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RESUMO

TUSSO, D. C. T. Caracterizacdo do gene PHA sintase de bactérias isoladas a partir de
amostras de solo. 2015. 129 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2015.

Os polihidroxialcanoatos (PHA) séo poliésteres produzidos por microrganismos na forma de
granulos intracelulares, como fonte de carbono e energia. Estes materiais despertam um
grande interesse biotecnoldgico, ja que conferem propriedades termoplasticas e elastoméricas
semelhantes aos plasticos sintéticos de origem petroquimica. Na biossintese dos PHA, a PHA
sintase é a enzima chave para sua producgdo e catalisa a incorporacdo de monémeros 3HA a
cadeia polimérica. A partir de isolados bacterianos obtidos por Licio (2011) capazes de
produzir Poli(3-hidroxibutirato) (P3HB). Estes isolados foram identificados pela andlise da
sequéncia dos genes rDNA 16S e pela construcdo de uma arvore filogenética como
pertencentes ao género Burkholderia sp. Posteriormente, os genes da PHA sintase desses
isolados foram clonados no plasmideo pBBRMCS-2, e expressos em mutantes de
Pseudomonas sp. (LFM461) e Burkholderia sacchari (LFM344), deficientes no acamulo de
PHA. As linhagens recombinantes foram cultivadas em excesso de glicose como fonte de
carbono com o objetivo de avaliar o potencial da PHA sintase de incorporar mondémeros
(3HA) ao PHA. Foram realizados ensaios de acumulo de PHA usando glicose como fonte de
carbono, apresentando a producdo de unidades de 3HB, 3HO e 3HD nas linhagens
recombinantes de Pseudomonas sp. As linhagens recombinantes de B. sacchari incorporaram
como Unico constituinte P(3HB). Ensaios de acimulo de PHA foram realizados nas linhagens
recombinantes de B. sacchari, usando como co-substratos diferentes acidos graxos, sendo
detectada a incorporacdo de unidades de 3HV e 3HHx além do 3HB, quando foram
fornecidos acido hexandico e valérico. Estes resultados indicam que as PHA sintases classe |
sdo capazes de incorporar diferentes unidades monomeéricas.

Palavras-chave: Biopolimeros. Polihidroxialcanoatos. PHA sintase. Pseudomonas sp.
Burkholderia sp.



ABSTRACT

TUSSO, D. C. T. PHA synthase gene characterization of bacteria isolated from soil
samples. 2015. 129 p. Masters thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

The polyhydroxyalkanoates (PHA) polyesters produced by microorganisms are as
intracellular granules as a source of carbon and energy. These materials arouse great interest
in biotechnology, as provide thermoplastic and elastomeric properties similar to the synthetic
plastics petrochemical origin. In the biosynthesis of PHA, the PHA synthase is the key
enzyme for its production and catalyzes the incorporation of 3HA monomer to the polymer
chain. From bacterial isolates obtained by Licio (2011) capable of producing poly (3-
hydroxybutyrate) (P3HB). These isolates were identified by sequence analysis of 16S rDNA
genes and the construction of a phylogenetic tree of the genus Burkholderia as sp. There after,
the PHA synthase genes were cloned into these isolated pPBBRMCS-2 plasmid and expressed
in mutant of Pseudomonas sp. (LFM461) and Burkholderia sacchari (LFM344), deficient in
PHA accumulation. The recombinant strains were grown in excess glucose as carbon source
in order to evaluate the potential of PHA synthase incorporate monomers (3HA) to PHA.
Were performed PHA accumulation assays using glucose as carbon source, with the
production of 3HB units, 3HO and 3HD in recombinant strains of Pseudomonas sp. The
recombinant strains of B. sacchari incorporated as sole constituent of P (3HB). PHA
accumulation assays were performed on the recombinant strains of B. sacchari, as co-
substrates using different fatty acids being detected to incorporate 3HV units and 3HHXx
addition of 3HB, were provided as valeric and hexanoic acid. These results indicate that the
PHA synthases of Class | are able to incorporate different monomer units.

Keywords: Biopolymers, Polhyhydroxyalkanoate, PHA synthase, Pseudomonas sp.
Burkholderia sp.
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1INTRODUCAO

Ao longo da historia tem se desenvolvido materiais com caracteristicas que se ajustam
as necessidades do homem, tal é o caso dos plasticos, materiais sintéticos, produzidos a partir
de petroleo ou gés natural. Atualmente os plasticos sintéticos tém varias aplicacfes, desde
embalagens, produtos domésticos, canos para drenagem materiais de construcdo, etc.
(FORMIGONI; RODRIGUES, 2009).

A grande demanda de plasticos de origem petroquimica tem causado problemas
ambientais, uma vez que, sdo acumulados no meio ambiente, pois ndo sdo biodegradaveis.
Além disso, ao utilizar grandes quantidades de petrdleo, sdo gerados milhdes de toneladas de
CO, e de outros gases, provocando riscos para a salde publica. Em 2011, aproximadamente
280 milhGes de toneladas de plasticos de origem petroquimica foram produzidos com a
expectativa de aumentar 4% ao ano até 2016 (CHEN; PATEL, 2012; GUMEL, ANNUAR,;
CHISTI, 2013). A érea de maior producdo esta nos paises asiaticos (excluindo Japéo), onde o
consumo de plasticos atual, € de aproximadamente de 20 Kg/per capita. A reducdo do
consumo de plastico € dificultada devido as suas propriedades versateis, mas & possivel
substitui-os (CHANPRATEEP, 2010). Uma alternativa é desenvolver materiais sustentaveis
ao meio ambiente para minimizar os problemas que sdo causados pelos plasticos
convencionais de origem petroquimica.

Dentre esses materiais sao encontrados os polimeros biodegradaveis, os quais podem
ser descompostos pela acdo de micro-organismos, tais como bactérias, fungos e algas.
Descobertos ha cerca de 10 anos, estes materiais, atualmente tém uma participagdo minima no
mercado internacional, em virtude de seu alto custo e limitada aplicabilidade. Varios
polimeros biodegradaveis sdo formados durante o ciclo de crescimento de organismos Vivos,
envolvendo processos metabolicos complexos para sua formacdo dentro da célula, sendo
denominados polimeros biodegradaveis naturais (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006).

Existem vérias classes de polimeros naturais, dentre eles os poliésteres bacterianos,
mais comumente chamados poli-hidroxialcanoatos (PHAS), produzidos naturalmente por uma
grande variedade de bactérias como reserva de carbono e energia. Os PHAs tem sido
amplamente estudados, ja que caracterizam-se principalmente por serem produzidos a partir
de fontes renovaveis, serem biocompativeis e biodegradaveis. O termo biodegradavel ¢
aplicado a qualquer polimero prontamente degradado a CO, e agua, sugerindo que podem ser
assimilados por distintos micro-organismos impedindo assim o seu acUmulo ambiental
(FOSTER et al, 1995; JENDROSSEK; HANDRICK, 2002; KIM; RHEE, 2003;
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MATAVULJ; MOLITORIS, 1992; TOKIWA; CALABIA, 2004; WITT et al., 2001;). A
biocompatibilidade indica que os PHAs ndo causam efeitos toxicos quando séo aplicados em
diversos hospedeiros, pois sdo inmunologicamente inertes e podem ser degradados pelos
tecidos humanos lentamente (VERLINDEN et al., 2007).

A sintese de PHA depende da natureza quimica da fonte de carbono oferecida as
bactérias, também das vias metabolicas que cada uma possui e da classe de PHA sintase.
Presente no genoma do micro-organismo. Dependendo da fonte de carbono fornecida, as vias
metabolicas bacterianas dardo origem a diferentes hidroxiacil-CoA, 0s quais serdo
reconhecidos e polimerizados pela PHA sintase (SILVA et al., 2007).

Um dos fatores que determina a composi¢do do polimero, é a especificidade pelo
substrato da enzima PHA sintase (PhaC), enzima chave para biossintese de PHAS,
responsavel por catalisar a incorporacdo de monémeros a cadeia polimérica em formacao.
Existem quatro classes de PHA sintases, as mais destacadas sdo a classe |, capazes de
polimerizar unidades de HAsc. € as de classe 11, especificas para unidades de HAyc.. Poucas

PHA sintases apresentam a capacidade de incorporar 3HAscL, assim como, 3HAwmcL, COmo
por exemplo as PHA sintases de Aeromonas caviae e Thiocapsa pfennigii (STEINBUCHEL,

HEIN, 2001).

A partir da sua composicdo monomeérica, 0s PHAS estdo classificados em dois grandes
grupos: PHAs de cadeia curta (PHAscL), sendo o P3HB seu principal representante, e os
PHAs de cadeia média (PHAwmcL). As propriedades dos PHAs podem variar de acordo com
sua composi¢cdo. O homopolimero P3HB é altamente cristalino, rigido e quebradico,
enquanto, os PHAmcL sdo menos rigidos e quebradicos do que P3HB, mas o alongamento
para ruptura é alto, representando um material elastico com temperatura de fusdo baixa
(FRANCHETTI; MARCONATO, 2006).

Recentemente tem-se demonstrado, que as propriedades anteriormente descritas,
podem ser melhoradas com a obtengdo de copolimeros PHAscL-mcL, despertando um grande
interesse industrial, j& que as propriedades destes copolimeros resultam ser semelhantes ao
polietileno de baixa densidade, permitindo ampliar seu uso para diferentes aplicacfes
(HANGGI, 1995; LEE et al., 2000; LENZ; MARCHESSAULT, 2005; LU et al., 2004;
RAMSAY et al., 1990; WEI et al., 2009).

Esses polimeros podem ser sintetizados por linhagens naturais, apesar disso, linhagens
recombinantes tém contribuido a aumentar o rendimento do polimero sintetizado assim como

modular a composicdo do PHA a partir da escolha do hospedeiro adequado (AHN et al.,
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2000; LEE et al., 2001; PARK et al., 2001). Isto é, a expressdo de genes relacionados a
sintese de PHA em outros hospedeiros, pode revelar propriedades ndo detectadas na linhagem
original devido ao metabolismo desta ndo suprir de forma adequada os monémeros desejados.

Neste contexto, este trabalho buscou avaliar a capacidade de diferentes PHA sintases
na incorporacdo de monémeros na cadeia principal quando sdo expressas em outras bactérias,

apontando a producédo de polimeros que sdo interessantes industrialmente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Polihidroxialcanoatos (PHAS)

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo poliésteres alifaticos de hidroxialcanoatos
acumulados naturalmente por diversas bactérias na forma de granulos intracelulares como
reserva de carbono e energia, que podem representar até 80% da massa seca celular (Figura 1)
(SILVA et al., 2007; NAIK, GOPAL; SOMAL, 2008). Os granulos de PHA estdo rodeados
por uma membrana fosfolipidica com proteinas ligadas, como a PHA sintase (responsavel
pela polimerizacdo dos mondmeros), a PHA depolimerase intracelular (responsavel pela
despolimerizacdo) e outras proteinas, algumas com funcdo desconhecida (REHM, 2003).
Estes materiais poliméricos sdo armazenados em altas concentracBes dentro da célula, uma
vez que ndo alteram substancialmente o seu estado osmético (LAYCOCK et al., 2013).

Ao menos trés modelos tém sido descritos para a formacdo in vivo dos granulos de
PHA. Um deles é a formacdo de micelas, um processo auto-iniciado, provocando a apari¢do
de cadeias insoltveis do polimero no citoplasma ligado as polimerases constituintes da capa
externa. O tamanho das micelas aumenta enquanto o polimero aumenta (ELLAR et al., 1968).
Uma modificacdo deste modelo foi proposta recentemente, na qual a nucleacdo inicial
consiste em um dimero PhaC ligado covalentemente a uma cadeia de polimero associada com
varias phasinas, as quais estdo ligadas para manter a solubilidade (CHO et al., 2012). No
segundo modelo Budding, a PHA sintase hidrofobica esta localizada na face interna da
membrana citoplasmatica, ocasionando a biossintese de uma membrana que cobre a superficie
do granulo eventualmente brotado (GRAGE et al., 2009). O terceiro modelo, propde que a
existéncia de alguns elementos de mediacdo desconhecidos, que funcionam como
“andaimes”, oferecendo locais para a PHA sintase iniciar a formacdo do gréanulo,
desaparecendo nas fases finais da sua formacdo (TIAN; SINSKEY; STUBBE, 2005).
Estudos recentes, como o realizado por Beeby e colaboradores (2012), apoiam o modelo de
formagdo de micelas no citoplasma. Em relacdo ao segundo modelo de brotamento da
membrana, ndo foi observado nenhum granulo sendo formado no interior da membrana.
Enquanto ao terceiro modelo proposto, foram observados alguns elementos no citoesqueleto
mas eles ndo estavam associados a formacgdo dos grénulos, portanto os resultados obtidos

também ndo sustentam o modelo de andaime (BEEBY et al., 2012).



23

A sintese de PHA por bactérias em um meio nutritivo ocorre quando ha excesso da
fonte de carbono e limitacdo de pelo menos um nutriente essencial para sua multiplicagdo
celular como: nitrogénio, potassio, fosforo, enxofre, magnésio dentre outros (SILVA et al.,
2007). De forma oposta, quando ha limitacdo de carbono ou energia, mas ndo de outros
nutrientes, o PHA previamente acumulado pode ser reutilizado para suprir essa necessidade
(GOMEZ; BUENO, 2001).

e S
%

N
SR,

Figura 1 Granulo de polihidroxialcanoatos. Fonte: (STUBBE et al. 2005)

A producdo de PHAs em bactérias foi descrita pela primeira vez em 1926, quando
Lemoigne observou que Bacillus megaterium produziu um polimero intracelular, o poli-3-
hidroxibutirato P(3HB), o qual é mais estudado entre os polimeros. Seis décadas depois,
outros poliésteres com sua cadeia principal mais longa (medim-chain-length PHAs [mcl-
PHAs]), também foram descritos. Sua producdo foi descrita pela primeira vez em
Pseudomonas putida GPol(formalmente conhecida como Pseudomonas oleovorans GPol)
guando crescia em &cido octanoico. Os PHASs ja foram detectados em algumas archaeas e uma
ampla categoria de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em ambientes aerdbicos e
anaerobicos (PRIETO, 2007).

A estrutura do PHA consiste em mondmeros de hidroxiacil-CoA, nos quais um grupo
carboxila de um mondmero forma uma ligacdo éster com o grupo hidroxila de outro
mondmero. O carbono ligado ao grupo hidroxila é quiralico, entretanto apresenta-se sempre
na configuracdo R. A cadeia lateral de carbonos, ligada ao carbono quiralico, pode conter
grupos aromaticos, halogéneos, cadeias carbonicas insaturadas ou ramificadas, etc (Figura 2).

Dependendo do numero de atomos de carbono presentes em sua cadeia lateral, os PHA
sdo divididos em dois grandes grupos: a) PHAsc. (short chain length), que contem
mondmeros de cadeia curta (HAscL), com 3 a 5 a&tomos e b) PHAwcL (médium chain length),
que contem monodmeros de cadeia média (HAmcL), com 6 a 14 atomos (NAIK, GOPAL;
SOMAL, 2008).
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Poly(3-hydroxyalkanoate)

R group Carbon no. PHA polymer

methyl C, Poly(3-hydroxybutyrate)

ethyl C, Poly(3-hydroxyvalerate)
propyl C, Poly(3-hydroxyhexanoate)
butyl C, Poly(3-hydroxyheptanoate)
pentyl C, Poly(3-hydroxyoctanoate)
hexyl C, Poly(3-hydroxynonanoate)
heptyl C, Poly(3-hydroxydecanoate)
octyl C, Poly(3-hydroxyundecanoate)
nonyl C, Poly(3-hydroxydodecanoate)
decyl C, Poly(3-hydroxytridecanoate)
undecyl C, Poly(3-hydroxytetradecanoate)
dodecyl C,; Poly(3-hydroxypentadecanoate)
tridecyl C Poly(3-hydroxyhexadecanoate)

Figura 2 Estrutura quimica dos polihidroxialcanoatos (PHA), nomenclatura e nimero de carbonos é

determinados pelo grupo alquilo R funcional. O asterisco denota o carbono quiral. Fonte:
(TAN et al., 2014).

Muitas bactérias encontradas em lodos ativados, mares e ambientes extremos sdo
capazes de produzir PHA, sendo que mais de 30% desses polimeros sdo produzidos por
bactérias que habitam o solo (CHEN; PATEL, 2012). Diversas espécies de bactérias
produzem PHAsc, sendo o poli-3-hidroxibutirato P(3HB) o polimero mais frequentemente
detectado, como no caso da Ralstonia eutropha, organismo modelo para estudos de PHAs. Os
PHAMmcL sdo comumente produzidos por bactérias do género Pseudomonas (REHM, 2006).

2.2 Producéo e comercializagéo de PHA

Na década de 1950, tentou-se pela primeira vez a comercializagdo do P(3HB), pela
empresa norte americana W. R. Grace Co, projeto que ndo teve sucesso pela baixa eficiéncia
de produgdo e o alto custo que gerou a extracdo do polimero. Em 1976, Zeneca
(anteriormente chamada ICI) produziu vérias toneladas de uma serie de copolimeros de PHA
sob o nome Biopol®, que foi vendida para Monsanto e posteriormente a Metabolix
(LAYCOCK et al., 2013).

A producdo de PHA, baseada em mistura de cultivos bacterianos, tem sido proposta
para reduzir os custos de producdo. Ndo ha necessidade de esterilizar o biorreator e os micro-
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organismos conseguem se adaptar a substratos mais baratos como residuos industriais e
agricolas. Este modelo de producgéo foi observada pela primeira vez em 1974, a partir de agua
de tratamento residual fornecida como substrato (LAYCOCK et al., 2013).

Posteriormente, no ano 1990, Zeneca UK produziu P(3HB-co-3HV) em uma planta
piloto de uma bactéria que fazia fermentacédo a partir de glicose e &cido propiénico (GOMEZ;
BUENO, 2001; SHEN; HAUFE; PATEL, 2009;). Naquele periodo, a Zeneca iniciou o
desenvolvimento do processo de producdo de P3HB e P3HB/HV em plantas transgénicas.
Esta empresa foi incorporada pela Monsanto em 1996, que continuou o desenvolvimento
destes polimeros em plantas. Porém em 2001, a Monsanto descontinuou seu negdcio como
Biopol®, vendendo-o para Metabolix dos EUA, empresa spin off criada a partir do MIT.
Ultimamente a Metabolix possui um acordo com a Archer Daniels Midland Co (ADM), para
producdo deste insumo em biorreator de escala industrial, cujo produto é conhecido
comercialmente como Mirel. Em 2006, a empresa entrou com sucesso um IPO nos EUA.
Espera-se que ADM e Metabolix em breve gerem 50.000 toneladas de Mirel, usando a nova
unidade de producdo em construcdo. A P&G licenciou a empresa japonesa Kaneka Co para a
producdo de (P3HB/HHXx) sob o nome Nodax®. Este material é produzido por bactérias em
biorreatores a partir de glicose e 6leos vegetais, especificamente com ¢6leo de palma
(PRADELLA, 2006).

Alcaligenes latus é uma espécie que se caracteriza por cumprir com 0s requerimentos
para a producdo de PHA industrial, ja que cresce rapidamente em sacarose, glicose e melaco;
acumulando P3HB até 90% da massa seca celular. A empresa Chemie Linz, Austria, produzia
P3HB em uma quantidade de 1000 Kg por semana em um fermentador de 15m?® usando A.
latus DSM 1124. Esta espécie consegue crescer em meio mineral contendo sacarose como
fonte de carbono. O polimero produzido era utilizado na fabricacdo de copos, garrafas e
seringas. A producdo de P3HB e a tecnologia de processamento agora sao propriedade de
Biomer®, Alemanha. Diferentes produtos, incluindo canetas e pentes tem sido feitos a partir
do P3HB produzido por A latus. (CHEN, 2009).

Atualmente, a Mitsubishi no Japdo produz P3HB a partir de metanol, com o nome
Biogreen® e Kaneka Corporation anunciou em 2010 seu plano de iniciar a produgédo de uma
fabrica de um polimero chamado kaneka composto de P3HBH, com uma capacidade de
producdo de 1000 toneladas por ano na cidade de Takasago, Japdo (CHANPRATEEP, 2010).
No Brasil, a empresa P3HB Industrial S.A produz P(3HB) em larga escala a partir de cana de

acucar e utiliza uma producéo integrada em usina sucroalcooleira. Apesar da utilizacdo de
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sacarose como fonte de carbono, os custos de producdo da empresa sdo os menores do
mundo. Assim, enquanto o polimero é produzido a US$ 10-20/Kg na Europa, esses custos séo
de US$ 2,5-5/Kg no Brasil, embora este valor ainda represente cerca de 4 a 5 vezes o custo
dos polimeros convencionais (FIGUEIREDO et al., 2014; PRADELLA, 2006;). A quantidade
total de aglcar desviados para a sintese de P3HB é um percentual baixo (17%), quando
comparado ao total de agucar produzido, garantindo assim que a producdo de P3HB ndo teria
qualquer impacto significativo sobre os precos do agcucar (CHEN, 2009).

N&o obstante, a industria de PHA ainda tem varios desafios por superar: Um dos
principais inconvenientes para a produgéo comercial de PHA esta em manter as condig¢Ges de
crescimento exigidas para a sintese de PHA, pois geralmente condigdes desbalanceadas de
nutrientes causam crescimento lento ocasionando uma baixa eficiéncia e um alto custo de
producdo no processo, também seu lento processo de cristalizacdo, comparado quanto com o
processo dos plasticos convencionais, aumenta os inconvenientes. Em 2006, o custo do P3HB
era na gama de €10 por 12 kg. Este preco foi muito mais elevado em relacdo aos polimeros de
amido e outros biopolimeros, devido aos altos custos das matérias primas, pequenos volumes
de producdo e os elevados custos de processamento, em particular para a purificacdo
(BYROM, 1987; WANG; YIN; CHEN, 2014).

2.3 Propriedades dos PHAs

Os PHAs sdo plasticos ndo toxicos, biocompativeis e biodegradaveis, produzidos a
partir de recursos renovaveis. As propriedades termomecanicas dos PHA podem variar desde
materiais bastante cristalinos até elastbmeros, dependendo de sua composi¢cdo monomérica. O
homopolimero P3HB tem um peso molecular entre 1x 10* e 3x10° g/mol (DOI, 1990),
resultando em um material altamente cristalino, rigido e quebradigo, limitando suas
aplicacdes. P(3HB) tem boas propriedades termoplasticas, sendo seu ponto de fuséo
aproximadamente 180 °C (VERLINDEN et al., 2007).

Outras propriedades do P(3HB) incluem insolubilidade em agua e resisténcia relativa a
degradacdo hidrolitica. Isto diferencia o P(3HB) de outros materiais plasticos de base
biologica atualmente disponiveis no mercado, que sdo sensiveis a umidade. Devido ao
P(3HB) ser um material altamente cristalino, este apresenta uma excelente resisténcia a
solventes, como por exemplo, resisténcia a gorduras e 0leos, ou a raios UV, entretanto este

polimero é pouco resisténcia a acidos e bases. Outro fator relevante é a permeabilidade ao
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oxigénio que é muito baixa, o que faz do P(3HB) um material adequado para uso em
embalagens de produtos sensiveis a este gas (SHEN; HAUFE; PATEL, 2009).

Dependendo da distribuicdo entre os grupos éster no esqueleto carbonico dos PHAS
pode resultam em um impacto drastico sobre suas propriedades mecanicas. O homopolimero
P4HB, por exemplo, é um polimero altamente ddctil, flexivel, com uma extensdo até a ruptura
de cerca de 1000% em comparagdo com P3HB, que tem uma extensdo até a ruptura de menos
de 10%. Combinando estes diferentes monémeros para formar copolimeros P(3HB-co-4HB),
é possivel produzir uma série de materiais com uma vasta gama de propriedades mecanicas
que podem ser adaptadas as necessidades especificas. Em niveis de aproximadamente de 20-
40% de 4HB, o copolimero P(3HB-co-4HB) realmente se comporta como borrachas elésticas
(WILLIAMS; MARTIN, 2005).

Por outro lado, os PHAmcL sd0 menos rigidos e quebradicos do que P3HB. O
alongamento para ruptura € alto, representando um material elastico com temperatura de
fuséo baixa (VERLINDEN et al., 2007). Os PHAmcL tém valores de Tg abaixo da temperatura
ambiente, que variam entre 25 e 65 °C, além de possuirem valores baixos de Tm, entre 42-65
°C. Em temperaturas acima ou perto da sua Tm, o polimero é completamente amorfo e
pegajoso (RAI et al., 2011).

O interesse pela produgdo de PHA contendo diferentes monémeros de HA inseridos
em uma cadeia de P(3HB) tém aumentado muito nos ultimos anos, uma vez que esses
copolimeros tém suas propriedades significativamente melhoradas (DOI, 1990). As
propriedades fisico-mecanicas, dependem basicamente do tipo de polimero, tamanho e
distribuicdo dos mondmeros ao longo da cadeia principal (NODA et al, 2004). Por exemplo, a
incorporacdo de hidroxivalerato (HV) ao P3HB da como resultado poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) P(3HB-co-3HV), copolimero que € usualmente comparado com o
polipropileno (PP), porque as suas propriedades fisico-mecanicas sdo semelhantes como o
ponto de fusdo, o grau de cristalinidade e temperatura de transcri¢do vitrea . O P(3HB-co-
3HV) pode ser usado para preparar peliculas e ser processado a menor temperatura
(KHANNA; SRIVASTAVA, 2005).

Os copolimeros P3HB-co-3HANcL geralmente apresentam resisténcia a ruptura pelo
alongamento maior que o P3HB e temperaturas de fusdo superiores ao PHAmcL. No entanto,
estas propriedades podem variar dependendo do teor de 3HAmcL na cadeia principal do
polimero, isto é, quanto maior a propor¢do de unidades 3HAwmcL, menor sdo os valores de

temperatura de fusdo (Tm), temperatura de transicdo vitrea (Tg) e cristalinidade, fato que
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acontece de forma similar para a ramificacdo de R-olefinas no polietileno lineal de baixa
densidade. (CHANG et al., 2014).

2.4 Aplicacdes dos PHAS

Devido a suas propriedades anteriormente descritas, oS PHAs proporcionam uma
ampla gama de aplicacGes. Inicialmente, foram usados em peliculas de embalagem para
sacolas, produtos femininos, implantes biomédicos, cosméticos e garrafas plasticas de
shampoo (SURIYAMONGKOL et al., 2007). Além do seu potencial como material plastico,
0s PHAs também sdo usados como precursores quirdlicos para a sintese quimica de
componentes ativos, que sdo usados como portadores biodegradaveis para a dosagem de
medicamentos, horménios, inseticidas e herbicidas ao longo prazo. Também sdo utilizados
como materiais osteosintéticos na estimulacdo do crescimento do 0sso e como substituicdo em
vasos sanguineos (MADISON; HUISMAN, 1999; REDDY et al., 2003,).

Uma aplicacdo recentemente sugerida, € o uso de PHAs como precursores de
biocombustiveis assim como o bioetanol produzido a partir de agucares, os PHAs podem ser
convertidos em biocombustiveis renovaveis. A hidrolise de PHAs seguido pela esterificacao
de metil proporciona 3-hidroxialcanoatos ésteres metilicos com um contetdo energeético que é
comparavel com o bioetanol (GAO et al., 2011; GUMEL; ANNUAR; CHISTI, 2013). Os
PHAs tém sido usados também agentes controladores na liberacdo de herbicidas na
agricultura. A liberacdo controlada, reduz potencialmente os efeitos tdxicos dos herbicidas
nas espécies ndo alvo e reduz a necessidade de repetir aplicagdes. Micro e nano particulas de
P3HB e P(3HB-co-HB) foram usadas para controlar a liberacdo do herbicida ametryn®. O
P3HB foi testado também com sucesso para remover poluentes organicos soltveis em lipidos
por adsor¢do (ANNUAR; CHISTI, 2013; GRILLO et al., 2011; ZHANG et al., 2010).

O homopolimero P(3HB) tem sido estudado para o desenvolvimento de remendos
regenerativos, que podem ser usados para fechar o pericardio do coracdo apds cirurgia, sem a
formacdo de aderéncias entre o coracdo e 0 esterno. Estas aderéncias representam uma
complicacgdo significativa se uma segunda operagdo é necessaria, aumentando assim o risco
de ruptura de coracdo ou um vaso principal (CHENG; LIANG; THOUBAS, 2013). Em um
estudo inicial, o pericardio nativo foi retirado de 18 ovelhas, sendo substituido por um
remendo de P(3HB). Durante 30 meses os remendos foram avaliados, examinados para
adesdes, infecgdes e resposta inflamatoéria, e comparados com os controles, onde o pericardio
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nativo tinha sido removido e deixado aberto. Moderadas aderéncias estavam presentes em
todos os controles, enquanto ndo havia aderéncias desenvolvidas em 14 dos animais que
receberam os remendos de P3HB (WILLIAMS; MARTIN, 2005).

Homopolimeros e copolimeros com PHA-ycL, também tém sido avaliados e
analisados para o desenvolvimento de aplicagdes médicas, como por exemplo, a producdo de
P(3HO) e P(3HB-co-3HHX) é estudada principalmente por causa da sua disponibilidade em
grandes quantidades e pelas propriedades elastomeéricas. Numerosos estudos in vitro com
estes polimeros, foram realizados com distintos tipos de células para avaliar sua resposta com
0 polimero. As células musculares lisas de coelho, foram semeadas em P(3HB-co-3HHX)
contendo 0-20% de 3HHx (mol%), com o objetivo de avaliar a ligagdo das células,
proliferacdo celular, ciclo celular e mudancas fenotipicas, observando uma melhor aderéncia
ao P(3HB-co-3HHXx) contendo 20 mol% de 3HHX, o que implica que as células estudadas
apresentam um feno6tipo contratil, apropriado para engenharia de tecidos celulares dos vasos
sanguineos adultos (QU et al., 2006).

Particulas de P(3HB-co-3HHX) tém sido utilizadas para a administracdo de farmacos
devido a sua biodegradabilidade e por ser um biomaterial ndo toxico. As particulas, foram
usadas para a administragdo de 5-fluorouracilo, etoposido (em combinacdo com o acido
félico) e complexo de insulina, 0s quais sdo eficazes na administracdo de inulina de forma
lenta (CHANG et al., 2014).

2.5 Sintese de PHA

A sintese de PHA depende da natureza quimica da fonte de carbono oferecida as
bactérias, também das vias metabdlicas que cada uma possui e da classe de PHA sintase. Na
Figura 3, dependendo da fonte de carbono fornecida, as vias metabdlicas bacterianas dardo
origem a diferentes hidroxiacil-CoA, os quais serdo reconhecidos e polimerizados pela PHA
sintase (SILVA et al., 2007).

As bactérias podem ser alimentadas por diversas fontes de carbono, por exemplo: E.
coli, produz PHAs a partir de 6leos (lipideos, sacarideos etc.), produzindo diferentes
composicdes de P(3HB-co-HHX); R. Eutropha produz P(3HB-co-HV) a partir de glicose e
acido propanoico (SHEN; HAUFE; PATEL, 2009).
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Figura 3 Sintese de PHA em bactérias. Fonte: (GOMEZ, 2000)
2.5.1 Principais enzimas envolvidas na sintese de PHA

2.5.1.1 pB-cetotiolase (PhaA)

A B-cetotiolase (acetil-CoA acil transferase), codificada pelo gene phaA, catalisa a
condensacdo reversivel de duas moléculas de acetil-CoA gerando acetoacetil-CoA +
coenzima A (CoASH) livre. Esta enzima atua tanto na biossintese, como na degradacéo de
P3HB. A regulacdo da reacdo de condensagdo ocorre pela concentracdo celular de CoASH,
que a altas concentracdo faz com que a reacdo ocorre no sentido contrario ao da biossintese de
PHA (LAFFERTY etal., 1988; OEDING; SCHELGEL, 1973).

Haywood e colaboradores (1988) purificaram a p-cetotiolase a partir de uma glicose
utilizada por uma cepa de R. eutropha. Encontraram que consistia em duas isoenzimas
constitutivas, B-cetotiolase A e B, cada uma com sua propria especificidade pelo substrato. A
[B-cetotiolase A é ativa com apenas 4 ou 5 carbonos 3-cetoacil-CoAs, enquanto a -cetotiolase
B tem uma especificidade mais ampla (4-10 carbonos 3-cetoacil-CoAs), indicando que realiza
outras funcdes distintas a acumulacdo de PHA (HAYWOOD et al., 1988).

Os autores observaram que a condensacao realizada pela 3-cetotiolase foi fortemente
inibida pela coenzima A livre. Isso, explica os baixos niveis de P(3HB) em R. eutropha
quando grandes quantidades de CoASH sdo liberados pelo ciclo de krebs (HAYWOOQOD et al.,
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1988). Quando Doi e colaboradores (1988), colocaram a crescer R. eutropha em &cido
butirico com a presenca de altas quantidades de sulfato de aménio 3-10 g/L, os niveis de
P(3HB) nas células ainda estavam entre 25-30% durante o crescimento; evidenciando que a
incorporacdo de acido butirico dentro do polimero ndo envolve a B-cetotiolase. Os mesmos
resultados com glicose como fonte de carbono mostraram a inibigdo total da sintese de
P(3HB) acima de 4 g/L de sulfato de amonio. O envolvimento ou né&o da B-cetotiolase, pode

ser um fator chave na regulacdo metabolica do P(3HB) em R. eutropha (DOI et al., 1988).

2.5.1.2 Acetoacetil-CoA redutase  NADPH ou NADH-dependente (PhaB)

Duas acetoacetil-CoA redutases foram encontradas em R. eutropha, cada uma com um
substrato distinto e coenzima especifica (NADH ou NADPH). A redutase NADPH
dependente , medeia a reducdo reversivel de 4 a 6 atomos de carbono 3-cetoacil-CoA a
isdmeros R so de hidroxiacil-CoA, enzima encontrada em outros micro-organismos s como Z.
Ramigera, € um homotetramero com subunidades idénticas de 25kDa, mas a sua estrutura
cristalina ainda ndo tem sido determinada. Enquanto a redutase NADH estéa ligada a efeitos de
oxidacgéo tanto de substratos R e S a acetoacetil-CoA, mas produz apenas S-3-hidroxibutiril-
CoA no reverso da reacdo de reducgdo, encontra-se também em micro-organismos s como A.
vinosum e Azotobacter viinerandi (ANDERSON; DAWES, 1990). Doi e colaboradores
(1992) determinaram que a reducdo de 3-cetoacil-CoA pela redutase NADPH dependente,
pode ser um passo importante da velocidade na sintese de PHA (DOl et al., 1992), e a sintese
de PHA ¢ provavelmente influenciada pela concentracdo de NADPH nas células, Entretanto
em linhagens recombinantes contendo o0 gene que codifica esta enzima, ndo aumenta
marcadamente o acumulo de PHA, devido ao fornecimento limitado do NADPH.

3-cetoacil ACP redutase (FabG), constituinte da via de biossintese de acidos graxos, é
uma enzima homologa da acetoacetil-CoA redutase NADHP dependente. A sequéncia de
aminoacidos de PhaB de B. megaterium, apresenta uma alta homologia (50% identidade, 66%
de similaridade) (LUTZ; BORNSCHEUER, 2012).
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2.5.1.3 PHA sintase (PhaC)

A PHA sintase é a enzima chave para biossintese de PHA, uma vez que sua
especificidade pelo substrato definira a composicao e natureza do polimero final (SILVA et
al., 2007). Diversos genes de PHA sintases foram obtidos a partir de varias bactérias
diferentes. As PHA sintases estdo classificadas em quatro classes, de acordo com sua
estrutura primaria, especificidade pelo substrato e subunidades que a compdem (REHM,
2003).

As classes | e Il estdo compostas por uma Unica subunidade PhaC, com uma massa
molecular entre 61 e 73 KDa. Enquanto a especificidade pelo substrato as de classe | tem
preferéncia por incorporar monémeros HAsc,, as PHA sintases de classe Il tem
especificidade por incorporar monémeros de HAwmcL, dificilmente incorporando HAsc.
(AMARA; REHM, 2003; PEOPLES; SINSKEY, 1989; REHM, 2003). A classe Il de PHA
sintases contém duas subunidades diferentes: PhaC com uma massa molecular de
aproximadamente 40 KDa, com similaridade entre 21 a 28% em relacdo a PHA sintases das
classes | e 11, respectivamente, e PhaE que ndo tem similaridade com outras PHA sintases. A
PHA sintase 11l tem especificidade por mondmeros HAsc. (LIEBERGESELL; SCHMIDT,;
TEINBUCHEL, 1992). Por Gltimo, a classe 1V de PHA sintases é semelhante a classe 111, mas
a subunidade PhaE é substituida pela subunidade PhaR (MCCOOL; CANNON, 2001).

Os genes de PHA sintases e de outras proteinas relacionadas ao metabolismo de PHA
estdo frequentemente agrupados no genoma bacteriano (Figura 4). Para a classe | da PHA
sintases, muitas vezes o gene phaC esta junto do phaA (B-cetotiolase) e do phaB (Acetoacetil-
CoA redutase NADPH dependente), formando o operon phaCAB (PEOPLES; SINSKEY,
1989; SLATER; VOIGE; DENNIS, 1988;). Para a classe Il, existem dois genes phaC, os
quais frequentemente estdo separados pelo gene phaZ, que codifica uma PHA despolimerase
intracelular. A jusante do gene phaC, encontra-se o gene phaD que codifica uma proteina com
funcdo desconhecida. Para as bactéerias que possuem enzima de classe 111, a organizacdo esta
composta pelos genes phaC e phaE agrupados em um Unico operon. Para a PHA sintase
classe 1V, comumente encontrada no género Bacillus sp, econtram-se o0s genes phaC e phaR
0s quais sé@o separados pelo gene phaB (MCCOOL; CANNON, 2001; REHM, 2003; SATOH
etal., 2002).

Durante o curso da evolucédo, o gene phaC foi algumas vezes arranjado com genes que

fornecem mondmeros como phaAB ou phaJ e as vezes com genes envolvidos na regulagéo
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do PHA como o gene phaZ. Também durante este processo evolutivo os genes phaC
resultaram agrupados em um operén com as mesmas unidades transcricionais em bactérias
como P. acidophila, R. eutropha, Acinetobacter, A. latus, A. caviae, como também em
unidades transcricionais separadas em bactérias como Z. ramigera, P. denitrificans, R.
meliloli, C. vinosum, T. violaecae, P. oleovorans etc. Por outro lado, outros genes phaC
resultaram acompanhados por phaF e phaP. Em C. vinosum e T. violacea o gene phaEC esta
acompanhado pelos genes phaA e phaB enquanto esses genes ndo estdo presentes em
Synechocystis. Portanto, evolutivamente a fusdo phaEC ou splicing do phaC pode resultar em
rearranjos nos loci P(3HB) (NAIK; GOPAL; SOMAL, 2008).

Classe I
phaC phaB ORF 1
/
1767 bp 1179 bp 738bp | j 551bp
314bp 4bp 74bp 450 bp
Classe Il
phaC1 phaZ . . phaC2 phaD
1677 bp 155'b_;': 855 bp 6?'bp 1680 bp
1068 bp Classe IlI
phaC phaE . .,phaA  ORF4 phaP phaB  QRF7
_u 1074 Ly 1185 L 462 u363 L 741
57bp DP 150 bp 146 P 9gbp 18 PP 149
bp bp bp bp
Classe IV
phaP phaQ phaR phaB phaC
513 441 bp ] 609 bp |_|-744 bp 1089 bp
B 165m bp T 82 bp 77 bp
bp

Figura 4 Organizacdo genética dos genes da PHA sintase representativos que codificam para as varias
classes de enzimas. Modificado de REHM, 2003.

2.5.1 Sintese de P3HB

Tem sido o polimero mais estudado e é encontrado no micro-organismo modelo
Cupriavidus necator. A biossintese de P3HB requer a condensacdo de duas moléculas de

acetil-CoA catalisadas pela enzima p-cetotiolase, permitindo a formagdo de acetoacetil-CoA,



34

o qual é reduzido a (R)-3-hidroxibutiril-CoA pela enzima Acetoacetil-CoA redutase NADPH
dependente. O (R)-3-hidroxibutiril-CoA sera entdo o substrato da PHA sintase, sendo
incorporado a cadeia polimérica e é o precursor direto da biossintese de P(3HB) (Figura 5).

A enzima chave para a regulagio dessa via metabolica é a B-cetotiolase. Em condi¢fes
balanceadas de crescimento, ode todos 0s nutrientes necessarios a multiplicacéo celular estdo
disponiveis, espera-se que os niveis de coenzima A(CoA) livre sejam altos, devido a grande
demanda por grupos acetil pelo ciclo de Krebs para formacgédo de esqueletos carbonicos e a
geracdo de energia. Quando algum nutriente se torna limitante a multiplicacdo da bactéria, a
demanda por acetil diminui, e com isso os niveis de CoA livre se tornam reduzidos,
diminuindo a inibicdo sobre PB-cetotiolase e desencadeando a sintese de P3HB (GOMEZ,
BUENO, 2001).
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Figura 5 Via metabdlica de sintese de P(3HB) a partir de carboidratos. Modificado de (GOMEZ; BUENO,
2001)

2.5.2 Sintese de PHAucL

Os PHAwmcL sdo sintetizados a partir de intermediarios do metabolismo de &cidos
graxos. Se a fonte de carbono é oxidada a acetil-CoA, os intermediarios da biossintese de
novo de &cidos graxos sdo direcionados para a biossintese de PHA pela a¢do da enzima
transacilase PhaG (HOFFMANN et al., 2002; REHM, 2006). Esta enzima catalisa a

transferéncia de (R)-3-hidroxacil do tioester ACP para CoA. Se a fonte de carbono é oxidada
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através da via da B-oxidacdo de acidos graxos, a enoil-CoA hidratase (Phal) catalisa a
oxidacdo do enoil-CoA a (R)-3-hidroxacil-CoA, que sera usado como substrato pela PHA
sintase, sendo o precursor da biossintese de PHA (Figura 6). (FUKUI; SHIOMI; DOI, 1998;
REHM; 2006).

De um modo geral, o PHA produzido por Pseudomonas, quando cultivada em
presenca de alcanos, alcoois ou acidos carboxilicos, possui como principal constituinte um
mondmero contendo 0 mesmo numero de atomos de carbono que o substrato fornecido. Além
disso principal constituinte, também sdo encontrados outros dois componentes secundarios,
contendo dois carbonos a mais ou dois carbonos a menos que o substrato. A formacgéo de
monomeros, contendo dois carbonos a menos que o substrato, pode ser explicada pela retirada
de intermediarios do ciclo da p-oxidacéo de &cidos graxos apos um ciclo completo, onde dois
carbonos sdo retirados com a formacao de acetil-CoA contendo dois carbonos menos que 0
substrato. Quando passa o0 contrario, ou seja, 0s mondmeros formados contém dois carbonos a
mais, existe a condensagdo de um alcanoil-CoA, formado diretamente a partir do substrato
com uma molécula de acetil-CoA, gerada no ciclo da p-oxidagdo, numa reacdo que seria
catalisada por uma pB-cetotiolase e levaria a formacdo de um 3-cetoalcanoil-CoA seria
convertido em D(-)3-hidroxialcanoil-CoA, através da acdo de uma 3-cetoacil-CoA redutase
(GOMEZ; BUENO, 2001).

l. Via B-oxidacién
Fuente de carbono (acido graso)

l

3-Cetoacil-CoA Enoil-CoA

\ (s)-3-Hidroxiacil-CoA (/

| (R)3-Hidroxiacil-CoA |

/,9 (R)-3-Hidroxiacil-ACP \

3-Cetoacil-ACP EnQIAGR.

‘M Acil-ACP 4’—//

Malonil-ACP

A

/-a Acil-CoA g

Malonil-CoA
I
Acetil-CoA

»
Fuente de carbono (Carbohidrato)
1. Via Sintesis de acidos grasos

Figura 6 Via metabdlica de sintese de PHAyc. em Pseudomonas sp. A partir de carboidratos e acidos
graxos. Modificado de (BABEL, STEINBUCHEL, 2001)
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2.5.3 Regulagéo da produgédo de PHAs a nivel enzimatico

E bem sabido que a sintese de P3HB é regulada ao nivel enzimatico (SENIOR;
DAWES, 1971) e que a concentracdo intracelular de acetil-CoA e coenzima A livre,
desempenham um papel central na regulacdo da sintese dos polimeros (HAYWOOD et al.,
1988). Tem sido demonstrado que a sintese de P3HB é estimulada por ambas as
concentragdes intracelulares elevadas de NAD (P) H e elevadas propor¢des de NAD (P) H/
NAD (P) (LEE et al., 1995). Além disso, a atividade da enzima citrato sintase é
significativamente inibida por NADH e NADPH, indicando que a acumulacdo de P3HB é
reforcada pela facilitacdo do fluxo metabdlico de acetil-CoA para a via de sintese de P3HB.
Isto sugere que a citrato sintase € um importante ponto de controle de todo o processo de
sintese de P3HB com base na sua capacidade para controlar a disponibilidade de CoA, que
regula a atividade da 3-cetotiolase (HENDERSON; JONES, 1997). Uma linhagem mutante de
R. eutropha com vazamento de isocitrato desidrogenase, apresenta baixa atividade no ciclo de
Krebs e produz P(3HB) a uma taxa mais rapida do que a linhagem selvagem, resultado que
suporta esta hipotese (PARK; LEE, 1996).

Um trabalho realizado com linhagens recombinantes demostrou que a taxa de
biossintese de P3HB é controlada pelas enzimas 3-cetotiolase e acetoacetil-CoA redutase,
enquanto que o teor de polimero é controlado pela P3HB sintase (JUNG et al., 2000).
Modelagens metabdlicas tém sido desenhadas para a biossintese de P3HB em R. eutropha,
tendo em conta esses fatores e aspectos regulatorios (LEAF; SRIENC, 1998; YOO; KIM,
1994).

Sobre a regulacdo de biossintese de PHAs em Pseudomonas sp. ndo se sabe muito.
Quando Pseudomonas é cultivada em &cidos graxos, 0s substratos sdo metabolizados pela via
da B-oxidacédo de &cidos graxos, finalmente s&o convertidos em polimeros PHA (HUIJBERTS
et al., 1995). Parece ser provavel que uma forma de regulagcdo em este micro-organismo, €
pela competicdo da PHA sintase com as enzimas da via da B-oxidacéo de acidos graxos pelo
substrato (LANGENBACH et al., 1997; REN, 1997).

2.5.4 Regulagéo da produgéo de PHAs a nivel transcricional

Em varios micro-organismoss 0s promotores tém sido experimentalmente

identificados ou postulados com base na sequéncia a montante dos genes pha. Entre esses um
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promotor induzido quando existe uma caréncia de fosfato foi identificado em Acinetobacter
sp., 0 qual parece estar sobe controle do reguldo pho (SCHEMBRI et al., 1995). No entanto,
até agora ndo se sabe muito sobre proteinas regulatorias especificas na expressao dos genes
pha. Na Tabela 1, estdo algumas da proteinas regulatdrias envolvidas no metabolismo de
PHA, apresentando a classificagdo entre as diferentes familias reguladoras.

Tem sido revelado que a proteina reguladora LuxR n&o somente controla o sistema de
bioluminescéncia, mas também a sintese de P3HB em Vibrio harvey (MIYAMOTO et al.,
1998). LuxR é ativada no crescimento celular a uma alta densidade num ambiente confinado,
devido & acumulagdo de N-acil-homoserina lactona autoindutor na midia. O possivel
envolvimento de tais sinais é consistente com a producdo de PHAs na fase estacionéria.
Mutantes deficientes na producdo de LuxR de V. harveyi, também revelaram a falta de
producdo de P(3HB). Isto, distingue claramente V. harveyi de outras espécies de Vibrio
(MCCOOL; CANNON, 1999).

A maioria dos outros fatores envolvidos em mecanismos de regulacdo ao nivel
transcricional foram descritos para Pseudomonas. O regulador transcricional chamado
P3HBRps, foi encontrado na linhagem Pseudomonas sp. 61-3. Esta linhagem, considera-se
Unica por que é capaz de produzir um homopolimero de P(3HB) e um copolimero aleatdrio, o
qual consiste em unidade monoméricas de 4 a 12 atomos de carbono. O regulador PhaRp;,
possui uma alta similaridade com a familia de ativadores transcricionais da familia
AraC/XylS, apenas envolvidos na transcricdo dos genes necessarios para a sintese do
homopolimero de P(3HB). A transcrigdo dos genes phaps em uma linhagem recombinante de
R. eutropha (PHA"), era independente do gene que codifica o regulador PhaRps, sugerindo a
presenca de outro promotor funcional a montante dos genes ou outro regulador de R. eutropha
que pode substituir PhaRps (MATSUSAKI et al., 1998).

Tabela 1 Proteinas reguladoras envolvidas no metabolismo de PHA FONTE: adaptado de KESSLER;
WITHLOT, 2001.

Proteina reguladora Familia de Reguladores Organismo
PhaF Histone H1-like Pseudomonas oleovorans
PhaRp; AraC/XylS Pseudomonas sp. 61-3
PhaS Sistemas de dois componentes Pseudomonas putida
GacS Sistemas de dois componentes Azotobacter vinelandii
NtrB/NtrC Sistemas de dois componentes Azospirillum brasilense
LuxR Quorum sensing Vibrio harveyi
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Um gene que codifica uma proteina reguladora putativa foi identificada em P. putida
KT2442. Foi chamado PhaS, e a sua estrutura priméria apresenta homologia com o
componente sensor de dois componentes de regulacdo (MADISON; HUISMAN, 1999), que
contém uma proteina histidina quinase e um dominio regulador de resposta. De acordo a estes
dados, foi descrito que um sensor transmembranal GaCS, homologo de quinase, regula a
producdo de alginato e a producdo do polimero de P3HB em Acetobacter vinelandii
(CASTANEDA et al., 2000).

2.6 Producdo de copolimeros por linhagens selvagens

O primeiro copolimero descoberto foi o P(3HB-co-3HV) em Ralstonia eutropha. O
3HV pode ser formado condensacdo de propinil-CoA com acetil-CoA pela B-cetoacil-CoA
tiolase, seguido pela reducdo a 3HV-CoA. Através da variacdo da proporcdo de acetato e
propionato no substrato, R. Eutropha H16 acumula P(3HB-co-3HV) até 50% da massa seca
celular, com niveis 3HV variando entre 0 e 45% (DOI et al., 1987; HOLMES, COLLINS;
WRIGHT, 1984). Lee e colaboradores (2008), demonstraram que R. Eutropha H16 pode
utilizar como fonte de carbono a mistura entre 6leo de palma e propionato de sodio na
presenca de ureia para sintetizar altos teores do copolimero P(3HB-co-3HV) 90% da massa
seca celular com uma fragcdo molar de 7 mol% de 3HV, podendo variar entre um rango de 0-
23 mol%, mudando condicdes no cultivo como pH inicial, a fonte de nitrogénio e sua
concentracdo, este trabalho também evidencia a capacidade de usar fontes renovaveis para a
producdo de copolimeros de PHA (LEE et al, 2008). Outro copolimero que € produzido por
R. Eutropha H16 é o P(3HB-co-4HB) a partir de misturas de butirato e 4HB ou misturas com
4-clorobutano, 1,4-butanediol ou y-butirolactona, produzindo 40% de PHA da massa seca
ceular com niveis de 4HB acima de 37 mol% , aumentando assim a temperatura de fusdo e
diminuindo a cristalinidade (KUNIOKA; KAWAGUCH]I; DOI, 1989). R. Eutropha NCIMB
1159 também é capaz de formar P(3HB-co-3HV) a partir de valerato como fonte de carbono,
tendo uma fracdo molar de 85 mol%. Esta mesma linhagem produz terpolimeros contendo
monémeros de 3HB, 3HV e 5HV com uma fracdo molar de 52% deste ultimo, quando s&o
fornecidas misturas de 5-clorovalerato e valerato (DOl et al., 1987).

Outras  bactérias selvagens produtoras de copolimeros PHAsc, como
Methylobacterium extorquens, a qual é capaz de produzir P(3HB-co-3HV) a partir da mistura
de metanol com valerato, acumulando 30% de P(3HB) da massa seca celular com um peso
molecular de 250,000 Da. Tem sido estudado também a formacéo de copolimeros P(3HB-co-
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3HV), P(3HB-co-HB), e P(3HB-co-3HP) na linhagem Methylobacterium extorquens
KCTCO0048, obtendo valores de PHA do 30 % da massa seca celular, com fraccbes molares
de 0,7 de 3HV, 0, 13 de 4HB e 0,11 3HP (KANG; LEE; KIM, 1993).

Enquanto M. extorquens incorpora o acido formico derivado do metanol na via da
serina, outro produtor de PHA, P. denitrificans, reduz a formacdo de CO,, que é
posteriormente fixado pela via da ribulose bisfosfato. Estas diferentes vias tém efeitos claros
sobre a formacdo de p(3HB-co-3HV) por estes organismos, ja que M. extorquens sintetiza
50% mais de PHA do que P. denitrificans, entretanto a fraccdo molar de 3HV € maior no
polimero produzido por P. denitrificans, quando misturas de etanol e pentanol séo fornecidas
(UEDA et al., 1992; YAMANE; CHEN; UEDA, 1996).

Burkholderia sacchari IPT 101, é uma bactéria selvagem isolada de solo brasileiro a
partir de uma selecdo de micro-organismoss capazes de produzir PHA usando sacarose como
fonte de carbono, matéria prima abundante no Brasil, proveniente do bagaco de cana. Quando
sdo fornecidos como substratos o propionato e glicose, a bactéria é capaz de acumular P(3HB-
co-3HV), acumulando PHA com 32,3% da massa seca celular, com uma fraccdo de 3HV de
4,6 mol% (BRAMER et al., 2001).

A incorporacdo de mondmeros PHAwmcL, associada a 3HB foi demonstrada para
algumas bactérias. O mondémero mais comumente incorporado por linhagens selvagens tem
sido 0 3HHXx. A partir de acido hexandico, foi detectada a acumulacdo de PHA de cerca de
10% da massa seca celular, em Rhodospirillum rubrum, contendo 91,1 mol% de 3HB e 8,9
mol% de 3HHx. Em Ralstonia eutropha também foi detectada a producdo de P(3HB-co-
3HHX), contendo 2,2 mol% de 3HHx , quando cultivada em acido hexandico ou octandico
(GROSS et al., 1989; ULMER et al, 1989).

Outras bactérias produtoras de P(3HB-co-3HHXx) sdo Aeromonas hydrophila 4AK4 e
Aeromonas caviae. Aeromonas hydrophila 4AK4 produz uma fracgdo molar de 3HHXx cerca
de 12 mol%, a linhagem né&o foi capaz de produzir uma fraccdo de 3HHx, menor de 10 mol%
independentemente das condi¢bes, no entanto, o copolimero foi 0 mas adequado como
produto fundido termoplastico processavel (QIU et al., 2004). Aeromonas caviae FA440
isolada do solo, e produz PHA com um 30% da massa seca celular, com uma frac¢cdo molar
de 3HHx entre 10 e 25 mol%. (FUKUI; DOI, 1997). Nosso laboratério de bioprodutos, foram
obtidos seis isolados de Aeromonas sp, capazes de produzir P(3HB-co-3HHX) a partir de 6leo
de soja (MATSUDA et al., 2008).
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Burkholderia sacchari 101, anteriormente nomeada, tem a capacidade de acumular
copolimero (P3HB-co-3HHX) quando suprida com acido hexandico e glicose, foi observado
um aumento de fraccdo 3HHx até 2 mol%, os acidos octandico e butirico ndo influenciaram
nas fracces de 3HHx acumuladas pela bactéria (MENDONCA, 2009).

Ashby e colaboradores (2002), encontraram que Pseudomonas oleovorans NRRLB-
778 sintetiza naturalmente uma mistura de P3HB e PHAwcL, a partir de glicose, &cido
octandico e oleico, resultando que suas massas secas celulares estavam entre 3,4, 1,2 e 3,1 g/L
respetivamente. A glicose foi o substrato preferido para o crescimento celular para a producgéo
de PHA, ja que atingiu menos tempo de cultivo comparado com as outras fontes de carbono,
sugerindo que esta bactéria é capaz de sintetizar (R)-3-hidroxiacil-CoA através da biossintese
de &cidos graxos (a partir de glicose) e através da B-oxidacdo de acidos graxos (ASHBY;
SOLAIMAN; FOGLIA et al., 2002).

2.7 Producéo de copolimeros por linhagens recombinantes

Embora as linhagens selvagens tenham a habilidade de acumular PHA durante seu
ciclo de vida, frequentemente tém uma taxa de crescimento lenta, assim como uma
temperatura étima de crescimento relativamente baixa, sdo dificeis para lisar e possuem vias
de degradacdo do PHA, o qual sdo desvantagens para a producdo de PHA (CHEN, 2009). A
variedade de bactérias recombinantes tém sido desenvolvidas para melhorar a producdo de
PHA.

Os micro-organismoss mais comumente usados como hospedeiros heterélogos e no
desenvolvimento de fermenta¢do incluem Ralstonia eutropha, Pseudomonas putida,
Pseudomonas oleovorans e Escherichia coli (LEE; CHOI, 2001). Bactérias como E. coli no
tem a capacidade de sintetizar ou degradar PHAs, mas, consegue crescer rapido, em altas
temperaturas e é facil para lisar. O crescimento mais rapido permite um tempo de ciclo mais
curto para o processo de produgdo, enquanto a temperatura de crescimento mais elevada
proporciona uma economia de custos associados. Que seja mais facil de lisar proporciona a
economia no custo no processo de purificagdo dos granulos de PHA (MADISON;
HUISMAN, 1999). O copolimero P(3HB-co-3HV) pode ser produzido por linhagens de E.
coli recombinantes. Quando 0s genes que pertencem a via de biossintese de PHA de C.
necator (phaCAB), foram introduzidos em E. coli LS5218, que pode expressar
constitutivamente as enzimas envolvidas na utilizacdo de acidos graxos de C4-C¢. P(3HB-co-

3HV) pode ser produzido a partir de glicose e propionato, como fonte de carbono (SLATER,;
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GALLAHER; DENNIS, 1992). Em E. coli LS5218 também pode se observar a producdo de
P3(HB-co-3HHXx), quando os genes PHA sintase (phaC) e enoil-CoA hidratase (phaJ), com
uma porcentagem de PHA de 7-11% da massa seca celular (LEE; CHOI, 2001).

Desde que R. Eutropha tem demonstrado que é capaz de acumular uma quantidade
significativa de PHA (até 80% em peso), foram realizados diversos estudos para aumentar a
sintese de PHA, taxas ou rendimento de PHA sobre o substrato de carbono. R. eutropha foi
transformada com um plasmideo de amplo espectro de hospedeiros, contendo seus proprios
genes da enzima PHA sintase (phaC), sendo capaz de produzir P(3HB-co-4HB) e P(3HB-co-
3HV). A concentracdo de células e o contetido de PHA ndo aumento, mas apenas a frac¢do
molar e 3HV e 4HB, comparado quanto a linhagem selvagem. A linhagem recombinante
tinha uma fraccdo molar de 50,5% a partir de 20 g/L de acido propidnico, enquanto que a de
tipo selvagem produziu o copolimero tendo 34, 1% de fraccdo molar de 3HV. A partir de 20
g/L de acido 4-hidroxibutirico, a fraccdo molar de 4HB aumentou de 24,1% no tipo
selvagem, a 57,6 mol% na linhagem selvagem (PARK; HUH; LEE, 1997).

Linhagens recombinantes de Aeromonas hydrophila 4AK4, abrigando o0s genes
phaPCJ, sdo capazes de acumular terpolimeros de P(3HB-co-HV-co-HHXx) ou P(3HB-co-
4HB-c0-3HHxX) (ZHAO et al., 2007). A. hydrophila 4AK4, abriga um gene truncado tesA, que
codifica a thioesterase citosolica | de E. coli e que catalisa a conversdo de acil-ACP em éacidos
graxos livres, foi capaz de sintetizar P(3HB-co-3HHXx), contendo 10,14 mol% de HHX,
quando gluconato e glicose (QIU et al., 2004).

A producdo de misturas de P3HB e PHAwmcL, em linhagens recombinantes de
Pseudomonas, abrigando genes da biossintese de PHA também tem sido reportada. Fragdes
equimolares de 3HB e 3HO incorporadas ao PHA produzido por P. oleovorans ATCC29347
abrigando os genes da biossintese de PHA de R. eutropha no cultivo com octanoato
correspondendo a mais de 75% da massa seca celular, enquanto que no cultivo em glicose
apenas P3HB produzido, correspondendo a menos de 10% da massa seca celular. A
precipitacdo fracionada do PHA produzido por esta linhagem recombinante mostrou a
formacdo de uma blenda de P3HB homopolimero e PHAwmcL, € ndo de um copolimero
(TIMM; BYROM; STEINBUCHEL, 1990).

Tem sido demonstrado que a producdo de PHA por linhagens recombinantes de
Pseudomonas abrigando genes permitindo a utilizacdo de novos substratos. Pseudomonas
aciddphila, € uma linhagem bacteriana que produz copolimeros de PHA a partir de compostos

orgénicos de baixo peso molecular, tais como formiato e acetato. Quando um plasmideo
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contendo 0s genes para 0 crescimento para crescimento quimiolitoautrofico de Alcaligenes
hydrogenophilus foram introduzidos em P. acidophila, este recombinante foi capaz de
crescer sob uma mistura de gases de H,, O, e CO,, acumulando copolimeros de PHA, com
uma proporcéo de 52,8 mol% de 3HB, 41,1 mol% de 3HO e 6,1mol% de 3HD. No entanto, 0
teor de polimero era relativamente baixo com 7% da massa seca celular (YAGI et al., 1996).

Do ponto de vista da composicdo e propriedades do polimero, as linhagens
recombinantes despertam um grande interesse, ja que é possivel controlar a composicdo do
polimero, fato que ndo acontece com as linhagens selvagens. O controle da composicdo do
polimero permite com que a producdo de PHA seja consistente e reproduzivel; assim como
permite ajustar e melhorar as propriedades do polimero para o uso de novas aplicacdes
(TAPPEL et al., 2012; TRIPATHI et al., 2013).

Recentemente, estratégias de engenharia metabolica suportam a producdo de
copolimeros SCL-MCL, como a expressdo heter6loga de genes da biossintese de PHA, mais
especificamente o gene phaC, que codifica a enzima PHA sintase (PhaC), pois dependendo da
sua especificidade, determina a composicdo do PHA. A producéo de copolimeros SCL-MCL
requer de PHA sintases com um amplo rango pela especificidade do substrato, como a PhaC
de Aeromonas caviae e Pseudomonas stutzeri 1317, enzimas que tém sido bem
caracterizadas e expressadas para a producdo de copolimeros. Por exemplo, Fukui e Doi
(1997), estudaram a expressdo heter6loga dos da PHA sintase de A. caviae em uma linhagem
mutante PHA" de Pseudomonas putida, a qual produziu P(3HB-co3HHXx) a partir de
gluconato, hexanoato e octanoato, acima de 48% da massa seca celular, com uma fraccao
molar relativamente alta de 3HHx, em comparagdo com o valor obtido pela linhagem
recombinante de R. eutropha abrigando os mesmos genes (FUKUI; DOI, 1997). Também
demonstrou-se recentemente que a linhagem recombinante de R. eutropha PHA™ pode
expressar seu proprio gene phaC , sendo capaz de acumular P (3HB-co-3HHXx) com contetido
de PHA de 81% da massa seca celular, quando até mesmo acidos graxos de cadeia com
comprimento de cadeia igual ou superior a C6, foram fornecidos como fontes de carbono. A
fraccdo molar de 3HHx no copolimero foi de 8% molar. Resultados semelhantes foram
obtidos com mutantes PHA™ de Klebsiella e Pseudomonas putida GPp104,, expressando 0s
genes phaC de R. eutropha. Estes resultados demonstraram uma especificidade para o
substrato mais alargada do PHA sintase R. Eutropha do que se pensava (DENNIS et al.,
1998).
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Aplicando esta estratégia de engenheira metabdlica, tem se demonstrado que a
especificidade do substrato pela PHA sintase pode variar ampliando-a, porque a linhagem
hospedeira proporciona por meio de outras vias metabolicas diferentes substratos, sendo
aceitos pela enzima, caso que nao acontece com a linhagem original. Recentemente, a PHA
sintasa de Pseudomonas stutzeri 1317 exp0Oe extraordinariamente especificidade por outros
substratos, sendo capaz de sintetizar copolimeros PHAscL-mcL, constituidos por monémeros
com 4-12 atomos de carbono de comprimento. Quando a linhagem PHA- de Ralstonia
eutropha abrigava o gene phaC2ps (LUO et al., 2005). Clemente e colaboradores (2000),
demonstraram as preferencias por unidades de C5 das PHA sintases de R. eutropha, R.
Shaeroides e T. violacea, quando foram expressos dentro de R. eutropha DSM541,
suplementado com 0,4 (p/v) de propionato de etilo. A expressdo da PHA sintase de N.
corrallina dentro de R. eutropha DSM541, usando propionato 0,1% como fonte de carbono,
também evidenciou a preferéncia em incorporar monémeros C5 na cadeia principal do
polimero com uma fragdo molar de 76,4 mol% (CLEMENTE et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o potencial de diferentes PHA sintases em promover a sintese de PHA com
composicdes diferenciadas. Em especial busca-se por linhagens capazes de produzir
polimeros contendo 3HB e 3HAwcL em sua composigao.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a producdo de PHA de isolados obtidos a partir de amostras de solo, em
meio de cultura contento excesso de fonte de carbono.

e ldentificar os genes phaC destes isolados e clona-los em um plasmideo adequado
para sua expressao em outras bactérias.

e Analisar a producdo e composicdo de PHA de bactérias recombinantes, usando

diferentes fontes de carbono.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Micro-organismoss e Plasmideos
Os micro-organismoss e plasmideos utilizados estao listados na Tabela 2

Tabela 2 Micro-organismoss e Plasmideos utilizados

Micro-organismos Descrigdo Referéncia

SCU 63 Isolado proveniente de amostra de solo, (Licio, 2011)
produtor de P3HB

SCU 66 Isolado proveniente de amostra de solo, (Licio, 2011)
produtor de P3HB

E. coli DH5q. SupE44, lacU169 (O80lacZAM15), recAl Invitrogen
endAl, hsdR17, thi-1, gyrA96, relAl

E. coli S17-1 Gene recA e tra do plasmideo RP4 (Simon et al.,
integrados ao cromossomo 1983)

Burkholderia sacchari  Linhagem selvagem, Sac*, PHA*, Hx", Kan®,  (Gomez, 1994)

LFM 101 Amp®, Tc®

Burkholderia sacchari ~ Sac”, PHA", Kan®, Amp®, Tc®, mutante obtido  (Filipov, 2000)
LFM 344 por radiacdo UV.

Pseudomonas putida Linhagem selvagem produtora de PHAucL (Gomez , 2000)
LFM 046 isolada a partir de solo de canavial.
Pseudomonas putida Mutante LFM 046 deficiente no acimulode  (Gomez , 2000)
LFM 461 PHA, a partir de glicose e octanoato (phaC")
Plasmideo Descricdo Referéncia
pBBR1MCS-2 Vetor de amplo espectro de (Kovachetal.,
hospedeiros, lacPOZ', Km~ 1995)

pBBR1MCS-2::phaCscuss Derivado pBBR1MCS-2 contendo o Este trabalho
gene phaC do isolado SCU 63

pBBR1MCS-2::phaCscuss Derivado pBBR1MCS-2 contendo o Este trabalho
gene phaC do isolado SCU 66

pBBR1MCS-2::phaCpgs Derivado pBBR1MCS-2 contendo o Este trabalho
gene phaC de Burkholderia sacchari

4.2 Producéo de Polihidroxialcanoatos (PHA) em frascos agitados

A partir de colénias isoladas em &gar Luria Bertani (LB) ou Luria Bertani com
Canamicina (LBK), prepararam-se os inoculos em 25 mL de meio liquido LB ou LBK e

incuba-se por 24h a 30 °C em agitador rotativo (150 rpm). Um volume de 2,5 mL desta
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cultura foi utilizado para inocular meio mineral (MM), completando um volume total de 25
mL. Ao MM adicionaram-se fontes de carbono (glicose e/ou &cido propandico, butirico,
valérico, hexandico, heptanodico, nonandico e 4-hidroxibutanoico), em concentracdes
ajustadas em cada experimento de modo a se obter multiplicacdo celular e acimulo do
polimero, conforme descrito ao longo do texto. A incubacéo foi realizada em agitador rotativo
por 72h (30 °C e 150 rpm). Ao final do cultivo, foram feitas anélises para determinar pH,
massa seca celular (MSC), teor e composicdo de PHA acumulado. Para cada linhagem, a

cultura foi feita em triplicata. A composicao dos meios esta no ANEXO A.

4.3 Massa seca celular (MSC)

Dez mililitros (10 mL) de suspenséo celular foram centrifugados (8000 rpm, 15 min e
4 °C), o sobrenadante foi descartado e as células foram submetidas a liofilizacdo. A massa

seca celular foi determinada gravimetricamente em balanca analitica.

4.4 pH

Foi medido no sobrenadante depois da centrifugacdo da cultura, no potenciémetro

modelo Tec-2 (Tecnal) utilizando padrdes de pH 4,0 e 7,0.

4.5 Teor e composicdo de polimero

A quantidade e composicdo de PHA foram determinadas por cromatografia de fase
gasosa de propil-ésteres (RIIS E MAI, 1988). Cerca de 10 a 15 mg de células liofilizadas
foram transferidas para tubos, aos quais foram adicionados 2 mL de uma solucdo de acido
cloridrico em propanol (1:4 v/v), 2 mL de 1,2- dicloroetano e 100 pL de uma solugdo de acido
benzoico (40 g/L) em propanol. Os tubos foram fechados fortemente e colocados em banho
(100 °C) por 30 minutos. Apos este periodo, foram colocados em agitacdo e postos novamente
por duas horas e meia no banho, fazendo ao final também uma agitacdo. Posteriormente, apds
o resfriamento dos tubos, foram adicionados 4 mL de agua destilada, sendo agitados por 30
segundos, para separar a fase organica e fase aquosa. Para retirada de residuos de agua, foi
adicionado sulfato de sddio anidro, sendo a fase organica utilizada para a analise. Um volume
de 1 puL da fase organica foi analisado apos fracionamento da amostra (“Split” 1:20) em
cromatografo gasoso HP 7890 Series GC System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,

Estados Unidos) equipado com uma coluna HP-5 (5% fenil-metilsiloxano, comprimento 30
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m, diametro 0,25 mm, espessura do filme 0,25 um) (Agilent Technologies). A andlise foi
realizada com as seguintes condigdes:
e Gas de arraste: Hélio (0,8 mL/min)
e Temperatura do injetor: 250 °C
e Temperatura do detector: 300 °C
e Sistema de detecc¢do: lonizacdo de chama (FID)
e Programa de temperatura no forno: 100 °C
por 1 min, elevacdo da temperatura até 210 °C a 8°C/min e 210 por 15 min

Acido benzoico foi usado como padrdo interno. Polimeros produzidos por P.
oleovorans
ou P. putida a partir de diferentes fontes de carbono ou P3HB e P3HB-co-3HV (Aldrich)
foram utilizados como padrbes para a geracdo das curvas de calibracdo. O PHA total foi
calculado somando-se as quantidades dos constituintes 3HB (3-Hidroxibutirato), 3HV (3-
Hidroxivalerato), 3HHx (3-Hidroxihexanoato), 3HHp (3-Hidroxiheptanoato), 3HO (3-
Hidroxioctanoato), 3HN (3-Hidroxinonanoato)3HD (3-Hidroxidecanoato) e 3HDD (3-

Hidroxidodecanoato)

4.6 Determinagdo de PHA pelo corante Sudan Black B

As linhagens recombinantes foram cultivadas em meio apropriado para o acimulo do
polimero (GOMEZ, 1994) usando glicose como fonte de carbono. Apds esse cultivo, foi
adicionado o corante Sudan Black B 0,02% em etanol 96%. O corante foi deixado no meio de
cultura com as coldnias por dez minutos, seguido de lavagem com etanol 96%. Col0nias que
tivessem coloragdo azul teriam acumulado PHA e as que ndo, ficariam levemente azuis ou
nédo se corariam (SCHLEGEL,; LAFFERTY; KRAUSS, 1970). As composi¢des do meio de

cultura e dos reagentes utilizados estdo no ANEXO A.

4.7 Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA as linhagens bacterianas foram cultivadas por 12 h em meio
liguido Luria Bertani (LB) ou Luria Bertani suplementado com canamicina (LBK). A
extracdo de DNA gendmico foi feita utilizando o kit DNeasy Blood e Tissue Kit (Qiagen) e
a extracdo de DNA plasmidial com o kit QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Valencia,
CA, Estados Unidos) conforme instrugdes do fabricante.
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4.8 Reacgdes de PCR

Os oligonucleotideos utilizados para a detec¢do do gene que codifica o rDNA 16S e

para a deteccdo do gene phaC foram sintetizados e séo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 Oligonucleotideos usados nas PCR para analise dos genes rDNA 16S e phaC

Oligonucleotideos e Sequéncias Referéncia

27F 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3 (Stackebrandt, 1991)
1401R 5" CGGTGTGTACAAGAAGACCC 3

RECF1 5 TGTTGCAGTACAAGCCGCTGA-3 (Licio, 2011)
RECR 5" GGCACGATATGGTC-3’

A amplificacdo foi realizada em termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Hamburg, Alemanha) utilizando o kit GoTag Master Mix (Promega, Madison, WI, Estados
Unidos). Foram utilizados entre 50 e 250 ng de DNA molde, 1,0 mM de cada um dos
oligonucleotideos.

A programacdo das temperaturas utilizada para os pares de oligonucleotideos
27F/1401R (STACKEBRANDT, 1991) e REC F1/R (LICIO, 2011), sdo apresentadas nas
Tabelas 4 e 5. Foram feitos 35 ciclos a partir da temperatura de desnaturacdo até a

temperatura de extensao.

Tabela 4 Temperaturas usadas nas PCR com o par de oligonucleotideos 27F/1401R

Temperatura de desnaturacio inicial 95°C 3min
Temperatura de desnaturacio 95°C  40s
Temperatura de anelamento 44 °C 30s
Temperatura de extensao 72°C 1:40min
Temperatura final de extensao 72 °C  Smin

Tabela 5 Temperaturas usadas nas PCR com o par de oligonucleotideos RECF1/R
Temperatura de desnaturacio inicial 95°C 3min

Temperatura de desnaturacio 95°C  40s
Temperatura de anelamento 50°C 30s
Temperatura de extensio 72 °C  40s

Temperatura final de extensao 72°C  Smin
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4.9 Desenho de Oligonucleotideos

Realizou-se um alinhamento mdaltiplo no Clustal W com genes phaC de varias
espeécies do género Burkholderia, encontradas na base de dados do GeneBank. Posteriormente
ao alinhamento, avaliaram-se as regides conservadas e desenharam-se os oligonucleotideos
phaCF e phaCR, que reconhecem as porcOes inicial e terminal do gene. Os amplicons
resultantes desta PCR foram sequenciados e desenharam-se os oligonucleotideos SCU 63
interno F/R e SCU 66 interno F/R, que amplificam a regido interna dos genes phaC de cada
um dos isolados e foram utilizados para obtengdo da sequéncia completa dos genes phaC de
SCU63 e SCUGBG6. Para a clonagem do gene completo, bem como de regides reguladoras de
sua expressdo (promotor e sitio de ligacdo do ribossomo), foram desenhados o0s
oligonucleotideos EcoRVcreator2 F/ Saclcreator R. Estes oligonucleotideos foram
desenhados com base nas sequéncias adjacentes ao gene phaC da linhagem B. cepacia GG4.
Para facilitar a clonagem, as extremidades de cada um dos oligonucleotideos continha sitios
de restricdo para as enzimas ECORV ou Sacl. Para este trabalho também foi clonado o gene
phaC de Burkholderia sacchari LFM 101, com fins de ter um controle positivo para a 0s
préximos experimentos. Os oligonucleotideos PhaCBs F e PhaCBs R, foram desenhados com
base na sequéncia do gene previamente sequenciada. Estes oligonucleotideos além de carregar
sequéncias para os sitios de restricdo das enzima BamHI e Sacl, amplificam a regido
promotora. As sequéncias dos oligonucleotideos estao descritas na Tabela 6.

A programacdo de temperaturas utilizada para os pares de oligonucleotideos
phaCF/phaCR, SCUG63 interno F /R, SCUG66 interno F /R e EcoRVcreator2 F/ Saclcreator R,
PhaCBs F e PhaCBs R, sdo apresentadas nas Tabelas 7 ,8, 9, 10, 11. Foram feitos 35 ciclos a
partir da temperatura de desnaturacao até a temperatura de extensdo.

As PCRs usando os oligonucleotideos EcoRVcreator2 F/ Saclcreator R e PhaCBs F/PhaCBs
R foram feitas usando a enzima HotStarTaq DNA Polymerase da Quiagen.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose 1% (m/v) em TAE 1X
aplicando-se uma corrente de 100 mA por 45 minutos utilizando a fonte de eletroforese
modelo LPS-300V (loccus Biotechnologia, Cotia, SP, Brasil) e corados com SYBR® Safe
DNA Gel Stain. Foi utilizado o sistema de fotodocumentacdo Multidoc-It Digital Imaging
System (UVP, Uplan, CA, Estados Unidos) para a visualiza¢do das bandas com luz UV.
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Tabela 6 Oligonucleotideos usados nas PCR para amplificacdo completa do gene do phaC e para a
clonagem do mesmo

Oligonucleotideos e Sequéncias Fragmento

phaCF 5" GCAGGTAATGACAGCATCG -3

phaCR 5" CGTCAATCGCGCTGCAAC & 1875 pb
SCU 63 interno F: 5" GATGATGAACCTGCTCGGCG 3

SCU 63 interno R: 5" GCCCTTCAGGTAGTTGTCG 3 697 bp
SCU 66 interno F: 5° GAACTGAAGGACCGCCGCTTC 3

SCU 66 interno R: 5" CGACGACGTAGTTCCACACG 3 940 bp

EcoRVcreator2 F
5 GCATTGGATATCCCATGCGTGCATGCGCAAGGTTTGTTG -3

Saclcreator R 2257 bp
5" TACAATGAGCTCTCAATCGCGCTGCAACACGTAG -3°

PhaCBs F

5GTAAGTGGATCCGTACTTCATGCGATTCAAATCAG-3”

PhaCBs R 2380 bp

5 CGAATTGAGCTCCACGTTAAAAACCTTTCACC-3”

Tabela 7 Temperaturas usadas nas PCR com o par de oligonucleotideos phaCF /phaCR

Temperatura de desnaturacao inicial 95 °C 3 min
Temperatura de desnaturaciao 95 °C 40 s
Temperatura de anelamento 48 °C 30s
Temperatura de extensao 72 °C 2 min
Temperatura final de extensao 72 °C S min

Tabela 8 Temperaturas usadas nas PCR com o par de oligonucleotideos SCU63 interno F/R.

Temperatura de desnaturagéo inicial 95°C 3min
Temperatura de desnaturagio 95°C 1min
Temperatura de anelamento 53°C 1min
Temperatura de extensao 72°C 43s

Temperatura final de extensao 72°C 5min

Tabela 9 Temperaturas usadas nas PCR com o par de oligonucleotideos SCU66 interno F / R.

Temperatura de desnaturacao inicial 95°C 3min
Temperatura de desnaturacao 95°C imin
Temperatura de anelamento 55°C 1min
Temperatura de extenséo 72°C 1min

Temperatura final de extenséo 72°C 5min
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Tabela 10 Temperaturas usadas nas PCR com o par de oligonucleotideos EcoRVcreator2 F/
Saclcreator R.

Temperatura de desnaturacio inicial 95 °C S min
Temperatura de desnaturacao 94 °C 15s
Temperatura de anelamento 58 °C 1 min
Temperatura de extensao 72 °C 2:20 min
Temperatura final de extensiao 72 °C 10 min

Tabela 11 Temperaturas usadas has PCR com o par de oligonucleotideos PhaCBs Fe PhaCBs R

Temperatura de desnaturacao inicial 95 °C S min
Temperatura de desnaturaciao 94 °C 15s
Temperatura de anelamento 52 °C 1 min
Temperatura de extensao 72 °C 2:30 min
Temperatura final de extensiao 72 °C 10 min

4.10 Reagdo de sequenciamento

Os produtos de PCR ou plasmideos construidos foram purificados com o kit QIAquick
PCR purification Microcentrifuge QIAGEN e utilizados para a reagdo de sequenciamento no
centro de estudos do genoma humano — USP. O equipamento usado foi o ABI 3730 DNA
Analyser (Applied Byosistems, USA), com o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kits.

4.11 Analise das sequéncias

As sequéncias foram analisadas usando as ferramenta BLASTN e BLASTX

encontradas no National Center for Biotechnology (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para a

analise de sequéncias promotoras foi usada a ferramenta BPROM (Prediction of bacterial
promoters), encontrada no site Softberry
(http://www.softberry.com/berry.phtmli?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb).

Para predigdo das sequéncias de aminoacidos as sequéncias de nucleotideos foram submetidas

ao servidor Expasy Bioinformatics Resource Portal (http://web.expasy.org/translate/).

4.12 Construcdo de sequéncias consenso


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb
http://web.expasy.org/translate/).
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A partir dos resultados de sequenciamento, as sequencias foram alinhadas no
programa Pregap4 (BONFIELD; STADEN, 1996), buscando uma sequéncia consenso. Para
formar a sequéncia consenso final dos genes phaC, foi necessario utilizar também o programa
serial cloner 2.6, com base nas sequencias consenso resultantes de cada par de

oligonucleotideos.

4.13 Construgdo de arvores filogenéticas

Conforme as andlises das sequencias utilizando as ferramentas BLASN e BLASTX.
Analises filogenéticas, realizaram-se utilizando MEGA versdo 5.2.2. As sequéncias foram
alihadas utilizando o programa ClustalW. As arvores filogenéticas foram construidas pelo
método neighbor-joining com distancias genéticas calculadas usando o modelo de p-distancia

e analise de bootstrap de 1000 replicas raiz no ponto médio.

4.14 Clonagem de dos genes phaC

O produto de PCR usando os oligonucleotideos EcoRVcreator2 F/ Saclcreator R e
PhaCBs F/PhaCBs R, foi diregido com as enzimas Sacl fast digest, ECORV fast digest e
BamHI fast digest (Fermentas, Waltham, MA, Estados Unidos), bem como o plasmideo
pBBR1MCS-2 (KOVACH et al., 1995). A reacdo de ligacdo foi realizada com o uso da
enzima T4 DNA ligase (Thermo) e o produto de ligacdo foi utilizado para transformar a
linhagem E. coli DH50 e E.coli S17-1 (Simon, Priefer e Puhler, 1983), pelo método de
transformacéo por choque elétrico.

Os clones da linhagem E. coli DH50. foram selecionados em meio Luria Bertani
suplementado com canamicina, IPTG e X-gal. O DNA plasmidial total foi extraido e testado
por PCR com os oligonucleotideos EcoRVcreator2 F/ Saclcreator R para conferir a presenca

dos genes.

4.15 Obtencéo de linhagens recombinantes

Os plasmideos pBBR1MCS-2::phaCSCU66, pBBR1MCS-2::phaCSCU63 e
pBBR1MCS-2::phaCgs, foram transferidos da linhagem E.coli S17-1 para as linhagens
mutantes Pseudomonas sp. LFM 461 e B. sacchari LFM 344 por conjugacéo.

A conjugacdo foi realizada primeiro fazendo um indculo das linhagens de

Pseudomonas, Burkholderia e E. coli S17-1 com o plasmideo, em meio LB e LBK. 1 mL das
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células doadoras e receptoras foi centrifugado, lavado e resuspenso em 100 pL de solugdo
salina.

As suspensOes provenientes das culturas de células doadoras e receptoras foram
reunidas e espalhadas na superficie de meio mineral suplementado com glicose 10 g/L e
Canamicina 10 pg/mL (MMGK). Colonias recombinantes crescidas em meio mineral

(MMGK), foram novamente estriadas nesse meio para confirmar o isolamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Produgéo de Polihidroxialcanoatos (PHA) por linhagens selvagens.

Os isolados SCU 63 e SCU 66 sdo provenientes de amostras de solo do Campus
Universitario (Reserva Florestal da Cidade Universitaria Armando Salles de Oliveira), por
isolamento direto. Licio (2011) demostrou em um cultivo em frascos agitados em meio
mineral com glicose como Unica fonte de carbono (10 g/L), que os isolados destacaram-se por
atingir, apos 72 horas de cultivo, massas secas celulares de 5 g/L, contendo 55% de P3HB.
Valores estes proximos aos atingidos pelo organismo de referéncia (Burkholderia sacchari
LFM 101).

Neste trabalho, os micro-organismos foram cultivados em um meio mineral, limitado
na fonte de nitrogénio (1g/L de sulfato de amonio) e usando glicose como fonte de carbono
(10 g/L), com o objetivo de confirmar os resultados obtidos previamente por Licio (2011).
Além disso, também foi realizado um cultivo com uma concentracdo de glicose de 15 g/L. A
Tabela 12 apresenta os resultados destes cultivos.

Os isolados SCU 63 e SCU 66 sdo produtores PHA contendo especificamente o
mondmero 3-hidroxibutirato (3HB). Para todos os ensaios realizados, houve pequena reducéo
do pH do meio de cultivo, a massa seca celular do isolado SCU 63 atingiu 5,36 g/L usando
uma concentracédo de glicose de 10 g/L e 5,75 g/L quando se usou a concentragdo de 15 g/L
de glicose. Nas duas concentracBes de glicose utilizadas, houve a producdo de quantidades
consideraveis de P3HB correspondendo a mais que 55% da massa seca celular, confirmando
que estas bactérias isoladas utilizam eficientemente a glicose, principal carboidrato
encontrado no meio ambiente.

Os valores obtidos da massa seca celular para o isolado SCU 66 foram de 4,65 g/L e
5,26 g/L, produzindo também quantidades relevantes de P3HB, correspondendo a 57,38% e
60,63% da massa seca celular. Foi observado pequena reducdo nos valores de pH das
culturas, atingindo valores entre 6,49 e 6,55, indicando que as bactérias ndo liberam
compostos que modificam o pH do meio.

A capacidade de produzir P3HB a partir de glicose sugere que estas bactérias sao
capazes de promover a condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA para gerar acetoacetil-
CoA, que apos sua reducao para 3-hidroxibutiril-CoA, poderia ser utilizado como mondmero

na biossintese de P3HB.
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Pode-se observar que usando vérias concentragdes da fonte de carbono, os valores
tanto da producdo de PHA, quanto da massa seca celular foram muito proximos para cada um
dos isolados. Além disso, ndo se observou diferenca significativa no desempenho entre as
linhagens, embora os valores médios de massa seca celular e teor de polimero acumulado
sejam maiores para o isolado SCU 63. Kim e colaboradores (1994) realizaram estudos sobre a
producdo de P3HB, avaliando diferentes concentracbes de glicose e concluiram que as
concentracdes 6timas para a producdo do polimero estavam entre 10 e 20 g/L (KIM et al.,
1994). Logicamente, este valor depende de outros fatores, como a concentracdes do nutriente
que devera limitar o crescimento celular e, desta forma, definir a extensdo do crescimento
celular e acimulo de PHA. Um dos fatores que pode ter definido que a massa seca celular ndo
aumentasse proporcionalmente ao aumento da concentracdo de glicose suprida é que esta nao
tenha sido completamente consumida.

Licio (2011) avaliou também a producdo de PHA dos isolados SCU 63 e SCU 66,
usando como unica fonte de carbono &cido octandico, no qual também foi evidenciada a
producdo de P(3HB) correspondendo a 55% da massa seca celular. Como o &cido octandico
pode ser oxidado a acetil-CoA no ciclo de B-oxidacdo de acidos graxos, funciona como fonte
de carbono para producdo de P3HB. Além disso, intermediarios de 4 carbonos da -oxidacao
de acidos graxos podem ser utilizados para gerar diretamente 3HB-CoA, que ¢é polimerizado
pela PHA sintase (GOMEZ; BUENO, 2001).

Outra caracteristica a ressaltar é a especificidade e eficiéncia da PHA sintase em ligar
diferentes monémeros a cadeia principal. Por um lado, a bactéria pode gerar monémeros que
ndo sdo incorporados por sua PHA sintase. Por outro lado, a PHA sintase pode apresentar
especificidade por mondmeros que ndo é revelada na linhagem hospedeira devido a essa ndo
ser capaz de sintetizar esse mondmero. Assim, o melhor sistema para avaliacdo da PHA
sintase, consiste em expressa-la em hospedeiro reconhecidamente capaz de gerar diferentes
mondmeros. Um dos objetivos deste trabalho foi expressar o gene phaC dos isolados SCU63
e SCU66 em Pseudomonas sp. LFM461 e B. sacchari LFM344. Estas linhagens sdo capazes
de suprir diferentes mondmeros & PHA sintase (GOMES, 2009; MENDONCA et al., 2013;
SILVA et al., 2000).

Cabe destacar a eficiéncia de diversas bactérias isoladas de solo para a producgéo de
PHA, como foi demonstrado neste trabalho, os dois isolados foram capazes de produzir altos
teores de polimero a partir de glicose. Resultados obtidos por Gomez e colaboradores (1996)

apoiam esta afirmacéo, ja que sete bactérias isoladas de solo de plantacdes de bagaco de cana,
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apresentaram altos teores de PHA a partir de glicose usando uma concentragdo de 15 g/L
(GOMEZ et al., 1996).

Tabela 12 Producdo de PHA pelos isolados SCU 63 e SCU 66 usando glicose como fonte de
carbono

. Glicose MSC PHA (mol%) PHA
Linhagem pH 0

g/L g/L 3HB 3HH, 3HO 3HD 3HD, (%MSC)

495 656 100,00 000 000 0,0 0,00 60,17

SCU 63 10 483 654 10000 000 000 000 0,00 76,49

630 654 100,00 0,00 0,00 000 0,00 57,16

Média 536 655 100,00 0,00 0,0 000 0,00 64,60

Desvio-padrao +0,82 0,01  +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 0,00 +8,49

589 650 100,00 0,00 0,00 000 0,00 68,81

SCU 63 15 577 649 100,00 0,00 0,00 000 0,00 67,00

559 651 100,00 0,00 0,00 000 0,00 67,74

Média 575 650 100,00 0,00 0,0 000 0,00 67,85

Desvio-padro +0,15 0,01  +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 0,00 +0,01

450 650 100,00 000 000 0,0 0,00 53,24

SCU 66 10 448 650 100,00 000 000 0,00 0,00 61,72

498 646 10000 000 000 000 0,00 57,19

Média 465 649 100,00 000 000 000 000 57,38

Desvio-padrao +0,28 0,02  +0,00 +0,00 0,00 +0,00 +0,00  +4,24

6,17 647 100,00 0,00 0,0 0,00 0,00 61,05

SCU 66 15 434 649 100,00 000 0,00 000 0,00 65,44

528 645 100,00 000 000 0,00 0,00 56,29

Média 526 647 100,00 000 000 0,00 0,00 60,93

Desvio-padrao +0,92 0,02  +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 20,00 457

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HHx- 3-hidroxihexanoato; 3HO- 3-hidroxioctanoato; 3HD-
3-hidroxidecanoato; 3HDDd-3-hidroxidodecanoato; PHA- Polihidroxiallcanoato

5.2 Andlise da sequéncia de genes do rDNA 16S

A analise de sequéncias de rDNA 16S tem sido utilizada com o fim de explicar as
afinidades taxondmicas de varios tipos de taxa sendo uma ferramenta Util e eficaz na
avaliacdo da diversidade genética, ja que apresenta regides conservadas, o que facilita o
alinhamento das sequéncias no momento de fazer comparagdes, assim como também
contribui a diferenciar dos outros grupos filogenéticos (BAKER et al., 2003; PROSSER,
2002).

Com o objetivo de avaliar a similaridade do grupo taxondmico dos isolados SCU 63 e
SCU 66, fora analisadas as sequéncias dos genes do rDNA 16S. Para isto, 0 gene que codifica

0 RNA ribossomal 16S foi amplificado utilizando os oligonucleotideos 27F e 1401R. Depois
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de terminar a PCR, os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose 1% com
TAE1x e corados com SYBER safe.

O tamanho médio esperado desse amplicon é de aproximadamente 1400 bp. Os
amplicons relativos ao genes do rDNA 16S dos isolados SCU 63 e SCU 66 apresentaram o
tamanho esperado (APENDICE A).

Os produtos de PCR foram purificados e sequenciados pelo mesmo par de
oligonucleotideos, posteriormente foi feita uma sequéncia consenso pelo software Pregap 4, a
partir da analise dos picos visualizados no cromatograma. As sequéncias consenso obtidas

para cada isolado foram as seguintes:

SCU 63

TGCAGTCGACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTG
GGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTATGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGG
GTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTTTGGGCTAATACCTTGAGG
GGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGAC
TGGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCG
AGCAGCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCTGGTAGTCCACGCCCTA
AACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTGGCAAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGATTACGGTCG
CAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCT
TACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCCGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTA
AGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCA
TACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGC
AACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGATCAGC

SCU 66

TGCAGTCGACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTG
GGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTATGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGG
GTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTTTGGGCTAATACCTTGAGG
GGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGA
CTGGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGC
GAAGGCAGCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCTGGTAGTCCACGCC
CTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGG
TCCCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAA
CCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCCGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACT
CTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACG
TCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTC
TGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGATCAG

As sequéncias consenso, foram analisadas pela ferramenta BLASTN na base de dados
do NCBI. Nesta analise, ambos isolados tiveram uma semelhanca com varias cepas

pertencentes ao género Burkholderia sp. Para o isolado SCU 63 encontrou-se uma identidade
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do 98% com a sequéncia do gene 16S rDNA de Burkholderia seminalis, B cepacia e B.
diffusa. Com relacéo a sequéncia do isolado SCU 66 teve 99% de identidade com esta B.
seminalis e 98% de identidade com Burkholderia diffusa e Burkholderia cepacia. As
sequéncias do rDNA 16S destes isolados apresentaram mais que 98% de identidade com as
sequéncias desses genes em outras bactérias do género Burkholderia (APENDICE B).

A arvore filogenética foi montada a partir dos alinhamentos das sequéncias dos
isolados (Figura 7), com as sequéncias provenientes do banco de dados, que apresentam
maior similaridade de sequéncias do rDNA 16S. Os isolados SCU 63 e SCU 66 apresentaram
proximidade filogenética com pelo menos outros quatro isolados de area de Mata Atléantica no
estado do Rio de Janeiro (BRUCE et al., 2010). Estes isolados foram identificados apenas no
nivel de género e, assim como os isolados SCU 63 e SCU 66 podem corresponder a novas

espécies de Burkholderia sp.

a6  Burkholderia cenocepacia ZYB002
56 | ' Burkholderia cepacia GG4
Burkholderia cepacia GMX4
9 47 | Burkholderia cepacia NBRC 3739
Burkholderia seminalis G4

43 Burkholderia viethamiensis PGY3
100 97 !Burkholderia diffusa SPP-15 16S
Burkholderia sp. S3.TSA.016
Burkholderia sp. S3.MAC.011
Burkholderia sp. S4.MAC.015 16S
100 | Burkholderia sp. MAC25
— SCU 83
L SCU 66

99

Pandoraea apista

Pelistega europaea 165 LMG 10982
99 Bordetella avium strain 35086

Ralstonia eutropha

0.01

Figura 7 Arvore filogenética do Gene rDNA 16S dos isolados SCU 63 e SCU 66 pelo método de
Neighbor-joining com a utilizagdo do programa MEGA 5.2.2.

Burkholderia sp. € um género bacteriano que pertence ao filo - proteobacterias,
composto por bacilos retos, Gram negativos, aerobios, oxidase e catalase positivos. S&o

bactérias moveis, com um flagelo polar, sdo mesofilas e ndo esporuladas, abundantes no solo
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e em ambientes aquéticos, algumas espécies caracterizam-se por serem fitopatdgeno. Existe
um complexo chamado Burkholderia cepacia, composto por nove espécies bacterianas que
compartilham as mesmas caracteristicas fenotipicas mas tém suas caracteristicas genotipicas
diferentes, este complexo, caracteriza-se por serem patdgenos oportunistas, especialmente em
pessoas que sofrem de fibrose cistica (COENYE; VANDAMME, 2003; MILLER; LIPUMA;
PARKE, 2002).

Conforme apresentado na literatura, Burkholderia sp. possui a propriedade de produzir
polihidroxialcanoatos. O primeiro trabalho descrevendo a producdo de PHA neste género
avaliou a producdo de P3HB e P3HB-co-3HV a partir de frutose e &cido propidnico como
fontes de carbono (RAMSAY et al., 1989). Burkholderia cepacia ATCC 17759 é capaz de
utilizar uma grande variedade de fontes de carbono para produzir polihidroxialcanoatos de
cadeia curta (PHAsc,) como poli-3-hidroxibutirato P(3HB) e poli-3-hidroxivalerato P(3HV),
como também o copolimero (P3HB-co-PHV) (PAN et al., 2012). Também tem sido reportado
que Burkholderia cepacia IPT 048, linhagem isolada de solo de canavial, foi capaz de
produzir P3HB a partir de hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar acumulando polimero
correspondente a 53% da massa seca celular (MICHELIN-RAMOS, 2003). A partir de dleo
de soja, Burkholderia cepacia IPT 48 foi capaz de produzir o copolimero P(3HB-co-3HHX)
com uma fragdo molar de 3HB de 52,0 mol% e de 3HHXx de 48 mol% (VANZIN, 2008).

Burkholderia sacchari foi selecionada por ser eficiente na producdo de grandes
quantidades de P3HB a partir de sacarose (GOMEZ et al., 1996, 1997). Com o suprimento de
carboidratos e propionico essa bactéria acumula o copolimero P(3HB-co-3HV) (GOMEZ et
al.,, 1996, 1997). Mutantes deficientes na oxidagdo do propionato foram obtidos e
apresentaram maior eficiéncia na conversdo do propionato em mondmeros 3HV (SILVA et
al., 2000). A via do 2-metilcitrato foi identificada como a principal rota de oxidag&o do acido
propiénico em B. sacchari (BRAMER et al., 2002), entretanto, outras vias devem contribuir
nesse processo (PEREIRA et al., 2009). Mendonca e colaboradores (2014) avaliaram a
capacidade de B. sacchari incorporar outros mondmeros além do 3HB, usando trinta
diferentes fontes de carbonos como co-substratos, aléem da glicose. A incorporacdo de
mondmeros 3HV atingiu até 65 mol% quando foi fornecido acido valérico como co-substrato.
Com éacido hexandico foi produzido o copolimero P(3HB-co-3HHX) , contendo 0,6 mol% de
3HHx. Com 4-hidroxibutirato como co-substrato, a incorporacdo de 4HB foi observada,
representando 9,1 mol% (MENDONCA et al., 2014).
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Burkholderia xenovorans LB 400 é uma bactéria capaz de degradar policloretos de
bifenila (PBC) e diversos outros compostos aromaticos. Urtuvia e colaboradores (2014)
analisaram o genoma sequenciado de Burkholderia xenovorans e encontraram genes que
codificam enzimas envolvidas na biossintese e degradacdo de PHA. Diferentes compostos
incluindo agUcares e acidos graxos foram fornecidos como substratos para a producdo de
PHA. B. xenovorans LB 400 foi capaz de crescer em glicose, manitol e xilose como Unicas
fontes de carbono, produzindo P3HB (URTUVIA et al., 2014).

Burkholderia sp. F24 foi capaz de crescer e simultaneamente produzir P3HB, em
xilose e compostos toxicos (furfural, hidroximetilfurfural, acido férmico e acético), que séo
formados durante processo de hidrolise &cida de bagaco de cana de agucar. O copolimero
P3HB-co-3HV foi produzido usando xilose e &cido levulinico. O contetdo de 3HV no
copolimero aumentou de 9 para 43 mol%, quando a concentracdo de acido levulinico
aumentou de 1 para 5 g/L (LOPES et al., 2014).

5.3 Analise de genes da PHA sintase
5.3.1 Deteccéo e identificacdo do gene phaC nos isolados SCU 63 e SCU 66

A producdo de PHAs em bactérias tém como enzima chave a PHA sintase, que é
classificada em quatro classes (REHM, 2003). Com o objetivo de identificar a classe da PHA
sintase presente nos isolados SCU 63 e SCU 66, foi feita uma PCR do gene phaC, que
codifica a PHA sintase, utilizando os oligonucleotideos RECF1/RECR desenhados por Licio
(2011), estes oligonucleotideos foram desenhados com base a um alinhamento mdltiplo com
dezenove linhagens bacterianas, que contém em seu genoma a organizacdo do operon
phaCAB, especifica para PHA sintase de classe I. Na Figura 8 estdo apresentados 0s
resultados da amplificacdo dos fragmentos internos ao gene phaC, dos isolados e também da
linhagem Burkholderia sacchari LFM 101 como controle positivo.

Foram observadas amplificagdes tanto nos isolados quanto no controle positivo B.
sacchari LFM 101, no tamanho esperado (778 pb), o que indica que ambos isolados possuem

genes phaC de classe 1.
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Figura 8 Perfil eletroforético em gel de agarose 1% (m/v), resultante da amplificacdo por PCR,
usando os oligonuleotideos RECF1/RECR. Linha 1: Padrad 1 Kb DNA Ladder Plus

(Fermentas), Linha 2: Controle negativo (Agua), Linha 3: SCU 63, Linha 4. SCU 66,
Linha5: B. Sacchari LFM 101 como controle positivo.

Na literatura, diversos autores recomendam o uso de provas moleculares tais como a
amplificacdo por PCR do gene phaC. Este método permite selecionar especificamente os
micro-organismos produtores de PHAS, minimizando possiveis falsos positivos de métodos
qualitativos. LOpez e colaboradores (1997) foram os primeiros a publicar técnica para a
deteccdo da presenca de genes phaC por PCR de todas as classes de PHA sintase em bactérias
isoladas de &gua de rio. Posteriormente, Sheu e colaboradores (2000) desenharam
oligonucleotideos especificos para deteccdo por PCR de genes phaC da classe | e Il de
bactérias isoladas de diferentes ambientes, alinhando sequéncias altamente conservadas de
genes da classe | e Il de 13 bactérias Gram-negativas. Ambos autores apoiam a ideia que 0s
genes phaC ndo possuem um alto grau similaridade, o que dificulta sua deteccdo entre
diferentes espécies bacterianas (LOPEZ; PETTINARI; MENDEZ, 1997; SHEU; WANG;
LEE, 2000).

Especificamente, para o0s genes phaC pertencentes a classe I, ndo existem
oligonucleotideos especificos para sua deteccdo. Assim como Sheu e colaboradores (2000),
Romo e colaboradores (2007), também desenharam oligonucleotideos degenerados para genes
phaC da classe | e Il do gene, sendo ndo especificos para esta classe porque também
identificam genes phaC da classe Il, o0 que gera inconvenientes no momento de detectar genes
phaC unicamente da classe | (ROMO et al., 2007; SHEU, WANG; LEE, 2000). Os resultados
obtidos por Licio (2011), utilizando os oligonucleotideos RECF1/RECR, demostraram que
estes ndo funcionam para a deteccdo de todos os gene de PHA sintases classe | (o gene phaC
de Ralstonia eutropha néo é detectado, por exemplo) e ndo amplificam genes phaC da classe
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Il . Isto é devido a baixa similaridade entre as sequéncias de nucleotideos de genes phaC da
classe | ( LICIO, 2011; REHM, 2003).

Tzu e colaboradores (2012) isolaram bactérias de lodos ativados de uma estacdo de
tratamento de aguas residuais e desenharam oligonucleotideos para a detec¢do de genes phaC
de classes | e IlI, (phaCF1BO/phaCR2B0O). Além de desenhar oligonucleotideos mais
eficientes na deteccdo dos genes phaC, foram detectados genes phaC de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas. Os genes phaC foram detectados em o-proteobactérias, -
proteobactérias e y-proteobactérias, indicando grande diversidade de produtores de PHA em
aguas residuais (TZU et al., 2012).

A deteccdo e diferenciacdo de genes phaC em bactérias selvagens por PCR,
combinada com a caracterizacdo preliminar do rDNA 16S, prové um instrumento para a
selecdo precisa e direcionada de bactérias de diferentes géneros que tem o potencial de
acumular PHAs (ROMO et al., 2007). Neste trabalho, a partir dos resultados obtidos da
analises do rDNA 16S, foram desenhados oligonucleotideos para a deteccdo especifica do
gene phaC em ambos isolados e confirmar a possivel presenca de uma PHA sintase classe I,
segundo os resultados obtido anteriormente.

Os isolados SCU 63 e SCU 66 apresentaram maior similaridade taxonémica com o
género Burkholderia sp. Assim, foram desenhados os oligonucleotideos phaCF e phaCR com
0 objetivo de confirmar os resultados anteriores tentando amplificar o gene completo. Para
isso, primeiro foi feito um alinhamento maltiplo no Clustal W com genes phaC organizados
na forma de operon phaCAB de vérias espécies do género Burkholderia sp., encontradas na

base de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Posteriormente ao alinhamento,

avaliaram-se as regides conservadas e desenharam-se os oligonucleotideos phaCF e phaCR,

usando o software serial cloner 2.6 (http://serialbasics.free.fr/Serial Cloner.html). Nos

resultados de PCR in silico, o tamanho do amplicon gerado seria de 1875 pb. Estes
oligonucleotideos foram desenhados para amplificar somente a regido codificante do gene
phaC (APENDICE C).

Na PCR foram testadas diferentes temperaturas de anelamento (47,1 — 53 °C). O
melhor resultado obtido esta apresentado na Figura 9 e foi obtido usando uma temperatura de
anelamento de 48,6 °C, pois permitiu a obtencdo de uma banda mais definida e com menos
bandas inespecificas. Os amplicons obtidos para os dois isolados foram no tamanho esperado
de 1875 bp.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html
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Figura 9 Perfil eletroforético em gel de agarose 1% (m/v), resultante da amplificacdo por PCR usando
os oligonucleotideos phaCF e phaCR Linha 1: Padrad 1 Kb DNA Ladder Plus
(Fermentas), Linha 2: SCU 63, Linha 3: SCU 66

Os produtos de PCR foram purificados e enviados ao servico de seguenciamento e,
posteriormente, as sequéncias (APENDICE D) foram analisadas pela ferramenta BLASTN,
obtendo-se os seguintes resultados de similaridade:

e SCU 63, phaCF: Burkholderia cepacia strain JC-1 polyhydroxyalkanoate synthase

(phaC) gene 89% de similaridade.

e SCU 63, phaCR: Burkholderia cepacia GG4 89% de similaridade.

e SCU 66, phaCF: Burkholderia cepacia strain JC-1 polyhydroxyalkanoate synthase

(phaC) 90% de similaridade.

e SCU 66, phaCR: Burkholderia cepacia strain JC-1 polyhydroxyalkanoate synthase

(phaC) 90% de similaridade.

Com base nas sequéncias analisadas, foram desenhados oligonucleotideos SCU 63 interno
F/R e SCU 66 interno F/R, para completar a sequéncia do gene phaC dos dois isolados, 0s
resultados do sequenciamento estfo apresentados no APENDICE E.

A partir dos resultados anteriormente obtidos, foram determinadas as sequéncias
consenso do gene phaC de cada um dos isolados (APENDICE F). Realizou-se uma busca por
sequéncias similares utilizando a ferramenta tBLASTX, detectando-se 90% de identidade com
a sequéncias de aminoacidos do gene phaC de Burkholderia cepacia para o phaC do isolado
SCU 63 e 97% para o phaC do isolado SCU 66. Com o gene phaC de Burkholderia
cenocepacia obteve-se 90% de identidade com a sequéncia de aminoacido do gene phaC do
isolado SCU 63 e 89% de SCU 66 (APENDICE G).

A éarvore filogenética foi montada a partir dos alinhamentos das sequéncias de

aminoacidos de PhaC dos isolados SCU 63 e SCU 66, bem como de outras bactérias
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apresentando PHA sintases de classe | (Burkholderia sp.), Il (Pseudomonas sp.), Il
(Allochromatium vinosum e Thiocapsa pfennigii) ou IV (Bacillus megaterium) (Figura 10).

il: phaC SCU 63
33 phaC SCU 66

43 —— Burkholderia cepacia

Burkholderia pyrrocinia

24 17 —— Burkholderia lata

43 L— Burkholdenaambifaria

Burkholdena viethnamesis AU4

Burkholdena cenocepacia
42 L— Burkholdera dolosa

98

93

Burkholdena multivorans
99

Burkholdena ubonensis

100

Burkholdena thailandensis

Burkholdena sacchari

Azotobacter vinelandii

Pseudomonas extremaustralis

Pseudomonas sp. 61-3

Pseudomonas sp. GM49

100 Pseudomonas mandelii

m

93 Pseudomonas fluorescens

Bacillus megaterium

100 Allochromatium vinosum DSM 180

|

100 Thiocapsa pfennigii

Figura 10 Arvore filogenética com base em sequéncia de aminoécidos da PHA sintase dos isolados
SCU 63 e SCU 66 e outras bactérias pelo método de Neighbor-joining com a utilizagcdo do programa
MEGA 5.2.2.

Para predicdo das sequéncias de aminoacidos, a sequéncia consenso de nucleotideos
dos genes phaC de cada um dos isolados foi submetida ao servidor Expasy Bioinformatics
Resource Portal (http://web.expasy.org/translate/), as sequéncias de aminoacidos foram as

seguintes:

SCU 63

MPDLGGMVPFAGLKLPGAAIPPERLOQTLOADYARDCMTLMQQAAAAKLESPELKDRRFSGDAWKASPAHAFAAAWYLLNARYL
QELADALQTDPKTRERIRFTVQOWTAAAAPSNFLALNPDAQKSILETQGESLRQGMMNLLGDLORGKISQTDESREVVGKNLG
CTEGAVVYENDLIQLIQYTPKTDKVFERPLLIVPPCINKFYILDLOQPENSLVAHALSNGHQVFLVSWRNADASVAHKTWDDYM
NEGLLAAIDAVQQVSGREQINTLGFCVGGTMLATALAVLAARGEHPAASMTLLTAMLDFTDTGILDVEVDEAHVOMREQTIGG
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KNGTQPGLMRGVEFANTFSFLRPNDLVWNYVVDNYLKGRTPAPFDLLYWNSDSTSLPGPMYGVPAQYLSRNRLREPGALTVCG
ESVDLSLIDVPTEVYGSREDHIVPWQTAYASTSILSGPRIVWRVGSHRGRDQSAGRRRHVGQRHDRRHPRTLVVRCHRAAGKL
VPTRSSGWARRRPQGAPPPARSAQHASPV

SCU 66

MTWRVLDPAAPRLTRDRESVRDIPVPDFCPSGTVDARSRRHGPVRGAETAGAAIPPERLQTLOQADYARDCMTLMQQOAAAAKLE
SPELKDRRFSGDAWKASPAHAFAAAWYLLNARYLQELADALQTDPKTRERIRFTVQOWTAAAAPSNFLALNPDAQKSILETQG
ESLRQGMMNLLGDLQRGKISQTDESREVVGKNLGCTEGAVVYENDLIQLIQYTPKTDKVFERPLLIVPPCINKEFYILDLOPEN
SLVAHALSNGHQVFLVSWRNADASVAHKTWDDYMNEGLLAAIDAVQQVSGREQINTLGFCVGGTMLATALAVLAARGEHPAAS
MTLLTAMLDFTDTGILDVEVDEAHVOMREQTIGGKNGTQPGLMRGVEFANTSRSCGRTTSCGTTSSTTT

O resultado obtido (Figura 10) indicam fortemente que os isolados SCU 63 e SCU 66
pertence ao género Burkholderia e apresentam PHA sintases da classe I. Atualmente,
somente um mecanismo tem sido proposto para a biossintese de P(3HB) em Burkholderia sp.,
ou seja, 0 mesmo realizado por Ralstonia eutropha (Burkholderiaceae) no qual duas
moléculas de acetil-CoA sdo condensadas formando acetoacetil-CoA, que € reduzido a 3-
hidroxibutiril-CoA, incorporado a cadeia polimérica em crescimento. Estas trés reacfes sdo
catalisadas, respectivamente, pelos produtos dos genes phaA, phaB e phaC, que estdo
agrupados no operon phaCAB (RODRIGUES et al., 2000).

Entretanto existem evidéncias que uma linhagem de Burkholderia cepacia possui mais
de um gene phaC. Burkholderia cepacia IPT 64 é capaz de produzir P3HB e poli-3-hidroxi-4-
pentenotato P(3H4PE), usando sacarose ou gliconato como Unicas fontes de carbono.
Rodrigues e colaboradores (2000) geraram mutantes desta linhagem, inativando seu gene
phaC, presente no operon phaCAB. Entretanto, ainda detectaram uma baixa atividade PHA
sintase. A linhagem mutante acumulou correspondendo a 1% da massa seca celular e
contendo 68,2 mol% de 3HB e 31,8 mol% de 3H4PE. Por outro lado, enquanto a linhagem
selvagem acumulou PHA correspondendo a 49,3% da massa seca celular e continha 96,5
mol% de 3HB e 3,5 mol% de 3H4PE. Estes resultados , indicam a existéncia de outro gene
phaC responsavel pela formacdo do P(3H4PE).

Recentemente, foi isolada a partir de amostras de solo contaminado com petréleo
Burkholderia caryophylli AS 1.2741, , que foi capaz de produzir simultaneamente PHAsc. €
PHAMcL(HANG et al., 2002). Quando glicose foi fornecida como unica fonte de carbono, foi
produzido PHA correspondendo a 1,3% da massa seca celular, contendo 4,3 mol% de 3-
hidroxihexanoato (3HHXx), 12,8 mol% de 3-hidroxioctanoato (3HO) e 82,9 mol % de 3-
hidroxidecanoato (3HD). Esta mesma linhagem, quando suprida com acido octandico como
unica fonte de carbono, acumulou 24,1% de PHA, contendo 5,6 mol% de 3HHXx , 89,9 mol%

de 3HO e 4,5 mol% de 3HD,. Hang e colaboradores (2002) usaram estratégias de PCR para
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clonar os loci PHA de B. caryophylli AS 1.2741 e demonstraram claramente a existéncia de
dois genes phaC. Assim, além de possuir o 0 gene phaC de classe |I, que tem maior
especificidade por monémeros 3HB, também carrega em seu genoma, genes phaC de classe
I1, que tem especificidade por monémeros 3HHx, 3HO e 3HD (HANG et al., 2002).

No caso dos isolados SCU 63 e SCU 66 ndo € possivel propor a existéncia de outro
gene phaC, ja que os resultados obtidos neste trabalho, bem como por Licio (2011),

demonstram o acumulo apenas de P3HB, tanto a partir de glicose como de acido octandico.

5.3.2 Clonagem dos genes phaC dos isolados SCU 63 e SCU 66

Apds a deteccdo do gene phaC dos isolados SCU 63 e SCU 66 , 0 passo seguinte
consistiu na clonagem destes no plasmideo pPBBR1IMCS-2 (KOVACH et al., 1995). Para a
clonagem, foram desenhados os oligonucleotideos EcoRVcreator2 F e Saclcreator R. Estes
oligonucleotideos além de carregar sequéncias para os sitios de restricdo das enzima ECORV e
Sacl, amplificam uma regido a montante da regido codificadora e que compreende uma
possivel regido promotora.

Os oligonucleotideos foram desenhados com base na sequéncia deste locus génico em
Burkholderia cepacia GG4, uma vez que correspondia a uma das linhagens que apresentava
maior similaridade e seu genoma inteiro ja havia sido sequenciado. A PCR in silico indicava
um amplicon de 2257 pb. O resultado da amplificacdo dos genes phaC dos isolados SCU 63 e
SCU 66 estdo apresentados na Figura 11.

ol

Figura 11 Perfil eletroforético em gel de agarose 1% (m/v), resultante da amplificacdo por PCR
usando os oligonucleotideos EcoRV 2creator F e Sacl creator R. Linha 1: SCU 63, Linha
2: SCU 66, Linha 3: Padrad 1 Kb DNA Ladder Plus (Fermentas).

Para este trabalho, também foi clonado o gene phaC de Burkholderia sacchari LFM

101, com fins de ter um controle de referéncia para os experimentos de producao de PHA em
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linhagens recombinantes. Os oligonucleotideos PhaCBs F e PhaCBs R, foram desenhados
com base na sequéncia do gene previamente sequenciada. Estes oligonucleotideos além de
carregar sequéncias para os sitios de restricdo das enzima BamHI e Sacl, amplificam a regido
promotora e PCR in silico indicava um tamanho de amplicon de 2380 bp. Na Figura 12 é

apresentado a amplificacdo do gene phaC de B. sacchari apresentado o tamanho esperado.
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Figura 12 Perfil eletroforético em gel de agarose 1% (m/v), resultante da amplificacdo por PCR
usando os oligonucleotideos PhaCBs F e PhaCBs R. Linha 1: Padrad 1 Kb DNA Ladder
Plus (Fermentas), Linha 2: B. sacchari LFM 101.

Os amplicons e o plasmideo pBBR1MCS-2 foram digeridos com as enzimas de
restricdo EcoRV e Sacl, BamHI e Sacl. Em seguida, realizou-se a ligacdo com a enzima T4
DNA ligase dos fragmentos de DNA contendo os genes de interesse ao plasmideo (Figura
13). A orientacdo de clonagem esta de tal forma que a transcricdo do gene pode ser dirigida

tanto pelo promotor lac como por seu proprio promotor.

mob 6672..74 70|

pBBRMCS-2::phaCBs

7470bp

1844..4251 p Bs|
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mob 65557357

4611252 KanR

pBBRMCS-2::phaC

735Thp

1865 EcoRV

rep 5565..4903

N

/ 186E..4138 pha(]
B Sacl 4138

Figura 13 Representacdo dos plasmideos pPBBRMCS-2 contendo os genes clonados. Este vetor
apresenta resisténcia & canamicina (kan), com genes de mobilizagdo (mob) e replicagdo
(rep) e o promotor lac. A-) pPBBRMCS-2::phaC de Burkholderia sacchari, indicando os
sitios de restricdo BamHI e Sacl. B-) pPBBRMCS-2::phaC dos isolados SCU 63 e SCU
66, indicando os sitios de restri¢do EcoRV e Sacl.

Os produtos de ligacao foram transferidos a linhagem E. coli DH5a. por transformagao
com choque elétrico, sendo posteriormente semeadas em meio mineral. A seguir, foram
selecionadas pelo método da alfa-complementacdo, doze coldnias que possivelmente
continham o gene phaC do isolado SCU 66 e duas colénias que continham possivelmente o
gene phaC do isolado SCU 63.

Para confirmar o resultado foi feito uma PCR usando os oligonucleotideos
EcoRVcreator2 F e Saclcreator R. Na Figura 14, das doze coldnias selecionadas relacionadas
a clonagem do gene phaC da linhagem SCU 66, sete apresentaram amplicons do tamanho
esperado (2257 pb). Com relacdo ao isolado SCU 63, foram avaliadas duas col6nias brancas
e duas colbnias azuis para conferir a existéncia de clones positivos com o gene phaC do
isolado SCU 63. Como se observa na Figura 15, os dois clones brancos apresentaram o
amplicon esperado, ou seja, devem conter o gene phaC.

Com o intuito de confirmar se a inser¢cdo do gene phaC dos isolados foi feita com
sucesso no plasmideo pBBRMCS-2, foi realizado o sequenciamento a partir de produtos de
PCR do clone pBBRMCS-2::phaCscusscs € pPBBRMCS-2::phaCscussci, usando todos os
oligonucleotideos anteriormente desenhados neste trabalho para a identificacdo do gene phaC
de cada um dos isolados.

Buscando-se por sequéncias similares com a ferramenta BLASTN, para o clone
pPBBRMCS-2::phaCscussci, 0bservou-se uma similaridade entre 91 e 96% com o gene phaC
da linhagem Burkholderia cepacia GG4 e, para o clone pBBRMCS-2::phaCscusscs,
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observou-se uma similaridade de 94% na maioria das sequéncias analisadas para este clone,

confirmando assim, que o gene foi inserido como esperado no plasmideo.
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Figura 14 Perfil eletroforético em gel de agarose 1% (m/v), resultante da amplificacdo por PCR
utilizando clones positivos para clonagem do gene phaC do isolado SCU 66. Linha 1:
Padrad 1 Kb DNA Ladder Plus (Fermentas), Linha 2: col6nia 1, Linha 3: colbnia 2, Linha
4: colbnia 3, Linha 5: col6nia 4, Linha 6: coldnia 5, Linha 7: coldnia 6, Linha 8: coldnia
7, Linha 9: col6nia 8, Linha 10: col6nia 9, Linha 11: colbnia 10, Linha 12: coldnia 11,

Linha 13: coldnia 12, Linha 14: controle positivo DNA genémico do isolado SCU 66,
Linha 15: controle negativo (agua).
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Figura 15 Perfil eletroforético em gel de agarose 1% (m/v), resultante da amplificacdo por PCR
utilizando clones positivos (brancos) e negativos (azuis) para a clonagem do gene phaC
de SCU 63. Linha 1: Padrad 1 Kb DNA Ladder Plus (Fermentas), Linha 2: DNA
genémico do SCU 63, Linha 3: col6nia azul 1, Linha 4: col6nia azul 2 , Linha 5: colénia
branca 1, Linha 6: col6nia branca 2.

Para a anéalise de regibes promotoras, usou-se o programa BPROM como foi descrito
anteriormente, sendo que nas duas sequéncias analisadas, encontrou-se uma regido

promotora.
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pBBRMCS-2::phaCscussci

> EcoRVCreator2 F -35 box -10 box

ATCGCGRAGTCAGTCAATAAAAATGTTTTATGTTTCGCCAGAACCCTTGTCCCGTCTGTTGCGCGCGGATTATCTCCGTGCAG
AAATGTTCAGTGGTTTGACATGGCGCTTCACATGGGGAAAACGATAATGATAAAAATACCGCACTGCGGCAGAATCTGGAGAC
GCCTCTCCAGAGCATGACGGCCCGGCTCGCAGCCGGCACGCCGCGCGCGAGCAGGATTTCACGATTGACGCTCACGAATCACC
GGTAAGGCAGGTAATGACAGCATCGAAAAATTCGTCGACGTCCGCTCAGGCGGGCACTTCCGCGGGCAGCACCGGATTCGATC
CGGCCGCCCAGCCGATGCWKSWGATGTTCGAGTCGTGGTTGACCGCGTGGCGCGGTTTTGCAGATCCGGCGCGCGCCGCGACT
GCATCGGCCACCGTGAATCCGTTCGCGACATT

> test sequence

Length of sequence- 442

Threshold for promoters - 0.20

Number of predicted promoters - 1
Promoter Pos: 145 LDF- 3.08

-10 box at pos. 130 TGATAAARA Score 37
-35 box at pos. 109 TTCACA Score 46

Oligonucleotides from known TF binding sites:

For promoter at 145:
fur: ATAATGAT at position 126 Score - 6
argR: ATAARAAT at position 132 Score - 10

pBBRMCS-2::phaCscusscs

> EcoRVCreator2 F

-10 box -35 box
TTGCATGCGCGGCTGAATGAAAAATCGCGAAGTCAAGTCAATAAAAATGTTTTATGTTTCGCCAGAACCCTTGTCCCGTCTGT
TGCGCGCGGATTATCTCCGTGCAGAAATGTTCAGTGGTTTGACATGGCGCTTCACATGGGGAAAACGATAATGATAAARATAC
CGCACTGCGGCAGAATCTGGAGACGCCTCTCCAGAGCATGACGGCCCGGCTCGCAGCCGGCACGCCGCGCGCGAGCAGGATTT
CACGATTGACGCTCACGAATCACCGGTAAGGCAGGTAATGACAGCATCGAAARAATTCGTCGACGTCCGCTCAGGCGGGCACTT
CCGCGGGCAGCACCGGATTCGATCCGGCCGCCCAGCCGATKYWKYAGATGTTCGAGTCGTGGTTGACCGCGTGGCGCGGTTTT
GCAGATCCGGCGCGCGCCGCGACTGCATCGGCCACCGTGAATCCGTTCGCGACATTCCAGT

> test sequence

Length of sequence- 476

Threshold for promoters - 0.20

Number of predicted promoters - 1
Promoter Pos: 170 LDF- 3.09

-10 box at pos. 155 TGATAAAAA Score 37
-35 box at pos. 134 TTCACA Score 46

Oligonucleotides from known TF binding sites:

For promoter at 170:
fur: ATAATGAT at position 151 Score - 6
argR: ATAAAAAT at position 157 Score - 10

5.3.3 Producéo de polihidroxialcanoatos por linhagens recombinantes

Para a construcdo das linhagens recombinantes, foi necessario transferir os plasmideos
pBBR1MCS-2::phaCscuss € pPBBR1IMCS-2::phaCscuss para a linhagem E.coli S17-1, que
possui a propriedade de transferir material genético horizontalmente por conjugacdo. Esta

ualtima linhagem foi submetida a conjugacdo com Pseudomonas sp. LFM 461 e B. sacchari
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LFM 344, linhagens que se caracterizam por ser deficientes no acimulo de PHA (PHA"). Para
a selecdo dos transconjugantes, cada um dos clones foi semeado em meio mineral com glicose
e canamicina MMGK, pois E. coli S17-1 ndo consegue crescer em meio mineral e B. sacchari
LFM344 e Pseudomonas sp. LFM461 sdo sensiveis a canamicina .

Posteriormente a obtencdo das linhagens recombinantes de B. sacchari LFM344 e
Pseudomonas sp. LFM461, realizou-se a prova qualitativa de Sudan Black B para deteccdo da
producdo de PHA, que consiste em um corante azul que determina a producao desse polimero
(SCHLEGEL,; LAFFERTY; KRAUSS, 1970). Um dos clones obtidos foi semeado em meio
MMGK, incubado por 96 horas a 30 °C e corado. Como controles negativos foram usadas as
linhagens LFM 461 e LFM 344 com o pBBR1MCS-2 sem inserto e como controles positivos
as linhagens B. sacchari LFM 101 e Pseudomonas sp LFM 046 abrigando 0 mesmo
plasmideo sem inserto (Figura 16).

Foi demonstrado que para as linhagens recombinantes de Burkholderia sacchari LFM
344, contendo 0 PBBR1MCS-2::phaCscuss, houve um acimulo de PHA, porque atingiram
uma cor azul igual a do controle positivo (LFM 101). Como também para as linhagens
recombinantes de Pseudomonas sp. LFM 461, contendo o plasmideo PBBR1MCS-

2::phaCscuss, demostrando ter um acumulo de PHA.
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Figura 16  Analise qualitativa de acimulo de PHA nas linhagens recombinantes, usando o corante
lipofilico Sudan Black. A: LFM 461 com pBBRMCS-2::phaCscyss COntrole positivo
(+) LFM 046, controle negativo (-) LFM 461 com pBBRMCS-2 sem inserto. B: LFM
344 com pBBRMCS-2::phaCscues, controle positivo (+) LFM 101, controle negativo (-)
LFM 344 com pBBRMCS-2 sem inserto. C: LFM 344 com pBBRMCS-2::phaCscuss,
controle negativo (-) LFM 344 com pBBRMCS-2 sem inserto. D: LFM 461 com
pBBRMCS-2::phaCscyes, controle negativo (-) LFM 461 com pBBRMCS-2 sem
inserto.

No caso das linhagens recombinantes contendo o plasmideo PBBR1MCS-
2::phaCscuss, foram obtidos resultados parecidos. As linhagens B. sacchari LFM 344 com o
plasmideo PBBR1IMCS-2::phaCscuss, apresentaram uma cor azul intensa comparada com o
controle negativo (B. sacchari LFM 344 com o plasmideo pBBBRMCS-2 sem inserto),
indicando que s&o capazes de acumular PHA. A coloragdo nas linhagens recombinantes de
Pseudomonas sp. LFM 461 ¢é apresentada em uma baixa intensidade, mas foi maior do que a
obtida pelo controle negativo (Pseudomonas sp. LFM 461 com o plasmideo pBBR1MCS-2
sem inserto).

Os corantes lipofilicos como o Sudan Black B, Nile blue A e Nile red A, sdo
normalmente utilizados para corar col6nias e distinguir entre linhagens que acumulam e nédo
acumulam PHA. Sdo métodos muitos sensiveis e a aplicacdo destes protocolos para a selecdo
de um grande nimero de clones é muito eficiente (SPIEKERMANN et al., 1999).

A prova qualitativa do Sudan Black B precisa de outros métodos para confirmar a
capacidade de producdo de PHA em bactérias porque o corante sendo lipofilico pode as vezes
detectar granulos de lipideos que diferem na natureza e composicéo de PHAs (CHAUDHRY
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et al., 2011). Por isso, decidiu-se realizar provas quantitativas de producdo de PHA para todas
as linhagens recombinantes, mesmo que nao tivessem produzido coloragéo.

Com objetivo de confirmar os resultados anteriores, procederam-se com os cultivos de
acumulo em frascos agitados, usando glicose como fonte de carbono (10 g/L). Os cultivos de
acumulo com a linhagem recombinante Pseudomonas sp. LFM 461 sdo apresentados na
Tabela 13. Novamente, os controles positivo e negativo para este ensaio foram,
respectivamente, a linhagem selvagem Pseudomonas sp. LFM 046 e seu mutante
Pseudomonas sp. LFM 461, ambas contendo o plasmideo pBBRMCS-2 sem inserto.

Apobs de 72 horas de cultivo, como esperado, ndo foi detectado qualquer PHA no
cultivo do mutante Pseudomonas sp. LFM461 e para linhagem selvagem (Pseudomonas sp.
LFM 046) observou-se em média o acimulo de PHA correspondendo a 40% da massa seca
celular. O principal monémero detectado foi o 3-hidroxidecanoato (3HD), como é observado
comumente em PHA produzidos por Pseudomonas a partir de carboidratos (GOMEZ, 2000).
As linhagens recombinantes Pseudomonas sp. LFM461 pBBRMCS-2::phaCscuss €
pBBRMCS-2::phaCscuss acumularam PHA correspondendo a 3,93 e 2,48% da massa seca
celular, respectivamente. A composi¢cdo do PHA produzido foi similar para as duas linhagens,
sendo detectados os constituintes 3HB, 3HO e 3HD, embora, a fragdo de 3HB foi maior para
a linhagem Pseudomonas sp. LFM461 pBBRMCS-2::phaCscy s3. De qualquer forma, as duas
linhagens recombinantes apresentaram teores de PHA acumulados bastante baixos.

Gomes (2009) avaliou a capacidade de producdo de PHA com a linhagem
Pseudomonas sp. LFM 461 abrigando o gene phaC de Ralstonia eutropha, obtendo valores de
acumulo de PHA correspondendo a 30,16% da massa seca celular e uma fracdo molar de 3HB
de 95,10 mol%, usando glicose como fonte de carbono. Os monémeros detectados em fragoes
menores foram 3HHx e 3HO, sugeriram a produgdo do copolimero P(3HB-co-3HHXx-co-
3HO) (GOMES, 2009).

Outro trabalho que demonstra o potencial do gene phaC de classe | em incorporar
mondmeros HAucL a cadeia principal do polimero a partir dos produtos metabodlicos de
espécies de Pseudomonas sp., foi realizado por Shin e colaboradores (2002), que inseriram o
operon phaCAB de Ralstonia eutropha H16, na linhagem Pseudomonas putida KT2440. Apds
a inser¢do do operon, a linhagem recombinante foi cultivada com diferentes fontes de
carbono, como glicose, gliconato e varios acidos graxos, para identificar a fonte de carbono

mais adequada para a producdo de misturas de PHA. O maior acimulo de PHA foi de 41%
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da massa seca celular (MSC), dos quais 77,9 mol% é de 3HB, 2,4 mol% 3HHX, 4,5 mol%
3HO, 11,8 mol% 3HD e 3,4 mol% 3HDD (SHIN et al., 2002).

Tabela 13 Producdo de PHA usando glicose (10g/L) como fonte de carbono por linhagens
recombinantes de Pseudomonas sp. LFM461 abrigando os genes phaC dos isolados SCU

63 e SCU 66.
Linhagem MSC PHA (mol%) PHA
(/L) 3HB _ 3HHx 3HO 3HD 3HDd  (%MSC)
243 655 000 000 000 000 000 0,00
LFM 461 252 650 000 000 000 000 0,00 0,00
PBBRMCS-2
241 653 000 000 000 000 000 0,00
Média 245 653 000 000 000 000 0,00 0,00
Desvio-padrao +0,06 +0,03 +0,00 +0,00 +0,00 0,00 +0,00  +0,00
LFM 046 446 648 000 358 3173 60,03 466 42,62
PBBRMCS-2 430 647 000 329 3343 5893 434 39,31
401 647 000 321 3272 60,73 334 38,16
Média 426 647 000 336 3263 5990 411 40,03
Desvio-padréo +022 001 +0,00 0,19 +0,85 091 +0,69  +232
LFM 461 265 6,16 8734 000 000 638 628 5.45
pBBRMCS- 246 644 8646 000 000 7.8 626 223
2::phaCscues 248 648 8576 000 000 752 671 4,12
Média 253 636 8652 000 000 7,06 642 3,93
Desvio-padréo 010 017 079 000 000 060 025 1,62
LFM 461 195 642 5370 000 000 2324 2306 2,47
PBBRMCS- 173 493 6051 000 000 19,67 1982 247
2::phaCscuss 2,40 6,47 5595 0,00 0,00 2276 21,29 2,51
Média 203 594 5672 000 000 21,89 21,39 2,48
Desvio-padréo 034 08 347 000 000 194 162 0,02

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HHXx- 3-hidroxihexanoato; 3HO- 3-hidroxioctanoato; 3HD-
3-hidroxidecanoato; 3HDDd-3-hidroxidodecanoato; PHA- Polihidroxialcanoato.

Licio (2011) realizou ensaios de acimulo com a linhagem Pseudomonas sp. LFM 461
a qual continha o gene phaC do isolado RMP 1058B II, obtendo como resultado a producéo
de PHA correspondendo a 1% da massa seca celular (MSC), sugerindo que, além do gene
phaC, também deve ser clonado o gene phaR, ja que outros estudos demostraram que a
auséncia do gene phaR pode causar niveis baixos de acumulo de PHA em linhagens
recombinantes de Pseudomonas (CHAUDHRY et al., 2011; LICIO, 2011; MATSUSAKI et
al., 1998).

No trabalho realizado por Matsusaki e colaboradores (1998), foi isolada a partir de
amostras de solo a linhagem Pseudomonas sp. 61-3, a qual produz uma mistura de um
homopolimero (3HB) e um copolimero aleatério P(3HB-co-3HA), formando dois diferentes
tipos de granulos de poliésteres na mesma celula. Os autores sugeriram que a linhagem
Pseudomonas 61-3 possuia dois tipos de PHA sintases com diferentes especificidades pelo

substrato. Para confirmar tal hipdtese, clonaram e sequenciaram 0s genes que participam na
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biossintese de P(3HB) e P(3HB-co-3HA), avaliando seu potencial por expressdo heterdloga
com linhagens mutantes de P. putida e R. eutropha. A existéncia de dois tipos de PHA sintase
foi confirmado e o gene phaC apresentava homologia com o gene phaC de Ralstonia
eutropha, mas a organizacdo na qual se encontrou o gene ndo era igual a de Ralstonia
eutropha, a organizacdo do operon no qual estava o gene phaC de classe | da linhagem 61-3
era phaBAC, a montante do gene phaB foi encontrado uma ORF com uma orientacdo oposta
aos outros trés genes. Aguela ORF foi denominada phaR, cuja sequéncia de aminoacidos era
similar com proteinas reguladoras de transcricdo que pertencem a familia AraC, tais como
OruR de P. aeruginosa. Quando foram feitos experimentos de expressao heteréloga com as
linhagens mutantes de P. putida e Ralstonia eutropha, o operon phaBAC sem o phaR, foi
capaz de restabelecer a capacidade de acimulo de PHA em mutante de Ralstonia eutropha,
mas ndo em mutante de P. putida. Contudo, quando o phaR foi inserido junto com o operon
phaBAC, a linhagem recombinante apresentou um acumulo de PHA correspondendo a 20 %
da massa seca celular, dos quais 100 mol% eram de 3HB. Também, se observou, acimulo sé
guando apenas os genes phaC e phaR foram inseridos, entretanto, o teor de PHA acumulado
correspondeu a 1% da massa seca celular, concluindo que a ativacdo do gene phaC depende
do produto de phaR em linhagens pertencentes ao género Pseudomonas sp. (MATSUSAKI et
al., 1998).

Os ensaios de acimulo com as linhagens derivadas de Burkholderia sacchari estdo
apresentados na Tabela 14. Os controles positivos para este experimento foram a linhagem
selvagem Burkholderia sacchari LFM 101 e B. sacchari LFM344 pBBRMCS-2::phaCags.

Contrério aos resultados obtidos com as linhagens recombinantes obtidas a partir de
Pseudomonas sp. LFM 461 (Tabela 13), os ensaios de acimulo de PHA utilizando a
linhagens recombinantes de Burkholderia sacchari LFM 344 (Tabela 14) demonstraram que
todos as linhagens conseguiam acumular PHA, especificamente P3HB. A linhagem
recombinante B. sacchari LFM 344 pBBRMCS-2::phaCscuss foi a que mais acumulou PHA,
correspondendo a 50,64% da massa seca celular (MSC). A que menos acumulou foi B.
sacchari LFM 344 pBBRMCS-2::phaCgs, que atingiu um teor de polimero correspondendo a
aproximadamente 27% da massa seca celular (MSC), o pH do meio ndo diminuiu
expressivamente em nenhuma das linhagens recombinante.

A transcricdo dos genes phaC em linhagens recombinantes de Burkholderia PHA™ é
independente de um regulador transcricional como o PhaR. O mesmo ocorre em linhagens

recombinantes de Ralstonia eutropha P3HB", quando albergam genes phaC de Pseudomonas,
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sugerindo que a expressdo de phaC é regulada por um promotor cuja funcdo ndo depende de

PhaR, ou de um regulador préprio da linhagem que pode substituir PhaR (KESSLER;
WITHOLT, 2001).

Tabela 14 Producdo de PHA por linhagens recombinantes de Burkholderia sacchari LFM 344
abrigando os genes phaC dos isolados SCU 63 e SCU 66 usando glicose (10g/L) como
fonte de carbono em 72 h de cultivo

_ MSC PHA (mol%) PHA  PHA
Linhagem pH 0
(9/L) 3HB 3HH, 3HO 3HD 3HD, (%MSC) (g/L)
LEM 101 4,81 6,59 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 48,16 2,32
PBBRIMCS-2 4,90 6,59 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 38,92 1,91
5,01 6,57 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 36,87 1,85
Média 4,91 6,58 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 41,32 2,02
Desvio-padréo +0,10 0,01 +0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 16,01 +0,26
LFM 344 4,61 6,58 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 27,84 1,28
pBBR1IMCS- 4,61 6,57 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 23,00 1,06
2::phaCes 4,61 6,56 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 29,89 1,38
Média 4,61 6,57 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 26,91 1,24
Desvio-padréo +0,00 0,01 +0,00 +0,00 0,00 0,00 0,00 +3,54 +0,16
LEM 344 4,66 7,12 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 54,75 2,55
pPBBRIMCS- 4,58 7,12 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 53,42 2,45
2::phaCscuss 4,32 7,12 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 43,73 1,89
Média 4,52 7,12 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 50,64 2,30
Desvio-padréo +0,18 0,00 +0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,01 +0,36
LFM 344 4,39 7,13 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 42,71 1,87
pBBR1MCS- 451 7,14 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 45,99 2,07
2::phaCscues 4,45 7,13 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 42,34 1,88
Média 4,45 7,13 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 43,68 1,94

Desvio-padrdo  #0,06 0,01 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 +2,01 40,11

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HHx- 3-hidroxihexanoato; 3HO- 3- hidroxioctanoato;
3HD- 3- hidroxidecanoato; 3HDd- 3- hidroxidodecanoato PHA- Polihidroxialcanoato

Com este experimento foi possivel confirmar que os genes phaC dos isolados SCU 63
e SCU 66 tém especificidade para incorporar monémeros de 3HB na cadeia principal para
formar o polimero usando glicose como fonte de carbono. Entretanto, tem se demostrado que
as PHA sintases podem ter uma especificidade mais ampla pelo substrato, quando sé&o
realizados cultivos de acumulo utilizando outras fontes de carbono como os &cidos
propidnico, valérico e hexandico. Dennis e colaboradores. (1998) demostraram que 0 gene
phaC de Ralstonia eutropha era capaz de incorporar, além de monémeros 3HB, monémeros
3HHXx, formando o copolimero P(3HB-co-3HHX) em linhagens recombinantes de Klebsiella

aerogenes, Pseudomonas putida GPp104 e em mutantes de Ralstonia eutropha, usando como
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fonte de carbono diferentes &cidos graxos, como o0 &cido hexandico, octanoico, decandico e
oléico (DENNIS et al., 1998).

Assim, neste trabalhou decidou-se avaliar a capacidade metabdlica das bactérias
recombinantes B.sacchari LFM 344 pBBRMSC-2::phaCscuss € B.sacchari LFM 344
pBBRMSC-2:phaCscuss, na incorporacdo de outros monémeros além do 3HB, usando glicose
e, como co-substrato, os acidos propiénico, butirico, valérico, hexandico, heptandico,
octanoico, nonanoico e 4-Hidroxibutirico.

As linhagens recombinantes inicialmente foram cultivadas em meio LB por 24 h a 30
°C. ApOs esse periodo, inoculou-se meio mineral, contendo nitrogénio em concentracao
limitada e glicose em excesso. Com 24 h de cultivo, quando o nitrogénio estava totalmente
consumido, um dos 4cidos era adicionado para uma concentracdo de 1 g/L (acidos propionico,
butirico, valérico, hexandico, heptandico, octandico, nonandico e 4-Hidroxibutirico), por 48 h
a 30 °C. Foram retiradas amostras ap6s 24 h e 72 h de cultivo para analises posteriores (pH,
massa seca celular e PHA).

Na tabela 15 séo apresentados os resultados correspondentes aos experimentos nos
quais o acido propibnico foi fornecido como co-substrato para linhagens estudadas de B.

sacchari.

Tabela 15 Producdo de PHA por linhagens de B. sacchari usando glicose (10g/L) e acido propi6nico
(1g/L) como fontes de carbono. Os dados correspondem a média dos experimentos em
triplicata e seu respectivo desvio padréo.

Micro- Tempo MSC oH PHA (mol%) PHA PHA
organismo (h) (o/L) 3HB 3HV 3HHx (%MSC)  (g/L)
" 265 615 1000 000 000 50,90 135
LFM 101 7011 %014 4000 000 000 _ %350 +013
PBBRIMCS-2 o 482 738 9653 349 000 52.69 254
1040 +005 %010 012 +000 #4725 10,33
246 641 1000 000 _ 000 41.70 102
LFM 344 24h 1009 000 %000 %000 000  +4.23 $0.07
PBBRIMCS- =0 e = F S S — =
c 460 726 1000 000 000 34.76 142
2::phaCpgs 72 h
1017 $002 2000 000 000 258 +013
203 662 100 000 000 50,08 101
LFM 344 24 1026 021 000 =000 000 %624 0,10
PBBRIMCS- + el Y P T 0, =,
2 phaCacun ot 439 791 9746 254 000 38.27 1,69
1064 1022 1045 2045 000 634 10,44
194 625 1000 000 000 5208 101
LFM 344 24h 1002 009 000 %000 000 %359 008
PBBRIMCS- et e At et et = =
i 385 773 9735 265 000 3315 128
2::phaCscuss 72 h
$011 2002 031 %031 000 %560 1022

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HV- 3-hidroxivalerato; 3HHx- 3-hidroxihexanoato; PHA-
Polihidroxialcanoato
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Durante as primeiras 24 h de cultivo todas as linhagens avaliadas atingiram massas
secas celulares com valores de aproximadamente 2 g/L, sendo maior para a linhagem
selvagem B. sacchari LFM 101 com 2,65 g/L. Quanto ao pH, os valores cairam apés as
primerias 24 horas de cultivo. O teor de PHA acumulado j& correspondia a aproximadamente
50% da massa seca celular, exceto para a linhagem B. sacchari LMF344 pBBR1MCS-
2::phaCpgs

Apobs as primeiras 24 h de cultivo, todas as linhagens avaliadas atingiram
massas secas celulares com valores de aproximadamente 2 g/L, sendo maior para a linhagem
selvagem B. sacchari LFM 101 com 2,65 g/L. Quanto ao pH, os valores cairam apds as
primerias 24 horas de cultivo. O teor de PHA acumulado ja correspondia a aproximadamente
50% da massa seca celular, exceto para a linhagem B. sacchari LMF344 pBBR1MCS-
2::phaCas.

Apds de 72 h de cultivo, as massas secas celulares atingiram mais que 4g/L, exceto
para a linhagem LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss que atingiu 3,85 g/L. Os valores de pH
aumentaram, atingindo valores superiores a 7,0. Com relagdo ao teor de PHA acumulado,
apenas para linhagem selvagem B. sacchari LFM 101 foi observado um aumento. Além disso,
detectou-se a incorporacdo de monémeros 3HV, correspondendo a 3,49 mol%. Este resultado
é compativel com a literaratura, que confirma a producdo do copolimero P(3HB-co-3HV)
qguando o &cido propibnico é oferecido como co-substrato (GOMEZ et al., 1996; SILVA,
1998).

Para as linhagens recombinantes o resultado foi inverso, ou seja, apos de 72 h de
cultivo, o teor de PHA acumulado é inferior aquele detectado com 24 horas de cultivo,
embora ainda se observe um aumento na concentragdo de PHA. N&o se observa a
incorporagdo do mondmero 3HV a cadeia polimérica.

Existem varias razdes pelas quais 0 mondmero 3HV ndo foi evidenciado. Uma delas
seria a ndo deteccdo do mondmero pela cromatografia gasosa, devido as quantidades do
mondmero nestas condi¢des serem muito pequenas. Geralmente a fragdo de 3HV incorporada
ao polimero € baixa, uma vez que, além de servir como co-substrato para unidades 3HV, o
acido propiénico também pode ser assimilado para o crescimento celular (DOI et al., 1987). O
acido propibnico é rapidamente e eficientemente degradado pelas células bacterianas, e seu
uso durante a fase de multiplicagdo celular ou mesmo para manutencdo celular, implica em
um maior desperdicio, impedindo que sejam sintetizadas as unidades 3HV (CHANPRATEEP,
2010).
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Silva e colaboradores (2000) a partir da constru¢do de mutantes, obtidos por irradiagdo
ultravioleta, de Burkholderia sacchari LFM 101, determinaram que a baixa conversdo de
acido propidnico a 3HV pela via de sintese de polimero é decorrente da existéncia de ao
menos duas vias do catabolismo que competem pelo substrato, a a-oxidagdo e o ciclo de 2-
metilcitrato (2MCC), sendo esta Gltima comprovada no nivel molecular (SILVA et al., 2000).

A segunda razdo pode ser que a concentracdo utilizada de &cido propibnico afete a
incorporacdo de unidades 3HV a cadeia principal do polimero, podendo ser, que a
concentragdes maiores ou menores, a incorpora¢do do mondmero seja mais eficiente. Kim e
colaboradores (1992) verificaram o efeito do &cido propiénico na producdo de P(3HB-co-
3HV) por Ralstonia eutropha ATCC 17699 a partir de frutose e &cido propibnico, sob
limitacdo de nitrogénio. Relataram que o crescimento microbiano foi completamente inibido
em concentracfes de acido propiénico maiores que 1,5 g/L e que a maior velocidade de
producdo de unidades 3HV, foi obtida quando a concentracdo de acido foi de 0,5 g/L, obtendo
mais de 70% de polimero com a fracdo de unidades de 3HV correspondendo a 50% (KIM et
al., 1992). Matsumoto e colaboradores (2011) avaliaram a producdo do copolimero P(3HB-
co-3HV) em linhagens recombinantes de Corynebacterium glutamicum abrigando os genes da
biossintese de PHA de Ralstonia eutropha. As bactérias inicialmente cresceram usando
glicose e posteriormente os cultivos foram alimentados com diferentes concentragdes entre 0-
2% (m/v) de acido propidnico como precursor do mondomero 3HV, conseguindo fragdes
molares entre 0,2-11 mol% de 3HV. O conteudo de PHA aumentou proporcionalmente com a
adicdo de é&cido propibnico embora a fracdo molar de 3HV no polimero foi baixa
(MATSUMOTO et al., 2011).

A terceira razdo pode ser que o gene phaC pertencente aos isolados SCU 63 e SCU 66
ndo tenha especificidade por incorporar monémeros 3HV a cadeia principal do polimero,
apesar da bactéria fornecer os substratos para a incorporagdo. Esta hipotese é negada logo a
sequir, pois, utilizando &cido valérico com co-substrato, a fracdo de 3HV atingida com a
expressao das PHA sintases destes isolados € igual ou mesmo maior que os valores atingindos
pela expressdo da PHA sintase de B. sacchari. Assim, uma quarta hipdtese € que a reagdo de
condensacdo de propionil-CoA e acetil-CoA esta limitada na mutante B. sacchari LFM344,
uma vez que nenhuma das linhagens recombinantes produziu polimeros contendo 3HV.
Schubert e colaboradores (1988) verificaram que mutagdes no gene phaC produzium efeitos
polares nos genes phaA e phaB, reduzindo seu nivel de expressdo. Se PhaA desempenhar um
papel importante na condensacdo de unidades 3HV em B. sacchari, efeitos polares da
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mutacdo no gene phaC sobre o gene phaA, explicariam os resultados obtidos com o mutante
B. sacchari LMF344. Entretanto, segundo Slater e colaboradores (1988), a p-cetotiolase
codificada por bktB que desempenha o principal papel na condensacdo de acetil-CoA e
propionil-CoA (SCHUBERT et al., 1988; SLATER et al., 1998).

Na Tabela 16 sdo apresentados os resultados quando o acido butirico foi fornecido
como co-susbstrato. Observou-se que em todas as linhagens somente houve acumulo de
monomeros 3HB, tanto nas primeiras 24 h como nas 72 h do experimento. Para a linhagem
selvagem B. sacchari LFM 101 a massa seca celular aumentou de 2,46 g/L (24h) para 5,17
g/L (72h), na concentracdo total do polimero também houve um aumento consideravel de
2,18 g/L no final do ensaio. Enquanto a linhagem a pesar de que houve um aumento da massa
seca celular, a concentracgdo total do polimero resultou em um pouco aumento ja que de 0,98
g/L de PHA nas primeiras 24 h, passou para 1,61 g/L com um teor de 34,76% da massa seca
celular ao final do ensaio. Nas linhagens recombinantes construidas neste ensaio a que maior
concentracdo de polimero apresentou depois de 72 h, foi a linhagem LFM 344 pBBRMCS-
2:phaCscuss 2,12 g/L de PHA pertencentes a 47,70% da massa seca celular comparada quanto
a linhagem LFM 344 pBBRMCS-2:phaCscuss que produziu uma quantidade de 1,48 g/L, com
um teor de polimero de 38,27% da massa seca celular.

Fukui, Abe e Doi (2002) citaram que R. eutropha recombinante abrigando o gene bktB
era capaz de incorporar 3-hidroxihexanoil-CoA a cadeia principal do polimero, gerado pela
acdo da enzima BktB ao condensar acetil-CoA com butiril-CoA, fornecido pela acdo da
crotonil-CoA redutase de Streptomyces cinnamonensis sobre o substrato crotonil-CoA. Slater
e colaboradores (1998) ja haviam avaliado a afinidade do produto de bktB de R. Eutropha na
atividade de tiolase frente a diferente substratos. Embora tenha preferéncia por 3-cetrovaleril-
CoA, também catalisa de modo eficiente tidlise de 3-cetohexanoil-CoA (FUKUI; ABE; DOI,
2002).

Os resultados deste trabalho indicam que B. sacchari ndo é capaz de promover a
condensacdo de aceil-CoA e butiril-CoA para formar 3-cetohexanoil-CoA, que seria
posteriormente reduzido a 3HHX, em um mecanismo celular ao de Ralstonia eutropha.

Detectando apenas monémeros 3HB nas linhagens recombinantes
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Tabela 16 Producdo de PHA por linhagens de B. sacchari usando glicose (10g/L) e &cido butirico
(1g/L) como fontes de carbono. Os dados correspondem a média dos experimentos em
triplicata e seu respectivo desvio padrédo

Micro- Tempo MSC H PHA (mol%) PHA PHA
organismo @y P 3HB 30V 3HAx (WMSC)  (giL)
24 h 2,46 6,02 100,00 0,00 0,00 40,14 0,98
LFM 101 +0,07 +0,03 +0,00 +0,00 +0,00 +1,41 +0,00
pBBR1MCS-2 22 h 5,17 7,34 100,00 0,00 0,00 42.29 2,18
+0,06 +0,02 +0,00 +0,00 +0,00 +1,55 +0,09
LEM 344 24 h 2,51 6,39 100,00 0,00 0,00 38,64 0,98
PBBRIMCS- +0,27 +0,01 +0,00 +0,00 +0,00 +6,88 +0,27
2::phaCoc ok 463 7,30 10000 000 0,00 34,76 1,61
+0,08 +0,02 +0,00 +0,00 +0,00 +2,58 +0,09
LEM 344 24 h 2,00 6,70 100,00 0,00 0,00 41,63 0,82
PBBRIMCS- +0,10 +0,07 +0,00 +0,00 +0,00 +14,78 +0,26
2::phaCscugs ok 420 771 10000 000 0,00 47,70 2,12
+0,11 +0,03 +0,00 +0,00 +0,00 +1,95 +0,13
LEM 344 24 h 1,99 6,16 100,00 0,00 0,00 49,78 0,99
PBBRIMCS- +0,08 +0,03 +0,00 +0,00 +0,00 +5,14 +514
2::phaCscuss 721 3,90 7,78 100,00 0,00 0,00 38,27 1,48
+0,31 +0,03 +0,00 +0,00 +0,00 +7,14 +0,24

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HV- 3-hidroxivalerato; 3HHx- 3-hidroxihexanoato; PHA-
Polihidroxialcanoato

O uso do 4acido valérico (Tabela 17) promoveu o acimulo de PHA em todas as
linhagens contendo monémeros 3HB e 3HV, tendo uma maior fracdo molar de 3HV para
aquela que abriga o gene phaC do isolado SCU 63, com um valor de 21,38 mol%. A que
abriga o gene phaC do isolado SCU 66 apresenta uma maior fracdo molar comparada quanto
a linhagem selvagem, obtendo um valor de 15,19 mol% na sua composi¢do. Enquanto a
concentracdo total do polimero, todas as linhagens avaliadas apresentaram um aumento
consideravel ao longo do ensaio, sendo maior para a linhagem selvagem B. sacchari LFM
101, com um valor de 2,28 g¢g/L que equivalem a 44,52 % da massa seca celular. O
crescimento ndo foi inibido na presenca do &cido durante o ensaio, ja que em baixas
concentracdes de este acido o crescimento pode ser afetado (YU et al., 2002).0 acido valerico
também é utilizado como precursor de unidades de 3HV, sendo incorporado ao polimero
diretamente via valeril-CoA, o qual € oxidado a hidroxivaleril-CoA.

O uso do acido valérico proporciona uma maior incorpora¢do de unidades 3HV ao
copolimero quando comparado ao precursor acido propionico (HUSCHNER et al., 2014).

Khanna e Srivastava (2007), avaliaram em detalhe o efeito do acido valérico na
producdo de copolimero P(3HB-co-3HV) com relagdo ao seu tempo de adicdo e a
concentracdo de acido inicial na linhagem selvagem de Ralstonia eutropha NRRL B 14690.



82

Inicialmente, analisaram a capacidade de adicionar unidades 3HV usando diferentes acidos
além do valérico, com contracfes de 2 e 4 g/L e frutose com uma concentracéo de 40 g/L. Os
acidos eram adicionados 20 h logo do crescimento celular, determinando a biomassa e teor de
PHA depois de 60 h. Nos resultados obtidos pelos pesquisadores citados, primeiro confirmam
que o &cido valérico é um excelente precursor de unidades de 3HV, por outra parte,
determinaram que usando a concentragdo maior de 4 g/L a incorporagdo do mondmero foi
mais eficiente obtendo uma fracdo molar 62,06 mol% de 3HV, mas inversamente afetando o
crescimento celular. Logo disso, adicionaram &cido valérico em diferentes horas de cultivo e
na fase inicial comprovaram uma vez mais o efeito inibitorio no crescimento celular. Quando
0 &cido valérico era adicionado as 20 h de cultivo, quando o nitrogénio do meio estava quase
consumido e a sintese de polimeros praticamente iniciando, uma alta concentracdo tanto de
copolimero como de fracdo molar foi obtida com valores de 5,96 g/L e 24,8 mol% de 3HV.
Quando foi adicionado as 30 horas, uma grande quantidade de PHB j& tinha sido acumulado
nas células, levando a pouca utilizacdo do acido. Por conseguinte, a produgdo do copolimero
era muito baixa (KHANNA; SRIVASTAVA, 2007).

Tabela 17 Producdo de PHA por linhagens de B. sacchari usando glicose (10g/L) e &cido valérico
(1g/L) como fontes de carbono. Os dados correspondem a média dos experimentos em
triplicata e seu respectivo desvio padrdo.

Micro- Tempo MSC pH PHA (mol%o) PHA PHA
organismo (h) (9/L) 3HB 3HV  3HHx (%MSC)  (g/L)
ot 202 605 10000 000 000 271 124
LFM 101 +028  +007 #000 #000 #000 =183 +0.07
DBBRIMCS-2 o 512 720 8831 1169 0,00 4452 2.28
1005 001 %067 067 00 +4.80 $0.26
231 638 10000 000 000 37.75 0.87
LFM 344 24h $002 001 %000 000 000 232 +0.04
PBBRIMCS- = — — = % =
§ 414 719 8441 1559 0,00 28.95 1.20
2::phaCgs 72 h
1004 +002 #1131 #1131 +000 _ =085 +0.03
218 647 10000 000 _ 0,00 28,76 058
LFM 344 24 $022 %029  +000 000 #000 %332 008
pPBBR1MCS- 10, 0, 10, +0, +0, +3, +0,
—— . 440 722 7865 2135 000 25,81 112
$019 005 %698 698 %000 2432 020
203 671 10000 000 000 4530 0.92
LFM 344 24h 1008 008 %000 000 =000 /.25 1018
PBBRIMCS- = = = = 0 =
> 381 750 848l 1519 000 36,30 147
2::phaCscues 72 h
1016 $008 %277 277 %000 474 0,08

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HV- 3-hidroxivalerato; 3HHx- 3-hidroxihexanoato; PHA-
Polihidroxialcanoato
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Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a capacidade de espécies de
Burkholderia sp., em proporcionar diferentes mondmeros para sua incorporagdo em uma
cadeia polimérica, especificamente unidades de 3HV, usando &cido valérico como co-
substrato. Chee e colaboradores (2012) construiram una linhagem recombinante de
Burkholderia sp. JCM abrigando os gene phaC de Aeromonas caviae, conservando o gene
phaC nativo da bactéria. Com o objetivo de determinar a habilidade de esta linhagem em
incorporar monémeros diferentes ao 3HB, foi cultivada em valerato de sddio como co-
substrato. Copolimeros de P(3HB-co-3HV), foram produzidos por esta linhagem
recombinante com uma massa seca celular de 1 g/L, um teor de polimero de 21% da massa
seca celular, uma concentracdo de polimero total do ensaio (72 h) de 0,2 g/L e uma fracdo
molar de 91 mol% de 3 HV (CHEE et al., 2012).

Com relacdo a incorporacdo de mondémeros 3HV usando valerato de sédio e
propionato de sodio. Bhubalan e colaboradores (2008) reportaram que a incorporacdo de
monémeros 3HV foi melhor usando valerato de s6dio que a mesma quantidade de propionato
de sodio (BHUBALAN et al., 2008).

Com o uso do acido hexandico (Tabela 18) os resultados sdo muito interessantes ja
que a enzima PHA sintase dos isolados SCU 63 e SCU 66, foi capaz de incorporar
monémeros 3HHx a cadeia principal do polimero. Comparando com as linhagens de B.
sacchari usadas como controles, as linhagens recombinantes abrigando os genes phaC dos
diferentes isolados, acumulam fragdes maiores de 3HHx com valores de 1, 55 mol% para a
linhagem LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss € 1,00 mol% para a linhagem LFM 344
pBBR1MCS-2::phaCscuss. Como pode ser verificado no experimento com a linhagem
selvagem LFM 101 pBBR1MCS-2, houve um acumulo de 0,30 mol% do mondémero de 6
carbonos. Em estudos anteriores, a linhagem selvagem de B. sacchari demonstrou capacidade
para produzir PHA com uma fragdo molar do mondmero 3HHXx igual a1,06 mol% na presenca
de glicose 10 g/L e &cido hexandico 1g/L (MENDONCA et al., 2014).

Com relagdo & massa seca celular, em todas as linhagens avaliadas neste estudio,
apresentou-se um aumento entre as primeiras 24h e no final do ensaio, sendo maior na
linhagem selvagem que de 2,43 g/L nas primeiras 24h passou para 4,93 g/L no final do
ensaio. Para linhagem LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCgs apesar de que aumentou a massa seca
celular foi menor a quantidade comparada quanto linhagem selvagem com um valor de 3,96
g/L. No que respeita as linhagens que abrigam os genes phaC dos isolados avaliados neste
trabalho que que maior massa seca celular apresentou foi LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss



84

com uma massa seca celular final de 4 g/L. De acordo com estes resultado pode-se evidenciar
que a concentragdo de 1 g/L de acido hexandico ndo inibe o crescimento celular das linhagens
avaliadas de B. sacchari.

O efeito da modificacdo das condicdes de cultivo e acumulo na capacidade da
linhagem selvagem de B. sacchari para produzir o copolimero P(3HB-co-3HHXx) foi avaliado
anteriormente por Mendonca e colaboradores (2014), comprovando que com um aumento na
concentracdo de acido hexandico acima de 1g/L resulta num efeito inibitorio sobre o
crescimento, mas também utilizando-se uma concentracdo de glicose a 10 g/L, foi observado
um aumento nas fragdes molares de 3HHx do copolimero, a medida que se aumentava a
concentracdo de acido hexanoico fornecida (MENDONCGCA et al., 2014).

Tabela 18 Producéo de PHA por linhagens de B. sacchari usando glicose (10g/L) e &cido hexandico
(1g/L) como fontes de carbono. Os dados correspondem a média dos experimentos em
triplicata e seu respectivo desvio padrdo.

Micro- Tempo  MSC H PHA (mol%) PHA PHA
organismo m v P 3B 3HAx  3HO (%MSC) (gL
24 h 2,43 6,16 100,00 0,00 0,00 41,53 1,01
LFM 101 +0,10 +0,21 +0,00 +0,00 +0,00 +0,97 +0,05
pBBR1MCS-2 72 4,93 7,08 99,70 0,30 0,00 31,23 1,53
+0,20 +0,03 +0,07 +0,07 +0,00 +5,86 +0,23
LEM 344 oah 2,44 6,38 100,0 0,00 0,00 38,60 0,94
PBBRIMCS- +0,11 +0,01 +0,00 +0,00 +0,00 +3,43 +0,08
2::phaCas 72 h 3,96 7,10 99,59 0,41 0,00 22,15 0,88
+0,14 +0,02 +0,13 +0,13 +0,00 +1,53 +0,04
LEM 344 oah 2,10 6,22 100,0 0,00 0,00 38,53 0,80
PBBRIMCS- +0,25 +0,06 +0,00 +0,00 +0,00 +5,24 +0,14
2::phaCscuss 72 h 4,00 7,53 98,45 1,55 0,00 26,44 1,07
+0,22 +0,10 +0,37 +0,37 +0,00 +4.61 +0,23
LEM 344 oah 2,07 6,54 100,0 0,00 0,00 52,39 1,08
PBBRIMCS- +0,15 +0,06 +0,00 +0,00 +0,00 +1,18 +0,06
2::phaCscuss 72 h 3,80 7,60 99,00 1,00 0,00 31,0 1,18
+0,17 +0,03 +0,07 +0,07 +0,00 +9,85 +0,35

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HHx- 3-hidroxihexanoato; 3HO- 3-hidroxioctanoato; PHA-
Polihidroxialcanoato

Enquanto a concentracdo total de polimero resultante para cada uma das linhagens
avaliadas, ndo se apresentou um aumento relevante ao longo do tempo, na linhagem LFM 344
pBBR1MCS-2::phaCgs foi evidenciada uma pequena diminuicdo entre a concentracdo no
tempo de 24h com um valor de 0,94 g/L e a concentracdo de 72h, a qual atingiu 0,88 g/L. A
que maior concentragdo conseguiu, foi a linhagem selvagem LFM 101 pBBR1MCS-2 com
uma concentracdo final de 1,53 g/l. Entre as linhagens que abrigam os genes phaC dos
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isolados avaliados neste trabalho a que maior concentracdo obteve foi a linhagem LFM 344
pBBR1MCS-2::phaCscuss com um valor de 1,18 g/L equivalentes ao 31% da massa seca
celular, entretanto, a linhagem LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscyss Obteve uma concentracédo
final de PHA com um valor de 1,07 g/L com um teor de polimero de 26,44%, ndo havendo
muita diferenca com o valor da concentracdo da linhagem LFM 344 pBBR1MCS-
2::phaCscuss.

No que diz respeito a linhagens de Burkholderia sp., existem poucos estudos
publicados. Lau e colaboradores (2010) estudaram a sintese de PHA, em B. cepacia,
comparado a selvagem e um recombinante com o gene da PHA sintase de Aeromonas caviae.
Contudo, estes autores nao tinham como objetivo a producdo do copolimero. Por outra parte
Chee e colaboradores (2012) determinaram a producdo de polimeros de PHA com o
mondmero 3HHx em Burkholderia sp. Com gene de PHA sintase de A. caviae, conseguindo
um polimero com uma fragdo molar com 1 mol% de 3HHx a partir de 6leo de palmeira.
Neste estidio, nos recombinantes construidos LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss
possibilitou obter um copolimero com frag6es molares de 3HHX, superiores aquele produzido
pela linhagem selvagem e as outras linhagens recombinantes construidas.

Na Tabela 19 séo apresentados os resultados quando o acido heptandico foi fornecido
como co-substrato. Em este ensaio as linhagens LFM 101 pBBR1MCS-2, LFM 344
pBBR1MCS-2::phaCscussz € LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscues, foram capazes de acumular
o copolimero P(3HB-co-3HV) com fracBes molares ressaltantes de 3HV. A linhagem LFM
344 pBBR1MCS-2::phaCscyss 0bteve fracdes molares de 74,13 mol% de 3HB e 25,87 mol%
de 3HV, conseguindo valores maiores comparados quanto a linhagem selvagem LFM 101
pBBR1MCS-2, a qual produziu 78,71 mol% de 3HB e 21,29 mol% de 3HV. A linhagem
LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss, Obteve uma fracdo molar de 80,06 mol% de 3HB e
19,94 mol% de 3HV. LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCgs foi a Unica linhagem que além de
apresentar a incorporacdo dos monémero 3HB e 3HV a cadeia principal do monémero
também apresentou a presenca do mondmero 3HHp. Nesta linhagem os valores das fragdes
molares foram de 69, 66 mol% de 3HB, 29,13 mol% de 3HV e 1,21 mol% de 3HHp,
acumulando um valor maior de unidades 3HV comparada quanto as outras linhagens
avaliadas.

Nas linhagens que apresentaram um acumulo do mondémero 3HV, resultaram com uma
pequena diminui¢do em relacdo a concentracdo final do polimero acumulado, uma vez que 0s
valores no tempo de 24 h para a linhagem LFM 101 pBBR1MCS-2 foram de 1,21 g/L de
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PHA com um teor de polimero de 48,92 % da massa seca celular e os valores no tempo de 72
h foram de 1,08 g/L com um teor de polimero de 30,79% da massa seca celular. Com a
linhagem LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCpgs resultou um valor de 0,88 g/L com um teor de
40,87% da massa seca celular nas primeiras 24 h e no final do ensaio diminuiu para 0,78 g/L
com um teor de 22,46% da massa seca celular. A que menos diminui¢do apresentou com
relagdo a concentracdo do polimero foi a linhagem LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss, NO
qual nas primeiras 24 h proporcionou uma concentracao de PHA de 0,70 g/L equivalentes a
34,20% da massa seca celular, e no final de ensaio 0,64 g/L, com um teor de polimero de
18,78 %. A Unica que ndo presentou diminui¢cdo com a concentracdo total do polimero foi a
linhagem LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss, que atingiu um valor de concentragao final de
0,66 g/L.

Tabela 19 Producédo de PHA por linhagens de B. sacchari usando glicose (10g/L) e acido heptandico
(1g/L) como fontes de carbono. Os dados correspondem a média dos experimentos em
triplicata e seu respectivo desvio padréo.

Micro- Tempo MSC H PHA (mol%) PHA PHA
organismo (h) oL P 3HB  3HV 3HHp (%MSC)  (g/L)
24 h 2,5 6,21 100,0 0,00 0,00 48,92 1,21
LFM 101 +0,15 +0,34 +0,00 0,00 +0,00 +0,76 +0,08
pBBR1MCS-2 72 3,47 6,95 78,71 21,29 0,00 30,79 1,08
+0,42 +0,03 +7,23 +7,23 +0,00 +10,38 +0,40
LEM 344 oah 2,10 5,93 100,0 0,00 0,00 40,87 0,88
PBBRIMCS- +0,38 +0,20 0,00 0,00 0,00 +3,43 +0,20
2::phaCs 72 h 3,45 6,91 69,66 29,13 1,21 22,46 0,78
+0,47 +0,08 +495 +4,59 +0,36 +6,69 +0,27
LEM 344 oah 2,00 6,29 100,0 0,00 0,00 34,20 0,70
PBBRIMCS- +0,24 +0,04 0,00 +0,00 +0,00 +2,14 +0,12
2::phaCscuss 721 3,4 6,98 74,13 25,87 0,00 18,78 0,64
+0,18 +0,02 4,82 +4,82 +0,00 +1,35 +0,08
LEM 344 oah 1,63 5,29 100,0 0,00 0,00 31,73 0,52
PBBRIMCS- +0,25 +0,09 +0,00 0,00 0,00 +4,77 +0,10
2::phaCscuss 72 h 2,06 5,36 80,06 19,94 0,00 32,09 0,66

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HHx- 3-hidroxihexanoato; 3HO- 3-hidroxioctanoato; PHA-
Polihidroxialcanoato

No trabalho de Mendonca e colaboradores (2014) Burkholderia sacchari LFM 101
consegue acumular unidades de 3HB e 3HV ndo evidenciando a presenca de unidades 3HHDp,
quando o &cido heptandico é suprido como co-substrato com valores obtidos de 71,9 mol% de
3HB e 28,1 mol% de 3HV, com um teor de PHA total de 23,4% da massa seca celular,
valores muitos préximos aos obtidos neste trabalhno (MENDONCA et al., 2014).
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Trabalhos encontrados na literatura confirmam que PHA sintases tém especificidade
por unidades 3HV quando &cidos graxos impares como acido heptandico sao fornecidos como
fonte de carbono, assim como a incorporacdo de monémeros 3HHp observado na linhagem
LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCgs. Taguchi e colaboradores (2003) avaliaram a producéo de
linhagens recombinantes de Ralstonia eutropha abrigando varios mutantes do gene phaC de
Ralstonia eutropha bem como o gene original, quando era fornecido unicamente acido
heptandico (1 g/L) como fonte de carbono, durante 12 h por um periodo total de 72 h.
Observando a producdo do copolimero P(3HB-co-3HV-co-3HHp) em 7 linhagens avaliadas
incluindo a que abrigava o gene original, o qual conseguiu acumular mais unidades de 3HV
com um valor de 66,3 mol% e unidades de 3HHp com um valor de 0,7 mol%, mas com uma
concentracdo de massa seca celular total de 0,87 g/l e um teor de polimero de 41% da massa
seca celular (TAGUCHI et al., 2003).

Por outro lado, a especificidade dos genes phaC dos isolados SCU 63 e SCU 66 é
levada a consideragdo parece apresentar maior especificidade por mondmeros 3HV que por
mondmeros 3HHp, ja que ndo foram detectados neste ensaio.

Para este trabalho também foi avaliada a producdo de copolimeros a partir de &cido
octandico e assim determinar se as PHA sintases dos isolados sdo capazes de incorporar
mondmeros 3HO (Tabela 20). O uso do &cido octandico em ensaios de acimulo também
funciona como um indicador para definir se os acidos organicos de cadeia maior, sdo uma
opcao para a producdo industrial de PHAs hibridos, de modo que acidos graxos derivados de
Oleos vegetais poderiam ser empregados como substratos prometedores.

O 4cido octandico, é metabolizado na B-oxidagdo de &cidos graxos, gerando
intermediarios com seis carbonos, 2-trans-hexenoil-CoA ou 3-hidroxihexanoil-CoA. Podendo
gerar intermediarios com outo ou dez carbonos, por exemplo pela simples metabolizacao, a 3-
hidroxioctanoil-CoA, ou pela condensacdo daquele com acetil-CoA, originando 3-
hidroxidecanoil-CoA.

Em todas as linhagens analisadas unicamente foi detectada a producdo do monémero
3HB a partir de glicose e acido octanoico, indicando que o direcionamento de intermediarios
da B-oxidacdo de seis ou oito carbonos nao foi eficiente. Trabalhos realizados por Mendonca
(2010) confirmam os resultados obtidos neste ensaio, uma vez que cultivando B. sacchari
selvagem em glicose (10g/L) e &cido octandico (1g/L), ndo foi observado acimulo de
mondémero 3HHX, unicamente foi detectado 3HB. Licio e colaboradores (2009) avaliaram a

producéo de PHAs em B. sacchari a partir de &cido octandico como unica fonte de carbono,
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com uma concentragdo de 1,44 g/L e uma limitagdo no nitrogénio de 0,2 g/L, nestas
condigbes B. sacchari consegue acumula 0,36 mol% de mondémeros 3HHx (LICIO et al.,
2009).

Tabela 20 Produgdo de PHA por linhagens de B. sacchari usando glicose (10g/L) e acido octandico
(1g/L) como fontes de carbono. Os dados correspondem a média dos experimentos em
triplicata e seu respectivo desvio padrao.

Micro- Tempo MSC oH PHA (mol%) PHA PHA
organismo (h) (g/L) 3HB 3HHx 3HO (%MSC)  (g/L)
ot 233 537 10000 000 000 2888 0.67
LFM 101 1080  $003 000 000 000  £2.46 1027
PBBRIMCS-2 o 407 677 10000 000 000 _ 2026 0.96
1096 #012 000  *000 2000  +7.00 031
170 58 10000 000 000 4210 0.72
LFM 334 24h $074 2015 000 %000 000 %323 +0.28
PBBRIMCS- = 2 el = =
: 275 675 10000 10000 000  17.10 047
2::phaCps 72 h
7010 #002 000 000 000 427 $0.13
230 583 10000 000 000 4185 1,00
LFM 344 24h 1024 +010 000  *000 2000 %350 020
pBBR1MCS- i i i . i B i
© 315 461 10000 000 000 2893 0.02
2::phaCscues 72 h
1027  +007 000 000 000  +456 1022
201 576 10000 000 000 4347 0.88
LFM 334 24h 1034 %020 000 2000 2000 234 $0.18
PEERIMCS- 227 470 10000 000 000 28,02 064
2::phaCscues 72 h i . i i i ' i
1015  +003 000 000 000  +441 1014

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HHx- 3-hidroxihexanoato; 3HO- 3-hidroxioctanoato; PHA-
Polihidroxialcanoato

Conforme na literatura, Dennis e colaboradores (1998) estudaram a producdo de
distintas linhagens recombinantes, que abrigavam os genes phaC de Ralstonia eutropha em
diferentes espécies bacterianas, determinando que o maior rendimento na producdo do
copolimero P(3HB-co-3HHXx) foi obtido na linhagem recombinante de R. eutropha usando
acido octanoico e acido hexandico, demonstrando que a medida que aumenta o tamanho da
fonte de carbono as quantidades das unidades 3HHx no polimero acumulado diminuiam.
Também avaliaram a influéncia na concentracdo de acido e fonte de nitrogénio para otimizar
a producéo do copolimero P(3HB-co-3HHx). Concluindo que concentragfes mais altas que
0,4% de acido octanodico causavam toxicidade nas células afetando o seu crescimento. O
melhor resultado com respeito a massa seca celular, teor de polimero e peso molecular foi
obtido a partir de concentragdes entre 0,2 e 0,4% de octanoato e 0,075% NH,CI (DENNIS et
al., 1998).

Com relacgdo a outras linhagens recombinantes abrigando genes phaC de classe I. Shin

e colaboradores (2002) observaram que linhagem recombinante de Pseudomonas putida
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KT2440 com os genes phaCAB de Ralstonia eutropha produziam PHA com composicoes
muito variavel de acordo com a fonte de carbono fornecida. A partir de gliconato, o PHA
produzido tinha um teor de cerca de 80% de 3HB e a partir de octanoato cerca de 95% de
mondmeros HAwmcL. Ensaios com misturas destas dois fontes de carbono permitiram a
producdo de PHAs com composi¢des intermediarias. Determinando que o nivel da expresséo
de enzimas PHA sintase de classe | é importante para promover a sintese desses monémeros
ou sua incorporacao ao PHA (SHIN et al., 2002).

Na Tabela 21 estdo os resultados de producdo de PHA, usando glicose e acido
nonandico como fontes de carbono. As linhagens LFM 101 pBBR1IMCS-2 e LFM 344
pBBR1MCS-2::phaCpgs apresentaram um acumulo de unidades 3HV além do 3HB. Com
valores de 94,19 mol% de 3HB e 5,81 mol% de 3HV para a linhagem selvagem LFM 101
pBBR1MCS-2, do mesmo modo, a linhagem LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCgs, produz uma
fracdo de 81,64 mol% de 3HB e 18, 36 mol% de 3HV, nédo foram detectados mondmeros 3-
hidroxinonanoato (3HN). Caso contrario apresentou-se com as linhagens recombinantes LFM
344 pBBR1MCS-2::phaCscuss € LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscues as quais conseguiram
acumular como Unico constituinte 0 monémero 3HB.

Os resultados neste trabalho sdo confirmados pelo descrito por Mendonga e
colaboradores (2014), quando B. sacchari LFM 101 é capaz de acumular monémeros 3HB e
3VH quando glicose e &cido nonandico sdo fornecidos como fonte de carbono, com valores
de 80,2 mol% de 3HB e 18,8 mol% de 3HV, com uma massa seca total de 1,81 g/L e um teor
total de polimero de 26,2% da massa seca celular, ndo foi detectado a incorporacdo de
mondmeros 3HN.

Em relagcdo a outras linhagens selvagens em Rasltonia eutropha foi evidenciada a
producdo do copolimero P(3HB-co-3HV) quando &cido oleico e &cido nonandico foram
supridos como fonte de carbono, também Herbaspirillum seropediciae quando o acido
nonanoico é fornecido unicamente como fonte de carbono esta bactéria consegue produzir o
copolimero, sendo impossivel a evidencia de unidades 3HN para as duas linhagens (EGGINK
et al., 1993; CATALAN et al., 2007). Para a formacio de unidades 3HV a partir de acidos
carboxilicos contendo 5 ou mais &tomos de carbono € necessario primeiro a agdo de uma acil-
CoA sintetase ou de uma CoA tranferase, formando o acil-CoA correspondente, sendo
convertidos a 3-cetovaleril-CoA, pela acdo de enzimas responsaveis pela oxidacdo de acidos
graxos, posteriormente, o 3-cetovaleril-CoA é convertido a D(-)-3-hidroxivaleril-CoA pela
enzima 3-cetoacil-CoA redutase NADPH dependente.



90

Enquanto & incorporacdo do mondmero 3-hidroxinonanoato (3HN) como Unico
constituinte, tem sido evidenciada em bactérias como Pseudomonas putida e Pseudomonas
oleovorans, pela especificidade da PHA sintases presentes em estas bactérias por ter a
capacidade de incorporar com preferéncia monémeros 3HN respectivamente (BRANDL et
al., 1988; SUN et al., 2002).

Tabela 21 Producdo de PHA por linhagens de B. sacchari usando glicose (10g/L) e &cido nonandico
(1g/L) como fontes de carbono. Os dados correspondem a média dos experimentos em
triplicata e seu respectivo desvio padréo.

Micro- Tempo MSC pH PHA (mol%) PHA PHA
organismo (h) (9/L) 3HB  3HV 3HO (%MSC)  (g/L)
o 230 601 10000 000 000 5008 1.16
LFM 101 1028 $032 %000 000 000 391 1022
PBBRIMCS-2 o 330 587 9419 581 000 3984 1.30
1034 074 %806 806 000 %701 020
260 559 10000 000 000 3613 001
LFM 334 24h 1052 049 %000 %000 000  #411 014
PBBRIMCS- 300 665 8164 1836 000 944 0.28
2::phaCBS 72 h ) ) 1 ) ) 1 i)
1020 019 %522 4522 000 %017 $0.01
210 589 10000 000 000 4211 0.87
LFM 344 24h 1040 006 %000 _ +000 000 =136 +0.19
PBBRIMCS- = = = o bl — =
° 333 552 10000 000 000 2866 0.96
2::phaCscues 72 h
1018 $001 %000 _ 000 000 2,64 $013
205 643 10000 000 000 4032 0.82
LFM 334 24h 1015  +071 %000 000 000 1,07 0,05
pBBR1MCS- i i i ! i — i
° 219 562 10000 000 000 2134 0.47
2::phaCscyes 72 h
1018 001 000 _ %000 2000 =264 $0.11

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HV- 3-hidroxivalerato; 3HO- 3-hidroxioctanoato; PHA-
Polihidroxialcanoato

Possivelmente as linhagens recombinantes LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss €
LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCSCUG66, conseguiram acumular pequenas quantidades de
unidade 3HV mas que ndo foram detectadas pela cromatografia gasosa, isto porque acidos
graxos com mais de cinco atomos de carbono, quando sdo utilizados como co-substratos, a
cadeia carbonada do polimero aumenta, e a fragdo molar de 3HV diminui no copolimero,
porque seria obtido mais acetil-CoA, resultando num aumento da fragdo de 3HB. Mesmo
obtendo unidades 3HV nas linhagens usadas como controles a fragdo molar diminui usando
acido nonanoico em relacdo aos outros acidos impares, quanto as linhagens recombinantes.

Por ultimo, foi analisado a capacidade de acumulo de PHA usando como fonte de
carbono acido 4-Hidroxibutirato de sodio (1g/L) e glicose (10 g/L) (Tabela 22). Neste ensaio

foi evidenciado que as duas linhagens recombinantes que abrigam os genes phaC dos isolados
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avaliados neste trabalho sdo capazes de acumular unidades de 4HB. A linhagem LFM 344
pBBR1MCS-2::phaCscuss, foi a que produziu mais unidades de 4HB com um valor de 14,01
mol% acompanhado com uma fracdo molar de 85,99 mol% de 3HB. Por outro lado, a
linhagem LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscugs 12,39 mol% de 4HB e 87,61 mol% de 3HB.

Tabela 22 Producdo de PHA por linhagens de B. sacchari usando glicose (10g/L) e é&cido 4-
Hidroxibutirico (1g/L) como fontes de carbono. Os dados correspondem a média dos
experimentos em triplicata e seu respectivo desvio padréo.

Micro- Tempo MSC H PHA (mol%) PHA PHA
organismo (h) (o/L) P 3HB  4HB 3HHx (%MSC)  (g/L)
ont 2,10 551 100,00 0,00 0,00 31,16 0,67
LFM 101 +0,38  $0,05 0,00 +0,00 #0,00 6,22 +0,24
PBBRIMCS-2 . 4,90 720 8628 13,72 0,00 30,19 1,48
+105  +0,03 +839 £839 0,00 7,62 +0,43
et 2 ont 2,40 641 100,00 0,00 0,00 42,62 1,02
JBERIMCS- +0,07  +0,08 0,00 +0,00 +0,00  #11,7 +0,26
2:phaCas ot 4,50 719 66,02 33,98 0,00 42,22 1,89
+0,11  +0,06 +2,43 243 000  +1,36 +0,11
vt 2 oah 2,40 6,03 100,00 000 0,00 42, 46 1,04
PBBRIMCS. +0,46 0,14 0,00 +0,00 +0,00  +124 +0,22
2::phaCscuss ot 5,73 709 8599 1401 0,00 49,03 2,21
+0,16  +0,05 1,94 +194 +0,00 45064 +0,16
et aaa ont 1,38 6,13 100,00 0,00 0,00 44,12 0,62
JBERIMCS- +0,55  +0,10 +0,00 0,00 0,00 3,91 +0,28
2+ phaCocues ot 4,46 711 8761 1239 0,00 49,04 2.19
+0,13  $0,08 2,65 +2,65 +0,00  +1,94 +0,15

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 4HB- 4-hidroxibutirato; 3HHXx- 3-hidroxihexanoato PHA-
Polihidroxialcanoato

O Poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) [P(3HB-co-4HB)] € um dos PHAs que
ganharam a atencdo como um biomaterial promissor, especialmente na aplicacdo médica e
farmacéutica. Estudos mostraram que a degradacdo de P(3HB-co-4HB) produz o &cido 3-
hidroxibutandico e o acido 4-hidroxibutanoico, que sdo metabolitos naturais presentes no
organismo humano. Além disso, o &cido 4-hidroxibutandico também é menos acido do que o
acido glicolico e acido lactico produzidos a partir do acido poli-glicolico (PGA) e &cido poli-
lactico (PLLA), usados para implantes. Este copolimero resulta dificil de produzir, e por
tanto, ndo tem sido suficientemente estudado (IQBAL; AMIRUL, 2014).

O é&cido 4-Hidroxibutirato de so6dio como co-substrato é conduzido para a
incorporacdo de monémeros 4HB dentro de a cadeia principal do polimero, produzido por B.
sacchari. Mendonca e colaboradores (2010) demonstraram a habilidade de B. saccahari em

incorporar mondémero 4HB a cadeia principal do polimero, a partir de acido 4-hidroxibutirico
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com fracdo molar de 9,1 mol% de 4HB (MENDONCA et al., 2014). A incorporacdo de
unidades de 4HB dentro de uma cadeia polimérica de PHAs, foi inicialmente detectada em
Ralstonia eutropha (KUNIOKA; KAWAGUCHI; DOI, 1989).

De acordo com a literatura descrita sobre a composicdo do copolimero P(3HB-co-
4HB) é provavel que existam altercacGes na sua composi¢do, devido a diferenca no uso da
fonte de carbono. Usando como fontes de carbono y-butirolactona e 1,4-butanediol, primeiro
existe uma oxidacdo que forma o acido 4-hidroxibutirico, em seguida, a 4-hidroxibutiril-CoA
antes de converter para 4HB. No entanto, uma porcéo de 4-hidroxibutiril-CoA é metabolizada
em 3-hidroxibutiril-CoA e posteriormente se transforma em 3-hidroxibutirato, diminuindo
assim a composicéo de 4HB. Por outro lado, usando como fonte de carbono 1,6-hexanodiol,
primeiro este composto é oxidado para 6-hidroxihexanoato e 6-hidroxihexanoil-CoA pela via
da w-oxidacdo. Além disso a oxidagdo de 6-hidroxihexanoil-CoA conduz a producéo de acido
adipico, que mais tarde é catabolizado em succinil-CoA e acetil-CoA. O succinil-CoA ¢é
metabolizado em 4-hidroxibutiril-CoA, enquanto o acetil-CoA é conduzido a via metabdlica
do 3HB para produzir este mondmero. Assim, 1,6-hexanodiol como precursor na biossintese
de unidades 4HB, aumentaria as composi¢cfes do mondmero a uma cadeia polimérica de
P(3HB), ideal para ser usado em futuros ensaios em avaliar a capacidade da producdo do
copolimero P(3HB-co-4HB) (IQBAL; AMIRUL, 2014).

Cesério e colaboradores (2014) avaliaram a capacidade de Burkholderia sacchari
DSM 17165 em acumular o copolimero P(3HB-co-4HB) com glicose (20 g/L) e a adicdo de
gama-butirolactona (GBL) (5 g/L) ao meio, depois de 27 h foi obtido uma concentracgdo total
de polimero de 4,3 g/l com uma fragdo molar de 1 mol% de 4HB, sendo a GBL um bom
precursor para a producdo deste polimero. A inibi¢cdo do crescimento celular é observada a
concentracBes acima de 10 g/L de GBL (CESARIO et al., 2014).

Lau e Sudesh (2012) clonaram e caracterizaram o0 gene da PHA sintase de
Burkholderia sp. USM (JCM 15050). Quando foi inserido o gene phaC em linhagens de
Ralstonia eutropha PHA", demonstrou-se que a linhagem recombinante era capaz de acumular
poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato), P(3HB-co-4HB) com uma alta proporcéo de 4-
hidroxibutirato (4HB), resultado que nédo foi observado na linhagem selvagem quando eram
cultivadas usando y-butirolactona ou 4-hidroxibutirato de sodio. O que evidencia que PHA
sintases do género Burkholderia sdo capazes de ter especificidade por outros mondémeros,
gerados a partir de outras fontes de carbono, quando sdo expressas em linhagens hospedeiras
neste caso em Ralstonia eutropha (LAU; SUDESH, 2012).
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Por outro lado, neste trabalho também foi avaliada a producgdo de PHAS nas linhagens
recombinantes LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss € LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss, @
partir de glicose 10 g/L e da mistura de acido heptanoico e acido hexandico com diferentes
proporcfes, mas sempre com uma concentracao final de 1 g/L, o &cido hexandico sempre
estava em maior propor¢do com relacdo ao acido heptandico. No comego do ensaio, as
linhagens recombinantes eram inoculadas em meio mineral suplementado com canamicina e
glicose (MMGK) a 30 °C, ap6s de 24 h, a mistura dos acidos foi adicionada ao meio,
completando no total 72 h de cultivo.

Na Tabela 23 estdo apresentados os resultados obtidos pela linhagem recombinante
LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss, quando foram usadas misturas de acido hexandico e
heptandico em diferentes propor¢bes, como co-substrato. Para a proporcdo de 9:1 nas
primeiras 24 h quando a glicose esta como Unica fonte de carbono na producéo de polimero
somente é detectado monémeros 3HB, com uma concentracdo de massa seca celular de 1,60
g/l e um teor de polimero total de 29,83% da massa seca celular. No tempo de 72 h, tanto a
massa seca celular como o teor de polimero aumentaram com valores de 2,80 g/L e 30, 20%.
Enquanto as fracdes molares, apresentou-se a deteccdo de unidades 3HB, 3HV e 3HHX, com
valores de 95,90 mol%, 3,10 mol% e 1 mol%. Quando a proporc¢do da mistura era de 8:1 os
resultados das primeiras 24 horas ndo variaram com relagdo a proporcdo anteriormente
descrita. Depois de 72 h a concentracdo da massa seca celular foi de 3,60 g/L, com um teor
total de polimero de 19,24%, evidenciou-se em maior propor¢do fraccbes molares de 3HB
com 84,18 mol% e em menor proporc¢do 15,82 mol% de 3VH, nédo foi evidenciada a presenca
de mondmeros 3HHX. A ultima proporcao avaliada 7:3 foi obtida uma concentragdo de massa
seca celular de 2,40 g/L, com um teor total de polimero de 15,66%, usando esta proporcao
ndo foi evidenciado a incorporacdo de mondmero 3HHXx, unicamente de unidades 3HB com

um valor de fracdo molar 70,26 mol% e de 3HV com 29,74 mol%.
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Tabela 23 Producdo de PHA pela linhagem 344 pBBRMCS.2::phaCscues Usando glicose (10g/L)
Acido hexandico e heptandico em diferentes propor¢fes com uma concentracdo final
(1g/L), como fontes de carbono.

N Tempo MSC PHA (mol%) PHA PHA
Proporcao pH o
(h) (g/L) 3HB  3HV 3HHx (%MSC)  (g/L)
24 h 1,60 6,29 100,00 0,00 0,00 29,83 0,46
Hexanoico/Heptanoico +0,29 +0,10 0,00 +0,00 0,00 6,17 +0,01
9:1 721 2,80 5,58 95,90 3,10 1,00 30,20 1,19
+0,89 +0,60 0,20 +0,20 0,20 +4,73 0,26
o4 h 1,90 6,19 100,00 0,00 0,00 30,78 0,58
Hexanoico/Heptanoico +0,11 +0,26  +0,00 +0,00 +0,00 +1,94 +0,07
8:2 72k 3,60 7,40 84,18 15,82 0,00 19,24 0,73
+0,66 +0,06 +18,1 +18,10 0,00 114,40 +0,59
o4 h 1,40 6,06 100,00 0,00 0,00 28,25 0,41
Hexanoico/Heptanoico +0,17 +0,46  +0,00 +0,00 +0,00 +6,36 +0,14
73 72k 2,40 7,40 70,26 29,74 0,00 15,66 0,59
10,10 +0,06 +18,30 +18,30 £0,00 18,18 +0,38

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HV- 3-hidroxivalerato; 3HHx- 3-hidroxihexanoato PHA-
Polihidroxialcanoato

Na Tabela 24 estdo apresentados os resultados dos ensaios de acimulo de polimero da
linhagem recombinante LFM 344 pBBRMCS.2::phaCscuss quando foram fornecidas glicose
e diferentes proporc@es da mistura dos acidos hexanoico e heptandico. Para o periodo de 24 h
em todas a proporcBes utilizadas neste ensaio, foi detectada a presenca unicamente de
unidades 3HB, o teor de polimero total que foi detectado em maior quantidade foi de 43,74%
da massa seca celular, para a propor¢do de 9:1 e uma massa celular total de 2,10 g/L. Com
relacdo a proporcao 9:1, no final do ensaio, foi obtido um valor de massa seca celular de 2,80
g/L com um teor de polimero de 53,13% da massa seca celular, foi detectado unicamente o
mondémero 3HB. Enquanto a proporc¢do de 8:2, a presenca de mondmeros 3HB, 3HV e 3HHXx
com valores de 93,88 mol%, 3,95 mol% e 2,17 mol%. A concentracdo da massa seca celular
final foi de 3,60 g/L, com um teor total de polimero de 13,55% pertencente a da massa seca
celular. Para a proporcdo 7:3 no final do ensaio (72 h), somente foi detectada unicamente
fragbes molares dos mondmeros 3HB 90,91 mol% e 3HV 9,09 mol%. A concentragdo da
massa seca celular total foi de 2,40 g/L e o teor total de polimero foi de 11,30% da massa

seca celular.
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Tabela 24 Producdo de PHA pelas linhagem LFM 344 pBBRMCS.2::phaCscuss Usando glicose
(10g/L). Acido hexanodico e heptandico em diferentes proporces com uma
concentracdo final (1g/L), como fontes de carbono.

N Tempo MSC PHA (mol%) PHA PHA
Proporc¢éo pH o
(h) (g/L) 3HB  3HV 3HHx (YMSC)  (g/L)
o4 h 2,10 5,86 100,0 0,00 0,00 43,74 0,91
Hexanoico/Heptanoico 0,22 +0,32 0,00 0,00 0,00 +2,45 0,14
9:1 22h 2,80 558 100,00 0,00 0,00 53,13 1,49
0,89 +0,60 +0,00 0,00 0,00 13,73 10,56
o4 h 2,27 6,28 100,00 0,00 0,00 37,50 0,83
Hexanoico/Heptanoico +0,29 +0,15 +0,00 0,00 0,00 +9,42 +0,30
8:2 22 h 3,60 7,40 93,88 3,95 2,17 16,70 0,70
10,66 +0,06 +1,26 +0,77 0,95 +13,55 10,64
o4 h 1,90 5,88 100,00 0,00 0,00 41,82 0,78
Hexanoico/Heptanoico +0,38 +0,31 0,00 +0,00 +0,00 +1,94 +0,18
73 72k 2,40 7,40 90,91 9,09 0,00 11,30 0,27
10,10 +0,06 +7,97  £7,97 0,00 10,63 10,02

MSC- Massa seca celular; 3HB- 3- hidroxibutirato; 3HV- 3-hidroxivalerato; 3HHx- 3-hidroxihexanoato PHA-
Polihidroxialcanoato

A producéo de terpolimeros foi evidenciada nas duas linhagens recombinantes, no
caso da LFM 344 pBBRMCS.2::phaCscuss apresentou-se uma maior fragdo molar no
mondémero 3HHx e 3HV comparada quanto a linhagem LFM 344 pBBRMCS.2::phaCscues.
Até a data, a PHA sintase de Aeromonas caviae é conhecida para produzir tais terpolimeros
P(3HB-c0-3HV-c0-3HHXx), quando o gene foi inserido em linhagens recombinantes de
Ralstonia eutropha e foram realizados ensaios de acumulo de PHA usando como fontes de
carbono misturas de 6leo de palma com precursores do monémero 3HV como propionato de
sodio e valerato de sddio, sendo este Ultimo mais eficiente na conversdo de monémeros 3HV,
com uma concentracdo de 8 g/L sendo adicionado ap6s 12 h de cultivo, atingindo fracGes
molares de 38 mol% para 3HB, 60 mol% de 3HV e 2 mol% de 3HHx (BHUBALAN et al.,
2008). O gene phaC de A. caviae foi inserido na linhagem Burkholderia sp. USM,
comprovando também a capacidade de produzir terpolimeros a partir de 6leo de palma bruto e
propionato e valerato de s6dio com uma concentracdo de 2,5 g/L, adicionados desde o inicio
do ensaio como também apds 36 h. O melhor resultado obtido foi quando o valerato de sédio
era adicionado no periodo de 36 h de ensaio apresentando valores de fragdes molares de 60
mol% de 3HV, 34 mol% para 3HV e 6 mol% de 3HHx (CHEE et al., 2012).

Neste trabalho, confirmou-se que as linhagens recombinantes LFM 344
pBBRMCS.2::phaCscuss € LFM 344 pBBRMCS.2::phaCscuss possuem a capacidade de
produzir polimeros de PHA com composicdes diferenciadas quando sdo fornecias diferentes
fontes de carbono.
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6 CONCLUSOES

Os isolados SCU 63 e SCU 66, sdo bactérias isoladas a partir de amostras de solo, que
sdo capazes de produzir P(3HB) com altos teores de polimero que superam a micro-
organismos de referéncia como Burkholderia sacchari LFM 101.

Estes isolados foram identificados pela analise do gene 16S rDNA como pertencentes
ao género Burkholderia sp. apresentando proximidade filogenética com pelo menos outros
quatro isolados de area de Mata Atlantica no estado do Rio de Janeiro.

A partir de resultados na detecgdo, identificacdo e a construcdo de uma &rvore
filogenética do gene phaC dos isolados SCU 63 e SCU 66, indicam fortemente que possuem
uma PHA sintases da classe I, na qual o gene phaC esta agrupado na forma do operon
phaCAB.

A expressdo dos genes dos isolados levou a producdo de mondémeros 3HB, 3HD e
3HDd em mutante de Pseudomonas sp. LFM 461 e P(3HB) em mutante de Burkholderia
sacchari LFM 344, quando glicose (10 g/L) era fornecida como Unica fonte de carbono, por
um periodo de 72 h.

Em experimentos fornecendo-se glicose (10 g/L) com &cido butirico e acido octandico
(1g/L) foi detectado unicamente P(3HB), ndo gerando unidades 3HHx em linhagens
recombinantes de Burkholderia sacchari LFM 344, abrigando os genes phaC dos isolados.

Quando foram usados &cidos graxos impares, propibénico, valérico e heptandico como
co-substratos, foi detectada a presenca tanto de monoémeros 3HB quanto de mondmeros 3HV,
obtendo maiores propor¢6es deste monémero quando o acido heptanoico foi suprido. No caso
do &cido nonandico ndo foi possivel evidenciar a incorporacdo do mondmero 3HV a cadeia
principal do monémero.

As linhagens recombinantes de B. sacchari foram capazes de acumular P(3HB-co-
3HHXx) a partir de glicose e acido hexanoico com fragdes molares de 1,55 e 1,00 mol%,
indicando que as PHA sintases dos isolados SCU 63 e SCU 66 permite a formacdo de PHA
com teores combinados de 3HB e 3HHX.

Também foi evidenciada a producdo do copolimero P(3HB-co-4HB) em ambas
linhagens recombinantes com valores alto na fracdo molar de 4HB na linhagem recombinante
LFM 344 pBBR1MCS-2::phaCscuss com uma fragdo molar de 14,01 mol% e também foi

observado um alto teor de polimero total com um valor de 49,03% da massa seca celular.
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A producdo de terpolimeros P(3HB-co-3HV-co-3HHX) usando varias proporgdes de
acidos hexandico e heptandico como co-substratos foi evidencia em ambas linhagens
recombinantes, confirmando que as PHA sintases sdo capazes de incorporar diferentes
mondmeros além do 3HB a cadeia principal do polimero, quando sdo usadas diferentes fontes

de carbono como co-substratos.
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APENDICES

APENDICE A - Perfil eletroforético em gel de agarose 1% (m/v), resultante da
amplificacdo por PCR usando os oligonucleotideos 27F e 1401R

i 2 3 4 5
Nd e
2322bp ——
2027bp —— e
' L T e— [ Sp—
564 bp ——

Linha 1: Padrab 1 Kb DNA Ladder Plus (Fermentas) A Hind III, Linha 2: SCU 63,
Linha 3: SCU 63, Linha 4: SCU 66. Linha 5: SCU 66.
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APENDICE B- Analise BLASTn das sequéncias consenso pertencentes ao gene 16S
rDNA dos isolados SCU 63 e SCU 66

SCU 63

=IDescriptions

Distribution of 104 Blast Hits on the Query Sequence &'

Mouse-over to show defline and scores, click to show alignmenis

Color key for alignment scores
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
1t Alignments O
Description 5“:::; :;’:_i 2::; v;ue Ident  Accession
| Burkholderia sp. MAC25 16S ribosomal RMA gene, partial sequence 2322 2322 100% 0.0 89% HM587748.1
Burkholderia sp. 54 MAC.015 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2322 2322 100% 0.0 99% HM063915.1
Burkholderia sp. $3.MAC.011 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2322 2322 99% 0.0 99% HMO0B3911.1
~) Burkholderia sp. 53.TSA.016 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2316 2316 100% 0.0 99% HMD63923.1
| Burkholderia sp. $3.MAC.012 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2316 2316 100% 0.0 989% HMD63912.1
Burkholderia sp. BDU19 165 RNA gene, partial sequence 2259 2259 100% 0.0 98% KCB20504.1
Burkholderia seminalis strain G4 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2255 2255 100% 0.0 98% KJ567005.1
~| Burkholderia cepacia gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBRC 3739 2255 2255 100% 0.0 98% AB680124.1
| Burkholderia cepacia partial 165 rRNA gene, sirain GMX4 2255 2255 100% 0.0 98% AMS832536.1
Burkholderia sp. 383 chromosome 1, complete 2255 B957 100% 0.0 98% CP000151.1
Burkholderia cepacia strain ATCC 17460 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2265 2255 100% 0.0 98% Ar741332.1
~) Burkholderia sp. Gan-DAB-FL5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2254 2254 100% 0.0 98% KMS501594.1
| Burkholderia diffusa strain IMB B 8010 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2250 2250 100% 0.0 88% KF475808.1
Burkholderia sp. G1-11 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 2250 2250 100% 0.0 98% KC153262.1
Burkholderia sp. MAC13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2250 2250 100% 0.0 98% HMS87718
~) Burkholderia sp. T3 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2248 2248 100% 0.0 98% KC462881.1
| Burkholderia sp. cmc25 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2248 2248 100% 0.0 98% J0917991.1
Uncultured beta ium clone SHNT510 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 2248 2248 100% 00 98% HM110300.1
Burkholderia sp. FPB{2013) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2246 2246 99% 0.0 98% KFG23099.1
~| Burkholderia cepacia partial 16S rRNA gene, strain STM3632 2246 2246 99% 0.0 98% FMN908409.1
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it Alignments. o

Description 5'\::’: ::ct: 2::'3‘ \r;ue Ident  Accession
| Burkholderia sp. MAC25 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2351 2351 100% 0.0 99% HM587748.1
) Burkholderia sp. $4.MAC.015 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2351 2351 100% 0.0 99% HMO063815.1
—| Burkholderia sp. $3.MAC.011 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2350 2350 99% 0.0 99% HMO63911.1
] Burkholderia sp. S3.TSA.016 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2346 2346 100% 0.0 99% HM063923.1
~) Burkholderia sp. S3.MAC.012 16S ribcsomal RNA gene, partial sequence 2346 2346 100% 0.0 99% HMO063312.1
) Burkholderia sp. BDU19 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2289 2289 100% 0.0 99% KCB820504.1
| Burkholderia seminalis strain G4 16S ribosomal RNA gene, pariial sequence 2285 2285 100% 0.0 99% KJ567005.1
] Burkholderia cepacia gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBRC 3739 2285 2285 100% 0.0 99% AB680124.1
| Burkholderia cepacia partial 165 rRNA gene, strain GMX4 2285 2285 100% 0.0 99% AMS992536.1
) Burkholderia sp. 383 chromosome 1, complete sequence 2285 9075 100% 0.0 99% CP000151.1
| Burkholderia cepacia sirain ATCC 17460 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2285 2285 100% 0.0 99% AY7413321
T Burkholderia sp. Gan-DAB-FL5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2283 2283 100% 0.0 99% KM501594.1
| Burkholderia diffusa strain IHB B 8010 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2279 2279 100% 0.0 9B8% KF475808.1
] Burkholderia sp. MAC13 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2279 2279 100% 0.0 98% HM587718.1
] Burkholderia sp. T3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2278 2278 100% 0.0 98% KC462881.1
~| Burkholderia sp. G1-11 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2278 2278 100% 0.0 98% KC153262.1
] Burkholderia sp. cmc25 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2278 2278 100% 0.0 98% JQ917991.1
] Uncultured beta proteobacterium clone SHNT510 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2278 2278 100% 0.0 98% HM110300.1
] Burkholderia sp. FP8(2013) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2276 2276 99% 0.0 98% KF623092.1
| Burkholderia cepacia partial 165 rRNA gene, strain STM3632 2276 2276 939% 0.0 99% FN908409.1
O 2276 2276 99% 0.0 98% HQ231941.1
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APENDICE C- Alinhamento maltiplo das sequéncias dos genes phaC de quatro
linhagens com organizacdo phaCAB e posic¢éo dos oligonucleotideos desenhados phaC F

e phaC R.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Becepacia AGACGCCTCTCCAGAGCATGACGGCCCEECTCGCAMCCEGCACGCCECGCGCCAGCAGGA 60
Becenocepacia AGACGCCTCTCCAGAGCATGACGGCCCEGCTCGCAGCCEGCACGCCECGCCCCAGCAGGA 60
Bvietnamesis AGACGCCTCTCCAGAGCATGACGGCCCEGCTCGCAGCCEGCATGCCECGCGCCAGCAGGA 60
Bmultivorans AGACGCCTCTCCAGGGCATGACGGCCCEECTCGCAGCCEGCATECCECGCGCCAGCAGGA 60
FEEXRFFEERTETETN REXTAFFETRANFTETE XX FE T X, TEhFTEE AhrT T AT ET AT ERE
phac F
Bcepacia TTTCACGATTGACGCTCACGAATCACCGETAR|GCAGCTAATGACAGCATCCRAMANTTC 120
Becenocepacia TTTCACGATTGACGCTCACGAATCACCGETAR|GCAGCTAATGACAGCATCCAAAANTTC 120
Bvietnamesis TTTCACGATTGACGCTCACGAATCACCGETARYGCAGCTAATGACAGCATCCAAAANTTC 120
Bmultivorans TTTCGCCATTGACGCTCACGAATCACCGETARYGCAGCTAATGACAGCATCCRAAANTTC 120
FEE*R FEEAFEETETAREETAFNFETR AT T TR FdE A bbb ddtrEh b b e r e adhd
Bcepacia GTCGACGTCCGCTCAGGCGGGCACTTTCECCGEECAGCACCGEATTCGATCCGGCCGCACA 180
Becenocepacia GTCGACGTCCGCGCATCGCEGGCACTTCCECCGEECAGCACCGETTTCGATCCGGCCECCCA 180
Bvietnamesis GTCGACGTCCGCTCAGGCGGGCACTTCCECCGEECAGTACGEGECTTCGATCAGGCTGCCCA 180
Bmultivorans GTCGACGTCCGCTGCGGCGGGCACTTCCGCGGECAATACGGEATTCGGTTCCGCCGCGCA 180
*TEEkFEEETRETET EEXTAFFETERAKET Th*dExhd *k *Ex hhkwxxT * *k *FEx & &
Bcepacia GCCGATGCAGCAGATGTTCGAGGCGTGGCTCARCGCATGGCCCGETTTCGCTGATCCGGE 240
Becenocepacia GCCGATGCAGCAGATGTTCGAGTCCTGETTCARCGCETGECECEETTTTGCAGATCCGGE 240
Bvietnamesis GCCGATGCAGCAGATGTTCGAGTCGTGETTCARTGCATGGCCCGETTTTGCCGATCCGEE 240
Bmultivorans GCCGATGCAGCAGATGTTCGAAGCTTGGCTCARTGCATGGCCCGATTTTGCCGATCCGGE 240
FEERFFEE AT ET T AR AT TN E R * kExE FEEE kk EThhkFEER FETE ARk EEAAETEEEAK
Bcepacia CCGCGCCGCGACGECAGCGACCACGGCCAACCCETTCECCGCATTCCAGTTCCCGAAGTC 300
Becenocepacia GCGCGCCGCGACGECATCEGCCTCCGTCAATCCETTCGCGACATTCCAGTTCCCGACGTC 300
Bvietnamesis GCGCGCELCCACCGCGECEAGCECEECEAATCCETTCECCGCATTCCAGTTCCCGACAGE 300
Bmultivorans GCGTGCCGCGACTGCGTCECCCEGCCGTCAATCCETTCECTTCETTCCAGTTTCCGAAGTC 300
*x *k Tk *E k¥ x*% * & & *k FxhkAEETETE * *k*xEEhkhkE EThkEE *
Bcepacia GTTTCCGTTCCAGATGCCGTCCATGCCCEACC TGEGEEEECTEEGCEECCTEOCATCGCC 360
Becenocepacia GTTTCCGTTCCAGATGCCGTCCATGCCCEACTTCEGC -~ - — == CGA--TGGCETCGCC 351
Bvietnamesis GCTTCCGTTCCAGATGCCGGCCATGCCCEACCTCECEEECCTCEECAATTTCGCTTCGCC 360
Bmultivorans GTTCCCGTTCCAGATGCCGTCCATGCCCEATTTCGGC -~~~ — == CGA--TGGCETCGCC 351
* * FEEEAFTEETETAREEETE FEEAEFFTEERL x * x® * * Tk FExEEAL
Bcepacia GTTCGCGLEGECTGAAGTTGCCOETTGCCECGATCCCECCCGAGCGGCTCCAGAMACTGCA 420
Becenocepacia GTTCGCGLEGECTGAAGC TGCCOGETTGCCECCATTCCGCCCGAACGGCTCCAGGCATTGCA 411
Bvietnamesis GTTCGCGLEGECTCAAGC TGCCCETCGCCECCATCCCECCGGAGCCECTCCAGAMACTGCA 420
Bmultivorans GTTCGCGLEGECTCACGCTECCOETCGCGECCATTCCECCCGAGCGCCTGCAGAMGCTGCA 411

kEkEkkkEEhkddd k % FThddEk Ak FEF FFkFEE kkEEEk FE kk TE hEE ETEkk
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GGCCGACTATGCGCGCGACTGTETGACGCTCATGCAGCAGGCCECCECCECEARGCTCCR
GECCGACTACGCACGCGATTGCATGACGCTCATGCAGCAGECCGECCECCECEARGCTCCA
GECCGACTACGCCGCGCCACTGCATCACCGCTCATGCAGCAGECCAGCECCECEARGCTCEA
GGCCGACTATGCGCGCCACTGCATCECACTCATGCAGCAGGCGECCECAGCEARGCTCEA

kEERFREEE *E hhkEE kF * EEREFEERFATT R A& F kEE AAEERAEEERR

GTCGCCGGAACTGAAGCACCGCCECTTCAGCGCGEACGCCTGEANGGCETCGCCTGCECA
GTCGCCGCAGCTGAAGGACCGCCGCTTCAGCCGCCACGCATGEARGGCEGTCCCCCGCECA
ATCTCCCGAGTTGAAAGACCGCCECTTCAGCGECCGACGCATGGAMGGCETCOCCCGCACH

GGCTCCCEAGCTCAAGCATCGECECTTCAGCCECCACCCATCGEAMGGCATCGCCGGCCCA
B okd kk  kEkE EE bd dhRAEERFAE  KREEE hREAEkREE Ok Fk Ak k%

TGCETTCCCGGCTGCGTGETACCTGCTCAACGCGCGCTACCTGCAGGARCTEGCCGACGE
TGCETTCOCGRCCECCTEETATCTGCTCRACGCGCGCTATCTGCAGGAGCTEGCCGALGE
CECETTCECGGCEGCETGETATCTGCTCAATGCGCGT TATCTGCAGGAGCTEGCCGACGE
TGCATTCCCGGCCGCGTGETATCTGCTCAATGCACGT TATCTGCAGGARCTCGCCGACGE

EE FEEEhkAEET kFk EAEhkkE FhAAEETRE EE kk Tk FEEEkEkAEE kEk EAhkAkEkTE AR

GCTCGACACTCATCCGARGACGCECCACCCCATCCETTTCTCCETCCAGCARTGGACEGE
GCTTCAGACCGATCCGARGACGCETGAGCGCATCCGTTTCACGETCCAGCARTGGACEGE
GCTCGAGRCCGATCCGARAACGCGCGAGCGCATCCGTTTCGCGETCCAGCARTGGACGGE
GCTCGACACCGATCCGARAACGCECGAGCGCATCCGTTTCGCCETGCAGCACTEGACEGE

kEE ¥EEk FEETREEEE khkEEh FEEAFAATETAAEEERL F bk EEAkAF FhAkAEEIRN

CGCCGCCECGCCGAGCARCTTCCTCGCGCTCARCCCCGATGCGCAGARGTCGATCCTTCA
CGCCGCCECGCCGAGCARCTTCCTCGCACTCARTCCCGACGCACAGARATCGATCCTCGA
CECCGCCECACCCGRGCARCTTCCTCGCGCTCARTCCCCATGCCCAGARATCCATCCTCCA
CGCCGCCECGCCGAGCARCTTCCTCGCGCTCGART CCCGATGCGCAGARGTCGATTCTCCA

FEERTIEEE FEEhbhkTrhrd b b dkr *F k& kT Ekk FEk hhkEE hkTEh kE kh

ARCGCAGGCCCGAAAGCCTGCGECAGGEEATGATGAACCTGCTCGECCACCTEGCAGCECGE
GACGCACCOCCAARGCCTGCGGCAGGEEATGATGAACCTGCTCEECCACCTECAGCECCE
CACACAGGCCGAARGTCTGCGTCAGGOGATGATGAATCTGCTCCEGCGACATECAGCECGE

ARCGCAGGCCCAANGCCTECGECAGGECATCGATGAACCTCCTEGECCATCTECAGCELEE
Bk krkikdEEahk: FRkdd RRAREEFAREEARE EAhEE khdEE  AERhRAFERE

CARGATTTCGCAGRCCGATGARTCGCAATTCGTGETCCGECARGRACCTCOGETGCACCEA
CARGATTTCGCAGRCCGACGARTCGCAGTTCGTGETCCECARGRACCTCOGATETACCERA
CARGATCTCCCAGRCCGACGARTCGCAGTTCGTGETCCGECAAGRATCTCGGCTGCACCEA
CARGATTTCGCAGRCCCACGARTCGCAGTTCGTCETCCECARGRACCTCOGETECACCERA

kEEREE Tk FEEhbkEE FEEAAAAET Ak AL krkTxkkbEEAkE EEAkAE Xh kEF k%
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AGCCTCGETCGTCTACCAGARCGACCTEATCCAGCTCGATCCACTACACGCCCARGACEEA
AGCCTCGETCATETACCAGARCGACCTEATCCAGCTCGATCCACTACACGCCCARGACEEA
AGCCGCGETEETCTACCAGARCGACCTEATCCAGCTCGATCCACTACARCGCCARGECEEA
AGCCGCGETCATCTACGAGARCGACCTCATCCAGCTCGATCCACTACACGCCOARGACCEE

kEThk FEEE kT ThkFTEhEk AT EAAEAETEThkA AT ATk ET Ak AEE TR AT kxEkkd * ok

CRAGGTGTTCGACCGGCCGCTECTGATCCTGCCGCCETGCATCARCARGTTCTACATCCT
CRAGGTGTTCGACCGGCCCTTECTGATCCTCCCGCCGTGCATCARCARGTTCTACATCCT
CRAGGTATTCGACCGGCCGTTECTGATCCTGCCGCCETGCATCARCARGTTCTACATCCT
GRAGGTGTTCGACCGGCCGCTECTGATCCTGCCGCCETGTATCARCARGTTCTACATCCT

EEkEE FhhkFEERhFEEF FEEAFEEEILS FEEAEERLE FEEXAFTEARAEERNEETERK

CCACCTGCAGCCCGAGARCTCECTCGTCCCGCATCCECTCTCCARCGECCATCAGGTETT
CCACCTGCAGCCCGAGAATTCECTCGTCCCGCACCCECTCTCCARCGETCATCAGGTGTT
CCACCTGCAGCCCGAGARCTCECTCGTCCCGCATCCECTCTCCAGCGECCACCAGGTATT
CCATCTGCAGCCCGAGARCTCECTCGTCCCGCACCCEETATCCAGCGECCATCAGGTETT

kET hEEEREIIET FhFTE AT EAFAAFTETRFIEET k¥ E ok FEETF FEE kEk EhkAEkETETAE

CCTCGTETCEGTGECGCARCGCCCGATCCATCGETCECECACARCACGTCEGACGRACTACAT
CCTCGTETCCTGECGCARCGCOGATCCATCGETCCCECACARCACGTCEGACGRACTACAT
CCTCGTETCEGTGECGCARCGCCCATCCATCGETTCCCCACARCACCTCCGACGRACTACAT
TCTCGTETCCTGECCGCARTGCCCATCCETCGETCCCECACARCACGTCEGACGRCTACAT

EERFXETRFAFXTRIFRTE *k Thrdd *ddEd *FrEdhdddddrd Txdhdrrdaddoasd

GRACGARGGGCTCCTCECGGCCATCCACCCCOTGCAGCACGTCAGCGGCCGCGAGCAGAT
GRACGARGGGCTCCTCECGGCCATCCACCCGETGCAGCACATCAGCCGCCGCGAGCAGAT
GRACGARGGGCTCCTCECGGCCATCGACCCCOTGCAGCACGTCAGCCGCCGCGAGCAGAT

GAACGARGGGCTCCTCECCGCEATCCGACCCCETGCACCAGGTCAGCCCECGCCAMCAGAT
hEkdhkh AR ERRRFEERRAGE AFEERFRFERE REARFEIRE K Khkdkd RAEERE kEihh

CAATGCGCTCGECTTCTECGTCCECGECACGATGCTCOCGACTGCGCTEGCOETECTCEE
CARCACGCTCGECTTCTECGTCCECGECACGATGCTCCCCACCGCGCTCGCEGETECTLEE
CARCACGCTCGECTTCTECGTCCECGECACGATGCTCECCACGECGCTEGCEETECTLEE
CAATACGCTCGGCTTCTECGTCCECGECACGATGCTCCCCACCGCGCTCGCEGETECTLEE

kEx FEERFFTRNFFTERF AT ERR AT TR AT TR AT TR AT FhkFdd FhdTThoddadsd

CCCGCECOGCEARCATCCCGTCCCGTCEATGACGCTCCTCACCGCCATGCTCGATTTCAL
CCCGCETOGCEARCATCCCGCCECOTCEATGACGCTCCTCACCGCCATGCTCGACTTCAL
GECGCECOGCEARCATCCOGCCEGCGTCEATGACGCTCGCTCACCECCATCCTCGACTTCAL
CCCGCECOGCEARCATCCOGCCEGCGTCEATGACGCTCGCTTACCGCGATCCTCGACTTCTE

EEREE AKX TEXFFXTEFS TEIFET TR AT TR, FETAAFT XA AT TR KE T &
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CCACACCGECATCCTCCACGTCTTCATCCACCAGGCECACCTCCAGATCCGCCGACCACGAT
CCATACGGECATCCTCCACGTCTTCATCGACCAGGCCCACCGTCCAGATGCGCCAGCAGAT
CCACACCGECATCCTCCACGTCTTCATCGACCAGGCECACCTCCAGATGCGCCAGCACGAT
CEATACGOECGTCCTCCACGTETTCATCCACCAGGCECACCTCCAGATCCGCCAGCACAT

kExE kk Ehkd F A FEEAFAETTAFFTET AT T T AR ATE R AT AR A I A AR A AT Tk kA Ak

CATCCGCEECAACAACCECACCCCECCEEGETTEATCCCCCECETCCAGTTCCCCARCAL
CATCCGCGECAACAACCETGCECAGCCEEGECTEATCCECCECETCCAGTTCCCCGARCAL
CATCGGCGECARACAACCECACCECGCCEEGRCTEATCCCCCECETCEAGTTCCGCCARCAL
GATCGGCGECARCAACCEEACCCCECCCGGETTGATCCCCCECETCCAGTTCCGCGARCAT

EEAE I T TR T AT TR TR kE ¥EE k¥ Ek ThhkFETE AT ET TR REATERAEEES FEEEK

GTTCTCGTTCCTCCGGCCEAACCACCTCCETCTOCAACTACCGTCGTCCGACAACTACCTCAN
GTTCTCGTTCCTGCGGCCCARCCATCTCCTGTOCAACTACGTCGTCCGACAACTACCTCAR
GTTCTCGTTCCTECGGCCEAACCATC TEETCGTOEAACTACCTCGTCCACAACTACCTCAR
GTTCTCGTTCCTGCGCCCEARMCCATCTCETCTOEAACTACGTCGTCCGACAACTACCTGAR

FEETTFXTER AT T hF FTEAFETTH FEx kx TExhhkFTEhAEET Ak Ak ETrhkkrEdEL

GGGCCETACGCCOGCGECETTCCACCTECTGTACTGEARCACTGACTCGACCAGCCTCECC
GGGCCECACGCCCECGCCETTCCACCTECTGTACTGEARCACCEATTCCACCAGCCTECC
GGGCCGCACGCCOECCECETTCCACCTECTCTACTGEARCACCEGRCTCGACCAGCCTECC
GGGCCGCACGCCOGCGCCETTCCACCTECTGTACTGEARCAGCEGATTCGACCAGCCTCECC

kxkkkk EhkkEx k¥ EhkFhkE T A F T TRk TR kAT R R AAET khk FExA A AT T A hkEEEEE

GGGCCCEATGTACGCGTCETACCTGCGCAATRCCTATCTCGACARCARGCTCCGCGTCCC
GEGCCCEATGTACGCGTCETATCTGCGCCATACCTATCTCCAARACARGCTCCGCGRACCC
CGGGCCEATGTACGCGTCETATCTGCGCAATRCCTACCTCGACGARCARGCTCCGCGACCT
GGGGECCEATGTACCCGTCETACCTGCGCAATRCGTATCTCGACGARCARGCTCCGCGRECT

EEX FEATXXAFTKXTNXXTRATE TAXNFETXT FAETT *d &k &% *hkFdaxxdad Thdkr Tk ok

GEGCGCECTGACCETCTECGECCAATCCETCCACCTETCECECATCCGACETCCCCGACCTT
GEETCCECTGACCETGTCCGGCCAATCEETCCACCTETCCCTCATCCACETCCCGACCTT
GRACGCACTGACCETTTCCGGCCAGCCCETCCACCTETCGCECATCCGACETCCCCACCTT
GEGCCCECTGACCETCTECGECCAGCCEETCCATCTETCCCECATCCGACETCCCCACCTT

* kk EhkkE hk FTEAFEETETK * kkkEE hkrEhhkk kkFE Rk T kT T A kT LN

CATCTACGGTTCGCGCCAGGATCACATCGTGCCGTGECAGACCECCTATGACGTCGACCTC
CATCTACGETTCGCGCCACGATCACATCGTGCCETGECAGACGECCTACGCATCGACCTC
CATCTACGECTCOCGCCAGGACCACATCETEGCCETCGECACACCECCTACEGCATCCACCTE
CATCTACGCEGTCCCGCCACGATCACATCGTGCCGTCGECAGACCECCTATECCTCGACATC

FEETFETER FEThFAFTEAFE ThEFTE AT kT Tk rkTE kI hkAkEEE ¥ ThkkkEx *k
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GATCCTGACGGGCCCGCTEAAGTTCGTGCTCGRCECATCEGETCACATCGCEGGECGTGAT
GATCCTETCGGECCCECTCAAGTTCGTECTCEECECETCEGEACACATCGCCGECGTEAT
GATCCTGACGGGCCCGCTEAAGTTCGTGCTCGGCECATCEGECCACATTGCCGGCGTGAT
GATCCTGACGGECCCGCTCAAGTTCGTECTCEECGCCTCEGECCACATCGCCGECGTEAT

FEERFFET FA A TR I AT AT AN AT R A AT A b T FhhkEE khkFETE kk EhkhkAkEELE

CAATCCGCCGGCOAAGARGAAGCCGCAGCTACTGGATCARCGACGGCGACCTGCCCGAATC
CAATCCGCCGGCCAAGARCGAARCCCAGCTACTCCCETCARCGAGEGCCGACCTCCCCGAATC
CAATCCGCCGECCAAGARGAACCECAGCTACTCGETCARCCGACGGCCATCTECCCGARGE
CAATCCACCCGCCAAGARMAGCCCAGCTACTCCCTCARCGACGACGACCTCCCGAGCGC

kExEkdFk Eh FEXFFIEET hF EThkFdrxExhkFrEE, FExEA kAT bk kEEX krxEx Ak *

COCGGACCACTEATTTGCCGGCECCACCCGAGCAGCCGOGCAGCTCGTEGACCACCTCEAET
CECGGACCGACTEETTTGCCGCGECGACCCGAGCAGCCGEEGAAGCTGETEGACCGACGTGEET
COCGGACCACTEATTCGCEGEECECCACCCGAGCAGCCGOGCAGCTCETEGACCACCTCAET
CECCGACGACTGEGETTCGCCGEGCECGACCCGAGCATCCGEEGCAGCTGETEGACCGACCTGEAT

*Exx FExEEkAEkAEERFF AT & EhhkFdxEkhkkEx FhkEETk FxExhkhkdrxxhEdr Ek FEE Kk

COAATGECTCGACCAGTACGGCEECCECAAGETGEARCCEGCCCECCARGCCCOECTCCEE
CEAGTGECTCCACGCGTACGGCGETCEGCARGETCCCGCCECCAECCCAGCCEGETTCCGC
GEAATGECTCGACCAGTACGGCEECCECAAGETGECGCCECCAECGCAGCCEEECTCCEE
CGAATGECTCCACCAGTACGGCGECCEGCARGETCECCECECCAGCCEAGCTCGECTCCGC

*x kEEEhkFEAEE kExxhkhkrkxxh FExEhkEFEEE * *hkkx *h k& *k *EEkh
phac R
GCAGTTCCCGETCATCCACCCCECCCCOGECCECTACCYETTEGCAGCCCCATTCACG
GCAATTCCCGATGATCGAGCCGRCECCCGEECGCTACGTETTGCAGCGCGATTGACG
GCAGTTTCCGGTCATCCACCCCECCCCEGECCECTACCYETTEGCAGCCCCATTCACG
GCAATTCCCGATGATCGAM CORCACCCGGCCGTTACGTATTGCAGCGCGATTGACG

*EkE Fk EAFkAEXFAAEET AEET AL FEx hF EEF hEkEAEY EAExExhkhkdkErxhkbkrExEkhkEkE

tBEEEE

ACCGCACAGCGECGCACGCTGTCCCE-TGCACCCCACGTTTTTTTTAACAGEECCGETAGC
ACCGGACAGCGGCGCACGCTGTCCGE=-TGCACCGCAGTTTTTTT-ARCAGCGCGCCGGTAMC
GCCGGGCAGCEECECACCCTETTCCG-CECATARCAGTTTTTTT -AACAGCGETCGETCEE
GCCGEACAGCGECGCACGCTGTCCGACTGCACCGCAGTTTTTTT-ARCAGCGETCGGCAGC

Exhk FTxhkFrkEEIATAETETAEEET k& *k* *kExhkhkEkTEhk FExExhErE kE ¥ *

GATGCGCCGTETCCTGCOEGCCTGCACCAAAGGEAA 2075
GACGCGCCGTETCETGCEEECCTGEAGCAAAGGGAA 2065
GACGCGCCGTETCETGCOEGCCCGEACCAAACGEAA 2074
GACGCGCCGTETCGCGCEEECTCECAGEA == ==== 2060

*%k kkFkxEkhkkkEEk FEET AL E kkdkxxh

1740
1731
1740
1731

1800
1791
1800
1791

1860
1851
1860
1851

1920
1911
1920
1911

1980
1971
1980
1971

2039
2029
2038
2030

120
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APENDICE D- Resultado do sequenciamento, usando os oligonucleotideos phaC F e
phaC R

Resultado do sequenciamento do isolado SCU 63 e alinhamento

>Iniciador phaC F
AACGCACGGMGCKCCTTCCGCGGGCAGCACCGGATTCGATCCGGCCGCCCGGCCGATGCCGC
CKACGTTCGAGTCGTGCTGGATCGCGTGGCGCGGTTTTGMWGATCCGGMSCGCGCCGCGACT
GACGCGGCCACCGTGSATCCGTTCGCGACATTCCTGTTCCCGACTTCRTTTCCWTTCCWGGT
ACCGTCGATGCCCGATCTCGGCGGCATGGYSTCSCCGTTCGCGGGGCTGAAACTGCCGGGTG
CCGCGATTCCGCCCGAGCGGCTCCAGACGCTGCAGGCCGACTACGCGCGCGATTGCATGACG
CTGATGCAGCAGGCGGCCGCCGCGAAGCTCGAGTCGCCCGAACTGAAGGACCGCCGCTTCAG
CGGCGATGCGTGGAAGGCGTCGCCCGCGCATGCGTTCGCGGCCGCCTGGTATCTGCTCAACG
CGCGCTATCTGCAGGAACTGGCCGACGCGCTTCAGACCGATCCGAAGACGCGCGAGCGCATC
CGCTTCACGGTCCAGCAATGGACGGCCGCCGCAGCGCCGAGCAACTTCCTCGCTCTCAATCC
CGACGCGCAGAAGTCGATTCTCGAGACGCAGGGCGAAAGCCTGCGGCAGGGGATGATGAACC
TGCTCGGCGACCTGCAGCGCGGCAAGATTTCGCAGACCGACGAATCGCGGTTCGTGGTCGSA
AAGAACCTCGGGTGTACTGAAGSGSGGTCGTCTACGAGAACGACCTGATCCAGCTGATCCAG
TAMACGCCGAAGACGGACAAGKGTTCGAGCGGCCATTGCTGATCGTCCCGCCGTGCATCAAC
AAGTTTTACATCCTCGATYTGCAGCCCGRRAATTCGCTCGTCSCGCATGCGCTKTCGAACGG
CATCAGTGTCTCGTGTCTGGCGCATGCGATGCTCGTCGSCMAAGACGTGGACGACTAMTGAC
GATGCTTGCYCGSGGCGATCGACG

>Iniciador phaC R
TACGGGMTGACGCGTGWSCTGTGCCGAGCGGGCTGGYGGGTGGCGCCCCTTGCGGCCGCCGL
CTTGCCCAGCCACTCGACCGCGTCGGGACCAGCTTCCCGGCTGCTCGGTGGCACCGGACAAC
CAKGCGTCCGCGGATGCCGGCWGATCGYTGTCGTTGACCCARCSYGTGCKCTTCTTCTTCSS
CGGCGGATTGATCACGCCCGCGATGTGACCCGACGCGCCKAGYACGAWYTTCWGCGGGCCCG
ACAGGATCGACGTCGATGCGTAGGCCGTCTGCCACGGCACGATGTGATCCTCGCGCGAGCCG
TAGACGAAGGTCGGCACGTCGATCAGCGACAGGTCGACGGATTCGCCGCACACGGTCAGCGC
GCCCGGCTCGCGCAACCTGTTCWCGAGATAGGTATTGCGCAGGTACYACKCGTACATCGGGC
CAGGCAGGCTCGTCGAGTCGCTGTTCCAGTACAGCAGGTCGAACGGCGCGGGCGTGCGGCCC
TTCAGGTAGTTGTCGACGACGTAGTTCCACACGAGGTCGTTCGGCCGCAGGAACGAGAACGT
GTTCGCGAACTCGACGCCGCGCATCAGCCCCGGTTGCGTGCCGTTCTTGCCGCCGATGGTTT
GCTCGCGCATCTGCACGTGCGCTTCGTCGACGAACACGTCGAGAATGCCCGTGTCGGTGARA
TCGAGCATCGCGGTGAGCAGCGTCATCGACGCGGCCGGATGTTCGCCGCGCGCGGCGAGCAL
CGCCAGTGCGGTCGCGAGCATCGTGCCGCCGACGCARAGCCGAGCGTATTGATCTGCTCGCG
GCGCTGACCTGCTGCACGGCGTCGATCGCGCGAGCAGCCCTTCGTCATGTAGTCGTCCCACG
TCTGTGSGCGACGAGCATCGCATGCGCCACGAMACGAGACACTGATGCGGTCGAMGSCATGC
CGACGAGCGATTCYCGGGCTCGCARATCGRGGGAKGTAAAM
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Resultado do sequenciamento do isolado SCU 66

>Iniciador phaC F
CAGGGCTAGGCGCTCCTTCCGCGGGCAGCACCGGATTCGATCCGGCCGCCCGGCCGATASCG
CCRACGTTCGAGTCGTGCTGGATGACGTGGCGYGGTTTTGMWGATCCGGMCCGCGCCGCGAC
TGACGCGGGACCGTGAATCCGTTCGCGACATTCCTGTTCCCGACTTCRTGTCCWTTCGWGGT
ACCGTCGATGCCCGATCTCGGCGGCATGGYSTCSCCGTTCGCGGGGCTGAAACTGCCSGGTG
CCGCGATTCCGCCCGAGCGGCTCCAGACGCTGCAGGCCGACTACGCGCGCGATTGCATGACG
CTGATGCAGCAGGCGGCCGCCGCGAAGCTCGAGTCGCCCGAACTGAAGGACCGCCGCTTCAG
CGGCGATGCGTGGAAGGCGTCGCCCGCGCATGCGTTCGCGGCCGCCTGGTATCTGCTCAACG
CGCGCTATCTGCAGGAACTGGCCGACGCGCTTCAGACCGATCCGAAGACGCGCGAGCGCATC
CGCTTCACGGTCCAGCAATGGACGGCCGCCGCAGCGCCGAGCAACTTCCTCGCTCTCAATCC
CGACGCGCAGAAGTCGATTCTCGAGACGCAGGGCGAAAGCCTGCGGCAGGGGATGATGAACC
TGCTCGGCGACCTGCAGCGCGGCAAGATTTCGCAGACCGACGAATCGCGGTTCGTGGTCGGC
AAGAACCTCGGGTGTACTGAAGGCGCGGTCGTCTACGAGAACGACCTGATCCAGCTGATCCA
GTACACGCCGAAGACGGACAAGGTGTTCGAGCGGCCATTGCTGATCGTCCCGCCGTGCATCA
ACAAGTTTTACATCCTCGATYTGCAGCCCGAGAATTCGCTCGTCGCGCATGCGCTGTCGAAC
GGCCATCAGTGTTCCTCGTGTCGTGCSCATGCGATGCTCCGTCGCGCACAAGACGTGGGACG
ACTACTGACGAGGCTGCTCGCGCGATCGACGCCGTGGCARCAGGTCMRSCGCCCGCGAGCCG
ATYCAT

>Iniciador phaC R
TATCAGYTGGACGWGTGGCCTGTGCCGAGCGGGCTGGSCGGRTGGCGCCCCTTGCGGCCGCC
GCCTTWTCCAGCCACTCGACCGCGTCGGGACGAGWTTCCCGGCTGCAGGGTGGCACCGGACG
YCCAKGCGTCGSCGCATGCCGGCWGATCGYTGTCGTTGACCCAACCYGTGCKCTTCTTCTTC
SSCGGCGGATTGATCACGCCCGCGATGTGACCCGACGCGCCKAGYACGAWCTTCWGCGGGCC
CGACAGGATCGACGTCGATGCGTAGGCCGTCTGCCACGGCACGATGTGATCCTCGCGCGAGC
CGTAGACGAAGGTCGGCACGTCGATCAGCGACAGGTCGACGGATTCGCCGCACACGGTCAGC
GCGCCCGGCTCGCGCAACCTGTTCWCGAGATAGGTATTGCGCAGGTACCACGCGTACATCGG
GCCAGGCAGGCTCGTCGAGTCGCTGTTCCAGTACAGCAGGTCGAACGGCGCGGGCGTGCGGC
CCTTCAGGTAGTTGTCGACGACGTAGTTCCACACGAGGTCGTTCGGCCGCAGGAACGAGAAC
GTGTTCGCGAACTCGACGCCGCGCATCAGCCCCGGTTGCGTGCCGTTCTTGCCGCCGATGGT
TTGCTCGCGCATCTGCACGTGCGCTTCGTCGACGAACACGTCGAGAATGCCCGTGTCGGTGA
AATCGAGCATCGCGGTGAGCAGCGTCATCGACGCGGCCGGATGTTCGCCGCGCGCGGCGAGC
ACCGCCAGTGCGTCGCGAGCATCGTGCCGCCGACGCARAGCCGAGCGTATGATCTGCTCGCG
CGCTGACTGCTGCACGCGTCGATCGCGCGAGCAGCCTCGTTCATGTAGTCGTCACGTCTGTG
SCGACGAGCATCGCATGCGCMGACCGAGACCTGATGCGTTCGACGGCATGCCGACRGCGAAT
YCGGCTGCGATCGAGGATGTAACTGCCTA
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APENDICE E - Resultado do sequenciamento, usando os oligonucleotideos SCU 63 F/R
e Primer interno SCU 66 F/R.

Isolado SCU 63

>Primer SCU 63 interno F
AATTCCGATTCGCAGACCGACGATCGCGGTTCGTGGTCGGCAAGAACCTCGGGTGTACTGAA
GGCGCGGYCGTCTACGAGAACGACCTGATCCAGCTGATCCAGTACACGCCGAAGACGGACAA
GGTGTTCGAGCGGCCATTGCTGATCGTCCCGCCGTGCATCAACAAGTTTTACATCCTCGATC
TGCAGCCCGAGAATTCGCTCGTCGCGCATGCGCTGTCGAACGGCCATCAGGTGTTCCTCGTG
TCGTGGCGCAATGCGGATGCTTCGGTCGCGCACAAGACGTGGGACGACTACATGAACGAAGG
GCTGCTCGCGGCGATCGACGCCGTGCAGCAGGTCAGCGGCCGCGAGCAGATCAATACGCTCG
GCTTCTGCGTCGGCGGCACGATGCTCGCGACCGCACTGGCGGTGCTCGCCGCGCGCGGCGAA
CATCCGGCCGCGTCGATGACGCTGCTCACCGCGATGCTCGATTTCACCGACACGGGCATTCT
CGACGTGTTCGTCGACGAAGCGCACGTGCAGATGCGCGAGCAAACCATCGGCGGCAAGAACG
GCACGCAACCGGGGCTGATGCGCGGCGTCGAGTTCGCGAACACGTTCTCGTTCCTGLCGGCCG
AACGACCTCGTGTGGAACTACGTCGTCGACACCCCGGGAARRGGSAAA

>Primer SCU 63 interno R
CCATAGAGTCGTTCGGCGCAGGACGAGACGTGTTCGCGAACTCGACGCCGCGCATCAGCCCC
GGTTGCGTGCCGTTCTTGCCGCCGATGGTTTGCTCGCGCATCTGCACGTGCGCTTCGTCGAC
GAACACGTCGAGAATGCCCGTGTCGGTGAAATCGAGCATCGCGGTGAGCAGCGTCATCGACG
CGGCCGGATGTTCGCCGCGCGCGGCGAGCACCGCCAGTGCGGTCGCGAGCATCGTGCCGCCG
ACGCAGAAGCCGAGCGTATTGATCTGCTCGCGGCCGCTGACCTGCTGCACGGCGTCGATCGC
CGCGAGCAGCCCTTCGTTCATGTAGTCGTCCCACGTCTTGTGCGCGACCGAAGCATCCGCAT
TGCGCCACGACACGAGGAACACCTGATGGCCGTTCGACAGCGCATGCGCGACGAGCGAATTC
TCGGGCTGCAGATCGAGGATGTAAAACTTGTTGATGCACGGCGGGACGATCAGCAATGGCCG
CTCGAACACCTTGTCCGTCTTCGGCGTGTACTGGATCAGCTGGATCAGGTCGTTCTCGTAGA
CGACCGCGCCTTCAGTACACCCGAGGTTCTTGCCGACCACGAACCGCGATTCGTCGGTCTGC
GAAATCTTGCCGCGCTGCAGGTCGCCGAGAGTKTYYYYYYMWYYM

Isolado SCU 66

>Primer SCU 66 interno F

GGTTCGTGAGCGTCGCCGCGCATGCGTTCGCGGCCGCCTGGTATCTGCTCAACGCGCGCTAT
CTGCAGGAMCTGGCCGACGCGCTTCAGACCGATCCGAAGACGCGCGAGCGCATCCGCTTCAC
GGTCCAGCAATGGACGGCCGCCGCAGCGCCGAGCAACTTCCTCGCTCTCAATCCCGACGCGC
AGAAGTCGATTCTCGAGACGCAGGGCGAAAGCCTGCGGCAGGGGATGATGAACCTGCTCGGC
GACCTGCAGCGCGGCAAGATTTCGCAGACCGACGAATCGCGGTTCGTGGTCGGCAAGAACCT
CGGGTGTACTGAAGGCGCGGTCGTCTACGAGAACGACCTGATCCAGCTGATCCAGTACACGC
CGAAGACGGACAAGGTGTTCGAGCGGCCATTGCTGATCGTCCCGCCGTGCATCAACAAGTTT
TACATCCTCGATCTGCAGCCCGAGAATTCGCTCGTCGCGCATGCGCTGTCGAACGGCCATCA
GGTGTTCCTCGTGTCGTGGCGCAATGCGGATGCTTCGGTCGCGCACAAGACGTGGGACGACT
ACATGAACGAAGGGCTGCTCGCGGCGATCGACGCCGTGCAGCAGGTCAGCGGCCGCGAGCAG
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ATCAATACGCTCGGCTTCTGCGTCGGCGGCACGATGCTCGCGACCGCACTGGCGGTGCTCGC
CGCGCGCGGCGAACATCCGGCCGCGTCGATGACGCTGCTCACCGCGATGCTCGATTTCACCG
ACMCGGGCATTCTCGACGTGTTCGTCGACGAAGCGCACGTGCAGATGCGCGAGCAAACCATC
GGCGGCAAGAACGGCACGCAACCGGGGCTGATGCGCGGCGTCGAGTTCGCGAACACGTTCTC
GTTCTGCGGCGAACGACTCGTGAYAYAYWMYYTYYKYSKYRSSAA

>Primer SCU 66 interno R

GSCYKGGGAGACGAGACGTGTTCGCGACTCGACGCCGCGCATCAGMCCCGGTTGCGTGCCGT
TCTTGCCGCCSATGGTTTGCTCGCGCATCTGCACGTGCGCTTCGTCGACGAACACGTCGAGA
ATGCCCGTGTCGGTGAAATCGAGCATCGCGGTGAGCAGCGTCATCGACGCGGCCGGATGTTC
GCCGCGCGCGGCGAGCACCGCCAGTGCGGTCGCGAGCATCGTGCCGCCGACGCAGAAGCCGA
GCGTATTGATCTGCTCGCGGCCGCTGACCTGCTGCACGGCGTCGATCGCCGCGAGCAGCCCT
TCGTTCATGTAGTCGTCCCACGTCTTGTGCGCGACCGAAGCATCCGCATTGCGCCACGACAC
GAGGAACACCTGATGGCCGTTCGACAGCGCATGCGCGACGAGCGAATTCTCGGGCTGCAGAT
CGAGGATGTAAAACTTGTTGATGCACGGCGGGACGATCAGCAATGGCCGCTCGAACACCTTG
TCCGTCTTCGGCGTGTACTGGATCAGCTGGATCAGGTCGTTCTCGTAGACGACCGCGCCTTC
AGTACACCCGAGGTTCTTGCCGACCACGAACCGCGATTCGTCGGTCTGCGAAATCTTGCCGC
GCTGCAGGTCGCCGAGCAGGTTCATCATCCCCTGCCGCAGGCTTTCGCCCTGCGTCTCGAGA
ATCGACTTCTGCGCGTCGGGATTGAGAGCGAGGAAGTGCTCGGCGCTGCGGCGGCCGTCCAT
TGCTGGACCGTGAGCGATGCGCTCGCGCGTCTCGATCGGTCTGAGCGCGTCGCAGTCTGMAR
ATAGCGCGCGTTGAGCAGATACAGCGCSGACGCATGCCGGCGACGCTCACGCATCGCGCTGA
CCATGCTTTTYMATATMTMA
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APENDICE F - Sequéncias consenso do gene phaC dos isolados SCU 63 e SCU 66

Sequéncia consenso final do gene phaC do isolado SCU 63
CCGCGGGCAGCACCGGATTCGATCCGGCCGCCCGGCCGATGCCGCCACGTTCGAGTCGTGCT
GGATCGCGTGGCGCGGTTTTGGATCCGGCGCGCCGCGACTGACGCGGCCACCGTGATCCGTT
CGCGACATTCCTGTTCCCGACTTCTTTCCTTCCGGTACCGTCGATGCCCGATCTCGGCGGCA
TGGTCCCGTTCGCGGGGCTGAAACTGCCGGGTGCCGCGATTCCGCCCGAGCGGCTCCAGACG
CTGCAGGCCGACTACGCGCGCGATTGCATGACGCTGATGCAGCAGGCGGCCGCCGCGAAGCT
CGAGTCGCCCGAACTGAAGGACCGCCGCTTCAGCGGCGATGCGTGGAAGGCGTCGCCCGCGC
ATGCGTTCGCGGCCGCCTGGTATCTGCTCAACGCGCGCTATCTGCAGGAACTGGCCGACGCG
CTTCAGACCGATCCGAAGACGCGCGAGCGCATCCGCTTCACGGTCCAGCAATGGACGGCCGC
CGCAGCGCCGAGCAACTTCCTCGCTCTCAATCCCGACGCGCAGAAGTCGATTCTCGAGACGC
AGGGCGAAAGCCTGCGGCAGGGGATGATGAACCTGCTCGGCGACCTGCAGCGCGGCAAGATT
TCGCAGACCGACGAATCGCGGTTCGTGGTCGGCAAGAACCTCGGGTGTACTGAAGGCGCGGT
CGTCTACGAGAACGACCTGATCCAGCTGATCCAGTACACGCCGAAGACGGACAAGGTGTTCG
AGCGGCCATTGCTGATCGTCCCGCCGTGCATCAACAAGTTTTACATCCTCGATCTGCAGCCC
GAGAATTCGCTCGTCGCGCATGCGCTGTCGAACGGCCATCAGGTGTTCCTCGTGTCGTGGCG
CAATGCGGATGCTTCGGTCGCGCACAAGACGTGGGACGACTACATGAACGAAGGGCTGCTCG
CGGCGATCGACGCCGTGCAGCAGGTCAGCGGCCGCGAGCAGATCAATACGCTCGGCTTCTGC
GTCGGCGGCACGATGCTCGCGACCGCACTGGCGGTGCTCGCCGCGCGCGGCGAACATCCGGC
CGCGTCGATGACGCTGCTCACCGCGATGCTCGATTTCACCGACACGGGCATTCTCGACGTGT
TCGTCGACGAAGCGCACGTGCAGATGCGCGAGCAAACCATCGGCGGCAAGAACGGCACGCAA
CCGGGGCTGATGCGCGGCGTCGAGTTCGCGAACACGTTCTCGTTCCTGCGGCCGAACGACCT
CGTGTGGAACTACGTCGTCGACAACTACCTGAAGGGCCGCACGCCCGCGCCGTTCGACCTGC
TGTACTGGAACAGCGACTCGACGAGCCTGCCTGGCCCGATGTACGGTGTACCTGCGCAATAC
CTATCTCGGAACAGGTTGCGCGAGCCGGGCGCGCTGACCGTGTGCGGCGAATCCGTCGACCT
GTCGCTGATCGACGTGCCGACCTTCGTCTACGGCTCGCGCGAGGATCACATCGTGCCGTGGC
AGACGGCCTACGCATCGACGTCGATCCTGTCGGGCCCGCGAATCGTCTGGCGCGTCGGGTCA
CATCGCGGGCGTGATCAATCCGCCGGAAGAAGAAGGCACGTGGGTCAACGACACGATCGCCG
GCATCCGCGGACGCTGGTTGTCCGGTGCCACCGAGCAGCCGGGAAGCTGGTCCCGACGCGGT
CGAGTGGCTGGGCAAGGCGGCGGCCGCAAGGGGCGCCACCCCCAGCCCGCTCGGCACAGCAC
GCGTCACCCGTA

Sequéncia consenso final do gene phaC do isolado SCU 66

CGCGGGCAGCACCGGATTCGATCCGGCCGCCCGGCCGATACGCCACGTTCGAGTCGTGCTGG
ATGACGTGGCGGGTTTTGGATCCGGCCGCGCCGCGACTGACGCGGGACCGTGAATCCGTTCG
CGACATTCCTGTTCCCGACTTCTGTCCTTCGGGTACCGTCGATGCCCGATCTCGGCGGCATG
GTCCCGTTCGCGGGGCTGAAACTGCCGGTGCCGCGATTCCGCCCGAGCGGCTCCAGACGCTG
CAGGCCGACTACGCGCGCGATTGCATGACGCTGATGCAGCAGGCGGCCGCCGCGAAGCTCGA
GTCGCCCGAACTGAAGGACCGCCGCTTCAGCGGCGATGCGTGGAAGGCGTCGCCCGCGCATG
CGTTCGCGGCCGCCTGGTATCTGCTCAACGCGCGCTATCTGCAGGAACTGGCCGACGCGCTT
CAGACCGATCCGAAGACGCGCGAGCGCATCCGCTTCACGGTCCAGCAATGGACGGCCGCCGC
AGCGCCGAGCAACTTCCTCGCTCTCAATCCCGACGCGCAGAAGTCGATTCTCGAGACGCAGG
GCGAAAGCCTGCGGCAGGGGATGATGAACCTGCTCGGCGACCTGCAGCGCGGCAAGATTTCG
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CAGACCGACGAATCGCGGTTCGTGGTCGGCAAGAACCTCGGGTGTACTGAAGGCGCGGTCGT
CTACGAGAACGACCTGATCCAGCTGATCCAGTACACGCCGAAGACGGACAAGGTGTTCGAGC
GGCCATTGCTGATCGTCCCGCCGTGCATCAACAAGTTTTACATCCTCGATCTGCAGCCCGAG
AATTCGCTCGTCGCGCATGCGCTGTCGAACGGCCATCAGGTGTTCCTCGTGTCGTGGCGCAA
TGCGGATGCTTCGGTCGCGCACAAGACGTGGGACGACTACATGAACGAAGGGCTGCTCGCGG
CGATCGACGCCGTGCAGCAGGTCAGCGGCCGCGAGCAGATCAATACGCTCGGCTTCTGCGTC
GGCGGCACGATGCTCGCGACCGCACTGGCGGTGCTCGCCGCGCGCGGCGAACATCCGGLLCGL
GTCGATGACGCTGCTCACCGCGATGCTCGATTTCACCGACACGGGCATTCTCGACGTGTTCG
TCGACGAAGCGCACGTGCAGATGCGCGAGCAAACCATCGGCGGCAAGAACGGCACGCAACCG
GGGCTGATGCGCGGCGTCGAGTTCGCGAACACGTCTCGTTCCTGCGGCCGAACGACCTCGTG
TGGAACTACGTCGTCGACAACTACCTGAAGGGCCGCACGCCCGCGCCGTTCGACCTGCTGTA
CTGGAACAGCGACTCGACGAGCCTGCCTGGCCCGATGTACGCGTGGTACCTGCGCAATACCT
ATCTCGGAACAGGTTGCGCGAGCCGGGCGCGCTGACCGTGTGCGGCGAATCCGTCGACCTGT
CGCTGATCGACGTGCCGACCTTCGTCTACGGCTCGCGCGAGGATCACATCGTGCCGTGGCAG
ACGGCCTACGCATCGACGTCGATCCTGTCGGGCCCGCGAAGTCGTCTGGCGCGTCGGGTCAC
ATCGCGGGCGTGATCAATCCGCCGGAAGAAGAAGGCACGGTTGGGTCAACGACACGATCGCC
GGCATGCGCGACGCTGGCGTCCGGTGCCACCCTGCAGCCGGGAACTCGTCCCGACGCGGTCG
AGTGGCTGGAAAGGCGGCGGCCGCAAGGGGCGCCACCGCCAGCCCGCTCGGCACAGGCCAL
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APENDICE G - Analise BLASTXx das sequéncias consenso pertencentes ao gene phaC

dos isolados SCU 63 e SCU 66

SCU 63

(=)Show Conserved Domains

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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Description :s;: :’;:1 2;:3 \.;ue Ident Accession

"1 poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia cepacia] 891 946 94% 0.0 90% WP_027784567.1
| poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia cenocepacia) 875 930 94% 0.0 89% WP_034188623.1
" poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia cepacia JBKS] 873 923 94% 0.0 88% KDV23878.1
"~ poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia pyrrocinia) 869 920 87% 0.0 95% WP_034181299.1
| poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia cenocepacia] 867 917 94% 0.0 90% WP_012328616.1
"~ poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia cenocepacia] 867 917 94% 0.0 90% WP_011549702.1
~] MULTISPECIES: poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia cepacia complex] 867 915 94% 0.0 90% WP_006485252.1
"~ poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia cepacia] 866 921 94% 0.0 90% WP_034207424.1
| poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia cenccepacia) 866 916 94% 0.0 90% WP_0Z7B0B063.1
"I poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia cepacia] 863 912 87% 0.0 94% KIS46598.1
| poly-beta-hydroxybutyraie polymerase [Burkholderia dolosa] 864 914 87% 0.0 91% WP 0067684235.1
"I poly-beta-hydroxybutyraie polymerase [Burkholderia cer 864 914 04% 0.0 90% WP 006478698.1
"1 MULTISPECIES: poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia) 855 909 87% 00 93% WP 034200609.1
"I poly-beta-hydroxybutyraie polymerase [Burkholderia sp. MSh1] 853 907 &7% 00 93% KFG92831.1
| poly-beta-hydroxybutyraie polymerase [Burkholderia cenocenacia) 848 898 87% 0.0 92% WP 0401274891
"I poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase, class | [Burkholderia sp. TJI49] 845 895 B87% 00 92% EGDO5735.1
| poly-beta-hydroxybutyraie polymerase [Burkholderia lata) 846 899 &7% 00 94% WP 0113522421
| poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Necardioidaceae bacterium MUSC201] 845 894 87T% 0.0 94% WP 039360210.1
| poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia cepacia] 844 894 87T% 0.0 94% WP _027787250.1
—| poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia vietnamiensis AU4i] 843 893 87T% 0.0 94% WP_042977626.1
—| Polyhydroxyalkanoic acid synthase [Burkholderia vietnamiensis AU4i] 841 891 87T% 0.0 94% ERJ34220.1
" poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia sp. USM B20] 842 896 87% 0.0 91% WP_044848892.1
"~ poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia multivorans] 842 893 87% 00 91% WP_006399945.1
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= Graphic Summary

(=)Show Conserved Domains
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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poly-beta-} ityrate [Burkholderia cer 652 994 96% 0.0 96% WP 034188623.1
~ poly-beta- ityrate [Burkholderia cepacia) 655 1004 96% 0.0 97% WP _027784567.1
| poly-beta ityrate [Burkholderia pyrrocinia] 659 1009 93% 0.0 97% WP 034181209.1
"~ poly-bet ityrate [Burkholderia cepacia JBKS] 6562 989 96% 0.0 96% KDV23978.1
poly-beta-} ityrate [Burkholderia cer 631 0982 96% 0.0 96% WP 027806063.1
I poly-bet ityrate [Burkholderia cer 631 983 96% 0.0 96% WP 012328616.1
I poly-beta ityrate [Burkholderia cer i 631 982 96% 0.0 96% WP 0115497021
I poly-bet ityrate [Burkholderia dolosa] 639 979 94% 0.0 94% WP 006764235.1
~| MULTISPECIES: poly-beta-hydroxybutyrate polymerase [Burkholderia cepacia complex] 632 979 96% 0.0 96% WP 008485252.1
I poly-bet ityrate [Burkholderia cer 628 979 96% 0.0 96% WP 005478698.1
Polyhydroxyalkanoic acid synthase [Burkholderia vietnamiensis AU4i] 611 922 90% 00 96% ERJ34220.1
I poly-bet ityrate [Burkholderia cepacia] 633 976 93% 0.0 97% WP 034207424.1
| poly-beta ityrate [Burkholderia cepacia) 631 945 90% 0.0 96% KIS46598.1
| MULTISPECIES: poly-beta-} ityrate polymerase [Burkholderia] 622 968 96% 0.0 95% WP 034200609.1
~ poly-beta ityrate [Burkholderia lata] 615 961 96% 0.0 97% WP _011352242.1
poly-beta-| Jtyrate [Burkholderia sp. USM B20] 625 955 93% 0.0 95% KJES0583.1
~| poly-bet ityrate [ i bacterium MUSC201] 616 958 96% 0.0 97% WP _039360210.1
poly-beta- ityrate [Burkholderia viethamiensis AU41] 613 958 96% 00 96% WP _042677626.1
"~ poly-bet ityrate [Burkholderia cepacia] 613 957 96% 0.0 96% WP 027787250.1
T poly-beta| ityrate [Burkholderia sp. MSh1] 620 937 90% 0.0 95% KFG92931.1
PhaC [Burkholderia sp. Rc07] 619 927 90% 0.0 B89% ACC95143.1




ANEXOS

ANEXO A- Meios de cultura e reagentes utilizados

Meio Luria Bertani (LB)

NaCl

Extrato de levedura

Triptona

Meio Mineral (Ramsay et al., 1990)

NazHPO4
KH,PO,

(NH,)2S0O,

MgSQ,. 7H,0

CaC|2. 2H-0

Citrato férrico amoniacal

H3BOs

CoCl;,.6H,0
ZnS0,4.7H,0
MnCI2.4H20
NaMo00O,.2H,0
NiCl,.6H,0
CuS04.5H,0

59/L
59/L
10 g/L

3,50/L
1,5¢g/L

variavel *.

200 mg/L
10 mg/L
60 mg/L
0,3 mg/L
0,2 mg/L
0,1 mg/L
0,03 mg/L
0,03 mg/L
0,02 mg/L
0,01 mg/L
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*A concentracdo de (NH,).SO, ajustada em cada experimento com o objetivo de proporcionar
condi¢cdes de acumulo de P3HB ou crescimento celular. Em meio mineral sélido para
promover o acumulo de PHA foi utilizado 60 mg/L, juntamente com 5 g/L da fonte de
carbono. Em meio de cultura sélido ou liquido para crescimento, se utilizou 1 g/L, com a
mesma concentracdo da fonte de carbono. Em meio liquido para o acimulo utilizou-se 1 g/L e

10 ou 15 g¢/L da fonte de carbono.

Solucéo estoque Sudan Black B
Sudan Black B
Etanol 96%

0,2¢g
g.s.p 1L



