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RESUMO 

MACHADO NFG.  Estudo do metabolismo de propionato em Pseudomonas  sp.  
LFM046 para o controle na composição  de pol ihidroxialcanoatos produzidos.  
2013. (Mestrado em Microbiologia)  – Instituto de Ciências Biomédicas,  
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013.   

Polihidroxialcanoatos (PHA) são poliésteres produzidos por bactérias como 
material de reserva de carbono e energia.  Esses polímeros despertam 
interesse industria l , pois apresentam propriedades termoplásticas.  PHA 
produzidos por Pseudomonas  são elastômeros ou géis viscosos e contem 
monômeros de cadeia média (C6-C14).  Util izando carboidratos e ácido 
propiônico foi produzido um PHA por Pseudomonas  sp.  LFM046 contendo 
monômeros com número ímpar (HAi)  e par (HAp) de carbonos.  Demonstrou-
se que polímeros desse t ipo apresentam propr iedades adequadas para serem 
util izados em formulações de adesivos de contato.  Entretanto, a ef ic iência  
de conversão do ác ido propiônico em unidades HAi foi baixa e mutantes 
deficientes no metabol ismo de propionato foram obtidos.  O objetivo deste 
trabalho foi  aprofundar os estudos do metabolismo de propionato em 
Pseudomonas  sp.  LFM046. Foi anal isada a presença de genes de três vias  
descritas para o metabol ismo de propionato em Pseudomonas  spp.  com 
genomas sequenciados.  Genes relacionados ao ciclo do 2-metilc itrato 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 metilmaloni l-CoA de E. col i  
(scpAArgKscpBC)  não foram encontrados em nenhum dos genomas de 

Pseudomonas  sequenciados.  Genes da α-oxidação de propionato foram 
encontrados em todas as l inhagens de P. aeruginosa , mas não em outras  

espécies.  O operon correspondente a α-oxidação contem seis genes em 
l inhagens de P. aeruginosa ,  enquanto em Burkholderia  spp.  são três genes.  A 
análise de um mutante prp  de Pseudomonas  sp.  LFM046 obtido por inserção  
de transposon revelou que estava mutado no gene prpB ,  relacionado ao ciclo 
do 2-metilc itrato.  A anál ise de mutantes obtidos por radiação ultravioleta 
revelou que nenhum deles apresentava características de metabol ização 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 ativação desse ácido orgânico.  Experimentos 
com propionato marcado no carbono 1 (C1 3)  demonstraram que as vias do 
oxobutirato, do metimalonil-CoA e do 2-hidroxiglutarato não devem 
contribuir para o  metabol ismo de propionato em Pseudomonas  sp.  LFM046. 
Experimentos adicionais serão necessários para demonstrar se alguma outra 
via metabólica contribui para o metabolismo de propionato em Pseudomonas  
sp.  LFM046. 
 
Palavras-chaves: Pseudomonas.  Pol ihidroxia lcanoatos.  Metabol ismo de 
propionato.  Ciclo do 2-meti lc itrato.   
 



ABSTRACT 

MACHADO NFG.  Study of propionate metabol ism in Pseudomonas sp.  LFM046 
to control the composition of polyhydroxyalkanoates produced.  2013. 
(Master  thesis in Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas,  
Universidade de São Paulo, São 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 metabol ism 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 metabol ism pathways were analyzed in  
Pseudomonas  spp.  with sequenced genomes. Genes related to the 2-
methylci trate cycle were found in al l  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. col i  (scpAArgKscpBC)  were not found in 

any of Pseudomonas  sequenced genomes. Genes related to the propionate α-
oxidation were found in al l  strains of  P. aeruginosa , but not in other  

Pseudomonas species .  The operon corresponding to α-oxidation contains six  
genes in P. aeruginosa  strains , whi le 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 metabol ism mutant affected in prpB ,  
however two of  them must be affected in a least  s ignif icant pathway of the 
propionate metabolism and other two on the activation of this organic acid.  
Experiments with labeled propionate at carbon 1 ( 1 3C) showed that the  
oxobutyrate, the metimaloni l-CoA and 2-hydroxyglutarate pathways should 
not contribute to the propionate metabol ism in Pseudomonas  sp.  LFM046. 
Additional experiments wil l  be needed to establish whether some other  
pathway contributes to the propionate metabol ism in Pseudomonas  sp.  
LFM046. 

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

 

A  p r o d u ç ã o  d e  p o l i h i d r o x i a l c a n o a t o s  ( P H A)  c o m o  m a t e r i a l  de  

r e s e r v a  d e  c a r b o n o  e  e n e r g i a  é  u m a  c a r a c te r í s t i c a  p r e s e n t e  e m  m u i t a s  

b a c té r i a s .  A  d e sc o b e r ta  q u e  p o l i - 3 - h i d r o x i b u t i r a to  ( P 3 H B ) ,  o  m a i s  

c o n h e c i d o  d o s  P HA ,  a p r e s e n t a  p r o p r i e d a d e s  t e r m o p l á s t i c a s  d e s p e r t o u  

o  i n t e r e ss e  i n d u s t r i a l  j á  n a  d é c a d a  d e  1 9 6 0 .  O  i n te r e s s e  i n d u s t r i a l  

a u m e n to u  c o m  a  d e s c o b e r t a  d e  q u e  d i v e r s o s  o u t r o s  m o n ô m e r o s  p o d e m  

s e r  i n c o r p o r a d o s  a o s  P H A  p r o d u z i d o s  p o r  b a c té r i a s  e  q u e  a s  

p r o p r i e d a d e s  té r m i c a s  e  m e c â n i c a s  d o  p o l í m e r o  s ã o  m o d u l a d a s  d e  

a c o r d o  c o m  e s s a  c o m p o s i ç ã o .  P H A  c o n te n d o  m o n ô m e r o s  d e  c a d e i a  

m é d i a  ( P H A m c l  -  6  a  1 4  á t o m o s  d e  c a r b o n o )  a p r e s e n ta m  p r o p r i e d a d e s  

e l a s to m é r i c a s  s e m e l h a n te s  à  b o r r a c h a  ( B r a n d l  e t  a l . ,  1 9 8 8 ;  R e d d y  e t  

a l . ,  2 0 0 3 ) .   

N a  b i o s s í n t e s e  d e  P H A ,  u m  f a to r  q u e  c o n tr i b u i u  p a r a  o  s u r g i m e n t o  

d e  d i f e r e n te s  m o n ô m e r o s  é  a  f o n te  d e  c a r b o n o  u t i l i z a d a ,  a l é m  d a  

e s p e c i f i c i d a d e  d a  P H A  s i n t a s e .   U m a  e s t r a t é g i a  p a r a  d i v e r s i f i c a r  a  

c o m p o s i ç ã o  d o  P H A m c l  p r o d u z i d o  a  p a r t i r  d e  c a r b o i d r a t o s  c o n s i s t i u  e m  

f o r n e c e r  á c i d o  p r o p i ô n i c o  c o m o  c o - s u b s t r a t o .  D e s s a  f o r m a ,  f o i  p o s s í v e l  

i n c o r p o r a r  a l é m  d o s  m o n ô m e r o s  c o n t e n d o  n ú m e r o  p a r  d e  c a r b o n o s  

( H A p ) ,  n o r m a l m e n t e  s i n te t i z a d o s  a  p a r t i r  d e  c a r b o i d r a t o s ,  t a m b é m  

m o n ô m e r o s  c o m  n ú m e r o  í m p a r  d e  c a r b o n o s  ( H A i )  e m  P s e u d o m o n a s  s p .  

L F M 0 4 6  ( G o m e z ,  2 0 0 0 ) .  E n t r e t a n to ,  a  e f i c i ê n c ia  d e  c o n v e r s ã o  d o  á c i d o  

p r o p i ô n i c o  e m  H A i  f o i  m u i t o  b a i x a  ( <  1 5 % )  e  f o r a m  o b t i d o s  m u t a n t e s  

d e f i c i e n t e s  n o  m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to  u t i l i z a n d o  r a d i a ç ã o  

u l t r a v i o l e t a .  O s  r e s u l t a d o s  a v a l i a d o s  n a  p r e s e n ç a  d e  c e r c a  d e  1 g / L  d e  

p r o p i o n a t o  f o r a m  v a r i á v e i s  e  a p e n a s  a l g u m a s  v e z e s  i n d i c a v a m  u m  

a u m e n to  n a  e f i c i ê n c i a  d e  c o n v e r s ã o  d e s s e  c o - s u b s t r a to  e m  m o n ô m e r o s  

í m p a r e s  ( G o m e z ,  2 0 0 0 ;  G o m e z  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
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D i v e r s a s  v i a s  m e t a b ó l i c a s  p a r a  o  c a ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to  j á  f o r a m  

p r o p o s ta s  p a r a  b a c t é r i a s  c o n s i d e r a n d o - s e  e s t u d o s  e n v o l v e n d o  

d e t e r m i n a ç õ e s  e n z i m á t i c a s  e m  e x t r a t o s  c e l u l a r e s  ( W e g e n e r  e t  a l . ,  

1 9 6 8 ) .  E n t r e ta n t o ,  a  c o n f i r m a ç ã o  p a r a  a  m a i o r ia  d e s t a s  v i a s  

m e ta b ó l i c a s  a i n d a  c a r e c e  d e  b a se  g e n é t i c a .  U m a  v ia  c o m p le t a m e n t e  

e s c l a r e c i d a  d o  m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to  é  a  d o  2 - m e t i l c i t r a to ,  t a n t o  

p a r a  f u n g o s  ( P r o n k  e t  a l . ,  1 9 9 4 )  c o m o  p a r a  b a c té r i a s  ( T e x to r  e t  a l . ,  

1 9 9 7 ) .  O s  g e n e s  d a  v i a  d o  2 - m e t i l c i t r a to  e s t ã o  o r g a n i z a d a s  e m  u m  

o p e r o n  p r p B C D E  e m  E .  c o l i  e  S .  t h y p h i m u r i u m  ( H o r s w i l l  e  E s c a l a n te -

S e m e r e n a ,  1 9 9 7 ;  T e x to r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  F o i  d e m o n s tr a d a  a  i m p o r t â n c i a  

d a  e n z i m a  m e t i l m a l o n i l - C o A  m u t a s e ,  p r e s e n te  n a  v i a  d o  m e t i l m a l o n i l -

C o A ,  p a r a  a  f o r m a ç ã o  d e  H V  e m  N o c a r d i a  c o r a l l i n a  ( V a l e n t i n  e  D e n n i s ,  

1 9 9 6 )  e  o  b l o q u e i o  d o  c i c l o  d o  2 - m e t i l c i t r a to  e m  S .  e n t e r i c a  l e v o u  à  

c o n v e r s ã o  d e  s u c c i n i l - C o A  a  p r o p i o n i l - C o A ,  p o r  e s ta  v i a  ( A l d o r  e t  a l . ,  

2 0 0 2 ) .  A l é m  d e s s a s  v i a s ,  f o i  o b s e r v a d a  a  e x i s t ê n c i a  d e  g e n e s  

p o s s i v e l m e n te  r e l a c i o n a d o s  à  α - o x i d a ç ã o  d e  p r o p i o n a t o  e m  

B u r k h o l d e r i a  s a c c h a r i .   

E s te  t r a b a l h o  t e v e  c o m o  o b j e t i v o  e s t u d a r  o  m e t a b o l i s m o  d e  

p r o p i o n a t o  e m  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6  c o m  v i s t a s  a  u m  m a i o r  

c o n t r o l e  s o b r e  a  c o m p o s i ç ã o  d o  P H A  p r o d u z i d o  a  p a r t i r  d e  m i s t u r a s  d e  

c a r b o i d r a t o s  e  á c i d o  p r o p i ô n i c o .  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Polihidroxialcanoatos 

 

P o l i h i d r o x i a l c a n o a t o s  ( P H A )  s ã o  p o l i é s t e r e s  a c u m u l a d o s  p o r  

d i v e r s a s  b a c t é r i a s  n a  f o r m a  d e  g r â n u l o s  i n t r a c e l u l a r e s  q u e  p o d e m  

a t i n g i r  a té  8 0 %  d a  m a s s a  s e c a  c e l u l a r  ( A n d e r s o n  e  D a w e s ,  1 9 9 0 ;  D o i ,  

1 9 9 0 ) .  U m a  c a m a d a  d e  p r o t e í n a s  a s s o c i a d a s  a o  g r â n u l o ,  d e n o m i n a d a s  

P H A s i n a s ,  o  e s t a b i l i z a  e  e v i t a  a  c o a l e s c ê n c i a  d o  m e s m o  n o  c i t o p l a s m a  

( S u d e s h  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  O  a c ú m u l o  d e  p o l i h i d r o x i a l c a n o a t o s  e m  b a c té r ia s  

n ã o  a f e ta  a  p r e s s ã o  o s m ó t i c a  d a s  c é l u l a s  ( P r e u s t i n g ,  1 9 9 2 ) .  E s t a  c l a s s e  

d e  b i o p o l í m e r o s  d e s p e r t o u  i n t e r e s s e  i n d u s t r i a l  d e v i d o  a s  s u a s  

p r o p r i e d a d e s  t e r m o p l á s t i c a s  s e r e m  s e m e l h a n t e s  a o s  p o l í m e r o s  d e  

o r i g e m  p e t r o q u í m i c a ,  a l é m  d e  a p r e s e n ta r e m  u m a  a l t e r n a t i v a  p a r a  

m i n i m i z a r  o s  s é r io s  p r o b l e m a s  a m b i e n t a i s  c a u s a d o s  p e l o  u s o  m a s s i v o  

d o  p e t r ó l e o  ( G o m e z  e  B u e n o  N e t t o ,  1 9 9 7 ;  S i l v a  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  A  s í n te s e  

d e  P H A  n o r m a l m e n t e  o c o r r e  q u a n d o  h á  e x c e s s o  d e  u m a  f o n te  d e  

c a r b o n o  n o  m e i o  d e  c u l t u r a  e  a  l i m i t a ç ã o  d e  a o  m e n o s  u m  n u t r i e n te  

e s s e n c ia l  a o  c r e s c i m e n t o  ( N ,  P ,  O 2 ,  e t c )  ( B r a n d l  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .   

A t u a l m e n te ,  s ã o  c o n h e c i d o s  c e r c a  d e  1 5 0  d i f e r e n t e s  m o n ô m e r o s  

s e n d o  c o n s t i t u i n te s  d o s  p o l i h i d r o x i a l c a n o a t o s  e  q u e  s ã o  p r o d u z i d o s  

p o r  d i f e r e n te s  b a c t é r i a s  s u b m e t i d a s  a  d i f e r e n t e s  c o n d i ç õ e s  d e  c u l t i v o  a  

p a r t i r  d e  d i f e r e n te s  f o n t e s  d e  c a r b o n o .  D e  a c o r d o  c o m  o  c o m p r i m e n t o  

d a  c a d e i a  c a r b ô n i c a  p r i n c i p a l  d o  m o n ô m e r o ,  o s  P H A  s ã o  c l a s s i f i c a d o s  

e m  P H A s c l  e  P H A m c l .  O s  P H A s c l  ( “ s h o r t  c h a i n  l e n g h t” )  s ã o  o s  P H A  

c o n t e n d o  m o n ô m e r o s  d e  c a d e i a  c u r t a ,  o u  s e j a ,  m o n ô m e r o s  c o m  3  a  5  

á t o m o s  d e  c a r b o n o  e  s ã o  e n c o n t r a d o s  e m  d i f e r e n t e s  e s p é c i e s  

b a c te r i a n a s  ( R a l s to n i a  e u t r o p h a ,  R h o d o c o c c u s  r u b e r ,  e n t r e  o u t r a s ) .  O s  

P H A m c l  ( “ m e d i u m  c h a i n  l e n g t h ” )  c o n t é m  m o n ô m e r o s  d e  c a d e i a  m é d i a ,  
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o u  s e ja ,  c o m  6  a  1 4  á t o m o s  d e  c a r b o n o  e  s ã o  e n c o n tr a d o s  e m  

P s e u d o m o n a s  s p p .  ( P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a ,  P s e u d o m o n a s  o l e o v o r a n s ,  

P s e u d o m o n a s  p u t i d a )  ( R e h m ,  2 0 0 3 ;  S t e i n b ü c h e l  e  V a le n t i m ,  1 9 9 5 ) .  D o s  

1 5 0  d i f e r e n te s  m o n ô m e r o s  d e t e c t a d o s  e m  P H A  p r o d u z i d o s  p o r  

b a c té r i a s ,  c e r c a  d e  9 0 %  p e r te n c e m  à  c l a s s e  d o s  P HA m c l  ( R e h m  e  

S t e i n b ü c h e l ,  1 9 9 9 ) .  A  c o m p o s i ç ã o  m o n o m é r i c a ,  b e m  c o m o  a  m a s s a  

m o l e c u l a r  e  a  d i s t r i b u i ç ã o  d o  m a s s a  m o l e c u l a r  c o n f e r e m  d i f e r e n te s  

p r o p r i e d a d e s  f í s i c a s  e  m e c â n i c a s  a o s  P H A .  A s s im ,  e s te s  b i o p o l í m e r o s  

p o d e r ã o  s e  c o n s t i tu i r  e m  u m  f u t u r o  m u i t o  p r ó x im o  e m  p o l í m e r o s  f e i t o s  

s o b  m e d i d a  p a r a  a s  m a i s  d i f e r e n t e s  a p l i c a ç õ e s  ( K i m  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .   

D e n t r e  o s  p o l i h i d r o x i a l c a n o a to s  m a i s  e s t u d a d o s ,  d e s t a c a - s e  o  

h o m o p o l í m e r o  d e  c a d e i a  c u r t a  p o l i - 3 - h i d r o x i b u t i r a t o  ( P 3 H B ) .  N o  B r a s i l ,  

e s te  b i o p o l í m e r o  ( P 3 H B )  j á  é  p r o d u z id o  e m  e s c a l a  i n d u s t r i a l  p e la  P H B  

I n d u s t r i a l  S / A  u t i l i z a n d o  t e c n o l o g i a  d e s e n v o l v i d a  p e l a  U n i v e r s i d a d e  d e  

S ã o  P a u l o ,  p e l o  I n s t i t u t o  d e  P e s q u i s a s  T e c n o l ó g i c a s  d o  E s t a d o  d e  S ã o  

P a u l o  ( I P T )  e  p e l o  C e n tr o  d e  T e c n o l o g i a  d a  C o p e r s u c a r  ( C T C )  ( N o n a to  e t  

a l . ,  2 0 0 1 ) .   

O s  p o l i h i d r o x i a l c a n o a t o s  q u e  c o n t é m  m o n ô m e r o s  d e  c a d e ia  m é d i a  

( P H A m c l )  p o s s u e m  c a r a c te r í s t i c a s  d i s t i n t a s  d a q u e l e s  c o n t e n d o  

m o n ô m e r o s  d e  c a d e i a  c u r t a  ( H A s c l ) .  E n q u a n to  o s  P H A s c l  a s s e m e l h a m -

s e  a o s  p l á s t i c o s  c o m o  o  p o l i p r o p i l e n o ,  o s  P H A m c l  a p r e s e n t a m  

p r o p r i e d a d e s  e l a s to m é r i c a s  s e m e l h a n t e s  à  b o r r a c h a  ( B r a n d l  e t  a l . ,  

1 9 8 8 ;  R e d d y  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .   

 

2.2 Aplicações dos PHAmcl 

 

E m b o r a  o s  P H A m c l  n ã o  s e j a m  a i n d a  c o m e r c i a l i z a d o s ,  a lg u m a s  

a p l i c a ç õ e s  i n d u s t r i a i s  j á  f o r a m  d e s c r i t a s ,  d e n tr e  e l a s :  a  c o n f e c ç ã o  d e  

f i l m e s  d e  r e c o b r i m e n t o  ( D e  K o n i n g  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) ;  a g e n t e s  l i g a n t e s  e m  
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f o r m u l a ç õ e s  d e  t i n t a s  a  b a s e  d e  á g u a  ( V a n  d e  W a l l e  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) ;  c o m o  

f o n t e  d e  m o n ô m e r o s  q u i r á l i c o s  p a r a  a  s í n te s e  d e  c o m p o s t o s  a t i v o s  

( W i t h o l t  e  K e s s l e r ,  1 9 9 9 ;  E u g e n i o  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) ,  c o m o  s u p o r te  p a r a  

e n g e n h a r i a  d e  t e c i d o s  e  i m p l a n te s  m é d ic o s  t e m p o r á r i o s  ( K i m  e t  a l . ,  

2 0 0 7 ;  M i s r a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  W a n g  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  Z i n n  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  e  c o m o  

d i s p o s i t i v o s  d e  l i b e r a ç ã o  c o n t r o l a d a  d e  d r o g a s  ( K a b i l a n  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  

B a b u  e t  a l .  ( 1 9 9 6 )  a v a l i a r a m  a  u t i l i z a ç ã o  d e  P H Am c l  c o m o  

c o m p o n e n t e s  d e  a d e s i v o s  s e n s í v e i s  à  p r e s s ã o  e m  c o o p e r a ç ã o  c o m  a  3 M  

C o m p a n y  ( S t .  P a u l ,  M N ,  U S A ) .  A s  f o r m u la ç õ e s  q u e  a p r e s e n t a r a m  

m e l h o r e s  r e s u l ta d o s  c o n t i n h a m  e m  s u a  c o m p o s i ç ã o  m o n ô m e r o s  c o m  

n ú m e r o  p a r  d e  c a r b o n o s  ( H A p )  e  m o n ô m e r o s  c o m  n ú m e r o  í m p a r  d e  

c a r b o n o s  ( H A i )  o u  e n t ã o  H A p  s a tu r a d o s  e  H A i  i n s a t u r a d o s .  P a r a  

o b t e n ç ã o  d e s s e s  p o l í m e r o s ,  f o r a m  u t i l i z a d a s  m i s t u r a s  d o s  á c i d o s  

n o n a n ó i c o  o u  1 0 - u n d e c e n ó i c o  c o m  á c i d o  o c t a n ó i c o .  E m b o r a  o s  

r e s u l ta d o s  a p r e se n t a d o s  p o r  B a b u  e t  a l .  ( 1 9 9 6 )  s e j a m  i n te r e s s a n t e s  

u m a  v e z  q u e  d e m o n s t r a m  a  p o s s i b i l i d a d e  d e  s e  o b te r  u m  P H A m c l  p a r a  

u m a  a p l i c a ç ã o  i n d u s t r i a l  im p o r ta n te ,  a s  f o n t e s  d e  c a r b o n o  u t i l i z a d a s  

s ã o  a i n d a  d e  c u s t o  e l e v a d o ,  r e p r e s e n t a n d o  u m  i m p e d i m e n t o  p a r a  

p r o d u ç ã o  d e s s e s  p o l í m e r o s  a  u m  c u s t o  c o m p a t í v e l  c o m  a  a p l i c a ç ã o  

p r e te n d i d a .  

 

2.3 Metabolismo de PHAmcl 

 

N a  b i o s s í n te s e  d e  P H A ,  u m  f a to r  q u e  c o n t r i b u i u  p a r a  o  

s u r g i m e n to  d e  d i f e r e n te s  m o n ô m e r o s  é  a  f o n t e  d e  c a r b o n o  u t i l i z a d a ,  a  

q u a l  s e r á  c o n v e r t i d a  e m  u m  h i d r o x i a c i l - C o A  p o r  m e i o  d a s  v i a s  

m e ta b ó l i c a s  e x i s te n t e s  e m  c a d a  l i n h a g e m  b a c t e r i a n a  ( F i g u r a  1 ) .  

S t e i n b ü c h e l  e  L ü tk e - E v e r s l o h  ( 2 0 0 3 )  d e s ta c a m  t a m b é m  q u e  a l é m  d o  

s u b s t r a t o ,  a  c a p a c i d a d e  d e  s e  p r o d u z i r  m o n ô m e r o s  d e  c a d e i a  c u r t a  o u  
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m é d i a  e m  u m a  m e s m a  c a d e i a  p o l i m é r i c a  e s t á  r e l a c i o n a d a  c o m  a  

e s p e c i f i c i d a d e  d a  P H A  s i n t a s e .  A s  P H A  s i n t a s e s  s ã o  e n z i m a s  c h a v e s  n o  

p r o c e s s o  d e  s í n te s e  d e  p o l i h i d r o x i a l c a n o a t o s  e  c a ta l i s a m  a  l i g a ç ã o  d o s  

m o n ô m e r o s  f o r m a d o s  p o r  t r a n s e s t e r i f i c a ç ã o  ( W i t h o l t  e  K e s s l e r ,  1 9 9 9 ) .  

A s  P H A  s i n ta s e s  s ã o  a g r u p a d a s  e m  4  c l a s s e s  q u e  d i f e r e n c i a m - s e  p e l a  

e s p e c i f i c i d a d e  e m  i n c o r p o r a r  p o l í m e r o s  d e  c a d e i a  c u r t a  o u  m é d i a  

( R h e m ,  2 0 0 3 ) .  O  g ê n e r o  d a s  P s e u d o m o n a s  a b r i g a  a  c la s s e  I I  d e  P H A  

s i n t a s e .  E s ta  c l a s s e  é  c o n s t i t u í d a  d e  u m  ú n ic o  p o l i p e p t í d e o  q u e  

a p r e s e n ta  e s p e c i f i c i d a d e  p a r a  H A m c l ,  d i f i c i l m e n te  i n c o r p o r a n d o  H A s c l  

( R h e m ,  2 0 0 3 ) .  

 

Figura 1  -  Metabolismo de síntese de PHA em bactér ias  

 
Font e:  Gomez e Bu eno Nett o , 2001  

 

 O s  P H A m c l  p o d e m  s e r  p r o d u z i d o s  t a n t o  a  p a r t i r  d e  c a r b o i d r a t o s  

c o m o  d e  c o m p o s t o s  a l i f á t i c o s .  A  s í n t e s e  a  p a r t i r  d e  h i d r o c a r b o n e to s ,  

á l c o o is ,  á c i d o s  c a r b o x í l i c o s  ( c o m p o s t o s  a l i f á t i c o s )  é  a  q u e  p e r m i te  a  

i n c o r p o r a ç ã o  d e  d i v e r s o s  m o n ô m e r o s  a o s  p o l í m e r o s ,  u m a  v e z  q u e  a  

c o m p o s i ç ã o  d e s te  p o d e  s e r  m o d i f i c a d a  d e p e n d e n d o  d o  s u b s t r a t o  q u e  é  

u t i l i z a d o .  S i l v a - Q u e i r o z  e t  a l . ,  e m  2 0 0 9 ,  r e l a t a r a m  q u e  a  c o m p o s i ç ã o  d e  

P H A  p r o d u z i d o s  p o r  P s e u d o m o n a s  a  p a r t i r  d e  ó l e o s  v e g e ta i s  d e p e n d e  
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d o s  á c i d o s  g r a x o s  q u e  c o n s t i t u e m  o  ó l e o .  P o d e - s e  c i t a r  a i n d a  o  

e m p r e g o  d e  d i f e r e n t e s  á c i d o s  c a r b o x í l i c o s  c o m o  f o n t e  d e  c a r b o n o  p a r a  

p r o d u ç ã o  d e  P H A m c l  e m  c u l t i v o  c o m  P .  o l e o v o r a n s .  O  c u l t i v o  e m  á c i d o s  

c a r b o x í l i c o s  c o n te n d o  n ú m e r o  í m p a r  d e  c a r b o n o  r e s u l t o u  e m  u m  

p o l í m e r o  q u e  c o n t é m  p r i n c i p a l m e n t e  m o n ô m e r o s  c o m  n ú m e r o  ím p a r  d e  

c a r b o n o s ;  p o r  o u t r o  l a d o ,  o  c u l t i v o  e m  á c i d o s  c a r b o x í l i c o s  c o n te n d o  

n ú m e r o  p a r  d e  c a r b o n o s  f a v o r e c e u  a  i n c o r p o r a ç ã o  d e  m o n ô m e r o s  c o m  

n ú m e r o  p a r  d e  c a r b o n o s  ( B r a n d l  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  

J á  a  s í n te s e  a  p a r t i r  d e  g l i c o s e ,  f r u t o s e ,  g l i c o n a t o ,  a c e ta t o ,  

g l i c e r o l ,  e n t r e  o u tr o s  s u b s t r a to s  é  c a r a c te r i z a d a  p e l a  o b t e n ç ã o  d e  u m  

p o l í m e r o  c o n te n d o  3 - h i d r o x i d e c a n o a to  ( 3 H D )  c o m o  p r i n c i p a l  

c o n s t i t u i n te ,  a l é m  d e  3 - h i d r o x i o c ta n o a to  ( 3 H O ) ,  3 - h i d r o x i h e x a n o a t o  

( 3 H H x ) ,  3 - h i d r o x i d o d e c a n o a t o  ( 3 H D d ) ,  3 - h i d r o x i te t r a d e c a n o a to  ( 3 H T d ) ,  

3 - h i d r o x i - 5 - c i s - d o d e c a n o a to  ( 3 H D d ∆ 5 )  e  3 - h i d r o x i - 7 - c i s - d o d e c a n o a t o  

( 3 H T d ∆ 7 )  c o m o  c o n s t i t u i n te s  s e c u n d á r i o s  ( H a y w o o d  e t  a l . ,  1 9 9 0 ;  

S á n c h e z  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .   

 E s tá  c l a r o  q u e  d e p e n d e n d o  d o  t i p o  d e  s u b s t r a to  f o r n e c i d o  

d i f e r e n t e s  m o n ô m e r o s  s e r ã o  g e r a d o s  e  i n c o r p o r a d o s  a o  P H A.  H u i j b e r t s  

e t  a l .  ( 1 9 9 4 )  a p o n t a m  a s  t r ê s  p r i n c i p a i s  v i a s  m e ta b ó l i c a s  e n v o l v i d a s  n a  

s í n t e s e  d e  P H A m c l .  A  p r i m e i r a  v i a  g e r a  3 - h i d r o x ia c i l - C o A  p e l a  v i a  d e  

b i o s s í n t e s e  d e  á c i d o s  g r a x o s  q u a n d o  c a r b o i d r a to s  s ã o  f o r n e c i d o s .  A  

p a r t i r  d a  c o n d e n s a ç ã o  d e  d i v e r s a s  m o l é c u l a s  d e  a c e t i l - C o A  ( v i a  

m a l o n i l - C o A)  é  g e r a d o  o  3 - h i d r o x i á c i d o  q u e  s e r á  in c o r p o r a d o  a o  

p o l í m e r o  ( R e h m  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  S t e i n b ü c h e l  e  H e i n ,  2 0 0 1 ) .  A  s e g u n d a  v i a  

c o n s i s te  n a  o x i d a ç ã o  d e  a l c a n o s ,  á l c o o i s  o u  á c i d o s  c a r b o x í l i c o s  p o r  

i n t e r m é d i o  d a  β - o x i d a ç ã o  ( B r a n d l  e t  a l . ,  1 9 8 8 ;  L a g e v e e n  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  

P o r  f i m ,  q u a n d o  a  c é l u l a  é  s u p r i d a  c o m  á c i d o  h e x a n ó i c o  c o m o  ú n i c a  

f o n t e  d e  c a r b o n o ,  o b s e r v a - s e  a  p r e s e n ç a  d e  m o n ô m e r o s  c o n t e n d o  d o i s  

c a r b o n o s  a  m a i s  q u e  o  s u b s t r a t o  f o r n e c i d o ,  a s s i m  a  c o n d e n s a ç ã o  d e  

a c e t i l - C o A  c o m  o u t r o s  a c i l - C o A  i n t e r m e d i á r i o s  d a  β - o x i d a ç ã o  ta m b é m  

d e v e  o c o r r e r  ( W i t h o l t  e  K e s s l e r ,  1 9 9 9 ) .   
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A  c o m p o s iç ã o  d o s  P H A m c l  o b t i d o s  a  p a r t i r  d e  c a r b o i d r a to s  n ã o  

p o d e  s e r  s ig n i f i c a t i v a m e n t e  a l t e r a d a ,  p o i s  o s  s u b s t r a t o s  s ã o  

i n i c i a l m e n te  c o n v e r t i d o s  a  a c e t i l - C o A  e  o s  m o n ô m e r o s  s i n te t i z a d o s  a  

p a r t i r  d e s s e  i n t e r m e d i á r i o  m e t a b ó l i c o  p e l a  v i a  d e  b i o s s í n t e s e  d e  á c i d o s  

g r a x o s .  

G o m e z  ( 2 0 0 0 ) ,  a o  i s o l a r  l i n h a g e n s  b a c te r i a n a s  d o  s o l o  c a p a ze s  

d e  a c u m u l a r  P H Am c l ,  s e l e c i o n o u  u m a  c e p a  d e  P s e u d o m o n a s  s p .  

( L F M 0 4 6 )  q u e  s e  d e s t a c o u ,  c o m p a r a d a  c o m  a  l i n h a g e m  r e f e r ê n c i a  

K T 2 4 4 0  d e  P .  p u t i d a ,  q u a n d o  f o i  c u l t i v a d a  n a  p r e s e n ç a  d e  c a r b o i d r a t o s  

c o m o  f o n t e  d e  c a r b o n o .  U m a  e s t r a t é g i a  p a r a  d i v e r s i f i c a r  a  c o m p o s i ç ã o  

d o  P H A m c l  p r o d u z i d o  a  p a r t i r  d e  c a r b o i d r a to s  c o n s i s t iu  e m  f o r n e c e r  

á c i d o  p r o p i ô n i c o  c o m o  c o - s u b s t r a t o .  D e s s a  f o r m a ,  f o i  p o s s í v e l  

i n c o r p o r a r  a l é m  d o s  m o n ô m e r o s  c o n t e n d o  n ú m e r o  p a r  d e  c a r b o n o s  

( H A p ) ,  n o r m a l m e n t e  s i n te t i z a d o s  a  p a r t i r  d e  c a r b o i d r a t o s ,  t a m b é m  

m o n ô m e r o s  c o m  n ú m e r o  í m p a r  d e  c a r b o n o s  ( H A i )  e m  P s e u d o m o n a s  s p .  

L F M 0 4 6  ( G o m e z ,  2 0 0 0 ) .  E n t r e t a n to ,  a  e f i c i ê n c ia  d e  c o n v e r s ã o  d o  á c i d o  

p r o p i ô n i c o  e m  H A i  f o i  m u i t o  b a i x a  ( <  1 5 % )  e  f o r a m  o b t i d o s  m u t a n t e s  

d e f i c i e n t e s  n o  m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to  u t i l i z a n d o  r a d i a ç ã o  

u l t r a v i o l e t a .  O s  r e s u l t a d o s  a v a l i a d o s  n a  p r e s e n ç a  d e  c e r c a  d e  1 g / L  d e  

p r o p i o n a t o  f o r a m  v a r i á v e i s  e  a p e n a s  a l g u m a s  v e z e s  i n d i c a v a m  u m  

a u m e n to  n a  e f i c i ê n c i a  d e  c o n v e r s ã o  d e s s e  c o - s u b s t r a to  e m  m o n ô m e r o s  

í m p a r e s  ( G o m e z ,  2 0 0 0 ;  G o m e z  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .   

P o s t e r i o r m e n t e ,  B r e t a s  e t  a l .  ( 2 0 0 5 )  u t i l i z a r a m  o  t r a n s p o s o n  

m i n i - T n 5  c o m o  f e r r a m e n ta  p a r a  s e l e c i o n a r  m u ta n te s  a f e ta d o s  n o  

m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o .  A  l i n h a g e m  m u t a n te  L F M 6 9 3  d e s t a c o u - s e  

p o r  s e r  i n c a p a z  d e  m e t a b o l i z a r  o  á c i d o  p r o p i ô n i c o  d u r a n te  o  

c r e s c i m e n to ,  m a s  c a p a z  d e  u t i l i z a r  e s t e  á c i d o  c a r b o x í l i c o  p a r a  p r o d u z i r  

P H A m c l .   

B r e ta s  e t  a l .  ( 2 0 0 5 )  s e l e c i o n o u  o  m u t a n t e  d e n o m i n a d o  LF M 6 9 3  e  

e s te  f o i  c u l t i v a d o  e m  f r a sc o s  a g i ta d o s  u t i l i z a n d o  d i f e r e n t e s  
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c o n c e n t r a ç õ e s  d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  ( F i g u r a  2 ) .  O s  r e s u l ta d o s  

d e m o n s t r a r a m  q u e  q u a n d o  a  c o n c e n t r a ç ã o  i n i c i a l  d e s t a  f o n te  d e  

c a r b o n o  f o i  d e  1  g / L ,  e s t a  l i n h a g e m  a p r e s e n ta  u m a  e f i c i ê n c i a  n a  

c o n v e r s ã o  d e  p r o p i o n a t o  e m  m o n ô m e r o s  í m p a r e s  ( Y H A i / p r p )  s e m e l h a n te  

a  d a  l i n h a g e m  s e l v a g e m  ( L F M 0 4 6 ) ,  a p r o x i m a d a m e n t e  0 , 1 5 m o l / m o l .  

E n t r e ta n t o ,  s o b  c o n c e n t r a ç õ e s  i n i c ia i s  b a i x a s  d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  ( 0 ,1  

g / L ) ,  a  e f i c i ê n c i a  d o  m u t a n te  L F M 6 9 3  é  s i g n i f i c a t i v a m e n te  m a io r  

( Y H A i / p r p =  0 , 9 9  m o l / m o l ) ,  s u g e r i n d o  q u e  e s t a  l i n h a g e m  p o s s a  a l c a n ç a r  

v a l o r e s  m a i o r e s  d e  Y H A i / p r p ,  i s to  é ,  m e l h o r a r  a  e f i c i ê n c i a  n a  c o n v e r s ã o  

d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  e m  m o n ô m e r o s  H A i .  

 

Figura 2 -  Ef ic iência  de conversão do propionato em monômeros  ímpares  sob 
diferentes concentrações iniciais de propionato 

 

F o n t e :  Bretas  et  al . ,  2005  

 

O s  r e s u l t a d o s  o b t i d o s  c o m  m u ta n t e s  d e  P .  p u t i d a  a f e t a d o s  n o  

m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  i n d i c a m  q u e  é  p o s s í v e l  p r o d u z i r  u m  P H A m c l  

c o n t e n d o  m o n ô m e r o s  H A i  e  H A p  a  p a r t i r  d e  c a r b o i d r a t o s  e  á c i d o  

p r o p i ô n i c o ,  s e m e l h a n t e  à q u e l e  o b t i d o  c o m  m i s t u r a s  d o s  á c i d o s  

o c t a n ó i c o  e  n o n a n ó i c o  e  q u e  a p r e s e n t a m  p r o p r i e d a d e s  a d e q u a d a s  p a r a  

f o r m u l a ç õ e s  d e  a d e s i v o s  d e  c o n t a t o .  A  g r a n d e  v a n t a g e m  a s s o c i a d a  à  
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u t i l i z a ç ã o  d e  c a r b o i d r a t o s  e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  é  a  u t i l i z a ç ã o  d e  

s u b s t r a to s  r e n o v á v e i s  e  d e  m e n o r  c u s t o ,  r e f l e t i n d o  d i r e t a m e n te  n o  

c u s t o  d o  p r o d u to .  E n t r e ta n t o ,  d e v e - s e  d e s t a c a r  q u e  u m a  a l t a  e f i c iê n c i a  

n a  c o n v e r s ã o  d e  s u b s t r a t o s  a  p r o d u t o s  é  u m  d o s  f a to r e s  a p o n t a d o s  

c o m o  i m p o r t a n t e s  p a r a  m i n i m i z a r  o  c u s t o  d e  p r o d u ç ã o  d e  

p o l i h i d r o x i a l c a n o a to s  ( C h o i  e  L e e ,  1 9 9 9 ;  L e m o s  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  

P a t w a r d h a n  e  S r i v a s t a v a ,  2 0 0 4 ) .  

V i s a n d o  e l e v a r  a s  e f i c i ê n c i a s  d e  c o n v e r s ã o  d e  s u b s t r a t o s  e m  

p o l i h i d r o x i a l c a n o a to s ,  a l g u m a s  e s t r a t é g i a s  e n v o l v e n d o  p r o c e s s o s  d e  

p r o d u ç ã o  j á  f o r a m  e s t u d a d a s  e m  d i v e r s o s  t r a b a l h o s  c i t a d o s  n a  

l i te r a t u r a .  P e r e i r a  ( 1 9 9 6 )  e s t u d a n d o  a  p r o d u ç ã o  d o  c o p o l í m e r o  P 3 H B -

c o - 3 H V  ( p o l i - 3 - h i d r o x i b u t i r a to - c o - 3 - h i d r o x i v a l e r a t o ) ,  u t i l i z o u  h e x o se s  e  

á c i d o  p r o p iô n ic o  p a r a  e l e v a r  a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  3 H V  d u r a n te  a  f a s e  d e  

a c ú m u l o .  P a r a  ta n to ,  P e r e i r a  e m p r e g o u  u m  r e g i m e  d o  t i p o  d e s c o n t í n u o  

a l i m e n t a d o ,  n o  q u a l  o  á c i d o  p r o p i ô n i c o  f o i  d i s p o n i b i l i z a d o  n o  m e i o  d e  

c u l t u r a  v i a  c o n tr o l e  d e  p H .  N e s s e  t r a b a l h o ,  a  c o n v e r s ã o  d e  á c i d o  

p r o p i ô n i c o  e m  u n i d a d e s  d e  3 H V  f o i  q u a d r u p l i c a d a  ( Y 3 H V / p r p = 0 , 4  g / g )  

q u a n d o  c o n f r o n t a d a  c o m  o s  d a d o s  d e  l i te r a t u r a .  D u  e t  a l .  ( 2 0 0 0 )  

e s t u d a r a m  d i f e r e n t e s  r e l a ç õ e s  d e  g l i c o s e  e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  n a  s o l u ç ã o  

d e  a l i m e n t a ç ã o  p a r a  a  p r o d u ç ã o  d o  c o p o l í m e r o  P 3 H B - c o - 3 H V  

e m p r e g a n d o  o  r e g i m e  d e s c o n t í n u o  a l i m e n t a d o .  

R e c e n t e m e n te ,  e s t u d o s  d a  m o d u l a ç ã o  d a  c o m p o s i ç ã o  

m o n o m é r i c a  d e  p o l i h i d r o x i a l c a n o a to s  a t r a v é s  d a  m a n i p u l a ç ã o  d o  f l u x o  

d a  o f e r t a  d e  s u b s t r a t o s  p a r a  c u l t i v o s  e m  b i o r r e a t o r e s  d e  b a n c a d a  

f o r a m  r e a l i z a d o s  ( R o c h a  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  E m p r e g a n d o  u m a  l i n h a g e m  d e  

B u r k h o l d e r i a  s a c c h a r i  L F M 1 8 9 ,  f o i  p o s s í v e l  e s t a b e l e c e r  u m a  r e l a ç ã o  

p r o p o r c i o n a l  e n t r e  a  s í n te s e  d e  u n i d a d e s  d e  3 H V  e  a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  

á c i d o  p r o p i ô n i c o  f o r n e c i d a  n o  m e i o  d e  c u l t u r a ,  a l é m  d a  o b te n ç ã o  d e  

a l to s  r e n d i m e n t o s  d a  c o n v e r s ã o  d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  e m  u n i d a d e s  d e  

3 H V  ( Y 3 H V / p r p = 1 ,2 5 ,  1 , 2 7  e  1 ,3 4  g / g )  ( R o c h a  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  
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2.4 Metabolismo de propionato 

 

 D i v e r s a s  v i a s  m e ta b ó l i c a s  p a r a  o  c a t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to  j á  

f o r a m  p r o p o s ta s  p a r a  b a c t é r i a s  ( F i g u r a  3 )  c o n s i d e r a n d o - s e  e s t u d o s  

e n v o l v e n d o  d e t e r m i n a ç õ e s  e n z i m á t i c a s  e m  e x t r a t o s  c e l u l a r e s  ( W e g e n e r  

e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .   

 

Figura 3 -  Principais  vias metabólicas  propostas para o  metabolismo do ácido 
propiônico  

 

F o n t e :  Wegen er  et  a l . ,  1968  

 

E n t r e ta n t o ,  a  c o n f i r m a ç ã o  p a r a  a  m a i o r i a  d e s ta s  v i a s  m e t a b ó l i c a s  

a i n d a  c a r e c e  d e  b a s e  g e n é t i c a .  U m  g e n e  q u e  a f e ta  o  m e t a b o l i s m o  d e  

p r o p i o n a t o  f o i  l o c a l i z a d o  a  a p r o x i m a d a m e n t e  9 8  m i n u to s  n o  

c r o m o s s o m o  d e  E sc h e r i c h i a  c o l i  ( S p r a t t  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  E s t e  g e n e  f o i  
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d e s i g n a d o  p r p A  e m  e s t u d o s  p o s t e r i o r e s  ( B e r l y n ,  1 9 9 8 ) .  A p e s a r  d o  

s e q ü e n c i a m e n to  d e  t o d o  o  g e n o m a  d e  E .  co l i ,  n e n h u m a  r e l a ç ã o  c l a r a  

e n t r e  o  g e n e  p r p A  e  u m a  v i a  e s p e c í f i c a  d o  c a ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  

f o i  e s ta b e le c i d a  ( T e x t o r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  A  ú n i c a  v i a  c o m p le t a m e n t e  

e s c l a r e c i d a  d o  m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to  é  a  d o  2 - m e t i l c i t r a to ,  t a n t o  

p a r a  f u n g o s  ( P r o n k  e t  a l . ,  1 9 9 4 )  c o m o  p a r a  b a c té r i a s  ( T e x to r  e t  a l . ,  

1 9 9 7 ) .  O s  g e n e s  d a  v i a  d o  2 - m e t i l c i t r a to  e s t ã o  o r g a n i z a d a s  e m  u m  

o p e r o n  p r p B C D E  e m  E .  c o l i  e  S .  t h y p h i m u r i u m  ( H o r s w i l l  e  E s c a l a n te -

S e m e r e n a ,  1 9 9 7 ;  T e x t o r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  E m  B u r k o l d e r i a  s a c c h a r i  L F M 1 0 1 ,  

a  r e f e r i d a  v i a  f o i  d e t e c t a d a  c o m o  u m a  d a s  m a i s  r e l e v a n t e s  p a r a  o  

m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to  ( P e r e i r a  e t  a l . ,  2 0 0 9 ;  S i l v a ,  1 9 9 8 ) .  A  

a n á l i s e  d o  g e n o m a  d e  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  d e m o n s t r o u  a  

e x i s tê n c i a  d e  g e n e s  d o  o p e r o n  d a  v i a  d o  2 - m e t i l c i t r a t o  n e s ta  c l a s s e  d e  

b a c té r i a s  ( w w w . p s e u d o m o n a s . c o m ) .  E w e r i n g  e t  a l . .  ( 2 0 0 6 )  a v a l i a r a m  o  

m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  e m  m u t a n t e s  d e  R a l s t o n i a  e u t r o p h a  e  P.  

p u t i d a  a f e ta d o s  n a  v i a  d e  2 - m e t i l c i t r a to  ( F i g u r a  4 ) .  M u t a n te s  

n o c a u t e a d o s  n o  g e n e  a c n M  e x c r e ta v a m  q u a n t i d a d e s  e x p r e s s i v a s  d e  2 -

m e t i l c i t r a t o .   
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Figura 4  -  Via do 2-metilc itrato 

 

Font e:  Ew er i ng  et  al . ,  2 006  

 

O  m e t a b o l i s m o  d e  p r o p io n a to  e s t á  i n t i m a m e n te  r e l a c i o n a d o  à  v i a  

d o  m e t i l m a l o n i l  ( F i g .  5 )  e  a o  m e ta b o l i s m o  c e n tr a l ,  c o m o  p o r  e x e m p l o ,  

o  c i c l o  d o  á c i d o  c í t r i c o  ( S u r o v o v a  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .   

V a l e n t i n  e  D e n n i s  ( 1 9 9 6 )  d e m o n s t r a r a m  a  i m p o r tâ n c i a  d a  e n z i m a  

m e t i l m a l o n i l - C o A  m u t a s e  ( S b m )  p a r a  a  f o r m a ç ã o  d e  3 H V  e m  N o c a r d i a  

c o r a l l i n a ,  u m a  v e z  q u e  q u a n d o  f o r n e c i d o  á c i d o  v a l é r i c o  c o m o  f o n t e  d e  

c a r b o n o  e s te  m o n ô m e r o  f o i  p r e d o m i n a n t e .  N o  e n t a n to ,  o s  m u t a n t e s  

s b m  n e g a t i v o s  a c u m u l a v a m  p o l i ( 3 H B - c o - H V )  c o n t e n d o  e n t r e  2  e  5 %  m o l  

3 H V ,  s u g e r i n d o  q u e  u m a  v ia  a l t e r n a t i v a  p a r a  f o r m a ç ã o  d e s t e  

m o n ô m e r o  e s t á  p r e s e n t e .  O  c i c l o  d o  2 - m e t i l c i t r a to  f o i  b l o q u e a d o  e m  

S a l m o n e l l a  e n té r i c a  ( m u t a n te  p r p C )  o  q u e  a u m e n t o u  a  p o r c e n ta g e m  d e  

3 H V  n o  p o l í m e r o  p r o d u z i d o  e  d e m o n s t r o u  q u e  s u c c i n i l - C o A  d o  c i c l o  d o  

á c i d o  c í t r i c o  é  c o n v e r t i d o  a  p r o p i o n i l - C o A ,  p e l a  v i a  d o  m e t i l m a l o n i l -

C o A  ( A l d o r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
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 A l é m  d e s sa s  v i a s  co n h e c i d a s  p a r a  o  m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o ,  

C i n t r a ,  e m  2 0 0 8 ,  d e m o n s tr o u  a  e x i s t ê n c i a  d e  g e n e s  p o s s i v e l m e n te  

r e l a c i o n a d o s  à  α - o x i d a ç ã o  d e  p r o p i o n a t o  e m  B u r k h o l d e r i a  s a c c h a r i .   

 

Figura 5  -  Vias do 2-meti lc itrato ( l inhas vermelhas)  e do meti lmaloni l  ( l inhas 
azuis) 

.   

Prp B:  Met i l is oc itr ato  l i ase;  PrpC:  Met i lc it r ato  s int ase;  PrpD: M et i lc i t rato  dehidrat as e;  
PrpE:  Propi oni l -CoA s intet as e;  A cn M:  A conit as e h idr at ase;  Sb m:  Met i l maloni l -CoA 

mut ase;  YgfG:  met i l mal oni l -Co A d ecarbo xi l ase;  YgfH:  co enz ima A t ransf er ase ( Ad apt ado 
de Sur ov ov a et  a l . ,  2012) .  
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3 MATERIAL E  MÉTODOS 

 

3.1 Microrganismos util izados 

 

N e s t e  e s t u d o ,  f o i  u t i l i z a d a  a  b a c té r i a  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6  

( G o m e z ,  2 0 0 0 )  e  s e u s  m u t a n te s  o b t i d o s  u t i l i z a n d o  r a d i a ç ã o  u l t r a v i o l e t a  

( G o m e z ,  2 0 0 0 ) ,  c u l t i v a d o s  a  3 0  o C .  

O  m u t a n te  L F M 6 9 3 ,  o b t i d o  a  p a r t i r  d a  l i n h a g e m  s e l v a g e m  L F M 0 4 6  

c o m  u t i l i z a ç ã o  d o  t r a n s p o s o n  m i n i - T n 5  ( B r e t a s  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  ta m b é m  f o i  

u t i l i z a d o  n e s te  t r a b a l h o .  

T a m b é m  f o r a m  u t i l i z a d a s  a s  l i n h a g e n s  d e  E s c h e r i c h i a  c o l i  X L 1 -

B l u e  ( B u l l o c k  e t  a l . ,  1 9 8 7 )  e  S 1 7 - 1  ( S i m o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  c u l t i v a d a s  a  3 7   

o C .  

 

3.2 Meios  de cultura e condições de cult ivo 

 

 A s  l i n h a g e n s  u t i l i z a d a s  n e s te  t r a b a l h o  f o r a m  c u l t i v a d a s  e m  m e i o  

L u r i a - B e r t a n i  ( L B ,  T a b e l a  1 )  ( S a m b r o o k  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  s ó l i d o  o u  l í q u i d o  e  

i n c u b a d a s  e m  e s t u f a  o u  e m  a g i t a d o r  r o ta t i v o ,  a  1 5 0  r p m .  A s  

t e m p e r a t u r a  e m p r e g a d a s  f o r a m  d e  3 0  o C  p a r a  l i n h a g e n s  d e  

P s e u d o m o n a s  s p .  e  3 7  o C  p a r a  l i n h a g e n s  d e  E .  c o l i .   

 O s  e n s a i o s  d e  c r e s c i m e n t o  e  a c ú m u l o  f o r a m  r e a l i z a d o s  e m  m e i o  

m í n i m o  ( T a b e l a  1 )  ( R a m s a y  e t  a l . ,  1 9 9 0 )  c o m  1 5  g / L  d e  g l i c o s e .  Á c i d o  

p r o p i ô n i c o  f o i  a d i c i o n a d o  a o  c u l t i v o  e m  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a ç õ e s  ( 0 ,  

0 ,2 5  g / L  e  0 , 5  g / L )  a p ó s  a s  p r i m e i r a s  2 4  h o r a s  d e  c u l t i v o ,  a s so c i a d a s  a  

g l i c o s e  r e s i d u a l  d a  f a s e  d e  c r e s c i m e n t o .  O  e x p e r i m e n t o  t e v e  d u r a ç ã o  

d e  7 2  h o r a s  e  f o i  r e a l i z a d o  e m  d u p l i c a t a .   A m o s t r a s  f o r a m  r e t i r a d a s  

a p ó s  i n o c u l o  e m  M M  p a r a  d e te r m i n a r  c o n c e n tr a ç ã o  c e l u l a r  i n i c i a l  e  

c o n c e n t r a ç ã o  d e  g l i c o se  e  f o r m a ç ã o  d e  P H A  d e  c a d e i a  m é d i a .  A p ó s  a  

a d i ç ã o  d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o ,  f o i  r e t i r a d a  a m o s t r a  d o s  f r a s c o s  n o s  q u a i s  
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o c o r r e u  a  a d i ç ã o  p a r a  d e te r m i n a r  c o n c e n t r a ç ã o  i n i c i a l  d e  p r o p i o n a t o .  

A o  f i n a l  d o  e n s a i o ,  a m o s tr a  f o i  r e t i r a d a  p a r a  d e t e r m i n a r  a  

c o n c e n t r a ç ã o  c e l u l a r  to t a l ,  c o n s u m o  d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o ,  g l i c o s e  e  

f o r m a ç ã o  d e  p o l i h i d r o x i a l c a n o a to s  d e  c a d e i a  m é d i a .   

N o s  e n s a i o s  p a r a  a v a l i a r  a  p o s s i b i l i d a d e  d e  e x c r e ç ã o  d e  á c i d o  

m e t i l i s o c í t r i c o  c o m o  a l t e r n a t i v a  a o  e s t u d o  d o  m e t a b o l i s m o  de  

p r o p i o n a t o  e m  P s e u d o m o n a s  s p . ,  f o r a m  a d i c i o n a d a s  a p ó s  a s  p r i m e i r a s  

2 4  h o r a s  d e  c u l t i v o  2  c o n c e n t r a ç õ e s  d i f e r e n t e s  d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  ( 0 ,  

0 ,1  e  0 ,8  g / L )  p a r a  a v a l i a r  a  p o s s í v e l  e x c r e ç ã o  d e s t e  á c i d o  s o b  

d i f e r e n t e s  c o n d i ç õ e s  d e  c u l t i v o .  A o  f i n a l  d o  c u l t i v o  ( 7 2  h o r a s ) ,  c e r c a  

d e  1 5  m L  d e  s o b r e n a d a n t e  f o i  r e t i r a d o  e  l i o f i l i z a d o  e m  t u b o  d e  v i d r o .  

E m  s e g u i d a ,  a s  a m o s tr a s  f o r a m  s u b m e t i d a s  a  m e t a n ó l i s e  e  a n a l i s a d a s  

e m  c r o m a to g r a f i a  g a s o s a ,  c o m o  d e s c r i to  n a  l i te r a t u r a  ( E w e r i n g  e t  a l . ,  

2 0 0 6 ) .  F o i  u t i l i z a d o  c o m o  p a r â m e t r o  p a r a  a  d e t e c ç ã o  d o  á c i d o  

m e t i l i s o c í t r i c o  e m  c r o m a to g r a f i a  g a s o s a  o  á c i d o  i s o c í t r i c o .  E s te  á c i d o  

f o i  s u b m e t i d o  a o  m e s m o  t r a t a m e n t o  q u e  a s  a m o s t r a s .  

N o  c a s o  d e  e n s a i o  c o m  á c i d o  p r o p i ô n i c o  m a r c a d o  n o  c a r b o n o  1  

( S i g m a - A l d r i c h  C o . ,  S ã o  P a u l o ,  S P ,  B r a s i l  -  9 9 %  P r o p i o n i c  a c i d  1 - 1 3 - C )  

( 0 , 1 ,  0 , 5  g / L  e  1  g / L )  u t i l i z a n d o  a s  l i n h a g e n s  L F M 0 4 6  e  L F M 6 9 3 ,  a p ó s  7 2  

h o r a s  d e  c u l t i v o ,  o  s o b r e n a d a n t e  f o i  r e t i r a d o  p a r a  d e t e r m i n a ç ã o  d a  

c o n c e n t r a ç ã o  f i n a l  d e  p r o p i o n a t o  e  a s  c é l u l a s  f o r a m  c o l h i d a s  p a r a  

d e t e r m i n a ç ã o  d o  b i o p o l í m e r o .  P a r a  o  e n s a i o  c o m  g l i c o s e  

c o m p l e t a m e n t e  m a r c a d a ,  h o u v e  d i v i s ã o  e n tr e  f a s e  d e  c r e s c i m e n to  e  

f a s e  d e  a c ú m u l o .  E m  u m  p r i m e i r o  m o m e n t o ,  a s  l i n h a g e n s  L F M 0 4 6  e  

L F M 6 9 3  f o r a m  c u l t i v a d a s  e m  M M  s e m  l i m i t a ç ã o  d e  n i t r o g ê n i o  ( M M 1 ,  

T a b e l a  3 )  c o m  1 0  g / L  d e  g l i c o s e ,  d u r a n te  2 4  h o r a s .  E m  s e g u i d a ,  a s  

c é l u l a s  f o r a m  l a v a d a s  c o m  s o l u ç ã o  s a l i n a  0 ,8 %  e  i n o c u l a d a s  e m  M M  

s e m  a d i ç ã o  d e  n i t r o g ê n i o  ( M M 2 ,  T a b e l a  3 ) ,  n o  q u a l  f o r a m  a d i c i o n a d o s  

5 g / L  d e  g l i c o s e  c o m p l e t a m e n t e  m a r c a d a  e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  n a s  

c o n c e n t r a ç õ e s  d e  0 ,  0 , 2 5  e  1 g / L .  
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 P a r a  s e l e c i o n a r  l i n h a g e n s  c o n t e n d o  o  p la s m í d i o  p B B R 1 M C S - 2  

( K m r )  o u  p a r a  o  m u t a n t e  L F M 6 9 3 ,  q u e  p o s s u i  p l a s m í d e o  m i n i - T n 5  c o m  

m a r c a  d e  r e s i s t ê n c i a  a  c a n a m i c i n a ,  e s te  a n t i b i ó t i c o  f o i  u t i l i z a d o  e m  

c o n c e n t r a ç ã o  n o  m e i o  d e  5 0  µ g / m L .   

 

Tabela 1 -  Composição dos meios  de cultura 

Componentes Meio Luria-Bertani Meio Mínimo 

Complexos Concentração (g/L) Concentração (g/L) 
Triptona 10 ---  

Extrato de levedura 5 ---  
NaCl  5 ---  

Definidos 
quimicamente 

  

KH2PO4  ---  1,5 
Na2HPO4  ---  3,5 

(NH4)2SO4  ---  1 
MgSO47H20 ---  0,2 
CaCl2 .2H20 ---  0,01 

Citrato  férrico 
amoniacal 

---  0,06 

Solução de Elementos 
Traços 

---  1 

 

P a r a  a s  f o r m u l a ç õ e s  d e  m e i o  m i n e r a l  a  s o l u ç ã o  d e  e l e m e n t o s  

t r a ç o s  c o n t i n h a  a  f o r m u l a ç ã o  m o s t r a d a  n a  T a b e l a  2 .  
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Tabela 2 -  Composição da Solução de Elementos Traços  (SET).  

Componentes Concentração 

H3BO3  0,3  g/L 

CoCl2 .6H2O 0,2  g/L 

ZnSO4 .7H2O 0,1  g/L 

MnCl2 .4H2O 30 mg/L 

NaMoO4 .2H2O 30 mg/L 

NiCl2 .6H2O 20 mg/L 

CuSO4 .5H2O 10 mg/L 

 

Tabela 3 -  Composição dos meios de cultura uti l izados no ensaio com glicose 
marcada. 

Componentes MM1 MM2 

Na2HPO4 

KH2HPO4 

(NH4)2SO4 

MgSO4.7H2O 

CaCl2.2H2O 

Citrato férrico 
amoniacal 

Solução de Elementos 
Traços 

3,5  g/L 

1,5  g/L 

3,5  g/L 

1 mL/L 

1 mL/L 

1 mL/L 

1 mL/L 

3,5 g/L 

1,5 g/L 

0 

1 mL/L 

1 mL/L 

1 mL/L 

1 mL/L 
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3.3 Metodologia Analítica 

 

3.3.1 Determinação da Biomassa 

 

A  m a s s a  s e c a  c e l u l a r  f o i  d e te r m i n a d a  g r a v i m e t r i c a m e n t e  a p ó s  

c e n t r i f u g a ç ã o  d e  v o l u m e  c o n h e c i d o  d a  c u l t u r a ,  l a v a g e m  e  l i o f i l i z a ç ã o  

d a s  c é l u l a s .  

 

3.3.2 Determinação do pH 

 

O  p H  f o i  d e te r m i n a d o  n o  s o b r e n a d a n t e ,  a p ó s  c e n t r i f u g a ç ã o  d a  

c u l t u r a ,  e m  p o t e n c i ô m e t r o  ( T e c n a l  E q u i p a m e n t o s  p a r a  L a b o r a t ó r i o ,  

P i r a c i c a b a ,  S P ,  B r a s i l  -  m o d e l o  T E C - 2 )  u t i l i z a n d o  p a d r õ e s  d e  p H  4 ,0  e  

7 ,0 .  

 

3.3.3 Quantidade e  composição de PHAs 

 

A  q u a n t i d a d e  e  c o m p o s i ç ã o  d e  P H A  f o r a m  d e t e r m i n a d a s  a t r a v é s  d e  

c r o m a t o g r a f i a  d e  f a s e  g a s o s a  d e  p r o p i l - é s te r e s  ( R i i s  e  M a i ,  1 9 8 8 ) .  

C e r c a  d e  1 0  a  1 5  m g  d e  c é l u l a s  l i o f i l i z a d a s  f o r a m  t r a n s f e r i d a s  p a r a  

t u b o s ,  a o s  q u a i s  f o r a m  a d i c i o n a d o s  2  m L  d e  u m a  s o l u ç ã o  d e  á c i d o  

c l o r í d r i c o  e m  p r o p a n o l  ( 1 : 4  v / v ) ,  2  m L  d e  1 , 2 – d ic l o r e t a n o  e  1 0 0  µ L  d e  

u m a  so l u ç ã o  d e  á c i d o  b e n z ó i c o  ( 4 0  g / L )  e m  p r o p a n o l .  O s  t u b o s  f o r a m  

f e c h a d o s  f o r te m e n t e ,  a g i t a d o s  e  s u b m e t i d o s  à  p r o p a n ó l i s e  p o r  3  h o r a s  

a  1 0 0  º C ,  c o m  a g i t a ç ã o  a p ó s  o s  p r im e i r o s  3 0  m i n u to s .  A p ó s  

r e s f r i a m e n t o ,  f o r a m  a d i c io n a d o s  a o s  t u b o s  4  m L  d e  á g u a  d e s t i l a d a ,  

a g i t a n d o - o s  v i g o r o s a m e n te  p o r  3 0  s e g u n d o s .  A p ó s  s e p a r a ç ã o ,  a  f a se  
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a q u o s a  ( s u p e r i o r )  f o i  d e s c a r ta d a  e  a  f a s e  o r g â n i c a  ( i n f e r i o r )  u t i l i z a d a  

p a r a  a n á l i s e .  U m  v o l u m e  d e  1  µ L  d a  f a s e  o r g â n i c a  f o i  a n a l i s a d o  a p ó s  

f r a c i o n a m e n t o  d a  a m o s tr a  ( “ s p l i t ”  1 : 2 0 )  e m  c r o m a t ó g r a f o  g a s o s o  

H P 7 8 9 0  S e r i e s  G C  S y s t e m  ( A g i l e n t  T e c h n o l o g i e s ,  S a n t a  C l a r a ,  C A ,  

E s ta d o s  U n i d o s )  e q u i p a d o  c o m  u m a  c o l u n a  H P - 5  ( 5 %  f e n i l -

m e t i l s i l o x a n o ,  c o m p r i m e n t o  -  3 0  m ,  d i â m e n tr o  0 , 2 5  m m ,  e s p e s s u r a  d o  

f i l m e  0 ,2 5  µ m )  ( A g i l e n t  T e c h n o l o g i e s ) .  A  a n á l i s e  f o i  c o n d u z i d a  n a s  

s e g u i n te s  c o n d i ç õ e s :  G á s  d e  a r r a s te :  H é l i o  ( 0 , 8  m L / m i n ) ;  T e m p e r a t u r a  

d o  i n j e to r :  2 5 0  o C ;  T e m p e r a t u r a  d o  d e te c to r :  3 0 0  o C ;  S i s t e m a  d e  

d e t e c ç ã o :  i o n i z a ç ã o  d e  c h a m a  ( F I D ) ;  P r o g r a m a  d e  t e m p e r a t u r a s  d o  

f o r n o :  1 0 0  o C  p o r  1  m i n u to ,  e l e v a ç ã o  d a  te m p e r a t u r a  a t é  2 1 0  o C  a  8  o C  

/ m i n  e  2 1 0  o C  p o r  1 5  m i n u to s .  Á c i d o  b e n zó ic o  f o i  u t i l i z a d o  c o m o  

p a d r ã o  i n te r n o .  P o l í m e r o s  p r o d u z i d o s  p o r  P .  o l e o v o r a n s  o u  P .  p u t i d a  a  

p a r t i r  d e  d i f e r e n t e s  f o n t e s  d e  c a r b o n o  o u  P 3 H B  e  P 3 H B - c o - 3 H V  

( A l d r i c h )  f o r a m  u t i l i z a d o s  c o m o  p a d r õ e s  p a r a  a  g e r a ç ã o  d a s  c u r v a s  d e  

c a l i b r a ç ã o .  O  P H A  t o t a l  f o i  c a l c u l a d o  s o m a n d o - s e  a s  q u a n t i d a d e s  d o s  

c o n s t i t u i n te s  3 H B  ( 3 - H i d r o x i b u t i r a to ) ,  3 H V  ( 3 - H i d r o x i v a l e r a to ) ,  3 H H x  

( 3 - H i d r o x i h e x a n o a to ) ,  3 H H p  ( 3 - H i d r o x i h e p t a n o a t o ) ,  3 H O  ( 3 -

H i d r o x i o c t a n o a t o ) ,  3 H N  ( 3 - H i d r o x i n o n a n o a t o ) ,  3 H D  ( 3 -

H i d r o x i d e c a n o a t o )  e  3 H D D  ( 3 - H i d r o x i d o d e c a n o a t o ) .   

 

3.3.4 Concentração de carboidratos 

 

A s  c o n c e n t r a ç õ e s  d e  g l i c o s e  f o r a m  d e t e r m i n a d a s  e m  H P L C  

( U l t i m a te  3 0 0 0  –  D i o n e x :  T h e r m o  F i s c h e r  S c i e n t i f i c  I n c . ,  W a l t h a m ,  M A ,  

E s ta d o s  U n i d o s )  e q u i p a d o  c o m  c o l u n a  p a r a  d e te r m i n a ç ã o  d e  a ç ú c a r e s  

( A m i n e x  H P X 8 7 - H ) .  O  d e t e c to r  u t i l i z a d o  f o i  o  d e  í n d i c e  d e  r e f r a ç ã o  

d i f e r e n c i a l  ( S h o d e x  I R - 1 0 1 ) .  
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3 . 3 . 5  C o n c e n t r a ç ã o  d e  p r o p i o n a t o  

 

A s  c o n c e n t r a ç õ e s  d e  p r o p i o n a t o  f o r a m  d e te r m i n a d a s  e m  H P L C  

( U l t i m a te  3 0 0 0  D i o n e x )  e q u i p a d o  c o m  u m a  c o l u n a  A m i n e x  H P X 8 7 - H  

( B i o R a d  L a b o r a to r i e s  I n c . ,H e r c u l e s ,  C A ,  C a l i f o r n i a ) .  O  d e te c to r  

u t i l i z a d o  f o i  o  d e  l u z  u l t r a v i o l e t a  c o m  a r r a n jo  d e  d i o d o s  ( D i o n e x ) .   

 

3 . 3 . 6  D e te r m i n a ç ã o  d o  f a t o r  d e  c o n v e r s ã o  e n t r e  á c id o  p r o p i ô n i c o  

m o n ô m e r o s  d e  c a d e i a  í m p a r  ( Y H A i / p r p )  

 

 S e g u n d o  H i i s  ( 2 0 0 1 )  o  Y H A i / p r p  f o i  c a l c u l a d o  s e g u i n d o  a  e q u a ç ã o :  

 

Y H A i / p r p =  H A i - H A i o / P r p o - P r p      

 

E m  q u e :  

H A i  =  m a s s a  d e  m o n ô m e r o s  í m p a r e s  a o  f i n a l  d o  e n s a i o   

H A i o  =  m a s s a  d e  m o n ô m e r o s  ím p a r e s  n o  i n í c i o  d o  e n s a i o   

P r p o  =  m a s s a  d e  p r o p i o n a t o  n o  i n í c i o  d o  e n s a i o  

P r p  =  m a s s a  d e  p r o p i o n a to  a o  f i n a l  d o  e n s a i o    
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3.3.7 Análise  Estatística 

 

T o d o s  o s  e x p e r i m e n t o s  f o r a m  r e a l i z a d o s  e m  d u p l i c a ta  e  a  a n á l i s e  

e s ta t í s t i c a  f o i  e f e t i v a d a  p e l a  c o m p a r a ç ã o  d e  m é d i a s  c o n s i d e r a n d o  o s  

d e s v i o s  p a d r õ e s .  

 

3.4 Manipulação de DNA 

 

3.4.1 Extração do DNA genômico e plasmidial 

 

 A  e x t r a ç ã o  d e  D N A  f o i  f e i t a  u t i l i z a n d o  o s  k i t s  d e  e x t r a ç ã o  d e  D N A  

p l a s m i d i a l  Q I A p r e p ®  S p i n  M i n i p r e p  ( Q i a g e n ,  V a l e n c i a ,  C A ,  E s t a d o s  

U n i d o s ) ,  e  o  k i t  d e  e x t r a ç ã o  d e  D N A  g e n ô m i c o  D N e a s y ®  B l o o d  &  T i s s u e  

( Q i a g e n )  a p ó s  o  c u l t i v o  d a s  l i n h a g e n s  b a c t e r i a n a s  p o r  1 2  h o r a s  e m   

m e i o  L B ,  c o n f o r m e  i n d i c a ç õ e s  d o  f a b r i c a n te .  

  

3.4.2 Digestão do DNA 

 

O  D N A  g e n ô m i c o  d a  l i n h a g e m  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6  f o i  

d i g e r i d o  c o m  a  e n d o n u c l e a s e  d e  r e s t r i ç ã o  H i n d I I I ,  b e m  c o m o  o  

p l a s m í d e o  p B B R 1 - M C S 2  ( K o v a c h  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  
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3.4.3 L igação  

 

A s  r e a ç õ e s  d e  l i g a ç ã o  f o r a m  r e a l i z a d a s  u t i l i z a n d o - s e  a  e n z i m a  T 4  

D N A  l i g a s e  ( I n v i t r o g e n )  d e  a c o r d o  c o m  o  p r o to c o l o  d o  f a b r i c a n t e .  O  

p r o d u to  d e  l i g a ç ã o  f o i  u t i l i z a d o  p a r a  t r a n s f o r m a r  a s  l i n h a g e n s  d e  E .  

c o l i  X L 1 - B l u e  o u  E .  c o l i  S 1 7 - 1  p e l o  m é to d o  d e  o b t e n ç ã o  d e  c é l u l a s  

q u i m i o c o m p e t e n te s  e  t r a n sf o r m a ç ã o  d e s c r i to  n o  p r ó x i m o  i t e m  

( S a m b r o o k  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  

  

3.4.4 Inserção de DNA em bactérias por transformação 

 

P a r a  p r e p a r o  d e  c é l u l a s  c o m p e te n t e s ,  a s  l i n h a g e n s  d e  E .  c o l i  X L 1 -

B l u e  o u  S 1 7 - 1  f o r a m  i n o c u l a d a s  s e p a r a d a m e n t e  e m  2 5  m L  d e  m e i o  L B  

a d i c io n a d o  d e  M g C l 2  1 0  m M  e  M g S O 4  1 0  m M  e  i n c u b a d a  e m  a g i ta d o r  

r o ta t i v o  ( 1 5 0  r p m )  a  3 7  o C  a té  a t i n g i r  d e n s i d a d e  ó p t i c a  ( D O 6 5 0 n m )  

i g u a l  a  0 ,3 - 0 ,6 .  F o r a m  t r a n s f e r i d o s  8  m L  d a  c u l t u r a  p a r a  t u b o s  e s té r e i s  

e  g e l a d o s  q u e  f o r a m  m a n t i d o s  e m  g e lo  p o r  1 0  m i n u t o s .  E m  s e g u i d a ,  o s  

t u b o s  f o r a m  c e n t r i f u g a d o s  ( 5 0 0 0  r p m ,  1 5  m i n u to s ,  4 o  C ) .  O  

s o b r e n a d a n t e  f o i  d e sc a r t a d o  e  o  p e l le t  f o i  r e s s u s p e n d i d o  e m  4  m L  d e  

t a m p ã o  d e  t r a n s f o r m a ç ã o  ( T a b e l a  4 )  g e l a d o .  A s  c é l u l a s  f o r a m  m a n t i d a s  

p o r  1 5  m i n u t o s  e m  g e l o  e  n o v a m e n t e  c e n tr i f u g a d a s .  P a r a  o b te n ç ã o  d a s  

c é l u l a s  c o m p e t e n te s ,  o  “ p e l l e t ”  f o i  r e ss u s p e n d i d o  e m  0 , 8  m L  d o  

t a m p ã o  d e  t r a n s f o r m a ç ã o ,  d i v i d i d o  e m  a l í q u o t a s  d e  2 0 0  μ L  a s  q u a i s  

f o r a m  m a n t i d a s  e m  b a n h o  d e  g e l o .  A s  c é l u l a s  f o r a m  u t i l i z a d a s  

i m e d i a t a m e n te .  

P a r a  c a d a  2 0 0  μ L  d e  c é l u l a s  c o m p e t e n t e s ,  f o i  a d i c i o n a d o  1 0  μ L  d e  

D N A  r e s u l t a n t e  d a  r e a ç ã o  d e  l i g a ç ã o .  E s ta  m i s t u r a  f o i  h o m o g e n e i z a d a  

p o r  i n v e r s ã o  d e  t u b o s  e  i n c u b a d a  e m  b a n h o  d e  g e l o  p o r  3 0  m i n u t o s .  
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A p ó s  e s te  te m p o ,  o s  t u b o s  f o r a m  s u b m e t i d o s  a  c h o q u e  té r m i c o  a  4 2  o C  

p o r  9 0  s e g u n d o s  e  i m e d i a ta m e n t e  r e s f r i a d a  e m  g e l o ,  o n d e  f o r a m  

i n c u b a d o s  p o r  2  m i n u t o s .  A d i c i o n o u - s e  6 0 0  μ L  d e  m e i o  L B  e  a s  c é l u la s  

f o r a m  i n c u b a d a s  p o r  1  h o r a  a  3 7  o C .  O s  c l o n e s  t r a n s f o r m a n te s  f o r a m  

s e l e c i o n a d o s  e m  m e i o  d e  c u l t u r a  c o n t e n d o  o  a n t i b i ó t i c o  a p r o p r i a d o  

( c a n a m i c i n a  o u  a m p ic i l i n a ) .  I P T G  ( i s o p r o p i l - t i o - β - D - g a l a c t o s í d e o )  e  X -

G a l  ( 5 - b r o m o - 4 - c l o r o - 3 - i n d o l i l - β - D - g a l a c to s í d e o )  ta m b é m  f o r am  

a d i c io n a d o s  p a r a  d i f e r e n c ia r  c l o n e s  r e c o m b i n a n te s  c o n t e n d o  o  i n s e r t o  

d e  D N A ,  n a  l i n h a g e m  d e  E .  c o l i  X L 1 - B l u e .  

 

Tabela 4 -  Formulação do tampão de transformação 
 

Reagente Concentração 
(mM) 

Tris/HCL 10 
CaCl2  50 
MgCl2  10 
MgSO4  10 

 
O  pH fo i  aj ust ado  em 8 ,0  e o  vo lume c orresp on dent e d est a  for mu laç ão fo i  d e 1000  mL de 
águ a d est i lad a.  

 

3.4.5 Construção da biblioteca genômica da l inhagem LFM046 

 

 P a r a  e s t u d a r  o  m e t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to  n a  l i n h a g e m  s e l v a g e m  

L F M 0 4 6  f o i  c o n s t r u í d a  s u a  b i b l io te c a  g e n ô m i c a .  P a r a  t a n t o ,  o  D N A  

g e n ô m i c o  d a  l i n h a g e m  s e l v a g e m  f o i  e x t r a í d o  u t i l i z a n d o  k i t  d e  e x t r a ç ã o  

d e  D N A  g e n ô m i c o  d a  Q i a g e n  ( D N e a s y®  B l o o d  &  T i ss u e ) .  F o i  a n a l i s a d a  a  

q u a n t i d a d e  e  p u r e z a  d o  D N A  p o r  m e d i d a s  d e  a b so r b â n i a  2 6 0 - 2 8 0  n o  

e s p e c t r o f o tô m e tr o  N a n o V u e  ( G E  h e a l t h c a r e )  e  o  D N A  f o i  p a r c i a l m e n te  

d i g e r i d o  c o m  a  e n z i m a  H i n d I I I  p o r  d i f e r e n t e s  t e m p o s  ( e n t r e  5  e  2 5  

m i n u to s  a  3 7  o C ,  s e g u i d o  d e  i n a t i v a ç ã o  p o r  2 0  m i n u to s  a  6 5  o C )  p a r a  

e s c o l h a  d o  t e m p o  ó t i m o  d e  d i g e s t ã o .   O  p l a s m í d e o  p B B R 1 M C S - 2  f o i  
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e x t r a í d o  u t i l i z a n d o  k i t  d e  e x t r a ç ã o  d e  D N A  p l a s m i d i a l  d a  Q ia g e n  

( Q I A p r e p ®  S p i n  M i n i p r e p ) .  A  c o n c e n tr a ç ã o  p l a s m i d i a l  t a m b é m  f o i  

e s t i m a d a  e  o  p l a s m í d e o  f o i  c o m p l e t a m e n t e  d i g e r i d o  u t i l i z a n d o  a  

e n z i m a  H i n d I I I  ( o v e r n i g h t  a  3 7  o C ,  s e g u i d o  d e  i n a t iv a ç ã o  p o r  2 0  

m i n u to s  a  6 5  o C ) .   

 A  l i g a ç ã o  e n t r e  o  p l a s m í d e o  p B B R 1 M C S - 2  t o ta l m e n te  d i g e r i d o  e  o  

D N A  g e n ô m i c o  d a  l i n h a g e m  L F M 0 4 6  p a r c i a l m e n te  d i g e r i d o  f o i  f e i ta  

u t i l i z a n d o  o s  D N A s  d i g e r i d o s ,  a  e n z i m a  T 4  D N A  l i g a s e  e  o  ta m p ã o  d a  

e n z i m a .  A  r e a ç ã o  o c o r r e u  à  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  p o r  1 6  h o r a s .   

E m  s e g u i d a ,  f o r a m  p r e p a r a d a s  c é l u l a s  c o m p e te n t e s  d e  E .  c o l i  X L 1 -

B l u e  e  E .  c o l i  S - 1 7  q u e  f o r a m  e m  s e g u i d a  t r a n s f o r m a d a s  c o m  o  p r o d u t o  

d e  l i g a ç ã o  e n tr e  o  p l a s m í d e o  p B B R 1 M C S - 2  e  o  D N A  g e n ô m i c o  

p a r c i a l m e n te  d i g e r i d o  d a  l i n h a g e m  L F M 0 4 6 .  

O  r e s u l t a d o  d a  t r a n sf o r m a ç ã o  d a  l i n h a g e m  E .  c o l i  S 1 7 - 1  f o i  

p l a q u e a d a  ( 1 0 0  µ l  p o r  p l a c a )  e m  m e i o  L B  c o m  c a n a m i c i n a  ( L B K )  e  a  

l i n h a g e m  E .  c o l i  X L 1 - B l u e  f o i  p l a q u e a d a  e m  m e i o  L B K  c o m  2 0  µ l  d e  I P T G  

( 0 , 1  M )  e  5 0  µ l  d e  X G a l  ( 2 0  m g / m L ) .  

A  l i n h a g e m  E .  c o l i  X L 1 B l u e  f o i  u t i l i z a d a  p a r a  s e  a v a l i a r  a  

p r o p o r ç ã o  d e  p l a s m í d e o s  c o m  i n se r to s  d o  D N A  g e n ô m i c o  d a  L F M 0 4 6  d o  

t o t a l  d e  c o l ô n i a s  t r a n s f o r m a d a s .  D e v i d o  a  α - c o m p l e m e n t a ç ã o  d o  

o p e r o n  L a c Z ,  p l a s m í d e o s  c o m  i n s e r to  o r i g i n a m  c o l ô n i a s  b r a n c a s  

e n q u a n t o  c o l ô n i a s  a z u i s  s ã o  o r i g i n a d a s  p o r  b a c té r i a s  t r a n s f o r m a d a s  

p o r  p l a s m í d e o s  l i v r e s  d e  i n s e r to ,  q u a n d o  c u l t i v a s  e m  m e i o  L B  c o m  a  

m a r c a  d e  r e s i s tê n c i a  d o  p l a s m í d e o  e  I P T G  e  X G a l .  A  l i n h a g e m  E .  c o l i  

S 1 7 - 1  f o i  u t i l i z a d a  p o r  s e r  c a p a z  d e  c o n j u g a r  c o m  o u tr a s  b a c té r i a s .  
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3.4.6 Busca do local  de mutação por UV 

 

C o m  o  o b je t i v o  d e  i d e n t i f i c a r  n o v o s  g e n e s  r e l a c i o n a d o s  c o m  o  

m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  e m  P s e u d m o n a s  s p .  L F M 0 4 6 ,  b u s c a r a m - se  

c l o n e s  d a  b i b l i o te c a  g e n ô m i c a  c a p a z e s  d e  c o m p l e m e n t a r  m u t a n t e s  

o b t i d o s  p o r  U V  ( G o m e z ,  2 0 0 0 ) .  P a r a  i s s o ,  f o r a m  u t i l i z a d a s  p l a c a s  d e  

M M  c o m  1  g / L  d e  p r o p i o n a t o  s o b r e  a  q u a l  f o i  c u l t i v a d o  u m  t a p e t e  d a  

l i n h a g e m  m u t a n te  e m  e s t u d o .  S o b r e  o  t a p e te ,  f o r a m  i n o c u l a d o s  c l o n e s  

d a  b i b l i o t e c a  g e n ô m i c a  p a r a  q u e  o c o r r e s s e  c o n j u g a ç ã o  e n tr e  a s  

l i n h a g e n s .  

 

3.4.7 Identif icação do local de inserção do transposon mini-Tn5 no genoma 

da l inhagem LFM693 

 

 P a r a  i d e n t i f i c a r  o  g e n e  i n t e r r o m p i d o  e  d e te r m i n a r  o  l o c a l  d e  

i n s e r ç ã o  d o  m i n i - T n 5 l a c Z  n a  l i n h a g e m  m u t a n t e  L F M 6 9 3 ,  f o i  r e a l i z a d a  a  

c l o n a g e m  d i r e ta  n o  v e to r  p U C B M 2 0 .  P a r a  ta n t o ,  o  D N A  g e n ô m i c o  d o  

m u t a n te  f o i  e x t r a í d o  e  d i g e r i d o  c o m  a  e n z i m a  P s t I  e ,  e m  s e g u i d a ,  

l i g a d o  e  t r a n s f e r i d o  p a r a  E .  c o l i  X L 1 - B l u e  p o r  t r a n s f o r m a ç ã o .  O s  c l o n e s  

c o n t e n d o  f r a g m e n to s  d e  i n te r e s s e  f o r a m  s e le c i o n a d o s  e m  m e i o  L B  c o m  

c a n a m i c i n a .  P a r a  a  i d e n t i f i c a ç ã o  d o  g e n e  m u ta d o  f o i  r e a l i z a d o  o  

s e q ü e n c i a m e n to  d o  f r a g m e n to  u t i l i z a n d o  o s  i n i c i a d o r e s  E x t1 2  

( 5 ’ C G C T G A C T T G A C G G G A C G G G A C G G C 3 ’ ) ,  

M 1 3 f ( 5 ’ G T A A A A C G A C G G C C A G T 3 ’ )  e  M 1 3 r  ( 5 ’C A G G A A A C A G C T AT G A C 3 ’ ) .  
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A s  s e q u ê n c ia s  o b t i d a s  f o r a m  c o m p a r a d a s  a o  g e n o m a  d e  P s e u d o m o n a s  

p u t i d a  K T 2 4 4 0  u t i l i z a n d o  o  p r o g r a m a  B L A S T N  ( S i l v a - Q u e i r o z ,  2 0 0 7 ) .  

 

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

 

O b j e t i v a n d o  a n a l i s a r  s e  o  t r a n s p o s o n  m i n i - T n 5  h a v i a  s e  i n s e r i d o  

e m  a p e n a s  u m  p o n t o  n o  g e n o m a  d a  l i n h a g e m  m u t a n te ,  f o i  e m p r e g a d a  a  

t é c n i c a  d e  S o u t h e r n  B l o t .  E s t e  e x p e r i m e n to  f o i  r e a l i z a d o  e m  p a r c e r i a  

c o m  o  l a b o r a tó r i o  d a  P r o f a .  D r a .  M a r i l i s  d o  V a l l e  M a r q u e s  d o  I n s t i t u t o  

d e  C i ê n c i a s  B i o m é d ic a s  I I - U S P .   

A  o b t e n ç ã o  d a  s o n d a  p a r a  d e t e c ta r  a  i n s e r ç ã o  d o  v e t o r  c o m  o  

f r a g m e n to  d e  i n t e r e s se  f o i  u t i l i z a d o  o  m é t o d o  d e  r a n d o m  p r i m i n g  

s y n th e s i s  ( F e i n b e r g ,  1 9 9 3 )  p a r a  a  m a r c a ç ã o  d a  s o n d a .  

E m  u m  b a n h o  d e  g e l o ,  f o r a m  c o l o c a d o s  e m  u m  t u b o  e p p e n d o r f  5  

µ L  d o  f r a g m e n to  d e  D N A ,  1 2  µ L  d e  á g u a  u l t r a - p u r a  ( M i l l i - Q )  e  1  µ L  d o  

i n i c i a d o r  p d N 6 .  E m  s e g u i d a ,  o  t u b o  f o i  f e r v i d o  p o r  2  m i n u to s  e ,  

i m e d i a t a m e n te ,  r e t o r n a d o  a o  g e l o .  A d i c i o n o u - s e  1 µ L  d e  t a m p ã o  K l e n o w  

( G I B C O  P r o d u c t s  I n v i t r o g e n  C o r p o r a t i o n ,  G r a n d  I s l a n d ,  N Y  E s t a d o s  

U n i d o s )  f o r n e c i d o  p e l o  f a b r i c a n t e ,  1  µ L  d e  c a d a  n u c l e o t í d e o  d T T P ,  

d G T P  e  d A T P ,  5  µ L  d e  [  3 2 P ]  d C T P  e  1 U  d a  e n z i m a  K l e n o w  ( G I B C O ) ,  e m  

v o l u m e  f i n a l  d e  3 0  µ L .  A  r e a ç ã o  f o i  m a n t i d a  e m  t e m p e r a t u r a  a m b i e n te  

p o r  2  h o r a s  e ,  e m  s e g u i d a ,  f o i  a d i c io n a d o  8 0  µ L  d e  T E  ( T r i s - H C l  1 0  m M  

p H  8 . 0 ,  E D T A  1  m M  p H  8 . 0 )  e  r e t i r a d o  o  [    3 2 P ]  d C T P  l i v r e  a t r a v é s  d o  
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k i t  C o n c e r t  N u c l e i c  A c i d  P u r i f i c a t i o n  S y s t e m  ( Q i a g e n ) .  A p ó s  a  

p u r i f i c a ç ã o  d a  s o n d a ,  f o i  r e t i r a d o  1  µ L  e  a  r a d i a ç ã o  f o i  q u a n t i f i c a d a  e m  

c o n t a d o r  d e  c i n t i l a ç ã o  p a r a  p o s te r i o r m e n t e  s e r  u t i l i z a d a  n o  S o u t h e r n  

B l o t .  

 P a r a  c o n f i r m a r  a  i n t e g r a ç ã o  d o  t r a n s p o s o n  n o  c r o m o s s o m o  d a  

l i n h a g e m  L F M 6 9 3 ,  o  D N A  g e n ô m i c o  f o i  d i g e r i d o  c o m  P s t I .  A  d i g e s t ã o  f o i  

r e a l i z a d a  n a s  se g u i n t e s  p r o p o r ç õ e s :  5  µ L  d o  D N A  g e n ô m i c o ,  2 , 5  µ L  d e  

t a m p ã o  2 ,  1  µ L  d a  e n z im a  P s t I  e  1 6  µ L  d e  á g u a  M i l l i - Q .  O  p r o d u to  d a  

d i g e s tã o  f o i  s u b m e t i d o  a  e l e t r o f o r e s e  e m  g e l  a g a r o se  0 , 8 %  e m  ta m p ã o  

d e  c o r r i d a  T B E  1 X ,  s e n d o  r e a l i z a d a  a  c o r r i d a  a  1 1 0 V ,  e m p r e g a n d o  c o m o  

m a r c a d o r  d e  m a s s a c u l a r  o  D N A  L a d d e r  1 K b  P l u s  ( I n v i t r o g e n ) .  E m  

s e g u i d a ,  o  g e l  f o i  c o r a d o  c o m  b r o m e to  d e  e t í d i o  0 ,5  µ g / m L  e  f o i  

f o to g r a f a d o  s o b  l u z  U V  c o m  u m a  r é g u a  a o  l a d o  d o  m a r c a d o r .   

D e  m o d o  a  t r a n s f e r i r  o  D N A  d o  g e l  d e  a g a r o s e  p a r a  u m a  

m e m b r a n a  d e  n i t r o c e l u l o s e ,  f o i  e m p r e g a d o  o  p r o c e d i m e n to  d e s c r i t o  

p o r  S o u t h e r n  ( 1 9 7 5 ) .  P a r a  t a n t o ,  o  g e l  d e  a g a r o s e  f o i  l a v a d o  e m  á g u a  

d e s t i l a d a  p a r a  r e t i r a r  o  b r o m e t o  d e  e t í d i o  e  e m  s e g u i d a  f o i  i n c u b a d o  

p o r  4 5  m i n u to s  e m  s o l u ç ã o  d e  d e s n a tu r a ç ã o  ( N a O H  0 , 5  M ;  N a C l  1 ,5  M )  

l a v a d o  n o v a m e n t e  e m  á g u a  d e s t i l a d a  e  t r a n s f e r i d o  p a r a  o  s e g u n d o  

t a m p ã o  ( n e u tr a l i z a ç ã o )  c o n te n d o  T r i s  b a s e  0 , 5  M ,  N a C l  1 , 5  M  e m  p H  

7 ,5 .  P o r  f i m ,  f o i  i n c u b a d o  e m  s o l u ç ã o  X  S S C  ( N a C l  3 M  e  c i t r a t o  d e  s ó d i o  

0 ,3  M ) .  A  t r a n s f e r ê n c i a  f o i  r e a l i z a d a  e m  u m  r e c i p i e n te  c o n t e n d o  3 0 0  

m L  d e  s o l u ç ã o  1 0  X  S S C  p o r  1 6  h o r a s  e m  t e m p e r a t u r a  a m b i e n te .   
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A p ó s  a  t r a n s f e r ê n c i a  d o  D N A  d o  g e l  d e  a g a r o s e  p a r a  a  m e m b r a n a  de  

n i t r o c e l u l o s e ,  p r e v i a m e n t e  s e c a  e m  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  ( 3 0  m i n . ) ,  o  g e l  

f o i  n o v a m e n t e  c o r a d o  e m  b r o m e t o  d e  e t í d i o  e  v i s u a l i z a d o  s o b  l u z  U V  p a r a  

v e r i f i c a r  a  t r a n s f e r ê n c i a  p a r a  a  m e m b r a n a  e  f i x a r  o  D N A  n a  m e s m a .  E s t a  

e x p o s i ç ã o  t e v e  d u r a ç ã o  d e  5  m i n u t o s .  P o s t e r i o r m e n t e  a  m e m b r a n a  f o i  p r é -

h i b r i d i z a d a  p o r  2  h o r a s  a  3 7  ° C  e m  s o l u ç ã o  d e  h i b r i d i z a ç ã o  ( S S C  5  X ,  

f o r m a m i d a  3 0 % ,  E D T A  1 0  m M ,  S D S  1 % ,  S o r e n s e n  b u f f e r  c o m p o s t o  d e  f o s f a t o  

d e  p o t á s s i o  ( p H  6 . 2 )  6 0  m M  e  l e i t e  e m  p ó  5 % )  A  e t a p a  s e g u i n t e  c o n s i s t i u  n a  

h i b r i d i z a ç ã o  c o m  a  s o n d a  m a r c a d a  a  3 7  ° C  p o r  1 4  h o r a s .  A p ó s  a  

h i b r i d i z a ç ã o ,  a  m e m b r a n a  f o i  l a v a d a  c o m  a s  s o l u ç õ e s  2  X  S S C  0 , 1  %  S D S  ( 3 0  

m i n u t o s  –  3 7  ° C ) ,  1  X  S S C  0 , 1  %  S D S  ( 3 0  m i n u t o s  –  3 7  ° C )  e  1  X  S S C  0 , 1  %  S D S  

( 3 0  m i n u t o s  –  6 5  ° C ) .  P o r  f i m ,  a  m e m b r a n a  f o i  s e c a  e m  t e m p e r a t u r a  

a m b i e n t e  p o r  3 0  m i n u t o s  e  e x p o s t a  a  f i l m e  H y p e r f i l m  ( A m e r s h a m )  d u r a n t e  a  

n o i t e  a  - 7 0  ° C .  



4 2  
 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Análise do contexto genômico do locus prp  e outros genes relacionados 

ao metabolismo de propionato em Pseudomonas 

 

 O  l o c u s  p r p  r e l a t i v o  a  v i a  d o  2 - m e t i l c i t r a to  e s t á  d e s c r i t o  e m  2 7  

e s p é c i e s  d e  P s e u d o m o n a s  n o  N C B I  ( N a t i o n a l  C e n te r  f o r  B i o te c h n o l o g y  

I n f o r m a t i o n ) ,  o u  s e j a ,  t o d o s  o s  g e n o m a s  c o m p l e to s  d i s p o n í v e i s  n a  

é p o c a  e m  q u e  f o i  r e a l i za d a  e s t a  a n á l i s e .  A  a n á l i se  d e s te s  l o c u s  m o s t r o u  

q u e  e x i s t e m  d u a s  c o n f i g u r a ç õ e s  d e  a g r u p a m e n t o s  p o s s ív e i s  e m  

P s e u d o m o n a s .  E m  a m b a s ,  e s t ã o  p r e s e n t e s  u m  r e g u l a d o r  d e  t r a n s c r i ç ã o  

( p r p R ) ,  s e g u i d o  d o s  g e n e s  p r p B  ( m e t i l i s o c i t r a to  l i a s e ) ,  p r p C  

( m e t i l c i t r a t o  s i n ta s e ) ,  a c n M  ( m e t h y l - c i s - a c o n i ta s e  h i d r a ta se ) ,  p r p F  

( m e t h y l a c o n i ta t e  d e l t a 2 - d e l t a 3 - i s o m e r a s e ) ,  n o  m e s m o  s e n t i d o  d e  

t r a n s c r i ç ã o .  E m  u m a  d a s  c o n f i g u r a ç õ e s  d o  a g r u p a m e n t o ,  o  g e n e  p r p D  

( m e t i l c i t r a t o  d e h i d r a ta s e )  e s tá  p r e s e n t e  e m  s e g u i d a  a o  g e n e  p r p F  ( F ig .  

6  –  A ) ,  e n q u a n t o  n a  o u tr a  e s te  g e n e  n ã o  e s t á  p r e s e n t e  n o  a g r u p a m e n t o  

( F i g .  6  –  B ) .  N e s te  s e g u n d o  c a s o ,  o  g e n e  p r p D  f o i  e n c o n t r a d o  d e s c r i t o  

e m  o u tr a s  r e g iõ e s  d o  g e n o m a  a p e n a s  e m  P .  f l u o r e s c e n s  F 1 1 3  m a s  u m a  

a n á l i s e  u t i l i z a n d o  B l a s tx  l e v o u  a  p r o t e í n a s  h i p o t é t i c a s  c o m  1 0 0 %  d e  

s i m i l a r i d a d e  c o m  P r p D  e m  o u tr a s  r e g i õ e s  d o  g e n o m a  e m  to d a s  a s  

o u t r a s  e s p é c i e s  q u e  n ã o  p o s s u e m  o  g e n e  p r p D  n o  a g r u p a m e n to  ( P .  

s y r i n g a e  p v .  p h a s e o l i c a  1 4 4 8 A ,  P .  s y r i n g a e  p v .  t o m a t o  s t r .  D C 3 0 0 0 ,  P .  

s y r i n g a e  p v .  s y r i n g a e  B 7 2 8 a ,  P .  s t u t z e r i  D S M 4 1 6 6 ,  P .  s t u t z e r i  

A T C C 1 7 5 8 8 ,  P .  s tu tz e r i  A 1 5 0 1 ,  P .  f u l v a  1 2 - X ,  P .  b r a s s i c a c e a r u m  s u b s p .  

b r a s s i c a ce a r u m  N F M 4 2 1 ,  P .  m e n d o c i n a  y m p ,  P .  m e n d o c i n a  N K - 0 1 ) .  N o  

p r i m e i r o  c a s o ,  e n c o n tr a m - s e  d e s c r i ta s  a s  s e g u i n te s  e s p é c i e s :  P .  

a e r u g i n o s a  U C B P P - P A 1 4 ,  P .  a e r u g i n o s a  P A 0 1 ,  P .  a e r u g i n o s a  L E S B 5 8 ,  P .  

a e r u g i n o s a  N C G M 2 . S 1 ,  P .  a e r u g i n o s a  M 1 8 ,  P .  a e r u g i n o s a  P A 7 ,  P .  
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f l u o r e s ce n s  P f - 5 ,  P .  f l u o r e s c e n s  S B W 2 5 ,  P .  f l u o r e s c e n s  P f 0 - 1 ,  P .  

e n t o m o p h i l a  L 4 8 ,  P .  p u t i d a  W 6 1 9 ,  P .  p u t i d a  K T 2 4 4 0 ,  P .  p u t i d a  G B - 1 ,  P .  

p u t i d a  F 1 ,  P .  p u t i d a  S 1 6 ,  P .  p u t i d a  B I R D - 1 .  

 

Figura 6  -  Contexto genômico do locus prp em Pseudomonas  

 

prpR :  regulad or d e tr an scri ção ;  prpB :met i l i so ci tr ato  l ias e ,  prpC :  met i l c i t r ato  s int ase ,  
acn M :  meth yl - c is - aco nit as e h idr at as e , prp F :  met hyl aconit at e d el ta2-de l ta3- iso merase,  

prpD :  met i lc i t rato  deh idr at as e 

 

E s s a s  d u a s  c o n f i g u r a ç õ e s  f o r a m  r e c e n t e m e n t e  d e s c r i t a s  n a  

l i te r a t u r a .  S u r o v o v a  e t  a l .  ( 2 0 1 2 )  d e s c r e v e m  q u e  a  m a i o r i a  d a s  

P s e u d o m o n a d a l e s  p o s s u i  o s  g e n e s  d o  m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  

o r g a n i z a d o  n o  o p e r o n  p r p R B C - a c n M - p r p F D  e  q u e  a l g u m a s  b a c t é r i a s  

d e s s e  t á x o n  p o s s u e m  o p e r o n s  m a i s  c u r t o s ,  c o m o  p r p R B C - a c n M - p r p F ,  

o n d e  p r p R  r e f e r e - s e  a o  r e g u la d o r  d e  t r a n s c r i ç ã o  d o  o p e r o n .  

O s  g e n e s  p r p B ,  p r p C  e  p r p D  s ã o  t o d o s  r e q u e r i d o s  p a r a  o  

c a t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  e m  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m .  A  i m p o r t â n c i a  

d a  p r o t e í n a  c o d i f i c a d a  p e l o  g e n e  p r p E  ( p r o p i o n i l - C o A  s i n te t a s e )  n o  

c a t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  a i n d a  n ã o  e s t á  c o m p l e t a m e n t e  e s c l a r e c i d a .  

U m a  p o s s í v e l  h i p ó t e s e  p a r a  a  a u s ê n c i a  d o  g e n e  p r p E  n o  o p e r o n  d e  

d i v e r s a s  b a c té r i a s  é  q u e  o u tr a s  a c y l - C o A  s i n te t a s e s  p o d e r i a m  s u b s t i t u i r  

a  e n z i m a  p o r  e l e  c o d i f i c a d a  ( H o r s w i l l  e  E s c a l a n t e - S e m e n e r a ,  1 9 9 7 ) .  
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 N e n h u m  d o s  g e n e s  p r e s e n t e s  n o  o p e r o n  p r p  d a  v i a  d o  2 -

m e t i l c i t r a t o  m o s t r a r a m - s e  d u p l i c a d o s  n o s  g e n o m a s  d e  P s e u d o m o n a s  

d e p o s i ta d o s  n o  N C B I ,  c o m o  f o i  r e p o r t a d o  p a r a  o u tr a s  b a c té r i a s  ( C l a e s  

e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  E w e r in g  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  P e r e i r a  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  

 T a m b é m  f o i  a n a l i s a d a  a  p r e s e n ç a  d o s  g e n e s  d a  v i a  d o  

m e t i l m a l o n i l - C o A  e m  P s e u d o m o n a s .  E m b o r a  e s t a  v i a  te n h a  s i d o  

d e s c r i t a  c o m o  e n v o l v i d a  n o  c a t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  ( S t e i n b ü c h e l ,  

1 9 9 1 ) ,  t a m b é m  t e m  s i d o  d e s c r i t a  c o m o  u m a  v i a  p a r a  p r o d u ç ã o  d e  

p r o p i o n a t o  a  p a r t i r  d e  s u c c i n a t o  e m  N o c a r d i a  c o r a l l i n a  ( Va l e n t i n  e  

D e n n i s ,  1 9 9 6 )  e  e m  S a l m o n e l l a  e n te r i ca  e x p r e s s a n d o  g e n e s  d e s t a  v i a  d e  

E .  c o l i  ( A l d o r  e t  a l . ,  2 0 0 2 )  e  p e r m i t i n d o  a  s í n t e s e  d e  3 H V  ( 3 -

h i d r o x i v a l e r a to ) ,  o u  s e j a ,  u m  H A i .   

E m  E .  c o l i  K 1 2  ( M G 1 6 5 5 ) ,  o s  g e n e s  r e l a c i o n a d o s  a  v i a  d o  

m e t i l m a l o n i l - C o A  a p r e s e n t a m - s e  o r g a n i z a d o s  n o  o p e r o n  

s c p A a r g K s c p B C ,  n o  q u a l  o  g e n e  s c p A  c o d i f i c a  a  e n z im a  m e t i l m a l o n i l -

C o A  m u t a s e ,  o  p a p e l  d o  g e n e  a r g K  a i n d a  n ã o  e s t á  b e m  e s c l a r e c i d o  m a s  

s u g e r e - s e  q u e  c o d i f i q u e  u m a  p r o t e í n a  c o m  p a p e l  r e g u l a d o r ,  o  g e n e  

s c p B  c o d i f i c a  a  e n z i m a  m e t i l m a l o n i l - C o A  d e c a r b o x i l a s e  e  o  s c p C  

c o d i f i c a  u m a  p r o p i o n i l - C o A : s u c c i n i l - C o A  t r a n s f e r a s e .  A  b u s c a  p o r  g e n e s  

d e s ta  v i a  n o  g e n o m a  d e  P s e u d o m o n a s  u t i l i z a n d o  o  p r o g r a m a  t B l a s t X  

n ã o  p e r m i t i u  i d e n t i f i c a r  g e n e s  c o m  a l t a  s i m i l a r i d a d e  a o s  g e n e s  s c p A  e  

s c p B .  M e s m o  o s  g e n e s  d e t e c ta d o s  c o m  b a i x a  s i m i l a r i d a d e  n ã o  s e  

e n c o n t r a m  a g r u p a d o s  n o s  g e n o m a s  d e  P s e u d o m o n a s .   

F o r a m  d e te c ta d o s  g e n e s  c o m  u m a  b o a  s i m i l a r i d a d e  a  s c p C  e m  

t o d o s  o s  g e n o m a s  d e  P s e u d o m o n a s ,  e n t r e ta n to ,  p r ó x i m o s  a  e s te  n ã o  

f o r a m  d e t e c t a d o s  g e n e s  q u e  p o d e r i a m  e s t a r  r e l a c i o n a d o s  a o  

m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  p e l a  v i a  d o  m e t i l m a l o n i l - C o A .  O  p r o d u t o  d o  

g e n e  s c p C  c a ta l i s a  u m a  r e a ç ã o  b a s t a n t e  c o m u m  e m  o u tr a s  v i a s  

m e ta b ó l i c a s ,  a s s i m  o  q u e  p o d e  t e r  s i d o  d e t e c t a d o  e m  P s e u d o m o n a s  é  

u m  g e n e  r e l a c i o n a d o  c o m  e s s a s  o u t r a s  v i a s ,  m a s  n ã o  a  v i a  d o  

m e t i l m a l o n i l - C o A .   
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O s  d a d o s  s u g e r e m ,  p o r t a n to ,  q u e  a  v i a  d o  m e t i l m a l o n i l - C o A  n ã o  

d e v e  e s t a r  p r e s e n te  e m  P s e u d o m o n a s .  

 O u t r a  v i a  q u e  p o d e  e s t a r  p r e s e n t e  e m  P s e u d o m o n a s  é  a  v i a  d e  α -

o x i d a ç ã o  ( F i g .  7 ) .  G e n e s  q u e  p o d e m  e s t a r  r e l a c i o n a d o s  a  e s s a  v i a  

m e ta b ó l i c a  e m  B u r k h o l d e r i a  s a c c h a r i  f o r a m  p r o p o s to s  p e l o  n o s s o  g r u p o  

( C i n t r a ,  2 0 0 8 ) .  N e s s e  e s t u d o ,  f o r a m  r e a l i z a d o s  e x p e r i m e n to s  d e  

c o m p l e m e n ta ç ã o  f e n o t í p i c a  d e  m u ta n t e s  o b t i d o s  p o r  U V  a  p a r t i r  d e  

c l o n e s  d e  b i b l i o t e c a  g e n ô m i c a  d e  B .  s a c c h a r i .  U m  d e s s e s  c l o n e s  f o i  

c a p a z  d e  r e c o n s t i tu i r  a  c a p a c i d a d e  d e  c r e s c i m e n t o  e m  p r o p i o n a t o  e m  

a l g u n s  d o s  m u t a n te s .  A  a n á l i s e  d a  s e q u ê n c i a  d e  a m i n o á c i d o s  c o d i f i c a d a  

p e l o  f r a g m e n t o  c a p a z  d e  c o m p le m e n t a r  o  m u t a n t e  r e v e l o u  s i m i la r i d a d e  

c o m  s e q u ê n c i a s  d e  r e g u l a d o r e s  t r a n s c r i c io n a i s  d o  t i p o  L y s R  d e  d i v e r s a s  

b a c té r i a s  d o  g ê n e r o  B u r k h o l d e r i a .  U m a  b u s c a  p e la s  r e g i õ e s  a d j a c e n t e s  

a o  g e n e  c o d i f i c a d o r  d e  L y s R  e m  B u r k h o l d e r i a  s p p .  m o s t r o u  a  p r e s e n ç a  

d e  t r ê s  g e n e s  a n o t a d o s  c o m o  a c i l - C o A  d e s i d r o g e n a s e ,  a c i l - C o A  

t r a n s f e r a s e / L - c a r n i t i n a  d e s i d r a ta s e  e  u m a  p e r m e a s e  d a  s u p e r f a m í l i a  d e  

f a c i l i ta d o r e s  M F S ,  m a s  n ã o  v i n c u l a d o s  a o  m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to .  

C o m  b a s e  n o s  r e su l t a d o s  d e  c o m p l e m e n t a ç ã o  f e n o t í p i c a  f o i  p r o p o s to  

q u e  o s  g e n e s  c o d i f i c a r ia m  u m a  p r o p i o n i l - C o A  d e s i d r o g e n a s e ,  u m a  

l a c t i l - C o A : p r o p i o n i l - C o A  t r a n s f e r a s e / a c r i l i l - C o A  h i d r a t a s e  e  u m a  

p r o p i o n a t o  p e r m e a s e .  
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Figura 7 -  Via de α-oxidação do propionato  

 

 

 Q u a n d o  b u s c a d o s  n o s  g e n o m a s  d e  P s e u d o m o n a s ,  o s  g e n e s  d a  v i a  

d a  α - o x i d a ç ã o  f o r a m  e n c o n tr a d o s  e m  to d a s  a s  1 1  l i n h a g e n s  d e  

P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a ,  m a s  n ã o  e m  o u tr a s  e s p é c i e s  d e s t e  g ê n e r o  

c o m  g e n o m a s  s e q u e n c i a d o s .  E n q u a n to  n o s  o p e r o n s  d e  B u r k h o l d e r i a  s ã o  

t r ê s  o s  g e n e s  a s s o c i a d o s  a  α - o x i d a ç ã o  d e  p r o p i o n a to  ( C i n t r a ,  2 0 0 8 ) ,  

n o s  g e n o m a s  d e  P .  a e r u g i n o s a  f o r a m  e n c o n t r a d o s  s e i s  g e n e s  q u e  

p r o v a v e lm e n te  s e  o r g a n i z a m  e m  u m  o p e r o n .  O  p r i m e i r o  g e n e  d o  

o p e r o n  d e  P s e u d o m o n a s  é  h o m ó l o g o  a o  m e s m o  g e n e  n o  o p e r o n  d e  

B u r k h o l d e r i a  e  c o d i f i c a  a  p r o p i o n i l - C o A  d e s i d r o g e n a se ,  r e s p o n s á v e l  
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p e l a  c o n v e r s ã o  d e  P r o p i o n i l - C o A  e m  a c r i l i l - C o A .  O  s e g u n d o  g e n e  d o  

o p e r o n  d e  P se u d o m o n a  é  h o m ó l o g o  a o  m e s m o  g e n e  n o  o p e r o n  d e  

B u r k h o l d e r i a  e  c o d i f i c a  d u a s  a t i v i d a d e s  e n z i m á t ic a s :  a c i l -

C o A : P r o p i o n i l - C o A  t r a n s f e r a s e  ( o u  l a c t i l - C o A : P r o p io n i l - C o A  

t r a n s f e r a s e )  e  a c r i l i l - C o A  h i d r a ta s e .  O  t e r c e i r o  g e n e  d o  o p e r o n  d e  

P s e u d o m o n a s  n ã o  e n c o n t r a  h o m ó l o g o  n o  o p e r o n  d e  B u r k h o l d e r i a .  E s se  

g e n e  e s tá  a n o t a d o  c o m o  u m a  e n o i l - C o A  h i d r a ta s e  e  p o d e  s e r  

r e s p o n s á v e l  p e l a  m e s m a  r e a ç ã o  d a  a c r i l i l - C o A  h i d r a t a s e ,  e m b o r a  n ã o  

f o r a m  e n c o n t r a d a s  s i m i l a r i d a d e s  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  e ss e s  d o i s  g e n e s .  

O  q u a r t o  g e n e  d o  o p e r o n  d e  P s e u d o m o n a s  n ã o  te m  h o m ó l o g o  n o  

o p e r o n  d e  B u r k h o l d e r i a  e  e s tá  a n o ta d o  c o m o  u m a  3 - h i d r o x i a c i l - C o A  

d e s i d r o g e n a s e  e  p o d e  c o r r e s p o n d e r  a  l a c t a to  d e s i d r o g e n a s e ,  o u  s e ja ,  

s e r i a  u m a  2 - h i d r o x i a c i l - C o A  d e s i d r o g e n a s e .  O  q u i n to  g e n e  d o  o p e r o n  

d e  P s e u d o m o n a s  t a m b é m  n ã o  e n c o n t r a  h o m ó l o g o  n o  o p e r o n  d e  

B u r k h o l d e r i a  e  e s tá  a n o t a d o  c o m o  c o d i f i c a n d o  u m a  a c i l - C o A  t i o l a s e ,  

p o d e  a s s i m  s e r  u m a  l a c t i l - C o A  t h i o l a s e .  N e s s e  c a s o ,  a  t r a n sf e r ê n c i a  da  

C o e n z i m a  A  p a r a  o  p r o p io n a to  p o d e  s e r  r e a l i z a d a  a  p a r t i r  d e  o u t r o  

g r u p o  a c i l  d i f e r e n t e  d o  l a c t i l  e  a  t i o l a s e  s e r i a  r e s p o n s á v e l  p e l a  

c o n v e r s ã o  d e  l a c t i l - C o A  a  l a c ta t o .  E m b o r a  o  s e x t o  g e n e  d o  o p e r o n  d e  

P s e u d o m o n a s  e  o  te r c e i r o  g e n e  d o  o p e r o n  d e  B u r k h o l d e r i a  c o n d i f i q u e m  

p a r a  t r a n s p o r ta d o r e s  e  s u p o s t a m e n te  e s t a r i a m  e n v o l v i d o s  n o  

t r a n s p o r te  d o  á c id o  p r o p i ô n i c o  p a r a  o  i n te r i o r  d a  c é l u l a ,  n ã o  f o i  

v e r i f i c a d a  g r a n d e  s i m i l a r i d a d e  e n t r e  e s t e s  d o i s  g e n e s ,  n ã o  

r e p r e s e n t a n d o  h o m ó l o g o s .  

D e s t a  f o r m a ,  a  α - o x i d a ç ã o  d o  p r o p i o n a to  n ã o  p a r e c e  e s ta r  t ã o  

d i s t r i b u í d a  n o  g r u p o  d a s  P s e u d o m o n a s  c o m o  o  c i c l o  d o  2 - m e t i l c i t r a t o  e  

p o d e  s e r  u m a  p o s s í v e l  v i a  a l te r n a t i v a  p a r a  d e g r a d a ç ã o  d e  p r o p i o n a t o  

e m  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6 .  E n t r e ta n t o ,  s e r i a m  n e c e s s á r i o s  e s t u d o s  

p a r a  a v a l i a r  s u a  p r e s e n ç a  n e s t a  b a c t é r i a ,  u m a  v e z  q u e  e l a  s e  a p r e s e n ta  

r e s t r i ta  a  u m a  ú n i ca  e s p é c i e  d o  g ê n e r o .   
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E s t u d o s  r e c e n t e s  r e a l i z a d o s  e m  n o s s o  l a b o r a t ó r i o ,  l e v a r a m  à  

c o n s t r u ç ã o  d a  á r v o r e  f i l o g e n é t i c a  a  p a r t i r  d e  s e q u ê n c i a s  d e  r D N A  1 6 S  

d e  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6  e  o u t r a s  l i n h a g e n s  t i p o  d e  P s e u d o m o n a s .  

O s  r e s u l t a d o s  m o s t r a r a m  q u e  a  l i n h a g e m  P s e u d o m o n a s  L F M 0 4 6  s e  

p o s ic i o n a  e m  u m  r a m o  d i f e r e n t e  d e  P .  a e r u g i n o s a  e  a g r u p a d a  c o m  P .  

r e s i n o v o r a n s ,  P .  b a l e á r i c a ,  P .  a z o t i f i g e n s  e  P .  i n d i c a  ( F i g .  8 ) .  N e n h u m a  

d e s s a s  l i n h a g e n s  d e  P s e u d o m o n a s  t e v e  o  se u  g e n o m a  s e q u e n c i a d o ,  o  

q u e  p r e j u d i c a  a  c o m p a r a ç ã o  e  f o r m u l a ç ã o  d e  h i p ó t e se s  p a r a  o  

m e ta b o l i s m o  d a  l i n h a g e m  L F M 0 4 6 .   

 

Figura 8  -  Árvore f i logenética construída a part ir  de sequências  de rDNA16S  
de LFM046 e outras l inhagens de Pseudomonas  

 

 
Font e:  Roch a,  r esu lt ad o s  não pub l ic ados 
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4.2 Detecção do local de inserção do transposon no mutante LFM693 

 

O  m u t a n te  L F M 6 9 3  a p r e s e n ta  f e n ó t i p o  d e  i n c a p a c i d a d e  d e  c r e s c e r  

e m  p r o p i o n a to ,  a s s o c i a d o  a  u m  a u m e n t o  e x p r e s s i v o  n a  e f i c i ê n c i a  d e  

c o n v e r s ã o  d e  p r o p i o n a to  e m  m o n ô m e r o s  H A i ,  e m b o r a  e s s e  a u m e n t o  

a p e n a s  s e j a  o b s e r v a d o  s o b  c o n c e n t r a ç õ e s  b a i x a s  d e  p r o p i o n a t o  ( B r e ta s  

e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  A  i n c o r p o r a ç ã o  d e  H A i ,  a l é m  d e  p o s s i b i l i t a r  a  o b t e n ç ã o  d e  

n o v a s  p r o p r i e d a d e s  n o  P H A m c l ,  v i a b i l i z a m  o  e s t u d o  d o  m e t a b o l i s m o  

d e s te  m i c r o r g a n i s m o  n o  q u e  d i z  r e s p e i to  a o  u s o  d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  

c o m o  f o n t e  d e  c a r b o n o .  

A  a n á l i s e  p o r  S o u th e r n  B l o t  a p r e s e n ta - s e  c o m o  u m a  i m p o r t a n te  

f e r r a m e n t a  p a r a  a v a l i a r  s e  u m a  d a d a  s e q u ê n c i a  g e n ô m i c a  e s tá  p r e s e n t e  

n o  g e n o m a  d o  m ic r o r g a n i s m o  e m  e s t u d o .  N o  c a s o  d o  m u t a n t e  L F M 6 9 3  é  

d e  g r a n d e  i m p o r tâ n c ia  o  u s o  d e s ta  t é c n ic a  p a r a  v e r i f i c a r  s e  o  

t r a n s p o s o n  s e  i n s e r i u  e m  a p e n a s  u m a  r e g i ã o  d o  g e n o m a ,  d e  t a l  f o r m a  

q u e  e s s a  p o s s a  s e r  d i r e t a m e n te  r e l a c i o n a d a  a o  f e n ó t i p o  o b s e r v a d o .  

E s ta  a n á l i s e  f o i  r e a l i z a d a  e m  p a r c e r i a  c o m  o  l a b o r a t ó r i o  d a  P r o f a .  D r a .  

M a r i l i s  d o  V a l l e  M a r q u e s  d o  D e p a r ta m e n to  d e  M i c r o b i o l o g i a  d a  

U n i v e r s i d a d e  d e  S ã o  P a u l o ,  p o i s  e n v o l v i a  o  u s o  d e  c o m p o s t o  

r a d i o a t i v o .  

 I n i c i a l m e n te ,  o  D N A  g e n ô m i c o  d a  l i n h a g e m  s e l v a g e m  L F M 0 4 6  e  d a  

l i n h a g e m  m u t a n te  L F M 6 9 3  f o r a m  e x t r a í d o s  e  d i g e r i d o s  c o m  a  e n z i m a  

P s t I .  A p ó s  a  d i g e s t ã o ,  o  D N A  f o i  s u b m e t i d o  a  e l e t r o f o r e s e  e m  g e l  d e  

a g a r o s e ,  p a r a  s e p a r a r  o s  d i f e r e n t e s  f r a g m e n t o s  d e  D N A  f o r m a d o s ,  e  o  

g e l  f o i  c o r a d o  c o m  b r o m e t o  d e  e t í d i o .  U t i l i z o u - s e  o  p r o c e d i m e n t o  

d e s c r i t o  p o r  S o u th e r n  ( 1 9 7 5 )  p a r a  t r a n s f e r i r  o  D N A  d o  g e l  p a r a  

m e m b r a n a  d e  n i t r o c e l u l o s e .  O  D N A  f o i  f i x a d o  n a  m e m b r a n a  u t i l i z a n d o  

l u z  U V  e  a  m e m b r a n a  f o i ,  e m  s e g u i d a ,  h i b r i d i z a d a  c o m  s o n d a  r a d i o a t i v a  

c o r r e s p o n d e n t e  a o  t r a n s p o s o n  m i n i - T n 5 .  A  F i g u r a  9  a p r e s e n t a  o  

r e s u l ta d o  f i n a l  d e s t e  e x p e r i m e n t o .  A  l i n h a g e m  L F M 0 4 6  n ã o  a p r e s e n t o u  

l i g a ç ã o  c o m  a  s o n d a  r a d i o a t i v a ,  o  q u e  d e m o n s t r a  q u e  n ã o  h á  r e g i õ e s  
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h o m ó l o g a s  a o  t r a n s p o s o n  m i n i - T n 5  n o  g e n o m a  d e s t a  l i n h a g e m .  P o r  

o u t r o  l a d o ,  p o d e - s e  o b s e r v a r  q u e  a  l i g a ç ã o  d a  s o n d a  c o m  a  l i n h a g e m  

m u t a n te  L F M 6 9 3  r e s u l t o u  e m  u m a  ú n ic a  b a n d a ,  i n d i c a n d o  u m a  ú n i c a  

i n s e r ç ã o  d o  t r a n s p o s o n  n o  g e n o m a  d e s t a  l i n h a g e m .  D e s t a  f o r m a ,  é  

p o s s í v e l  c o n c l u i r  q u e  a s  a l t e r a ç õ e s  f e n o t í p i c a s  o b s e r v a d a s  n a  l i n h a g e m  

L F M 6 9 3  s ã o  d e c o r r e n t e s  d e  u m a  ú n ic a  i n s e r ç ã o  d o  t r a n s p o so n  m i n i - T n 5  

e m  s e u  g e n o m a ,  o u  s e ja ,  o  t r a n s p o n o n  s e  i n s e r i u  e m  u m  g e n e  r e l a v a n te  

p a r a  o  m e t a b o l i sm o  d e  p r o p i o n a to .  

 

Figura 9  -  Resultado da análise do Southern Blot  para avaliar  a inserção do 
transposon na l inhagem mutante 

 

 

 P a r a  i d e n t i f i c a ç ã o  d o  g e n e  n o  q u a l  o  t r a n s p o s o n  s e  i n s e r i u ,  o  

D N A  g e n ô m i c o  d e  P se u d o m o n a s  s p .  L F M 6 9 3  f o i  d i g e r i d o  c o m  a  e n z i m a  

P s t I  e  c l o n a d o  n o  v e to r  p U C B M 2 0 .  O s  c l o n e s  d e  E .  c o l i  c o n t e n d o  p a r te  

d o  t r a n s p o s o n  i n s e r i d o  n o  v e t o r  p U C B M 2 0  f o r a m  s e l e c i o n a d o s  p o r  

a p r e s e n ta r  r e s i s tê n c i a  s i m u l t â n e a  a  a m p i c i l i n a  ( v e t o r )  e  c a n a m i c i n a  

( t r a n s p o s o n ) .  U m  d o s  c l o n e s  o b t i d o s  f o i  s u b m e t i d o  a  s e q u e n c i a m e n t o  

u t i l i z a n d o  i n i c i a d o r e s  p r e s e n te s  n o  v e t o r  ( M 1 3 f  e  M 1 3 r ) ,  b e m  c o m o  
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i n i c i a d o r  c o m p l e m e n t a r  a  r e g i ã o  d o  t r a n s p o s o n  ( E x t 1 2  –  B r a z ,  2 0 0 6 ) .  A  

a n á l i s e  d a s  s e q ü ê n c i a s ,  s u b m e t i d a  p a r a  a n á l i s e  n o  p r o g r a m a  B l a s t N  d o  

N C B I  i d e n t i f i c o u  q u e  o  t r a n s p o s o n  s e  i n s e r i u  e m  u m a  r e g i ã o  q u e  

c o d i f i c a  p a r a  a  2 - m e t i l i s o c i t r a to  l i a s e  ( p r p B ) .  E s t e  g e n e  e s t á  

r e l a c i o n a d o  c o m  o  c i c l o  d o  2 - m e t i l c i t r a t o  q u e  s e  a p r e s e n t a  c o m o  u m a  

d a s  v i a s  p a r a  o x i d a ç ã o  d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  p a r a  v á r i o s  p r o c a r i o t o s  

( T e x to r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) ,  e s p e c i a l m e n t e  b a c té r i a s  q u e  p r o d u z e m  

m o n ô m e r o s  d e  c a d e i a  ím p a r  c o m o  B u r k h o l d e r i a  s a c c h a r i  ( B r a m e r  e t  a l . ,  

2 0 0 2 ;  P e r e i r a  e t  a l . ,  2 0 0 9 ;  S i l v a ,  1 9 9 8 ) ,  P .  p u t i d a  e  R a l s t o n i a  e u t r o p h a  

( E w e r i n g  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  E s ta  v i a  m e t a b ó l i c a  t a m b é m  f o i  d e t e c t a d a  e m  

t o d a s  a s  e s p é c i e s  d e  P se u d o m o n a s  c o m  g e n o m a  s e q u e n c i a d o  ( i te m  

4 . 1 ) .  

E w e r i n g  e t  a l .  ( 2 0 0 6 )  d e m o n s tr a r a m  q u e  a  i n te r r u p ç ã o  d o  g e n e  

a c n M ,  t a m b é m  r e l a c i o n a d o  a o  c i c l o  d o  2 - m e t i l c i t r a to ,  e m  R .  e u t r o p h a  e  

P .  p u t i d a  l e v o u  à  e x c r e ç ã o  d e  2 - m e t i l c i t r a to ,  s u b s t r a t o  d a  e n z i m a  

A c n M .   

F o i  d e m o n s tr a d o  q u e  a  e f i c i ê n c ia  d e  c o n v e r s ã o  d e  p r o p i o n a to  e m  

H A i  d e p e n d e  d a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  p r o p i o n a to  s u p r i d o  e m  P s e u d o m o n a s  

s p .  L F M 6 9 3 .  I s to  é ,  s o b  a l ta s  c o n c e n tr a ç õ e s  d e  p r o p io n a to  ( ~ 1 ,0  g / L )  a  

e f i c i ê n c i a  é  b a i x a  e  s i m i l a r  à  l i n h a g e m  s e l v a g e m .  P o r  o u t r o  l a d o ,  so b  

b a i x a s  c o n c e n tr a çõ e s  ( < 0 , 5  g / L )  a  e f i c iê n c i a  d e  c o n v e r s ã o  a u m e n t a ,  

p o d e n d o  a t i n g i r  o  v a l o r  m á x i m o  t e ó r i c o .  A  b a i x a  e f i c i ê n c i a  s o b  a l t a s  

c o n c e n t r a ç õ e s  d e  p r o p i o n a to  p o d e  se r  e x p l i c a d a  d e  d u a s  f o r m a s :  ( i )  

s o b  a l t a s  c o n c e n t r a ç õ e s  d e  p r o p i o n a to  u m a  o u tr a  v i a  r e s p o n s á v e l  p e lo  

c a t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to  a s s u m e  u m  p a p e l  r e l a n t e  e  l e v a  a  o x i d a ç ã o  

d o  p r o p i o n a to ,  i m p e d i n d o  q u e  p o s s a  s e r  u t i l i z a d o  p a r a  f o r m a r  

m o n ô m e r o s  H A i ;  ( i i )  s o b  a l t a s  c o n c e n t r a ç õ e s  d e  p r o p i o n a to  e s te  é  

e x c r e t a d o  c o m o  2 - m e t i l i s o c i t r a to  n o  m u t a n te  d e f i c i e n t e  n o  g e n e  p r p B  

( F i g .  1 0 ) .  
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Figura 10  – Excreção de 2-meti lc itrato em mutante com interrupção 
                    no gene prpB.  

 

 

 

A s s i m ,  p a r a  a v a l i a r  s e  o  m u t a n te  a f e t a d o  n o  g e n e  p r p B  e x c r e t a  2 -

m e t i l i s o c i t r a t o ,  f o r a m  r e a l i z a d o s  c u l t i v o s  d e  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 6 9 3  

s o b  c o n d i ç õ e s  d e  b a i x a  e  a l t a  c o n c e n tr a ç ã o  d e  p r o p i o n a t o .   

A o  f i n a l  d o  e x p e r i m e n to  e m  f r a s c o  a g i t a d o ,  o  so b r e n a d a n t e  f o i  

r e s e r v a d o  e m  t u b o  d e  e n s a i o  p a r a  s e r  l i o f i l i z a d o  e  s u b m e t i d o  à  

m e ta n ó l i s e .  A s  a m o s tr a s  f o r a m  s u b m e t i d a s  à  c r o m a to g r a f i a  g a s o s a  e  o s  

c r o m a t o g r a m a s  f o r a m  a n a l i s a d o s  c o m  o  o b j e t i v o  d e  i d e n t i f i c a r  p i c o s  

q u e  p u d e s s e m  s e r  a s s o c i a d o s  a o  á c i d o  2 - m e t i l i s o c i t r i c o .  O s  

c r o m a t o g r a m a s  d a s  a m o s t r a s  f o r a m  c o m p a r a d o s  a o s  c r o m a to g r a m a s  

o b t i d o s  p e l a  a n á l i s e  d e  á c i d o  i s o c í t r i c o  s u b m e t i d o  à  m e ta n ó l i s e .  O  

á c i d o  i s o c í t r i c o ,  d e p o i s  d e  s u b m e t i d o  à  m e ta n ó l i s e ,  r e v e l o u  u m  p i c o  

c o m  t e m p o  d e  r e t e n ç ã o  d e  1 0 , 6 - 1 0 , 7  ( F i g u r a s  1 1 A  e  1 1 B )  m i n u t o s .  N ã o  

f o i  i d e n t i f i c a d o  n e n h u m  p ic o  c o m  t e m p o  d e  r e t e n ç ã o  ig u a l  o u  p r ó x i m o  

à q u e l e  o b t i d o  a p ó s  m e t a n ó l i s e  d o  á c i d o  i s o c í t r i c o  ( 1 0 ,6 - 1 0 , 7  m i n . )  e  

q u e  p u d e s s e  e x p l i c a r  a  f o r m a ç ã o  d o  á c i d o  m e t i l i s o c í t r i c o  p e l o  m u t a n te  
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L F M 6 9 3  q u a n d o  s u b m e t i d o  a  d u a s  c o n d iç õ e s  d i s t i n t a s  d e  o f e r t a  d e  

p r o p i o n a t o  ( F i g u r a s  1 1 C ,  D  e  E ) .   

 

Figura 11  – Análise  por cromatografia gasosa de amostras  submetidas  à 
metanólise 

 

 

1,4  mg d e ácido i soc ítr ico  (A) ;  13,3  mg d e ác ido  i soc i tr íco  (B) ;  e  s obr en adan t es do cu l t i vo  
de LF M 693  sem adiç ão de ác ido pr opiônico (C) ,  co m ad iç ão d e 0 ,1  g/L (D)  e 8  g/ L (E)  

 

D e s t a  f o r m a  o s  r e s u l t a d o s  s u g e r e m  q u e  o  m u t a n t e  L F M 6 9 3 ,  q u e  

a p r e s e n ta  a l t e r a ç ã o  n o  g e n e  p r p B  ( 2 - m e t i l i s o c i t r a to  l i a s e ) ,  n ã o  e x c r e ta  

o  á c i d o  2 - m e t i l i s o c í t r i c o .  A  o b s e r v a ç ã o  d a  e x c r e ç ã o  d e s t e  á c i d o  

p o d e r i a  e x p l i c a r  a  b a i x a  e f i c iê n c ia  d e  c o n v e r s ã o  d o  p r o p i o n a to  e m  

m o n ô m e r o s  H A i  s o b  c o n c e n t r a ç õ e s  m a i s  e l e v a d a s  d e  p r o p i o n a to ,  

i n d e p e n d e n t e m e n te  d a  e x i s tê n c i a  d e  u m a  v i a  a l te r n a t i v a  p a r a  o  

c a t a b o l i s m o  d e s s e  á c i d o  o r g â n i c o  e m  a l t a s  c o n c e n t r a ç õ e s .  
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4.3 Crescimento de mutantes em propionato 

 

 O s  m u t a n te s  o b t i d o s  p o r  G o m e z  ( 2 0 0 0 ) ,  d e f i c i e n t e s  n o  

m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o ,  f o r a m  t e s ta d o s  q u a n to  a  s u a  c a p a c i d a d e  

d e  c r e s c i m e n t o  e m  M e i o  M i n e r a l  s ó l i d o  c o m  1 ,0  g / L  p r o p i o n a to  ( M M P )  

c o m o  ú n i c a  f o n t e  d e  c a r b o n o .   

O s  r e s u l t a d o s  o b t id o s  d e m o n s t r a r a m  q u e  a s  c a r a c te r í s t i c a s  d e  

c r e s c i m e n to  o b s e r v a d a s  a n te r i o r m e n t e  n o  l a b o r a t ó r i o  f o r a m  m a n t i d a s  

n e s te s  m u ta n te s  ( T a b e l a  5 ) .  D o s  2 1  m u t a n t e s  o b t i d o s  c o m  t r a ta m e n t o  

c o m  r a d i a ç ã o  u l t r a v i o l e ta ,  1 4  a p r e s e n t a r a m  u m  f e n ó t i p o  s e m e l h a n t e  a o  

d a  l i n h a g e m  L M F 6 9 3 ,  o u  s e ja ,  m e s m o  a p ó s  7  d i a s  d e  c u l t i v o  n ã o  s e  

o b s e r v o u  q u a l q u e r  c r e s c i m e n to  e m  m e i o  m i n e r a l  c o n t e n d o  p r o p i o n a t o  

c o m o  ú n i c a  f o n t e  d e  c a r b o n o .  O s  o u t r o s  s e te  m u ta n t e s  a p r e s e n ta r a m  

c r e s c i m e n to  m e n o r  e / o u  m a i s  ta r d i o  q u e  a  l i n h a g e m  s e l v a g e m  e  p o d e m  

s e r  d i f e r e n c i a d o s  e n t r e  s i  p e l a  i n t e n s i d a d e  d e  c r e s c i m e n t o  e / o u  te m p o  

n e c e s s á r i o  p a r a  c r e s c e r .  

 

Tabela 5 -  Crescimento da l inhagem 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 + + + + + + + 485 -  +/-  +/-  +/-  +/-  +/-  +/- 
693 - -  -  -  -  -  -  487 -  -  -  -  -  -  -  
467 - -  -  -  -  -  -  488 -  -  -  -  -  -  -  
469 - + + + + + + 489 -  -  -  -  -  -  -  
470 - -  -  -  -  -  -  490 -  -  -  -  -  -  -  
471 - + + + + + + 495 -  -  -  -  -  -  -  
473 - -  +/-  + + + + 496 -  -  -  -  -  -  -  
479 - -  -  -  -  -  -  499 -  -  -  -  -  -  -  
480 - -  -  -  -  -  -  500 -  -  -  -  +/-  +/-  +/- 
481 - -  -  -  -  -  -  501 -  -  -  -  -  -  -  
482 - +/-  + + + + + IP18 -  -  -  -  -  -  -  
483 - -  -  +/-  +/- +/-  +/-                 
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4.4 Produção de PHA por mutantes afetados no metabolismo de propionato 

 

F o r a m  r e a l i z a d o s  c u l t i v o s  e m  f r a s c o s  a g i t a d o s  c o m  o s  m u t a n t e s  

d a  l i n h a g e m  L F M 0 4 6  o b t i d o s  p o r  r a d i a ç ã o  u l t r a v i o l e t a  c o m  o  o b j e t i v o  

d e  c a r a c te r i z á - l o s  m e l h o r  f e n o t i p i c a m e n t e .  N o s  c u l t i v o s  r e a l i z a d o s  p o r  

G o m e z  ( 2 0 0 0 ) ,  e s te s  m u ta n t e s  f o r a m  a v a l i a d o s  a p e n a s  c o m  r e l a ç ã o  à  

c a p a c i d a d e  d e  p r o d u z i r  P H A  a  p a r t i r  d e  g l i c o s e  e  p r o p i o n a t o  s u p r i d o  n a  

c o n c e n t r a ç ã o  d e  1  g / L .  E n t r e ta n t o ,  B r e ta s  e t  a l .  ( 2 0 0 5 )  d e m o n s t r a r a m  

q u e  a  e f i c i ê n c i a  d e  c o n v e r s ã o  d e  p r o p i o n a t o  e m  m o n ô m e r o s  í m p a r e s  

p e l o  m u t a n te  L F M 6 9 3 ,  o b t i d o  p e l a  i n s e r ç ã o  d e  t r a n s p o s o n ,  e s t á  

a s s o c i a d a  à  c o n c e n t r a ç ã o  d e  p r o p i o n a t o  s u p r i d o ,  i n d i c a n d o  q u e  a  

r e l e v â n c i a  d a s  v i a s  d o  m e t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  p o d e  d e p e n d e r  d a  

c o n c e n t r a ç ã o  d e s te  n o  m e i o .  

A s s i m ,  o  o b j e t i v o  n e s t e s  c u l t i v o s  f o i  a v a l i a r  s e  a l g u m  d o s  

m u t a n te s  o b t i d o s  p o r  r a d i a ç ã o  u l t r a v i o l e ta  p o s s u i  u m  p e r f i l  d e  

u t i l i z a ç ã o  d e  p r o p i o n a to  e  p r o d u ç ã o  d e  H A i  s e m e l h a n te  a o  d o  m u t a n te  

L F M 6 9 3 .  O u  s e j a ,  u m a  m a i o r  e f i c iê n c ia  n a  c o n v e r s ã o  d e  p r o p io n a to  e m  

m o n ô m e r o s  H A i  s o b  b a ix a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  p r o p i o n a to  ( i n f e r i o r  a  0 ,5  

g / L ) .  O u t r o  o b j e t i v o  d e s t e s  e x p e r i m e n t o s  f o i  v e r i f i c a r  s e  a l g u n s  d o s  

m u t a n te s  a p r e s e n ta r i a  u m  p e r f i l  f e n o t í p i c o  q u e  i n d i c a s s e  e s t a r  a f e ta d o  

e m  g e n e  d e  i n t e r e s s e  p a r a  e s t u d a r  m e l h o r  o  m e ta b o l o l i s m o  d e  

p r o p i o n a t o  e m  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6 .   

O s  r e s u l t a d o s  r e s u m i d o s  ( m é d i a  e  d e s v i o  p a d r ã o )  o b t i d o s  n e s t e s  

c u l t i v o s  ( T a b e l a s  6  e  7 )  f o r a m  d i v i d i d o s  d e  a c o r d o  c o m  o s  r e s u l ta d o s  

a p r e s e n ta d o s  n a  T a b e l a  5 ,  o u  s e j a ,  a  c a p a c i d a d e  d a  l i n h a g e m  c r e s c e r  

o u  n ã o  e m  m e i o  m i n e r a l  c o m  p r o p i o n a t o  c o m o  ú n i c a  f o n t e  d e  c a r b o n o.  

O s  r e s u l t a d o s  c o m p l e to s  d e  c a d a  c u l t i v o  e n c o n t r a m - s e  a o  f i n a l  d o  

t r a b a l h o  n o  A p ê n d i c e .   

A  l i n h a g e m  se l v a g e m  a p r e s e n to u  o  c o m p o r t a m e n t o  t í p i c o  

o b s e r v a d o  a n t e r i o r m e n te  ( B r e t a s  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  R o c h a  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) ,  o u  

s e ja ,  a  a d i ç ã o  d e  p r o p i o n a to  n ã o  i n t e r f e r i u  d e  f o r m a  e x p r e s s i v a  n o  te o r  
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d e  P H A  a c u m u l a d o ,  e n t r e t a n to ,  l e v o u  a  i n s e r ç ã o  d e  m o n ô m e r o s  

í m p a r e s  ( H A i  -  3 H H p  e  3 H N ) ,  a l é m  d o s  m o n ô m e r o s  p a r e s  d e te c ta d o s  

q u a n d o  a p e n a s  g l i c o s e  f o i  s u p r i d a .  A  e f i c i ê n c i a  d e  c o n v e r s ã o  d e  

p r o p i o n a t o  e m  m o n ô m e r o s  í m p a r e s  f o i  b a i x a ,  r e p r e s e n t a n d o  m e n o s  

q u e  1 0 %  d o  v a l o r  m á x im o  te ó r ic o .  

  M o n ô m e r o s  H A i  f o r a m  d e te c t a d o s  n o  P H A  p r o d u z i d o  p o r  a p e n a s  

t r ê s  d o s  m u t a n te s  ( L F M 4 6 9 ,  L F M 4 7 1  e  L F M 4 8 2 )  c o m  c r e s c i m e n to  t a r d i o  

o u  p a r c i a lm e n t e  l i m i ta d o  e m  p r o p i o n a t o  ( T a b e l a s  6 ) .  É  i n t e r e s s a n te  

n o t a r  q u e  f o r a m  e s s e s  m u ta n t e s  q u e  a p a r e n t a m  e s ta r  m e n o s  a f e ta d o s  

n o  m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  d e  a c o r d o  c o m  o s  r e s u l t a d o s  o b t i d o s  

n o s  c u l t i v o s  e m  m e i o  m i n e r a l  s ó l i d o  ( T a b e l a  5 ) ,  i n d i c a n d o  q u e  a s  v i a s  

a f e t a d a s  p o d e m  s e r  r e s p o n s á v e i s  a p e n a s  p a r c i a l m e n t e  p e l o  c o n s u m o  

d e  p r o p i o n a t o .  O  m u t a n te  L F M 4 6 9  a p r e s e n to u  u m  d e se m p e n h o  n o  

c o n s u m o  d e  p r o p i o n a t o  e  e m  s u a  c o n v e r s ã o  e m  m o n ô m e r o s  H A i   m u i t o  

s e m e l h a n t e  à  l i n h a g e m  s e l v a g e m ,  i n d i c a n d o  q u e  a  m u t a ç ã o  n ã o  a f e t a  

d e  f o r m a  e x p r e s s i v a  a  u t i l i z a ç ã o  d o  p r o p i o n a to .   O s  o u t r o s  d o i s  

m u t a n te s  ( L F M 4 7 1  e  L F M 4 8 2 )  a p r e s e n t a r a m  m e n o r  c o n s u m o  d e  

p r o p i o n a t o  e m  u m a  d a s  d u a s  c o n d i ç õ e s  a v a l i a d a s  e  o s  v a lo r e s  m é d i o s  

d e  Y H A i / P  f o r a m  u m  p o u c o  s u p e r i o r e s  a o  v a l o r  o b s e r v a d o  p a r a  a  

l i n h a g e m  s e l v a g e m  ( T a b e l a  6 ) .  C o m o  j á  m e n c i o n a d o ,  e s t e s  m u t a n te s  

p o d e m  e s ta r  a f e t a d o s  e m  v i a s  d e  m e n o r  r e l e v â n c i a  p a r a  o  c a t a b o l i s m o  

d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  e m  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6 .  A  i d e n t i f i c a ç ã o  d o s  

g e n e s  e m  q u e  e le s  e s t ã o  a f e t a d o s  p o d e r á  t r a z e r  i n f o r m a ç õ e s  

r e l e v a n t e s  p a r a  a  c o m p r e e n s ã o  d o  m e t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to  n e s s a  e  

e m  o u t r a s  b a c té r i a s .   

C o m  r e la ç ã o  a o s  o u t r o s  c i n c o  m u t a n t e s  c o m  c r e s c i m e n t o  t a r d i o  

o u  p a r c i a l m e n te  l i m i t a d o  e m  p r o p i o n a t o  n ã o  s e  d e t e c t o u  H A i  n o  P H A  

p r o d u z i d o  ( T a b e l a  6 ) .  O  c o n s u m o  d e  p r o p i o n a t o  n e s te s  m u t a n t e s  f o i  

s e m p r e  m e n o r  q u e  a  l i n h a g e m  s e l v a g e m ,  c o n f i r m a n d o  e s t a r e m  a f e ta d o s  

n a  u t i l i z a ç ã o  d e s s e  á c i d o  o r g â n i c o .  O  m u t a n te  L F M 5 0 0  n ã o  c o n s u m i u  

q u a l q u e r  p r o p i o n a t o  n o  c u l t i v o  ( T a b e l a  6 ) ,  r e s u l t a d o  q u e  c o r r e l a c i o n a  
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b e m  c o m  s e u  c r e s c i m e n t o  m a i s  t a r d i o  e  m e n o r  e m  m e i o  m i n e r a l  s ó l i d o .  

E s te  m u ta n t e  p o d e  e s t a r  a f e t a d o  e m  p a s s o  i n i c i a l  d o  m e t a b o l i s m o  d e  

p r o p i o n a t o  q u e  i m p e d e  s e q u e r  s u a  a t i v a ç ã o  p a r a  s e r  u t i l i z a d o  n a  

p r o d u ç ã o  d e  H A i  ( L F M 5 0 0 ) .   

 A  p r o d u ç ã o  d e  P H A  c o n te n d o  H A i  f o i  d e te c ta d a  a p e n a s  e m  d o i s  

m u t a n te s  ( L F M 4 7 9  e  L F M 4 9 0 )  q u e  n ã o  a p r e s e n ta r a m  q u a l q u e r  

c r e s c i m e n to  e m  p r o p i o n a t o  m e s m o  a p ó s  7  d i a s  d e  c u l t i v o  ( T a b e l a  5 ) .  

E n t r e t a n t o ,  a  f r a ç ã o  m o l a r  d e  H A i  e  a  e f i c i ê n c i a  d e  c o n v e r s ã o  d e  

p r o p i o n a t o  n e s te s  f o i  s e m p r e  i n f e r i o r  à  l i n h a g e m  s e l v a g e m  ( T a b e l a  7 ) .   

 O  m u ta n t e  L F M 5 0 1  a p r e s e n to u  u m  p e r f i l  s e m e l h a n t e  a o  m u t a n te  

L F M 5 0 0 .  I s t o  é ,  n ã o  f o i  c a p a z  d e  u t i l i z a r  o  á c i d o  p r o p i ô n i c o  e  n ã o  s e  

d e t e c t o u  q u a l q u e r  H A i  n o  P H A  p r o d u z i d o .  O  m u t a n t e  L F M 4 7 0  ta m b é m  

p o d e  s e r  i n c l u í d o  n e s te  g r u p o ,  p o i s  d i v e r g e  a p e n a s  d o s  d e m a i s  p o r  te r  

a p r e s e n ta d o  u m  p e q u e n o  c o n s u m o  d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o .  E s t e s  m u t a n t e s  

d e v e m  e s t a r  a f e t a d o s  e m  u m  p a s s o  i n i c i a l  d a  u t i l i z a ç ã o  d e  p r o p i o n a t o  

e ,  p o r ta n t o ,  s e r i a  i m p o r t a n te  i d e n t i f i c a r  o  g e n e  a f e t a d o  n e l e s .  E s te  

m e s m o  p e r f i l  h a v i a  s i d o  a p o n ta d o  a n t e r i o r m e n t e  p a r a  a  l i n h a g e m  

L F M 4 9 6  ( B r e ta s  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  G o m e z ,  2 0 0 0 ) ,  e n t r e t a n to  o s  d a d o s  d a  

T a b e l a  7  n ã o  p e r m i t i r a m  c o n f i r m a r  e s t e  p e r f i l  p a r a  e s s e  m u t a n te .  

A  a t i v a ç ã o  d o  p r o p i o n a t o  a  p r o p i o n i l - C o A  é  r e a l i z a d o  p o r  u m a  

p r o p i o n i l - C o A  s i n t e t a s e .  N a  a u s ê n c i a  d e s s a  a t i v i d a d e  e n z i m á t i c a ,  o  

p r o p i o n a t o  n ã o  é  l i g a d o  à  c o e n z i m a  A  e  n ã o  p o d e  s e r  m e t a b o l i z a d o ,  s e j a  

p a r a  g e r a ç ã o  d e  e n e r g i a ,  s e j a  p a r a  a  s í n t e s e  d e  P H A s .  H o r s w i l l  e  E s c a l a n t e -

S e m e r e n a  ( 1 9 9 9 )  o b t i v e r a m  m u t a n t e s  d e  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  a f e t a d o s  

n a  p r o p i o n i l - C o A  s i n t e t a s e ,  a t r a v é s  d a  i n a t i v a ç ã o  d o  g e n e  p r p E  p o r  

r e c o m b i n a ç ã o  h o m ó l o g a ,  e n t r e t a n t o ,  o s  m u t a n t e s  a p r e s e n t a v a m  

c r e s c i m e n t o  e m  p r o p i o n a t o  s e m e l h a n t e  a o  d a  l i n h a g e m  s e l v a g e m .  M u t a n t e s  

a f e t a d o s  t a n t o  n o  g e n e  q u e  c o d i f i c a  p a r a  e n z i m a  p r o p i o n i l - C o A  s i n t e t a s e  

c o m o  n a q u e l e  q u e  c o d i f i c a  p a r a  a c e t i l - C o A  s i n t e t a s e  a p r e s e n t a v a m - s e  

i n c a p a z e s  d e  c r e s c e r  e m  p r o p i o n a t o  ( H o r s w i l l  e  E s c a l a n t e - S e m e r e n a ,  1 9 9 9 ) .  

A s s i m ,  o s  a u t o r e s  c o n c l u í r a m  q u e  a c e t i l - C o A  s i n t e t a s e  p o d e r i a  d e  m o d o  

a l t e r n a t i v o  a t i v a r  o  p r o p i o n a t o  l i g a n d o - o  à  c o e n z i m a  A .  O s  r e s u l t a d o s  

o b t i d o s  n e s t e  t r a b a l h o  i n d i c a m  q u e  e m  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6 ,  
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d i f e r e n t e m e n t e  d o  q u e  f o i  o b s e r v a d o  e m  S .  t y p h i m u r i u m ,  d e v e  o c o r r e r  ú n i c a  

e  e x c l u s i v a m e n t e  a  p a r t i r  d e  u m a  e n z i m a ,  p r o v a v e l m e n t e  e s p e c í f i c a  p a r a  o  

p r o p i o n a t o .  

T a n t o  n o  o p e r o n  d a  v i a  d o  m e t i l m a l o n i l - C o A ,  c o m o  n a q u e l e  d a  α -

o x i d a ç ã o  f o r a m  e n c o n t r a d o s  g e n e s  c u j o s  p r o d u t o s  p o d e m  e s t a r  e n v o l v i d o s  

n a  a t i v a ç ã o  d o  p r o p i o n a t o  a t r a v é s  d a  t r a n s f e r ê n c i a  d a  C o e n z i m a  A  a  p a r t i r  

d e  u m  o u t r o  a c i l - C o A ,  o u  s e j a ,  p e l a  a ç ã o  d e  u m a  a c i l - C o A : p r o p i o n i l - C o A  

t r a n s f e r a s e .  E n t r e t a n t o ,  a s  a n á l i s e s  b i o i n f o r m á t i c a s  e m  P s e u d o m o n a s  c o m  

g e n o m a s  s e q u e n c i a d o s  i n c i d a r a m  q u e  a  v i a  d o  m e t i l m a l o n i l - C o A  n ã o  d e v e  

e s t a r  p r e s e n t e  e m  P s e u d o m o n a s  e  a  v i a  d a  α - o x i d a ç ã o  d e v e  s e  r e s t r i n g i r  a  

P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a .    

 O b s e r v o u - s e  u m a  e x p r e s s i v a  r e d u ç ã o  n o  a c ú m u l o  d e  P H A  p o r  

a l g u m  d o s  m u ta n te s  a v a l i a d o s .  P a r a  a l g u n s  d o s  m u t a n t e s  ( L F M 4 7 0 ,  

L F M 4 8 3 ,  L F M 4 8 5 ,  L F M 4 8 7 ,  L F M 4 9 6 ,  L F M 4 9 9 ,  L F M 5 0 0 ) ,  a  r e d u ç ã o  n o  

a c ú m u l o  d e  P H A  f o i  o b s e r v a d a  a p e n a s  q u a n d o  á c i d o  p r o p i ô n ic o  f o i  

f o r n e c i d o .  E s s e s  r e s u l t a d o s  s ã o  c o m p a t í v e i s  c o m  e f e i t o s  i n i b i t ó r i o s  

m a i o r e s  d e v i d o  à  m a n u t e n ç ã o  d a  c o n c e n t r a ç ã o  m a i s  a l t a  d e s s e  á c i d o  

d u r a n t e  o  c u l t i v o .  P a r a  o u t r o s  m u t a n t e s  ( L F M 4 6 7 ,  L F M 4 8 1 ,  L F M 4 8 8 ,  

L F M 4 8 9 ,  L F M 4 9 0 ,  L F M 4 9 5 ,  L F M 5 0 1  e  I P 1 8 ) ,  o  t e o r  d e  P HA  f o i  r e d u z i d o  

m e s m o  n o  c u l t i v o  e m  q u e  f o i  f o r n e c i d a  a p e n a s  g l i c o s e ,  i n d i c a n d o  q u e  

d e v e m  e s t a r  a f e ta d o s  e m  g e n e  n ã o  e s p e c í f i c o  d o  m e ta b o l i s m o  d e  

p r o p i o n a t o .  

 R e s u m i n d o  o s  r e su l t a d o s  o b t i d o s  a t é  o  m o m e n t o ,  n e n h u m  d o s  

m u t a n te s  a p r e s e n t o u  u m  p e r f i l  f e n o t í p i c o  s e m e l h a n t e  a o  m u t a n te  

L F M 6 9 3 ,  o u  s e ja ,  u m  a u m e n t o  e x p r e s s i v o  n a  e f i c i ê n c i a  d e  c o n v e r s ã o  d e  

p r o p i o n a t o  e m  m o n ô m e r o s  H A i  s o b  b a ix a s  c o n c e n t r a ç õ e s  d e  

p r o p i o n a t o .  D o i s  m u t a n te s  ( L F M 4 7 1  e  L F M 4 8 2 )  p o d e m  e s t a r  a f e ta d o s  

e m  v i a s  m e t a b ó l i c a s  m e n o s  r e l e v a n t e s  p a r a  o  m e t a b o l i s m o  d e  

p r o p i o n a t o  e m  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6 .  T r ê s  m u ta n t e s  ( L F M 4 7 0 ,  

L F M 5 0 0  e  L F M 5 0 1 )  d e v e m  e s t a r  a f e t a d o s  e m  p a s s o  i n i c i a l  d a  a t i v a ç ã o  

d o  p r o p i o n a t o ,  e m b o r a  o  b a i x o  a c ú m u lo  d e  P H A  p o r  u m  d e s te s  
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m u t a n te s  ( L F M 5 0 1 )  m e s m o  q u a n d o  a p e n a s  g l i c o s e  f o i  s u p r i d a  s u g e r e  

q u e  d e v e  e s ta r  a f e t a d o  e m  g e n e  n ã o  e s p e c í f i c o  d o  m e t a b o l i s m o  d e  

p r o p i o n a t o .  

 A s s i m ,  a  i d e n t i f i c a ç ã o  d o s  g e n e s  a f e ta d o s  e m  p e l o  m e n o s  4  o u  5  

m u t a n te s  p r p  p o d e r á  c o n d u z i r  a  u m a  m e l h o r  c o m p r e e n s ã o  d o  

m e ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  e m  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6 .  
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Tabela 6 -  Produção de PHA por  Pseudomonas  sp.  LFM046 e seus mutantes obtidos por UV com crescimento tardio em     
propionato.   

(continua) 

L inhag em    Xt  Gl ico se C3  forn.  C3  cons .  3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5  PHA Y H A i / P  

Bact er iana   (g/L)  (g/L)  (g/L)  (g/L)  (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (% MSC) (mol/mo l)  

Médi a 3 ,66  14,34  0 ,00  3 ,96  0 ,00  33,59  0 ,00 55,04  4 ,58  2 ,83  41,47  -  

Des v.Pad .  ±1 ,30  ±2 ,45  0  ±0 ,00 ±1 ,38  ±0 ,00  ±4 ,18  ±0 ,00  ±5 ,07  ±2 ,80  ±1 ,84  ±15,84  -  

Médi a 3 ,46  13,95  0 ,24  3 ,06  0 ,64  29,67  1 ,85 55,88  5 ,26  3 ,65  39,17  0 ,06  

Des v.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  

Médi a 3 ,77  13,88  0 ,45  1 ,87  1 ,43  27,54  5 ,05 56,09  5 ,58  2 ,43  37,47  0 ,08  

LFM046 

Des v.Pad .  ±1 ,43  ±2 ,44  0 ,50  ±0 ,10 ±1 ,83  ±2 ,21  ±6 ,40  ±6 ,58  ±3 ,71  ±3 ,19  ±1 ,57  ±16,86  ±0 ,08  

Médi a 4 ,21  14,96  0  4 ,98  0 ,00  35,25  0 ,00 54,55  3 ,04  2 ,19  55,00  -  

Des v.Pad .  ±0 ,25  ±0 ,36  0  ±0 ,00 ±0 ,10  ±0 ,00  ±1 ,73  ±0 ,00  ±2 ,00  ±0 ,03  ±0 ,20  ±1 ,94  -  

Médi a 4 ,03  14,9  0 ,25  4 ,89  1 ,15  34,98  2 ,21 52,00  2 ,85  1 ,92  47,56  0 ,12  

Des v.Pad .  ±0 ,13  ±0 ,33  0 ,25  ±0 ,03 ±0 ,34  ±0 ,00  ±0 ,73  ±0 ,31  ±0 ,71  ±0 ,11  ±0 ,06  ±4 ,66  ±0 ,02  

Médi a 3 ,99  15,77  0 ,50  4 ,77  1 ,87  32,1  4 ,17 52,67  2 ,64  1 ,77  52,81  0 ,12 

LFM469 

Des v.Pad .  ±0 ,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  

Médi a 4 ,25  14,15  0  4 ,32  0 ,00  32,45  0 ,00 53,48  6 ,01  3 ,74  59,33  -  

Des v.Pad .  ±0 ,05  ±2 ,62  0  ±0 ,00 ±0 ,03  ±0 ,00  ±0 ,32  ±0 ,00  ±0 ,30  ±0 ,30  ±0 ,24  ±1 ,50  -  

Médi a 3 ,80  15,01  0 ,14  5 ,96  0 ,47  37,87  1 ,38 46,9  4 ,55  2 ,86  58,88  0 ,14  

Des v.Pad .  ±0 ,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  

Médi a 4 ,08  14,1  0 ,44  4 ,74  0 ,95  31,83  1 ,39 51,53  5 ,74  3 ,83  51,40  0 ,05  

LFM471 

Des v.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 sec a c elu lar ;  Gl i cose – g l icos e consu mid a;  C3  forn – ácid o propiôn ic o fornecid o;  C3  cons.  -  ác id o propiônico consu mido;   3HHx 
– 3-h id rox ih exanoato ;  3 HHp – 3-h idrox iheptanoato;  3 HO – 3-h idrox ioctan oato;  3HN – 3-h idroxi non anoato ;  3HD – 3-h id rox idec an oato ;  
3HDD – 3-h id rox idod ecanoato ;  3HDDΔ5  – 3-hidroxi -5-dod ecen oato ;  PHA – p ol ihid rox ialc an oatos ;  YHAi/P – f ator  d e conversão do ác ido 

propi ôni co em monômeros  contendo nú mero ímpar  de carb onos 
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Tabela 6 -  Produção de PHA por  Pseudomonas  sp.  LFM046 e seus mutantes obtidos por UV com crescimento tardio em 
propionato. 

 (continuação)  

Xt  – massa sec a c elu lar ;  Gl i cose – g l icos e consu mid a;  C3  forn – ácid o propiôn ic o fornecid o;  C3  cons.  -  ác id o propiônico consu mido;   3HHx 
– 3-h id rox ih exanoato ;  3 HHp – 3-h idrox iheptanoato;  3 HO – 3-h idrox ioctan oato;  3HN – 3-h idroxi non anoato ;  3HD – 3-h id rox idec an oato ;  
3HDD – 3-h id rox idod ecanoato ;  3HDDΔ5  – 3-hidroxi -5-dod ecen oato ;  PHA – p ol ihid rox ialc an oatos ;  YHAi/P – f ator  d e conversão do ác ido 

propi ôni co em monômeros  contendo nú mero ímpar  de carb onos 

Linhagem    Xt  Gl ico se C3  forn.  C3  cons.  3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA Y H A i / P  

Bacter iana   (g/L)  (g/L)  (g/L)  (g/ L)  (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (% MSC) (mol/mo l) 

Média 2 ,77  14,07  0 ,00  3 ,18  0 ,00  24,24  0 ,00  56,67  11,5  4 ,41  59,26  -  

Des v.Pad .  ±0 ,40 ±1 ,99  0  ±0 ,00  ±0 ,03 ±0 ,00  ±0 ,06  ±0 ,00  ±0 ,37  ±0 ,48  ±0,02  ±0 ,06  -  

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  

Des v.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  

LFM473 

Des v.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  -  

Des v.Pad .  ±0 ,33 ±0 ,10  0  ±0 ,00  ±0 ,12 ±0 ,00  ±1 ,38  ±0 ,00  ±1 ,30  ±0 ,03  ±0,17  ±3 ,77  -  

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  

Des v.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  

LFM482 

Des v.Pad .  ±0 ,06 ±0 ,18  0 ,50  ±0 ,08  ±2 ,88 ±1 ,09  ±0 ,78  ±0 ,03  ±3 ,13  ±0 ,00  ±0,04  ±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  -  

Des v.Pad .  ±0 ,12 ±1 ,11  0  ±0 ,00  ±3 ,27 ±0 ,00  ±1 ,88  ±0 ,00  ±1 ,41  ±0 ,05  ±0,03  ±7 ,83  -  

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  

Des v.Pad .  ±0 ,40 ±1 ,73  0 ,25  ±0 ,00  ±0 ,00 ±0 ,00  ±1 ,74  ±0 ,00  ±4 ,35  ±6 ,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  

LFM483 

Des v.Pad .  ±0 ,02 ±1 ,67  0 ,50  ±0 ,00  ±0 ,00 ±0 ,00  ±3 ,48  ±0 ,00  ±3 ,66  ±7 ,51  ±0,37  ±0 ,20  ±0 ,00  
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Tabela 6 -  Produção de PHA por  Pseudomonas  sp.  LFM046 e seus mutantes obtidos por UV com crescimento tardio em 
propionato.   

(conclusão) 

Linhagem  
  Xt  Gl ico se C3  forn.  

C3  
cons .  3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA YHAi/P  

Bacter iana   (g/L)  (g/L)  (g/L)  (g/L)  (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (% MSC) (mol/mo l)  

Médi a 3 ,71  12,93  0 ,00  0 ,00  0 ,00  32,77  0 ,00  63,53  3 ,45  0 ,24  42,77  -  

Des v.Pad .  ±0 ,20  ±0 ,71  0  ±0 ,00  ±0 ,00  ±0 ,00  ±1 ,37  ±0 ,00  ±1 ,21  ±0 ,08  ±0 ,08  ±13,87  -  

Médi a 2 ,64  7 ,41  0 ,12  2 ,22  0 ,00  16,65  0 ,00  48,51  23,10  9 ,52  3 ,95  0 ,00  

Des v.Pad .  ±0 ,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  

Médi a 2 ,08  7 ,45  0 ,29  0 ,00  0 ,00  24,32  0 ,00  57,47  15,24  2 ,97  5 ,26  0 ,00  

LFM485 

Des v.Pad .  ±0 ,07  ±1 ,46  0 ,50  ±0 ,02  ±0 ,00  ±0 ,00  ±9 ,28  ±0 ,00  ±7 ,84  ±15,05  ±2 ,07  ±2 ,48  ±0 ,00  

Médi a 4 ,15  17,52  0 ,00  3 ,77  0 ,00  25,57  0 ,00  44,41  22,90  3 ,34  39,60  -  

Des v.Pad .  ±0 ,12  ±1 ,09  0  ±0 ,00  ±1 ,27  ±0 ,00  ±11,36  ±0 ,00  ±16,46  ±27,86  ±1 ,23  ±41,31  -  

Médi a 1 ,76  10,74  0 ,00  2 ,95  0 ,00  14,29  0 ,00  35,15  39,06  8 ,55  12,00  0 ,00  

Des v.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  

Médi a 1 ,75  7 ,61  0 ,00  0 ,00  0 ,00  5 ,34  0 ,00  36,36  38,71  19,59  8 ,38  0 ,00  

LFM500 

Des v.Pad .  ±0 ,02  ±0 ,21  0 ,50  ±0 ,00  ±0 ,00  ±0 ,00  ±4 ,05  ±0 ,00  ±32,39  ±54,75  ±18,31  ±6 ,81  ±0 ,00  

Xt  – massa sec a c elu lar ;  Gl i cose – g l icos e consu mid a;  C3  forn – ácid o propiôn ic o fornecid o;  C3  cons.  -  ác id o propiônico consu mido;   3HHx 
– 3-h id rox ih exanoato ;  3 HHp – 3-h idrox iheptanoato;  3 HO – 3-h idrox ioctan oato;  3HN – 3-h idroxi non anoato ;  3HD – 3-h id rox idec an oato ;  
3HDD – 3-h id rox idod ecanoato ;  3HDDΔ5  – 3-hidroxi -5-dod ecen oato ;  PHA – p ol ihid rox ialc an oatos ;  YHAi/P – f ator  d e conversão do ác ido 

propi ôni co em monômeros  contendo nú mero ímpar  de carb onos 
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Tabela 7 -  Produção de PHA por  mutantes obtidos por UV de Pseudomonas  sp.  LFM046 incapazes de crescer em 
propionato.   

(continua) 

Linhagem  
  Xt  Gl ico se C3  forn.  

C3  
cons .  3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ 5  PHA Y H A i / P  

Bacter iana   (g/L)  (g/L)  (g/L)  (g/L)  (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (% MSC) (mol/mo l)  

Médi a 1 ,21  4 ,52  0 ,00  6 ,21  0 ,00  0 ,00  0 ,00  47,19  3 ,38 43,23  1 ,67  -  

Des v.Pad .  ±0 ,15  ±1 ,33  0  ±0 ,00  ±8 ,78  ±0 ,00  ±0 ,00  ±0 ,00  ±8 ,75  ±4 ,77  ±4 ,80  ±0 ,35  -  

Médi a 1 ,24  4 ,65  0 ,18  0 ,00  0 ,00  0 ,00  0 ,00  48,87  10,57  40,56  1 ,49  0 ,00  

Des v.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  

Médi a 1 ,17  1 ,67  0 ,42  0 ,00  0 ,00  0 ,00  0 ,00  54,7  4 ,61  40,69  1 ,56  0 ,00  

LFM467 

Des v.Pad .  ±0 ,19  ±0 ,32  0 ,50  ±0 ,00  ±0 ,00  ±0 ,00  ±0 ,00  ±0 ,00  ±4 ,12  ±6 ,52  ±2 ,39  ±0 ,30  ±0 ,00  

Médi a 3 ,93  15,55  0 ,00  3 ,87  0 ,00  29,17  0 ,00  56,46  6 ,57  3 ,92  62,01  -  

Des v.Pad .  ±0 ,00  ±0 ,68  0  ±0 ,00  ±0 ,03  ±0 ,00  ±0 ,04  ±0 ,00  ±0 ,77  ±0 ,35  ±0 ,41  ±4 ,47  -  

Médi a 
 

1 ,93  
 

7 ,44  
 

 
0 ,25  

0 ,03  
 

3 ,04  
 

0 ,00  
 

25,02  
 

0 ,00  
 

56,11  
 

5 ,06  
 

10 ,77  
 

13 ,19  
 

0 ,00  
 

Médi a 2 ,03  8 ,25  0 ,04  3 ,35  0 ,00  25,53  0 ,00  51,69  8 ,34  11,09  15,63  0 ,00  

LFM470 

Des v.Pad .  ±0 ,05  ±2 ,37  0 ,50  ±0 ,01  ±0 ,93  ±0 ,00  ±1 ,16  ±0 ,00  ±5 ,98  ±6 ,34  ±1 ,73  ±6 ,19  ±0 ,00  

Médi a 2 ,39  12,72  0 ,00  2 ,54  0 ,00  24,35  0 ,00  53,98  13,78  5 ,34  65,83  -  

Des v.Pad .  ±0 ,08  ±0 ,09  0  ±0 ,00  ±0 ,53  ±0 ,00  ±2 ,47  ±0 ,00  ±2 ,85  ±1 ,47  ±0 ,56  ±11,45  -  

Médi a 1 ,95  12,55  0 ,14  3 ,37  0 ,28  24,1  0 ,91  56,26  10,88  4 ,20  47,59  0 ,04  

Des v.Pad .  ±0 ,05  ±2 ,18  0 ,25  ±0 ,04  ±0 ,20  ±0 ,02  ±1 ,12  ±0 ,03  ±2 ,17  ±3 ,03  ±0 ,41  ±3 ,59  ±0 ,01  

Médi a 1 ,31  15,36  0 ,43  3 ,29  0 ,00  23,33  0 ,00  45,44  20,67  7 ,27  30,12  0 ,00  

LFM479 

Des v.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 sec a c elu lar ;  Gl i cose – g l icos e consu mid a;  C3  forn – ácid o propiôn ic o fornecid o;  C3  cons.  -  ác id o propiônico consu mido;   3HHx 
– 3-h id rox ih exanoato ;  3 HHp – 3-h idrox iheptanoato;  3 HO – 3-h idrox ioctan oato;  3HN – 3-h idroxi non anoato ;  3HD – 3-h id rox idec an oato ;  
3HDD – 3-h id rox idod ecanoato ;  3HDDΔ5  – 3-hidroxi -5-dod ecen oato ;  PHA – p ol ihid rox ialc an oatos ;  YHAi/P – f ator  d e conversão do ác ido 

propi ôni co em monômeros  contendo nú mero ímpar  de carb onos 
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Tabela 7 -  Produção de PHA por  mutantes obtidos por UV de Pseudomonas  sp.  LFM046 incapazes de crescer em 
propionato.   

(continuação) 

Linh agem  
  Xt  Gl ico se C3 forn.  

C3  
cons .  3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA YHAi/P  

Bacter iana   (g/L)  (g/L)  (g/L)  (g/L)  (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol%) (% MS C) (mol/mol)  

Médi a 2 ,61  11,03 0 ,00  1 ,59  0 ,00  24,99 0 ,00  59,43 9 ,25  4 ,43  60,9  -  

Des v.Pad .  ±0 ,34  ±0 ,93  0  ±0 ,00  ±2 ,25  ±0 ,00  ±0 ,93  ±0 ,00  ±2 ,75  ±1 ,25  ±0 ,61  ±2 ,04  -  

Médi a 
 

1 ,87  
 

8 ,07  
 0 ,25  

0 ,05  
 

3 ,14  
 

0 ,00  
 

24 ,34 
 

0 ,00  
 

53 ,68 
 

13 ,64 
 

5 ,20  
 

47 ,06  
 

0 ,00  
 

Médi a 1 ,47  7 ,98  0 ,08  3 ,40  0 ,00  24,84 0 ,00  57,99 9 ,40  4 ,37  36,47  0 ,00  

LFM480 

Des v.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 

Médi a 2 ,96  9 ,91  0 ,00  1 ,10  0 ,00  29,67 0 ,00  53,93 8 ,57  6 ,73  13,23  -  

Des v.Pad .  ±0 ,60  ±0 ,90  0  ±0 ,00  ±1 ,56  ±0 ,00  ±0 ,66  ±0 ,00  ±1 ,31  ±5 ,17  ±5 ,58  ±7 ,65  -  

Médi a 3 ,33  6 ,93  0 ,05  1 ,71  0 ,00  13,41 0 ,00  63,76 6 ,72  13,99  5 ,39  0  

Des v.Pad .  ±0 ,09  ±0 ,58  0 ,25  -  ±0 ,03  ±0 ,00  ±1 ,49  ±0 ,00  ±7 ,26  ±0 ,77  ±4 ,81  ±2 ,22  ±0 ,00 

Médi a 1 ,94  6 ,82  0 ,17  1 ,42  0 ,00  10,16 0 ,00  40,65 33,72 14,05  6 ,45  0  

LFM481 

Des v.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 

Médi a 4 ,04  16,16 0 ,00  4 ,50  0 ,00  34,29 0 ,00  57,93 2 ,96  0 ,31  42,87  -  

Des v.Pad .  ±1 ,52  ±0 ,90  0  ±0 ,00  ±0 ,18  ±0 ,00  ±0 ,31  ±0 ,00  ±0 ,80  ±0 ,34  ±0 ,04  ±6 ,50  -  

Médi a 3 ,78  15,71 0 ,14  0 ,00  0 ,00  26,55 0 ,00  58,84 7 ,90  6 ,71  25,08  0  

Des v.Pad .  ±1 ,84  ±5 ,28  0 ,25  ±0 ,02  ±0 ,00  ±0 ,00  ±12,04  ±0 ,00  ±5 ,78  ±8 ,62  ±9 ,20  ±19,98  ±0 ,00 

Médi a 2 ,04  14,15 0 ,23  0 ,00  0 ,00  25,37 0 ,00  62,53 8 ,81  3 ,3  12 ,47  0  

LFM487 

Des v.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 sec a c elu lar ;  Gl i cose – g l icos e consu mid a;  C3  forn – ácid o propiôn ic o fornecid o;  C3  cons.  -  ác id o propiônico consu mido;   3HHx 
– 3-h id rox ih exanoato ;  3 HHp – 3-h idrox iheptanoato;  3 HO – 3-h idrox ioctan oato;  3HN – 3-h idroxi non anoato ;  3HD – 3-h id rox idec an oato ;  
3HDD – 3-h id rox idod ecanoato ;  3HDDΔ5  – 3-hidroxi -5-dod ecen oato ;  PHA – p ol ihid rox ialc an oatos ;  YHAi/P – f ator  d e conversão do ác ido 

propi ôni co em monômeros  contendo nú mero ímpar  de carb onos 
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Tabela 7 -  Produção de PHA por  mutantes obtidos por UV de Pseudomonas  sp.  LFM046 incapazes de crescer em 
propionato.   

(continuação) 

Linhagem  
  Xt  Gl ico se C3  forn.  

C3  
cons .  3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA YHAi/P  

Bacter iana   (g/L)  (g/L)  (g/L)  (g/L)  (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (% MSC) (mol/mo l)  

Médi a 5 ,82  14,45  0 ,00  3 ,02  0 ,00  37,61  0 ,00  50,52  5 ,29  2 ,40  20,81  -  

Des v.Pad .  ±0 ,35  ±2 ,76  0  ±0 ,00  ±4 ,27  ±0 ,00  ±1 ,11  ±0 ,00  ±3 ,94  ±0 ,08  ±0 ,11  ±1 ,67  -  

Médi a 5 ,88  14,10  0 ,24  4 ,27  0 ,00  29,96  0 ,00  58,47  5 ,98  1 ,33  22,15  0 ,00  

Des v.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  

Médi a 4 ,27  8 ,06  0 ,10  3 ,44  0 ,00  25,59  0 ,00  55,01  12,31  3 ,65  10,57  0 ,00  

LFM488 

Des v.Pad .  ±0 ,26  ±0 ,40  0 ,50  ±0 ,01  ±0 ,15  ±0 ,00  ±0 ,88  ±0 ,00  ±1 ,30  ±2 ,61  ±0 ,28  ±1 ,72  ±0 ,00  

Médi a 5 ,25  12,38  0 ,00  2 ,34  0 ,00  26,96  0 ,00  62,98  6 ,52  1 ,21  19,81  -  

Des v.Pad .  ±0 ,16  ±1 ,23  0  ±0 ,00  ±2 ,00  ±0 ,00  ±0 ,19  ±0 ,00  ±0 ,52  ±1 ,92  ±0 ,41  ±2 ,08  -  

Médi a 3 ,80  14,00  0 ,19  1 ,78  0 ,00  27,17  0 ,00  63,63  6 ,51  0 ,90  20,73  0 ,00  

Des v.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  

Médi a 3 ,36  5 ,61  0 ,19  0 ,00  0 ,00  13,88  0 ,00  52,81  28,85  4 ,46  3 ,00  0 ,00  

LFM489 

Des v.Pad .  ±0 ,34  ±1 ,25  0 ,50  ±0 ,09  ±0 ,00  ±0 ,00  ±3 ,65  ±0 ,00  ±1 ,25  ±3 ,78  ±1 ,13  ±0 ,33  ±0 ,00  

Médi a 6 ,59  16,20  0 ,00  5 ,23  0 ,00  34,95  0 ,00  54,76  4 ,65  0 ,41  26,51  -  

Des v.Pad .  ±0 ,95  ±1 ,27  0  ±0 ,00  ±0 ,03  ±0 ,00  ±0 ,60  ±0 ,00  ±1 ,18  ±0 ,54  ±0 ,01  ±5 ,65  -  

Médi a 6 ,34  15,24  0 ,22  4 ,39  0 ,28  31,92  0 ,98  56,59  5 ,41  0 ,42  26,63  0 ,02  

Des v.Pad .  ±0 ,44  ±1 ,85  0 ,25  -  ±0 ,89  ±0 ,08  ±2 ,05  ±0 ,13  ±2 ,13  ±1 ,10  ±0 ,08  ±2 ,54  -  

Médi a 4 ,69  16,22  0 ,01  5 ,22  1 ,70  30,88  1 ,56  55,81  4 ,50  0 ,33  26,91  0 ,03  

LFM490 

Des v.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 sec a c elu lar ;  Gl i cose – g l icos e consu mid a;  C3  forn – ácid o propiôn ic o fornecid o;  C3  cons.  -  ác id o propiônico consu mido;   3HHx 
– 3-h id rox ih exanoato ;  3 HHp – 3-h idrox iheptanoato;  3 HO – 3-h idrox ioctan oato;  3HN – 3-h idroxi non anoato ;  3HD – 3-h id rox idec an oato ;  
3HDD – 3-h id rox idod ecanoato ;  3HDDΔ5  – 3-hidroxi -5-dod ecen oato ;  PHA – p ol ihid rox ialc an oatos ;  YHAi/P – f ator  d e conversão do ác ido 

propi ôni co em monômeros  contendo nú mero ímpar  de carb onos 
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Tabela 7 -  Produção de PHA por  mutantes obtidos por UV de Pseudomonas  sp.  LFM046 incapazes de crescer em 
propionato.  (continuação) 

 Xt  – massa sec a c elu lar ;  Gl icos e – g l ic ose  c onsu mid a;  C3  forn – ácido propiôn ic o fornecid o;  C3  cons.  -  ác id o propiônico consu mido;   3HHx 
– 3-h id rox ih exanoato ;  3 HHp – 3-h idrox iheptanoato;  3 HO – 3-h idrox ioctan oato;  3HN – 3-h idroxi non anoato ;  3HD – 3-h id rox idec an oato ;  
3HDD – 3-h id rox idod ecanoato ;  3HDDΔ5  – 3-hidroxi -5-dod ecen oato ;  PHA – p ol ihid rox ialc an oatos ;  YHAi/P – f ator  d e conversão do ác ido 

propi ôni co em monômeros  contendo nú mero ímpar  de carb onos 
 

Linhagem    Xt  Gl ico se C3  forn.  C3  cons .  3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5  PHA Y H A i / P  

Bacter iana   (g/L)  (g/L)  (g/ L)  (g/L)  (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (% MS C) (mol/mo l) 

Médi a 2 ,11  5 ,65  0 ,00  2 ,01  0 ,00  15,90  0 ,00  56,83  21,99  3 ,26  10,32  -  

Des v.Pad .  ±0 ,51  ±4 ,95  0  ±0 ,00  ±0 ,48  ±0 ,00  ±4 ,93  ±0 ,00  ±7 ,48  ±11,66  ±1 ,23  ±1 ,43  -  

Médi a 1 ,48  4 ,96  0 ,11  0 ,00  0 ,00  0 ,00  0 ,00  40,94  51,46  7 ,59  2 ,55  0 ,00  

Des v.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  

Médi a 1 ,33  5 ,91  0 ,46  0 ,00  0 ,00  0 ,00  0 ,00  43,54  41,53  14,93  2 ,65  0 ,00  

LFM495 

Des v.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  

Médi a 4 ,18  15,49  0 ,00  5 ,02  0 ,00  34,94  0 ,00  55,29  3 ,93  0 ,81  32,06  -  

Des v.Pad .  ±0 ,26  ±0 ,28  0  ±0 ,00  ±0 ,19  ±0 ,00  ±0 ,72  ±0 ,00  ±0 ,89  ±1 ,49  ±0 ,31  ±0 ,67  -  

Médi a 2 ,33  8 ,42  0 ,18  3 ,56  0 ,00  27,67  0 ,00  55,14  12,41  1 ,22  12,40  0 ,00  

Des v.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  

Médi a 2 ,25  6 ,85  0 ,37  3 ,43  0 ,00  27,65  0 ,00  57,91  8 ,54  2 ,46  13,19  0 ,00  

LFM496 

Des v.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  

Médi a 3 ,07  15,13  0 ,00  4 ,85  0 ,00  35,14  0 ,00  54,35  5 ,05  0 ,61  30,22  -  

Des v.Pad .  ±1 ,18  ±0 ,23  0  ±0 ,00  ±0 ,08  ±0 ,00  ±0 ,69  ±0 ,00  ±1 ,45  ±2 ,05  ±0 ,18  ±0 ,94  -  

Médi a 2 ,04  8 ,13  0 ,20  3 ,60  0 ,00  26,71  0 ,00  54,51  12,93  2 ,26  12,05  0 ,00  

Des v.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  

LFM499 

Médi a 
 

2 ,07  
 

9 ,02  
 0 ,50  

0 ,56  
 

3 ,39  
 

0 ,00  
 

26 ,73  
 

0 ,00  
 

56 ,65  
 

11 ,21  
 

2 ,02  
 

10 ,27  
 

0 ,00  
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Tabela 7 -  Produção de PHA por  mutantes obtidos por UV de Pseudomonas  sp.  LFM046 incapazes de crescer em 
propionato.   

 (conclusão) 

 

Xt  – massa sec a c elu lar ;  Gl i cose – g l icos e consu mid a;  C3  forn – ácid o propiôn ic o fornecid o;  C3  cons.  -  ác id o propiônico consu mido;   3HHx 
– 3-h id rox ih exanoato ;  3 HHp – 3-h idrox iheptanoato;  3 HO – 3-h idrox ioctan oato;  3HN – 3-h idroxi non anoato ;  3HD – 3-h id rox idec an oato ;  
3HDD – 3-h id rox idod ecanoato ;  3HDDΔ5  – 3-hidroxi -5-dod ecen oato ;  PHA – p ol ihid rox ialc an oatos ;  YHAi/P – f ator  d e conversão do ác ido 

propi ôni co em monômeros  contendo nú mero ímpar  de carb onos 

 

 

L inh agem  
  Xt  Gl ico se C3  forn.  

C3  
cons.  3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA YHAi/P  

Bact er iana   (g/ L)  (g/ L)  (g/ L)  (g/ L)  (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (mol% ) (% MSC) (mol/ mo l)  

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  ±26,30  ±36,83  ±1 ,44  ±5,87  -  

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 

LF M501 

Desv.Pad.  ±0 ,05  ±2 ,53  0 ,50  ±0 ,00  ±0 ,00  ±0 ,00  ±0 ,00  ±0 ,00  ±60,39  ±53,47  ±6 ,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  -  

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  ±33,30  ±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 

IP18  

Desv.Pad.  ±0 ,02  ±2 ,95  0 ,50  ±0 ,07  ±0 ,00  ±0 ,00  ±0 ,83  ±0 ,00  ±12,29  ±16,35  ±3 ,22  ±2,80  ±0 ,00  
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4.5 Construção da biblioteca genômica de LFM046 e determinação do local 

de mutação em mutante UV 

 

 A  b i b l io t e c a  g e n ô m ic a  f o i  c o n s t r u í d a  a p ó s  d i g e s t ã o  d o  D N A  

g e n ô m i c o  d e  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6  c o m  a  e n z i m a  d e  r e s t r i ç ã o  

H i n d I I I  e  l i g a ç ã o  a o  v e t o r  p B B R 1 M C S - 2  ( K o v a c h  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  

I n i c i a l m e n te ,  f o r a m  r e a l i z a d a s  t r ê s  t r a n s f o r m a ç õ e s  p a r a  i n s e r ç ã o  d o s  

p l a s m í d e o s  n a s  l i n h a g e n s  d e  E .  c o l i  X L 1 B l u e  e  E . c o l i  S 1 7 - 1 .  E s t a s  d u a s  

l i n h a g e n s  f o r a m  u t i l i z a d a s ,  p o i s  e m  E .  c o l i  X L 1  B l u e  é  p o s s í v e l  a v a l i a r  a  

p e r d a  d e  a l f a - c o m p l e m e n ta ç ã o  n o s  c l o n e s  q u e  c o n t e m  i n se r to  n o  

v e t o r ,  e n q u a n t o  e m  E .  c o l i  S 1 7 - 1  i s s o  n ã o  é  p o s s í v e l .  P o r  o u t r o  l a d o ,  E.  

c o l i  S 1 7 - 1  a p r e s e n t a  c a p a c i d a d e  d e  m o b i l i z a ç ã o  d o  p l a s m í d e o  p o r  

c o n j u g a ç ã o ,  p e r m i t i n d o  a v a l i a r  a  c a p a c i d a d e  d o  c l o n e  e m  

c o m p l e m e n ta r  f e n o t i p i c a m e n te  o  m u t a n t e  e m  q u e s t ã o  e  d e s s a  f o r m a  

d e t e c t a r  p l a s m í d e o s  c o n t e n d o  o  g e n e  a f e ta d o  n o  m u t a n te .   

N a  p r i m e i r a  t r a n s f o r m a ç ã o ,  f o r a m  o b t i d a s  1 1 7 2  c o l ô n ia s  d e  E .  

c o l i  X L 1 - B l u e  e m  p l a c a s  d e  L B  c o m  c a n a m i c i n a ,   I P T G  e  X G a l .  A  

c o n t a g e m  d o  n ú m e r o  d e  c o l ô n i a s  b r a n c a s  r e s u l t o u  e m  u m a  p r o p o r ç ã o  

d e  1 2 , 8 0 %  d e  c o l ô n i a s  b r a n c a s ,  o u  s e j a ,  d e  c o l ô n i a s  t r a n s f o r m a d a s  p o r  

p l a s m í d e o  p B B R M C S 2  c o m  i n s e r to  d o  D N A  g e n ô m i c o  d a  L F M 0 4 6 .  

N e s s a  m e s m a  t r a n s f o r m a ç ã o ,  f o r a m  o b t i d a s  7 2 0  c o l ô n i a s  d e  E .  

c o l i  S 1 7 - 1  .  C o m o  a  r e a ç ã o  d e  l i g a ç ã o  f o i  a  m e s m a ,  e s t i m a - s e  q u e  a  

p r o p o r ç ã o  d e  p l a sm í d e o s  c o m  i n s e r to  s e j a  i g u a l  n o s  d o i s  c a s o s .  D e s s a  

f o r m a ,  n a  p r i m e i r a  t r a n s f o r m a ç ã o  f o r a m  o b t i d o s  c e r c a  d e  9 3  m u t a n t e s  

c o n t e n d o  i n s e r t o s  d o  D N A  g e n ô m i c o  d a  l i n h a g e m  L F M 0 4 6 .  

E m  s e g u i d a ,  f o r a m  r e a l i z a d a s  n o v a s  t r a n s f o r m a ç õ e s  u t i l i z a n d o  o  

m e s m o  p r o to c o l o ,  p o r é m  s e m  o  m e s m o  s u c e s s o ,  d e  m o d o  q u e  f o r a m  

o b t i d o s  a p e n a s  u m a  m é d i a  d e  1 5  c lo n e s  n o  f i n a l  d e  c a d a  

t r a n s f o r m a ç ã o .  D e v i d o  à s  d i f i c u l d a d e s  e n c o n t r a d a s ,  o s  t r a b a l h o s  p a r a  
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o b t e n ç ã o  d e  b i b l i o t e c a  g e n ô m i c a  d a  L F M 0 4 6  f o i  c o l o c a d o  e m  s e g u n d o  

p l a n o  e  d e v e r á  s e r  r e a l i z a d o  a p e n a s  n o  f u t u r o .   

A i n d a  a s s i m ,  o  m u t a n te  L F M 4 9 6 ,  q u e  s e  a c r e d i ta v a  e s t a r i a  

a f e t a d o  n a  a t i v a ç ã o  d o  p r o p i o n a t o  c o m  b a s e  n o s  r e s u l ta d o s  d e  B r e t a s  

e t  a l .  ( 2 0 0 5 ) ,   f o i  a v a l i a d o  c o m  r e l a ç ã o  à  c a p a c i d a d e  d e  s er  

c o m p l e m e n ta d o  f e n o t i p i c a m e n te  p o r  f r a g m e n t o s  d e  D N A  p r e s e n t e s  n o s  

p r o u c o s  c l o n e s  o b t i d o s  n a  te n ta t i v a  d e  c o n s t r u ç ã o  d a  b i b l i o te c a  

g e n ô m i c a  d e  P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6 .   

A  a v a l i a ç ã o  d a  c o m p l e m e n ta ç ã o  f e n o t í p i c a  f o i  r e a l i z a d a  p o r  

c o n j u g a ç ã o  e m  m e i o  m i n e r a l  s ó l i d o ,  o u  s e j a ,  o  m u t a n t e  L F M 4 9 6  f o i  

e s p a l h a d o  n a  s u p e r í f i c e  d e  M M P K  s ó l i d o  e  d i f e r e n t e s  c l o n e s  d a  

b i b l i o t e c a  g e n ô m i c a  f o r a m  i n o c u l a d o s  e m  r i s c o s  so b r e  a  s u p e r f í c i e .  A  

c o m p l e m e n ta ç ã o  f e n o t í p i c a  s e r i a  o b s e r v a d a  c a s o  s e  v e r i f i c a ss e  

c r e s c i m e n to ,  p o i s  o s  c l o n e s  d e  E .  c o l i  S 1 7 - 1  n ã o  s ã o  c a p a z e s  d e  c r e s c e r  

e m  m e i o  m í n i m o  e  o  m u ta n t e  L F M 4 9 6  n ã o  é  c a p a z  d e  c r e s c e r  n a  

p r e s e n ç a  d e  c a n a m i c i n a  e  n ã o  u t i l i z a  o  p r o p i o n a to  c o m o  ú n i c a  f o n t e  d e  

c a r b o n o .  A s s i m ,  a p e n a s  t r a n s c o n j u g a n t e s  d e  L F M 4 9 6  a b r i g a n d o  g e n e s  

q u e  o  c o m p l e m e n ta m  n o  p l a s m í d i o  p B B R 1 M C S - 2  ( q u e  c a r r e g a  g e n e  d e  

r e s i s t ê n i c a  a  c a n a m i c i n a )  se r i a m  c a p a z e s  d e  c r e s c e r  n e s s a s  c o n d i ç õ e s .  

N ã o  s e  o b s e r v o u  c o m p l e m e n t a ç ã o  f e n o t í p i c a  d o  m u ta n t e  L F M 4 9 6  

p o r  q u a l q u e r  d o s  c l o n e s  o b t i d o s .   

 

4.6 Ensaios com carbono marcado 

 

B u s c a n d o  o  e n t e n d i m e n to  d o  c a ta b o l i sm o  d e  p r o p i o n a t o  e m  

P s e u d o m o n a s  s p .  L F M 0 4 6 ,  u m a  s é r ie  d e  c u l t i v o s  f o i  r e a l i z a d a  

e m p r e g a n d o  á c i d o  p r o p iô n i c o  m a r c a d o  n o  c a r b o n o  1 .  O  e x p e r i m e n t o  

f o i  i n i c i a d o  c o m  a p e n a s  g l i c o se  c o m o  f o n t e  d e  c a r b o n o  e  p r o p i o n a t o  
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f o i  a d ic i o n a d o  a p ó s  a s  p r i m e i r a s  2 4  h o r a s  d e  c u l t i v o .  O  c u l t i v o  f o i  

e n c e r r a d o  c o m  u m  t o t a l  d e  7 2  h o r a s  ( 4 8  h o r a s  a p ó s  a  a d i ç ã o  d e  á c i d o  

p r o p i ô n i c o ) .  O s  c u l t i v o s  f o r a m  r e a l i z a d o s  ta n t o  c o m  a  l i n h a g e m  

s e l v a g e m  ( L F M 0 4 6 )  c o m o  c o m  o  m u t a n t e  t e n d o  o  g e n e  p r p B  

i n t e r r o m p i d o  p e l o  t r a n s p o s o n  m i n i - T n 5  ( L F M 6 9 3 ) .  F o i  a v a l i a d a  a  a d i ç ã o  

d e  p r o p i o n a t o  e m  q u a t r o  c o n c e n t r a ç õ e s  d i f e r e n te s  ( 0 ;  0 ,1 ;  0 ,5  e  1  g / L ) .  

O s  r e s u l t a d o s  d e s ta  s é r i e  d e  c u l t i v o s  e s tã o  a p r e s e n ta d o s  n a  T a b e l a  8 .  

A  l i n h a g e m  s e l v a g e m  ( L F M 0 4 6 )  n ã o  s o f r e u  m u d a n ç a  s i g n i f i c a t i v a  

n a  q u a n t i d a d e  d e  P H A  a c u m u l a d o  e m  f u n ç ã o  d a s  c o n c e n t r a ç õ e s  d e  

p r o p i o n a t o  a d i c i o n a d a s  a o  m e i o  d e  c u l t u r a .  P o r  o u t r o  l a d o ,  p a r a  

l i n h a g e m  m u t a n te  ( L F M 6 9 3 )  o b s e r v a - s e  u m a  r e d u ç ã o  n o  t e o r  d e  P H A  

a c u m u l a d o  p e l o  m e n o s  q u a n d o  1  g / L  d e  p r o p i o n a to  f o i  a d i c i o n a d o .  A s  

d i f e r e n ç a s  n ã o  s ã o  s ig n i f i c a t i v a s  q u a n d o  s e  c o m p a r a  o  t e o r  d e  P H A  

a c u m u l a d o  q u a n d o  0 , 1  o u  0 , 5  g / L  d e  p r o p i o n a t o  f o i  a d i c i o n a d o .  C o m  

r e l a ç ã o  à  f r a ç ã o  m o l a r  d e  m o n ô m e r o s  c o m  n ú m e r o  í m p a r  d e  c a r b o n o s  

( H A i )  o b se r v a - s e  u m a  d i f e r e n ç a  s i g n i f i c a t i v a  ta n t o  e m  f u n ç ã o  d a  

c o n c e n t r a ç ã o  d e  p r o p i o n a t o  f o r n e c i d a  c o m o  e m  f u n ç ã o  d a s  l i n h a g e n s  

b a c te r i a n a s .  P a r a  a  l i n h a g e m  L F M 0 4 6 ,  o s  v a lo r e s  d e  f r a ç ã o  m o l a r  d e  

H A i  f o r a m  0 ;  0 ,6 ;  2 , 3  e  8 , 0  q u a n d o  a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  p r o p i o n a to  

s u p r i d a  f o i  0 ;  0 , 1 ;  0 ,5  e  1 , 0  g / L ,  r e s p e c t i v a m e n te .  P a r a  a  l i n h a g e m  

L F M 6 9 3 ,  o s  v a l o r e s  d e  f r a ç ã o  m o l a r  d e  H A i  f o r a m  0 ;  4 , 9 ;  2 1 ,5  e  5 4 ,3  

q u a n d o  a  c o n c e n tr a ç ã o  d e  p r o p i o n a to  s u p r i d a  f o i  0 ;  0 ,1 ;  0 ,5  e  1 , 0  g / L ,  

r e s p e c t i v a m e n te .  O u  s e j a ,  c l a r a m e n t e  a  l i n h a g e m  m u ta n t e  a p r e s e n t o u  

u m a  e f i c i ê n c i a  m a i o r  e m  c o n v e r t e r  o  p r o p i o n a to  s u p r i d o  e m  

m o n ô m e r o s  H A i ,  c o m o  já  h a v i a  s i d o  o b s e r v a d o  e m  e x p e r i m e n t o s  

a n t e r io r e s  r e a l i z a d o s  n o  la b o r a t ó r i o  ( B r e ta s  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  

A  F i g u r a  1 2  a p r e s e n t a  a s  d i f e r e n t e s  v i a s  d e s c r i ta s  p a r a  o  

c a t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to  c o m o  a p r e s e n t a d o  p o r  T e x t o r  e t  a l .  ( 1 9 9 7 ) .  

A  v i a  d o  2 - m e t i l c i t r a to ,  q u e  e s tá  i n a t i v a d a  n o  m u ta n t e  L F M 6 9 3 ,  l e v a  a  

d e s c a r b o x i l a ç ã o  d o  c a r b o n o  1  d o  p r o p i o n a to  p a r a  f o r m a ç ã o  d e  a c e t i l -

C o A.  T r ê s  v i a s  d e  c a t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  ( v i a  d o  o x o b u t i r a t o ,  v i a  



7 1  
 

d o  m e t im a l o n i l - C o A  e  v i a  d o  2 - h i d r o x i g l u t a r a to )  p e r m i te m  q u e  o  

c a r b o n o  1  d o  p r o p i o n a to  p e r m a n e ç a  n o  a c e t i l - C o A  f o r m a d o .  O u tr a s  

t r ê s  v i a s  c a ta b ó l i ca s  ( α - o x i d a ç ã o ,  β - o x i d a ç ã o  e  v i a  d o  c i t r a m a l a to ) ,  

a s s i m  c o m o  a  v i a  d o  2 - m e t i l c i t r a t o ,  l e v a m  a  d e s c a r b o x i l a ç ã o  d o  

p r o p i o n a t o  n o  c a r b o n o  1  p a r a  f o r m a ç ã o  d e  a c e t i l - C o A .   

D e v e - s e  le v a r  e m  c o n ta  a i n d a  q u e  e m  a l g u m a s  b a c t é r i a s  f o r a m  

d e t e c t a d a s  m a i s  d e  u m a  c ó p i a  d e  g e n e s  r e l a c i o n a d o s  c o m  a  v i a  d o  2 -

m e t i l c i t r a t o  ( C l a e s  e t  a l . ,  2 0 0 2  E w e r i n g  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  P e r e i r a  e t  a l . ,  

2 0 0 9 ) ,  o  q u e  p o d e  i n d i c a r  a  d u p l i c a ç ã o  d e s s a  v i a  m e ta b ó l i c a ,  o  q u e  

i m p l i c a r i a ,  p o r t a n t o ,  q u e  e s ta  v i a  p o d e  a i n d a  e s t a r  f u n c i o n a l  n o  

m u t a n te  L F M 6 9 3 .  N o  e n ta n to ,  a  a n á l i s e  b i o i n f o r m á t i c a  d e  g e n o m a s  

s e q u e n c i a d o s  d e  P s e u d o m o n a s ,  u t i l i z a n d o  o  p r o g r a m a  b l a s t x ,  n ã o  

m o s t r o u  d u p l i c a ç ã o  d e  g e n e s  d a  v i a  d o  2 - m e t i l c i t r a t o  e m  n e n h u m a  d a s  

e s p é c i e s  d e  P s e u d o m o n a s  a n a l i s a d a s .   
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Tabela 8 -  Produção de PHA  em experimentos  uti l izando gl icose  não 
marcada e propionato marcado no carbono 1.  

Composição PHA (mol%) Linhagens Concentração 
Propionato 

(g/L) 
3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDdΔ5  3HDd 

PHA 
(%MSC) 

 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 

LFM046 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 ±0,2 ±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 ±0,1 ±0,1 ±0,1 ±0,1 ±0,4 ±0,2 ±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 ±0,3 ±1,4 ±0,0 ±0,1 ±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 ±0,1 ±0,1 ±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 ±0,1 ±0,9 ±1,0 ±2,6 ±2,2 ±0,3 ±0,1 ±2,0 

*Amostr a  an al isada  po r CG-MS.  
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Figura 16 -  Vias metaból icas para o catabol ismo de propionato descritas em 
diferentes bactér ias  (Textor  et  al. ,  1997).  

 

 

T r ê s  a m o s t r a s  ( m a r c a d a s  c o m  a s te r i s c o  n a  T a b e l a  8 )  f o r a m  

s e l e c i o n a d a s  e  a n a l i s a d a s  p o r  C G - M S ,  c o m  o  o b j e t i v o  d e  a v a l i a r  

p o s s í v e i s  v i a s  m e ta b ó l i c a s  a l é m  d a  v i a  d o  2 - m e t i l c i t r a to  e n v o l v i d a s  n o  

c a t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a to .   

O s  f r a g m e n t o s  m / z  =  1 3 1  e  m / z  =  8 9  s ã o  c a r a c t e r í s t i c o s  d e  p r o p i l -

é s te r e s  d e  3 H A  e  c o r r e s p o n d e m ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  a  c l i v a g e m  d o  g r u p o  

f u n c i o n a l  h i d r o x i l  e  a o  r e a r r a n jo  d e  M c L a f f e r t y  d e  u m  s u b f r a g m e n t o  

d e s te  c o m  a  r e t i r a d a  d o  g r u p o  p r o p i l  ( L e e  e  C h o i ,  1 9 9 5 ) .  O  f r a g m e n t o  

[ M - 5 9 ]  é  c a r a c te r í s t i c o  d e  c a d a  u m  d o s  3 H A .  C o m o  a p o n ta d o  n a  F i g u r a  

1 3 ,  f r a g m e n to s  c o m  m / z  =  1 2 9 ,  1 4 3 ,  1 5 7  e  1 7 1  s ã o  e s p e r a d o s ,  

r e s p e c t i v a m e n te ,  p a r a  p r o p i l - é s t e r e s  d e  3 H H p ,  3 H O ,  3 H N  e  3 H D .  T o d o s  

e s s e s  f r a g m e n t o s  s ã o  e s p e r a d o s  a  p a r t i r  d e  3 H A  c o n t e n d o  a p e n a s  C 1 2  

e m  s u a  c o m p o s i ç ã o .  
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Figura 17 -  Fragmentos característicos de propi l -ésteres de 3HA obtidos  por  
espectrometria  de massas.  

 

 

A s  F i g u r a s  1 4 ,  1 5 ,  1 6  e  1 7  a p r e s e n ta m  o s  e s p e c t r o s  d e  m a s sa s  

o b s e r v a d o s  p a r a  o s  p r o p i l - é s t e r e s  d o  3 H H p ,  3 H O ,  3 H N  e  3 H D ,  

r e s p e c t i v a m e n te ,  n o s  P H A  p r o d u z i d o s  p e l a s  l i n h a g e n s  L F M 0 4 6  o u  

L F M 6 9 3 .  E m  to d o s  o s  e s p e c t r o s  d e  m a s s a ,  o s  f r a g m e n t o s  m / z  =  8 9  e  

1 3 1  c a r a c te r í s t i c o s  d e  p r o p i l - é s te r e s  d e  3 H A  s ã o  f a c i l m e n te  

d e t e c t a d o s .  N o s  e s p e c t r o s  r e l a c i o n a d o s  a o s  p r o p i l - é s te r e s  d e  3 H H p  

( F i g u r a  1 4 )  e  3 H N  ( F i g u r a  1 6 )  s e  o b s e r v a m  f r a g m e n t o s  d e  m / z  1 3 0  e  

1 5 8 ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  c o r r e s p o n d e n d o  a  [ M - 5 9 ] + 1 ,  c o m o  e r a  e s p e r a d o ,  

u m a  v e z  q u e  p a r a  b i o s s í n te s e  d e ss e s  m o n ô m e r o s  é  i n c o r p o r a d o  u m a  

m o l é c u l a  d e  p r o p i o n a to ,  q u e  n e s te s  c u l t i v o s  a p r e s e n t a v a  o  c a r b o n o  1  

c o r r e s p o n d e n d o  a  C 1 3 .   

A  o u t r a  i n f o r m a ç ã o  i m p o r t a n te  q u e  o s  e s p e c t r o s  d e  m a s sa s  

p o d e r i a  f o r n e c e r  é  c o m  r e l a ç ã o  à  c o n t r i b u iç ã o  d e  u m a  v i a  m e t a b ó l i c a  

q u e  p e r m i t e m  q u e  o  c a r b o n o  1  d o  p r o p i o n a to  p e r m a n e ç a  n o  a c e t i l - C o A  

f o r m a d o  ( v i a  d o  o x o b u t i r a to ,  v i a  d o  m e t i m a l o n i l - C o A  e  v i a  d o  2 -

h i d r o x i g l u t a r a to ) .  C a so  e s s a s  v i a s  c o n t r i b u a m  p a r a  o  m e t a b o l i s m o  d e  

p r o p i o n a t o  d e v e r ã o  s e r  e n c o n tr a d o s  i s ó to p o s  M + 1  e ,  e v e n t u a l m e n t e ,  

M + 2  d o s  f r a g m e n to s  c o m  m / z  =  8 9  e  1 3 1 .  C o m  o b j e t i v o  d e  a n a l i s a r  e s s a  

c o n t r i b u i ç ã o  f o i  a n a l i s a d o  o  p e r c e n t u a l  d o  f r a g m e n t o  M + 1  e m  r e l a ç ã o  
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a o  s e u  i s ó t o p o  M .  N ã o  f o i  o b s e r v a d a  d i f e r e n ç a  s i g n i f i c a t i v a  n o  

p e r c e n t u a l  d o  f r a g m e n t o  M + 1  q u a n d o  c o m p a r a d a s  l i n h a g e n s  se l v a g e m  

( 3 , 7 + 0 ,5 % )  e  m u ta n t e  ( 3 ,5 + 0 ,7 % )  q u a n d o  1 ,0  g / L  d e  p r o p i o n a to  f o i  

f o r n e c i d o ,  b e m  c o m o  a  l i n h a g e m  m u t a n t e  q u a n d o  s u p r i d a  c o m  0 ,5  

( 4 , 1 + 0 , 1 % )  o u  1 , 0  ( 3 , 5 + 0 ,7 % )  g / L  d e  p r o p i o n a to .  E s p e r a - s e  q u e  p e l o  

m e n o s  n a  c o m p a r a ç ã o  e n t r e  a  l i n h a g e m  m u t a n t e  e  a  l i n h a g e m  se l v a g e m  

s u p r i d a s  c o m  1  g / L  d e  p r o p i o n a to ,  a  v i a  d o  2 - m e t i l c i t r a t o  c o n tr i b u i r i a  

c o m  a  f o r m a ç ã o  d e  u m a  f r a ç ã o  m a i o r  d e  a c e t i l - C o A  a  p a r t i r  d e  

p r o p i o n a t o  n a  l i n h a g e m  s e l v a g e m  d o  q u e  n a  l i n h a g e m  m u ta n t e ,  e  

l e v a r i a m  a  u m a  m e n o r  c o n t r i b u i ç ã o  d a  v i a  m e ta b ó l i c a  a l t e r n a t i v a  p a r a  

o  c a t a b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  n a  f o r m a ç ã o  d e  f r a g m e n t o s  c o m  M + 1.  

A s s i m ,  e s t e  r e s u l ta d o  é  c o m p a t í v e l  c o m  q u e  o s  v a l o r e s  d e te c ta d o s  

c o m o  c o r r e s p o n d e n d o  a o s  i s ó t o p o s  M + 1  d o  f r a g m e n t o  8 9 ,  d e  f a t o  

c o r r e s p o n d e m  a o  r u í d o  d a  m e to d o l o g i a  a n a l í t i c a  e  s i g n i f i c a r i a  q u e  n ã o  

h á  c o n t r i b u i ç ã o  d o  c a r b o n o  1  d o  p r o p i o n a to  p a r a  f o r m a ç ã o  d o  a c e t i l -

C o A.  O u  s e j a ,  n ã o  h a v e r i a  c o n t r i b u i ç ã o  d e  v i a s  m e t a b ó l i c a s  e m  q u e  n ã o  

o c o r r e  a  d e s c a r b o x i l a ç ã o  d o  c a r b o n o  1  d o  p r o p i o n a t o .  

O s  r e s u l ta d o s  o b t i d o s  n ã o  p e r m i te m  e x c l u i r  a  p r e s e n ç a  d e  u m a  

v i a  m e t a b ó l i c a ,  a l é m  d a q u e l a  i n a t i v a d a  n o  m u t a n te  L F M 6 9 3 ,  q u e  

t a m b é m  p r o p o r c i o n a  a  d e sc a r b o x i l a ç ã o  d o  p r o p io n a to  n o  c a r b o n o  1 .  

E s te s  r e s u l t a d o s  ta m b é m  n ã o  p e r m i t e m  e x c l u i r  a  p o s s i b i l i d a d e  d o  

p r o p i o n a t o  e s t a r  s e n d o  u t i l i z a d o  p a r a  b i o s s í n te s e  d e  o u t r o  c o m p o s t o ,  

c o m o  o  2 - m e t i l i s o c i t r a t o .   
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Figura 14 -  Espectrograma de massas de propi l-éster de 3HHp observado no 
cultivo da l inhagem LFM693 quando suprida com glicose e 1,0 g/L 
de propionato.  
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Figura 15 -  Espectrograma de massas de propi l-éster de 3HO observado 
no cultivo da l inhagem LFM046 quando surprida com glicose e 
1,0 g/L de propionato (A), ou da l inhagem LFM693 quando 
suprida com gl icose e 0 ,5 (B)  ou 1,0 (C)  g/L de propionato.  

A B

C 
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Figura 16 -  Espectrograma de massas de propi l-éster de 3HN observado no 
cultivo da l inhagem LFM046 quando surprida com glicose e  1,0 
g/L  de propionato (A), ou da l inhagem LFM693 quando suprida 
com glicose e  0,5  (B) ou 1,0 (C)  g/L  de propionato.  

A 

B C 
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Figura 17 -  Espectrograma de massas de propi l-éster de 3HD observado no 
cultivo da l inhagem LFM046 quando surprida com glicose e  1,0 
g/L  de propionato (A), ou da l inhagem LFM693 quando suprida 
com glicose e  0,5  (B)  ou 1,0  (C)  g/L  de propionato.  

 

A B C 

 

P a r a  a n a l i sa r  a  co n t r i b u i ç ã o  d o  p r o p i o n a t o  e  d a  g l i c o s e  n a  

f o r m a ç ã o  d o s  a c e t i l - C o A  q u e  s ã o  i n c o r p o r a d o s  a o  3 H A ,  n o v o s  c u l t i v o s  

u t i l i z a n d o  g l i c o s e  to t a l m e n t e  m a r c a d a  e  p r o p i o n a t o  n ã o  m a r c a d o  f o r a m  

p l a n e j a d o s .  D e s ta  f o r m a ,  s e r á  p o s s í v e l  a v a l i a r  a  c o n t r i b u iç ã o  d o  

p r o p i o n a t o  c o m  g r u p o s  a c e t i l - C o A  p a r a  b i o s s í n te se  d o s  3 H A .  C a s o  s e  

d e t e c t e  u m a  c o n tr i b u i ç ã o  c o m  g r u p o s  d e  d o i s  c a r b o n o s  n o s  3 H A  

c o m p a t í v e l  c o m  a  q u a n t i d a d e  p r o p i o n a t o  c o n s u m i d o ,  p o d e r e m o s  

d e s c a r t a r  a  h i p ó t e s e  d e  e x c r e ç ã o  d o  2 - m e t i l i s o c i t r a t o .  C a s o  o  

p r o p i o n a t o  n ã o  c o n t r i b u a  c o m  c a r b o n o  p a r a  b i o s s í n te s e  d o s  3 H A ,  e s t e  
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d e v e  te r  c o m o  d e s t i n o  a  f o r m a ç ã o  d e  u m  s u b p r o d u t o .  E n s a i o s  

p r e l i m i n a r e s  p a r a  a v a l i a r  a s  c o n d i ç õ e s  i d e a i s  d e  c u l t i v o  n e s t e  c a s o  

f o r a m  r e a l i z a d o s  s e m  a d i ç ã o  d e  g l i c o s e  m a r c a d a ,  te n d o  f a s e  d e  

c r e s c i m e n to  e  f a s e  d e  a c ú m u l o .  N a  f a s e  d e  c r e s c im e n to  ( 2 4  h o r a s )  n ã o  

h o u v e  l i m i ta ç ã o  d e  n e n h u m  n u t r i e n t e ,  e m  s e g u i d a ,  a s  c é l u l a s  f o r a m  

l a v a d a s  c o m  s o l u ç ã o  s a l i n a  e  i n o c u l a d a s  e m  m e i o  c o m  a u s ê n c i a  d e  

n i t r o g ê n i o ,  c o n t e n d o  5  g / L  d e  g l i c o s e  ( n e s t e  m o m e n t o ,  s e r i a  

a d i c io n a d a  a  g l i c o s e  c o m p le t a m e n t e  m a r c a d a )  e  d i f e r e n t e s  

c o n c e n t r a ç õ e s  d e  á c i d o  p r o p i ô n i c o  (0 ;  0 ,2 5  e  1  g / L ) .  O s  r e s u l ta d o s  

d e s te s  e x p e r i m e n t o s  e s t ã o  a p r e s e n t a d o s  n a  T a b e l a  9 .  C o m o  a  

q u a n t i d a d e  d e  m a t e r i a l  a n a l i sa d o  n e s te  e n s a i o  f o i  b a i x a ,  n ã o  f o i  

p o s s í v e l  d e te c t a r  p i c o s  d e  3 H H p  n o s  c r o m a t o g r a m a s  p a r a  a  l i n h a g e m  

s e l v a g e m  c o m  a s  d u a s  c o n c e n tr a ç õ e s  d e  p r o p i o n a to  e  p a r a  a  l i n h a g e m  

m u t a n te  c o m  a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  0 ,2 5  g / L .  T a m b é m  n ã o  f o i  p o s s í v e l  

d e t e c t a r  p i c o  d e  3 H N  p a r a  L F M 0 4 6  c o m  a  m e n o r  c o n c e n t r a ç ã o  d e  

p r o p i o n a t o .  E n t r e ta n t o ,  o s  r e s u l ta d o s  c o n f i r m a r a m  i n s e r ç ã o  d e  u m a  

m a i o r  f r a ç ã o  d e  m o n ô m e r o s  H Ai  p e l a  l i n h a g e m  m u t a n te  q u a n d o  

c o m p a r a d a  à  l i n h a g e m  s e l v a g e m .  

A s s i m ,  o s  c u l t i v o s  c o m  a  l i n h a g e m  m u t a n t e  ( L F M 6 9 3 )  p o d e r ã o  s e r  

u t i l i z a d o s  p a r a  a v a l i a r  a  c o n tr i b u i ç ã o  d o  p r o p i o n a t o  p a r a  a  f o r m a ç ã o  

d e  3 H A  a p ó s  t e r  s i d o  m e t a b o l i z a d o  a  a c e t i l - C o A .  M e d i d a s  d o  c o n s u m o  

d e  g l i c o s e  e  p r o p i o n a t o  p e r m i t i r ã o  a v a l ia r  a  c o n t r i b u i ç ã o  d e  c a d a  u m  

n a  g e r a ç ã o  d e  a c e t i l - C o A  u t i l i z a d o  p a r a  s í n te s e  d e  m o n ô m e r o s  o u  

o x i d a d o  n o  c i c l o  d e  K r e b s .  P o r  o u t r o  l a d o ,  a  a n á l i s e  p o r  e s p e c t r o m e t r i a  

d e  m a s s a s  p e r m i te  a v a l i a r  a  c o n tr i b u i ç ã o  d o s  c a r b o n o s  m a r c a d o s  

( g l i c o s e )  o u  n ã o  m a r c a d o s  ( p r o p i o n a to )  n a  s í n te s e  d o s  m o n ô m e r o s .  I s t o  

p o d e  s e r  r e a l i z a d o  a n a l i s a n d o - s e  o s  f r a g m e n to s  c o m  m / z  =  8 9  o u  1 3 1 .  

E s te s  f r a g m e n to s  s ã o  f o r m a d o s  p o r  1 , 5  m o l é c u l a s  d e  a c e t i l - C o A .  S e  

a p e n a s  a  g l i c o s e  f o r  u t i l i z a d a  p a r a  f o r m a ç ã o  d o s  a c e t i l - C o A ,  d e v e r á  s e r  

d e t e c t a d o  a p e n a s  o  i s ó t o p o  c o m  m a s s a  M + 3  d o  f r a g m e n t o  m / z  =  8 9 ,  o u  

s e ja ,  u m  f r a g m e n to  c o m  m / z  =  9 2 .  P o r  o u t r o  l a d o ,  s e  p r o p i o n a t o  
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t a m b é m  c o n tr i b u i r  p a r a  f o r m a ç ã o  d e  a c e t i l - C o A ,  d e v e r ã o  s e r  

e n c o n t r a d o s  i s ó to p o s  d o  f r a g m e n to  m / z =  8 9  a p r e s e n t a n d o  m / z  =  8 9 ,  9 0  

e  9 1 .  A  a n á l i se  d a s  p r o p o r ç õ e s  d o s  d i f e r e n te s  i s ó t o p o s  p e r m i t i r á  

d e t e r m i n a r  a  c o n t r i b u i ç ã o  d o  p r o p io n a t o  e  d a  g l i c o s e  n a  f o r m a ç ã o  d e  

a c e t i l - C o A .  S e  a  c o n t r i b u i ç ã o  d o  p r o p i o n a to  p a r a  f o r m a ç ã o  d e  a c e t i l -

C o A  ( d e t e c t a d a  n o s  e s p e c t r o s  d e  m a s s a s )  f o r  m u i to  i n f e r i o r  a q u e l a  

p r e v i s t a  p e l o  c o n su m o  d e s s e  e m  r e l a ç ã o  à  g l i c o s e ,  o  r e s u l t a d o  i n d i c a r á  

q u e  p a r te  d o  p r o p i o n a t o  f o i  d i r e c i o n a d o  p a r a  f o r m a ç ã o  d e  u m  

s u b p r o d u t o .   

E s s e s  e x p e r i m e n t o s  s e r ã o  r e a l i z a d o s  n o  f u t u r o  n e s te  l a b o r a t ó r i o .  
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Tabela 9 -  Teor e  composição de PHA produzido por Pseudomonas  sp.  LFM046 e seu mutante LFM693. 

(continua) 

Linhagem Xt C3 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDDΔ5  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 
 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 

Xt  – massa sec a celu lar ;  C3  forn –  ác ido p rop iôn ico  f orn ecido ;  3HHx – 3-h idrox ih exanoato ;  3HHp  – 3-hid rox ih eptanoato;  3HO –  3-
h idroxioctanoato;  3H N –  3-h idrox inon anoato;  3HD – 3 -h idroxi decan oato ;  3HDD – 3-h idroxidodec an oato ;  3HDD Δ5 – 3-

hidrox id od ecanoatoΔ5; mol% -  nú mero  de mols  de mon ô meros ;  PHA – pol ih idroxia lcanoatos ;  YHAi/P – f ator  de con versã o do ácid o 
propi ôni co em monômeros  contendo nú mero ímpar  de carb onos 
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Tabela 9 -  Teor e  composição de PHA produzido por Pseudomonas  sp.  LFM046 e seu mutante LFM693. 

(conclusão) 

Linhagem Xt C3 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDDΔ5  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 
± 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 
± 1,01  0,36 0,35 1,45 3,43 2,05 0,88 0,03 1,33 

Xt  – massa sec a celu lar ;  C3  forn –  ác ido p rop iôn ico  f orn ecido ;  3HHx – 3-h idrox ih exanoato ;  3HHp  – 3-hid rox ih eptanoato;  3HO –  3-
h idroxioctanoato;  3H N –  3-h idrox inon anoato;  3HD – 3 -h idroxi decan oato ;  3HDD – 3-h idroxidodec an oato ;  3HDD Δ5 – 3-

hidrox id od ecanoatoΔ5; mol% -  nú mero  de mols  de mon ô meros ;  PHA – pol ih idroxia lcanoatos ;  YHAi/P – f ator  de con versã o do ácid o 
propiônico em mon ômeros  con tendo nú mero í mpar  d e carb ono
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5 CONCLUSÕES 

Genes relacionados ao ciclo do 2-meti lc itrato 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 metilmaloni l-CoA de E. col i  (scpAArgKscpBC)  não foram 
encontrados em nenhum dos genomas de Pseudomonas  sequenciados.   
 

Genes da α-oxidação de propionato foram encontrados em todas as 
l inhagens de P. aeruginosa , mas não em outras espécies de Pseudomonas .  O 

operon correspondente a α-oxidação contem seis genes em linhagens de P. 

aeruginosa ,  enquanto em Burkholderia  spp.  são três genes.  
 
A análise de um mutante prp  de Pseudomonas  sp.  LFM046 obtido por  
inserção de transposon revelou que estava mutado no gene prpB ,  
relacionado ao ciclo do 2-meti lc itrato. 
 
O mutante afetado no gene prpB foi analisado com relação a excreção de 2-
meti l isocitrato. Comparação com ácido isocítr ico não indicou a excreção 
desse ácido.  
 
A análise de mutantes obtidos por radiação ultravioleta revelou que nenhum 
deles apresentava características de metabolização 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 ativação desse ácido orgânico.   
 
Experimentos com propionato marcado no carbono 1 (C1 3)  demonstraram que  
as vias d o  o x o b u t i r a t o ,  d o  m e t i m a l o n i l - C o A  e  d o  2 - h i d r o x i g l u t a r a t o  não 
devem contribuir  para o metabolismo de propionato em Pseudomonas  sp.  
LFM046.  
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E u g e n i o  L I ,  E s c a p a  I F ,  M o r a l e s  V ,  D i n j a s k i  N ,  G a l á n  B ,  G a r c í a  J l ,  P r i e t o  
M A  T h e  t u r n  o v e r  o f  m é d i u m - c h a i n - l e n g t h  p o l y h y d r o x y a l k a n o a te s  i n  
P s e u d o m o n a s  p u t i d a  K T 2 4 4 2  a n d  t h e  f u n d a m e n ta l  r o l e  o f  P h a Z  
d e p o l y m e r a s e  f o r  m e ta b o l i c  b a l a n c e ,  2 0 1 0 ;  E n v i r o n  M i c r o b i o l ,  1 2 : 2 0 7 -
2 2 1 .  

 

E w e r i n g  C ,  H e u s e r  F ,  B e n o l k e n  J K ,  B r a m e r  C O ,  S t e i n b u c h e l  A .  M e t a b o l i c  
e n g i n e e r i n g  o f  s t r a i n s  o f  R a l s t o n i a  e u t r o p h a  a n d  P s e u d o m o n a s  p u t i d a  
f o r  b i o t e c n h o l o g i c a l  p r o d u c t io n  o f  2 - m e t h y lc i t r i c  a c i d ,  2 0 0 6 ;  M e ta b  
E n g ,  8 :  5 8 7 - 6 0 2 .   

 

G o m e z  J G C ,  R o d r i g u e s  M F A ,  A l l i  R C P ,  T o r r e s  B B ,  B u e n o  N e t t o  C L ,  S i l v a  
L F .  E v a l u a t i o n  o f  s o i l  g r a m - b e g a t i v e  b a c t e r i a  y i e l d i n g  
p o l y h y d r o x y a lk a n o i c  a c i d s  f r o m  c a r b o h y d r a te s  a n d  p r o p i o n i c  a c i d ,  
1 9 9 6 ;  A p p l  M i c r o b i o l  B i o t e c h n o l ,  4 5 : 7 8 5 - 7 9 1 .    

 

G o m e z  J G C ,  B u e n o  N e t t o  C L .  P r o d u ç ã o  d e  p l á s t i c o s  b i o d e g r a d á v e i s  p o r  
b a c té r i a s ,  1 9 9 7 ;  R e v i s ta  B r a s i l e i r a  d e  E n g e n h a r i a  Q u í m i c a ,  1 7 :  2 4 - 2 9 .   

 

G o m e z  J G C .  P r o d u ç ã o  p o r  P s e u d o m o n a s  s p .  d e  p o l i h i d r o x i a l c a n o a t o s  
c o n t e n d o  m o n ô m e r o s  d e  c a d e i a  m é d i a  a  p a r t i r  d e  c a r b o i d r a to s :  
a v a l i a ç ã o  d a  e f i c i ê n c i a ,  m o d i f i c a ç ã o  d a  c o m p o s i ç ã o  e  o b t e n ç ã o  d e  
m u t a n te s ;  S ã o  P a u l o ,  2 0 0 0 .  1 5 5 p .  

 

G o m e z  J G C ,  S i l v a  L F ,  T a c i r o  M K ,  R o d r ig u e s  M F A ,  S i l v a  E S ,  B o n o m i  A ,  
S i m õ e s  D A ,  B u e n o  N e t t o  C L ,  P r a d e l l a  J G C .  P r o d u c t i o n  o f  b i o d e g r a d a b l e  
p o l y m e r  f r o m  s u g a r  c a n e  i n  B r a z i l .  I n :  1 2 t h  W o r l d  C l e a n  A i r  a n d  
E n v i r o n m e n t  C o n g r e s s  a n d  E x h i b i t io n ;  2 0 0 1 ,  S e o u l .  S e o u l :  W o r l d  C l e a n  
A i r  a n d  E n v i r o n m e n t ;  2 0 0 1  p .  3 2 .   

 

H a y w o o d  G W ,  A n d e r s o n  A J ,  E w i n g  D F ,  D a w e s  E A .  A c c u m u l a t i o n  o f  P H A  
c o n t a i n i n g  p r i m a r l y  3 - h y d r o x y - d e c a n o a te  f r o m  s i m p l e  c a r b o h y d r a t e  



8 8  
 

s u b s t r a te  b y  P s e u d o m o n a s  s p  s t r a i n  N C I M B 4 0 1 3 5 ,  1 9 9 0 ;  A p p l  E n v i r o n  
M ic r o b i o l ,  5 6 : 3 3 5 4 - 3 3 5 9 .  

 

H o r s w i l l  A R ,  E s c a l a n t e - S e m e r e n a  J C .  P r o p i o n a te  c a t a b o l i s m  i n  
S a l m o n e l l a  t y p h im u r i u m  L T 2 :  t w o  d i v e r g e n t l y  t r a n s c r i b e d  u n i t s  
c o m p r i s e  t h e  p r p  l o c u s  a t  8 . 5  c e n t i s o m e s ,  p r p R  e n c o d e s  a  m e m b e r  o f  
t h e  s i g m a - 5 4  f a m i l y  o f  a c t i v a t o r s ,  a n d  p r p B C D E  g e n e s  c o n s t i t u t e  a n  
o p e r o n ,  1 9 9 7 ;  J  B a c t e r i o l ,  1 7 9 ( 3 ) : 9 2 8 - 9 4 0 .   

 

H u i j b e r t s  G N M ,  D e  R i j k  T C ,  D e  W a a r d  P ,  E g g i n k  G C .  N M R  s t u d ie s  o f  
P s e u d o m o n a s  p u t i d a  f a t t y  a c i d  m e ta b o l i c  r o u te s  i n v o l v e d  i n  p o l y - ( 3 -
h y d r o x y a l k a n o a t e )  s y n y h e s i s ,  1 9 9 4 ;  J  B a c te r i o l ,  1 7 6 : 1 6 6 1 - 1 6 6 6 .    

 

K a b i l a n  S ,  A y y a sa m y  M ,  J a y a v e l  S ,  P a r a m a s a m y  G .  P s e u d o m o n a s  s p .  a s  a  
S o u r c e  o f  M e d i u m  C h a i n  L e n g t h  P o l y h y d r o x y a l k a n o a te s  f o r  C o n tr o l l e d  
D r u g  D e l i v e r y :  P e r s p e c t i v e ,  2 0 1 2 ;  I n t  J  M i c r o b i o l ,  
d o i : 1 0 . 1 1 5 5 / 2 0 1 2 / 3 1 7 8 2 3 .  

 

K im  D Y ,  K i m  H W ,  C h u n g  M G ,  R h e e  Y H.  B i o s y n t h e s i s ,  m o d i f i c a t i o n ,  a n d  
b i o d e g r a d a t i o n  o f  b a c t e r i a l  m e d i u m - c h a i n - le n g h t  
p o l y h y d r o x y a lk a n o a t e s ,  2 0 0 7 ;  J  M i c r o b i o l ,  4 5 ( 2 ) : 8 7 - 9 7 .   

 

K o v a c h  M E ,  E l z e r  P H ,  H i l l  D S ,  R o b e r t s o n  G T ,   F a r r i s   M A ,  R o o p    R M ,  
P e t e r s o n  K M .  F o u r  n e w  d e r i v a t i v e s  o f  t h e  b r o a d - h o s t - r a n g e  c l o n i n g  
v e c to r  p B B R 1 M C S ,  c a r r y i n g  d i f f e r e n t  a n t i b i o t i c - r e s i s ta n c e  c a s s e t t e s ,  
1 9 9 5 ;  G e n e ,  1 6 6 ( 1 ) : 1 7 5 - 6 .  

 

L a g e v e e n  R G ,  H u i s m a n  G W ,  P r e u s t i n g  H ,  K a t e l a a r  P ,  E g g i n k  G ,  W i t h o l t  
B .  F o r m a t i o n  o f  p o l y e s t e r s  b y  P s e u d o m o n a s  o l e o v o r a n s :  e f f e c t  o f  
s u b s t r a te s  o n  f o r m a t io n  a n d  p o l y - ( R ) - h y d r o x y a l k a n o a t e s ,  1 9 8 8 ;  A p p l .  
E n v i r o n .  M i c r o b i o l ,  5 4 : 2 9 2 4 - 2 9 3 2 .  

 

L e e  E Y ,  C h o i  C Y .  G a s  c h r o m a to g r a p h y - m a s s  s p e c t r o m e t r i c  a n a l y s i s  a n d  
i t s  a p p l i c a t i o n  to  a  s c r e e n i n g  p r o c e d u r e  f o r  n o v e l  b a c t e r i a l  
p o l y h y d r o x y a lk a n o i c  a c i d s  c o n t a i n i n g  l o n g  c h a i n  s a t u r a t e d  a n d  
u n s a t u r a te d  m o n o m e r s ,  1 9 9 5 ;  J .  o f  F e r m e n t a t i o n  a n d  B i o e n g i n e e r i n g  
8 0 : 4 0 8 - 4 1 4 .   
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L e m o s  P C ,  S e r a f i m  L S ,  R e i s  M A M .  S y n t h e s i s  o f  p o l y h y d r o x y a l k a n o a t e s  
f r o m  d i f f e r e n t  s h o r t - c h a i n  f a t ty  a c i d s  b y  m i x e d  c u l t u r e s  s u b m i t te d  t o  
a e r o b i c  d y n a m i c  f e e d i n g , 2 0 0 6 ;  J  B i o te c h n o l ,  1 2 2 ,  2 2 6 – 2 3 8 .  

 

M i s r a  S K ,  V a l a p p i l  S P ,  R o y  I ,  B o c c a c c i n i  A R .  P o l y h y d r o x y a l k a n o a te  
( P H A ) / I n o r g a n i c  p h a s e  c o m p o s i t e s  f o r  t i s s u e  e n g i n e e r i n g  a p p l i c a t i o n s ,  
2 0 0 6 ;  B i o m a c r o m o l ,  7 ( 8 ) : 2 2 4 9 - 2 2 5 8 .  

 

N o n a t o  R V ,  M a n t e l a t to  P E ,  R o s s e l l  C E V .  I n te g r a te d  p r o d u c t i o n  o f  
b i o d e g r a d a b l e  p l a s t i c ,  s u g a r  a n d  e t h a n o l ,  2 0 0 1 ;  M i c r o b i o l  B io t e c h n o l ,  
5 7 : 1 - 5 .  

 

P a t w a r d h a n  P R ,  S r i v a s ta v a  A K .  M o d e l - b a s e d  f e d - b a tc h  c u l t i v a t i o n  o f  R.  

e u t r o p h a  f o r  e n h a n c e d  b i o p o l y m e r  p r o d u c t i o n ,  2 0 0 4 ;  B i o c h e m  E n g  J ,  
2 0 : 2 1 – 2 8 .  

 

P e r e i r a  R P M .  P r o d u ç ã o  d e  p o l i ( 3 - h i d r o x i b u t i r a to - c o - 3 - h i d r o x i v a l e r a to )  
p o r  A .  e u t r o p h u s  D S M 5 4 5  s o b  d i f e r e n te s  c o n d i ç õ e s  d e  o f e r t a  d e  
s u b s t r a to s .  S ã o  P a u l o ,  1 9 9 6 .  1 4 9 p .  

 

P e r e i r a  E M ,  S i l v a - Q u e i r o z  S R ,  G o m e z  J G C ,  S i l v a  L F .  D i s r u p t i o n  o f  t h e  2 -
m e t h y l c i t r i c  a c i d  c y c l e  a n d  e v a l u a t i o n  o f  p o l y - 3 - h y d r o x y b u t y r a t e - c o - 3 -
h y d r o x y v a l e r a te  b io s y n t h e s i s  s u g g e s t  a l t e r n a t e  c a ta b o l i c  p a t h w a y s  o f  
p r o p i o n a t e  i n  B u r k h o l d e r i a  s a c c h a r i ,  2 0 0 9 ;  C a n  J  M ic r o b i o l ,  5 5 ( 6 ) : 6 8 8 -
6 9 7 .  

 

P r e u s t i n g  H R .  P se u d o m o n a s  o l e o v o r a n s  a s  a  s o u r c e  o f  b i o p l a s t i c s  
P r o d u c t i o n  a n d  c h a r a c te r i z a t i o n  o f  p o l y - 3 - h y d r o x y a l k a n o a te s .  
G r ö n i n g e n ,  1 9 9 2 .  9 7 p .  

 

P r o n k  J T ,  V a n  d e r  L i n d e r - B e u m a n  A ,  V e r d u y n  C .  e t  a l .  P r o p i o n a te  
m e ta b o l i s m  i n  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e :  i m p l i c a t io n s  f o r  t h e  
m e ta b o l o n  h y p o t h e s i s ,  1 9 9 4 ;  M i c r o b i o l ,  1 4 0 : 7 1 7 - 7 2 2 .   
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R a m s a y  B A ,  L o m a l i z a  K ,  C h a v a r ie  C ,  D u b e  B ,  B a t i l l e  P ,  R a m s a y  J A .  
P r o d u c t i o n  o f  p o l y - β - h y d r o x y b u ty r i c - c o - β - h y d r o x y v a l e r i c  a c i d s ,  1 9 9 0 ;  
A p p l  E n v i r o n  M i c r o b i o ,  5 6 :  2 0 9 3 - 2 0 9 8 .  

 

R e d d y  C S K ,  G h a i  R ,  R a s h m i ,  K a l i a  V C   P o l y h y d r o x y a l k a n o a te s :  a n  
o v e r v i e w ,  2 0 0 3 ;  B i o r e s o u r  T e c h n o l ,  8 7 : 1 3 7 – 1 4 6 .  

 

R h e m  B H A ,  K r ü g e r  N ,  S t e i n b ü c h e l  A .  A  n e w  m e t a b o l i c  l i n k  b e t w e e n  
f a t t y  a c i d  d e  n o v o  s y n t h e s i s  a n d  p o l y h y d r o x y a l k a n o i c  a c i d  s y n t h e s i s ,  
1 9 8 8 ;  J  B i o l  C h e m ,  2 7 3 : 2 4 0 4 4 - 2 4 0 5 1 .    

 

R e h m  B H A ,  S te i n b ü c h e l  A .  B i o c h e m i c a l  a n d  g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  P H A  
s y n t h a s e s  a n  o t h e r  p r o t e i n s  r e q u i r e d  f o r  P H A  s y n t h e s i s ,  1 9 9 9 ;  I n t  J  B i o l  
M a c r o m o l ,  2 5 : 3 - 1 9 .  

 

R e h m  B H A .  P o l y e s t e r  s y n t h a s e s :  n a tu r a l  c a t a l y s ts  f o r  p l a s t i c s ,  2 0 0 3;  
B i o c h e m  J ,  3 7 6 : 1 5 - 3 3 .  

 

R i i s  V ,  M a i  W .  G a s  c h r o m a t o g r a p h i c  d e te r m i n a t i o n  o f  p o l y - β -
h y d r o x y b u ty r i c  a c i d  i n  m ic r o b i a l  b i o m a s s  a f t e r  h y d r o c h l o r i c  a c i d  
p r o p a n o l y s i s ,  1 9 8 8 ;  J  C h r o m a to g r ,  4 4 5 :  2 8 5 - 2 8 9 .  

 

R o c h a  R C S ,  P e r e i r a  F S ,  T a c i r o  M K ,  R o d r i g u e s  M F A ,  P r a d e l l a  J G C.  
C o n tr o l e  d a  b i o s s ín t e s e  d e  p o l i - h i d r o x i a l c a n o a t o s  b a c te r ia n o s  a t r a v é s  
d o  f l u x o  d e  s u b s t r a t o s ,  2 0 0 7 ;  Q u i m  N o v a ,  3 0 ( 1 ) : 5 3 - 5 5 .  

 

R o c h a  R C S ,  S i l v a  L F ,  T a c i r o  M K ,  P r a d e l l a  J G C .  P r o d u c t i o n  o f  P ( 3 H B - c o -
3 H V )  w i t h  a  b r o a d  r a n g e  o f  3 H V  c o n t e n t  a t  h i g h  Y 3 H V / p r o p  v a l u e s  b y  
B u r k h o l d e r i a  s a c c h a r i  I P T  1 8 9 ,  2 0 0 8 ;  W o r l d  J  M i c r o b i o l  B i o t e c h n o l ,  
2 4 : 4 2 7 - 4 3 1 .  

 

R o c h a  R C S ,  S i l v a  S R ,  B r e ta s  A ,  E r a  L K ,  S i l v a  L F ,  G o m e z  J G C .  T h e  r o l e  o f  
2  m e t h y l c i t r a te  c y c l e  i n  t h e  i n co r p o r a t i o n  o f  o d d - c h a i n - l e n g t h  
m o n o m e r s  i n to  p o l y h y d r o x y a l c a n o a t e s  b y  P s e u d o m o n a s  s p .  I n :  3 r d  
C o n g r e s s  o f  E u r o p e a n  M i c r o b i o l o g i s t s - F E M S ;  2 0 0 9 ;  G o t h e n b u r g . F E M S ;  
2 0 0 9 .  p .  7 7 .  
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S á n c h e z  R J ,  S c h r i p s e m a  J ,  S i l v a  L F ,  T a c i r o  M K ,  P r a d e l l a  J G C ,  G o m e z  J G C.  
M e d i u m - c h a i n - l e n g h t  p o l y h y d r o x y a l k a n o i c  a c i d s  ( P H A m c l )  p r o d u c e d  b y  
P s e u d o m o n a s  p u t i d a  I P T 0 4 6  f r o m  r e n e w a b l e  s o u r c e s ,  2 0 0 3 ;  E u r o p e a n  
P o l y m  J ,  3 9 : 1 3 8 5 - 1 3 9 4 .  

 

S i l v a  L F .  E s t u d o  d o  c a ta b o l i s m o  d e  p r o p i o n a t o  e m  B u r k h o l d e r i a  s p  
v i s a n d o  o  a u m e n t o  d a  e f i c i ê n c i a  n a  p r o d u ç ã o  d e  p o l i - 3 - h i d r o x i b u t i r a to -
c o - 3 - h i d r o x i v a l e r a to  ( P 3 H B - c o - 3 H V )  –  u m  p l á s t i c o  b i o d e g r a d á v e l .  S ã o  
P a u l o ,  1 9 9 8 .  1 0 3 p .  

 

S i l v a - Q u e i r o z  S R .  B i o s s í n t e s e  d e  p o l i h i d r o x i a l c a n o a to s  d e  c a d e i a  m é d i a  
( P H A m c l )  p o r  b a c té r i a s  a  p a r t i r  d e  ó l e o s  v e g e t a i s .  S ã o  P a u l o ,  2 0 0 3 .  
9 9 p .   

 
S i l v a  L F ,  R o c h a  R C S ,  T a c i r o  M K ,  P r a d e l l a  J G C ,  G o m e z  J G C .  P r o d u ç ã o  
b i o t e c n o l ó g i c a  d e  p o l i - h i d r o x i a l c a n o a t o s  p a r a  a  g e r a ç ã o  d e  p o l í m e r o s  
b i o d e g r a d á v e i s  n o  B r a s i l ,  2 0 0 7 ;  Q u i m  N o v a ,  3 0 : 1 7 3 2 - 1 7 4 3 .   
 
S i m o n  R ,  P r i e f e r  U ,  P u h l e r  A .  A  B r o a d  H o s t  R a n g e  M o b i l i z a t i o n  S y s te m  
f o r  I n  V i v o G e n e t i c  E n g i n e e r i n g :  T r a n s p o s o n  M u t a g e n e s i s  i n  G r a m  
N e g a t i v e  B a c te r i a ,  1 9 8 3 ;  N a t u r e  B i o te c ,  1 : 7 8 4 - 7 9 1 .  
 

S p r a t t  S K ,  G i n s b u r g h  C L ,  N u n n  W D ,  I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t io n  o f  
E s c h e r i c h i a  c o l i  m u t a n t s  d e f e c t i v e  i n  p r o p i o n a t e  m e ta b o l i s m ,  1 9 8 1 ;  J  
B a c t e r i o l ,  1 4 6 : 1 1 6 6 - 1 1 6 9 .   

 

S t e i n b ü c h e l  A ,   V a le n t i m  H E .  D i v e r s i ty  o f  b a c t e r i a l  p o l y h y d r o x y a l k a n o i c  
a c i d s ,  1 9 9 5 ;  F E M S  M i c r o b i o l  L e t t ,  1 2 8 : 2 1 9 - 2 2 8 .  

 

S t e i n b ü c h e l  A ,  H e i n  S .  B i o c h e m i c a l  a n d  m o le c u l a r  b a s i s  o f  m i c r o b i a l  
s y n t h e s i s  o f  p o l y h y d r o x y a l k a n o a t e s  i n  m i c r o o r g a n i s m s ,  2 0 0 1 ;  A d v  
B i o c h e m  E n g  B io t e c h n o l ,  7 1 : 8 1 - 1 2 3 .  

 

S t e i n b ü c h e l  A ,  L ü tk e - E v e r s l o h  T .  M e t a b o l i c  e n g i n e e r i n g  a n d  p a t h w a y  
c o s n tr u c t i o n  f o r  b i o t e c h n o l o g i c a l  p r o d u c t i o n  o f  r e l e v a n t  
p o l y h y d r o x y a l k a n o a t e s  i n  m i c r o o r g a n i s m s ,  2 0 0 3 ;  B io c h e m  E n g  J ,  1 6 : 8 1 -
9 6 .  
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Tabela 1-Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 

monômeros ímpares no Ensaio 1.(continua) 

Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA YHAi/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 0,32 4,50 0,00 30,95 2,40 57,45 2,79 1,90 54,74 0,07 

  3,92 15,77 
0,25 

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 

Desv.Pad. ±0,09 ±0,10   ±0,00 ±0,15 ±0,00 ±1,53 ±0,38 ±1,28 ±0,04 ±0,06 ±0,73 ±0,01 

 2,97 14,47 0,64 3,02 0,00 25,26 6,07 59,99 2,98 2,68 44,73 0,06 

  3,65 13,43 
0,50 

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 

LFM046 

Desv.Pad. ±0,48 ±0,73   ±0,08 ±0,65 ±0,00 ±2,87 ±0,54 ±2,23 ±0,31 ±0,44 ±2,65 ±0,02 

 1,32 3,58 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 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. ±0,15 ±1,33   ±0,00 ±8,78 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±8,75 ±4,77 ±4,80 ±0,35 - 

 1,38 4,60 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 49,10 10,40 40,50 1,42 0,00 

  1,10 4,70 
0,25 

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. ±0,20 ±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 0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 57,62 0,00 42,38 1,35 0,00 

  1,03 1,90 
0,50 

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 

LFM 467 

Desv.Pad. ±0,19 ±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 – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-
hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 

carbonos
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Tabela 1-Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 1.(conclusão) 

Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA YHAi/P 

Bacteriana   (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol) 

  4,38 14,70 0,00 0,00 0,00 4,91 0,00 34,03 0,00 55,96 3,06 2,05 53,63 - 

  4,03 15,21 
0,00 

0,00 0,00 0,00 5,05 0,00 36,47 0,00 53,14 3,01 2,33 56,37 - 

Média 4,21 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 - 

 4,12 15,14 0,27 0,00 0,00 4,65 1,22 34,44 2,42 52,45 2,93 1,88 50,91 0,13 

  3,93 14,67 
0,25 

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. ±0,13 ±0,33   ±0,03 ±0,00 ±0,00 ±0,34 ±0,00 ±0,73 ±0,31 ±0,71 ±0,11 ±0,06 ±4,66 ±0,02 

 3,93 15,43 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 
0,50 

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 

LFM469 

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 – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-

hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 
carbonos
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Tabela 2 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 2.(continua) 

Linhagem   Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 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 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 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 0,16 0,00 0,00 4,48 0,38 31,93 1,16 51,24 6,46 4,35 52,56 0,07 

  3,83 14,66 
0,25 

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 0,39 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 
0,50 

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 

LFM046 

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 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 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 ±0,41 ±4,47 - 

  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 0,03 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 
0,50 

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 

LFM 470 

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 – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-
hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 

carbono
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Tabela 2 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 2.(conclusão) 

Linhagem   Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 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 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 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 0,00 0,00 4,32 0,00 32,45 0,00 53,48 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 0,17 0,00 0,00 6,90 0,52 40,51 1,49 42,02 5,36 3,21 67,75 0,14 

  3,97 15,28 
0,25 

0,11 0,00 0,00 5,02 0,43 35,23 1,28 51,79 3,74 2,51 50,01 0,15 

Média 3,80 15,01  0,14 0,00 0,00 5,96 0,47 37,87 1,38 46,90 4,55 2,86 58,88 0,14 

Desv.Pad. ±0,24 ±0,39   ±0,04 ±0,00 ±0,00 ±1,33 ±0,06 ±3,73 ±0,15 ±6,91 ±1,14 ±0,50 ±12,54 ±0,01 

 4,17 15,35 0,48 0,00 0,00 4,61 0,88 31,90 1,39 51,63 5,75 3,84 51,32 0,05 

  3,98 12,86 
0,50 

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 

LFM471 

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 4,30 30,53 0,00 55,26 6,03 3,88 58,53 - 

  4,07 15,49 
0,00 

0,00 0,00 0,00 4,04 0,00 30,58 0,00 56,05 5,64 3,69 58,27 - 

Média 4,12 16,94  0,00 0,00 0,00 2,02 2,15 30,55 0,00 55,65 5,83 3,79 58,40 - 

Desv.Pad. ±0,07 ±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 0,18 0,00 0,00 2,51 1,47 21,31 3,26 44,08 10,32 17,05 21,86 0,06 

  2,23 12,19 
0,25 

0,22 0,00 0,00 2,48 1,71 18,78 5,96 43,56 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. ±0,05 ±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 0,36 0,00 0,00 2,75 0,00 24,10 1,58 48,71 10,89 11,97 20,37 0,01 

  2,27 13,57 
0,50 

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 

LFM478 

Desv.Pad. ±0,00 ±1,16   ±0,04 ±0,00 ±0,00 ±0,12 ±0,00 ±1,15 ±0,05 ±2,31 ±4,36 ±0,73 ±1,43 ±0,00 

Xt – massa seca celular; Glicose – consumo de glicose; C3 forn – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-

hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 
carbono
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Tabela 3 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 3.(continua) 

Linhagem   Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 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 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 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. ±0,08 ±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 0,20 0,00 0,00 3,04 0,52 23,67 1,69 55,78 10,75 4,54 59,22 0,08 

  2,78 12,93 
0,25 

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. ±0,01 ±0,20   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,25 ±0,12 ±0,16 ±0,16 ±0,06 ±0,14 ±0,05 ±0,06 ±0,01 

 2,30 9,73 0,48 0,00 0,00 2,80 0,66 22,34 3,04 53,82 12,43 4,91 64,14 0,05 

  2,37 8,89 
0,50 

0,51 0,00 0,00 2,97 0,72 23,01 2,89 55,20 10,69 4,51 55,67 0,04 

Média 2,33 9,31  0,49 0,00 0,00 2,89 0,69 22,67 2,97 54,51 11,56 4,71 59,91 0,05 

LFM046 

Desv.Pad. ±0,05 ±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 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 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 0,21 0,00 0,00 3,19 0,00 24,37 0,00 57,09 11,08 4,27 56,07 0,00 

  2,37 11,44 
0,25 

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. ±0,08 ±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 0,21 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 
0,50 

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 

LFM 473 

Desv.Pad. ±0,01 ±2,62   ±0,03 ±0,00 ±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 – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-
hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 

carbono



 

 
v i  

 

Tabela 3 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 3.(conclusão) 

Linhagem   Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA YHAi/P 

Bacteriana   (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol) 

 2,33 12,78 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 

0,00 0,00 0,00 2,16 0,00 26,10 0,00 51,97 14,82 4,94 73,92 - 

Média 2,39 12,72  0,00 0,00 0,00 2,54 0,00 24,35 0,00 53,98 13,78 5,34 65,83 - 

Desv.Pad. ±0,08 ±0,09   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,53 ±0,00 ±2,47 ±0,00 ±2,85 ±1,47 ±0,56 ±11,45 - 

 1,98 11,01 0,11 0,00 0,00 3,50 0,27 24,89 0,89 57,80 8,74 3,91 45,05 0,04 

  1,92 14,09 
0,25 

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 ±0,41 ±3,59 ±0,01 

 1,13 16,36 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 
0,50 

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 0,00 0,00 3,29 0,00 23,33 0,00 45,44 20,67 7,27 30,12 0,00 

LFM479 

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 0,00 0,00 0,00 25,66 0,00 61,38 8,37 4,00 59,45 - 

  2,37 11,69 
0,00 

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 0,00 0,00 1,59 0,00 24,99 0,00 59,43 9,25 4,43 60,90 - 

Desv.Pad. ±0,34 ±0,93   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±2,25 ±0,00 ±0,93 ±0,00 ±2,75 ±1,25 ±0,61 ±2,04 - 

  1,87 8,07 0,25 0,05 0,00 0,00 3,14 0,00 24,34 0,00 53,68 13,64 5,20 47,06 0,00 

 1,53 9,05 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 
0,50 

0,07 0,00 0,00 3,33 0,00 23,78 0,00 55,00 12,86 5,02 40,01 0,00 

                

                

Média 1,47 7,98  0,08 0,00 0,00 3,40 0,00 24,84 0,00 57,99 9,40 4,37 36,47 0,00 

LFM480 

Desv.Pad. ±0,09 ±1,52   ±0,02 ±0,00 ±0,00 ±0,10 ±0,00 ±1,49 ±0,00 ±4,23 ±4,90 ±0,92 ±5,01 ±0,00 

Xt – massa seca celular; Glicose – consumo de glicose; C3 forn – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-

hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 
carbono



 

 
v i i  

 

Tabela 4 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 4. (continua) 

Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 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 4,93 0,00 35,14 0,00 52,70 4,06 3,17 32,38 - 

  1,95 12,55 
0,00 

0,00 0,00 0,00 3,55 0,00 39,54 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 0,22 0,00 0,00 3,33 0,69 25,69 3,02 58,49 3,01 5,76 30,03 0,06 

  2,57 12,84 
0,25 

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   ±0,01 ±0,00 ±0,00 ±0,07 ±0,57 ±3,49 ±3,24 ±1,76 ±0,04 ±1,54 ±6,96 ±0,02 

 2,83 15,52 0,45 0,00 0,00 3,45 1,06 20,61 4,21 64,32 2,74 3,62 24,89 0,04 

  3,15 15,08 
0,50 

0,39 0,00 0,00 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 0,00 2,43 0,94 16,22 15,62 58,95 2,36 3,48 28,83 0,19 

LFM046 

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 ±5,57 ±0,21 

 3,38 10,55 0,00 0,00 0,00 2,20 0,00 29,21 0,00 53,00 4,91 10,67 7,82 - 

  2,53 9,28 
0,00 

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 30,14 0,00 54,86 12,22 2,78 18,64 - 

Média 2,96 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 ND 0,00 0,00 1,69 0,00 14,46 0,00 58,63 7,27 17,39 3,82 0,00 

  3,40 7,34 
0,25 

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 0,00 0,00 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 0,22 0,00 0,00 0,96 0,00 6,74 0,00 23,40 60,50 8,40 8,97 0,00 

  2,25 6,74 
0,50 

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 0,00 0,00 1,42 0,00 10,16 0,00 40,65 33,72 14,05 6,45 0,00 

LFM 481 

Desv.Pad. ±0,44 ±0,11   ±0,08 ±0,00 ±0,00 ±0,65 ±0,00 ±4,84 ±0,00 ±24,39 ±37,87 ±7,99 ±3,56 ±0,00 
Xt – massa seca celular; Glicose – consumo de glicose; C3 forn – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-
hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 

carbono



 

 
v i i i  

 

Tabela 4 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 4. (conclusão) 

Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 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 4,16 0,00 31,67 0,00 57,21 3,46 3,50 25,89 - 

  3,17 13,83 
0,00 

0,00 0,00 0,00 3,99 0,00 29,72 0,00 59,05 3,51 3,73 31,22 - 

Média 3,40 13,76  0,00 0,00 0,00 4,08 0,00 30,69 0,00 58,13 3,48 3,62 28,55 - 

Desv.Pad. ±0,33 ±0,10   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,12 ±0,00 ±1,38 ±0,00 ±1,30 ±0,03 ±0,17 ±3,77 - 

 3,65 11,79 0,26 0,00 0,00 4,13 0,96 29,41 3,46 55,39 3,36 3,30 36,50 0,11 

  1,18 7,07 
0,25 

0,13 0,00 0,00 1,64 5,08 13,03 1,36 56,38 4,61 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 ±0,89 ±10,33 ±21,27 ±0,06 

 3,47 13,24 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 
0,50 

0,28 0,00 0,00 0,00 0,14 30,68 5,07 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 

LFM482 

Desv.Pad. ±0,06 ±0,18  ±0,08 ±0,00 ±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 – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-

hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 
carbono
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Tabela 5 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 5. (continua) 

Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 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 5,02 0,00 36,06 0,00 53,99 2,76 2,17 33,92 - 

  3,95 15,01 
0,00 

0,00 0,00 0,00 0,15 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 0,09 0,00 0,00 0,00 0,07 33,99 0,30 54,33 1,80 9,51 27,22 0,02 

  3,87 14,60 
0,25 

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 0,23 0,00 0,00 0,00 0,00 34,14 2,71 59,06 3,52 0,57 29,83 0,05 

  3,55 16,21 
0,50 

0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 34,53 2,68 58,60 3,64 0,55 45,42 0,05 

Média 3,40 16,14  0,30 0,00 0,00 0,00 0,00 34,33 2,69 58,83 3,58 0,56 37,63 0,05 

LFM046 

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 

 4,27 16,57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 37,43 0,00 59,08 3,11 0,38 45,77 - 

  4,43 15,00 
0,00 

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 4,31 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 25,77 0,00 64,93 6,91 2,38 6,50 0,00 

  1,82 6,76 
0,25 

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 0,00 0,00 0,00 0,00 24,54 0,00 61,86 11,25 2,35 6,25 0,00 

Desv.Pad. ±0,40 ±1,73   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±1,74 ±0,00 ±4,35 ±6,13 ±0,05 ±0,36 ±0,00 

 2,37 4,00 0,24 0,00 0,00 0,00 0,00 23,91 0,00 57,29 16,14 2,66 4,83 0,00 

  2,40 6,36 
0,50 

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 0,00 0,00 0,00 0,00 26,37 0,00 59,88 10,82 2,93 4,69 0,00 

LFM 483 

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 ±0,20 ±0,00 
Xt – massa seca celular; Glicose – consumo de glicose; C3 forn – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-
hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 

carbono
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Tabela 5 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 5. (conclusão) 

.Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA YHAi/P 

Bacteriana   (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol) 

 3,57 12,43 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 

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 31,81 0,00 64,38 3,51 0,30 32,96 - 

Média 3,71 12,93  0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 32,77 0,00 63,53 3,45 0,24 42,77 - 

Desv.Pad. ±0,20 ±0,71   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±1,37 ±0,00 ±1,21 ±0,08 ±0,08 ±13,87 - 

 2,80 7,78 0,12 0,00 0,00 1,97 0,00 16,62 0,00 45,15 21,61 14,65 4,11 0,00 

  2,48 7,04 
0,25 

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. ±0,22 ±0,52   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,36 ±0,00 ±0,03 ±0,00 ±4,75 ±2,11 ±7,25 ±0,22 ±0,00 

 2,13 6,41 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 
0,50 

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 0,00 0,00 0,00 0,00 24,32 0,00 57,47 15,24 2,97 5,26 0,00 

LFM485 

Desv.Pad. ±0,07 ±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 

 2,97 16,80 0,00 0,00 0,00 4,63 0,00 34,51 0,00 57,37 3,21 0,28 38,28 - 

  5,12 15,53 
0,00 

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 0,00 0,00 4,50 0,00 34,29 0,00 57,93 2,96 0,31 42,87 - 

Desv.Pad. ±1,52 ±0,90   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,18 ±0,00 ±0,31 ±0,00 ±0,80 ±0,34 ±0,04 ±6,50 - 

 2,48 11,98 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 18,03 0,00 54,75 14,00 13,21 10,95 0,00 

  5,08 19,44 
0,25 

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 0,00 0,00 0,00 0,00 26,55 0,00 58,84 7,90 6,71 25,08 0,00 

Desv.Pad. ±1,84 ±5,28   ±0,02 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±12,04 ±0,00 ±5,78 ±8,62 ±9,20 ±19,98 ±0,00 

 2,77 15,01 0,15 0,00 0,00 0,00 0,00 21,73 0,00 59,45 13,39 5,42 11,00 0,00 

  1,32 13,29 
0,50 

0,30 0,00 0,00 0,00 0,00 29,01 0,00 65,60 4,22 1,17 13,95 0,00 

Média 2,04 14,15  0,23 0,00 0,00 0,00 0,00 25,37 0,00 62,53 8,81 3,30 12,47 0,00 

LFM487 

Desv.Pad. ±1,03 ±1,22   ±0,11 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±5,15 ±0,00 ±4,35 ±6,49 ±3,01 ±2,08 ±0,00 

Xt – massa seca celular; Glicose – consumo de glicose; C3 forn – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-

hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 
carbono



 

 
x i  

 

Tabela 6 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 6. (continua) 

Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 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 - 

  4,23 10,57 0,25 0,30 0,00 0,00 3,66 0,61 28,81 1,15 60,97 4,40 0,39 23,22 0,03 

 7,25 11,81 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 
0,50 

0,40 0,00 0,00 0,00 0,00 27,53 7,41 58,62 5,42 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 

LFM046 

Desv.Pad. ±0,46 ±2,99   ±0,11 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±3,41 ±1,47 ±3,25 ±2,19 ±0,28 ±0,28 ±4,32 ±0,03 

 5,57 16,40 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 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 0,00 3,02 1,16 37,61 0,00 50,52 5,29 2,40 20,81 - 

Desv.Pad. ±0,35 ±2,76   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±4,27 ±1,64 ±1,11 ±0,00 ±3,94 ±0,08 ±0,11 ±1,67 - 

 5,23 14,99 0,23 0,00 0,00 3,86 0,00 28,42 0,00 59,25 7,17 1,29 17,62 0,00 

  6,53 13,21 
0,25 

0,26 0,00 0,00 4,67 0,00 31,49 0,00 57,69 4,78 1,37 26,67 0,00 

Média 5,88 14,10  0,24 0,00 0,00 4,27 0,00 29,96 0,00 58,47 5,98 1,33 22,15 0,00 

Desv.Pad. ±0,92 ±1,25   ±0,02 ±0,00 ±0,00 ±0,57 ±0,00 ±2,17 ±0,00 ±1,11 ±1,69 ±0,05 ±6,40 ±0,00 

 4,45 7,78 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 
0,50 

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 0,00 3,44 0,00 25,59 0,00 55,01 12,31 3,65 10,57 0,00 

LFM 488 

Desv.Pad. ±0,26 ±0,40   ±0,01 ±0,00 ±0,00 ±0,15 ±0,00 ±0,88 ±0,00 ±1,30 ±2,61 ±0,28 ±1,72 ±0,00 
Xt – massa seca celular; Glicose – consumo de glicose; C3 forn – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-
hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 

carbono



 

 
x i i  

 

Tabela 6 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 6. (conclusão) 

Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA YHAi/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 3,75 0,00 26,83 0,00 63,34 5,16 0,92 21,28 - 

  5,37 13,25 
0,00 

0,00 0,00 0,00 0,93 0,00 27,09 0,00 62,61 7,87 1,50 18,34 - 

Média 5,25 12,38  0,00 0,00 0,00 2,34 0,00 26,96 0,00 62,98 6,52 1,21 19,81 - 

Desv.Pad. ±0,16 ±1,23   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±2,00 ±0,00 ±0,19 ±0,00 ±0,52 ±1,92 ±0,41 ±2,08 - 

 4,33 14,54 0,27 0,00 0,00 3,57 0,00 26,51 0,00 63,45 5,68 0,80 19,95 0,00 

  3,27 13,46 
0,25 

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 0,25 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 
0,50 

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 0,00 0,00 0,00 0,00 13,88 0,00 52,81 28,85 4,46 3,00 0,00 

LFM489 

Desv.Pad. ±0,34 ±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 

 5,92 15,30 0,00 0,00 0,00 5,21 0,00 34,53 0,00 55,60 4,27 0,40 22,52 - 

  7,27 17,10 
0,00 

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 0,00 0,00 5,23 0,00 34,95 0,00 54,76 4,65 0,41 26,51 - 

Desv.Pad. ±0,95 ±1,27   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,03 ±0,00 ±0,60 ±0,00 ±1,18 ±0,54 ±0,01 ±5,65 - 

 6,03 16,55 0,22 0,00 0,00 5,02 0,34 33,37 1,07 55,09 4,63 0,48 28,42 0,02 

  6,65 13,94 
0,25 

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 15,24  0,22 0,00 0,00 4,39 0,28 31,92 0,98 56,59 5,41 0,42 26,63 0,02 

Desv.Pad. ±0,44 ±1,85   - ±0,00 ±0,00 ±0,89 ±0,08 ±2,05 ±0,13 ±2,13 ±1,10 ±0,08 ±2,54 - 

 5,45 16,36 0,01 0,00 0,00 4,65 0,54 31,12 1,55 56,65 5,15 0,34 29,04 0,03 

  3,93 16,08 
0,50 

ND 0,00 0,00 5,78 2,86 30,64 1,58 54,97 3,85 0,32 24,78 ND 

Média 4,69 16,22  0,01 0,00 0,00 5,22 1,70 30,88 1,56 55,81 4,50 0,33 26,91 0,03 

LFM490 

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 – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-

hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 
carbono
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Tabela 7 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 7. (continua) 

Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 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 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 0,00 4,99 0,00 34,90 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. ±0,25 ±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 0,39 0,00 0,00 5,15 0,36 34,98 0,95 52,83 4,78 0,95 22,98 0,01 

  3,83 16,03 
0,25 

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 ±0,68   ±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 0,52 0,00 0,00 0,00 4,14 31,58 1,84 54,92 6,55 0,98 24,01 0,05 

  3,70 12,58 
0,50 

0,49 0,00 0,00 0,00 6,94 32,77 1,83 51,31 6,44 0,73 16,53 0,05 

Média 3,75 14,66  0,50 0,00 0,00 0,00 5,54 32,18 1,83 53,11 6,49 0,85 20,27 0,05 

LFM046 

Desv.Pad. ±0,07 ±2,94   ±0,02 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±1,98 ±0,84 ±0,01 ±2,55 ±0,08 ±0,18 ±5,29 ±0,00 

 1,75 2,16 0,00 0,00 0,00 1,67 0,00 12,41 0,00 51,54 30,24 4,13 9,31 - 

  2,47 9,15 
0,00 

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 ±4,95   ±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 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 34,14 56,67 9,20 2,82 0,00 

  1,55 4,88 
0,25 

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 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 40,94 51,46 7,59 2,55 0,00 

Desv.Pad. ±0,09 ±0,11   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±9,63 ±7,36 ±2,27 ±0,38 ±0,00 

 1,25 5,69 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 
0,50 

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 5,91  0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 43,54 41,53 14,93 2,65 0,00 

LFM 495 

Desv.Pad. ±0,11 ±0,31   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±4,16 ±5,03 ±9,19 ±0,39 ±0,00 
Xt – massa seca celular; Glicose – consumo de glicose; C3 forn – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-
hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 

carbono
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Tabela 7 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 7. (conclusão) 

Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 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 15,29 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 

0,00 0,00 0,00 4,89 0,00 34,43 0,00 54,67 4,98 1,03 32,53 - 

Média 4,18 15,49  0,00 0,00 0,00 5,02 0,00 34,94 0,00 55,29 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 ±0,31 ±0,67 - 

 1,78 8,71 0,21 0,00 0,00 3,42 0,00 26,34 0,00 52,33 16,62 1,29 14,67 0,00 

  2,87 8,13 
0,25 

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 ±0,41   ±0,04 ±0,00 ±0,00 ±0,19 ±0,00 ±1,88 ±0,00 ±3,98 ±5,95 ±0,10 ±3,21 ±0,00 

 2,32 6,49 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 
0,50 

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 0,00 0,00 3,43 0,00 27,65 0,00 57,91 8,54 2,46 13,19 0,00 

LFM496 

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 ±0,47 ±0,00 

 3,90 15,29 0,00 0,00 0,00 4,91 0,00 35,63 0,00 55,38 3,60 0,49 30,88 - 

  2,23 14,97 
0,00 

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 0,00 0,00 4,85 0,00 35,14 0,00 54,35 5,05 0,61 30,22 - 

Desv.Pad. ±1,18 ±0,23   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,08 ±0,00 ±0,69 ±0,00 ±1,45 ±2,05 ±0,18 ±0,94 - 

 2,07 8,66 0,26 0,00 0,00 3,50 0,00 25,21 0,00 52,07 16,83 2,39 11,10 0,00 

  2,02 7,59 
0,25 

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 0,00 0,00 3,60 0,00 26,71 0,00 54,51 12,93 2,26 12,05 0,00 

Desv.Pad. ±0,04 ±0,76   ±0,08 ±0,00 ±0,00 ±0,14 ±0,00 ±2,12 ±0,00 ±3,45 ±5,52 ±0,19 ±1,34 ±0,00 

LFM499 

  2,07 9,02 0,50 0,56 0,00 0,00 3,39 0,00 26,73 0,00 56,65 11,21 2,02 10,27 0,00 

Xt – massa seca celular; Glicose – consumo de glicose; C3 forn – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-

hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 
carbon



 

 
x v  

 

Tabela 8 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 8. (continua) 

Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA YHAi/P 
Bacteriana   (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol) 

 4,35 17,45 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 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. ±0,02 ±0,52   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,62 ±0,00 ±3,92 ±0,00 ±5,48 ±9,15 ±0,87 ±20,15 - 

  4,23 17,30 0,25 0,27 0,00 0,00 5,73 0,31 37,15 0,31 51,42 2,89 2,19 37,00 0,02 

 4,03 16,97 0,33 0,00 0,00 4,90 0,99 32,36 0,57 56,10 3,01 2,09 56,03 0,05 

  2,90 15,57 
0,50 

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 

LFM046 

Desv.Pad. ±0,80 ±0,99   ±0,09 ±0,00 ±0,00 ±2,14 ±0,14 ±14,27 ±0,83 ±15,74 ±2,13 ±33,58 ±24,62 ±0,02 

 4,07 18,29 0,00 0,00 0,00 4,67 0,00 33,61 0,00 56,05 3,20 2,48 68,81 - 

  4,23 16,75 
0,00 

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. ±0,12 ±1,09   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±1,27 ±0,00 ±11,36 ±0,00 ±16,46 ±27,86 ±1,23 ±41,31 - 

 1,75 10,74 0,00 0,00 0,00 2,71 0,00 13,16 0,00 31,26 45,57 7,30 13,19 0,00 

  1,77 ND 
0,25 

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. ±0,01 -   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,34 ±0,00 ±1,59 ±0,00 ±5,50 ±9,21 ±1,77 ±1,69 ±0,00 

 1,73 7,76 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 
0,50 

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 

LFM 500 

Desv.Pad. ±0,02 ±0,21   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±4,05 ±0,00 ±32,39 ±54,75 ±18,31 ±6,81 ±0,00 
Xt – massa seca celular; Glicose – consumo de glicose; C3 forn – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-
hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 

carbono
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Tabela 8 - Teor e composição de PHA produzido por Pseudomonas sp. LFM046 e seus mutantes e fator de conversão de propionato em 
monômeros ímpares no Ensaio 8. (conclusão) 

Linhagem    Xt Glicose C3 forn. C3 cons. 3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HN 3HD 3HDD 3HDDΔ5 PHA YHAi/P 

Bacteriana   (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) (%MSC) (mol/mol) 

 2,12 11,13 0,00 0,00 0,00 3,25 0,00 21,86 0,00 63,62 5,82 5,45 19,50 - 

  2,02 8,74 
0,00 

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 45,03 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 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 18,81 64,13 17,06 7,46 0,00 

  1,38 8,41 
0,25 

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. ±0,11 ±2,92   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±5,81 ±11,92 ±6,11 ±2,08 ±0,00 

 1,37 8,54 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 
0,50 

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 

LFM501 

Desv.Pad. ±0,05 ±2,53   ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±60,39 ±53,47 ±6,92 ±3,68 ±0,00 

 4,08 15,83 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 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. ±0,05 ±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 0,22 0,00 0,00 0,60 0,00 9,37 0,00 21,80 64,60 3,62 38,28 0,00 

  3,95 15,43 
0,25 

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 3,53 13,86  0,21 0,00 0,00 2,30 0,00 17,21 0,00 34,69 41,06 4,75 24,80 0,00 

Desv.Pad. ±0,59 ±2,22   ±0,02 ±0,00 ±0,00 ±2,39 ±0,00 ±11,08 ±0,00 ±18,22 ±33,30 ±1,60 ±19,07 ±0,00 

 2,50 12,59 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 
0,50 

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 

IP18 

Desv.Pad. ±0,02 ±2,95   ±0,07 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,00 ±0,83 ±0,00 ±12,29 ±16,35 ±3,22 ±2,80 ±0,00 

Xt – massa seca celular; Glicose – consumo de glicose; C3 forn – ácido propiônico fornecido; C3 cons. - ácido propiônico 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; 3HDDΔ5 – 3-

hidroxidodecanoatoΔ5; mol% - número de mols de monômeros; PHA – polihidroxialcanoatos; YHAi/P – fator de conversão do ácido propiônico em monômeros contendo número ímpar de 
carbono


