Pad. 10,02 10,52 0,00 0,00 0,00 +0,62 0,00 +3,92 +0,00 548 19,15 0,87 +20,15 -
LFMO046 4,23 17,30 0,25 0,27 0,00 0,00 5,73 031 3715 0,31 51,42 2,89 2,19 37,00 0,02
4,03 16,97 050 0,33 0,00 0,00 4,90 0,99 32,36 0,57 56,10 3,01 2,09 56,03 0,05
290 15,57 ’ 0,45 0,00 0,00 1,87 0,79 12,18 1,75 33,84 0,00 49,57 21,21 0,01
Média 3,47 16,27 0,39 0,00 0,00 3,38 0,89 22,27 1,16 44,97 1,50 25,83 38,62 0,03
Desv.Pad. 10,80 10,99 0,09 0,00 0,00 *2,14 0,14 14,27 0,83 +15,74 *2,13 33,58 124,62 10,02
4,07 18,29 0.00 0,00 0,00 0,00 4,67 0,00 3361 0,00 56,05 3,20 2,48 68,81 -
4,23 16,75 ’ 0,00 0,00 0,00 2,88 0,00 17,53 0,00 32,77 42,61 4,21 10,39 -
Média 4,15 17,52 0,00 0,00 0,00 3,77 0,00 25,57 0,00 44,41 22,90 3,34 39,60 -
Desv.Pad. 10,12 1,09 0,00 0,00 0,00 +*1,27 0,00 +11,36 +0,00 16,46 27,86 +1,23 141,31 -
1,75 10,74 025 0,00 0,00 0,00 2,71 0,00 13,16 0,00 31,26 45,57 7,30 13,19 0,00
LEM 500 1,77 ND ’ 0,00 0,00 0,00 3,20 0,00 15,41 0,00 39,04 32,55 9,81 10,80 0,00
Média 1,76 10,74 0,00 0,00 0,00 2,95 0,00 14,29 0,00 35,15 39,06 8,55 12,00 0,00
Desv.Pad. 10,01 - 0,00 0,00 0,00 10,34 0,00 *1,59 0,00 5,50 +9,21 *1,77 +1,69 0,00
1,73 7,76 050 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,21 0,00 59,26 0,00 32,54 3,56 0,00
1,77 7,46 ’ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,47 0,00 13,46 77,42 6,65 13,19 0,00
Média 1,75 7,61 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,34 0,00 36,36 38,71 19,59 8,38 0,00
Desv.Pad. 10,02 10,21 0,00 0,00 0,00 10,00 0,00 4,05 0,00 32,39 154,75 +18,31 16,81 10,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - dcido propidnico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAI/P — fator de conversdo do acido propidnico em mondmeros contendo nimero impar de
carbono
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Tabela 8 - Teor e composicdo de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFMO046 e seus mutantes e fator de conversao de propionato em
monomeros impares no Ensaio 8. (conclusao)

Linhagem Xt Glicose C3forn. C3cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDAS PHA YHAIi/P
Bacteriana (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol)
2,12 11,13 0,00 0,00 0,00 0,00 3,25 0,00 21,86 0,00 63,62 5,82 5,45 19,50 -
2,02 874 0,00 0,00 0,00 1,56 0,00 6,63 0,00 26,43 57,90 7,48 11,20 -
Média 2,07 9,93 0,00 0,00 0,00 2,40 0,00 14,24 0,00 4503 31,86 6,47 15,35 -
Desv.Pad. $0,07 +1,69 +0,00 0,00 0,00 +1,19 0,00 +10,77 +0,00 +26,30 36,83 1,44 +5,87 -
1,23 4,29 025 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 18,81 64,13 17,06 7,46 0,00
LEM501. 1,38 8,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 27,03 47,27 25,70 4,51 0,00
Média 1,31 6,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 22,92 55,70 21,38 5,98 0,00
Desv.Pad. 10,11 +2,92 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 15,81 +11,92 +6,11 +2,08 +0,00
1,37 8,54 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14,59 75,62 9,78 7,08 0,00
1,43 4,96 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 1,87 0,00
Média 1,40 6,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 57,30 37,81 4,89 4,48 0,00
Desv.Pad. $0,05 +2,53 +0,00 0,00 0,00 +0,00 0,00 0,00 +0,00 +60,39 153,47 6,92 +3,68 +0,00
4,08 15,83 0,00 0,00 0,00 0,00 4,45 0,00 31,85 0,00 55,81 3,32 4,57 13,13 -
4,15 16,05 0,00 0,00 0,00 2,63 0,00 15,28 0,00 25,03 1,63 55,43 14,79 -
Média 4,12 15,94 0,00 0,00 0,00 3,54 0,00 23,56 0,00 40,42 2,47 30,00 13,96 -
Desv.Pad. 10,05 +0,16 +0,00 +0,00 +0,00 +1,29 +0,00 +11,72 +0,00 +21,77 +1,19 +35,97 +1,17 -
3,12 12,29 025 0,22 0,00 0,00 0,60 0,00 9,37 0,00 21,80 64,60 3,62 38,28 0,00
P18 3,95 15,43 0,20 0,00 0,00 3,99 0,00 25,04 0,00 47,57 17,51 5,89 11,31 0,00
Média 353 13,86 0,21 0,00 0,00 2,30 0,00 17,21 0,00 3469 41,06 4,75 24,80 0,00
Desv.Pad. 10,59 +2,22 +0,02 +0,00 +0,00 +2,39 +0,00 +11,08 +0,00 +18,22 133,30 +1,60 +19,07 +0,00
2,50 12,59 0,50 0,27 0,00 0,00 0,00 0,00 9,96 0,00 23,80 59,70 6,53 17,77 0,00
2,47 16,76 0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 11,14 0,00 41,19 36,58 11,09 13,81 0,00
Média 2,48 14,68 0,32 0,00 0,00 0,00 0,00 10,55 0,00 32,49 48,14 8,81 15,79 0,00
Desv.Pad. 10,02 +2,95 +0,07 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,83 +0,00 +12,29 116,35 +3,22 +2,80 +0,00

Xt —massa seca celular; Glicose — consumo de glicose; C3 forn — acido propidnico fornecido; C3 cons. - acido propiénico consumido; 3HB — 3-hidroxibutirato; 3HV — 3-hidroxivalerato; 3HHx — 3-
hidroxihexanoato; 3HHp — 3-hidroxiheptanoato; 3HO — 3-hidroxioctanoato; 3HN — 3-hidroxinonanoato; 3HD — 3-hidroxidecanoato; 3HDD — 3-hidroxidodecanoato; 3HDDAS — 3-
hidroxidodecanoatoA5; mol% - nimero de mols de monémeros; PHA — polihidroxialcanoatos; YHAi/P — fator de conversdo do acido propiénico em monémeros contendo nimero impar de
carbono
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