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RESUMO

RODRIGUES, K. C. L. Producéo de elastomeros biodegradaveis por bactérias isoladas
de lodo de esgoto. 2013. 126 f. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Polihidroxialcanoatos (PHA) sdo polimeros armazenados intracelularmente como forma de
reserva, podendo servir como fonte de carbono e energia em casos de escassez nutricional.
PHA tém despertado interesse industrial, pois apresentam propriedades termoplasticas, sdo
biodegradaveis e podem ser sintetizados a partir de matérias primas renovaveis. Os
mondmeros que constituem os PHA podem ser divididos em dois grupos: os de cadeia curta,
que contem de 3 a 5 atomos de carbono na cadeia principal, e os de cadeia média, contendo de
6 a 16 atomos de carbono na cadeia principal. A producdo de PHA contendo mondmeros de
cadeia média (PHAwmcL) é realizada principalmente por bactérias do género Pseudomonas.
Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de diferentes isolados bacterianos para
producdo de PHAwmcL a partir de carboidratos ou glicerol. Um total de 39 isolados foi
avaliado. N&o foi detectado nenhum isolado capaz de utilizar eficientemente amido, lactose
ou sacarose para producdo destes polimeros. Embora muitos isolados tenham apresentado
bom desempenho na producdo de PHA a partir de glicose ou frutose, este foi inferior a
linhagem de referéncia (Pseudomonas sp. LFM046). A linhagem de referéncia ndo foi capaz
de utilizar glicerol e muitos dos isolados apresentaram bom desempenho na conversdo dessa
fonte de carbono em PHAwcL. Neste trabalho, pela primeira vez foram detectadas bactérias
capazes de produzir PHAmcL a partir de xilose, representando cerca de 10% da massa seca
celular. Com base no sequenciamento do rDNA 16S, estes isolados foram identificados como
pertencentes ao género Pseudomonas sp. Ensaios em biorreator, utilizando o isolado SCU
164, resultou em uma biomassa de aproximadamente 6 g/L, contendo cerca de 11 a 14% de
PHA. Na tentativa de obter linhagens bacterianas mais eficientes no consumo deste acucar,
copias dos genes responsaveis pelo catabolismo (xylAB) e metabolismo (xyIFGH) de xilose
em Escherichia coli foram inseridos no isolado SCU 164. As linhagens recombinantes foram
analisadas quanto a capacidade do consumo de xilose e a producdo de PHAmcL. A
superexpressdo dos genes xylAB e xylFGH nédo levou a melhora no consumo de xilose ou
producdo de PHAwmcL.

Palavras-chave: Polihidroxialcanoatos. Carboidratos. Metabolismo. Xilose. Pseudomonas sp.



ABSTRACT

RODRIGUES, K. C. L. Production of biodegradable elastomers by bacteria isolated from
sewage sludge. 2013. 126 p. Masters thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2014.

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are polymers stored intracellularly as a form of reserve,
possibly serving as carbon and energy source in cases of nutritional shortage. PHA has
attracted industrial interest, since they have thermoplastic properties, are biodegradable and
can be synthesized from renewable raw materials. The monomers constituting the PHA can be
classified into two groups: short-chain-length monomers, containing 3 to 5 carbon atoms in
the chain and medium-chain-length monomers containing from 6 to 16 carbon atoms in the
chain. The production of PHA monomers containing medium-chain-length monomers
(PHAwmcL) is made mainly by bacteria belonging to the Pseudomonas genus. This study aimed
to evaluate the potential of different bacterial isolates regards the PHAmcL production from
carbohydrates or glycerol. A total of 39 strains were evaluated. The isolates were unable to
efficiently utilize starch, lactose or sucrose to produce these polymers. Although many
isolates showed good PHA production from glucose or fructose, their performance was
inferior to the reference strain (Pseudomonas sp. LFMO046). The reference strain was unable
to utilize glycerol and many of the isolates showed good performance in converting this
carbon source into PHAwmcL. In this work, bacteria capable of producing PHAwcL representing
about 10% of the cell dry weight from xylose were first detected,. These isolates were
identified as belonging to the Pseudomonas genus after sequencing of their rDNA16S gene.
Bioreactor cultures using the isolated SCU 164 resulted in a cell dry weight of about 6 g/L,
containing 11-14% of PHA. Aiming to obtain bacterial strains more efficient, copy of those
responsible for the catabolism (XylAB) genes and metabolism (xylFGH) xylose genes related
to xylose catabolism (xylAB) in Escherichia coli were inserted into the isolated SCU 164. The
recombinant strains did not presented an improved performance on xylose consumption and
PHA production.

Keywords: Polyhydroxyalkanoates. Carbohydrate. Metabolism. Xylose. Pseudomonas sp.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Microscopia eletronica de células bacterianas contendo granulos de PHAs em seu

11 (=] o] S TSSO PP ST P TP PPTP 19
Figura 2 - Formula quimica geral dos PHAS. ..o e 20
Figura 3 - Modelo metab6lico genérico para a sintese de PHAS. .......c.oviiiinnnie e 23
Figura 4 - Ciclo de producéo e degradaGio de PHAS. ...t 26
Figura 5 - Metabolismo da FrutoSe € GHICOSE ........c.ooieriiieieie e e 29
Figura 6 - MetaboliSm0o dO GHCEIOL...........oiiiiiie i 30
Figura 7 - MetaboliSmO da XIlOSE. .........cuiiiiiieiiiti ettt 33
Quadro 1 - Lista dos antibidticos utilizados, sua marca e CONCENtraghes. .........cvverevrererererreirenenenne 42
Figura 8 — Diagrama de funcionamento de um eSpectrOmetro de Massas...........ccurerrererernesensnnnnes 46
Figura 9 - Avaliacdo da produgdo de PHAwmc. por diferentes isolados utilizando glicose.................... 56
FiguralO - Avaliagdo da producéo de PHAwc. por diferentes isolados utilizando frutose................... 59
Figura 11 - Avaliagdo da producéo de PHAwc. por diferentes isolados utilizando glicerol................. 63

Figura 12 - Avaliagdo da produgdo de PHAyc. por diferentes isolados utilizando 15 g/L de Xilose e
1,0 g/L de Sulfato de amONio (NH4)2SO4u..cvveieieiiiiiiie sttt 65

Figura 13 — Avaliacdo da producdo de PHAycL do isolado SCU 164 a partir de xilose em meio
mineral com diferentes concentracfes da fonte de nitrogénio - (NH,),SO4......ccvnee.. 67

Figura 14 - Teste MALDI-TOR-IMS.........coii ittt sttt n et s sr e neenas 70
Quadro 2 - Resultados das analises dos halos formados, de acordo com o Manual Clinical and
Laboratorial Standards Institute (CLSI) de 2011, de antibiograma dos isolados SCU 99,

LOL 8 LBttt ettt ettt Rt n e e r et neere s 72

Figura 15 - Producdo de PHA a partir de xilose pela linhagem SCU 164. S8o apresentados 0s
resultados em dois experimentos independentes (A€ B).....cccoe e, 75

Figura 16 - Variacdo da composi¢do do polimero ao longo dos ensaios em reator pelo isolado SCU
164, utilizando xilose como Unica fonte de carbono. Séo apresentados os resultados em

dois experimentos independentes (A € B)......ccvoveiiiieiii i 76

Figura 17 - Consumo de nitrogénio e producdo de PHA a partir de xilose pela linhagem SCU 164 em
ensaios independentes em DIOITEALOL. ...........cccveiiiieiie et re e raere s 77

Figura 18 - Consumo de xilose pela linhagem SCU 164 em ensaios independentes em
(0T =72 (o] SRS 77

Figura 19 - Avaliacdo da superexpressdo do gene xylAB e xylFGH na producdo de PHAyc. a partir de



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Classes de PHA SINTASES. .....cuiiiiiriieieitiiieeriseesiestestese s e srestes e estesaessessaesesseseseessessessesssennes 24
Tabela 2 - Composicao de sais minerais em meios de cultura utilizados no biorreator...........c............ 43
Tabela 3 - Avaliacao do crescimento em meio mineral sélido com diferentes fontes de carbono........ 49
Tabela 4 - Avaliacdo da producdo de PHA em meio mineral sélido com diferentes fontes de carbono

apos coloragdo com Sudan BIACK B..........cccoeiiiiiiiiiie e 51
Tabela 5 - Producdo de PHAwc. por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de Glicose.......... 54
Tabela 6 - Producdo de PHAwc. por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de Frutose.......... 58
Tabela 7 - Producdo de PHAwcL por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de Glicerol......... 61
Tabela 8 - Produgéo de PHAycL por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de Xilose e 1 g/L

de Sulfato de amOnio (NH)2SO04.....cuiiiiiiiie et ereas 64
Tabela 9 - Producdo de PHAmcL por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de Xilose e 0,5
0/L de Sulfato de amOnio (NH4)2SO4 . ..cviieiiiieiieee st s 66

Tabela 10 - Producdo de PHAwc. pelo isolados SCU 164 a partir de Xilose, ap6s a inser¢do dos genes



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

3HA — 3-hidroxiacidos

3HHXx — 3-hidroxihexanoato

3HO - 3-hidroxioctanoato

3HD - 3-hidroxidecanoato

3HDd — 3-hidroxidodecanoato

3HDdAs — 3-hidroxi-5-dodecenoato

AN — Agar Nutriente

LB — Luria Bertani

CG - Cromatografia Gasosa

CN — Caldo Nutriente

HPLC — Cromatografia liquida de alta eficiéncia
MM — Meio Mineral

MSC — Massa seca celular

PHAs — Polihidroxialcanoatos

PHAscL — Polihidroxialcanoatos contendo monémeros de cadeia curta

PHAwMmcL — Polihidroxialcanoatos contendo monémeros de cadeia média



SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt sttt enenees 16
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt ettt ettt ettt en s 19
2.1 PolinidroXialCan0atos..........c.uueiiuiiiiiiee et te e e e et e e aneee e 19
2.2 Sintese de PHAS €M DACTEIIAS ........ccueiiiviiiieiie et 21
2.3 PHA SINTASE....eeiiuiiieiiie ettt e e e st e e et e e et e e et e e e rae e e areeeeanteeeanreeeanes 23
2.4 Microrganismos produtores de PHAS ........ooiiiiiiic e 24
2.5Bi0degradabilidade ..o 25
T =0 o 0] 310 g = TSRS 26
2.6 Producdo de PHAs a partir de fontes de carbono alternativas .............cccccoevveviennne. 27
B2 00 A 11T o TSSO PSRRI 28
2.6.2 SACAT0SE, FIULOSE € GlICOSE ...uvvviriiiiiieiiiiiiiiiiiit b aas 28
B e € [Tor o RSOSSN 30
B I I Vo (0 17T PSR TPRR 31
B (1 o - SRRSO 31
2.6.5.1 MetaboliSmO da XIlOSE .........ceiiiiiiiiie ittt 32
S OBUIETIVOS ...ttt e e et e e e s e R et e e et bt e e e aR et e e et b e e e e nar e e e e anreaeeanes 35
AMATERIAIS E METODOS .....ooiiiieeeeeee ettt ettt n sttt n e 36
Y Tl o] o = 1S 0 T L PP SURTRRSTR 36
4.2 Selecdo de melhores produtores de biopolimeros .........cccovevvive e 36
4.3 Producéo de PHA a partir de carboidratos e glicerol...........cccccoovveiiiiiiii e 37
4.4 Composicdo dos meios de cultura e reagentes utilizados............cccceevvveevieeeiiiee s, 37
4.4.1 Caldo nutriente (CN) ou &gar NULFENTE (AN .....ooiiriiiiie e 37
4.4.2 Luria Bertani (LB) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001) .....ccccciviiiiieiiee e 37
4.4.3 Meio mineral (MM) (RAMSAY et al., 1990) .......ccoiiiiiiiiiii e 37
4.4.4 Solucéo estoque Sudan Black B (SCHLEGEL et al.,1970) ......c.ccoviiiiiiieiieiieeiee e 38
4.5 ANLIDIOLICO ULTHZAUO. ... .eeivieiiieiiie et eesnee e 38
4.6 ESTENTIIZAGAD ....cccvvieeeiiee et 38
4.7 Preservacao das linhagens bacterianas ...........c.cccuveeiiieeiiiie e 38
4.8 Metodologias analitiCas...........c..coviieiiiie e 39
4.8.1MaSS8 SECA CEIUIAT ... oottt ettt ettt e ree e e e nnee e 39
B8 2 PH oottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 39
4.8.3 Concentragao de CArDOIAIAL0S. ... .ccueeiiieiiieiee sttt sttt raeenaeesneesneeen 39



4.9 Identificagdo dos isolados através da analise do gene rRNA 16S...........cccooevveinennn. 40

4.9. 1 EXIraGho 00 DINA ...ttt 40
4.9.2 Purificagio dos fragmentos de PCR .........uoiiiiiiiiiiii e 41
4.9.3 Reacgéo de Sequenciamento do gene rDNA L1BS........ccooiiiiieiiiiiieie e 41
4,10 ANTIDIOGIAMAL. ... .iiiiiie e 41
4.11 Producéo de PHAmcL em biorreator a partir de XiloSe...........ccccoviviiiieniiiiieiinnne, 42
4.12 ManipulagOes de DINA ... ..ot 43
4.12.1 Construgéo de linhagens recombinantes do isolado SCU 164 ...........ccccovvvviieiieiiiieiienieiiene 43
4.13 Célculo para eficiéncia maxima tedrica de sintese de PHAucL (YMAX)................ 44
4.14 ANALISE ESTALISTICA .. .ecveeiiieciie et 45
4.15 Analises utilizando a técnica MALDI-TOF-MS..........ccoccoiiiiiiiie e 45
5RESULTADOS E DISCUSSAO ...ttt ettt ettt ettt 47
5.1 Avaliacdo qualitativa do crescimento e producdo de PHAs a partir de diferentes
1{0] 1 (35 [T o%= g o To] o o RSP RSURTSRPUR 48
5.2 Producéo de PHAMcL @M frascos agitados ........cceovveieieiieiiiesiiie e 52
5. 2.1 A PArTIr 08 AMIGO ... .ooiiiiiiie ittt bbbttt 52
5.2.2 A PATIT 08 GlICOSE ...e.vieeiiiee sttt ettt e et e e st e e st e e e ta e e s atae e s beeenrraeans 52
5.2.3 A PANTIF U8 FrULOSE ... iii ettt e et e e st e e stbe e e ta e e e ntee e ataeesnaeeans 56
5.2.4 APartir d8 GHICEIOL.......ccoiiii it e et e e st e et eenaae e 60
5.2.5 A PN U8 XIlOSE .. veeiiiviei ittt sttt e et e et e e et e e abe e e stb e e e eteaeentraeateeennaee s 63
5.3 Sequenciamento do IDNA 16S.......ccooi oo 68
5.4 TEcNiCa MALDI-TOFR-MS ..ot 69
5.5 Producdo de PHAMcL em biorreator a partir de XiloSe .........ccocveeviveeiie i, 73
5.6 Construcéo de linhagens recombinantes do isolado SCU 164 abrigando os genes xyl
AB € XYIFGH ..o e e e e e 77
B CONCLUSOES ......ooiiiiitiieisieiei sttt 80
REFERENCIAST ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt et et n s s st seees 81
APENDICES ...ttt 90

APENDICE A - Apresentacio dos resultados obtidos nos experimentos quantitativos da producéo de
Polihidroxialcanoatos.

APENDICE B - Multiplo alinhamento de sequéncias do rDNA 16S utilizando primer 27F dos
isolados SCU 99, 101 e 164.

APENDICE C - Resultados obtidos ap6s teste de difusdo em &gar — Antibiograma, realizado nos
isolados SCU 99, SCU 101 e SCU 164.



16

1 INTRODUCAO

A evolucdo da humanidade, desde suas origens, esta intimamente ligada a capacidade
do homem em criar alternativas constantes para garantir sua sobrevivéncia e melhorar sua
qualidade de vida. Neste aspecto, é possivel observar os grandes avangos nas areas da ciéncia
e tecnologia, saude, transportes, entre outros. Grande parte das mudancas ocorridas até hoje,
se deve a disponibilidade de materiais adequados, que transformaram brilhantes idéias, em
realidade. Se analisarmos a histéria humana, identificaremos periodos designados pelos
materiais disponiveis no momento; caracterizando as diversas idades histdricas, como a idade
da Pedra, do Bronze e do Ferro (MORAWETZ, 1995).

O século XX ¢é caracterizado por diversas mudancas realizadas pelo homem devido a
crescente e ampla utilizacdo do petroleo para suprir necessidades energéticas e de materiais.
Um bom exemplo dessa verdadeira revolugdo em nossa sociedade é o uso dos polimeros de
origem petroquimica. Materiais como, fibras sintéticas, e os diversos tipos de borrachas e
plasticos, revolucionaram o0 desenvolvimento de muitos setores, particularmente
considerando-se na area automotiva, de manufaturas e aplicagdes nas ciéncias médicas. E
possivel que em um futuro préximo, o atual periodo seja conhecido como a Idade dos
polimeros; e tal denominagdo ndo sera grande absurdo, uma vez que, materiais poliméricos de
origem petroquimica sao essenciais para a manutencao do estilo de vida atual (HAGE, 1998).

Contudo, apesar de sua grande contribuicdo para a sobrevivéncia e melhora na
qualidade de vida, em funcdo de seu reduzido custo e grande solidez, o amplo uso de plasticos
de origem petroquimica, € responsavel por sérios problemas de ordem ambiental, pois
necessitam de longo periodo de tempo para sua degradacéo, permanecendo no meio ambiente
como contaminantes, prejudicando a sobrevivéncia de muitas espécies (KHANNA;
SRIVASTAVA, 2005; LUENGO et al., 2003).

Na tentativa de minimizar este problema, a busca por materiais que possam substituir 0s
plasticos de origem petroquimica, tem sido foco de estudo em todo mundo, e, no Brasil, o
impulso para este estudo ocorreu no inicio da década de 90 (SILVA et al., 2007), onde
pesquisas tém sido realizadas na tentativa de desenvolver plasticos biodegradaveis, materiais
rapidamente biotransformados quando dispostos no ambiente, pela acdo de microrganismos
de ocorréncia natural, entre eles fungos, bactérias e algas; e que aliados a propriedades
similares aos plasticos convencionais. Outra caracteristica que aumenta o interesse nesses

materiais biodegradaveis é o fato de poderem ser produzidos a partir de fontes de carbono
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renovaveis (GOMEZ; BUENO-NETTO, 2001; KHANNA; SRIVASTAVA, 2005; ROSA et
al., 2000).

Entre os polimeros biodegradaveis mais estudados, destacam-se o acido polilatico
(PLA), a poli(e-prolactona) (PCL) e os polihidroxialcanoatos (PHAs) (GOMEZ; BUENO-
NETTO, 2001). Neste contexto, os PHAs merecem atencdo especial, uma vez que podem ser
obtidos a partir de diversas fontes renovaveis de carbono. As propriedades termo-mecéanicas
de PHAs podem ser moduladas pela sua composi¢cdo monomeérica, permitindo sua utilizacdo
em um grande nimero de aplicagdes.

A sintese de PHAs depende de trés fatores principais: as vias metabolicas presentes na
bactéria, o tipo da PHA sintase bacteriana (enzima responsavel pela biossintese de PHAS) e a
fonte de carbono fornecida. A manipulagdo destes trés fatores permite modular a composigéo
destes biopolimeros (REHM, 2003). Com relacdo a sua composi¢do, os PHAs séo
constituidos de mondmeros que podem ser divididos em dois grupos: os 3HAs de cadeia curta
(3HAscL - do inglés short-chain-length), contendo 3 a 5 atomos de carbono na cadeia
principal, e os 3HAs de cadeia média (3HAwmcL - do inglés medium-chain-length), contendo de
6 a 16 atomos de carbono na cadeia principal (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995). Os
mondmeros de cadeia curta s&o mais comuns, e podem ser encontrados em PHA produzidos
por muitos grupos de bactérias (STEINBUCHEL, 1991), enquanto os PHA contendo
mondmeros de cadeia média sdo mais restritos, normalmente encontrados em bactérias do
género Pseudomonas (HUISMAN et al., 1989).

Poli-3-hidroxibutirato (P3HB) foi o primeiro PHA descoberto e certamente é o mais
estudado até o momento. A avaliacdo deste polimero revelou pela primeira vez as
propriedades termoplasticas dos PHAs (BAPTIST, 1962). Ao longo dos anos 1980, diversos
co-mondmeros foram incorporados ao P3HB permitindo diversificar suas propriedades
termomecanicas (FENG et al., 2002). Também na déecada de 1980, foi observado o acumulo
de PHA por linhagens de Pseudomonas (DE SMET et al., 1983). Estes polimeros
apresentavam em sua composi¢do 3HAvcL (contendo de 6 a 16 atomos de carbono) e por isso
foram denominados PHA contendo mondmeros de cadeia média (PHAwmcL). Enquanto o
P3HB e seus copolimeros (PHAsci) sdo termoplésticos com alta cristalinidade, PHAmcL
apresentam baixa cristalinidade e propriedades semelhantes a elastdbmeros. Dessa forma, o
espectro de aplicacGes para PHAwcL € bastante diferente das aplicacbes para P3HB e seus
copolimeros. As aplicacdes para PHAwcL incluem: a confeccdo de filmes de recobrimento
(DE KONING et al., 1997); agentes ligantes em formulacdes de tintas a base de 4gua (VAN

DE WALLE et al., 1999); como fontes de mon6meros quiralicos para a sintese de compostos
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ativos (EUGENIO et al., 2010; O’CONNOR et al., 2005; WITHOLT; KESSLER, 1999),
como suporte para engenharia de tecidos e implantes médicos temporarios (KIM et al., 2007;
MISRA et al., 2006; WANG et al., 2002; ZINN et al., 2001) e ainda como dispositivos de
liberacdo controlada de farmacos (KABILAN et al., 2012).

A capacidade de bactérias do género Pseudomonas produzir PHAwc. esta relacionada
com o tipo de PHAs sintases presentes nestas bactérias, aos quais apresentam maior
especificidade por mondmeros HAucL (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995). Entretanto, a
capacidade de Pseudomonas direcionar intermediarios do metabolismo de &cidos graxos (-
oxidacdo ou biossintese) para biossintese de PHA, também é importante para estabelecer esta
capacidade nestas bactérias. Quando acidos graxos sdo utilizados como fonte de carbono,
estes sdo metabolizados pela B-oxidacao e os intermediarios direcionados para biossintese de
PHA. Carboidratos, por outro lado, sdo convertidos a acetil-CoA e 0os mondmeros gerados na
via de biossintese de acidos graxos.

Muitos dos trabalhos realizados até 0 momento utilizam diversas fontes de carbono, tais
como: hidrocarbonetos (PREUSTING et al., 1991), &cidos graxos (RAMSAY et al., 1991) e
Oleos vegetais (EGGINK et al., 1995) para a producdo de PHAmcL, enquanto a producdo a
partir de carboidratos foi pouco explorada.

Gomez (2000) demonstrou, ao contrario do proposto por outros autores, que o uso de
carboidratos ou acidos graxos deve levar a custo semelhante de producdo. O uso de
carboidratos ou glicerol para a producdo de PHAucL € especialmente interessante no Brasil,
pois temos a disposicdo importantes residuos contendo essas fontes de carbono. Glicerol é o
principal residuo do processo de producdo do biodiesel (SILVA et al., 2010). Sacarose € 0
principal acucar na cana e glicose e frutose sdo obtidos pela sua hidrolise (GOMEZ, 2000).
Amido é o principal residuo do processamento da mandioca e outros tubérculos (COSTA et
al., 2009). Lactose € o principal residuo no soro de leite (FONSECA et al., 2008). A utilizacéo
de xilose proveniente da hidrélise do bagago de cana para a geracao de bioprodutos pode ser
fundamental para viabilizar o processo de producdo de etanol de segunda geracdo (DIAS et
al., 2010).

Bacteérias produtoras de PHAwcL despertam ainda interesse, pois sdo capazes de gerar
mondmeros HAwmcL. Desta forma, a expressdo de genes de PHA sintase com maior
especificidade por mondmeros HAsc. permite a producgdo de copolimeros P3HB-co-3HAmcL
(CHEEMA et al.,, 2012; GOMES, 2009) que apresentam propriedades semelhantes ao
polietileno de baixa densidade, podendo inclusive substitui-lo em algumas aplicacbes (NODA
et al., 2005).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Polihidroxialcanoatos

A primeira observacdo de granulos de polihidroxialcanoatos ocorreu em 1926 por
Lemoige, em uma linhagem de Bacillus megaterium (LEMOIGNE, 1926), e desde entdo
foram descritos mais de 300 géneros de bactérias capazes de produzir polihidroxialcanoatos
(DIAS et al., 2006; STEINBUCHEL; HEIN, 2001), seu armazenamento ocorre na forma de
grénulos intracelulares, o que permite sua utilizagdo como material de reserva de carbono e
fonte de energia (ANDERSON; DAWES, 1990).

Os polihidroxialcanoatos podem ser definidos como uma grande familia de poliésteres
produzidos e armazenados por diversos microrganismos, sob a forma de gréanulos
intracelulares no citoplasma, variando entre 0,2 e 0,5 um de didmetro (Figura 1), séo
facilmente observados em microscopio (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005; STEINBUCHEL;
VALENTIN, 1995).

Figura 1 — Micrografia eletronica de transmissao de cortes de células bacterianas contendo
granulos de PHAs em seu interior.

Micrografia eletrénica de células de Ralstonia eutropha apds acimulo de polimero na forma de granulos.
FONTE: (TAGUCHI; DOI, 2004)

As propriedades dos PHAs permitem que sejam utilizados como plasticos
biodegradaveis, podendo substituir os plasticos convencionais em diversas aplicacdes, como:
filmes de recobrimento (DE KONING et al., 1997), aparatos médicos (KIM et al., 2007;
MISRA et al., 2006; WANG et al., 2002; ZINN et al., 2001), aditivos para tintas (VAN DE
WALLE et al., 1999) e como dispositivos de liberagdo controlada de drogas (KABILAN et
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al., 2012). As propriedades do polimero e sua composicdo monomérica definem suas
aplicacdes, ou seja, as propriedades dos PHAs permitem a obtencdo de materiais que podem
ser rigidos, como o P3HB, a materiais mais flexiveis, como o PHAwc. 0 qual pode apresentar
uma grande fracdo de mondmeros insaturados (GOMEZ, 2000). A férmula geral dos PHAs

pode ser observada na Figura 2.

Figura 2 — Formula quimica geral dos PHAs.

R flzl:'i R 0!

| : !
'+ CH C: CH o
! SN SN VAN
N7 Nempy o7y 5
| PHA

Férmula quimica geral dos PHAs, n pode variar de 1 a 3. Quando o grupo R for igual a H, CHs, CH,CHs, para
n=1, os PHA séo classificados como PHAsc (“short chain lenght”), é composto por mondmeros de cadeia curta.
Quando R=(CH2), CHs a (CH.)s CHs, os mondmeros sdo considerados de cadeia média (“medium chain length”
- PHAwcL).

FONTE: (GOMEZ; BUENO-NETTO, 2001)

Atualmente, mais de 150 mondémeros diferentes ja foram descritos como constituintes
da grande classe de PHAs bacterianos, possuindo as mais diversas combinacgdes, que incluem
mondmeros saturados e insaturados, grupos funcionais na cadeia lateral (aromaticos, por
exemplo) e o grupo hidroxila em diferentes posicdes (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995).

Bactérias acumulam PHA de forma mais expressiva quando ha condicdes
desbalanceadas de crescimento, ou seja, na presenca do excesso da fonte de carbono, e
auséncia de algum nutriente essencial, como magnésio, nitrogénio ou fosforo; tal restricdo ira
limitar a multiplicacdo celular, mas favorece o acimulo de PHA (BRANDL et al., 1990).
Estes granulos chegam a atingir até 80% da massa seca celular, e servirdo como fonte de
energia, carbono e equivalentes redutores, permitindo assim, o crescimento celular
(ANDERSON; DAWES, 1990; JENDROSSEK, 2009). Essas inclusdes citoplasmaticas
podem ser degradadas por enzimas denominadas despolimerases intracelulares.

Poli-3-hidroxibutirato (P3HB) foi o primeiro PHA descoberto e certamente é o mais
estudado até o momento, pois é o mais encontrado em bactérias. A avaliacdo deste polimero
revelou pela primeira vez as propriedades termoplasticas de PHA, sendo que em 1962 foram

publicadas as primeiras patentes (BAPTIST, 1962). Neste mesmo periodo, a busca pelo
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desenvolvimento de PHA foi aumentada, pelo fato de serem gerados a partir de matérias
primas renovaveis e poder substituir os polimeros de origem petroquimica, como o
polietileno, na fabricacdo de embalagens, por exemplo. O primeiro empreendimento para
producdo de P3HB foi realizado pela empresa Grace & Co. A Imperial Chemical Industries
retomou os estudos de producdo de P3HB na década de 70 e no inicio dos anos 80 depositou
patente sobre a producdo do copolimero P3HB-co-3HV (poli-3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato). Estes produtos foram comercializados com a marca industrial Biopol. Na
Alemanha, o Biopol foi utilizado para produzir frascos de shampoo para a industria de
cosméticos Wella na década de 1990 (BRAUNEGG et al., 1998).

No Brasil, o inicio dos estudos do processo de producdo de PHASs ocorreu no inicio da
década de 90, quando o laboratério de Biotecnologia do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas
do Estado de S&o Paulo (IPT), juntamente com o Centro de Tecnologia da Coopersucar e 0
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, deram inicio ao projeto
“Producdo de plasticos biodegradaveis a partir de cana-de-agucar, por via biotecnologica”
(SILVA et al., 2007). Atualmente no Brasil, a empresa PHB industrial (BIOCYCLE) é
produtora de polihidroxialcanoatos.

O interesse comercial por este polimero vem crescendo no pais, uma vez que 0
territorio brasileiro € rico na producdo de fontes de carbono renovaveis pela agricultura, como
0 amido, a sacarose e 0s derivados do bagaco de cana-de-agUcar, e serd maior Se,
principalmente, a producédo para o etanol de segunda geracédo for estabelecida (LOPES, 2010;
RAICHER, 2011).

2.2 Sintese de PHAs em bactérias

A sintese e incorporacdo dos diversos mondmeros ja descritos dependem do
fornecimento de um substrato adequado, que possa ser convertido no hidroxiacil-CoA
desejado, através das vias metabdlicas existentes na célula bacteriana.

O P3HB é produzido por espécies pertencentes a diferentes grupos bacterianos,
incluindo Burklolderia sp. (ROCHA et al., 2008), Bacillus sp., (LOPES et al., 2010) entre
outros. O P3HB apresenta-se como um material duro e quebradico, sendo seu alongamento
para ruptura em torno de 5%, o que acaba por limitar sua utilizacdo em diversas aplicacdes
(SUDESH et al., 2000; TAJALI; ROY, 2010).

A sintese de P3HB, a partir do catabolismo de carboidratos, por exemplo, ocorre a

partir da condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA, catalisada pela enzima B-cetotiolase
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(PhaA) (SLATER et al., 1998), em seguida, acetoacetil-CoA é reduzida a 3-hidroxibutiril-
CoA pela agdo de uma 3-cetoacil-CoA redutase NADPH dependente (PhaB) e finalmente os
monémeros hidroxibutiril-CoA sdo incorporados a cadeia polimérica em formacao pela acédo
da enzima PHA sintase (PhaC), seguido da liberacdo de uma molécula de Coenzima A
(ALDOR; KEASLING, 2003). A incorporacdo de outros monémeros HAsc. € obtida,
geralmente, com o fornecimento de precursores estruturalmente relacionados a esses
monbémeros, como por exemplo, o &cido valérico para a incorporacdo de monémeros 3HV
(STEINBUCHEL, 1991).

A sintese de PHAwmcL € dividida em duas categorias. A sintese do polimero é
dependente da fonte de carbono disponivel, e no geral, sdo feitas referéncias as fontes de
carbono como relacionadas ou ndo-relaciconadas (GOMEZ, 2000). As fontes de carbono ditas
relacionadas geram mondmeros de hidroxialcanoatos com estrutura similar a sua; ja as fontes
ndo relacionadas geram mondmeros com estruturas diferentes da sua. A sintese de PHAmcL
pode ocorrer a partir de fontes de carbono estruturalmente relacionadas aos monémeros,
como: acidos graxos, alcodis, alcanos; e de outras fontes ndo relacionadas estruturalmente,
que é o caso dos carboidratos. Com o uso de acidos graxos, ele é metabolizado através da -
oxidacdo de acidos graxos (BRANDL et al., 1990). A sintese de PHAmcL a partir de
carboidratos, que ¢ uma fonte ndo relacionada, inicia-se com a formacéo de acetil-CoA, que ¢
utilizado na biossintese de acidos graxos gerando intermediarios que irdo compreender oS
mondmeros (HAYWOOD et al., 1990). Neste caso, o direcionamento € catalisado pela
enzima 3-hidroxiacil-CoA:ACP transacilase (REHM et al., 1998). Os PHAs contendo
mondmeros de cadeia média sdo produzidos por Pseudomonas e sdo considerados
elastdmeros, pois apresentam valores de alongamento para ruptura superior a 1000%
(STEINBUCHEL, 2003).

Na Figura 3, observa-se um modelo metabolico genérico, no qual os trés principais

fatores para a producdo de PHAS sédo apontados.
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Figura 3 — Modelo metab6lico genérico para a sintese de PHAs.
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Modelo metabolico genérico para a sintese de PHA, no qual os trés principais fatores para a produgao de PHA
estdo apontados (substrato, vias metabdlicas bacterianas e a PHA sintase).
FONTE (GOMEZ; BUENO NETTO, 2001).

A combinacdo de P3HB e mondémeros de HAmcL gera copolimero hibrido, estes
possuem propriedades mecénicas melhores, uma vez que, esta hibridizacdo, permite um

aumento da maleabilidade e resisténcia do polimero (NODA et al., 2005).

2.3 PHA sintase

A enzima PHAs sintase € um componente chave na incorporagdo dos mondmeros
hidroxiacil- CoA na formacdo da cadeia polimérica (REHM, 2003). A partir delas, séo
definidos dois grandes grupos de PHA gerados: PHAsc. que possuem mondmeros HAscL
(contendo de 3 a 5 atomos de carbono na cadeia principal) e 0 PHAwcL que contém
mondmeros HAwmcL (contendo de 6 a 16 &tomos de carbono na cadeia principal)
(STEINBUCHEL, 1995). PHAsc. sdo encontrados em diversos grupos bacterianos, ja os
PHAmcL sdo produzidos principalmente por diferentes espécies do género Pseudomonas
(STEINBUCHEL, 1991). Algumas espécies bacterianas ja foram descritas como capazes de
acumular tanto HAsc. como HAucL em uma mesma cadeia polimérica (MENDONCA, 2009;
VALENTIN et al., 1994).

As PHAs sintases sdo divididas em 4 classes (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995),
sendo classificadas de acordo com sua estrutura primaria e por sua especificidade pelo
substrato. A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas das classes de PHA sintases

conhecidas.
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Tabela 1 — Classes de PHA sintases.

Classe Subunidades Espécies Substrato
PhaC ) IHA, |'LU"‘-':':':-_'~H(:=:|
| 60-73 kDa Ralsionia eutroplia dHA g -CoA
i kL SHAge -Cod, IMAg -CoA
PhaC i i )
1] —60-65 kD Psendomonas aeriginosa IHA o -CoA (= 2C5)
) IHAg0 -CoA
PhaC — Phak o ey OSCLELOI
111 40 kDa ~40kDa Allochromativm vinosum IHA e -CoA (~Ce-Ci)
B 4HA-CoA, SHA-CoA
) PhaC — PhaR . . _
IV ~40kDa ~2kDa Bacillus megaterivm IHA -CoA

FONTE: (REHM, 2003).

PHA sintases de classe | apresentam especificidade por HAscL, Sd0 encontradas em
diversas bacterias (sendo Ralstonia eutropha a mais estudada), formadas por um unico tipo de
unidade polipeptidica (PhaC) e raramente incorporam HAwmcL.

PHA sintase de classe Il sdo encontradas em espécies de Pseudomonas, sdo formadas
por um Unico tipo de unidade polipeptidica (PhaC), possuem especificidade por HAmcL €
dificilmente incorporam HAsc. (REHM, 2003).

PHA sintase de classe 111 possuem especificidade para HAsc. sd0 constituidas por duas
subunidades polipeptidicas: a subunidade PhaC que contém uma sequéncia de aminoacidos
com similaridade de 21 a 28% em comparacao a PHA sintases da classe I e 11, e a subunidade
PhaE que ndo possui nenhuma similaridade com outras PHA sintases. Enzima da classe 111 é
encontrada em Allochromatium vinosum. (STEINBUCHEL and HEIN, 2001).

PHA sintase de classe IV sdo encontradas em bactérias do género Bacillus sp, sdo
constituidas de duas subunidades polipeptidicas como a sintase de classe 111, mas neste
caso, ocorre a substituicdo da subunidade PhaE por PhaR (MCCOOL; CANNON, 1999).

2.4 Microrganismos produtores de PHAS

Atualmente, diversos procariotos foram detectados como produtores de PHAs (DIAS
et al., 2006). Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas; bem como Arquéias sdo capazes de
produzir PHA. Estes microrganismos podem ser divididos em dois grupos. No primeiro
grupo, estdo os que requerem a limitacdo de algum nutriente para produzir o polimero, neste

caso tem-se como exemplo a Ralstonia eutropha. O segundo grupo, ja acumula o polimero



25

durante sua fase de crescimento, E. coli e Alcaligenes lattus, sdo pertencentes a este grupo
(LEE, 1996b).

Diferentes pesquisas estdo sendo realizadas na bioprospeccdo de novos
microrganismos produtores de PHAs. Os mais diversos ambientes tém sido foco de grandes
analises na tentativa de se buscar organismos com caracteristicas mais adequadas para a
producdo dos bioplasticos (SINGH; PARMAR, 2011). Microrganismos isolados de lodo de
esgoto (MATSUDA, 2009; PEIXOTO, 2008), microrganismos isolados de solo (GOMEZ et
al., 1996; LICIO, 2011), manguezais (LOPES et al., 2009), cela de compostagem de
zooldgico (BUSCARIOLLO, 2013) entre outros ambientes, tém sido foco dos mais diversos

estudos.

2.5 Biodegradabilidade

Um dos principais atrativos dos PHAs é o seu reduzido tempo de degradabilidade em
ambientes naturais, ocasionado pela presenca de microrganismos nestes ambientes. Algumas
bactérias produzem enzimas PHA despolimerases e oligdmero hidrolases, que quebram os
polimeros em mondmeros que podem ser entdo utilizados pelos microrganismos
decompositores como fonte de carbono (BUSCARIOLLO, 2013; MARTINEZ et al., 2012;
ROSA et al., 2000). A taxa de degradacdo do polimero depende de diversos fatores, tais como
pH, umidade, temperatura, entre outros. As caracteristicas peculiares destes biopolimeros
destacam seu potencial como matéria prima para industria, principalmente no que diz respeito
a substituicdo do plastico convencional, por material plastico biodegradavel, estes quando
degradados sdo convertidos em dioxido de carbono e dgua no meio ambiente (GOMEZ;
BUENO-NETTO, 2001 - Figura 4).
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Figura 4 — Ciclo de producdo e degradacéo de PHAsS.
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Fluxos de carbono em sistema ciclico, producéo e degradagao de plasticos biodegradaveis a partir de matérias-
primas renovaveis.
FONTE: adaptada (PHB INDUSTRIAL- BIOCYCLE, 2013)

2.5 Pseudomonas

O género Pseudomonas é um grupo bastante amplo, que abrange uma grande
diversidade de bactérias, com grande distribuicdo na natureza. E encontrada no solo, na &gua,
em plantas e animais (WANG et al., 2010). Essa diversidade do género sugere uma grande
riqueza genética e adaptativa (KILL et al., 2008). Dentre as espécies deste género, podemos
destacar a espécie mais conhecida e temida, Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas é o género incluido nas y-proteobactérias pertencente a familia das
Pseudomonadaceae. Séo bastonetes encapsulados, Gram-negativos, facultativos, que podem
ser moveis por flagelos polares ou imdveis. As exigéncias nutricionais sdo minimas e o
organismo pode crescer em uma ampla variedade de substratos organicos. Embora possa
colonizar os seres humanos saudaveis sem causar doenca, € também um patégeno oportunista
significativo e uma grande causa das infeccdes hospitalares (HARVEY et al., 2008). P.
aeruginosa causa regularmente pneumonia hospitalar, infeccdes hospitalares do trato urinario,
infeccdes cirdrgicas, infecgdes por queimaduras graves, entre outros.

Pseudomonas aeruginosa é também conhecida pela capacidade de sintetizar muitos
compostos de interesse industrial, como enzimas, biossurfactantes (ramnolipideos, viscosina),
homo-serina lactonas e polimeros de estoque intracelular, como polihidroxialcanoatos — PHA
(COSTA et al., 2009).
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Muitas  bactérias do género Pseudomonas sdo capazes de produzir
polihidroxialcanoatos contendo monémeros de cadeia media (HONNA, 2013; PREUSTING
et al., 1991; REHM, 2008).

Embora P. aeruginosa seja considerada um patdégeno oportunista, sendo classificada
por isso no grupo de risco 2, muitas bactérias deste género sdo classificas no grupo de risco 1.
A Classificacdo alemd de procariotos (Bactéria e Arqueia) em grupos de risco considera que,
dentre 122 espécies do género Pseudomonas, apenas 8 sao classificadas no grupo de risco 2 e
114 no grupo de risco 1 (BAUA, 2013). De acordo com a Comissdo Tecnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio, 2013), o grupo de risco 1 compreende microrganismos que nao
causam agravos a satde humana e animal e efeitos adversos aos vegetais e ao meio ambiente;
0 grupo de risco 2 compreende microrganismos com moderado risco de agravo a saude
humana e animal, que tenha baixo risco de disseminacdo e de causar efeitos adversos aos

vegetais e a0 meio ambiente.

2.6 Producéo de PHAs a partir de fontes de carbono alternativas

O uso de fontes de carbono alternativas, como: 0leos usados, glicerol, melaco de cana,
bagaco da cana, residuos da producdo de queijo, batata e mandioca, compde uma importante
estratégia para facilitar o desenvolvimento da producédo industrial de PHAS, reduzindo assim
0s custos de producdo (NEVES, 2009; TORTAJADA et al., 2013).

A producdo de PHA tem sido extensivamente estudada em varios microrganismos
selvagens e por cepas recombinantes e, apesar de os PHAs serem em um futuro préximo, um
dos possiveis substituintes dos polimeros derivados do petroleo em algumas aplicacdes, o
maior obstaculo encontrado para a producéo e aplicacdo destes em larga escala é o alto custo
do processo de fabricacdo e o valor elevado da fonte de carbono. O preco de producéo de
PHA ainda é demasiado elevado para tornar-se um material plastico competitivo (DIAS et al.,
2006; LE MEUR et al. 2012).

Assim, uma das caracteristicas desejaveis para a producdo em larga escala de PHAs, é
qgue 0s microrganismos empregados tenham elevada velocidade especifica de crescimento,
aléem de poderem ser cultivados utilizando substratos de baixo custo. No desenvolvimento
destes bioprocessos deve-se explorar ao maximo o potencial destas linhagens (MADKOUR et
al., 2013; NEVES, 2009; RAMSAY, 1991). Entre os substratos de baixo custo, é possivel
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destacar como de interesse para o Brasil: o amido, frutose, glicose, lactose, sacarose, xilose e

glicerol.

2.6.1 Amido

Visando reduzir os custos da producdo de PHAs, a utilizacdo de carboidratos
provenientes de fontes renovaveis, faz-se importante. O amido, um dos mais baratos e
abundantes residuos do processamento dos principais produtos agricolas cultivaveis no Brasil,
seria um bom candidato a producdo de PHAs (FONSECA, 2003). Um exemplo de residuo
que poderia ser amplamente utilizado, que desde muito tempo é citado como monocultura,
seria a mandioca (Manihot esculenta Crantz), também conhecida por aipim e macaxeira,
amplamente difundida no territério nacional, e um dos seis principais produtos agricolas
cultivaveis no Brasil (WHISTLER, 1984; ZORTEA et al., 2013). Durante a fabricacdo da
farinha de mandioca geram-se aproximadamente 360 litros de manipueira (residuo liquido)
por tonelada de raiz de mandioca processada. O tratamento e 0s custos de descarte geram um
enorme gasto econdmico para a industria farinheira e também um problema de ordem
ambiental, uma vez que apresentam elevada concentragdo de matéria organica e o descarte
destes polissacarideos em solos ou em corpos de agua favorecem o crescimento de
microrganismos aerobios, que esgotam o oxigénio destes ambientes, levando a morte outros
organismos que demandem oxigénio (COSTA et al., 2009; KRUEGER, 2009).

Assim sendo, o uso dos residuos provenientes da producdo dos farindceos no Brasil,
para a fabricacdo de produtos biotecnoldgicos, seria uma alternativa viavel, que contribuiria
para a reducdo nos custos da fabricacdo do produto final, como no caso dos PHAs, e
minimizaria os danos causados ao meio ambiente (COSTA et al., 2009; KRUEGER, 2009).

2.6.2 Sacarose, Frutose e Glicose

Introduzida no Brasil durante o periodo colonial, a cana-de-acucar transformou-se hoje
em uma das principais culturas da economia brasileira. Atualmente, o Brasil € o maior
produtor mundial de agucar e etanol (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2013). A sacarose
¢ um dissacarideo formado por glicose e frutose; € um sélido cristalino a temperatura
ambiente, que se dissolve em agua, e possui sabor adocicado. A sacarose é encontrada em

diversas plantas, principalmente em culturas de beterraba e cana-de-agucar. No Brasil, 0
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acucar € obtido através da cana-de-agUcar, que é moida, obtendo-se a garapa, com alto teor de
sacarose. Ap0s 0 aquecimento desta, forma-se 0 melaco, que contém aproximadamente 40%
de sacarose em massa, e a outra parte se cristaliza, formando o agtcar comum. A hidrélise de
sacarose gera frutose e glicose, que sdo utilizadas por diversos seres vivos para obtencdo de
energia (CAMPBELL, 2000; MUNDO EDUCACAO, 2013).

A producdo de PHAwmc, foi avaliada a partir de linhagens isoladas de solo de canavial,
com carboidratos derivados de cana-de-agucar. Nenhuns dos isolados bacterianos testados
foram capazes de crescer em sacarose como Unica fonte de carbono, mas foram capazes de
fazé-lo a partir da mistura de frutose e glicose. Estes resultados indicam que a producdo de
PHAwmcL a partir destes substratos é possivel, desde que a sacarose seja hidrolisada, dando
origem a frutose e glicose utilizada pelos microrganismos (GOMEZ, 2000).

Assim, a producéo de PHAs a partir de frutose e glicose se torna bastante interessante,

uma vez que, o Brasil detém estas fontes de carbono em abundancia.

Figura 5 — Biossintese de PHAmcL a partir de sacarose, glicose e frutose.
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2.6.3 Glicerol

O glicerol é um polialcool, presente em diferentes espécies, incluindo protistas
unicelulares e mamiferos. Grandes quantidades de moléculas de triaciacilglicerdis podem ser
encontradas também em Oleos ou azeites, como o de coco, dendé, soja, oliva, bem como
gorduras animais, como a banha de porco e sebo (ARRUDA et al., 2006).

Recentemente, o glicerol tem recebido atencdo como um potencial substrato, devido a
sua acumulacdo como um sub-produto da sintese de biodiesel, podendo ser assim utilizado
como substrato para bioprocessos bacterianos, com a finalidade de obter produtos de alto
valor agregado, como os biossurfactantes e os PHAs. Assim, é possivel que o glicerol possa
substituir os carboidratos utilizados nos bioprocessos. Considerando a crescente necessidade
na producdo de combustiveis renovaveis, estima-se que havera glicerol em excesso, e este
podera ser utilizado em processos biotecnologicos, agregando valor produtivo para o biodiesel
e aos produtos originados a partir desta fonte de carbono (GOMEZ et al., 2012; SILVA et al.,
2010; TORTAJADA et al., 2013).

Figura 6 — Biossintese de PHAwcL a partir de glicerol.
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2.6.4 Lactose

0 soro do leite é o principal subproduto da indUstria de laticinios. A lactose é o principal
componente do soro do leite, e muitos microrganismos tém capacidade de utiliza-la para seu
crescimento.

Dados divulgados pela Embrapa Gado de Leite, afirma que, em 2011, no Brasil, foram
produzidos aproximadamente 675 milhdes de quilos de queijo (CONAB, 2012). Para cada
quilo de queijo produzido sdo necessarios 10 litros de leite, sendo o restante soro, assim, a
producéo de soro em 2011 foi de aproximadamente 6.075 milhdes de litros (ZORTEA et al.,
2013).

A eliminacdo deste residuo provoca sérios problemas de ordem ambiental, uma vez que,
devido ao grande teor de lactose no ambiente, esgota a quantidade de oxigénio disponivel aos
seres vivos. Deste modo, a utilizagdo deste residuo como fonte de carbono para producéo de
PHAs é muito interessante, uma vez que, torna o excedente ndo s6 um desperdicio, e sim um
valioso recurso (KOLLER et al., 2012).

2.6.5 Xilose

No Brasil, o bagaco de cana-de-actcar tem se mostrado o residuo lignocelulésico mais
promissor, em razao da crescente producdo de cana-de-agucar no territorio nacional. O Brasil
abriga em 2013, mais de 400 usinas concentradas, principalmente no Estado de Séo Paulo, e
que processam cerca de 600 milhGes de toneladas de cana-de-agucar por ano. Desta parcela,
cerca de 30% correspondem ao bagaco, que embora seja queimado para suprir as
necessidades energéticas da usina, ainda sobram milhdes de toneladas de residuos, que
causam sérios problemas de estocagem e desordem ambiental (MICHELIN RAMOQOS, 2003).

Em relacdo as matérias primas disponiveis no Brasil, a cana de acUcar possui uma
grande vantagem em relacdo aos outros paises, uma vez que, seu custo de producéo é inferior;
e em territorio nacional, a monocultura é cultivada vastamente. Assim, o excedente da cana, 0
bagaco poderia ser mais bem aproveitado, se fosse utilizado como matéria prima para a
geracdo de combustiveis, como etanol de segunda geracdo, e de outros produtos
biotecnoldgicos, como os PHAs (DIAS et al.; 2010; NONATO; MANTELATO; ROSSEL,
2001).

O excedente do etanol de segunda geracdo, feito com a celulose existente do bagacgo

de cana-de-aclcar, é uma alternativa interessante, para a producdo de plasticos
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biodegradaveis, uma vez que, o excedente do bagago é queimado e usado pela prépria usina
como fonte de energia elétrica ou térmica na forma de vapor; assim, se fosse utilizado para a
producdo de etanol de segunda geracdo, ndo haveria replantio, reduzindo areas de plantacdes e
conservando areas de preservacdo ambiental, e ainda assim, geraria combustivel para ser
utilizado pela propria usina geradora.

Além da celulose, que libera glicose ap6s sua hidrolise e que se pretende que seja
utilizada para a producdo de etanol de segunda geracdo, o bagaco de cana contém também
hemicelulose, composta por uma mistura de pentoses e hexoses. A hemicelulose recobre a
celulose e, desta forma, seus produtos de hidrolise s&o liberados antes da glicose. A principal
pentose presente na hemicelulose é a xilose. Como as leveduras convencionalmente utilizadas
para producdo de etanol sdo incapazes de utilizar xilose como fonte de carbono, a presenca da
xilose no hidrolisado de bagaco de cana pode comprometer a producéo de etanol. Assim, uma
alternativa seria considerar o processo de hidrdlise em duas etapas, a primeira liberando xilose
e a segunda liberando glicose. A xilose obtida como subproduto poderia ser convertida em
fonte de carbono para a producdo de PHAs (FREIRE, 2013; RAICHER, 2011).

2.6.5.1 Metabolismo da Xilose

D-xilose ¢ um monossacarideo composto de cinco carbonos; ela € o segundo mais
abundante carboidrato presente na natureza. Até o momento, o metabolismo de xilose ja foi
descrito em diversos microrganismos, tais como bactérias e leveduras (ERBEZNIK et al.,
2004; LE MEUR et al., 2012).

Bacteérias que degradam xilose, como Escherichia coli, apresentam dois mecanismos
para o seu transporte. A xilose livre pode ser transportada por um sistema de baixa afinidade,
que € o XylE ou XyIT . O outro sistema é o0 XylFGH, de alta afinidade, no qual XylF
representa uma proteina periplasmatica que se liga a xilose com alta afinidade, aléem de, XylH,
uma proteina do tipo permease e XylG uma ATPase, que fornece energia para o processo de
translocacdo de xilose. Assim, XylIFGH constitui um sistema de trés componentes envolvido
no transporte de xilose associado a desfosforilacdo de ATP (FREIRE, 2013).

Apos a xilose ser transportada para o interior da célula, esta sofre acdo da xilulose
isomerase (xyl A) sendo convertida a xilulose, que entdo é fosforilada pela acdo da
xiluloguinase (xyl B), dando origem a xilulose 5-fosfato, que € convertida a gliceraldeido 3-
fosfato e frutose 6-fosfato pela via das pentoses. Em leveduras e fungos filamentosos, a

formacdo de D-xilulose a partir de xilose € realizada em duas etapas: inicialmente xilose é
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reduzida a xilitol e, em seguida, este é oxidado a xilulose, pela acdo, respectivamente, das
enzimas Xilose redutase e xilitol desidrogenase (JEFFRIES 2006; JIN, 2003). O metabolismo
de xilose em bactérias e fungos esta representado na Figura 7.

Figura 7 — Metabolismo da Xilose.
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A utilizacdo de carboidratos presentes em matérias-primas agricolas ou mesmo residuos
agroindustriais para producdo de PHASs representa uma estratégia interessante, pois permitiria
a producdo destes polimeros a partir de matérias primas renovaveis. Esta pode ser uma
excelente oportunidade para o Brasil que dispdem de ampla capacidade para geracdo dessas
matérias-primas; considerando que a fonte de carbono utilizada para a producdo de PHA é um
dos principais fatores que afetam o custo de producdo dos biopolimeros, a necessidade de
estudos que explorem e aperfeicoem a producdo de PHAs utilizando fontes de carbono de
baixo custo, se faz necesséario.

Pelo exposto acima, propbs-se no presente trabalho avaliar a producdo de PHAwmcL a
partir de diferentes fontes de carbono em trinta e nove isolados bacterianos. A estratégia
abordada envolveu duas etapas: (i) testar qualitativamente o acimulo de PHA nos trinta e
nove isolados, utilizando diferentes fontes de carbono (carboidratos e glicerol); (ii) avaliar

quantitativamente a producdo de PHA em meio liquido em frascos agitados e calcular os
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fatores de conversdo da fonte de carbono no produto (Ypc). A partir dos resultados obtidos
nessas duas etapas iniciais, foi selecionada linhagem para producéo de PHAwmcL a partir de

xilose, essa linhagem foi cultivada em biorreator.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo explorar o potencial de producdo de elastbmeros
biodegradaveis (polihidroxialcanoatos contendo monémeros de cadeia média - PHAwcL) a
partir de diferentes carboidratos (amido, frutose, glicose, lactose, sacarose e xilose) e um

polialcool, o glicerol.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos

Neste estudo, foram testados trinta e nove microrganismos isolados a partir de amostras
de lodo de esgoto domeéstico da Estacdo de Tratamento de Esgotos do Parque Novo Mundo -
SP (MATSUDA, 2009; PEIXOTO, 2008) e do solo da Reserva Florestal da Cidade
Universitaria Armando de Salles Oliveira - USP (LICIO, 2011). Como controles foram
utilizados dois isolados, LFM 046 (Pseudomonas sp) caracterizado anteriormente como
produtor de PHAS através de glicose e frutose (controle positivo) e LFM461 um isolado que
ndo armazena PHAS (controle negativo) (GOMES, 2009).

4.2 Selecdo de melhores produtores de biopolimeros

Neste trabalho, 39 isolados foram testados com relacdo a capacidade de crescer e
acumular PHA em diferentes carboidratos como fonte de carbono (amido, frutose, glicose,
lactose, sacarose e xilose) e um polidlcool, o glicerol. Nesta etapa de trabalho, os
experimentos foram realizados em meio mineral (RAMSAY et al., 1990) so6lido contendo
cada um dos diferentes carboidratos ou glicerol como Unica fonte de carbono. A concentracao
da fonte de carbono e de nitrogénio no meio de cultura foi ajustada de modo a proporcionar
condicdes de crescimento ou producdo de PHA. Estes experimentos permitiram uma analise
qualitativa dos diferentes isolados.

Cada um dos isolados bacterianos foi estriado em meio mineral sélido contendo 1g/L da
fonte de carbono e 1 g/L de sulfato de ambnio, concentragdes que propiciam o crescimento
celular. Apos a incubacdo por 3 dias, a 30 °C, foi avaliado visualmente o crescimento celular.

As linhagens que apresentaram bom crescimento em uma determinada fonte de carbono
foram novamente estriadas em meio mineral propicio ao acimulo de PHA, ou seja, contendo
excesso da fonte de carbono (5g/L) e limitacdo na fonte de nitrogénio (0,06 g/L de sulfato de
amonio). Apos 5 dias de incubacdo, as coldnias foram coradas com o corante lipofilico Sudan
Black B ( SCHLEGEL et al.,1970) e avaliadas quanto a producdo de PHA. As coldnias que

continham PHA coraram-se em azul na presenca do Sudan Black B.
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4.3 Producéo de PHA a partir de carboidratos e glicerol

Com o objetivo de estabelecer uma andlise quantitativa da producdo de PHA, foram
realizados cultivos em meio liquido em agitador rotativo. Cada um dos isolados bacterianos
selecionados foi estriado em agar nutriente e cultivado por 72 horas a 30 °C. Colbnias
isoladas foram utilizadas para inocular caldo nutriente e incubadas por 24 horas em agitador
rotativo modelo TE-420 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a 30 °C (150 rpm). Um volume de
1,5 mL da cultura em caldo nutriente foi utilizado para inocular 25 mL de meio mineral
(RAMSAY et al.,, 1990) contendo um dos carboidratos (amido, frutose, glicose, lactose,
sacarose e xilose ) ou glicerol em excesso (15 g/L) e limitado na fonte de nitrogénio (1 g/L de
sulfato de amonio). As células foram cultivadas em agitador rotativo TE-420 (Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil) a 30 °C (150 rpm), com amostras sendo retiradas apos 72 horas de
cultivo para ser avaliado: massa seca celular, pH, concentracdo de carboidratos ou glicerol,

teor e composic¢édo do polimero produzido.

4.4 Composicao dos meios de cultura e reagentes utilizados

4.4.1 Caldo nutriente (CN) ou agar nutriente (AN)

Denominado caldo nutriente quando liquido e agar nutriente quando solido:

v’ Extrato de carne 3,0g/L
v’ Peptona 5,0g/L

4.4.2 Luria Bertani (LB) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001)

v’ Triptona 10,0 g/L
v’ Extrato de levedura 5,009/L
v NaCl 5,09g/L

4.4.3 Meio mineral (MM) (RAMSAY et al., 1990)

v (NH4)2504 1,0 g/L
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v’ Na,HPO, 3,5g/L
v’ KH,PO,4 1,5g/L
v' MgS0O,. 7H,0 Sol. 20% 1,0 mL/L
v’ CaCl,.2H,0 Sol. 1% 1,0 mL/L
v' Citrato Férrico Amoniacal Sol. 6% 1,0 mL/L
v" Solucdo de elementos tracos 1,0 mL/L

Para a obtencdo dos meios de cultura s6lidos, foram adicionadas de 15-20 g/L de &gar.

4.4.4 Solugéo estoque Sudan Black B (SCHLEGEL et al.,1970)

v' Sudan Black B 0,2¢g
v" Etanol 96% qsplL

4.5 Antibiotico utilizado

O antibiotico Canamicina e Gentamicina (50 ug/mL) foram utilizados para a selecao
de linhagens portando o plasmideo pBBR1MCS-2 e pBBR1MCS-5 (KOVACH et al., 1995)

contendo genes clonados.

4.6 Esterilizacdo

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

4.7 Preservacao das linhagens bacterianas

Os isolados empregados neste trabalho foram preservados de duas formas. Para a
criopreservacdo foi inoculada uma col6nia bacteriana em 25 mL de meio CN ou LB, sendo
incubada cada uma das culturas a 30 °C (150 rpm) por 24 horas. 500 uL da cultura foram
misturados a 500 pL de uma solucdo aquosa de glicerol a 20%. A suspensdo de células na
solucdo de glicerol foi distribuida em microtubos de polipropileno (2000 pL), sendo 1000 pL
por tubo, e mantida em congelador a 4 °C por 30 minutos. Apos este periodo, as culturas

foram transferidas para o freezer -80 °C.



39

Os isolados também foram preservados pelo método de liofilizacdo. As linhagens
foram cultivadas em 25 mL de CN ou LB (30 °C, 150 rpm). Posteriormente, cada uma das
culturas foi centrifugada durante 15 minutos a 4629 g (Centrifuga modelo Eppendorf 5804 R)
e ressuspensas em sua solucdo crioprotetora (leite desnatado a 10% e glutamato de sédio a
5%). A suspensdo de células foi distribuida em ampolas esterilizadas, sendo posteriormente
congeladas e liofilizadas (modelo FreeZone ® Triad Labconco). As células liofilizadas foram
seladas a vacuo e estocadas em refrigerador a 4 °C (SILVA et al., 1992).

4.8 Metodologias analiticas

4.8.1Massa seca celular

A massa seca celular foi determinada gravimetricamente apos centrifugacdo (10.600 g,

15 minutos, 4 °C) de volume conhecido da cultura e liofilizag&o das células.

4.8.2 pH

O pH foi determinado no sobrenadante, apOs centrifugacdo da cultura, em

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

4.8.3 Concentracao de carboidratos

As concentracdes de carboidratos (frutose, glicose, lactose, sacarose e xilose) e
glicerol foram determinadas em HPLC Ultimate 3000 (Dionex, Sunnyvale, CA, Estados
Unidos) com detector por indice de Refracdo (Shodex, Kawasaki, Kanagawa, Japan) a 35 °C,
coluna HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados Unidos) a 45 °C, fase mével H,SO4 5 mM

com fluxo de 0,6 mL/min. e volume de inje¢ao de 20 pL.

4.8.4 Teor e composicdo de PHAs

A gquantidade e composicdo de PHAs foram determinadas por cromatografia de fase
gasosa de propil-ésteres (RIIS; MAI, 1988), em cromatdgrafo gasoso HP7890 GC System

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Estados Unidos) equipado com uma coluna HP-5
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(5% fenil-metilsiloxano, comprimento 30 m, diametro 0,32 mm, espessura do filme 0,25um)
e com sistema de detecgéo por ionizagdo de chama (FID).

Cerca de 10 a 15 mg de células liofilizadas foram transferidas para tubos de vidro, aos
quais foram adicionados 2 mL de uma solugdo de acido cloridrico em propanol ( 1:4 v/v), 2
ml de 1,2 dicloroetano e 100 ul de uma solucdo de acido benzéico (40 g/L) em propanol. Os
tubos foram fechados fortemente, agitados e submetidos a propanélise por 3 horas a 100 °C,
sendo submetidos a agitacdo apds os primeiros 30 minutos. Apds o resfriamento, foi
adicionado a cada tubo, 4 mL de agua destilada, agitando o vigorosamente por 40 segundos.
Apos a separacdo das fases, a fase aquosa (superior) foi descartada e fase organica (inferior)
recuperada para posterior andlise. Um volume de aproximadamente 1 uL da fase organica foi
analisado apo6s o seu fracionamento (1/20).

A analise foi conduzida nas seguintes condi¢fes: Temperatura do injetor: 250 °C:
Temperatura do detector: 300 °C; Sistema de deteccdo: ionizagdo de chama (FID) para se
detectar os propil-ésteres; Programa de temperaturas do forno: 100 °C por 1 minuto, elevacédo
da temperatura até 210 °C a 8 °C/min e 210 °C por 15 minutos. Acido benzoico foi utilizado
como padrdo interno. P3HB e P3HB-co-3HV (Aldrich), bem como polimeros produzidos por
P. olevorans ou P. putida oriundos de diferentes fontes de carbono, foram utilizados como
padrdes, sendo assim utilizados para a geracdo das varias 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), 3 HD (3-Hidroxidecanoato) e 3 HDD (3-

Hidroxidodecanoato).

4.9 ldentificacdo dos isolados através da analise do gene rRNA 16S

4.9.1 Extracdo do DNA

O DNA gendmico das bactérias foi extraido utilizando-se o kit “Wizard Genomic
DNA Purification” (Promega, Madison, WI, USA: Cat. A 1120), seguindo as orientagdes do
fabricante. A quantidade de DNA foi aferida por espectrofotbmetro NanoVuePlus (GE
Healthcare — USA).

Os isolados ambientais estudados neste trabalho tiveram o gene rDNA 16S

amplificados e sequenciados. As reagdes de amplificacdo foram realizadas utilizando
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“primers” 27F (5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’) e 1401R (5
CGGTGTACAAGACCC3’). O volume final da reagao foi de 50 pL, contendo Tris-HCI, pH
8,4 (20 mM) e KCI (50 mM); MgCl, (1,5 mM); dNTP’s (200 uM); DNA genomico (30-50
ng); primers (0,3 uM) e Taq polimerase (2U). A reacdo de PCR foi realizada por 30-40 ciclos
com as seguintes temperaturas: desnaturacao inicial de 95 °C por 45 segundos; temperatura de
desnaturagdo 95 °C por 20 segundos; anelamento a 49 °C por 20 segundos; temperatura de
extensdo a 72 °C por 3 minutos e temperatura final de extenséo a 72 °C por 5 minutos.

4.9.2 Purificacao dos fragmentos de PCR

Os produtos amplificados foram purificados utilizando “GFX ™ PCR DNA and Gel
Band Purification Kit” (GE Healthcaare) seguindo instrucgdes do fabricante.

4.9.3 Reacédo de Sequenciamento do gene rDNA 16S

Para caracterizacdo molecular dos isolados e confirmacdo de suas espécies, 0S
produtos de amplificagdo rDNA 16S foram sequenciados pelo método de Sanger no Setor de
Sequenciamentos de DNA — Centro de Estudos do Genoma Humano, da Universidade de Séo
Paulo.

Por fim, a identidade das sequéncias de rDNA 16S foi determinada por sua
comparagdo com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank (NCBI), utilizando-se a
ferramenta BLAST ( Basic Local Alignment Search Tool — USA).

4.10 Antibiograma

Este teste foi realizado para avaliar a resisténcia dos isolados SCU 99, SCU101 e
SCU164 a diferentes antibidticos. Foi utilizado o teste de sensibilidade por disco de difusdo
Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966) em agar Miller-Hinton, de acordo com o Manual Clinical
and Laboratorial Standards Institute (CLSI) de 2011.

Os isolados SCU 99, SCU101 e SCU 164 foram estriados em placas contendo LB
solido e foram incubados a 30 °C por 24 horas. Uma colénia foi inoculada em 25 mL de meio
LB liquido, e cultivada a 30 °C por 24 horas. O meio de cultura liquido foi diluido em solucéo

salina (0,85%) até atingir uma absorbancia de 0,08-0,1 no comprimento de onda de 625nm.
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Com o auxilio de um swab, toda a extensdo de uma placa contendo meio solido de Miller-
Hinton foi coberta com o meio de cultura. Com o meio de cultura seco, e com o auxilio de
uma pinca estéril, discos contendo diferentes antibioticos foram depositados sobre a placa. As
placas contendo antibidticos foram incubadas a 30 °C por 24 horas. Posteriormente, 0s
resultados foram analisados quanto a presenca ou auséncia de halos de inibicdo do
crescimento ao redor dos discos. Os didmetros dos halos foram medidos com o auxilio de uma
régua, e os resultados obtidos foram interpretados de acordo com o Manual Clinical and
Laboratorial Standards Institute (CLSI) de 2011 para Pseudomonas aeruginosa. Os diferentes
antibidticos utilizados estdo listados no Quadro 1.

Quadro 1 — Lista dos antibioticos utilizados, sua marca e quantidade.

Antibidtico usado Sigla Marca Quantidade (ug)
Cotrimoxazol sSuUT Sensifar 25,0
Piperciclina + Tazobactan PPT Sensifar  110,0
Cefoperazone CFP Oxoid 75,0
Ceftazidima CAZ Sensifar 30,0
Cefepima CPM Sensifar 30,0
Aztreonama ATM Sensifar 30,0
Ticarciclina + Ac. Clavuldnico TIC Sensifar 85,0
Ciprofloxacina CIP Sensifar 5,0
Gentamicina GEN Sensifar 10,0
Amicacina AN Sensifar 30,0
Meropenen MER Sensifar 10,0
Imipenema IPM Sensifar 10,0

FONTE: (RODRIGUES, 2013).

4.11 Producéo de PHAwcL em biorreator a partir de Xilose

Para o cultivo em biorreator foi inicialmente preparado o indculo que consistiu de trés
etapas: (i) recuperacdo de coldnias da cultura em Luria-Bertani (LB) s6lido por 72 horas a 30
°C, (ii) cultivo em LB liquido por aproximadamente 24 horas a 30 °C e 150 rpm e (iii) cultivo
em meio mineral contendo 10 g/L de xilose e 3 g/L de sulfato de aménio por 24 horas em
agitador rotativo (30 °C, 150 rpm). A cultura obtida desta forma foi utilizada para inocular o
biorreator (BBraun Biostat B - 1500 mL) representando uma fracdo de inéculo de 10% (150
mL). O cultivo foi conduzido a temperatura controlada em 30 °C e o pH a 7,0. Para o controle
de pH foram utilizadas solugdes de NaOH ou H,SO,4 a 0,5 M. A aeracdo foi mantida a 1 Ipm

(aproximadamente 0,67 vvm). A agitacdo do cultivo foi gradativamente aumentada de forma
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a manter o oxigénio dissolvido sempre acima de 40% da saturagdo. O meio de cultura
utilizado no biorreator esté listado na Tabela 2. Xilose foi alimentada a partir de uma solugéo
concentrada (200 g/L) sempre que a concentracdo atingia valores préximos a 5 g/L em
quantidade suficiente para repor a concentragédo inicial (15 g/L). Amostras foram retiradas
periodicamente para determinacdo da concentracdo de xilose, biomassa total e nitrogénio

amoniacal, bem como teor e composic¢do do PHA produzido.

Tabela 2 — Composicdo de sais minerais no meio de cultura utilizado nos ensaios em

biorreator.
Composto g/L
KH,PO, 0,65
(NH4)2SO4 3,60
MgSO, . 7TH,0 0,31
CaCl, . 2H,0 0,01
Citrato Férrico Amoniacal 0,15
NaCl 1,00
Elementos tragos* 2,00 mL

*Solugéo de elementos tragos: H3BO3 0,3 g/L, CoCl2.6H:0 0,2 g/L, ZnS04.7 H,0 0,1 g/L. MnCl2.4 H,0 30 mgiL,
NaMoO;.2H,0 30 mg/L, NiCl,.H,0 20 mg/L, CuSQO4.5H,0 10 mg/L
FONTE: (GOMEZ, 2000)

4.12 Manipulagdes de DNA

4.12.1 Construcao de linhagens recombinantes do isolado SCU 164

Os plasmideos pBBR1MCS-2 contendo os genes xylAB, e pPBBR1MCS-5, contendo
xylFGH (FREIRE, 2012) foram inseridos separadamente no isolado SCU 164 por
eletroporacéo.

Uma colbnia do isolado SCU 164 foi cultivada em meio LB liquido durante 14 horas a
30 °C em agitador rotativo. Apos incubacdo, a densidade 6ptica (DOg10nm) foi determinada e
um volume de meio LB foi adicionado ao cultivo celular, para se obter uma DOg;onm inicial de
0,1 unidades de absorbancia. O cultivo foi entdo incubado a 30°C em agitador rotativo, e
medicdes foram feitas até atingir DOg10nm = 0,5 — 0,6.

Uma vez atingida a densidade celular requerida, a cultura foi transferida para tubos de
polipropileno estéreis e pré-resfriados, e posteriormente foram centrifugadas (20 min a 4000

g) a 4 °C. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspensas
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em 100 mL de &gua milli-Q estéril e gelada, centrifugou-se novamente (20 min a 4000 g) a 4
°C. Desprezando o sobrenadante, as células foram ressuspensas em 40 mL de &gua milli-Q
estéril e gelada e centrifugadas sob as mesmas condi¢des descritas acima. Mais uma vez,
descartou-se 0 sobrenadante e as células foram ressuspensas em 5 mL de glicerol a 10%
gelado e centrifugadas a 4 °C por 20 min a 4000 g. As células obtidas foram ressuspensas em
1000 pL de glicerol a 10% gelado, distribuidas em aliquotas de 40 puL em tubos de
polipropileno (1,5 mL), e conservadas em freezer -80°C.

Para a transformacdo das células eletrocompetentes com os plasmideos contendo os
genes xylAB e xylFGH foram utilizados 2 pL da reacdo de ligagdo do DNA exdgeno. A
mistura foi transferida para cubetas de eletroporacdo de 0,1 cm, separadamente, previamente
resfriadas. As células foram eletroporadas a pulsos de 2500 V, capacitancia de 25 pF e
resisténcia de 200 Q. Apos o choque elétrico, adicionou-se 1,0 mL de meio LB as células,
que foram incubadas a 30 °C, em agitador rotativo. Posteriormente, as células foram semeadas
em placas LB contendo antibiotico canamicina e gentamicina, respectivamente, e incubadas a
30 °C, por 24 horas.

Posteriormente, colbnias isoladas foram cultivadas em meio LB liquido contendo
canamicina, e foram incubadas por 24 horas em agitador rotativo modelo TE-420 (Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil) a 30°C (150 rpm). Um volume de 1,5 mL da cultura em LB liquido foi
utilizado para inocular 25 mL de meio mineral (RAMSAY et al., 1990) contendo Xxilose e 0
antibiotico canamicina. As células foram cultivadas em agitador rotativo TE-420 (Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil) a 30 °C (150 rpm), com amostras sendo retiradas apos 72 horas de
cultivo para ser avaliado: massa seca celular, pH, concentracdo de carboidratos, teor e

composicao do polimero produzido.

4.13 Calculo para eficiéncia maxima teorica de sintese de PHAucL (YMAX.)

Inicialmente, foi determinado o fator de conversdo global da fonte de carbono no
produto (Y®p/c) em cada um dos cultivos, considerando o total de PHA produzido pelo total
de fonte de carbono consumida. Para se determinar a eficiéncia maxima para a sintese de
PHA com uma composicdo definida, a partir de uma determinada fonte de carbono, foi
necessario determinar os valores méaximos tedricos para YCp/c. Esse parametro depende do
teor de polimero acumulado, bem como da composicdo deste de acordo com a seguinte

equacéo:
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Y= = (Ecquacao 1)
BsC 100 _ %pHA | __ ®HAj % HAg % HA T = HAp 3
Trorce Turon  Tx Trraors T Trorn e
rloC o HA1/THAL Haz CHALZ HAE CHa s Han CHAn

FONTE: (GOMEZ, 2000)

Onde:

Yxid/cc: fator de conversdo da fonte de carbono em biomassa residual (YXxr/cc), que
corresponde a quantidade de biomassa residual (Xr) formada a partir de uma quantidade de
fonte de carbono utilizada exclusivamente para esta finalidade;

YHan/CHAN: fator de converséo da fonte de carbono nos diferentes monémeros constituintes de
PHA, que corresponde a um determinado mondmero produzido (Han) a partir de uma fonte de
carbono utilizada para esta finalidade (CHan);

Considerou-se que os valores de (YxR/cc) para as fontes de carbono glicose, frutose e
glicerol corresponde a 0,5 g/g. Os valores de YHan/cHAn foram determinados considerando o
metabolismo de sintese de cada um dos mondmeros e correspondem a 0,48; 0,42; 0,39; 0,38;
0,37 e 0,36 g/g, respectivamente, para os monémeros 3HB, 3HHx, 3HO, 3HD, 3HDD e
3HDDAS.

O valor de Y™MAX foi obtido dividindo-se o desempenho observado em cada cultura

pelo valor maximo estimado e multiplicando-se por 100.

4.14 Analise estatistica

Os resultados foram expressos com media + desvio padrdo e submetidos a analise de
variancia de uma anica via (ANOVA) seguido pelo teste Bonferroni, quando necessario foi
utilizado teste-t. As diferencas entre as médias foram avaliadas via programa estatistico

(Program Graph Pad Prism v. 5.0). Valores de P<0,05 foram considerados significativos.

4.15 Analises utilizando a técnica MALDI-TOF-MS

Anélises utilizando a técnica do tipo MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization — Time of Flight — Mass Spectrometry), foram realizadas em aparelho

Voyager DE-PRO Biospectrometry Workstation, marca Apllied Biossystems.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de isolados bacterianos com relacéo a
producdo de PHAwmcL a partir de diferentes fontes de carbono. As fontes de carbono foram
selecionadas uma vez que podem ser componentes de importantes residuos ou mesmo de
matérias primas disponiveis em abundancia no Brasil. Sacarose é o aglcar de uma das mais
importantes culturas agricolas no pais: a cana de acucar. Glicose e frutose podem ser obtidas
pela hidrélise da sacarose (GOMEZ, 2000). Bagaco de cana ou mesmo outros residuos
agroindustriais podem ser utilizados para geracdo de xilose a partir da hidrélise de material
hemiceluldsico (RAICHER, 2011). Glicerol é o principal residuo do processo de produgdo de
biodiesel (SILVA et al., 2010). Lactose é um agucar presente em soro de leite, um residuo da
industria de produtos lacteos (FONSECA et al., 2008). Amido, além de ser um importante
componente de diferentes produtos agricolas, também pode estar presente em residuos de
processos de producdo de farinhas (COSTA et al.,, 2009). A avaliacdo destas fontes de
carbono foi realizada em duas etapas: inicialmente foram feitos testes qualitativos de
crescimento e producdo de PHAs em meios de cultura solidos, que permitiu avaliar um grande
namero de isolados em diversas fontes de carbono; a segunda fase consistiu na avaliagcéo
quantitativa da producéo de PHAs, analisando-se a composi¢éo do polimero produzido.

Os PHAs contendo monémeros de cadeia média (PHAwmcL) foram o alvo central deste
trabalho. Este polimero foi selecionado, pois apresenta propriedades claramente diferentes do
poli-3-hidroxibutirato e seus copolimeros, atendendo assim 0s requisitos para aplicacdes
distintas. Além disso, poucos trabalhos tém explorado a producdo destes polimeros a partir de
carboidratos. Outro fator relevante € que, em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa,
foi demonstrada a possibilidade de gerar bactérias recombinantes, com capacidade de
produzir PHAs contendo 3HB e 3HAwcL a partir de carboidratos, pela expressdo de PHA
sintases de classe | em mutante de Pseudomonas deficiente no acumulo de PHAmcL
(GOMES, 2009). Estes polimeros tém despertado grande interesse, pois apresentam
propriedades semelhantes ao polietileno de baixa densidade (NODA et al., 2005), permitindo

0 seu uso na producao de filmes plasticos.
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5.1 Avaliacdo qualitativa do crescimento e producao de PHAS a partir de diferentes
fontes de carbono

Neste trabalho, 39 isolados bacterianos foram selecionados para avaliagdo de
crescimento e producdo de PHAwmcL, utilizando diferentes fontes de carbono. A literatura
descreve a utilizacdo de glicose, frutose (GOMEZ, 2000) e glicerol (SILVA et al., 2010)
como fontes de carbono adequadas para producdo deste polimero. Ndo ha descrigdes da
producdo de PHAwmc. a partir de amido, lactose ou sacarose. Além disso, ndo ha relatos da
utilizacdo de xilose como substrato para producdo de PHAmcL por linhagens selvagens, as
Unicas descricBes sdo oriundas de resultados obtidos com linhagens recombinantes (LE
MEUR et al., 2012).

Inicialmente, foram realizados testes qualitativos em meio mineral sélido para avaliar o
crescimento celular (Tabela 3), em diferentes fontes de carbono (amido, frutose, glicose,
lactose, sacarose, xilose e glicerol). A avaliacdo do crescimento utilizando amido demonstrou
que, dos trinta e nove isolados testados, apenas o isolado RMP 1321, apresentou crescimento,
contudo de forma reduzida.

Nenhum dos isolados testados foi capaz de crescer em sacarose ou lactose (Tabela 3).

Ao se utilizar xilose como fonte de carbono para o crescimento dos isolados, foi
possivel observar o crescimento de trés diferentes isolados (SCU 99, SCU 101 e SCU 164).

Todos os isolados testados, incluindo os isolados controles (LFM 046 e LFM 461)
apresentaram capacidade de crescimento em meio de cultura contendo glicose ou frutose
como unica fonte de carbono.

Em glicerol, todos os isolados testados, com excecao das linhagens controle LFM 046 e

LFM 461, bem como do isolado SCU 304 apresentaram crescimento significativo (Tabela 3).



Tabela 3 — Avaliacdo do crescimento em meio mineral s6lido com diferentes fontes de
carbono.

FONTE DE CARBONO
Isolado AMIDO GLICOSE GLICEROL FRUTOSE LACTOSE SACAROSE XILOSE
Tempo (horas) 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
LFM 046 - - -
LFM 461 - - -
DCL 06 - - -
DCLO7 - = -
DCLO8
DCLO11 - - -
DCL 014 - - -
LFM 634
RMP B51-A - - -
RMP 1256 -
RMP 1305 - - -
RMP 1315 - - -
RMP 1316
RMP 1321 -+ o+
RMP 1484 LI
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SCU 164 - - B = 2 = A S S S S S - - - - - -+ ++
SCU 304 - = -
TSM 033 - - -
TSM 036 - - -
TSM 045 - - -
TSM 049
TSM 050 - - -
TSM 055 - - -
TSM 056
T5M 060 - - -
TSM 080 - = -
TSM 089 - - -
TSM 094 - - -
TSM 095 - - -
TSM 097 - - -
TSM 098 - = -
TSM 101
TSM 102 - - -
TSM 103 - - -
TSM 130
T5M 131 - - -
T5M 132
TSM 133 - - -
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Andlise de crescimento de diferentes isolados de lodo de esgoto e solo do Campus Universitario, em
diferentes fontes de carbono, em meio mineral solido, apds 24, 48 e 72 horas a 30°C. Crescimento em
placa: - nenhum crescimento; + pequeno crescimento; ++ médio crescimento e +++ grande crescimento.
FONTE: (RODRIGUES, 2013)

Os isolados que apresentaram crescimento nas diferentes fontes de carbono
testadas (Tabela 3), também foram avaliados sob condi¢bes propicias ao acimulo de
PHA (excesso da fonte de carbono e limitacdo de nitrogénio). A coloracdo dos isolados
com o corante lipofilico Sudan Black B foi utilizada como indicativo de acumulo de
PHAs. Esta estratégia foi empregada na andlise das diferentes fontes de carbono

testadas. Neste contexto, o isolado LFM 046 foi utilizado como controle positivo, uma
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vez que a producdo de PHAs, utilizando glicose e frutose por este isolado foi
demonstrada anteriormente (GOMEZ, 2000). O mutante LFM 461 (PHA negativo
derivado de LFMO046) foi utilizado como controle negativo (GOMES, 2009).

A avaliacdo de amido como substrato demonstrou que o isolado RMP 1321, tnico
que apresentou crescimento nesta fonte de carbono, foi igualmente capaz de armazenar
PHAs, demonstrado pela coloragdo com Sudan Black B, os isolados LFM 046 e LFM
461 ndo foram capazes de acumular PHAs utilizando amido (Tabela 4).

Considerando que nenhum dos trinta e nove isolados testados apresentaram
crescimento em sacarose ou lactose (Tabela 3), ndo foram realizadas avaliacbes de
acumulo de PHAs, com estas fontes de carbono.

A avaliacdo de xilose como substrato para acimulo de PHAs demonstrou que 0s
isolados SCU99, SCU101 e SCU164, que apresentaram bom crescimento, também
foram capazes de acumular PHAs a partir deste substrato; o isolado controle positivo
(LFM 046) também n&o apresentou o acumulo de PHAs com esta fonte de carbono.
Como esperado, o controle negativo (LFM 461) ndo foi capaz de acumular PHAs em
xilose (Tabela 4).

As analises de glicerol como fonte de carbono para acimulo de PHASs
demonstraram que a maioria dos isolados foram capazes de armazenar biopolimeros
utilizando este composto como substrato, a excecdo foi observada no isolado controle
positivo (LFM 046), ao qual ja havia sido demonstrada sua ineficiéncia em acumular
PHAs a partir de glicerol (SILVA-QUEIROZ et al., 2009) e no isolado controle
negativo (LFM 461). O isolado SCU304 ndo foi testado, pois ndo apresentou
capacidade de crescimento em glicerol (Tabela 3). Estes dados destacam o glicerol
como um potencial substrato para produgdo de PHAS nos isolados testados.

O acimulo de PHAs utilizando glicose e frutose como substratos ocorreu na
maioria dos isolados testados. Como esperado, a linhagem controle positivo LFM 046
foi capaz de acumular PHAs, fato novamente ndo observado no isolado controle
negativo (LFM 461). Glicose demonstrou ser um Otimo substrato para acumulo de
PHAs, pois além do controle negativo, apenas o isolado RMP 1305 ndo apresentou
capacidade de acumulo. Os resultados obtidos com frutose como substratos foram
inferiores aos observados em glicose, mais ainda sim promissores, dos trinta e nove
isolados utilizados, apenas onze isolados testados e o controle negativo, néo

apresentaram capacidade de acumulo de PHAs.
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Tabela 4 — Avaliagdo da producdo de PHA em meio mineral solido com diferentes fontes de

carbono apos coloragdo com Sudan Black B.

FONTE DE CARBONO

Isolado AMIDO GLICOSE  GLICEROL  FRUTOSE XILOSE
LFM 046 - + +

LFM 461 - - -

DCL 06 MA + ++ + NA
pCLo7? MA + + + MNA
DCLO2 MNA + ++ + MNA
DCLO11 MA + + + MNA
DCL 014 MA + + + NA
LFM 634 MA + + + MNA
RMP 851-A MNA + + ++ NA
RMP 1256 MA + + + MNA
RMP 1305 MNA - =+ NA
RMP 1315 MA + + + NA
RMP 1316 MA + + + MNA
RMP 1321 + + + + NA
RMP 1484 MA + + + MNA
RMP 1486 MA + + + NA
SCU 099 MNA ++ ++ ++ ++
5CU 101 NA ++ ++ ++ ++
S5CU 164 MA ++ -+ —+ +-
SCU 304 MNA + MNA NA
TSM 033 MA + + + MNA
TSM 036 MNA + + + NA
TSM 045 MA + + + NA
TSM 049 MA + + + MNA
TSM 050 MA + + + NA
TSM 055 MA + + + MNA
TSM 056 MA + + + NA
TSM 060 MA + + + NA
TS5M 080 MA + + MNA
TSM 089 MA + + + NA
TSM 094 MA + + + NA
TSM 095 MA + + MNA
TSM 097 MNA + + NA
TSM 098 MA + + NA
TSM 101 MA + + MNA
TSM 102 MA + + NA
TS5M 103 MA + + MNA
TSM 130 MNA + + MNA
TSM 131 MA + + MNA
TS5M 132 MA + + + MNA
TSM 133 MNA ++ + + NA

Andlise da produgdo de PHAs em diferentes isolados de lodo de esgoto e solo do Campus Universitario, em
diferentes fontes de carbono, apds 5 dias de incubagéo a 30°C, seguido da coloragdo com Sudan Black B, que
foi utilizado como indicador qualitativo do acimulo de polimeros. NA = N&o avaliado; - auséncia de coloragdo, +

baixa coloracdo, ++ média coloragdo e +++ alta coloragéo.

FONTE (RODRIGUES, 2013)
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5.2 Produc¢édo de PHAmcL em frascos agitados

Os isolados que cresceram e foram capazes de produzir PHAs nos diferentes
substratos utilizados em meio sélido, detectados pela coloracdo com Sudan Black B, foram
avaliados quantitativamente como relacdo a producdo de PHAwmcL através de cultivos em
frascos agitados.

5.2.1 A partir de Amido

A linhagem referéncia LFM 046 n&do foi capaz de crescer, e consequentemente, ndo
obteve acumulo a partir de amido. Foi detectado crescimento e acimulo de PHASs a partir de
amido somente pelo isolado RMP 1321(Tabelas 3 e 4) em testes qualitativos em meio solido.
Cultivos em frascos agitados demonstraram pouco crescimento (menor que 0,5 g/L) e
acumulo de PHAs inexpressivo (menor que 0,5% da massa seca celular). Assim, ndo foi
detectado isolado promissor para producdo de PHAwc. a partir de amido.

E importante destacar que, embora amido n3o tenha sido uma fonte de carbono efetiva
para producdo de PHAwmcL, sua hidrdlise gera glicose que pode entdo ser utilizada para

producéo deste polimero.

5.2.2 A partir de Glicose

Além do isolado controle (LFM 046), foram avaliados um total de trinta e oito isolados
para producdo de PHAwmcL a partir de glicose. A Tabela 5 — figura 8 apresenta os resultados
obtidos de todos os isolados analisados quanto a producdo de PHA a partir de glicose. Os
resultados em triplicata encontram-se no Apéndice A.

Alguns dos isolados produziram PHAucL em baixas concentragdes (<0,3 g/L), mas para
apenas um dos isolados (SCU304) a concentracdo de PHAmcL foi inferior a 0,1 g/L. Estes
resultados indicam que o método de deteccdo da producdo de PHAwmcL utilizando a coloracdo
de colbnias com Sudan Black B é bastante sensivel, permitindo detectar isolados que
produzem pequenas quantidades deste polimero.

O isolado controle LFM 046 atingiu 4,69 g/L de biomassa seca contendo 48,3% de
PHAwMcL. O PHA produzido continha 3HD como principal constituinte correspondendo a 56,8
mol%. Nenhum dos isolados avaliados atingiu desempenho superior ao observado pela

linhagem de referéncia. Apenas um isolado apresentou teor de polimero abaixo de 5% (SCU
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304), isso pode ser explicado pelo baixo valor de pH que o cultivo atingiu, ou seja, a reducao
do pH impediria um acumulo mais expressivo de PHA. Qito isolados apresentaram teor de
polimero entre 15 e 20%. Seis isolados apresentaram teor de polimero entre 20 e 25%; Dez
isolados apresentaram teor de polimero entre 25 e 30% e somente o isolado TSM 33 ficou
acima dos 31%, mas atingiu baixas concentracdes de biomassa seca, cerca de 1,5 g/L. Estudo
de SHARMA et al., 2012, utilizando Pseudomonas isoladas de lodo de esgoto, demonstraram
producdo de PHAwc. entre 8 e 22% da massa seca celular, utilizando 2% de glicose e ap0s 72
horas de cultivo.

Os melhores resultados obtidos neste estudo, utilizando glicose como substrato, foram
observados para os isolados LFM 634 e RMP 851-A, que atingiram concentracdo de biomassa
seca superior a 2,6 g/L, contendo 24-29% de PHAmcL, correspondendo a mais que 0,5 g/L de
PHA. Em todos os isolados testados, 0 3HD foi o principal constituinte do PHA, indicando a
presenca de PHA sintase de classe Il (Tabela 1). Merecem destaque ainda os isolados SCU99,
SCU101 e SCU164 que embora tenham atingido elevadas concentragdes de biomassa seca
(acima de 3 g/L), o teor de polimero acumulado foi reduzido (menor que 15% da MSC).

Para o isolado LFM 634, o desempenho inferior a linhagem referéncia pode ser
atribuido a producéo simultanea de ramnolipidios, que também contém em sua composicao
3HA (STRELEC, 2006; ALMEIDA, 2011).

Gomez (2000) desenvolveu uma equacdo matematica para calcular o desempenho de
conversao da fonte de carbono em PHAmcL em relagcdo ao valor maximo teorico (YmAXx).
Nesta equacdo, sdo considerados o teor de PHA acumulado, bem como sua composi¢cdo. A
linhagem controle (LFMO046) apresentou um desempenho na conversdo de glicose em
PHAwmcL correspondendo a 66% do valor maximo tedrico. Embora as concentragcdes de
PHAwcL detectadas para os isolados tenham sido bastante inferiores aos valores obtidos com
a linhagem controle, para alguns foram observados desempenhos bastante proximos dessa
linhagem, ou seja, cerca de 60% da eficiéncia maxima tedrica (DCL 11, RMP 851-A, SCU
101, SCU 164 e TSM 36). O isolado SCUQ99 atingiu um desempenho na conversdo de

glicose em PHAwcL correspondendo a 70,9% da eficiéncia maxima tedrica.
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Producdo de PHAwmcL por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de
Glicose.
(continua)

Isclados

Polihidroxialcanoatos

MSC Xz pH Glicose Composicdo PHA Mol% PHA PHA Ywmax
(glL) (g/L) Cons.(gil) 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdA5 (%MSC) (g/L)

LFM 046 M
DP

DCLOE M
DP

DCLO7 M
DP

DCLOE M
DpP

DCL11 ™M
Dp

DCL14 ™M
DpP

LFM 634 M
DP

RMP 851-A M
opP

RMP 1256 M
DP

RMP 1315 M
DP

RMP 1316 M
DP

RMP 1321 M
DpP

RMP 1484 M
DP

RMP 1486 M
DpP

s5CU99 ™M
DP

SCU101 M
Dp

SCU 164 M
DP

SCU304 M
DP

TSM33 M
DP

TSM36 M
DP

TSM45 M
DP

TSM49 M
DP

469 2,42 637 1607 0,90 3,03 33,17 56,80 258 3,52 4830 2,26 66,00
0,17 0,10 0,02 0,25 0,03 006 075 053 0,18 0,12 1,68 0,13 2,27
2,34 1,95 5,64 13,43 2,63 2,22 18,30 62,77 9,13 4,95 16,51 0,38 51,40
0,17 0,13 023 0,00 057 0,16 079 0,72 027 0,16 0,65 0,04 3,58
1,18 1,06 6,03 15,75 1,03 3,53 12,11 64,55 12,98 6,07 10,65 0,13 23,54
0,15 0,13 0,05 2,01 0,92 1,12 204 514 392 1,75 0,26 0,02 3,85
1,66 1,42 570 13,43 1,66 2,20 19,51 64,25 848 3,90 14,71 0,24 36,92
0,12 0,10 0,08 0,00 0,23 0,21 146 1,27 043 0,21 0,42 0,02 2,65
2,58 2,19 6,19 1355 1,61 3,04 16,00 61,88 10,96 6,51 1507 0,39 57,61
0,40 0,36 0,08 0,78 006 087 1,30 1,76 1,34 1,56 0,65 0,04 12,90
1,68 1,41 6,15 11,97 2,22 2,27 10,82 63,95 13,24 7,51 15,94 0,27 42,11
0,43 0,36 0,04 2,22 1,20 0,78 4,03 1,80 2,06 2,48 1,13 0,08 839
2,59 1,95 5,497 14,78 1,45 1,84 1939 64,65 7,51 517 24,54 0,64 48,88
0,32 0,23 0,06 0,06 0,12 0,15 026 019 0,29 0,08 0,48 0,08 6,00
3,39 2,41 640 1445 1,13 2,47 1692 6456 7,43 748 2871 0,97 63,71
0,11 0,08 0,01 0,13 0,14 0,02 022 005 030 0,04 0,45 0,03 1,64
0,98 0,73 6,40 16,22 1,40 1,02 1296 71,75 7,28 5,59 26,05 0,26 16,89
0,09 0,08 0,04 0,00 0,21 004 034 068 014 0,25 2,89 002 1,72
1,86 1,36 5,42 13,35 1,13 1,82 15,62 69,16 7,04 5,22 26,42 049 3855
0,18 0,10 0,06 1,13 0,15 013 037 024 045 0,18 1,69 0,08 4,27
1,18 0,96 6,35 16,68 0,47 1,38 11,05 68,68 11,59 6,83 18,47 0,21 2089
0,31 0,27 0,06 0,40 0,82 0,03 249 042 3,04 0,07 1,62 0,04 5,54
055 0,40 638 16,22 1,34 1,52 13,11 70,25 7,95 584 2688 0,15 9,42
0,08 0,04 0,02 0,00 0,29 040 052 296 1,42 0,67 3,68 004 1,12
1,18 0,87 6,37 16,22 061 1,20 11,39 73,15 7,90 5,75 26,59 0,31 20,25
0,18 0,17 0,03 0,00 046 0,12 010 058 048 0,17 3,31 0,01 3,57
2,36 2,03 6,09 16,22 1,65 1,83 1548 68,43 884 3,77 14,21 0,34 43,82
0,17 0,14 0,15 0,00 0,23 0,27 1,11 1,30 042 0,22 0,66 0,04 3,09
3,72 3,29 5,65 16,22 3,75 2,07 12,25 54,29 14,29 13,35 11,42 042 70,91
0,23 0,19 0,13 0,00 0,12 046 014 019 037 0,28 0,59 0,04 4,33
3,34 2,96 491 16,22 1,48 3,28 23,71 50,93 10,64 9,96 11,44 0,38 63,06
0,10 0,10 0,03 0,00 0,23 0,15 1,71 040 093 0,26 0,40 000 2,13
3,10 2,67 4,93 16,22 3,05 2,22 16,07 55,10 12,29 11,26 14,00 044 57,90
0,28 0,22 0,05 0,00 0,29 051 1,38 1,27 0,23 0,41 1,19 0,07 4,82
1,76 1,71 3,35 9,70 5,09 0,00 541 5084 24,72 1394 2,61 0,05 60,13
0,24 0,23 001 0,18 032 000 0,4 063 093 057 0,20 0,01 9,06
1,50 1,02 5482 16,22 0,93 4,45 1443 6446 837 7,36 31,45 048 24,54
0,14 0,03 0,22 0,00 0,81 542 161 600 2,00 0,95 8,47 0,16 1,01
2,36 2,12 505 12,33 2,27 091 9,25 7459 850 4,48 10,15 0,24 59,44
0,09 0,10 0,05 0,16 0,12 042 072 1,10 0,29 0,20 0,76 0,01 2,60
1,08 0,78 6,24 16,68 0,94 2,07 15,16 66,31 7,51 8,02 27,71 0,30 17,84
0,09 0,09 0,11 0,40 044 066 137 228 3,83 0,88 513 0,06 2,07
1,70 1,47 6,18 16,22 2,18 2,15 15,96 60,31 11,52 7,87 13,90 0,24 31,79
0,20 0,20 0,02 0,00 025 0,18 0,35 393 0,30 4,04 1,83 0,03 3,98
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Tabela 5 — Produgéo de PHAmcL por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de

Glicose.
(concluséo)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xz pH Glicose Composigdo PHA Mol% PHA  PHA Ymax%
Isolados (g/L) (g/L) Consum. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (giL)

TSM50 M 1,24 1,08 64 1622 1,79 2,16 11,74 6749 1061 6,21 12,98 0,16 23,38
D 02 0,18 003 000 025 054 135 231 014 041 1,26 0,03 3,77

TSM55 M 1,90 1,51 6,09 16,22 2,18 2,14 16,60 63,53 950 6,05 2048 0,39 33,69
DP 0,12 0,17 004 000 024 054 235 197 033 142 800 015 32,57

TSM56 M 1,10 0,92 6,12 16,22 1,87 1,92 13,11 68,10 9,86 5,14 16,05 0,17 20,20
pp 0,15 0,15 0,02 0,00 016 0,19 142 175 0,13 0,086 1,52 0,01 3,00

TSM60 M 2,88 246 629 16,22 2,08 236 1569 64,10 10,56 5,22 1466 042 53,35
DP 0,12 0,15 0,02 0,00 0,25 0,13 145 153 032 017 1,70 004 2,86

TSM20 M 162 1,22 617 16,22 1,50 194 14,69 64,94 7,34 4,51 2506 041 27,48
DP 0,21 0,16 0,04 0,00 031 009 182 465 024 015 1,23 0,06 3,64

TSmM89 M 251 2,09 513 15,18 2,39 1,87 15,27 63,96 11,02 5,90 16,03 0,40 48,96
DP 0,07 007 0,06 0,52 2,07 0,09 057 0,95 047 1,42 051 001 3252

TSM94 M 2,88 236 6,24 1536 036 2,05 13,17 6886 9,79 580 18,06 0,52 55,29
DP 0,26 0,19 0,02 0,74 048 0,76 2,18 439 075 048 1,20 0,08 3,39

TSM95 M 1,55 1,22 6,24 16,22 0,14 1,40 12,55 73,33 830 4,28 21,29 0,33 27,54
DP 0,10 0,10 0,03 0,00 0,01 014 077 141 043 030 1,35 000 2,09

TSM97 M 2,42 2,07 6,18 16,22 1,75 1,83 15,19 68,45 887 3,50 14,75 0,36 44,77
DP 0,15 0,12 0,18 0,00 036 037 046 059 758 0,08 071 004 261

TSmM98 M 1,14 0,85 6,19 16,22 0,90 1,10 11,43 74,59 754 4,45 2531 0,29 15,71
DP 0,08 0,08 0,04 0,00 070 0,18 041 037 004 045 1,44 001 1862
TSM101 M 1,44 1,04 6,11 16,22 0,83 1,34 1341 72,76 676 4,89 27,00 0,39 24,42
DP 0,14 0,07 0,17 0,00 0,04 006 048 014 016 0,12 390 009 195
TSM102 M 2,09 1,78 577 16,22 3,12 2,26 16,86 64,51 9,23 4,03 1457 0,31 3844
DP 0,12 0,08 0,51 0,00 069 050 277 4,00 045 0,15 1,03 004 1,77
TSM103 M 1,57 1,24 6,16 16,22 1,49 1,54 14,30 71,72 7,10 3,92 21,24 033 27,82
DP 0,14 0,13 0,02 0,00 0,24 0,21 049 125 055 0,24 1,65 001 272
TSM130 M 2,22 1,77 590 16,22 1,39 1,92 1548 67,33 852 536 2046 046 35,54
DP 0,15 0,09 0,32 0,00 026 052 050 146 0,37 0,28 1,37 006 2726
TSM131 M 1,75 1,35 6,20 16,22 1,19 1,55 13,44 71,53 7,70 4,59 22,55 0,39 30,70
pp 0,11 0,11 0,03 0,00 025 0,34 130 130 0,25 040 1,92 002 221
TSM132 M 149 1,23 632 1622 202 1,96 1613 6443 940 606 17,05 025 27,07
DP 0,03 0,05 0,02 0,00 013 0,30 o042 146 084 0,09 2,30 003 0,73
TSM133 M 1,16 0,84 6,26 14,48 3,54 2,24 17,21 58,39 11,64 6,98 2854 0,32 23,89
DP 0,39 0,33 0,00 3,00 3,89 0,15 576 6,22 341 164 3,87 006 14,72

MSC - Massa seca celular. 3HB - 3-hidroxibutirato.

3HHx - 3-hidroxihexanoato. 3HO - 3-hidroxioctanoato. 3HD
- 3-hidroxidecanoato. 3HDd - 3-hidroxidodecanoato. 3HDdA5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato. Xr — Concentragao
residual. XPHA — Porcdo celular correspondente a polihidroxialcanoatos. pH do meio mineral mais fonte de
carbono ap6s 72H. %MSC - Percentual da massa seca celular. YMax% - Percentual da eficiéncia méxima
tedrica. M — Média. DP - Desvio Padré&o.
FONTE: (RODRIGUES, 2013)
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Figura 9 — Avaliagéo da producdo de PHAwmc. por diferentes isolados utilizando glicose.
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Produgéo de PHAwcL pelo isolado de referéncia LFM 046 (Pseudomonas aeruginosa) e por diversos isolados de
lodo de esgoto e solo do Campus Universitario. Todos os cultivos foram realizados em meio mineral por periodo
de 72 horas, Glicose foi utilizada como Unica fonte de carbono. Os dados estéo representados como média +
desvio padréo, n=3.

FONTE: (RODRIGUES, 2013)

5.2.3 A partir de Frutose

A frutose representa juntamente com a glicose, 0 monossacarideo liberado a partir da
hidrolise da sacarose. Assim, sua utilizacdo em conjunto com a glicose representaria uma
alternativa para o uso de agUcar derivado da cana.

Além da linhagem referéncia, vinte e oito isolados foram testados para producdo de
PHAmcL a partir de frutose. Pseudomonas sp. LFM 046 atingiu 4,00 g/L de massa seca
celular, contendo 41,5% de PHAwmcL, novamente tendo o 3HD como principal constituinte
(Tabela 6). Os resultados em triplicata encontram-se no Apéndice A.

Oito isolados apresentaram teor de polimero entre 5 e 10%. Dez isolados apresentaram
teor de polimero entre 10 e 15%. Quatro isolados de 15 e 20%. Outros quatro isolados
apresentaram teor de polimero entre 20 e 25%. O desempenho de dois isolados (RMP 851-A e
SCU 164) aproximou-se bastante da linhagem de referéncia quando frutose foi utilizada como
fonte de carbono, ficando o teor de polimero acima de 30% da massa seca celular. Os isolados
RMP851A, SCU101 e SCU164 atingiram concentracbes de PHA superiores a 1 g/L, com
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massa seca celular de 4,5-5,0 g/L, mas com teor de PHA no isolado SCU 101 de 24% (Tabela
6 - Figura 9).

Gomez (2000) avaliou a producdo de PHAwmcL por bactérias isoladas de solo de
canavial, utilizando frutose e glicose como fontes de carbono. Embora os dois carboidratos
tenham sido consumidos por todos os isolados bacterianos, glicose foi consumida
preferencialmente a frutose. Similarmente os resultados obtidos neste estudo também
demonstram maior nimero de isolados capazes utilizarem glicose (38 isolados) para acimulo
de PHAmcL em relagdo ao observado com frutose (28 isolados), contudo a quantidade de
PHAs produzido a partir de glicose foi relativamente baixa (maioria dos isolados 0,5 g/L ou
abaixo). Interessantemente a producdo de PHAwc. a partir de frutose revelou quatro isolados
(RMP851-A, SCU99, SCU101 e SCU164) com taxa de acimulo variando entre 0,8 — 1,5 g/L,
enquanto a producéo pelo isolado controle foi de 1,7 g/L (Tabela 6 — Figura 9). Estes dados
destacam a utilizacdo de frutose como uma fonte de carbono importante para a producéo de
PHAwMcL em isolados no presente estudo.

A comparagdo do desempenho dos isolados a eficiéncia maxima tedrica esperada
(YmMAX) nos cultivos utilizando frutose como Unica fonte de carbono mostrou que a linhagem
controle (LFMO046) apresentou um desempenho na conversdo de glicose em PHAmcL
correspondendo a 82% do valor maximo tedrico. Embora as concentragdes de PHAmcL
detectadas para os isolados tenham sido bastante inferiores aos valores obtidos com a
linhagem controle, para alguns isolados (SCU 101, RMP 1486, TSM 45 e TSM 55) foram
observados desempenhos proximos dessa linhagem, ou seja, cerca de 80% da eficiéncia
méaxima tedrica ou mesmo valores superiores a este. Para outros, o desempenho ficou proximo
de 70% do valor méaximo teorico (DCL14, RMP 851-A, RMP 1321, SCU 164, TSM 49, TSM
50, TSM 89, TSM 132 e TSM 133).

Comparando o desempenho na conversdo de glicose ou frutose em PHAwmcL, trés
isolados (RMP 851-A, SCU 99 e SCU 101) despertam interesse, pois apresentaram
eficiéncias superiores a 70% do valor maximo teorico e algumas vezes superior a linhagem

controle.
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Frutose.
(continua)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xz pH Frutose Compaosigdo PHA Mol% PHA PHA Ymaxx
Isolados (g/L) (g/L) Cons. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)
LFMO46 M 409 239 639 11,18 049 3,09 31,01 5962 238 341 41,50 1,70 82,65
pp 005 0,21 003 056 007 006 014 0,10 010 0,02 468 0,18 5,03
DCL 06 M 286 2,28 6,29 1510 1,05 2,44 17,71 67,54 7,14 4,13 20,36 0,58 40,28
pp 0,22 0,22 0,03 0,16 008 008 027 1,13 046 0,32 1,85 0,03 2,74
DCL 07 Mm 209 1,78 634 10,13 0,07 2,71 1659 6455 10,85 5,23 14,86 0,31 43,72
DP 0,25 0,20 0,03 145 006 049 1,17 3,76 451 0,06 0,69 0,04 7,04
DCL 08 M 254 194 6,28 14,45 0,35 2,30 17,45 69,11 6,89 3,91 23,50 0,60 48,53
bp 0,22 0,13 002 020 051 016 024 099 013 006 1,59 0,09 3,25
DCL11 M 261 2,03 628 1290 0,61 2,04 18,10 6870 6,71 3,85 22,46 0,59 56,75
DP 0,07 0,06 0,01 0,26 0,52 0,11 0,34 040 0,04 0,05 0,80 0,03 2,23
pcL14 M 255 2,08 631 10,21 1,43 1,89 1531 6842 7,83 G512 18,39 047 72,35
Dp 0,07 0,09 001 027 163 004 025 1,17 021 0,15 1,74 0,04 3,49
LFM634 M 2,16 1,85 633 987 000 2,74 2040 63,59 806 5,21 14,59 0,32 64,92
pp 004 006 001 045 000 030 038 043 013 0,05 2,08 0,04 1,42
RMP851-A M 5,02 348 637 17,78 1,17 2,64 18,38 63,77 6,39 7,65 30,74 1,54 74,58
DP 0,07 0,19 007 027 001 004 015 008 009 0,11 341 0,17 3,42
RMP 1256 M 2,00 1,80 636 9,35 001 1,52 16,28 66,47 10,64 5,09 9,97 0,20 66,19
DP 0,24 0,21 0,01 088 0,01 1,12 0,15 038 056 0,21 0,45 0,03 9,63
RMP 1315 M 157 1,36 6,39 982 0,1 209 1748 67,18 846 4,68 13,34 0,21 48,10
pp 0,15 0,15 0,03 0,24 003 0415 1,21 020 1,22 0,35 1,42 0,00 6,19
RMP 1316 M 1281 165 642 941 000 4,16 1496 6542 9,25 6,21 859 0,15 60,75
DP 0,28 0,26 0,08 2,13 000 1,75 1,10 4,04 380 1,15 0,45 0,02 13,44
RMP 1321 M 2,05 1,87 630 8,14 000 1,35 1551 6554 12,03 65,56 893 0,18 78,69
bpp 0,07 005 001 070 000 099 042 164 203 093 061 0,02 8,02
RMP 1484 M 2,12 1,80 632 960 003 037 911 7661 9,17 4,70 14,99 0,32 65,92
DP 042 034 002 022 006 044 151 200 028 0,10 166 0,08 12,13
RMP1486 M 258 2,24 633 904 0,00 1,31 982 7399 997 491 13,09 0,34 86,24
Dp 0,37 034 0,03 020 000 027 036 062 026 0,15 0,86 0,03 11,18
5CU 99 M 469 3,82 617 1790 3,23 1,30 5,23 58497 15,00 1523 1852 087 76,82
pp 035 033 012 023 0,13 016 461 209 097 045 1,93 0,08 541
SCU101 M 455 3,43 641 1452 156 098 8,24 63,03 12,85 13,35 24,48 1,13 88,19
DP 067 039 001 076 0,16 006 046 051 033 0,36 2,76 0,29 6,96
SCu164 M 4,54 3,17 6,36 1586 2,40 1,08 840 63,32 11,29 13,51 3043 1,37 77,08
DP 065 057 015 056 009 012 003 0,23 010 011 3,09 0,12 9,88
TSM33 M 200 1,82 637 10,04 1,07 250 16,97 63,10 11,25 5,10 891 0,18 61,51
DP 006 006 001 025 093 005 029 042 0,23 0,05 0,35 0,00 2,34
TSM36 M 225 198 627 1039 1,13 1,31 1459 6658 10,79 455 11,91 0,27 65,75
DP 0,28 0,24 001 041 098 1,13 161 2,26 295 0,26 0,36 0,04 10,92
TSM45 ™M 2,24 1,98 631 7,89 0,00 1,40 16,00 67,33 9,71 556 11,40 0,25 86,78
pp 0,07 007 003 050 000 1,02 011 090 0,07 0,02 0,35 0,00 8,05
TSM49 ™M 202 1,85 6,34 8,09 0,00 2,05 1564 64,67 11,75 591 8,09 0,16 78,01
pp 0,15 0,13 001 032 000 005 030 037 059 0,06 0,45 0,02 8,35
TSM 50 M 2,04 1,80 625 855 0,00 248 17,17 6569 9,46 5,19 12,01 025 72,35
pp 0,10 0,09 001 045 000 004 022 024 015 0,10 0,20 0,01 1,25
TSM 55 M 1.8 1,74 638 7,20 0,18 0,23 1559 62,66 1498 6,36 6,60 0,12 81,86
pp 0,04 004 001 015 001 002 056 1,33 207 031 0,23 0,01 3,46
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Tabela 6 — Producéo de PHAmcL por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de

Frutose.
(concluséo)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xg pH Frutose Composigao PHA Mol% PHA PHA Ymaxx
Isolados (g/L) (g/L) Cons. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)

TSmMs6 M 2,17 1,81 6,34 1048 065 1,97 16,78 66,06 7,45 4,47 18,76 0,36 59,95
DP 0,10 008 0,01 0,18 056 006 031 0,8 013 004 061 002 3,04
TSM 60 M 235 197 6,34 1088 0,39 235 1763 66,35 840 488 16,33 0,38 63,54
pp 0,21 0,18 003 0,79 059 062 067 2,72 094 081 0,32 0,03 5,47
TSM89 M 3,48 3,08 638 1436 0,75 2,69 1533 6571 862 690 11,58 041 73,58
DP 0,35 0,27 0,02 0,29 1,03 1,15 3,01 3,21 0,35 4,35 1,44 0,09 6,87
TSM 94 M 246 2,12 637 10,88 1,70 1,93 16,03 67,74 820 4,40 14,17 0,35 6&8,33
pDPp 009 009 002 1,43 0,28 028 2,77 1,79 0,57 0,41 1,13 0,03 11,39
TSM132 M 1,88 1,78 6,37 7,65 0,08 2,20 14,54 60,23 16,27 6,68 527 0,10 78,63
DP 0,05 006 0,01 060 0,14 162 072 050 2,27 040 09 001 805
TSM133 M 200 1,83 6,37 867 007 083 1574 66,09 11,59 568 8,42 0,17 71,88
DP 006 D05 001 0,19 0,13 1,02 046 061 0,75 0,14 0,85 0,02 0,82

MSC — Massa seca celular. 3HB - 3-hidroxibutirato. 3HHx — 3-hidroxihexanoato. 3HO — 3-hidroxioctanoato. 3HD
— 3-hidroxidecanoato. 3HDd — 3-hidroxidodecanoato. 3HDdA5 — 3-hidroxi-5-dodecenoato. Xr — Concentragao
residual. XPHA — Porgdo celular correspondente a polihidroxialcanoatos. pH do meio mineral mais fonte de
carbono ap6s 72H. %MSC - Percentual da massa seca celular. YMax% - Percentual da eficiéncia maxima
tedrica. M — Média. DP — Desvio Padr&o.

Figura 10 — Avaliacéo da producéo de PHAwmcL por diferentes isolados utilizando Frutose.
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Produgédo de PHAwcL pelo isolado de referéncia LFM 046 (Pseudomonas aeruginosa) e por diversos isolados de
lodo de esgoto e solo do Campus Universitéario. Todos os cultivos foram realizados em meio mineral por periodo
de 72 horas, Frutose foi utilizada como Unica fonte de carbono. Os dados estdo representados como média +
desvio padréo, n=3.

FONTE: Rodrigues (2013)
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5.2.4 A partir de Glicerol

Além do isolado controle, trinta e oito isolados foram avaliados quanto & produgéo de
PHAwmcL a partir de glicerol. A linhagem (LFMO046) n&o foi capaz de utilizar glicerol como
fonte de carbono eficientemente. Assim, a massa seca celular foi inferior a 1 g/L e o teor de
PHA acumulado inferior a 1% (Tabela 7 — Figura 10). Todos os resultados obtidos em
triplicata encontram-se no Apéndice A.

Cinco isolados apresentaram teor de polimero entre 8 e 10%. Quatro isolados
apresentaram teor de polimero entre 10 e 15%. Onze isolados apresentaram entre 15 e 20%.
Doze isolados apresentaram producéo entre 20 e 25%. Trés isolados atingiram a producéo de
polimero entre 25 e 30% da massa seca celular. Dois isolados (TSM 98 e TSM 131)
apresentaram teor de polimero acima dos 30%. Os isolados TSM80 e TSM131 apresentaram
desempenho de destaque, pois atingiram concentracdes de PHA superiores a 1 g/L,
correspondendo a massa seca celular de cerca de 4,0-45 g/L e teor de PHA de
aproximadamente 30%. Os PHAs produzidos por esses isolados apresentaram uma fracéo
molar de 3HD superior a 70% (Tabela 7). Estudos conduzidos por Sharma et al. (2012)
demonstraram producdo de PHAwmcL por linhagens de Pseudomonas sp., isoladas do lodo de
esgoto e celeiro de suinos, a quantidade de polimero observada foi em torno de 8,6%. Estes
resultados confirmam a capacidade de espécies do género Pseudomonas produzirem PHAmcL
a partir de glicerol e destacam os resultados obtidos neste estudo, em que alguns isolados
acumularam aproximadamente 30% do teor do polimero (Tabela 7).

Os resultados obtidos a partir de glicerol por estes isolados demonstram que esta fonte
de carbono é muito interessante para a producdo de PHAmcL, uma vez que, a linhagem
controle ndo é capaz de utilizar eficientemente este substrato.

Os resultados obtidos apds os calculos para obtencdo da eficiéncia maxima teorica
(YmAx) mostraram que a linhagem controle (LFMO046) apresentou um baixo desempenho na
conversao de glicerol em PHAcL, correspondendo a 34% do valor maximo tedrico. Apenas
um isolado apresentou desempenho inferior a 16% do maximo teorico; dois isolados
apresentaram entre 20 e 30% e a maioria dos isolados restantes apresentaram valores entre 35
e 50% do YmAx. Para os isolados SCU 99 e TSM 98, o desempenho atingido na conversao de
glicerol em PHAwcL foi acima dos 60% da eficiéncia maxima teorica.

Assim, considerando glicose, frutose e glicerol como possiveis fontes de carbono, o
isolado SCU 99 merece destaque, pois apresentou eficiéncias muito boas na conversdo de

qualquer uma dessas fontes de carbono em PHAwmcL.
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Tabela 7 — Produgéo de PHAwmcL por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de

Glicerol.
(continua)
Polihidroxialcancatos

MSC Xz pH Glicerol Composicdo PHA Mol% PHA PHA Ywaxx

Isolados (g/L) (g/L) Cons. (g/L) 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)
LFM 046 M 0,62 062 7,01 4,16 0,00 0,00 0,00 4960 5040 0,00 0,74 000 3414
bP 0,27 0,27 0,02 1,12 0,00 000 000 206 206 0,00 0,14 0,00 23,28
DCL 06 M 2,41 1,85 6,36 16,03 1,07 2,24 2205 67,25 465 2,70 23,09 0,56 3227
DP 0,26 0,16 0,03 0,79 0,17 0,01 053 031 002 0,07 2,22 0,11 3,57
DCL 07 M 1,12 0,92 599 14,44 192 2,50 21,08 6549 551 3,50 1769 0,20 16,37
DP 0,09 0,07 0,03 0,25 1,03 0,07 052 1,15 019 0,10 0,87 002 1,39
DCL 08 M 3,22 2,49 6,34 15,84 0,41 2,45 20,30 66,75 637 3,72 2295 0,73 43,57
DP 0,14 0,18 0,04 0,32 0,71 0,26 0,34 1,84 136 0,89 2,68 0,07 242
DCL 11 M 254 198 636 1566 1,17 2,34 22,27 6640 4,87 2,96 22,13 0,56 34,66
DP 0,10 0,03 0,02 0,19 0,14 004 046 037 005 0,05 1,85 007 1,11
DCL 14 M 2,32 1,94 6,41 15,47 1,18 2,16 19,00 67,41 6,04 4,21 1635 0,38 31,75
DP 0,45 0,38 0,02 0,99 0,29 009 042 023 012 0,05 057 007 7.28
LFM634 M 3,35 2,60 6,29 19,72 0,07 2,71 2642 64,27 511 2,53 2232 0,75 36,39
DP 0,12 0,09 0,01 1,05 001 1,42 065 096 009 0,04 033 003 234
RMP 851-A M 4,42 3,99 6,40 17,10 0,00 2,76 1666 63,99 9,11 7,49 9,68 0,43 5328
bP 0,15 0,12 0,02 0,18 000 2,12 241 144 136 0,85 066 004 140
RMP 1256 M 2,52 2,07 6,22 15,83 0,35 0,27 24,67 66,21 584 2,65 17,77 045 33,63
DP 0,08 0,01 0,02 0,01 0,38 006 055 063 057 0,10 2,28 007 128
RMP 1305 M 2,35 2,18 6,29 22,08 51,85 0,67 3,59 31,84 7,798 4,26 653 0,16 21,49
DP 0,04 0,03 0,02 0,02 649 059 1,47 294 144 0,72 107 0,03 0,48
RMP 1315 M 2,29 1,99 6,20 17,38 0,00 3,21 21,63 64,02 850 264 13,06 0,30 27,93
DP 0,14 0,07 0,06 0,36 000 025 039 162 154 0,23 250 008 1,29
RMP 1316 M 246 2,07 6,24 15,80 1,73 3,30 26,77 52,84 10,96 4,40 15,75 0,39 32,62
DP 0,29 0,21 0,02 0,34 299 042 5598 1643 562 1,49 1,56 008 3,36
RMP1321 M 244 2,04 6,24 16,27 0,11 2,67 22,44 64,18 7,78 2,82 1643 040 31,62
DP 0,27 022 0,04 0,51 002 019 146 0,74 230 0,07 1,57 006 3,92
RMP 1484 M 3,20 2,51 6,23 19,28 0,09 2,04 2209 69,45 3,92 242 2143 0,69 3537
DP 0,26 0,21 0,02 0,13 002 043 159 0,75 292 0,03 0,61 0,06 2,68
RMP 1486 M 3,11 2,51 6,27 17,42 0,03 235 23,04 66,15 560 2,83 1936 0,60 3789
DP 0,06 0,05 0,03 0,24 006 051 068 084 012 0,17 248 0,09 1,07
S5CU 99 M 4,82 435 6,36 16,49 2,39 0,21 14,45 55,37 14,02 13,55 9,76 0,47 60,38
DP 0,09 0,08 0,01 0,11 0,22 0,05 2,80 048 083 4,06 059 003 1,55
scui101 M 4,66 4,03 6,45 21,71 0,13 1,90 17,71 58,35 10,90 10,97 13,56 0,63 44,30
DP 0,06 0,07 0,03 0,32 001 162 1,82 201 062 0,78 059 002 029
sCUle4 M 3,17 2,72 6,41 14,30 4,32 146 8,86 66,11 10,35 8590 14,19 045 46,70
DP 0,23 0,18 0,02 1,22 0,51 004 0,33 034 035 0,24 1,15 0,06 626
TSM 33 M 2,61 2,38 6,24 16,90 0,39 0,92 19,67 63,44 10,14 5,45 897 0,23 3199
bpP 0,18 0,15 0,07 2,07 0,25 095 1,83 060 209 298 030 002 1386
TS5M 36 Mo 259 231 626 16,22 0,06 1,10 17,94 6599 9,79 511 10,78 0,28 32,99
bP 0,15 0,10 0,02 0,34 0,11 1,39 2,93 580 041 297 1,33 0,05 2,15
TSM 45 M 2,58 2,03 6,26 16,99 0,10 0,22 22,37 68,10 585 3,39 2133 0,55 3243
DP 0,24 0,16 0,02 0,35 000 017 049 068 015 0,22 1,29 0,08 268
TSM 49 Mo 2,80 2,30 6,24 18,83 0,12 2,74 23,29 73,43 026 0,15 1767 049 31,33
DP 0,40 0,32 0,07 0,21 0,02 040 067 1,08 032 0,19 1,03 0,08 4,70
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Tabela 7 — Produgéo de PHAmcL por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de

Glicerol.
(concluséo)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xz pH Glicerol Composigao PHA Mol% PHA PHA Ywmaxx
Isolados (g/L) (g/L) Cons. (g/L) 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)

TSM50 M 2,76 2,24 635 14,82 1,81 2,49 21,40 65,26 5,37 3,66 1853 0,51 39,31
DP 0,04 0,05 0,03 0,08 1,48 005 012 1,24 0,17 008 086 002 0,77
TSM 55 Mo 2,95 2,25 6,22 15,21 - 2,58 20,50 65,26 7,40 4,26 23,84 0,70 42,13
DP 0,32 0,25 0,02 1,18 - 028 1,48 043 1,14 029 083 008 813
TSM56 M 3,30 2,81 623 1535 0,45 2,74 22,96 67,69 580 3,55 19,41 0,73 46,49
DP 0,27 0,55 0,05 0,17 0,02 035 076 1,16 0,29 051 1,21 005 7,36
TSM 60 Mo 2,88 2,17 6,03 18,15 1,21 2,51 20,82 63,36 4,52 2,69 2476 0,72 34,26
OP 0,12 0,086 0,00 0,59 0,04 0,13 0,17 1,10 096 0,92 1,38 0,07 1,38
TSM80 M 397 2,85 602 1834 000 1,02 14,26 72,60 7,92 420 2828 1,12 47,21
DP 0,09 0,01 0,01 0,14 0,00 0,08 054 222 158 0,67 1,80 009 1,28
TSM 89 M 3,31 2,65 6,06 18,65 0,99 2,64 19,19 68,01 6,13 3,04 20,01 066 37,78
DP 0,59 0,47 001 0,44 0,11 005 033 1,14 1,13 030 017 012 7,51
TSM 94 Mo 3,14 246 6,01 18,84 0,98 2,46 21,42 60,62 9,71 4,81 21,62 0,68 3566
DP 0,04 0,00 0,01 1,40 0,49 0,17 051 1,49 0,95 0,62 0,99 0,04 231
TSM 95 Mo 2,87 2,34 6,24 17,22 0,08 1,76 17,95 75,00 4,76 0,45 1846 0,53 3532
DP 0,09 0,05 0,03 0,25 0,00 004 055 3,13 3,54 0,02 1,06 0,04 1,02
TSM97 M 392 289 621 1854 0,02 1,62 1642 73,23 6,26 2,46 2548 1,03 4543
DP 0,86 0,46 0,02 1,13 0,04 009 158 049 0,70 1,78 524 040 8,28
TSM 98 Mo 3,12 2,17 6,30 10,94 0,22 1,36 17,32 75,96 1,95 3,19 30,45 0,95 62,50
DP 0,23 0,19 0,02 0,86 0,03 002 1,13 1,71 281 014 1,06 004 4,00
TSM 101 Mo 3,00 2,15 6,28 16,32 0,00 1,11 15,35 70,75 8,45 4,33 28,54 0,85 40,04
DP 0,50 043 0,01 0,76 0,00 0,21 169 346 147 0,76 2,85 0,09 5,89
TSM102 M 3,89 349 604 1647 0,18 2,13 1829 64,34 11,90 3,15 10,08 0,39 4871
DP 0,16 0,15 0,02 0,20 0,02 0,38 1,25 1,67 0,39 0,32 0,64 0,03 249
TSM103 ™M 2,74 2,19 638 1647 049 1,29 1538 73,86 544 3,54 20,21 0,55 35,35
DP 0,25 0,22 0,01 0,44 045 006 1,31 1,73 0,12 0,18 098 005 232
TSM 130 Mo 2,98 2,67 6,29 15,48 0,75 2,36 18,10 67,05 65,69 6,05 10,11 0,30 39,95
DP 0,52 046 0,08 0,68 0,18 2,35 3,07 048 197 2,89 052 006 852
TSM 131 M 4,60 3,17 6,22 17,42 0,66 1,32 15,73 88,01 4,24 452 31,18 1,43 58,06
DP 0,22 0,21 0,01 1,03 1,15 0,02 1,04 3,33 3,20 0,47 1,53 0,04 312
TSM132 M 2,36 1,88 628 1662 0,11 2,33 21,18 67,53 7,39 1,45 20,24 0,48 30,13
DP 0,12 0,10 0,01 0,41 0,00 0,25 0,31 1,69 0,27 1,87 0,11 0,03 1,27
TSM 133 Mo 2,58 1,98 6,27 17,50 0,77 2,71 20,63 64,94 65,84 5,10 23,15 0,60 31,62
DP 0,36 0,29 0,00 0,13 0,27 002 037 055 034 0,30 0,77 0,07 4,32

MSC - Massa seca celular. 3HB - 3-hidroxibutirato. 3HHx — 3-hidroxihexanoato. 3HO - 3-hidroxioctanoato. 3HD
- 3-hidroxidecanoato. 3HDd - 3-hidroxidodecanoato. 3HDdA5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato. Xr — Concentragao
residual. XPHA — Porgéo celular correspondente a polihidroxialcanoatos. pH do meio mineral mais fonte de
carbono ap6s 72H. %MSC - Percentual da massa seca celular. YMax% - Percentual da eficiéncia méxima
tedrica . M — Média. DP — Desvio Padrao.

FONTE: (RODRIGUES, 2012)
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Figura 11 — Avaliagdo da producdo de PHAwmc. por diferentes isolados utilizando glicerol.
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Produgéo de PHAwcL pelo isolado de referéncia LFM 046 (Pseudomonas aeruginosa) e por diversos isolados de
lodo de esgoto e solo do Campus Universitario. Todos os cultivos foram realizados em meio mineral por periodo
de 72 horas, Glicerol foi utilizado como unica fonte de carbono. Os dados estdo representados como média +
desvio padréo, n=3.

FONTE: (RODRIGUES 2013)

5.2.5 A partir de Xilose

Em continuidade a este trabalho, os isolados SCU 99, SCU 101 e SCU 164 foram
selecionados para ensaios de acumulo em agitador rotativo, e apds resultados obtidos, ensaios
em reator; pois como relatado anteriormente, a Xilose podera se constituir como um dos
carboidratos disponiveis em grandes quantidades no Brasil, caso 0s processos de producao de
alcool de segunda geracdo sejam estabelecidos. Desta forma, o uso de xilose, como fonte de
carbono, podera contribuir para a reducdo dos custos de producdo destes polimeros, uma vez
que a viabilidade econémica da producdo de alcool de segunda geracdo dependerd da
utilizacdo efetiva da xilose na geracdo de bioprodutos (DIAS et al., 2010).

A literatura descreve a utilizacdo de xilose para producdo de PHApcL apenas em
linhagens recombinantes de Pseudomonas, expressando genes do metabolismo deste
carboidrato (LE MEUR et al., 2012).
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O isolado controle (LFM 046) ndo apresentou bom desempenho na producdo de
PHAwcL a partir de xilose (Figura 11). Os trés isolados (SCU99, SCU101 e SCU164) capazes
de produzir PHAs em meio solido, também foram avaliados com relacdo a producdo de
PHAwcL a partir de xilose. As concentracfes de PHA atingidas foram em torno de 0,2-0,3 g/L
e o teor de polimero correspondeu a 7-9% da massa seca celular (Tabela 8 - Figura 11 —
Todos os resultados obtidos em triplicata encontram-se no Apéndice A). A eficiéncia de
conversdo de xilose em PHAMCL ficou entre 34 e 37% do valor maximo tedrico. Embora a
producdo de PHAwcL por estes isolados ndo tenha sido excepcional, a inexisténcia de dados
prévios na literatura (LE MEUR et al.,, 2012), descrevendo a capacidade de bactérias
selvagens produzirem PHAwc., utilizando xilose como substrato, tornam estes resultados
extremamente relevantes. Vale ainda destacar que o isolado SCU 99 apresentou desempenho
destacado para a producédo de PHAwmcL a partir de glicose, frutose e glicerol.

Tabela 8 — Producgédo de PHAwmcL por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de Xilose
e 1 g/L de Sulfato de amdnio (NH4),SOy4,

Polihidroxialcanoatos
MSC Xz pH Xil. Cons. Composigio PHA Mol% PHA PHA YMax%
Isolados g/L (gfL) {g/lL) 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS [%MSC) (g/L)
LFM046 M 0,84 0,83 7,18 1,77 0,00 52,82 12,14 35,04 0,00 0,00 1,18 0,01 ND
bP 0,35 0,39 0,04 0,89 0,00 43,04 10,52 33,16 0,00 0,00 1,21 0,01 -
sCU99 M 2,87 2,64 3,74 1428 478 081 8§37 7305 070 12,30 811 0,23 37,05
oP 0,16 0,14 0,02 0,54 0,14 060 1,88 191 046 0,68 0,37 002 3,36
SCU101 M 265 2,45 353 1446 000 3,34 6,19 63,06 1,26 26,15 7,36 0,19 34,00
DP 0,06 0,16 0,01 030 000 399 545 2716 1,33 22,72 413 011 272
SCUle4 M 3,12 2,84 3,85 1545 3,30 2,11 649 7844 0,65 9,02 9,18 0,29 36,85
CP 0,26 0,26 0,03 0,64 006 031 460 649 047 6,53 0,85 002 4,61

MSC - Massa seca celular. 3HB - 3-hidroxibutirato. 3HHx — 3-hidroxihexanoato. 3HO - 3-hidroxioctanoato. 3HD
- 3-hidroxidecanoato. 3HDd - 3-hidroxidodecanoato. 3HDdA5 — 3-hidroxi-5-dodecenoato. Xr — Concentragao
residual. XPHA — Porcdo celular correspondente a polihidroxialcanoatos. pH do meio mineral mais fonte de
carbono ap6s 72H. %MSC - Percentual da massa seca celular. YMax% - Percentual da eficiéncia maxima
tedrica. M — Média. DP — Desvio Padréo. ND — ndo determinado.

FONTE: (RODRIGUES, 2013)
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Figura 12 — Avaliagdo da produgdo de PHAwmcL por diferentes isolados utilizando 15 g/L de
Xilose e 1,0 g/L de Sulfato de amdnio (NH4)2SO4.
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Produgdo de PHAwcL pelo isolado de referéncia LFM 046 (Pseudomonas aeruginosa) e por trés diferentes
isolados do solo do Campus Universitario. Todos os cultivos foram realizados em meio mineral por periodo de 72
horas. Xilose foi utilizada como Unica fonte de carbono. Os dados estdo representados como média + desvio
padréo, n = 3.

FONTE: (RODRIGUES 2013)

Observou-se uma reducédo drastica no pH das culturas produzindo PHAwcL a partir de
xilose (Tabela 8). Desta forma, foi avaliada ainda a producdo com uma menor concentracao
de sulfato de amdnio (0,5 g/l), de forma a tentar diminuir a reducdo no pH e permitir um
melhor acimulo de PHA (Tabela 9). Embora esta estratégia nao tenha refletido em aumento
significativo no acumulo de PHAmcL nos isolados SCU 99 e SCU 101, ao analisar os
resultados obtidos pelo isolado SCU 164, é possivel observar aumento significativo (P = 0,05)
no teor de PHAwcL acumulado (Tabela 9 - Figura 13A), quando sulfato de amdnio foi suprido
na concentracdo de 0,5 g/l. Contudo, a andlise da concentracdo de PHAwmcL indicou reducéo
neste parametro nos trés isolados cultivados na condicdo com menor suplemento de
nitrogénio. Assim, embora um pequeno aumento no teor de polimero tenha sido observado
para um dos isolados, a concentracdo de PHA foi significativamente menor devido a menor
formacdo de biomassa residual com o suprimento de menores quantidades do nutriente
limitante do crescimento. Deve-se destacar ainda que mesmo com a reducdo da multiplicacdo
celular, ainda se observou reducéo significativa do pH do meio de cultura, indicando que esta
alteracdo no pH pode ndo estar diretamente relacionada ao crescimento celular, mas a
formacdo de algum subproduto a partir do excesso de xilose suprida.

De qualquer forma, estes isolados despertam grande interesse para a producdo de

PHAmcL a partir de xilose em biorreatores, onde parametros como: aeracdo, pH e
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concentracdo de nutrientes podem ser controlados em intervalos adequados, visando a melhor
condicdo para acumulo e crescimento. Além disso, estes isolados poderiam ser utilizados na
construgdo de linhagens recombinantes capazes de produzir P3HB-co-3HAucL a partir de

xilose.

Tabela 9 — Produgédo de PHAwmcL por Pseudomonas sp. LFM 046 e isolados a partir de Xilose
e 0,5 g/L de Sulfato de amdnio (NH4)2SO4.

Polihidroxialcanoatos
MSC Xz pH Xilose Composicdo PHA Mol% PHA PHA Ymaxx
Isolados (a/L) (g/L) Cons. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)
LFMmO046 M 040 0,39 7,18 1,71 27,05 5241 2054 0,00 0,00 0,00 2,65 001 ND
DP 005 004 004 004 3825 29,18 907 0,00 0,00 0,00 0,84 0,01 -
SCU9s M 141 1,28 3,87 109 383 1,10 851 6216 14,70 971 8,71 0,13 273
D 030 027 005 045 1,07 0,33 097 067 0,27 0,09 0,10 0,03 569
SCU101 ™M 1,54 1,41 343 119 1,74 1,94 920 64,07 13,99 9,05 8,48 0,13 2533
DP 030 0,28 002 0,73 207 032 043 117 026 0,30 1,17 0,02 34
SCU1s4 M 163 1,45 3,80 1041 491 169 &40 66,67 8,23 10,10 11,17 0,18 31,14
pp 030 026 005 077 077 072 073 367 520 0,61 0,73 0,04 5,08

MSC — Massa seca celular. 3HB - 3-hidroxibutirato. 3HHx — 3-hidroxihexanoato. 3HO — 3-hidroxioctanoato. 3HD
- 3-hidroxidecanoato. 3HDd - 3-hidroxidodecanoato. 3HDdA5 — 3-hidroxi-5-dodecenoato. Xr — Concentragao
residual. XPHA — Porgdo celular correspondente a polihidroxialcanoatos. pH do meio mineral mais fonte de
carbono ap6s 72H. %MSC - Percentual da massa seca celular. YMax% - Percentual da eficiéncia maxima
tedrica — Nao determinado (ND). M — Média. DP — Desvio Padrdo. ND — ndo determinado.

FONTE: (RODRIGUES, 2013)
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Figura 13 — Avaliacdo da producdo de PHAwmcL do isolado SCU 164 a partir de xilose em
meio mineral com diferentes concentracGes da fonte de nitrogénio - (NH4)2SO4,
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Producdo de PHAwcL pelo isolado de referéncia LFM 046 (Pseudomonas aeruginosa) e por trés diferentes
isolados do solo do Campus Universitario, em meio mineral com diferentes concentragdes da fonte de nitrogénio,
padréo (1 g/L de (NH4)2SO4) e reduzida (0,5 g/L de (NH4).SO4). Todos os cultivos foram realizados por periodo
de 72 horas, xilose foi utilizada como unica fonte de carbono. (A) Anélise da % de PHAwcL em relagdo & MSC
total. (B) Quantidade de PHAwcL em relagdo & MSC total. Os dados estéo representados como média + desvio
padrdo, n = 3. *P<0,05 vs. Concentragdo de nitrogénio reduzida, #P<0,01 vs. Concentragdo de nitrogénio

padréo. (Teste t).

FONTE: (RODRIGUES 2013)
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5.3 Sequenciamento do rDNA 16S

Em continuidade aos experimentos utilizando xilose como unica fonte de carbono, este
acucar foi selecionado, uma vez que, esta fonte pode apresentar-se em abundancia em um
futuro proximo, principalmente, se a producdo de etanol de segunda geragdo for estabelecida.
Assim, o rDNA do 16S dos isolados SCU 99, SCU 101 e SCU 164 foram amplificados e
sequenciados com o objetivo de indicar a que espécie de Pseudomonas pertencem.

As sequéncias obtidas com os primers 27F (625 nucleotideos) e 1401R (621
nucleotideos) foram alinhadas (Apéndice B) e apresentaram identidade total entre os trés
isolados, indicando que se trata de uma mesma linhagem isolada de forma independente.

A busca por sequéncias similares a estes genes em banco de dados (GenBank) revelou
resultados diferentes dependendo da regido analisada. Utilizando as sequéncias obtidas a
partir do primer 27F, os dez alinhamentos que indicavam maior similaridade correspondiam a
rDNA 16S de 8 linhagens de Pseudomonas sem identificacdo da espécie e duas linhagens de
Pseudomonas taiwanensis. Utilizando as sequéncias obtidas a partir do primer 1401R, os dez
alinhamentos que indicavam maior similaridade correspondiam a rDNA 16S de sete linhagens
de Pseudomonas sem identificacdo da espécie e trés linhagens de Pseudomonas putida. Em
todos os casos, cobria-se 99-100% da sequéncia utilizada para busca (625 nucleotideos para
27F e 621 nucleotideos para 1401R) e detectava-se identidade de 99%.

O alinhamento da sequéncia obtida com o primer 27F e o rDNA 16S de P. putida
NBRC 102093 (maior similaridade com a sequéncia obtida com o primer 1401R) revelou que,
com uma cobertura de 100% dos 625 nucleotideos, a identidade foi de 99%. A analise
inversa, isto €, o alinhamento da sequéncia obtida com o primer 1401R e o rDNA 16S de P.
taiwanensis AS1-81a (quinta maior similaridade com a sequéncia obtida com o primer 27F)
revelou que, com a cobertura de 602 nucleotideos dos 621 (97%), a identidade é de 98%.

Wang et al (2010) descreveram a descoberta de uma nova espécie de Pseudomonas, a
P. taiwanensis isolado de solo da Universidade Tamkang - Taiwan. Ndo ha relatos ainda
sobre o grau de patogenicidade desta espécie.

Pseudomonas putida, segundo a classificacdo aleméa de procariotos, pertence ao grupo
de risco 2, sendo assim, um microrganismo com moderado risco de agravo a saude humana e
animal, possuindo baixo risco de disseminacdo e de causar efeitos adversos aos vegetais e ao
meio ambiente. Entretanto, P. putida € classificada como GRAS (Generally Recognized As
Safe) (PUCHALKA et al., 2008).
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5.4 Técnica MALDI-TOF-MS

Na tentativa de identificar a que género pertencem os isolados SCU 99, 101 e 164,
selecionados para a continuidade deste trabalho, estes foram submetidos a andlise da técnica
MALDI-TOF-MS (Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight — Mass
Spectrometry).

A andlise da técnica MALDI-TOF-MS permite a analise de macromoléculas biolégicas,
que sdo importantes marcadores na classificacdo e identificacdo de um organismo. Proteinas
provenientes de eletroforese dos isolados SCU 99, SCU 101 e SCU 164 foram preparadas e
colocadas separadamente em uma placa com matriz e bombardeado a laser, que o evapora o
material genético; um sistema ioniza e aspira 0 material volatilizado, que ao chegar aos
detectores, registram o tempo e a quantidade de material detectado. Cada patdgeno tem um
espectro e um tempo de chegada (Time of Flight — “tempo de v60”), que é analisado por um
software e comparado a dados de um banco por analise estatistica multivariada; a comparacéo
é feita atraves de referéncia de cepas conhecidas, isso que confere resultados rapidos e
confiaveis (PASTERNAK, 2012).

Os resultados obtidos para os trés isolados mostram que os isolados SCU 99 e 101 séo
parecidos, ja o isolado SCU 164 mostrou um perfil diferente do isolado SCU99 e SCU 101
(Figura 14).
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Figura 14 - Identificacdo dos isolados SCU 99, SCU 101 e SCU164, através do teste
MALDI-TOF-MS (Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of
Flight — Mass Spectrometry).
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MALDI-TOF-MS - Espectros de massas obtidos para a identificagdo dos isolados de Solo do Campus
Universitario. Os espectros de massas estdo apresentados nas figuras, SCU 99 (Fig. A), SCU 101 (Fig. B) e
SCU 164 (Fig. C). Sobreposicao dos picos dos 3 espectros na figura D.

Fonte: (RODRIGUES, 2013)

O teste MALDI-TOF-MS tem sido utilizado rotineiramente em hospitais nos ultimos
anos, para o diagnoéstico rapido de patdgenos, e assim sua terapia adequada (PASTERNAK,
2012). Os resultados obtidos para os isolados SCU 99, SCU 101 e SCU 164 ndo chegou a
uma nenhuma classificacdo. Acredita-se que devido as espécies pertencentes ao banco de
dados, serem predominantemente de microrganismos patogénicos, isolados de ambiente
hospitalar, e os isolados SCUs serem provenientes de area ambiental, sugere-se que o banco
de dados ainda ndo possui uma ampla quantidade de espécies catalogadas, e assim ndo chegou

a uma classificacdo confiavel. Um dado interessante, € que ao se observar a sobreposicdo dos
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espectros (Figura 13 — D) observa-se que o isolado SCU 164 tem picos diferentes dos isolados
SCU 99 e SCU 101. O que se pode tratar de espécies diferentes.

5.5 Antibiograma

Os isolados SCU 99, SCU 101 e SCU 164 foram submetidos a teste de verificagdo da
resisténcia a antibidticos, atraves do teste de sensibilidade por disco de difusdo (BAUER et
al., 1966) em agar Miller-Hinton (antibiograma). Este procedimento foi realizado, uma vez
que, o isolado SCU 164, escolhido para realizagdo de ensaios em biorreator, ainda ndo tinha
sido avaliado quanto & resisténcia aos diferentes tipos de antibidticos. Como os trés isolados
foram identificados, através da analise do gene rDNA 16S, como pertencentes ao género
Pseudomonas, os antibioticos utilizados para este testes foram os mesmos utilizados para 0s
testes em Pseudomonas aeruginosa. As figuras que ilustram os aspectos dos cultivos SCU 99,
SCU 101 e SCU 164, encontram-se no APENDICE C.

A auséncia da formacao do halo indica que o crescimento da coldnia foi inibido, e essa
é resistente ao antibiotico. Para os discos contendo halos, estes foram medidos, com auxilio
de uma regua, e foram analisados de acordo com o Manual Clinical and Laboratorial
Standards Institute (CLSI, 2011). A partir dos resultados, os isolados foram classificados
como resistentes, intermediarios ou sensiveis aos antibidticos. Os resultados obtidos se

encontram no Quadro 2.
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Quadro 2 — Resultados das analises dos halos formados, de acordo com o Manual Clinical
and Laboratorial Standards Institute (CLSI) de 2011, de antibiograma dos
isolados SCU 99, 101 e 164.

Isolados - Diametro de Halo (mm) - Resultados
Antibiodtico Sigla SCU 99 scu 101 SCU 1é4
Cotrimoxazol SUT | sem halo R sem halo R sem halo ?
Piperciclina + Tazobactan PPT 28 S 27 S 29 S
Cefoperazone CFP 23 s 21 I 24 s |
Ceftazidima cAz 25 s 23 S 26 | s |
Cefepima CPM 25 s 24 S 25 'S |
Aztreonama ATM 19 I} 18 I 20 R
Ticarciclina + Ac. Clavulanico TIC 17 S 14 1 18 ?
Ciprofloxacina cip 33 s 35 s 33 s |
Gentamicina GEN 27 s 27 S 28 s |
Amicacina AMI 28 S 29 S 28 S
Meropenen MER 24 S 24 s 25 's |
Imipenema IPM 34 S 30 S 29 S

Nota: Sensivel (S), Intermediario (1) e Resistente (R).

Resultados das andlises dos halos formados, de acordo com o Manual Clinical and Laboratorial Standards
Institute (CLSI) de 2011, de antibiograma dos isolados SCU 99, SCU 101 e SCU 164. As analises em meio
solido foram realizadas em triplicata.

FONTE: (RODRIGUES, 2013)

Inicialmente, demonstra-se que, embora os trés isolados ndo fossem distinguidos pela
analise da sequéncia do rDNA 16S, estes apresentam perfil de resisténcia aos antibioticos
avaliados parecidos para os isolados SCU 99 e SCU 164, e distinto do isolado SCU 101. O
que pode sugerir que se trata de linhagens bacterianas diferentes.

Os resultados indicam que os trés isolados possuem resisténcia somente ao
Cotrimoxazol (SUT), uma associacdo de sulfametoxazol (sulfoamida) e trimeoprim, que tem
acdo bacteriostatica. O efeito intermediario foi observado nos trés isolados somente para ao
antibiotico Aztreonama (ATM). Para o isolado SCU 101, houve resisténcia intermediaria a
outros dois antibioticos: a Ticarcilina e acido clavulanico (TIC), penicilinas anti-
pseudomdnicas e ao Cefoperazona (CFP), cefalosporina de 32 geracéo.

A sensibilidade aos antibi6ticos testados se deu na grande maioria dos isolados, isso
mostra em caso de um acidente laboratorial, envolvendo um dos trés isolados, os antibidticos
utilizados serdo os que sdo comumente utilizados na prética clinica, Cefalosporinas de 32
geragdo e Carbapenens B-lactdmicos (ANVISA, 2013).

Pseudomonas putida ainda é considerada detentora de menor risco a saude, devido aos
poucos relatos publicados, entretanto, o conhecimento de sua resisténcia ¢ de extrema
importéncia para a prevengdo e tratamento de possiveis acidentes em projetos envolvendo o

uso deste isolado na produgdo de PHAmcL em testes laboratoriais.
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5.5 Producgdo de PHAMmcL em biorreator a partir de Xilose

Ensaios em biorreator sdo interessantes, uma vez que esta estratégia permite maior
controle de diversos parametros como: pH, oxigénio dissolvido e oferta de nutrientes, entre
outros. Considerando que o isolado SCU 164 apresentou maior teor de acimulo de PHA,
utilizando xilose, em comparacdo aos isolados SCU 99 e 101, ensaios em biorreator
utilizando este isolado foram realizados (Figura 15A e 15B). Xilose foi selecionada como
Unica fonte de carbono, pois se houver o estabelecimento da producdo do etanol de segunda
geracdo, teremos este residuo em abundancia para diversas finalidades e, o uso para producéo
de bioplasticos, pode tornar o pre¢co competitivo.

O cultivo em biorreator da linhagem SCU 164 pode ser dividido em trés fases. A
primeira fase corresponde a fase de crescimento celular, na qual ndo h& limitacdo de
nitrogénio. Na fase de crescimento, o nutriente limitante para a producdo de PHAs, o
nitrogénio, foi consumido apds 24 horas de cultivo no primeiro experimento (Figura 17A) e,
apos 30 horas de cultivo no segundo experimento (Figura 17B). Nesta fase, observa-se
aumento exponencial da biomassa residual (biomassa total menos PHA). Na fase de
crescimento, observa-se a formacéo exponencial de PHA, que atingiu cerca de 4-5% da massa
seca celular, indicando que este isolado produz PHA mesmo sob condi¢fes ndo limitantes do
crescimento.

Na fase seguinte, o nitrogénio se torna limitante e 0 PHA é acumulado de forma mais
expressiva, atingindo cerca de 10% da massa seca celular. Na terceira fase, os dois
experimentos apresentaram resultados distintos. Enquanto no experimento | (Figura 15A)
observa-se um aumento da concentracdo de PHA embora a uma taxa muito menor, no
experimento Il (Figura 15B) ndo se observa aumento dessa concentracdo. A concentracdo de
PHA produzido atingiu cerca de 0,5-0,7 g/L, correspondente a 11-14 % da massa seca celular.
Os resultados obtidos nos ensaios 1 e 2 em biorreator encontram-se no APENDICEA.

A composicdo do polimero nos dois ensaios sofreu mudancas ao longo do tempo
(Figura 16A e 16B). Contudo, nos dois experimentos 0s mondmeros comecam a se estabilizar
com cerca de 30 horas de ensaio; o principal constituinte observado foi 3HD, com cerca de
60%.

Adicdes de xilose foram realizadas com o objetivo de manter sua concentracdo no
meio em torno de 15g/L e suprir fonte de carbono em excesso para proporcionar o acimulo
mais expressivo de PHA. A xilose consumida no primeiro experimento correspondeu a 50 g/L

ap0s 72 horas de cultivo (Figura 18).
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Os resultados obtidos se tornam relevantes, uma vez que, a literatura relata producgéo
de PHAwmcL a partir de xilose somente em cepas recombinantes (Pseudomonas putida
KT2440) e a partir de alimentagdo sequencial, ou seja, utilizaram xilose como substrato para
crescimento e acido octandico como precursor para a producdo de PHAwmc., atingindo
PHAwmcL correspondendo a cerca de 20% da massa seca celular (LE MEUER et al., 2012).
Nesse mesmo trabalho, o PHA produzido por esta cepa apresentou 3HO (87%) como
principal constituinte, ao invés de 3HD, principal monémero produzido em Pseudomonas
spp., a partir de carboidratos, ou seja, confirmando que o PHA foi produzido a partir do &cido
octandico e ndo da xilose.

Apesar dos resultados ainda modestos de producdo de PHAmcL a partir de xilose,
estudos futuros deverdo explorar o potencial dessa linhagem utilizando outras estratégias de
cultivo. Uma vez que a producdo de PHAwmcL a partir de xilose pelo isolado SCU 164 ¢
associada ao crescimento celular, podera ser estabelecida condicéo de cultivo que explore essa
caracteristica, utilizando-se cultivos continuos ou ainda em batelada com alimentagéo linear
da fonte de carbono e de um nutriente limitante, que imp&em um regime de crescimento e

acumulo simultaneos.
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Figura 15 — Produgéo de PHA a partir de xilose pela linhagem SCU 164. Sdo apresentados 0s
resultados em dois experimentos independentes (A e B).
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Figura 16 — Variagdo da composicdo do polimero ao longo dos ensaios em reator pelo
isolado SCU 164, utilizando xilose como unica fonte de carbono. Sé&o
apresentados os resultados em dois experimentos independentes (A e B).
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Figura 17 — Consumo de nitrogénio e teor de PHA acumulado a partir de xilose
linhagem SCU 164 em ensaios independentes em biorreator.
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Figura 18 — Consumo de xilose pela linhagem SCU 164 em biorreator.
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5.6 Construcao de linhagens recombinantes do isolado SCU 164 abrigando os genes xyl
AB e xylIFGH

Para avaliar se a insercdo de um maior nimero de copias dos genes responsaveis pelo

catabolismo (xylAB) e metabolismo (xylFGH) proporcionaria um aumento importante na

capacidade de consumo desse carboidrato pelo isolado SCU 164, ensaios de acimulo com o

isolado selvagem e linhagens recombinantes foram realizados (Tabela 10 — APENDICE A).
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A analise dos resultados obtidos com a linhagem recombinante que recebeu 0s genes
xylAB (cinco clones independentes) e xylFGH (quatro clones independentes) demonstrou que
a insercdo dos genes ndo resultou em uma melhora na eficiéncia de converséo da xilose no
polimero (Figura 19).

Pseudomonas putida S12 teve os genes xylAB e xylFGH inseridos em seu genoma,
resultou em linhagens recombinantes mais eficientes no consumo de xilose (MEIJINEN;
WINDE; RUIJSSENAARS, 2008). Os genes xylAB tornaram essa bactéria capaz de

metabolizar arabinose e uma mistura de glicose e xilose.

Tabela 10 — Producdo de PHAwc. pelo isolados SCU 164 a partir de Xilose, ap6s a insercdo

de xyl AB.
Polihidroxialcanoatos
MSC Xg pH Xilose Composigao PHA Mol% PHA PHA
ISOLADO {g/L) (g/L) Cons. 3HE 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (3%MSC) (g/L)

SCU164 M 3,12 290 530 1545 330 2,11 649 7844 065 9,02 918 0,29
WILD DP 0,26 0024 093 064 006 031 460 649 047 653 0,85 0,02
CLONEA M 2,95 2,77 484 914 420 2,12 568 50,61 20,56 1684 7,21 0,21
DP 0,22 021 004 074 040 024 030 083 1,37 226 065 0,01

CLONEB ™M 2,99 280 477 877 000 239 603 5530 22,95 13,32 626 0,19
DP 0,09 010 003 021 000 245 1,05 289 18 1,52 0,95 0,02

CLONEC M 3,06 2,86 474 899 3,70 1,64 6,17 5523 1605 1722 624 0,19
DP 085 0,77 0,08 026 3,30 1,70 0,68 3,77 10,57 7,89 0,89 0,05

CLONED M 3,13 292 483 917 424 136 654 53,14 21,35 13,37 658 0,21
DP 0,14 0,12 003 033 097 1,18 145 1,16 137 070 081 0,02

CLONEE M 2595 295 476 849 298 062 622 5453 21,84 13,78 663 0,20
DP 0,07 007 009 031 269 107 055 1,61 1,18 084 053 0,02

MSC - Massa seca celular. 3HB - 3-hidroxibutirato. 3HHx — 3-hidroxihexanoato. 3HO - 3-hidroxioctanoato. 3HD
- 3-hidroxidecanoato. 3HDd - 3-hidroxidodecanoato. 3HDdA5 — 3-hidroxi-5-dodecenoato. Xr — Concentragao
residual. XPHA — Porgdo celular correspondente a polihidroxialcanoatos. pH do meio mineral mais fonte de
carbono ap6s 72H. %MSC - Percentual da massa seca celular. YMax% - Percentual da eficiéncia maxima
tedrica — Nao determinado (ND). M — Média. DP — Desvio Padr&o.
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Figura 19 — Avaliacdo da superexpressdo do gene xylAB e xylFGH na producdo de PHAmcL
a partir de xilose, apresentado em dois experimentos independentes (A e B).
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6 CONCLUSOES

e Isolados de Pseudomonas avaliados foram incapazes de utilizar eficientemente
sacarose, lactose e amido para producdo de PHAwmcL, indicando que séo carentes de
genes que codificam enzimas como invertase, 3-galactosidase e amilase.

e Frutose e glicose foram utilizadas para producdo de PHAwmcL por diversos isolados,
entretanto, nenhum deles apresentou desempenho superior a linhagem controle
(LFM046).

e A linhagem controle (LFMO046) n&o foi capaz de utilizar eficientemente glicerol para a
producdo de PHAmcL, entretanto diversos isolados foram.

e Pela primeira vez, foram detectados isolados selvagens com capacidade de produzir
PHAwmcL a partir de xilose.

e O sequenciamento do rDNA 16S dos isolados produtores de PHAmcL a partir de xilose
indicou que devem pertencer ao género Pseudomonas, estando proximos de P. putida
ou P. taiwanensis. Entretanto, o sequenciamento completo do gene do rDNA 16S, bem
como outras analises, serdo necessarias para confirmar a identidade destes isolados.

e A superexpressdo de genes xylAB e xylIFGH nédo levou a aumento da producdo de
PHAMmcL pelo isolado SCU164 a partir de xilose, indicando que este ndo é o passo
limitante para producao desse polimero.

e Cultivos em biorreator com o isolado SCU 164 demonstraram acimulo de PHAmcL
associado ao crescimento celular, entretanto, estudos adicionais deverdo ser realizados

para explorar o potencial de producéo desta linhagem bacteriana.
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APENDICE A

Apresentacdo dos resultados obtidos nos experimentos quantitativos da producdo de

Polihidroxialcanoatos.



APENDICE A - Produgéo polihidroxialcanoatos a partir de Glicose (15 g/L)

(Continua)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xq pH Glicose (g/L) Composigao PHA Mol% PHA PHA Yeis ¥opls ¥ manse
Isolados  (g/L) (g/L) INICIAL FINAL CONSUM. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (gL}
4,50 2,38 6,37 16,22 (.00 16,22 0.89 3,08 3255 57,38 257 3,53 4714 212 0,131 0,206 63,52
LFM 046 4,72 2,35 6,38 1622 0,43 15,79 0,94 305 3295 6BeBE 276 3,64 50,23 2,37 0,150 0,226 66,49
4,84 2,54 6,35 1622 0,00 16,22 088 286 340 bG35 240 3,40 47 .53 2,30 0,142 0,209 67,96
Média 4,69 242 6,37 16,22 0,14 16,07 09 3,03 3317 56,80 2,58 3,52 48,30 2,26 0,14 0,21 66,00
Desvio 047 040 0,02 0,00 0,25 0,25 0,03 006 0,75 053 0,18 0,12 1,68 0,13 0,01 0,01 2,27
215 1,80 572 1343 0.00 1343 288 222 18,05 8286 922 478 16,21 0,35 0,026 0,055 4727
DCL 06 2,45 2,03 538 1343 0,00 13,43 3,04 207 1766 6344 882 498 17,26 0,42 0,031 0,058 53,48
243 2,04 582 1343 0,00 1343 1,98 238 1918 8201 934 5,10 16,07 0,39 0,029 0,054 53,44
Média 2,34 1,95 564 1343 0,00 13,43 263 222 1830 62,77 9,13 495 16,51 0,39 0,03 0,06 51,40
Desvio 017 0,13 0,23 0,00 0,00 0,00 0,57 0,16 0,79 0,72 0,27 0,16 0,65 0,04 0,00 0,00 3,58
1,35 1,20 584 1682 0,00 16,92 0,00 3,96 11,69 60,27 1684 8,04 10,83 0,15 0,004 0,035 25,0
DCL 07 1,15 1,03 601 13,43 0,00 13,43 1,76 226 14,33 6312 1310 544 10,78 012 0,009 0,035 26,5
1,05 0,94 6,08 16,92 0,00 16,92 1,34 4,36 10,31 70,25 9.01 4,72 10,35 0,11 0,008 0,034 19,2
Media 1,18 1,06 6,03 1575 0,00 15,75 1,03 353 12,11 64,55 1298 6,07 10,65 0,13 0,01 0,03 23,54
Desvio 0,15 0,13 0,05 2,01 0,00 2,01 0,92 1,12 2,04 514 392 1.75 0,26 0,02 0,00 0,00 3,85
1,80 1,54 575 1343 0,00 13,43 1,893 215 20,51 63,49 825 3,67 14,68 0,26 0,020 0,049 39,93
DCL 08 1,57 1,34 573 13,43 0,00 13,43 1,49 203 17,84 63,72 8,97 3.95 14,31 0,22 0,017 0,048 34,96
1,62 1,37 5,61 13,43 0.00 1343 1,57 243 2018 6355 82 4,07 15,15 0,25 0,018 0,051 35,86
Média 1,66 142 570 1343 0,00 13,43 1,66 220 19,51 64,25 8,48 3,90 14,71 0,24 0,02 0,05 36,92
Desvio 0,12 010 0,08 0,00 0,00 0,00 0,23 0,21 1,46 1,27 0,43 0,21 0,42 0,02 0,00 0,00 2,65
3,03 2,60 6,1 16,22 3,56 12,66 1,64 3,06 15,00 60,20 1251 7.60 14,32 0,43 0,034 0,047 72,30
DCL 11 2,44 207 626 1622 2,28 13,94 1,556 389 1552 61,74 1008 7.1 15,44 0,38 0,027 0,052 52,38
2,27 192 622 1622 2,16 14,06 1,65 216 1747 63,71 1028 472 15,45 0,35 0,025 0,052 4815
Média 2,58 219 6419 16,22 2,67 13,55 1,61 304 16,00 61,88 1096 6,51 15,07 0,39 0,03 0,05 57.61
Desvio 0,40 036 008 0,00 0,78 0,78 0,06 0,87 1,30 1,76 1,34 1,56 0,65 0,04 0,00 0,00 12,90
2,05 1,70 611 1622 1,68 14,54 306 216 1528 62,79 1129 542 17,12 0,35 0,024 0,058 4155
DCL 14 1,21 1,01 616 1622 5,52 10,69 085 3,09 9,75 63,03 1303 1025 15,84 0,19 0,018 0,052 34,00
1.79 152 619 1622 5,52 10,69 2,75 1,55 7.43 66,02 1539 687 14,86 0,27 0,025 0,049 50,76
Média 1,68 1,41 615 1622 4,24 11,97 2,22 227 10,82 63,95 1324 7,51 15,94 0,27 0,02 0,05 4211
Desvio 0,43 0,36 0,04 0,00 2,22 2,22 1,20 0,78 4,03 1,80 2,06 2,48 1,13 0,08 0,00 0,00 8,39
2,28 1,72 5,91 16,22 1,47 14,75 1,60 200 1948 6447 7.3 5,24 24 65 0,56 0,038 0,088 43,11
LFM 634 257 185 6,01 16,22 1,36 14,85 1,53 1,70 1909 64,64 784 5,20 24,01 0,62 0,041 0,086 48 44
292 219 G 16,22 1,48 14,74 1,31 1,81 1959 64,84 738 53,08 24,95 0,73 0,049 0,090 55,08
Media 2,59 1,95 597 1622 1,44 14,78 1,45 1,84 193% 6465 7.5 517 24,54 0,64 0,04 0,09 48 88
Desvio 0,32 0,23 0,06 0,00 0,06 0,06 0,12 0,15 0,26 019 0,29 0,08 0,48 0.08 0,01 0,00 6,00

M3C — Massa seca celular - 3HE - 3-hidrowibutirato - 3HHx = 3-hidrosihexanoato - 3HD = 3-hidroxioctanoato - 3HD - 3-hidrexidecanoato - 3HDd = 3-hidroxidodecanoato,

IHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecencato - 3HDAAG - 3-hidros-B-dodecenoato « Xr - Concantracio celular residual « Xpy, - Porcdo celular correspondanta a
polihidroxialcanoatos - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds T2h. %MSC - percentual da massa seca celular,
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Proedugéo polihidroxialcanoatos a partir de Glicose (15 g/l (Continuagdo)

Polihidroxialcanoatos

MSC Xp pH Glicose (giL) Composigio PHA Mol% PHA PHA  Yes(glg) YSpls ¥ians
Isolados  (g/L}) {g/L) INICIAL FINAL CONSUM. 3HB  3HHx 3JHO JHD  3HDd 3HDdAS (%MSC) (gL)
3,39 243 6.4 16,22 1.66 14,65 1,29 246 17,15 B4 55 7,11 744 28,23 0,86 0.066 0,103 63,45

RMP 851-8 349 249 6.4 16.22 1,71 14,51 1,04 245 1688 8482 750 7.51 2877 1,00 0.069 0,106 65,46
3.28 2,32 641 16,22 1.1 14,31 1,07 248 16,72 6452 789 750 2913 0,96 0.067 0107 62,22
Meédia 3,39 241 640 1622 1,76 14,45 1,13 247 1692 64,56 7,43 7.48 28,M 0,97 0,067 0,106 63,71

Desvio 011 008 001 000 013 013 014 002 022 005 030 004 045 003 0002 0,002 1,64
088 070 642 1622 000 1622 135 103 1316 7171 718 556 2884 028 0017 0,108 16,48

RMP1256 107 082 643 1622 000 1622 1,23 098 1257 7244 744 535 2307 025 0015 0,081 18,77
080 066 636 1622 000 1622 164 1,06 1315 71,09 722 58 2623 024 0015 0,094 15,41

Média 098 o073 640 16,22 0,00 16,22 140 1,02 129 71,75 7,28 5,59 26,05 0,26 0,016 0,094 16,89
Desvio 009 008 004 000 000 000 021 004 034 068 014 025 28 002 0002 0012 1,72

166 1,25 548 16,22 345 1277 1,27 196 1528 68,91 7.14 544 2484 041 0,032 0,089 36,37
RMP 1315 1,20 1,40 5,36 16,22 1.7 14,65 1,14 1,81 16,01 69,39 6,959 3,10 26,22 0,50 0,034 0,085 35,79
201 144 543 1622 358 1264 098 170 1556 6919 742 514 2820 057 0,045 0,103 43,47

Madia 186 1,36 542 1622 287 13,35 113 1,82 15862 €916 7,04 522 26,42 0,49 0,04 0,10 38,55

Desvio 0,8 0,10 0,06 0,00 1,13 1,13 015 0,13 0,37 0,24 0,45 0,18 1,69 0,08 0,01 0,01 4,27
1,05 0,64 6,28 16,22 0,00 16,22 1,42 1,39 13,83 68,29 810 6,89 20,10 0,21 0,013 0,068 18,80

RMP1316 095 077 637 1892 0,00 16,02 000 140 959 6863 1362 676 18,44 0,18 0010 0,082 16,60
153 127 64 1692 0,00 16,92 000 1,35 963 69,12 1306 685 16,86 0,26 0015 0,056 27,16
Média 1,18 096 635 1668 0,00 16,68 047 1,38 11,05 6868 11,59 683 18,47 0,21 0,01 0,06 20,89
Desvio 0,3 0,27 0,06 0,40 0,00 0,40 0,82 0,03 2,49 042 304 0,07 1,62 0,04 0,00 0,01 5,54
0,60 044 64 1622 0,00 16,22 120 1096 1367 6695 058 654 27,09 0,16 0,010 0,098 10,23

RMP1321 060 041 636 1622 0,00 16,22 1,08 139 1263 7270 700 520 30,45 0,18 0,011 0,113 9,89
047 036 637 1622 0,00 16,22 166 120 1304 7108 725 577 23,11 0,11 0,007 0,081 8,14

Média 0,55 040 6238 1622 0,00 16,22 1,34 1,52 1311 70,25 795 584 26,88 0,15 0,01 0,10 9,42
Desvio 0,08 004 0,02 000 0,00 0,00 029 040 052 296 142 0,67 3,68 0,04 0,00 0,02 1,12
131 098 637 1622 0,00 16,22 011 123 1128 7347 819 573 24,37 0,32 0,020 0,086 22,89

RMP1484 097 068 635 1622 0,00 16,22 072 106 1144 7350 735 593 30,39 0,29 0,018 0,112 16,19
125 094 64 1622 0,00 16,22 102 130 1145 7248 816 560 24,99 0,31 0,018 0,089 21,68
Média 1,18 0,87 637 1622 0,00 16,22 0,61 1,20 11,38 7315 7,90 575 26,59 0,31 0,02 0,10 20,25
Desvio 0,48 017 0,03 000 0,00 0,00 046 012 010 058 048 017 3,31 0,01 0,00 0,01 3,57

MSC = Massa seca celular - 3HEB - 3-hidroxdbutirato - 3HHx = 3-hidroxihexanoato - 3HO = 3-hidroxioctanoato - 3HD = 3-hidrovddecanoato - 3HDd = 3-hidroxidodecanoato.
AHDEAS - 3-hidroxi-S-dodecencats - 3HDDAS - 3-hidross-G-dodecenoalo - Xr - Concantracao calular residual © Xpy, - Porcao celular corespondante a
polihidroxialcanoatos - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds T2h, %eMSC - percentual da massa seca celular. ND - ndo determinado.



Producgo polihidroxialcanoatos a partir de Glicose (15 gL} (Continuagaao)

Polihidroxialcanoatos

MSsC Xg pH Glicose (g/L) Composigio PHA Mol% PHA PHA Yrs(glg) Y°pis Yotans

Isolados  (g/L)  (g/L) INICIAL FINAL CONSUM. 3HEB 3HHx  3HO JHD  3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/lL)
2,28 197 626 18622 0,00 16,22 1,92 198 1594 6734 9 3,52 13,46 0,31 0.019 0,045 42,44
RMP 1486 225 182 606 1622 0,00 16,22 1,53 152 1630 6808 B75 3.83 14,46 0,33 0.020 0,048 41,66
256 218 5958 1622 000 16,22 151 199 1421 6986 B48 395 14,71 0,38 0,023 0,049 47 .36
Média 23 203 6,09 1622 0,00 16,22 165 183 1548 6843 884 3,77 14,21 0,34 0,02 0,05 43,82
Desvie 017 0,14 0,15 0,00 0,00 0,00 0,23 027 1M 1,30 0,42 0,22 0,66 0,04 0,00 0,00 3,09
3,50 312 568 1622 0,00 16,22 371 207 12,34 5418 1452 1319 10,75 0,38 0,023 0,035 67,08
SCU99 369 325 576 1622 000 16,22 367 253 1209 5417 13,87 1387 11,90 0,44 0,027 0,039 70,06
397 3,51 5,51 16,22 0,00 16,22 389 182 1231 5451 1450 1318 11,59 0,48 0.028 0,037 75,60
Media 372 329 565 16,22 0,00 16,22 375 2,07 1225 5429 1429 13,35 11,42 0,42 0,03 0,04 70,91
Desvie 0,23 019 013 0,00 0,00 0,00 012 046 0,14 019 0,37 0,28 0,59 0,04 0,00 0,00 4,33
345 307 493 1622 0,00 16,22 175 344 2194 50098 1164 1026 11,01 0,38 0,023 0036 65,35
SCuU101 328 287 487 1622 0,00 16,22 1,35 315 2535 5051 981 9.83 11,82 0,38 0.024 0,039 61,14
3,33 2894 4893 1622 0,00 16,22 136 325 2385 5130 1046 980 11,48 0,38 0,024 0,038 62,69
Média 334 29 491 16,22 0,00 16,22 148 328 2371 5092 10,64 996 11,44 0,38 0,02 0,04 63,06
Desvio 010 040 0,03 0,00 0,00 0,00 023 0145 1,71 040 093 0,26 0,40 0,00 0,00 0,00 2,13
2,86 249 487 1622 0,00 168,22 325 166 1455 5652 1253 1148 12,63 0,36 0,022 0,041 53,88
SCU 164 305 259 498 1622 0,00 16,22 273 235 1644 5470 12286 11,51 14,80 045 0,028 0,049 56,57
341 2,91 485 1622 0,00 16,22 3,18 286 1723 5407 1208 10,79 14,55 0,50 0,031 0,048 63,25
Media 3,10 267 4,93 16,22 0,00 16,22 3,05 222 16,07 5510 1228 11,26 14,00 0,44 0,03 0,05 57,90
Desvio 0,28 022 0,05 0,00 0,00 0,00 0,29 0,51 1,38 1,27 0,23 0,41 1,19 0,07 0,00 0,00 4,82

1,80 1,76 334 1622 663 9,59 542 0,00 525 5017 2577 13,38 2,79 0,05 0,005 0,008 62,17
SCU 304 150 146 335 1622 630 2., 508 0,00 549 5080 2401 14,52 2,39 0,04 0,004 0,007 50,23

197 192 338 1622 661 9,61 477 0,00 549 5144 2439 1391 2,65 0,05 0,005 0,008 68,00

Média 1,76 1,71 3,35 1622 651 9,70 503 0,00 5,41 50,84 2472 1394 2,61 0,05 0,00 0,01 60,13
Desvio 0,24 0,23 0,01 0,00 0,18 0,18 0,32 0,00 0,14 0,63 0,93 0,57 0,20 0,01 0,00 0,00 9,06
1,34 1,05 5,58 16,22 0,00 16,22 0,00 10,70 1263 57.54 1067 8.46 21,67 0,29 0,018 0,076 2346

TSM33 156 009 593 1§22 0,00 16,22 134 141 1572 6765 700 688 36,65 0,57 0,035 0,143 24 69
1.60 1,02 59 16,22 0,00 16,22 1,46 1,24 14,83 68,19 744 6,74 36,02 0,58 0,036 0,140 2647

Meédia 1,50 1,02 5,82 16,22 0,00 16,22 0,93 445 14,43 6446 8,37 7,36 31,45 0,48 0,03 012 24,54
Desvio 0,14 0,03 0,22 0,00 0,00 0,00 0,81 542 1,61 6,00 2,00 0,95 8,47 0,16 0,01 0,04 1,01
243 220 505 1622 4,00 12,22 214 065 857 7543 876 445 D27 0,23 0,018 0,030 62,17

TSM 36 2,26 202 a1 16,22 3,97 12,25 2,29 0,68 9,18 75,00 8,55 4,29 10,59 0,24 0,019 0,034 57,00
2.40 214 501 16,22 3,70 12.52 2,37 1,38 10,00 7335 819 4 69 10,59 0,25 0,020 0,034 5013

Média 2,36 212 5,05 16,22 3,89 12,33 22T 09 9,25 7459 8,50 4,48 10,15 0,24 0,02 0,03 59,44
Desvio 0,09 0,10 0,05 0,00 0,16 0,16 012 042 0,72 1,10 0,29 0,20 0,76 0,01 0,00 0,00 2,60

MSC — Massa seca celular + 3HEB - 3-hidrasxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexancato - 3HO — 3-hidroxioctanoato © 3HD — 3-hidrosidecanoato - 3HDd - 3-hidroxidodecanoato.
FHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDAAS - 3-hidroeg-G-dodecenaato - Xr - Concentragao celular residual - Xpa, - Porgio celular corespondente &
palinidrosialcanoatos - pH do maio mineral mais fonle de carbono apds T2h, %MSC - percaniual da massa seca celular,



Produgio polihidroxialcanoatos a partir de Glicose (15 giL)

(Continuacgao)

Polihidroxialcanoatos

MSC Xq pH Glicasa (g/L) Composigio PHA Mol% PHA PHA  Yms(glg) ‘l'GpIs ¥ivtan
Isolados  (g/lL)  (g/L) INICIAL FINAL CONSUM. 3HEB 3HHx  3HO 3HD  3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)

113 087 636 1622 0,00 16,22 145 1,31 13,78 6667 976 7.03 22,40 0,25 0,016 0,078 19,86

TSM 45 1,14 077 616 16,92 0,00 16,92 065 233 1518 6386 9,67 8.3 32,63 0,37 0,022 0,123 17,82
0,898 0,70 g,2 16,92 0,00 16,82 0,73 2,56 16,52 68,38 3,09 8,73 28,11 0,27 0.016 0,103 15,73

Media 1,08 078 624 1668 0,00 16,68 094 207 1516 66,31 7,51 8,02 27,71 0,30 0,02 0,10 17,84
Desvio 0,09 009 0,11 0,40 0,00 0,40 0,44 0,66 1,37 2,28 3,83 0,88 513 0,06 0,00 0,02 2,07
1,80 1,67 619 16,22 0,00 16,22 182 195 1611 8457 1155 3,89 11,87 0,23 0.014 0,039 35,81

TSMd4s 1,71 145 616 1622 0,00 16,22 221 221 1556 5684 11,21 1197 1544 0,26 0,016 0,051 31,69
1,50 1,28 618 1622 0,00 16,22 242 230 1620 5951 11,81 7,76 14,39 0,22 0,013 0,048 27,86

Média 1,70 147 6,18 16,22 0,00 16,22 218 215 1596 60,31 11,52 7,87 13,90 0,24 0,01 0,05 79
Desvio 0,20 020 0,02 0,00 0,00 0,00 025 0,18 0,35 393 0,30 4,04 1,83 0,03 0,00 0,01 3,98
117 100 631 1622 000 16,22 151 1,78 1111 €863 1045 652 14,43 0,17 0,010 0,048 21,84

TSM 50 1,09 096 637 1622 0,00 16,22 186 192 1083 6899 1064 575 1214 0,13 0,008 0,040 20,62
147 129 637 1622 0,00 16,22 200 278 1329 8483 1073 837 12,38 0,18 0,011 0,041 27 68

Média 1,24 1,08 635 1622 0,00 16,22 1,79 216 11,74 6749 10,61 621 12,98 0,16 0,01 0,04 23,38
Desvio 0,20 018 0,03 0,00 0,00 0,00 0,25 0,54 1,35 231 014 0,41 1,26 0,03 0,00 0,00 3,77
2,03 165 614 1622 0,00 16,22 223 240 1759 8306 935 537 18,60 0,38 0,023 0,064 3645

TSM 55 1,87 132 608 1622 0,00 16,22 192 1,52 13,81 6569 927 7.68 29,26 0,55 0,034 0,108 3138
1,79 155 608 1622 0,00 16,22 239 250 1830 8185 988 5,09 13,58 0,24 0,015 0,045 3322

Media 1,90 1,51 6,09 1622 0,00 16,22 218 214 1660 63,53 9,50 6,05 20,48 0,39 0,02 0,07 33,69
Desvio 012 0417 0,04 0,00 0,00 0,00 0,24 054 235 1,97 0,33 1,42 8,00 0,15 0,01 0,03 2,57
1,00 0,82 6,1 16,22 0,00 16,22 194 199 1319 6806 972 5.09 17.54 017 0,011 0,060 18,09

TSM 56 1,03 088 613 16,22 0,00 16,22 168 1,70 1166 6987 9487 521 16,09 0,16 0,010 0,054 18,87
128 108 612 1622 000 16,22 198 206 1448 ©B637 998 512 14,51 0,18 0,011 0,048 23 64

Media 1,10 092 612 1622 0,00 16,22 1,87 192 1311 6810 9,86 514 16,05 0,17 0,01 0,05 20,20
Desvio 015 015 0,02 0,00 0,00 0,00 016 0,19 1,42 1,75 0,13 0,06 1,52 0,01 0,00 0,01 3,00
2,95 257 631 1622 0,00 16,22 215 235 1505 6432 10,92 521 12,84 0,38 0,023 0,042 5527

TSME0 2,74 230 629 1622 0,00 16,22 228 249 1735 6206 1042 540 16.21 0,44 0,027 0,055 50,06
2,96 252 628 1622 0,00 16,22 1,80 223 1467 6591 1034 505 14,95 0,44 0,027 0,050 5473

Média 2,88 246 629 16,22 0,00 16,22 208 236 1569 64,10 10,56 522 14,66 0,42 0,03 0,05 53,35
Desvio 0,12 0,15 0,02 0,00 0,00 0,00 0,25 013 1,45 1,93 0,32 017 1,70 0,04 0,00 0,01 2,86
1,55 1,18 6186 1622 0,00 16,22 1,51 1.72 1277 7230 754 4,68 23,69 0,37 0,023 0,084 2707

TSM 80 1.86 139 614 1622 0,00 16,22 1.81 1,83 1335 6691 742 4,46 2542 047 0,029 0,093 31,30
1,46 108 621 16,22 0,00 16,22 118 1,80 1582 6304 707 4,38 26,06 0,38 0,023 0,097 2407

Média 1,62 1,22 6,17 1622 0,00 16,22 1,50 194 1469 6494 734 4,51 25,06 0,41 0,03 0,09 27,48
Desvio 0.21 0,16 0,04 0,00 0,00 0,00 0,31 0,09 1,62 465 0,24 0,15 1,23 0,06 0,00 0,01 3,64

MSC - Massa seca celular © 3HB - 3-hidroxibatirato - 3HHx - 3-hidroxihexanoato - 3HO = 3-hidroxioctanoato - 3HD - 3-hidroxidecanoato - 3HDA - 3-hidroxidodecanoato,

AHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecencalo - 3HDAAS - 3-hidrosd-B-dodecenoalto « Xr - Concentragao celular residual « Xy, - Porglo celular corespondants a
polihidroxialcanoatos - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h. %MSC - percentual da massa seca celular,
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Producgo polihidroxialcanoatos a partir de Glicose (15 giL) (Continuacan)

Polihidroxialcanoatos

MSC g pH Glicose (g/L) Composigao PHA Mol% PHA PHA  Yrs(glg) Y°pls ¥ians
Isolados  (g/L)  (g/L) INICIAL FINAL CONSUM. 3HEB 3HHx  3HO 3HD  3HDd 3HDdAS (%MSC) (gL}

2,51 211 512 1882 232 14,60 ooo 177 1531 6380 1149 753 16,12 0,40 0,028 0,054 51,59

TSMBs 242 2,02 5,2 16,22 0,85 15,36 3,66 190 1582 6304 1100 525 16,50 0,40 0,026 0,056 46,57
2,55 215 5,08 16,22 0,63 15,59 3.5 1,94 14.69 64,94 10,56 493 15,49 0,39 0,025 0,032 48.711

Media 249 209 513 1645 1,27 1518 239 187 1527 6396 11,02 590 16,03 0,40 0,03 0,05 48,96
Desvie 007 0,07 006 040 0,92 0,52 2,07 0,09 0,57 0,895 0,47 1,42 0,51 0,01 0,00 0,00 2,52
2,91 241 624 1622 1,36 14,86 092 251 1427 6585 1032 6,14 17,18 0,50 0,034 0,058 57,95

TSMo94 312 251 B26 1622 000 16,22 0,08 1,18 1066 TF3H80 893 525 10,42 0,61 0,037 0,066 55,46
261 215 622 1622 1,20 15,02 009 247 1457 6684 1012 6,00 17,58 0,48 0,031 0,059 5147

Media 288 236 624 1622 0,00 15,36 036 205 1317 68,86 9,79 5,80 18,06 0,52 0,03 0,06 55,29
Desvio 026 019 002 0,00 0.74 0,74 048 076 2,18 439 0,75 048 1,20 0,08 0,00 0,00 3,39
165 1,32 622 1622 0,00 16,22 0,14 129 1167 7480 814 398 20,17 0,33 0,021 0,069 29,61

TSM95 145 112 628 1622 0,00 16,22 012 134 1302 7320 797 435 22,79 0,33 0,020 0,080 2544
1,55 1,22 623 1622 0,00 16,22 014 156 1297 7199 879 4,55 20,92 032 0,020 0,072 27,57

Meédia 1,55 1,22 624 1622 0,00 16,22 014 140 1255 73,33 830 4,28 21,29 0,33 0,02 0,07 27,54
Desvio 010 0410 0,03 0,00 0,00 0,00 0,01 014 0,77 141 043 0,30 1,35 0,00 0,00 0,01 2,09
239 203 587 1622 0,00 16,22 140 142 1549 6885 902 342 15,23 0,38 0,022 0,051 44,08

TSMa7 259 2,20 6,3 16,22 0,00 16,22 212 214 1542 67,77 864 3,90 15,10 0,39 0,024 0,051 47,65
2,29 197 628 1622 000 16,22 1,73 182 1466 6874 B9V 3,98 13,93 0,32 0,020 0,045 42,57

Média 242 207 618 1622 0,00 16,22 1,75 183 1519 6845 8,87 3,90 14,75 0,36 0,02 0,05 4477
Desvio 0415 042 018 0,00 0,00 0,00 0,36 0,37 0,46 059 7,58 0,08 0,71 0,04 0,00 0,00 2,61
1,14 084 622 1622 0,00 16,22 009 130 1190 T417  T5E 4,96 25,96 0,29 0,018 0,093 19,567

TSM 98 1,23 084 615 1622 0,00 18,22 1,30 1.0 11,20 7482 7409 4,18 23,87 0,29 0,018 0,084 2140
106 D078 B2 1622 0,00 16,22 130 0989 1119 7480 754 419 26,32 0,28 0,017 0,095 18,17

Meédia 114 085 619 1622 0,00 16,22 090 110 1143 7459 754 445 25,31 0,29 0,02 0.09 19,71
Desvio 008 0,08 0,04 0,00 0,00 0,00 0700 0,18 0,41 037 0,04 0,45 1,44 0,01 0,00 0,01 1,62
1,30 1,00 6,2 16,22 0,00 16,22 079 128 1396  TF261 658 4,78 22,59 0,29 0,018 0,079 22,76

TSM101 158 143 581 1622 0,00 16,22 086 137 1313 7281 681 502 28,43 0,45 0,028 0,104 26,56
1,44 100 621 1622 000 16,22 085 137 1314 7287 6BAD 487 30,00 0,43 0,027 0111 2392

Media 144 1,04 611 1622 0,00 16,22 083 134 1341 72,76 676 4,89 27,00 0,39 0,02 0,10 24,42
Desvio 014 0,07 0417 0,00 0,00 0,00 004 0,06 0,48 014 046 0,12 3.90 0,09 0,01 0,02 1,95
215 183 616 1622 0,00 16,22 384 282 1971 60,15 831 417 14,80 0,32 0,020 0,050 30,22

TSM102 217 183 597 1622 0,00 16,22 3oe 211 16,70 6535 8,75 4.04 15,47 0,34 0,021 0,052 39,70
1,96 162 518 1622 000 16,22 246 185 1417 6802 963 3,88 1345 0,26 0,016 0,045 3642

Média 209 1,78 577 1622 0,00 16,22 312 226 16,86 6451 9,23 4,03 14,57 0,31 0,02 0,05 38,44
Desvio 0,2 0,08 0,51 0,00 0,00 0,00 069 050 277 400 045 0415 1,03 0,04 0,00 0,00 1,77

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx - 3-hidroxihexanoato - 3HO = 3-hidroxoctanoato © 3HD - 3-hidroddecanoato © 3HDd - 3-hidroxidodecanoalo.
IHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecencato - 3HDAAS - 3-hidrosd-E-dodecenoato - Xr - Concentragdo celular residual - Xpae - Porglo celular corespondente a
paolinidraxialcancatos - pH do meaio mineral mais fonle de carbono apds T2h. %MSC - perceniual da massa seca celular.



Produgdo polihidroxialcanoatos a partir de Glicose (15 gflL) (Conclusgo)

Polihidroxialcanoatos

MSC Xg pH Glicose (g/L) Compaosicio PHA Mol% PHA PHA Yrs(glg) Y°pis ¥ians
Isolades  (g/L)  (g/L) INICIAL FINAL CONSUM. 3HE 3HHx 3HO 3HD  3HDd 3HDdAS (%MSC)  (g/L)

1,73 139 618 1622 000 16,22 144 150 1484  TOS7 7,69 4,05 19,36 0,33 0,021 0,067 30,93

TSM103 152 1,98 617 1622 0,00 16,22 128 136 1414 7305 6,53 3,65 2245 0,34 0,021 0,079 26,67
147 1,15 6,14 16,22 0,00 16,22 1,76 1,77 13,91 71,55 7,03 4,06 21,81 0,32 0,020 0,077 25,86

Média 1,57 124 616 1622 0,00 16,22 149 154 1430 71,72 7,10 3,92 21,24 0,33 0,02 0,07 27,82
Desvio 014 0,243 0,02 0,00 0,00 0,00 0,24 0,21 0,49 1,25 0,55 0,24 1,65 0,01 0,00 0,01 2,72
207 168 623 1622 0,00 16,22 145 245 1606 6570 8,66 5,69 18,98 0,39 0,024 0,065 3719

TSM 130 224 1,77 587 1622 0,00 16,22 162 141 1519  &7.77 879 52 20,79 046 0,029 0,072 39,72
2,38 185 560 1622 0,00 16,22 1,11 1. 1517 6851 810 5,20 2163 0,51 0,031 0,075 41,70

Média 222 1,77 590 16,22 0,00 16,22 1,39 192 1548 67,33 8,52 5,36 20,46 0,46 0,03 0,07 39,54
Desvie 015 009 032 0,00 0,00 0,00 0,26 0,52 0,50 146 037 0,28 1,37 0,06 0,00 0,01 2,26
1,63 1,23 624 1622 0,00 16,22 080 116 1199  F293 797 5,05 24,70 0,40 0,025 0,088 pimch |

TESM131 178 139 618 1622 0,00 16,22 13 1M 13,84 71,30 T.48 4.37 21,02 0,37 0,023 0,073 13
1,86 145 618 1622 0,00 16,22 136 1,78 1449 7036 785 4,36 21,93 0,41 0,025 0,077 32,67

Media 1,75 1,35 6,20 16,22 0,00 16,22 119 1,55 1344 7153 7,70 4,59 22,55 0,39 0,02 0,08 30,70
Desvio 0,11 011 0,03 0,00 0,00 0,00 0,25 0,34 1,30 1,30 0,25 0,40 1,92 0,02 0,00 0,01 2,21
1,46 120 &3 1622 0,00 16,22 182 181 1566 6571 9,03 6,06 17,58 0,26 0,018 0,060 26,42

TsM13z2 150 121 631 1622 0,00 16,22 198 209 1624 6473 881 6,16 19,05 0,29 0,018 0,065 26,93
1,51 1,29 634 1622 0,00 16,22 216 218 1648 6284 1036 598 14,54 0,22 0,013 0,048 27,86

Média 149 123 632 1622 0,00 16,22 202 19 1613 6443 940 6,06 17.05 0,25 0,02 0,06 27,07
Desvio 0,03 005 002 0,00 0,00 0,00 013 0,30 042 146 084 0,09 2,30 0,03 0,00 0,01 0,73
1,61 122 626 1622 520 11,02 1,80 210 2379 51,68 1557 5.6 24,13 0,39 0,035 0,086 40,89

TSM133 0985 066 626 1622 000 16,22 799 223 1308 5981 944 745 30,07 0,28 0,018 0,113 1547
093 0Ee3 626 1822 0,00 16,22 082 240 1477 86377 9.9 8.33 31.41 0,29 0,018 0117 15,31

Média 1,16 084 6,26 1622 1,73 14,48 354 224 17,21 58,39 11,64 6,98 28,54 0,32 0,02 0,11 23,89

Desvio 0,39 033 000 0,00 3,00 3,00 3,89 0,15 5,76 6,22 341 1,64 3,87 0,06 0,01 0,02 14,72

M3C = Massa seca celular + 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx = 3-hidroxihexancato - 3HO = 3-hidrodoctanoato - 3HD = 3-hidrocddecanoato - 3HD = 3-hidroxidodecanoato,
I-hidroxi-G-dodecanoato - Xr - Concentragdo calular rasidual - Xpy, - Porcio celular correspondents a

polihidroxialcanoatos - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h. %eM3C - percentual da massa seca celular,



APENDICE A - Produgao polihidroxialcanoatos a partir de Frutose (15 g/L)
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(Continua)
Polihidroxialcanoatos

MSC Xn pH Frutose (g/L) Composigio PHA Mol% PHA PHA YPI/S (g/g) ‘f’Gpis ¥ manse

Isolados  (g/L) (g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD  3HDd 3HDdA5 (%MSC) (g/L)
4,04 218 6,36 18,09 6,60 1149 043 303 31,00 5973 2,38 343 46,11 1,86 0,162 0,202 80,29
LFM 046 4,09 2,59 6,41 18,09 6,59 11,50 0,57 3,15 30,87 5954 248 3,40 36,76 1,51 0,131 0,165 79,24
4,13 2,41 6.4 18,09 7,55 1053 048 309 3115 5958 228 3,41 41,61 1,72 0,163 0,184 88,43
Média 4,09 2,39 6,39 18,09 691 11,18 049 309 31,00 59,62 238 3,41 41,50 1,70 0,15 0,18 82,65
Desvio 0,05 0,21 0,03 0,00 0,56 0,56 0,07 006 0,14 0,10 0,10 0,02 468 0,18 0,02 0,02 5,03
2,96 2,40 6,26 18,08 3,10 1499 1,02 252 17,62 6798 6,90 3,96 1865 0,55 0,037 0,088 41,72
DCL 06 2,61 2,02 6,31 18,09 3,07 1502 089 236 17,50 6838 6,84 3,93 2232 058 0,039 0,104 3712
3,02 2,41 6,29 18,09 2,80 1529 114 243 18,02 6625  7.66 4,49 20,11 0,61 0,040 0,085 42,00
Média 286 2,28 6,29 18,09 299 1510 1,05 244 17,71 67,54 7,14 413 20,36 0,58 0,04 0,10 40,28
Desvio 0,22 0,22 0,03 0,00 0,16 0,16 0,08 0,08 0,27 1,13 0,46 0,32 1,85 0,03 0,00 0,01 2,74
2,22 1,87 6,33 18,09 9,10 8,99 0,10 243 17,34 66,93 8,04 5,17 15,65 0,35 0,039 0,075 51,84
DCL 07 1,81 1,55 6,32 18,09 8,45 964 010 243 17,20 66,51 8,47 5,30 14,51 0,26 0,027 0,069 39,29
2,25 1,93 8,37 20,13 8,37 11,76 0,00 327 15,25 60,21 186,05 523 14,41 0,32 0,028 0,069 40,03
Média 2,09 1,78 6,34 18,77 864 1013 007 271 16,59 6455 10,85 523 14,86 0,31 0,03 0,07 43,72
Desvio 0,25 0,20 0,03 1,18 0,40 1,45 006 049 1,17 3,76 4,51 0,06 0,69 0,04 0,01 0,00 7,04
2,79 2,09 6,29 18,09 347 14,62 0,01 214 1717 7006 6,77 3,84 2519 0,70 0,048 0,091 52,68
DCL 08 2,42 1,86 6,26 18,09 3,85 1424 0,11 2,30 17,62 6919 6,88 3,93 23,28 0,58 0,040 0,083 47 .44
241 1,88 6.3 18,09 3,59 1450 083 245 17,55 68,09 7.02 3,95 22,02 0,53 0,037 0,078 46,69
Média 254 194 6,28 18,09 363 1445 035 230 1745 6911 6,389 3,0 23,50 0,60 0,04 0,08 48,93
Desvio 0,22 0,13 0,02 0,00 0,20 0,20 0,51 0,96 0,24 0,99 0,13 0,06 1,59 0,09 0,01 0,01 3,25
2,69 2,08 6,27 18,09 5,39 12,70 0,01 2,15 18,32 6893 6,69 3,81 22,71 0,61 0,048 0,081 59,33
DCL 11 2,55 1,96 6,29 18,09 527 12,81 083 192 17,70 6892 6,68 3,84 23,11 0,59 0,046 0,083 55,50
2,58 2,04 6,29 18,09 4,89 13,20 0,89 2,05 18,26 65,24 6,76 3,80 21,57 0,56 0,042 0,077 55,42
Média 2,61 2,03 6,28 18,09 518 1290 o061 204 1810 68,70 6,71 3,85 2246 0,59 0,05 0,08 56,75
Desvio 0,07 0,06 0,01 0,00 0,26 0,26 0,52 0,11 0,34 0,40 0,04 0,05 0,80 0,03 0,00 0,00 2,23

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd - 3-hidroxidodecanoato.

JHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDAAB - 3-hidroxi-6-dodecenoato - Xr - Concentragao celular residual - pH do meio mineral mais fonte de carbono apos 72h.

WMSC - percentual da massa seca celular.
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Produgdo polihidroxialcanoatos a partir de Frutose (15 g/L) {Continuacgdo)
Polihidroxialcanoatos
MsC Xp pH Frutose (g/L) Composigac PHA Mol% PHA PHA YP/S (g/g) YCpls ¥ ank
Isolados  (g/L) (g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx  3HO 3HD  3HDd 3HDdAS5 (%MSC) (g/L)

2,51 2,00 6,3 18,09 7,94 10,15 1,10 1,92 15,08 69,00 7,76 5,13 20,39 0.5 0,050 0,071 70,62
DCL 14 2,52 2,08 6,31 18,09 7,58 1051 0,00 1,89 15,58 69,19 8,07 527 17,24 0,43 0,041 0,059 70,05
2.63 217 6,31 18,09 812 9,97 3,21 1.85 15,24 67,07 V.67 496 1753 046 0,046 0,061 76,36
Média 2,55 2,08 6,31 18,09 7.88 10,21 1,43 1,89 1531 68,42 7,83 512 18,39 0,47 0,05 0,06 72,35
Desvio 0,07 0,09 0,01 0,00 0,27 0,27 163 0,04 0,25 1,17 0,21 0,15 1,74 0,04 0,00 0,01 3,49
2,20 1,90 6,32 18,09 7.73 10,36 0,00 240 2059 6368 8,17 5,16 13,46 0,30 0,029 0,045 63,45
LFM 634 2,13 1,85 6,34 18,09 8,30 979 000 2 19,96 63,97 7,92 5,24 13,31 0,28 0,029 0,045 65,05
2,15 1,79 6,33 18,08 8,61 948 000 282 2064 6312 807 5,25 1699 0,37 0,039 0,058 66,27
Média 216 1,85 6,33 18,09 8,21 987 o000 2,74 2040 63,59 8,06 521 14,59 0,32 0,03 0,05 64,92
Desvio 0,04 0,06 0,01 0,00 0,45 045 0,00 0,30 0,38 0,43 0,13 0,05 2,08 0,04 0,01 0,01 1,42
5,10 3,65 6,34 18,09 0,41 1768 1,18 2,59 18,23 63,82 648 7,69 28,37 1,45 0,082 0,106 77.53
RMP 851-A 5,00 327 6,45 18,09 0,00 1809 1,16 2,65 18,52 63,82 6,32 7,52 34,65 1,73 0,096 0,135 70,84
4,96 3,51 6,33 18,09 0,52 17,57 1,18 2,68 18,39 63,67 637 772 29,21 1,45 0,082 0,109 75,38
Média 5,02 3,48 6,37 18,09 0,31 17,78 117 2,64 18,38 63,77 6,39 7,65 30,74 1,54 0,09 0,12 74,58
Desvio 0,07 0,19 0,07 0,00 0,27 0,279 001 0,04 0,15 0,09 0,09 0,11 3,41 0,17 0,01 0,02 3,42
1,78 1,61 6,37 18,09 8,09 10,00 0,00 0,23 16,30 66,90 11,24 5,33 9,54 0,17 0,017 0,031 55,07
RMP 1256 2,26 2,02 6,36 18,09 8,39 970 002 229 16,42 66,20 10,12 4,96 10,44 0,24 0,024 0,034 71,34
1,96 1,77 6,35 18,09 89,73 836 0,00 204 16,11 66,30 10,56 4,99 9,93 0,19 0,023 0,032 72,15
Média 2,00 1,80 6,36 18,09 8,73 335 001 1,52 16,28 66,47 10,64 5,09 997 0,20 0,02 0,03 66,19
Desvio 0,24 0,21 0,01 0,00 0,88 0,88 001 1,12 0,5 0,38 0,56 0,21 0,45 0,03 0,00 0,00 9,63

MSC = Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx = 3-hidroxihexanoato - 3HO = 3-hidroxioctanoato - 3HD = 3-hidroxidecanoato - 3HDd = 3-hidroxidodecanoato.
JHDdAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato « IHDAAG - 3-hidroxi-6-dodecenoato - Xr - Concentragao celular residual « pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h.
YWMSC - percentual da massa seca celular. ND - ndo determinado.
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Produgéo polihidroxialcanoatos a partir de Frutose (15 g/L) (Continuagdo)
Polihidroxialcancatos
MSC Xg pH Frutose (g/L}) Composicdo PHA Mol% PHA PHA YPIS (g/lg) Y°pls  Ymaee
Isolados  (g/L} (alL) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx JHO JHD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (gl/L)

1,44 1,24 6,42 18,09 8,00 10,08 012 2,24 18,36 67,30 7.43 4,56 14,05 0,20 0,020 0,047 42,50

RMP 1315 1,54 1,32 6.4 18,09 8,35 974 0,08 2,09 17,98 67,31 8,14 4,40 14,27 0,22 0,023 0,048 47,06
1,74 1,53 6,36 18,09 8,46 963 014 193 16,10 6695 981 507 1,71 0,20 0,021 0,039 54,74

Media 1,57 1,36 6,39 18,09 8,27 982 011 209 17,48 67,18 8,46 4,68 13,34 0,21 0,02 0,04 48,10
Desvio 0,45 0,15 0,03 0,00 0,24 0,24 0,03 0,15 1,21 0,20 1,22 0,35 1,42 0,01 0,00 0,01 6,19

1,49 1,36 6,47 20,21 1227 7,84 000 528 13,84 68,80 5,02 6,95 8,93 0,13 0,017 0,029 57,82

RMP 1316 1,87 1,71 6,46 20,21 8,36 11,85 0,00 5,08 14,83 60,94 12,39 6,79 8,08 0,15 0,013 0,026 48,95
2,06 1,87 6,32 18,09 9,64 845 000 215 16,12 66,52 10,33 4,88 8,77 0,18 0,021 0,028 75,38

Meédia 1,81 1,65 6,42 19,50 10,09 941 000 416 1496 6542 9,25 6,21 8,59 0,15 0,02 0,03 60,75
Desvio 0,28 0,26 0,08 1,22 1,99 213 0,00 1,75 1,10 4,04 3,80 1,15 0,45 0,02 0,00 0,00 13,44

2,13 1,92 6,31 18,09 10,29 780 0,00 022 15,12 6365 14,37 6,63 9,47 0,20 0,026 0,030 84,75

RMP 1321 2,00 1,83 6,29 18,09 9,15 8894 0,00 207 1546 6639 11,01 5,08 8,27 0,17 0,019 0,027 69,59
2,03 1,84 6,31 18,09 10,42 7.67 0,00 178 1597 66,58 10,72 4,98 9,05 0,18 0,024 0,029 81,72

Média 205 187 630 1809 99 814 0,00 135 1551 6554 12,03 5,56 893 0,18 0,02 0,03 78,69
Desvio 0,07 0,05 0,01 0,00 0,70 0,70 0,00 0,99 042 1,64 2,03 0,93 0,61 0,02 0,00 0,00 8,02

2,58 217 6,33 18,09 8,43 968 000 010 7,65 7849 9,00 4,76 16,06 041 0,043 0,054 79,54

RMP 1484 2,00 1,74 6,3 18,09 8,30 979 0,00 0,14 11,27 74,51 9,50 4,58 13,07 0,26 0,027 0,043 61,93
1,77 1,49 6,33 18,09 8,73 93 010 0,88 8,41 76,83 9,02 4,76 15,83 0,28 0,030 0,053 56,28

Meédia 2,12 1,80 6,32 18,09 8,49 960 0,03 037 8911 76,61 917 4,70 14,99 0,32 0,03 0,05 65,92
Desvio 042 0,34 0,02 0,00 0,22 0,22 0,06 044 1M 2,00 0,28 0,10 1,66 0,08 0,01 0,01 12,13

2,99 2,63 6,34 18,09 8,87 922 0,00 11 10,03 7367 10,20 4,98 12,15 0,36 0,039 0,040 99,10

RMP 1486 244 2,10 6,3 18,09 9,00 9,08 0,00 1,19 9,41 7470 969 5,00 13,84 0,34 0,037 0,046 80,78
2,30 1,99 6,35 18,09 9,27 882 0,00 1,82 10,03 73,59 10,02 4,74 13,27 031 0,035 0,044 78,84

Meédia 2,58 2,24 6,33 18,09 9,05 9,04 0,00 1,31 9,82 73,99 997 4,91 13,09 0,34 0,04 0,04 86,24
Desvio 0,37 0,34 0,03 0,00 020 020 o000 027 036 062 0,26 0,15 0,86 0,03 0,00 0,00 11,18

MSC — Massa seca celular - 3HE - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato © 3HO — 3-hidroxioctaneato © 3HD — 3-hidroxidecanoato + 3HDd — 3-hidroxidodecanoato.
3HDdAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDAAE - 3-hidroxi-6-dodecenoato - Xr - Concentracio celular residual - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h.
WMSC - percentual da massa seca celular.
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(Continuagao)
Producao polihidroxialcanoatos a partir de Frutose (15 g/L)

Polihidroxialcanoatos

MsC Xg pH Frutose (g/L) Composigao PHA Mol% PHA PHA YP/S (g/g) Yopls  Ymans
Isolados  (g/L)  (g/L} INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD  3HDd 3HDdAS (%WMSC) (g/L)

4,35 347 6,28 18,08 0,44 17,65 3,18 147 0,00 61,38 1512 15,74 20,44 0,89 0,050 0,071 71,17
SCU 99 5,04 4,11 6,17 18,09 0,00 1808 312 1,29 8,67 57,90 13,98 15,04 18,53 0,94 0,052 0,063 81,96
4,68 3,80 8,05 18,09 0,11 17,98 3,38 1,15 7.02 5764 159 14,90 16,58 0,77 0,043 0,056 77,33
Média 469 3,82 6,17 18,09 018 1790 3,23 1,30 5,23 5897 15,00 1523 18,52 0,87 0,05 0,06 76,82

Desvio 035 033 0,12 0,00 023 023 013 016 461 2,09 0,97 0,45 1,93 0,08 0,00 0,01 5,41

4,65 3,50 6,41 18,09 3,52 14,57 1,56 0,95 815 6344 1273 13,17 2472 1,15 0,079 0,088 90,05

SCu101 384 3,01 6.4 18,09 4,35 1374 1.7 0,94 7,83 63,18 13,22 13,11 21,61 0,83 0,060 0,075 80,49
5,17 3,77 6,41 18,09 2,84 1525 140 1,05 8,73 62,46 12,59 13,77 27,10 1,40 0,082 0,088 94,04

Média 455 3,43 6,41 18,09 3,57 1452 1,56 098 8,24 63,03 12,85 13,35 2448 1,13 0,08 0,09 88,19

Desvio 0,67 0,39 0,01 0,00 0,76 0,76 016 006 0,46 0,51 0,33 0,36 2,76 0,29 0,02 0,01 6,96

4,10 2,71 6,19 18,09 241 1568 233 094 8,40 63,46 11,23 13,63 3392 1,39 0,089 0,129 68,65

SCUu1e4 529 3,81 6,45 18,09 1,59 16,50 2,50 1,14 8,43 63,06 11,40 13,46 28,04 148 0,080 0,102 87,85
4,23 2,99 6,45 18,09 2,67 1542 238 1,14 8,38 63,45 11,22 1343 29,33 1,24 0,081 0,108 74,65

Média 454 317 6,36 18,09 2,22 1586 240 1,08 840 63,32 11,29 13,51 30,43 1,37 0,09 0,11 77,08

Desvio 065 057 0,15 0,00 056 056 009 012 0,03 023 0,10 0,11 3,09 0,12 0,01 0,01 9,88

1,95 1,77 6,36 18,09 7,85 10,24 0,00 247 17,31 63,59 11,51 5,13 927 0,18 0,018 0,030 58,81
TSM 33 1,99 1,81 6,37 18,09 8,33 978 160 258 16,83 62,83 11,04 513 8,87 0,18 0,018 0,029 62,85
2,08 1,88 6,38 18,09 797 10,12 1862 248 16,79 62,87 11,21 5,04 8,58 0,18 0,017 0,028 62,87
Média 2,00 1,82 6,37 18,09 8,05 10,04 1,07 2,50 16,97 63,10 11,25 5,10 8,91 0,18 0,02 0,03 61,51

Desvio 0,06 0,06 0,01 0,00 025 025 093 005 029 042 0,23 0,05 0,35 0,00 0,00 0,00 2,34

MSC = Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx = 3-hidroxihexanoato - 3HO = 3-hidroxioctanoato - 3HD = 3-hidroxidecanoato - 3HDd = 3-hidroxidodecanoato.
JHDdAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato « 3HDAAG - 3-hidroxi-G-dodecenoato « Xr - Concentragdo celular residual -+ pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h.
YMSC - percentual da massa seca celular,
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(Continuagao)
Producao polihidroxialcanoatos a partir de Frutose (15 g/l)

Polihidroxialcanoatos

MSC Xr pH Frutose (g/L) Composigaoc PHA Mol% PHA PHA YPI/S (g/g) Yc'plfs ¥ Manse
Isolados  (g/L) (g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)

1,95 1,72 6,27 18,09 7.24 10,85 1,65 1.93 15,16 64,26 9,22 4,62 11,52 0,22 0,021 0,039 53,57
TSM 36 2,31 2,03 6,28 18,09 7.87 10,22 0,00 0,00 12,76 68,78 14,20 4,26 11,99 028 0,027 0,039 69,04
2,50 2,19 6,26 18,09 8,00 10,08 1,73 2,00 15,83 6671 8,97 477 12,23 0,31 0,030 0,041 74,66
Média 2,25 1,98 6,27 18,09 7,70 10,39 1,13 1,31 14,59 66,58 10,79 4,55 11,91 0,27 0,03 0,04 65,75

Desvio 0,28 0,24 0,01 0,00 0,41 041 098 113 1,61 2,26 2,95 0,26 0,36 0,04 0,00 0,00 10,92

2,26 2, 6,28 18,09 9,94 815 0,00 022 16,12 68,37 9,76 5,54 11,10 0,25 0,031 0,036 84,88
TSM 45 2,15 1,90 6,33 18,09 9,89 820 0,00 1,92 15,91 66,84 9,75 5,57 11,79 025 0,031 0,039 79,85
2,29 2,04 6,31 18,09 10,77 732 0,00 205 15,96 66,78 9,63 5,58 11,32 026 0,036 0,037 95,62
Média 2,24 1,98 6,31 18,09 10,20 7,89 0,00 1,40 16,00 67,33 9,71 5,56 11,40 0,25 0,03 0,04 86,78

Desvio 0,07 0,07 0,03 0,00 05 050 000 102 0,11 0,90 0,07 0,02 0,35 0,00 0,00 0,00 8,05

2,18 2,00 6,33 18,09 10,21 7.88 000 210 15,95 6503 1107 5,85 8.61 0,19 0,024 0,028 86,17
TSM 49 1,88 1,73 B,35 18,09 9,63 846 0,00 2,02 15,61 8430 1212 5,95 7,85 0,15 0,017 0,025 69,47
1,99 1,83 6,35 18,09 10,15 794 000 202 15,35 6466 1204 5,83 7.81 0,16 0,020 0,025 78,38
Média 2,02 1,85 6,34 18,09 10,00 8,09 0,00 205 1564 64,67 11,75 5,91 8,09 0,16 0,02 0,03 78,01

Desvio 0,45 0,13 0,01 0,00 032 032 o000 005 030 037 0,59 0,06 045 0,02 0,00 0,00 8,35

1,94 1,71 6,24 18,09 10,05 804 000 247 17,15 65,96 9,34 5,08 11,98 0,23 0,029 0,040 73,05
TSM 50 2,06 1,80 6,25 18,09 9,33 876 000 248 1740 65,52 9,42 5,21 12,23 025 0,029 0,040 70,91
2,14 1,88 5,25 18,09 9,23 886 0,00 253 16,97 65,60 9,63 528 1183 025 0,029 0,039 73,10
Média 2,04 1,80 6,25 18,09 9,54 855 000 248 1717 6569 946 5,19 12,01 0,25 0,03 0,04 72,35

Desvio 0,10 0,09 0,01 0,00 045 045 000 004 022 024 0,15 0,10 0,20 0,01 0,00 0,00 1,25

1,89 1,77 6,38 18,09 11,03 708 019 024 1549 62,52 1493 6,63 6,41 0,12 0,017 0,020 84,94
TSM 55 1.81 1,69 6,37 18,09 10,74 735 018 023 15,08 61,41 17,08 6,02 6,55 0,12 0,018 0,021 78,10
1,88 1,75 6,38 18,09 10,90 7189 07 021 16,18 64,05 1284 6,45 6,85 0,13 0,018 0,022 82,53
Média 1,86 1,74 6,38 18,09 10,89 720 0,18 0,23 1559 62,66 14,98 6,36 6,60 0,12 0,02 0,02 81,86

Desvio 0,04 0,04 0,01 0,00 015 045 001 002 056 1,33 2,07 0,31 0,23 0,01 0,00 0,00 3,46

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato + 3HO - 3-hidroxioctanoato + 3HD - 3-hidroxidecanocato © 3HDd — 3-hidroxidodecanoato.
JHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato + 3HDJAG - 3-hidroxi-6-dodecenoato - Xr - Concentragdo celular residual - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h.
%MSC - percentual da massa seca celular,
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Produgao polihidroxialcanoatos a partir de Frutose {15 g/L) (Continuagdo)
Polihidroxialcancatos
MSC X pH Frutose (g/L) Composicdo PHA Mol% PHA PHA YPIS(g/g) Y°pls  Ymaxx
Isolados  (g/L} (/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (gl/L)

2,28 1,90 6,34 18,09 7,61 1048 096 1,92 16,43 65,39 747 4,51 16,76 0,38 0,036 0,058 62,65
TSM56 216 1,78 6,34 18,09 7,79 10,30 000 2,04 16,88 67,04 7,32 447 17,37 0,38 0,036 0,060 60,53
2,08 1,74 6,33 18,09 743 1066 099 1,96 17,02 6576 7.57 4,43 16,15 0,34 0,032 0,056 56,65
Media 217 1,81 6,34 18,09 761 1048 065 197 16,78 66,06 7,45 4,47 16,76 0,36 0,03 0,06 59,95
Desvio 0,10 0,08 0,01 0,00 018 0,18 056 0,06 0,31 086 0,13 0,04 0,61 0,02 0,00 0,00 3,04

2,19 1,82 6,32 18,09 8,08 1001 107 2,086 17,26 6750 7,79 4,32 1668 037 0,037 0,057 63,90
TsSM60 228 1,91 6,37 18,09 6,53 11,5 0N 1,93 17,22 68,31 7,92 4,50 16,06 0,37 0,032 0,055 57,89
2,59 217 6,33 18,09 7,03 11,06 000 3,086 18,40 63,24 948 5,81 16,26 042 0,038 0,055 68,82
Media 2,35 197 6,34 18,09 7,21 1088 0,39 235 17,63 66,35 8,40 4,88 16,33 0,38 0,04 0,06 63,54
Desvio 0,21 0,48 0,03 0,00 079 079 059 062 067 272 094 0,81 0,32 0,03 0,00 0,00 5,47

3,20 2,88 6.4 18,09 4,00 14,08 194 402 11,86 62,00 8,286 11,92 10,00 0,32 0,023 0,033 69,80
TSmags 3,88 3,38 6,37 18,09 3,77 14,32 016 2,03 17,23 67,61 8,63 4,34 12,83 0,50 0,035 0,043 81,51
3,37 2,96 6,38 18,09 34 1467 016 2,01 16,91 67,52 897 4,44 11,80 0,40 0,027 0,039 69,43
Media 3,48 3,08 6,38 18,09 3,73 1436 0,75 2,69 15,33 6571 8,62 6,90 11,58 0,41 0,03 0,04 73,58
Desvio 0,35 0,27 0,02 0,00 0,30 0,29 1,03 1,15 301 321 0,35 4,35 1,44 0,09 0,01 0,01 6,87

2,49 217 6,39 18,09 8,87 9,22 2,02 1.60 12,84 69,80 8,86 4,88 12,90 0,32 0,035 0,043 81,18
TSM 94 2.54 2,16 6,35 18,09 6,42 11,67  1.61 2,04 17,53 66,83 7.83 416 15,07 0,38 0,033 0,051 64,29
2,36 2,02 6,36 18,09 6,35 11,73 148 2,14 17.72 66,58 7,91 417 14,54 0,34 0,029 0,049 59,51
Média 246 212 6,37 18,09 721 10,88 1,70 193 16,03 67,74 8,20 4,40 14,17 0,35 0,03 0,05 68,33
Desvio 009 009 002 000 143 143 028 028 277 179 057 041 113 003 000 0,00 11,39
1,83 1,71 6,37 18,09 10,09 8,00 0,24 3,46 15,36 60,28 14,05 6,61 6,23 0,11 0,014 0,020 72,00
TSM 132 1,91 1,81 6,38 18,09 11,13 6,96 0.00 2,78 14,24 59,71 16,17 7.1 5,13 0,10 0,014 0,016 87,59
1.80 1,81 6,37 18,09 10,09 8,00 0,00 0,37 14,01 60,70 18,59 6,33 4,45 0,08 0,011 0,014 76,32
Média 1,88 1,78 6,37 18,09 1043 7,65 0,08 220 14,54 60,23 16,27 6,68 5,27 0,10 0,01 0,02 78,63
Desvio 005 006 001 000 060 060 014 162 072 050 227 040 090 001 000 0,00 8,05
MSC — Massa seca celular + 3HE - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato © 3HO — 3-hidroxioctanoato « 3HD — 3-hidroxidecanoato + 3HDd — 3-hidroxidodecanoato.
3HDdAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDAAE - 3-hidroxi-6-dodecenoato - Xr - Concentracio celular residual - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h.
YWMSC - percentual da massa seca celular. ND - ndo determinado.
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(Conclusao)
Producdo polihidroxialcanoatos a partir de Frutose (15 g/lL)
Polihidroxialcanoatos

MSC Xp pH Frutose (g/L) Composigac PHA Mol% PHA PHA

Isolados (g/L) (glL) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD  3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)
1,95 1,80 6,36 18,08 9,46 863 022 023 15,24 66,35 12,44 5,52 7.54 0,15 0,017 0,024 70,94
TSM 133 1,99 1,81 6,37 18,09 9,58 8,51 0,00 2,00 15865 6540 11,00 575 9,24 0,18 0,022 0,030 72,35
2,08 1,89 6,38 18,09 9,21 §88 000 024 16,15 66,52 11,32 577 8,49 0,17 0,020 0,027 72,38
Média 2,00 1,83 6,37 18,09 9,42 867 007 0383 1574 6609 11,589 5,68 842 017 0,02 0,03 71,88
Desvio 0,06 0,05 0,01 0,00 0,19 0,19 0413 1,02 046 0,61 0,75 0,14 0,85 0,02 0,00 0,00 0,82

MSC — Massa seca celular + 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato + 3HO - 3-hidroxioctancato + 3HD - 3-hidroxidecanoato + 3HDd - 3-hidroxidodecancato.

AHDdAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - IHDAAG - 3-hidroxi-6-dodecenoato - Xr - Concentragao celular residual -
YMSC - percentual da massa seca celular.
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APENDICE A - Produgdo polihidroxialcanoatos a partir de Glicerol (15 g/L) {Continua)

Polihidroxialcanoatos

MSC Xr pH Glicerol (g/L) Composigiao PHA Mol% PHA PHA Y mans
Isolados __ (g/L) _ (g/L) INICIAL _FINAL __CONS.  3HB__ 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdA5 (%MSC) (a/L)

0,35 0,35 7.04 22,20 16,95 5,25 000 000 000 5161 4839 0,00 0,90 0,00 13,56
LFM 046 0,89 0,89 [ 22,20 19,18 3,02 0,00 000 000 4750 5250 0,00 0,65 0,01 59,40

0,62 0.62 7 22,20 17,98 422 0,00 0,00 0,00 49869 5031 0,00 0,67 0.00 20,48

Media 0,62 0,62 7,01 22,20 18,03 416 0,00 0,00 0,00 4960 5040 0,00 0,74 0,00 3414

Desvio 0,27 0,27 0,02 0,00 1,12 1,12 000 000 0,00 206 206 0,00 0,14 0,00 23,28
2,55 1,96 6,35 2220 6,80 15,39 0,95 2,25 2255 67,00 4,63 2.62 23,29 0.59 35,52

DCL 06 2,11 1.67 6,39 22,20 6,41 15,79 1,01 223 2210 6726 466 2.74 20,79 0,44 28,45
2,87 1,93 6,34 22,20 5,28 16,91 1,27 2,24 21,50 67,61 4,66 2,73 25,20 0.65 32,83

Média 2,41 1,85 6,36 22,20 6,17 16,03 1,07 2,24 22,05 67,29 4,65 2,70 23,09 0,56 32,27
Desvio 0,26 0,16 0,03 0,00 0,79 0,79 017 001 053 0,31 0,02 0,07 2,22 0,11 3,57
1.02 0,85 6,01 2220 T7.79 14,41 1.23 244 2049 66,51 571 3.62 16,87 017 14,90

DCL o7 1,15 0,94 6,01 22,20 7.49 14,71 3,11 2,57 21,26 6424 5,33 3.47 18,61 0.21 16,54
1,19 0,98 5,95 22,20 7,99 14,21 1.42 2.51 2147 65,70 5,48 3,42 17,59 0.21 17.67

Média 1,12 0,92 5,99 22,20 7,76 1444 192 250 21,08 6549 5,51 3,50 17,69 0,20 16,37
Desvio 0,09 0,07 0,03 0,00 0,25 0,25 1,03 007 052 115 0,19 0,10 0,87 0,02 1,39
3T 2,36 6,32 19,19 3,39 15,80 1.24 2,15 2048 6841 4,87 2.85 25,39 0.80 43,23

DCL 08 3,37 2,70 6,31 19,19 3,64 15,55 0,00 2,62 19,90 67,05 6,75 3.69 20,03 0.68 46,13
312 2.41 6,39 22,20 6,02 16,18 0,00 2,59 2051 64,78 7,50 4,62 22,84 0,71 41,33

Média 3,22 2,49 6,34 20,19 4,35 1584 041 245 20,30 66,75 6,37 3,72 2275 0,73 43,57
Desvio 0,14 0,18 0,04 1,74 1,45 0,32 071 0,26 034 1,84 1,36 0,89 2,68 0,07 2,42
265 2.01 6,34 2220 6,34 15,86 1.31 2,30 21,74 66,82 4,87 2.96 2422 0.64 3593

DCL 11 2,48 1,95 6,36 22,20 6,54 15,65 1,04 2,38 2251 66,24 4,82 3.01 21,49 0,53 33,87
2,49 1,97 6,38 22,20 6,73 1547 1,14 2,35 2255 66,14 4,91 2,90 20,69 0,51 34,18

Média 2,54 1,98 6,36 22,20 6,53 15,66 1,17 2,34 22,27 66,40 4,87 2,96 2213 0,56 34,66
Desvio 0,10 0,03 0,02 0,00 0,19 0,19 0,14 0,04 046 0,37 0,05 0,05 1,85 0,07 1,11

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO - 3-hidroxioctanoato © 3HD = 3-hidroxidecanoato - 3HDd - 3-hidroxidodecanoato.
GHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDAAG - 3-hidroxi-6-dodecencato - Xr - Concentragao celular residual - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h.
%MSC - percentual da massa seca celular
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APENDICE A - Produgéo polihidroxialcanoatos a partir de Glicerol (15 g/L) (Continua)

Polihidroxialcanoatos

MSC Xe pH Glicerol (g/L) Composicao PHA Mol% PHA PHA ¥ nancs

Isolados (g/L) {g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HBE 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)
2,06 1.73 6,42 2220 7,36 14,84 1,44 224 1944 6647 6,16 4,25 15,87 0,32 29,14
DCL 14 2,06 1.71 6,39 22,20 5,59 16,61 0,87 2.18 18,98 67,71 6,04 4,23 16,97 0,35 26,13
2,85 2,38 6,41 22,20 7,24 14,96 1.23 207 1859 6804 592 4,15 16,20 0,46 3997
Media 2,32 1,94 6,41 22,20 6,73 15,47 1,18 216 19,00 67,41 6,04 4,21 16,35 0,38 31,75

Desvio 0,45 0,38 0,02 0,00 0,99 0,99 029 009 042 083 0,12 0,05 0,57 0,07 7,28
3,22 2.51 6.3 2220 2,09 20,11 0,08 023 26,74 6518 521 2,56 22,03 0.71 34,23

LFM 634 3,46 269 628 22,20 168 20,51 008 026 2767 6438 507 2,53 2226 077 36,08
3,37 260 629 2220 3,67 18,53 0,07 271 2642 6326 505 249 2268 076 38,87
Média 3,35 2,60 6,29 22,20 2,48 19,72 0,07 2,71 26,42 6427 511 2,53 22,32 0,75 36,39
Desvio 0,12 0,09 0,01 0,00 1,05 1,05 001 142 065 096 0,09 0,04 0,33 0,03 2,34
4,46 405 6,39 2220 517 17,02 000 035 1894 6519 853 6,99 909 040 53,86

RMP 851-A 4,25 3,85 6,38 22,20 5,23 16,97 000 3,60 16,89 64,37 813 7,01 9,56 041 51,67
4,54 407 642 2220 4,90 1730 0,00 433 1414 6240 1066 847 10,40 047 54,29

Média 4,42 3,99 6,40 22,20 5.10 17,10 0,00 2,76 16,66 63,99 911 7,49 9,68 0,43 53,28
Desvio 0,15 0,12 0,02 0,00 0,18 0,18 oo00 212 241 144 1,36 0,85 0,66 0,04 1,40
2,53 208 6,22 2220 6,37 1583 079 025 2526 6560 556 253 17,47 044 3365

RMP 1256 2,60 2,08 68,21 22,20 6,36 15,84 0,14 0,24 24,58 66,87 547 2,70 20,19 0,52 34,90
2,44 2,06 6,24 2220 6,37 15,83 012 034 2417 6615 650 272 15,66 0,38 32,35

Meédia 2,52 2,07 6,22 22,20 6,37 15,83 0,35 0,27 24,67 66,21 5,84 2,65 17,77 0,45 33,63

Desvio 0,08 0,01 0,02 0,00 0,01 001 038 006 055 063 057 010 2,28 0,07 1,28

2,32 215 6,32 22,2 0.1 221 44 51 1,1 5,21 35,14 8,95 5,08 742 017 21,11
RMP 1305 2,38 2,21 6,28 22,20 0,13 2207 54,18 0,92 3,23 2951 821 3,96 7,66 0,18 22,02
2,33 2,19 6,28 22,20 0.13 22,06 56,85 0,00 233 3089 618 3,75 5,70 0,13 21,33
Média 2,35 218 6,29 2220 0,12 22,08 5185 067 359 3184 7,78 4,26 6,93 016 21,49
Desvio 0,04 003 002 000 002 002 649 059 147 294 144 072 107 003 048
MSC — Massa seca celular - 3HE - 3-hidroxibutirato - 3HHx - 3-hidroxihexanoato - 3HO - 3-hidroxioctanoato - 3HD - 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato,
SHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecencato - 3HDAG - 3-hidroxi-G-dodecencato - Xr - Concantracio celular residual - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h.

%MSC - parcentual da massa saca calular.



APENDICE A - Producao polihidroxialcanoatos a partir de Glicerol (15 g/L) (Continua)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xp pH Glicerol {g/L) Composicao PHA Mol% PHA PHA ¥ maxs
Isolados (giL) {giL) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)
2,39 2,06 6,18 22,20 4,98 17,22 0 2,19 22,98 6508 7,32 2.44 13,65 0,33 28,95
RMP 1315 2,39 2,04 6,15 2220 4 56 17,63 0,00 3,03 21,91 6517 741 248 14,83 0,35 28,36
2,19 1,94 6,24 22,20 5,07 17,12 0,00 3.38 21,35 62,88 9,59 2.81 11,29 0,25 26,48
Media 2,29 1,99 6,20 22,20 4,82 17,38 0,00 3,219 21,63 6402 8,50 2,64 13,06 0,30 27,93
Desvio 0,14 0,07 0,06 0,00 0,36 0,36 000 025 039 162 1,54 0,23 2,50 0,08 1,29
2,18 1,88 6,26 22,20 6,79 15,41 5,19 3,78 33,67 3390 17,39 6.07 13,95 0,30 29,52
RMP 1316 275 2,30 6,23 22.20 6,18 16,02 0,00 309 2310 6131 857 3,93 16,64 0,46 36,19
2.44 2,03 6,23 22.20 6,23 15,97 0,00 3.02 2354 6330 6,93 3.20 16,67 0,41 32,14
Media 2,46 2,07 6,24 22,20 6,40 1580 1,73 3,30 26,77 5284 1096 440 15,75 0,39 32,62
Desvio 0,29 0,21 0,02 0,00 0,34 0,34 299 042 598 1643 5,62 1,49 1,56 0,08 3,36
272 2,24 6,27 22,20 6,28 15,91 0,10 273 2320 64,86 622 2.88 17,49 0,48 36,05
RMP 1321 2,44 2,08 6,18 22,20 534 16,86 0,14 246 20,76 63,39 1042 2,84 14,62 0,36 30,21
2,18 1.80 6,26 22,20 6,15 16,05 0,10 282 2337 6429 6,69 274 17,18 0,37 28.61
Meédia 2,44 2,04 6,24 22,20 592 16,27 0,11 267 2244 6418 7,78 2,82 16,43 0,40 31,62
Desvio 0,27 0,22 0,04 0,00 0,51 0,51 002 019 146 0,74 230 0,07 1,57 0,06 3,92
3,50 2,75 6,25 22,20 2,78 19,41 0,07 1,85 20,50 6959 555 2.44 21,33 0,75 38,46
RMP 1484 3,04 2.41 6,22 22,20 3,05 19,15 0,08 253 2432 7012 055 241 20,88 0,63 33,80
3,05 2,38 6,22 22,20 2,90 19,29 0,11 1.73 2146 6864 565 2.40 22,09 0,67 33,85
Média 3,20 2,51 6,23 22,20 2,91 19,28 009 2,04 22,09 6945 3,92 2,42 21,43 0,69 35,37
Desvio 0,26 0,21 0,02 0,00 0,13 0,13 002 043 1,99 0,75 292 0,03 0,61 0,06 2,68
3,05 2,63 6,25 22,20 4,79 17,40 0,00 258 23,78 6528 5564 2,73 16,85 0,51 36,83
RMP 1486 3,16 2,54 6,3 22,20 4,52 17,67 0,10 1,76 2245 6696 570 3.02 19,39 0,61 37,87
3,13 2,45 6,25 22.20 5,01 17,19 0,00 270 2290 6620 546 2,74 21,84 0,68 38,97
Média 311 2,51 6,27 22.20 4,78 1742 003 2,35 23,04 66,15 5,60 2,83 19,36 0,60 37,89
Desvio 0,06 0,05 0,03 0,00 0,24 0,24 0,06 0,5 068 084 0,12 0,17 2,49 0,09 1,07

MSC — Massa seca celular - 3HE - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanocato - 3HO - 3-hidroxioctanoato -

“%MSC - percentual da massa seca celular.

3HD - 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato.
3HDAAS - 3-hidroxi-5-dodecencato - 3HDAAG - 3-hidroxi-B-dodecenoato - Xr - Concentracao celular residual - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h.
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APENDICE A - Producdo polihidroxialcanoatos a partir de Glicerol (15 g/L) (Continua)

Polihidroxialcanoatos

MsC Xg pH Glicerol (g/L) Composigdo PHA Mol% PHA PHA Y anss
Isolados (g/L) (g/L} INICIAL FINAL CONS. 3JHB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)

472 4,26 6,36 22,20 560 16,60 2,29 0,25 14,05 5575 14,309 13,27 9,66 0,46 58,65
SCU99 4,91 440 636 22,20 5,73 16,46 223 0,23 11,88 54,84 1307 17,75 10,39 0,51 61,62

484 440 635 2220 581 1639 284 015 1743 5553 14,60 9,64 922 045 60,87
Média 482 435 6,36 2220 571 1649 239 0,21 1445 5537 14,02 1355 976 047 60,38
Desvio 0,09 0,08 001 0,00 011 011 022 005 280 048 083 406 059 003 1,55

4,65 4,04 6,48 22,20 0,44 21,76 014 0,03 1570 6065 11,61 11,86 13,13 0,61 44,52
scu 10 4,61 3,95 6.44 22,20 0,84 21,36 013 290 1926 5680 10,50 1041 14,24 0,66 45,09
4,73 4,10 6.42 22,20 0,20 22,00 012 276 1817 5773 10,58 10,63 13,31 0,63 44,80
Média 4,66 4,03 645 22,20 0,49 21,71 043 190 17,71 5839 10,90 10,97 13,56 0,63 4480
Desvio 0,06 0,07 0,03 0,00 0,32 032 001 162 182 2,01 0,62 0,78 0,59 0,02 0,29
2,9 2,53 6,43 22,20 6,69 15,51 4,84 1,50 848 6578 10,73 8,68 13,08 0,38 39,02
SCu164 334 2.87 6,41 22,20 7.88 14,32 4,31 1,43 900 6610 10,30 8,86 14,16 0,47 48,83
3,25 2,76 6,39 22,20 912 13,07 3.81 1,44 910 6646 10,04 9,16 15,35 0,50 52,23
Meédia 347 2,72 641 22,20 790 1430 432 146 886 6611 10,35 8,90 1419 045 46,70
Desvio 0,23 0,18 0,02 0,00 1,22 1,22 051 004 0,33 034 035 0,24 1,15 0,06 6,86

2,41 2,20 6,32 19,19 4,68 14,51 oeg8 2,02 1757 6285 8,03 8,85 8,63 0,21 34,13
TSM 33 2,7 2.46 6,2 22,20 427 17,93 024 033 2051 6340 1221 3,32 9,22 0,25 31,06
2,73 248 6,21 22,20 3,85 18,24 025 041 2093 B408 10,19 4,17 8,05 0,25 30,79
Média 2,61 238 624 2119 4,30 16,90 0,39 092 1967 6344 10,14 545 8,97 0,23 31,99
Desvio 0,18 0,15 0,07 1,74 0,36 2,07 025 08 183 0,60 2,09 2,98 0,30 0,02 1,86
2,72 2,40 6,27 22,20 5,71 16,49 0,00 032 21,29 58977 10,07 8,54 12,00 0,33 34,32
TSM 36 2,42 2,19 6,27 22,20 5,86 16,33 000 028 1589 V1,26 932 3,25 8,36 0,23 30,51
2,62 2,33 6,24 22,20 6,35 15,85 019 270 1664 6692 999 3,56 10,97 0,29 34,14
Média 2,59 2,31 6,26 22,20 597 16,22 0,06 1,10 1794 6599 9,79 5,11 10,78 0,28 32,99

Desvio 0,15 0,10 0,02 0,00 0,34 034 0,11 1,39 2893 5,80 0,41 2,97 1,33 0,05 2,15

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO - 3-hidroxioctanoato - 3HD - 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato.
3HDAAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDAAE - 3-hidroxi-6-dodecenoato - Xr - Concentracdo celular residual - pH do meio mineral mais fonte de carbono apas 72h.

%MSC - percentual da massa seca celular.



APENDICE A - Produco polihidroxialcanoatos a partir de Gliceral (15 g/L) (Continua)
Polihidroxialcanoatos
MsC Xg pH Glicerol (g/L) Composi¢cdo PHA Mol% PHA PHA ¥ ancg
Isolados (giL) {g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)
2,80 217 6,28 22,20 4,80 17,40 0,10 035 22,00 6850 6,01 3,14 22,63 0,63 34,48
TSM 45 2,63 2,07 6,25 22.20 5,40 16,79 0,11 0.0z 2219 6848 8,72 3.49 21,30 0,56 33,42
2,32 1,85 6,25 22,20 542 16,78 0.10 029 2292 6731 584 3.53 20,06 0,47 29.40
Media 2,58 2,03 6,26 22,20 521 16,99 010 0,22 2237 6810 585 3,39 21,33 0,55 32,43
Desvio 0,24 0,16 0,02 0,00 0,35 0,35 000 047Y 049 068 015 0,22 1,29 0,08 2,68
2,48 2,08 6,16 22,20 3,40 18,80 0,14 228 2252 T460 0,09 0,37 16,65 0,41 27,68
TSM 49 2,68 217 6,25 22,20 3,14 19,06 0,11 296 2377 7248 0,63 0,05 18,71 0,50 29,67
3.24 2,67 6,3 22.20 3,55 18,64 0.11 2899 2358 T3Z22 006 0.04 17.66 0,57 36.64
Media 2,80 2,30 6,24 22,20 3,36 1883 04142 274 23,29 7343 0,26 0,15 17,67 0,49 31,33
Desvio 0,40 0,32 0,07 0,00 0.21 0,21 002 040 0,67 1,08 0,32 0,19 1,03 0,08 4,70
2,71 2,21 6,32 22,20 7,28 14,92 0,85 255 2154 6574 557 3,75 18,63 0,50 38,45
TSM 50 276 2,23 6,37 22,20 7.41 14,79 3.51 247 21,33 6386 524 3,50 19,34 0,53 39,55
2.80 2,30 6,37 22,20 743 14,77 1.07 245 21,33 66,19 532 3.65 17.62 0,49 39.94
Media 2,76 2,24 6,35 22,20 7,37 14,82 1,81 249 2140 65,26 5,37 3,66 18,53 0,51 39,31
Desvio 0,04 0,05 0,03 0,00 0,08 0,08 148 005 012 1,24 0,17 0,08 0,86 0,02 0,77
2,82 2,12 6,24 22,20 6,22 15,97 0,00 226 1887 6560 872 4,55 24,75 0,70 38,07
TSM 55 3,32 2,54 6,22 19,19 5,33 13,85 0,00 278 2088 6541 6869 4,24 23,64 0,78 51,48
2,72 2,09 6,21 22,20 6,38 15,81 0,00 269 21,76 6478 6,79 3.97 23,13 0,63 36.83
Média 2,95 2,25 6,22 21,19 5,98 15,21 0,00 258 2050 6526 740 4.26 23,84 070 4213
Desvio 0,32 0,25 0,02 1,74 0,57 1,18 000 028 148 043 1,14 0,29 0,83 0,08 813
3,39 2,67 6,21 19,19 5,89 13,30 0,47 300 2027 6568 647 4,02 21,05 0,71 54,26
TSM 56 3,62 2,75 6,29 22,20 5,70 16,50 0,43 238 2163 6524 643 3,80 21,78 0,77 45 59
3,00 2,30 6,2 22.20 5,94 16,26 0,46 273 2153 6349 695 484 23,41 0,70 39,62
Media 3,30 2,57 6,23 21,19 5,84 1535 045 2,74 2296 67,69 5,80 3,55 19,41 0,73 46,49
Desvio 0,27 0,24 0,05 1,74 0,13 1,78 002 035 0,76 1,6 0,29 0,51 1,21 0,03 7,36

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato -
IHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecencato - 3HDAAS - 3-hidroxi-G-dodecenoato - Xr - Concentracao celular residual - pH do meio mineral mais fonte de carbono apas 72h.

%MSC - percentual da massa seca celular.

JHD — F-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato.
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APENDICE A - Praducéo polihidroxialcanoatos a partir de Glicerol (15 g/L) (Continua)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xg pH Glicerol {g/L) Compaosigao PHA Mol% PHA PHA ¥ maxs
Isolados (g/L) (giL) INICIAL FINAL CONS. 3JHB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)
2,95 2,18 6,03 22,20 4,38 17,84 1,17 252 2087 6255 6,28 6,61 26,08 0,77 35,78
TSM 60 2,74 2,10 6,03 2220 4,43 1777 124 237 2095 6461 575 5,07 2333 0,64 33,09
296 222 6.03 22.20 3,37 18,83 1,22 263 2063 6282 762 4,98 24, 88 0,74 33.89
Media 2,88 217 6,03 22,20 4,05 1815 1,21 2,51 20,82 63,36 4,52 2,69 24,76 0,72 34,26
Desvio 0,12 0,06 0,00 0,00 0,59 0,59 004 013 017 1,10 0,96 0,92 1,38 0,07 1,38
4,05 2,85 6,02 22,20 3,94 18,26 0,00 109 1450 7011 933 4,97 29.74 1,20 48,56
TSM 80 3,99 2,84 6,03 22,20 3,70 18,50 0,00 093 1365 7330 8,22 3,80 28,82 1,15 47,03
3,88 2,86 6.02 22.20 3,94 18,26 0,00 104 1464 7437 622 3,73 26,27 1,02 46,03
Meédia 3,97 2,85 6,02 22,20 3,86 18,34 0,00 1,02 14,26 72,60 7,92 4,20 28,28 1,12 47,21
Desvio 0,09 0,01 0,01 0,00 0,14 0,14 000 008 054 222 1,58 0,67 1,80 0.09 1,28
3,11 2,48 6,07 22,20 3,09 19,11 0,94 270 1952 6928 4,86 2,70 20,11 0,63 34,59
TSM 89 3,98 3,18 6,05 22,20 3,98 18,22 1,12 262 1886 6708 7,04 3,28 20,10 0,80 46,37
2,84 228 6,06 22.20 3,58 18,62 0,92 2,61 1919 6766 649 3,14 19.81 0,56 32.40
Média 3,3 2,65 6,06 22,20 3,55 1865 099 264 1919 68,01 6,13 3,04 20,01 0,66 37,78
Desvio 0,59 0,47 0,01 0,00 0,44 0,44 0,11 005 033 114 1,13 0,30 0,17 0,12 7,51
3,09 2,45 6,02 22,20 4,20 18,00 0,67 255 2192 6085 9,35 4,66 20,48 0,63 36,49
TSM 94 3,16 2,46 3] 22,20 1,75 20,45 0,72 257 2146 6198 9,00 4,28 22,08 0,70 33,04
3,18 2,48 6,02 22.20 4,13 18,07 1,55 226 2090 5902 10,79 548 2229 0,70 3743
Média 3,14 2,46 6,01 22,20 3,36 18,84 098 246 21,42 60,62 9,71 4.81 21,62 0,68 35,66
Desvio 0,04 0,00 0,01 0,00 1,40 1,40 049 017 051 1,49 095 0,62 0,99 0,04 2,31
2,94 2,36 6,22 22.20 5,08 17,12 0,07 1,73 17,34 7383 659 0,43 19,63 0,58 36,40
TSM 95 277 2,29 6,28 22,20 5,18 17,03 0,08 1,75 1810 7262 70 0,44 17.55 0,49 34,37
291 238 6,23 22.20 4 69 17.51 0,08 1.81 1841 7855 06D 0,47 18,21 0,53 35.18
Media 2,87 2,34 6,24 22,20 4,98 17,22 0,08 1,76 17,95 7500 4,76 0,45 18,46 0,53 35,32
Desvio 0,09 0,05 0,03 0,00 0,25 0,25 000 004 0,55 3,13 3,54 0,02 1,06 0,04 1,02

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato -

3HO - F-hidroxioctanoato

JHDAS - 3-hidroxi-S-dodecencato - 3HDAAG - 3-hidroxi-E-dodecenoato - Xr - Concentracao celular residual

%MSC - percentual da massa seca celular.

- 3HD - 3-hidroxidecanoato - 3HDd - 3-hidroxidodecanoato,
- pH do meio mineral mais fonte de carbono apas 72h.
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APENDICE A - Produc&o polihidroxialcanoatos a partir de Glicerol (15 g/L) (Continua)

Polihidroxialcanoatos

MSC Xg pH Glicerol (g/L) Composicao PHA Mol% PHA PHA ¥ Maxi
isolados  (g/L) (g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (giL)

4,58 3,24 6,19 19,19 0,00 19,19 0,00 1,53 1513 7367 6,10 3,57 29,26 1,34 52,21
TSM 97 2,94 2,37 6,22 22,20 496 17,23 0,07 1.62 1819 7270 702 0.41 19,50 0,57 36,20

4,23 3,06 6.21 19,19 0,00 19,19 000 1,70 1594 7331 565 3,39 27,68 117  47.88
Média 3,92 289 621 2019 165 18,54 0,02 1,62 16,42 73,23 6,26 2,46 2548 1,03 4543
Desvio 0,86 046 0,02 1,74 2,87 1,43 004 0,09 158 049 0,70 1,78 5,24 0,40 8,28

2,97 2,03 6,28 19,78 8,55 11,23 0,21 1,38 17,31 7727 0,50 3,33 31,52 0,94 58,11
TSM 98 3,00 2,09 6,31 19,78 9.81 9.97 0,19 1,35 16,20 7403 519 3.04 30,44 0.91 65,92
3,38 2,38 6,3 19,78 8,16 11,62 0,24 1,36 1846 76356 017 321 29,38 0,99 63,47
Média 3,12 247 6,30 19,78 8,84 10,94 022 1,36 17,32 7596 195 3,19 3045 095 62,50

Desvio 0,23 0,49 0,02 0,00 0,86 086 003 002 113 1,71 281 0,14 1,06 0,04 4,00

2,50 1,75 6,29 22,20 6,60 15,60 0,00 096 1358 7262 825 4,60 29,82 0,75 35,10

TSM 101 3,50 2,62 6,27 22,20 5,96 16,24 0,00 1,35 1696 6676 10M 4,93 25,28 0,88 46,56
3,00 2,08 6,28 22,20 5,08 17,12 0,00 1,03 1551 7288 7,10 3.48 30,53 0,92 38,44

Média 3,00 215 6,28 22,20 5,88 16,32 000 111 1535 70,75 845 4,33 28,54 0,85 40,04
Desvio 0,50 043 0,01 0,00 0,76 0,76 000 021 1,69 346 147 0,76 2,85 0,09 5,89

4,02 3,60 6,02 22,20 5,95 16,24 0,17 2,31 18,13 6516 11,44 2,80 10,57 0,43 51,21

TSM 102 3,93 3,56 6,03 22.20 5,58 16,62 0,20 1,70 1713 6545 12,09 3,43 9,36 0,37 48,69
3,70 3,32 6,06 22.20 5,64 16,55 0,18 238 1961 6242 1216 3,24 10,32 0,38 46,22

Média 3,89 349 604 2220 572 1647 018 213 18,29 64,34 11,90 315 10,08 0,39 48,71

Desvio 0,16 0,15 0,02 0,00 0,20 0,20 002 038 1,25 1,67 0,39 0,32 0,64 0,03 2,49

2,94 2,38 6,37 22,20 5,37 16,83 0,88 1,31 18,76 72,04 557 3,44 19,13 0,56 37,10
TSM 103 2,45 1,95 6,39 22,20 6,22 15,98 0,00 1,23 1415 7548 540 3,75 20,44 0,50 32,72
2,82 2,23 6,38 22,20 5,61 16,59 0,59 1,35 1524 7405 535 3,43 21,06 0,59 36,25

Média 2,74 219 6,38 22,20 573 1647 049 1,29 1538 73,86 544 3,54 20021 0,55 35,35
Desvio 0,25 0,22 0,01 0,00 0,44 0,44 045 0,06 131 1,73 0,12 0,18 0,98 0,05 2,32

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd - 3-hidroxidodecanoato.

3HDAAS - 3-hidroxi-5-dodecencato - 3HDAAE - 3-hidroxi-6-dodecenoato - Xr - Concentracio celular residual - pH do meio mineral mais fonte de carbono apas 72h.

%MSC - percentual da massa seca celular.
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APEMNDICE A - Produgao polihidroxialcanoatos a partir de Glicerol (15 g/L) (Conclusdo)

Polihidroxialcanoatos

MSC Xg pH Glicerol (g/L) Composi¢io PHA Mol% PHA PHA ¥ Maxt
isolados  (g/L) {g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdA5 (%MSC) (g/L)

3,35 3,01 6,24 19,19 4,20 1499 067 486 1746 67,02 4,04 5,96 10,06 0,34 46,11
TSM 130 2,39 2,16 6,39 22,20 5,94 16,26 0,62 2.01 2144 6755 517 3,21 9,61 0,23 30,22

3,20 2,85 6,25 19,19 4,00 1519 09 020 1540 6659 787 8,98 10,65 034 4351
Media 2,98 267 629 2019 4,7 1548 0,75 236 1810 67,05 5,69 6,05 10,11 0,30 39,95
Desvio 0,52 046 0,08 1,74 1,07 068 018 235 307 048 1,97 2,89 0,52 0,06 8,52

435 2,94 621 2220 544 1675 0,00 1,32 1572 8544 667 4,92 3248 141 657,28
TSM 131 4,69 3,21 6,23 22,20 3,58 18,61 1,99 1,34 14,70 86,83 543 4,00 31,56 1,48 5540
4,76 3,35 6,21 22.20 5,30 16,90 0,00 1,31 16,78 91,77 0,62 4,63 29,48 1,40 61.49
Média 4,60 3,17 6,22 22,20 4,78 17,42 066 1,32 1573 B8B,01 424 4,52 3118 1,43 58,06
Desvio 022 021 001 000 103 103 115 002 104 333 320 047 153 004 312
2,50 1,99 6,28 22,20 5,27 16,92 0,11 2,21 21,34 68,78 7,18 0,37 20,27 0,51 31,41
TSM 132 2,28 1,82 6,28 2220 5.4 16,79 0,11 216 2082 85861 7,69 3,61 20,12 0,46 28,88
2,29 1,82 6,29 2220 6,04 16,16 012 2,62 21,38 68,21 7.31 0,37 20,33 0,47 an12
Media 2,36 1,88 6,28 22,20 5,57 1662 041 2,33 2118 &7,53 7,39 1,45 20,24 048 30,13
Desvio 0,12 0,10 0,01 0,00 0,41 0,41 0,00 0,25 0,31 1,69 0,27 1,87 0,11 0,03 1,27
2,53 1,93 6,27 2220 4,85 17,35 0,45 272 20,35 6543 5,96 5,08 23,68 0,60 31,33
TSM 133 2,25 1,72 6,27 22,20 4,60 17,60 0,93 2,69 21,05 65086 5,45 4,82 23,49 0,53 27,45
2,96 2,30 6,27 22.20 4 65 17.55 0,93 272 2049 64,34 6,11 5.41 2226 0,66 36,08
Media 2,58 1,98 627 22,20 4,70 17,50 o077 2,71 2063 6494 584 510 23,15 0,60 31,62
Desvio 036 029 000 000 013 013 027 002 037 055 034 030 077 007 4,32
MSC — Massa seca celular - 3HE - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO - 3-hidroxioctanoato - 3HD - 3-hidroxidecanoato - 3HD - 3-hidroxidodecanoato.
3HDAAS - 3-hidroxi-S-dodecencato - 3HDdAB - 3-hidroxi-6-dodecenoato - Xr - Concentracio celular residual - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h.
%MSC - percentual da massa seca celular.




APENDICE A - Produgéo polihidroxialcanoatos a partir de Xilose (15 g/L) e 1 g/L de (NH4),S04

Polihidroxialcanoatos

MsC Xg pH Xilose (g/L) Composigio PHA Mol% PHA PHA Y M
Isolados g/l (g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD  3HDd  3HDdAS (%MSC) (g/L)
00 058 v14 2020 1945 075 000 1570 1838 6593 0,00 0,00 2,55 0,02 ND
LFMO046 1,29 128 7,21 2020 1800 221 oo0 4275 18,05 3920 0,00 0,00 0,72 0,01 MWD
DE4 084 V19 2020 1784 236 000 100,00 0,00 0.00 0,00 0,00 0,27 0,00 MO
Media 084 083 7,18 20,20 1843 1,77 0,00 52,82 12,14 35,04 0,00 0,00 1,18 0,01 -
Desvio 0,39 0,39 0,04 0,00 089 0,89 0,00 43,04 10,52 33,16 0,00 0,00 1,21 0,01 -
270 248 372 20,20 535 1486 472 0,11 737 7454 047 13,09 785 0,21 37,18
SCU9% 2980 267 374 20,20 6,00 14,21 4,84 1,19 7.21 73,71 1,03 11,92 7,94 0,23 41,92
302 276 375 2020 642 13,79 468 1,12 1054 7089 0,89 11,89 H.54 0,26 44 99
Média 2,87 264 3,74 20,20 592 14,28 478 081 837 73,05 0,70 12,30 8,11 0,23 41,36
Desvio 0,16 0,14 0,02 0,00 0,54 0,54 014 060 1,88 1,91 0,46 0,68 0,37 0,02 3,93
261 237 349 20,20 540 14,80 0,00 2,02 1,30 81,89 1,00 13,79 9,10 0,24 36,32
scu1to01 272 264 352 2020 593 14,27 0,00 7,83 519 31892 270 52,37 2,64 0,07 38,48
262 235 353 20,20 590 143 0,00 0,18 1207 F537 0,08 12,29 10,34 0,27 37,84
Media 2,65 245 3,53 20,20 5,74 14,46 000 3,34 6,19 63,06 1,26 26,15 7,36 0,19 37,55
Desvio 0,06 0,16 0,01 0,00 0,30 0,30 000 399 545 2716 1,33 22,72 4,13 0,11 1,11
301 271 384 20,20 493 1527 3,27 2,21 968 71,74 0886 12,22 10,14 0,31 40,75
SCU164 343 313 388 2020 529 14,92 337 1,76 855 8471 0,11 1,50 8,57 0,29 47,14
293 267 382 2020 405 16,15 3,25 2,36 129 7887 098 13,33 B,82 0,26 37,30
Media 3,12 2,84 3,85 20,20 4,76 1545 330 211 6,49 7844 0,65 9,02 9,18 0,29 41,73
Desvio 0,26 0,26 0,03 0,00 0,64 0,64 0,06 0,31 460 649 0,47 6,53 0,85 0,02 4,99

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexancato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato.
FHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - Xr - Concentragio celular residual - XPHA - Porgdo celular correspondente a polihidroxialcanoatos: pH do meio mineral mais fonte de

carbono apos 72n. %MSG - percentual da massa seca celular. Yiax® - Percentual da eficiéncia maxima teorica. ND - Nao determinado.
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ANEXO A - Producao polihidroxialcanoatos a partir de Xilose (15 g/L) e 0,5g/L de (NH4)2504

F’nlihidrnxial:annatns

MSC Xg pH Xilose (g/L) Composicio PHA Mol% PHA  PHA  Ywmaxx
Isolados __g/L (g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB  3HHx 3HO 3HD _ 3HDd__ 3HDdA5 _(%MSC) (g/L)
037 036 7,18 1788 16,20 168 5409 3177 14,13 0,00 0,00 0,00 205 0,01 ND
LFMO046 043 042 7.18 1788 16,14 1,74 0,00 7304 26,96 0,00 0,00 0,00 324 001 ND
Média 040 039 7,8 17,88 16,17 1,71 27,05 52,41 20,54 0,00 0,00 0,00 2,65 0,01
Desvio 005 004 0,00 0,00 0,04 0,04 3825 29,18 9,07 0,00 0,00 0,00 0,84 0,00 .
1,30 118 3,82 17.88 6,56 11,32 5,05 0,76 7.92 61,75 14,91 9.61 8,91 0,12 23,53
1,75 160 382 1788 7.42 10,46 3,33 1,15 9,62 6179 14,39 972 880 0,15 3440
SCU9s 1,18 1,08 3.9 17,88 6,78 11,11 3,10 1,41 7,98 62,93 1479 980 899 0,1 2196
1,51 139 392 1788 8,42 9,46 5,24 1,08 9,46 60,40 14,13 9,70 813 0,2 2932
Média 1,43 1,31 3,87 17,88 7,29 10,59 4,18 1,10 8,75 61,72 14,55 9,71 8,71 0,12 27,30
Desvio 025 0,23 0,05 0,00 0,83 0,83 1,12 0,27 0,92 1,04 0,36 0,08 0,39 0,02 5,69
1,11 1,01 346 17,88 6,79 11,09 0,00 2.35 9,33 6532 13,71 9.28 926 0,0 2072
1,57 145 343 17,88 5,77 1211 292 1,60 9,02 63,33 14,22 8,91 790 0,12 2659
SCU101 1,81 1,68 3.4 17,88 5,04 12,84 406 1,84 8,73 62,85 13,83 8,70 714 0,3 2876
1,65 149 343 1788 6,07 11,81 0,00 1,99 9,73 64,78 14,19 932 964 0,6 2526
Média 154 1,41 343 17,88 5,92 1196 1,74 1,94 9,20 64,07 1399 9,05 848 0,13 2533
Desvio 0,30 0,28 0,02 0,00 0,73 0,73 2,07 0,32 0,43 1,17 0,26 0,30 1,17 0,02 3,40
1,97 1,75 3,75 17.88 6,39 1149 4,39 2,17 7.72 6526 10,93 9,53 11,36 0,22 3553
1,69 1,51 377  17.88 8,00 9,89 4,20 0,84 8,18 66,06 10,90 9,82 1113 0,19 3552
SCU164 1,25 112 386 17,88 8,04 9,85 5,89 1,36 9,44 71,92 044 10,95 1021 013 26,21
1,62 143 383  17.88 7,44 1044 515 2,39 8,26 6345 10,64 10,12 1198 019 27,32
Média 163 145 380 17,88 7.47 10,41 491 1,69 8,40 66,67 8,23 10,10 11,17 0,18 31,14
Desvio 0,30 0,26 0,05 0,00 0,77 0,77 0,77 0,72 0,73 3,67 5,20 0,61 0,73 0,04 5,08

MSC — Massa seca celular - 3HE - 3-hidroxibutirato - 3HHx = 3-hidroxihexanoato - 3HO - 3-hidroxioctanoato - 3HD - 3-hidroxidecanoato - 3HDd = 3-hidroxidodecanoato.
JHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - Xr - Concentragdo celular residual - XPHA - Porgao celular correspondente a polihidroxialcanoatos- pH do meio mineral mais

fonte de carbono apds 72h. %MSC - percentual da massa seca celular, YMax% - Percentual da eficiéncia maxima tedrica. ND - MNao determinada,
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APENDICE A - Producio polihidroxialcanoatos do isolado SCU 164 a partir de Xilose (15 g/L)e 1,0 g/L de (NH4)2504 em Reator | {Continua)
Polihidroxialcanocatos
MSC Xp pH Xilose (g/L) Composigao PHA Mol% PHA PHA  Ymax
TEMPO g/L (g/L) INICIAL FINAL CONS. 3JHB 3HHx  3HO 3HD 3JHDd  3HDdAS (%MSC) (g/L)
0,08 0,08 7,02 15,00 14,25 0,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
0 0,09 0,09 7.02 15,00 14,19 0,81 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
Media 0,09 0,09 7,02 15,00 14,22 0,78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Desvio 0,01 0,01 0,00 0,00 0,04 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
0,18 0,18 7.03 14,25 14,08 017 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
2 0,28 0,29 7,03 14,19 14,09 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
Meéedia 0,24 0,24 7,03 14,22 14,09 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Desvio 0,08 0,08 0,00 0,04 0,01 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
0,39 0,39 6,95 14,08 13,61 0,47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
4 0,31 0,31 6,95 14,09 13,64 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
Media 0,35 0,35 6,95 14,09 13,62 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Desvio 0,06 0,06 0,00 0,01 0,02 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
0,60 0,60 6,88 13,61 12,72 0,89 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
6 0,55 0,55 6,88 13,64 12,71 0,92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
Média 0,58 0,58 6,88 13,62 12,72 0,91 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Desvio 0,04 0,04 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
1,20 1,20 6,8 12,72 11,27 1,45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
8 1,23 1,21 6.8 12,71 10,97 1,74 0,00 0,00 0,00 38,74 21,12 40,13 1,66 0,02 ND
Meédia 1,22 1,20 6,80 12,72 11,12 1,60 0,00 0,00 0,00 19,37 10,56 20,07 0,83 0,01 -
Desvio 0,02 0,01 0,00 0,00 0,21 0,21 0,00 0,00 0,00 27,39 14,93 28,38 1,17 0,01 -
1,33 1,31 6,82 11,27 10,12 1,14 0,00 25,36 0,00 37,30 18,76 18,58 1,32 0,02 ND
10 1,32 1,28 6,82 10,97 10,23 0,74 0,00 0,00 0,00 17.25 19,01 16,91 2.87 0,04 ND
Média 1,33 1,30 6,82 11,12 10,18 0,94 0,00 12,68 0,00 27,28 18,89 17,75 210 0,03 -
Desvio 0,01 0,02 0,00 0,21 0,07 0,28 0,00 17,93 0,00 14,18 0,18 1,18 1,10 0,01 -
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APENDICE A - Produgao polihidroxialcanoatos do isolado SCU 164 a partir de Xilose (15 g/L) e 1,0 g/L de (NH4)2504 em Reator | {Continua)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xa pH Xilose (g/L) Composigao PHA Mol% PHA PHA  Ymaux
TEMPO gL (g/L) INICIAL __ FINAL CONS. 3HE  3HHx  3HO 3HD 3HDd _ 3HDdA5 _ (%MSC) (g/L)
1,50 1,48 6,74 10,12 8.20 1,92 0,00 0,00 0,00 41,27 0,00 58,73 1,21 0,02 ND
12 1,32 1,30 B,74 10,23 827 1,96 0,00 0,00 0,00 3546 3397 30,57 1,66 0,02 ND
Media 1,41 1,39 6,74 10,18 8,24 1,94 0,00 0,00 0,00 3837 16,99 44,65 1,44 0,02 -
Desvio 0,13 0,13 0,00 0,07 0,05 0,03 0,00 0,00 0,00 4,11 24,02 19,91 0,32 0,00 -
2,11 2,07 6,9 8,20 5,74 2,47 2781 1665 0,00 25086 16,04 14,44 1,76 0,04 ND
14 2,06 2,03 6,9 8,27 5,71 2,56 0,00 0,00 0,00 3657 4201 21,42 1,48 0,03 ND
Média 1,42 1,40 5,67 7,84 6,03 1,81 4,64 2,78 0,00 30,14 2217 31,62 1,31 0,02 -
Desvio 0,72 0,70 2,78 3,93 3,18 0,92 11,35 6,80 0,00 13,83 1478 16,98 0,52 0,01 -
2,48 2,44 6,69 17,23 16,87 0,36 0,00 0,00 0,00 38M 32,20 29,09 1,60 0,04 ND
16 2,60 2,55 6,69 17,56 16,85 0,71 30,54 0,00 0,00 2803 15,34 26,10 1,99 0,05 ND
Média 2,54 2,49 6,69 17.40 16,86 0,53 15,27 0,00 0,00 33,37 23,77 27,60 1,80 0,05 -
Desvio 0,08 0,08 0,00 0,23 0,01 0,25 21,60 0,00 0,00 7,55 11,92 2,11 0,28 0,01 -
3,78 3,70 6,65 16,87 828 7,59 32,01 0,00 000 2856 17,711 21,72 1,62 0,06 ND
18 3,81 3,75 6,65 16,85 9,59 7,26 30,07 0,00 0,00 2955 19,24 21,14 1,52 0,06 ND
Meédia 3,79 3,73 6,65 16,86 9,44 7,43 31,04 0,00 0,00 29,06 1848 21,43 1,57 0,06 -
Desvio 0,04 0,04 0,00 0,01 0,22 0,23 1,38 0,00 0,00 0,70 1,08 0,41 0,07 0,00 -
4,38 4,32 6,65 928 8,36 0,92 34,86 0,00 0,00 2741 16,77 21,55 1.41 0,06 ND
19 4,24 418 8,65 9,59 7,07 2,53 2842 1575 000 2833 17,71 9,79 1,50 0,06 ND
Média 4,31 4,25 6,65 9,44 7.M 1,72 3164 788 0,00 27,87 17,24 15,67 1,46 0,06 -
Desvio 0,10 0,10 0,00 0,22 0,91 1,13 455 11,14 0,00 0,65 0,66 8,32 0,06 0,00 -
4,78 4,69 6,29 8,36 4,50 3,86 28,44 9,06 0,00 25,22 17,20 20,08 1,79 0,09 ND
20 4,74 4,65 6,29 7.07 4,35 272 26,98 0,00 000 2486 2081 27,35 1,84 0,09 ND
Media 4,76 4,67 6,29 7,mM 4,42 3,29 21,1M 4,53 0,00 2504 19,01 23,72 1,82 0,09 -
Desvio 0,03 0,03 0,00 0,91 0,10 0,81 1,03 6,41 0,00 0,25 2,55 5,14 0,04 0,00 -
4,83 4,71 6,48 17,00 15,77 1,23 19,87 10,15 000 2115 22,93 259 2,42 0,12 ND
21 4,50 4,40 6,48 17,00 16,12 0,88 21,96 0,00 0,00 21,01 18,75 38,28 2,33 0,10 ND
Média 4,67 4,55 6,48 17,00 15,95 1,05 20,91 5,08 0,00 21,08 20,84 32,10 2,38 0,11 -
Desvio 0,23 0,22 0,00 0,00 0,25 0,25 1,48 7,18 0,00 0,10 2,96 8,75 0,06 0,01 -




APENDICE A - Produc3o polihidroxialcanoatos do isolado SCU 164 a partir de Xilose (15 q'L) e 1.0 g/l de (NH4)2304 em Reator | {Continua)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xn pH Xilose (g/L) Composigao PHA Mol% PHA PHA  Ymaxs
TEMPO __ glL (g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB JHHx 3JHO 3HD 3HDd __ 3HDdAS _ (%MSC) (g/L)
5,56 5,19 6,41 18,77 9.67 6,10 10,13 0,00 0,00 12,90 13,86 63,11 6,67 0,37 ND
23 577 5,65 641 16,12 9,60 6,52 25,19 0,00 0,00 31,52 18,85 24,44 215 012 ND
Media 5,67 5,42 6,41 15,95 9,64 6,31 17,66 0,00 0,00 22,21 16,36 43,78 4,41 0,25 -
Desvio 0,15 0,32 0,00 0,25 0,05 0,29 10,65 0,00 0,00 13,17 3,53 27,34 3,20 0,17 -
512 4,72 6,39 9.67 8,29 1,38 9,29 0,00 0,00 26,82 48 47 15,43 7,79 0,40 ND
24 5,07 494 6,39 9,60 8,25 1,35 19,57 0,00 0,00 47 .23 24 85 8,35 2,63 0,13 MND
Media 5,10 4,83 6,39 9,64 8,27 1,37 14,43 0,00 0,00 37,03 36,66 11,89 521 0,27 -
Desvio 0,04 0,15 0,00 0,05 0,03 0,02 T.27 0,00 0,00 14,43 16,70 501 3,65 0,19 -
6,13 5,55 6,38 8.29 5,53 2,76 0,00 3,85 0,00 42,01 11,85 42,19 9,51 0,58 ND
26 6,24 5,95 6,38 8,25 5.46 2,79 10,87 543 552 52,68 17,61 7.89 463 0,29 ND
Média 6,19 575 6,38 8,27 5,49 2,78 5,44 4,64 276 47,35 14,78 25,04 7,07 0,44 -
Desvio 0,08 0,29 0,00 0,03 0,05 0,02 7,69 1,12 3,90 7,54 4,00 24,25 3,45 0,21 -
5,52 5,22 8.5 18,29 14,22 407 6,23 508 6,13 58,89 12,75 10,92 543 0,30 ND
28 5,62 5.31 6,5 18,26 14,24 4,01 6,19 4,91 6,08 60,44 14,33 8,05 549 0,31 ND
Media 5,57 5,27 6,50 18,27 14,23 4,04 6,21 5,00 6,11 59,67 13,54 9,49 5,46 0,30 -
Desvio 0,07 0,06 0,00 0,02 0,01 0,04 0,03 0,12 0,04 1,10 1,12 2,03 0,04 0,01 -
6,28 5.90 589 14 22 12,67 1,56 470 3,44 5,50 57,07 19,18 10,11 6,06 0,38 ND
30 577 542 549 14,24 12,32 1.92 0,00 4 63 6,42 61,33 17.75 9,87 6,04 0,35 ND
Media 6,03 5,66 5,80 14,23 12,50 1,74 2,35 4,04 5,86 59,20 18,47 9,99 6,05 0,36 -
Desvio 0,36 0,34 0,00 0,01 0,24 0,26 3,32 0,84 0,65 3,01 1,01 0,17 0,01 0,02 -
5,96 5,49 6,52 12,67 11,39 1,28 5,97 0,00 6,25 60,20 16,72 10,86 7,83 0,47 MND
32 5,87 547 6,52 12,32 11,34 0,98 6,06 0,00 6,68 61,68 15,82 9,76 6,85 0,40 ND
Media 5,92 5,48 6,52 12,50 11,37 1,13 6,02 0,00 6,47 60,94 16,27 10,31 7,34 0,43 -
Desvio 0,06 0,02 0,00 0,24 0,03 0,21 0,06 0,00 0,30 1,05 0,64 0,78 0,69 0,05 -
4,84 4,39 6,54 16,43 13,25 317 3,26 1,55 8,33 63,83 13,31 9,72 9,39 0,45 MND
42 4,94 449 6,54 16,36 13,33 3,03 3,30 3,71 803 62,36 13,30 9,30 9,14 0,45 ND
Media 4,89 4,44 6,54 16,39 13,29 3,10 3,28 2,63 8,18 63,10 13,31 9,51 9,26 0,45 -
Desvio 0,07 0,07 0,00 0,05 0,06 0,11 0,03 1,53 0,22 1,04 0,00 0,30 0,18 0,00 -
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APENDICE A - Produc3o polihidroxialcanoatos do isolado SCU 164 a partir de Xilose (15 g/L) e 1.0 g/l de (NH4)2304 em Reator | {Conclusan)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xa pH Xilose (g/L) Composigao PHA Mol% PHA PHA Ymas
TEMPO gL (g/L) INICIAL  FINAL CONS. 3JHB 3HHx 3JHO 3HD 3HDd __ 3HDdAS _ (%MSC) (g/L)
4,89 443 6,56 13,25 12,40 0,85 0,46 1,61 9,21 62,58 14,98 11,15 941 0,46 ND
44 5,02 4,56 6,56 13,33 12,34 0,99 3,07 1,48 835 62,51 13,85 10,74 9,25 0,46 ND
Média 4.96 4.49 6,56 13,29 12,37 0,92 1,77 1,55 8,78 62,55 14,42 10,95 9,33 0,46 -
Desvio 0,09 0,09 0,00 0,06 0,04 0,10 1,85 0,09 0,61 0,05 0,80 0,29 0,11 0,00 -
3,80 3,80 6,6 12,40 12,25 0,15 2,95 3,25 844 59,09 15,31 10,95 10,78 0,00 ND
46 4,18 4,18 6,6 12,34 12,23 0,11 3,15 3,48 8,85 60,07 13,87 10,58 10,06 0,00 ND
Media 3,99 3,99 6,60 12,37 12,24 0,13 3,05 3,37 3,64 59,58 14,59 10,77 10,42 0,00 -
Desvio 0,27 0,27 0,00 0,04 0,01 0,03 0,15 0,16 0,29 0,69 1,02 0,27 0,51 0,00 -
4,74 4,24 6,65 12,42 12,40 0,02 2,78 3,23 8,83 58,94 13,45 11,67 10,58 0,50 ND
48,5 4,76 4,29 6,65 12,38 12,34 0,04 0,33 342 941 63,18 12,57 11,08 9,93 0,47 ND
Media 4,75 4,26 6,65 12,40 12,37 0,03 1,55 3,33 917 61,56 13,01 11,38 10,25 0,49 -
Desvio 0,01 0,03 0,00 0,03 0,04 0,01 1,73 0,13 0,34 2,29 0,62 0,42 0,46 0,02 -
4,55 4,08 6,67 12,40 10,97 1,43 2,69 2,55 914 60,41 14,24 10,98 10,43 0,47 ND
50 4,20 3.78 6,67 12,34 10,96 1.38 272 3,43 9,01 60,19 14,21 10,44 10,08 0,42 ND
Média 4,38 3,93 6,67 12,37 10,97 1,40 2,71 2,99 9,08 60,30 14,22 10,71 10,26 0,45 -
Desvio 0,25 0,21 0,00 0,04 0,01 0,03 0,03 0,62 0,10 0,15 0,02 0,38 0,24 0,04 -
5,79 5,19 6,69 10,97 6,62 4,35 2,40 3,29 11,26 58,36 13,43 11,25 10,33 0,60 ND
68,5 4 87 4.40 6,69 10,96 6,55 4.41 270 3,80 11.03 5757 13,98 10,92 9,56 0,47 ND
Média 5,33 4,80 6,69 10,97 6,59 4,38 2,55 3,55 11,15 57,97 13,70 11,09 9,94 0,53 -
Desvio 0,65 0,56 0,00 0,01 0,05 0,04 0,21 0,36 0,16 0,56 0,39 0,23 0,55 0,09 -
4.71 418 6,72 6,62 497 1,65 2,58 3,69 11,52 57 44 13,87 10,90 10,96 0,52 MND
71,5 4,75 4,24 6,72 6,55 4,95 1.60 0,40 3,83 11,20 58,31 15,02 11,24 10,80 0,51 ND
Media 4,73 4,22 6,72 6,59 4,96 1,63 1,49 3,76 11,36 57,88 14,45 11,07 10,88 0,51 -
Desvio 0,03 0,03 0,00 0,05 0,02 0,03 1,54 0,10 0,23 0,61 0,81 0,24 0,11 0,00 -

M3C — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato.,

IHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - Xr - Concentragio celular residual - XPHA - Porcdo celular correspondente a polihidroxialcanoatos: pH do maio minaral mais fonte de

carbono apos T2h. %MSC - percentual da massa seca celular. Yhax% - Percentual da eficiéncia maxima tedrica. ND - Nao determinado.
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APENDICE A - Produgao polihidroxialcanoatos do isalado SCU 164 a partir de Xilose (15 g/L) e 1,0 g/L de (NH4)2S04 em Reatar || {Continua)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xp pH Xilose (g/L) Composigao PHA Mol% PHA PHA  Ymaxx
TEMPO  (g/L) (g/L) INICIAL  FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)

0,28 028 695 1277 12,66 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND

1] 0,24 024 709 1277 12,64 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
Média 0,26 026 702 1265 0,12 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Desvio 0,03 0,03 0,10 0,02 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -

0,34 0,34 6,94 12,66 12,27 0,39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND

2 0,33 0,33 7 12,64 12,36 0,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
Média 0,34 034 697 1265 12,32 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Desvio 0,01 0,01 0,04 0,02 0,07 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -

0,45 045 6,96 12,27 11,57 0,70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND

4 0,54 054 699 1227 11,25 1,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND
Meédia 0,50 050 698 1227 11,41 0,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Desvio 0,06 0,06 0,02 0,00 0,23 0,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -

0,85 085 694 1157 10,53 1,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ND

6 0,83 083 69 1125 10,72 0,53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 ND
Média 0,84 084 695 11,41 10,63 0,78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Desvio 0,01 0,01 0,01 0,23 0,14 0,36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -

1,06 104 695 1053 9,52 1,01 13,58 17,13 248 0,00 0,00 62,97 1,43 0,02 ND

8 1,20 1,18 6,94 10,72 8,52 1,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 77,73 1,37 002 ND
Média 1,13 1.1 6,95 10,63 9,52 1.1 6,79 8,57 1,24 0,00 0,00 70,35 1.40 0,02 -
Desvio 0,10 0,10 0,01 0,14 0,00 0,14 9,61 12,11 1,75 0,00 0,00 10,44 0,04 0,00 -

1.24 123 6,94 9,52 7,59 1,93 0,00 0,00 517 0,00 24,66 7017 0,77 0,01 ND

10 1,30 1,27 6.9 9,52 7,59 1,93 12,15 413 0,00 16,60 3,69 63,44 2,68 0,03 ND
Media 1,27 1,25 6,92 9,52 7,59 1,93 6,08 2,07 2,59 8,30 14,18 66,81 1,73 0,02 -
Desvio 0,04 0,02 0,03 0,00 0,00 0,00 8,59 2,92 3,66 11,74 14,83 4,76 1,34 0,02 -
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APENDICE A - Produco polihidroxialcanoatos do isolado SCU 164 a partir de Xilose (15 g/L) e 1,0 g/L de (NH4)2S04 em Reator || (Continua)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xg pH Xilose (g/L) Composigio PHA Mol% PHA PHA  Ymax
TEMPO  (g/L) (g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx JHO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)
2,25 2,19 6,94 7.58 o.B7 1.72 12,32 9,61 1,39 16,24 9.99 50,46 2,83 0,06 ND
13 2,10 203 683 7.59 587 1,72 11,23 2,71 1,12 14,58 15,27 55,09 3,41 0,07 ND
Média 218 211 6,89 7.59 5,87 1,72 11,78 6,16 1.25 15,41 12,63 52,77 312 0,07 -
Desvio 0,11 011 0,08 0,00 0,00 0,00 0,77 4,88 0,19 1,17 3,74 3,27 0,41 0,01 -
3,38 3,35 683 5,87 4,93 0,94 8,11 23,02 3,28 4982 777 8,01 0,82 0,03 ND
16 3,32 3,20 6,92 5,87 4,493 0,94 740 1,80 1,33 13,31 5,93 70,23 3,48 012 ND
Média 3,35 3,28 6,93 5,87 4,93 0,94 7,76 12,41 2,31 31,56 6,85 39,12 2,15 0,07 -
Desvio 0,04 0,10 0,01 0,00 0,00 0,00 0,50 15,00 1,38 25,82 1,30 43,99 1,88 0,06 -
4,73 455 693 14,04 12,80 1,24 11,18 2,86 0,00 11,47 4,79 69,69 3,90 0,18 ND
19 4,90 473 684 14,04 12,80 1,24 9,06 4,43 0,84 15,07 15,85 54,75 3,55 0,17 ND
Media 4,82 4,64 6,89 14,04 12,80 1,24 10,12 3,65 0,42 13,27 10,32 62,22 3,72 0,18 -
Desvio 0,12 013 0,06 0,00 0,00 0,00 1,50 1,11 0,60 2,54 7,82 10,57 0,25 0,01 -
581 561 692 12,80 8,94 3,86 5,86 1,486 0,79 39,63 3r.0s 12,20 3,43 0,20 ND
22 5,29 512 6,74 12,80 8,94 3,86 1,39 2,09 5,19 38,48 41,48 11,37 3,21 017 ND
Média 5,55 537 683 12,80 8,94 3,86 513 1,78 2,99 39,06 39,26 11,79 3,32 0,18 -
Desvio 0,37 0,35 0,13 0,00 0,00 0,00 5,28 0,45 3,11 0,81 3,13 0,59 0,15 0,02 -
571 541 694 8,94 6,79 2,15 3,29 4,41 3,53 49,00 2590 13,86 523 0,30 ND
24 6,95 637 678 8,94 6,79 215 4,83 2,26 549 55,65 19,20 12.57 8,37 0,58 ND
Média 6,33 589 6,86 8,94 6,79 2,15 4,06 3,34 4,51 52,33 2255 13,22 6,80 0,44 -
Desvio 0,88 068 011 0,00 0,00 0,00 1,08 1,52 1,38 4,71 4,74 0,91 2,22 0,20 -
6,149 5,71 6,93 6,79 5,69 1,10 4,48 1,09 510 58,38 17,82 12,13 773 0,48 ND
2Th1s 6,40 6,08 67 6,79 5,69 1,10 7,66 3,51 3,89 51,92 2211 10,90 507 0,32 ND
Média 6,30 589 6,82 6,79 5,69 1,10 6,07 2,30 4,49 55,65 19,97 11,52 6,40 0,40 -
Desvio 0,15 0,26 0,16 0,00 0,00 0,00 2,25 1,71 0,86 5,27 3,03 0,86 1,87 0,11 -
5,76 518 695 5,69 1,17 452 3,89 0,77 549 60,85 16,79 12,20 10,04 0,58 ND
30h15 6,46 584 &M 5,69 1,17 4,52 3,65 2,20 5,96 59,58 16,29 12,32 9,61 0,62 ND
Média 6,11 551 6,83 5,69 1,17 4,52 3,77 1,49 573 60,21 16,54 12,26 9,82 0,60 -
Desvio 0,49 046 017 0,00 0,00 0,00 017 1,01 0,33 0,90 0,35 0,08 0,30 0,03 -
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APENDICE A - Producio polihidroxialcanoatos do isolado SCU 164 a partir de Xilose (15 g/L) e 1,0 g/L de (NH4)2S04 em Reator || (Conclusao)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xg pH Xilose (g/L) Composigaoc PHA Mol% PHA PHA  Ymaex
TEMPO (g/L) (g/L) INICIAL  FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)
6,13 537 697 12,80 10,06 2,74 1,68 1,03 7,66 63,01 14,22 12,39 1246 076 ND

43h45 591 516 681 12,80 10,08 2,74 2,82 1,88 6,97 61,62 14,45 12,25 1266 075 ND
Média 6,02 526 689 12,80 10,06 2,74 2,25 1,46 7,32 62,32 14,33 12,32 12,56 0,76 -
Desvio 0,16 014 0,11 0,00 0,00 0,00 0.81 0,60 0,49 0,99 017 0,10 0,14 0,01 -

585 504 6593 10,08 8,37 0,69 2,21 1,98 7,92 60,51 15,20 12,19 13,87 0,81 ND

50 583 514 681 10,06 8,37 0,60 0,00 317 8,09 67,46 10,39 10,88 11,88 089 WD
Média 584 509 687 10,06 9,37 0,69 1,10 2,58 8,01 63,98 12,80 11,54 12,88 0,75 -

Desvio 0,01 0,07 0,08 0,00 0,00 0,00 1,56 0,85 0,12 4,91 3,39 0,93 1,39 0,08 -
5,55 468 6,95 9,37 8,26 1,11 2.31 1,90 8,04 60,68 14,33 12,74 1542 086 ND
53 5,67 500 674 9,37 8,39 0,98 2,70 2,0 841 61,10 13,38 12,40 11,75 087 ND
Media 5,61 485 6,85 9,37 8,32 1,05 2,51 1,96 8,22 60,89 13,86 12,57 13,59 0,76 -
Desvio 0,08 0,22 0,15 0,00 0,09 0,09 0,28 0,07 0,26 0,30 0,67 0,24 2,59 0,13 -
3,90 340 694 8,26 6,80 1,46 3,79 1,95 10,04 5497 14,59 14,66 12,80 0,50 ND
68 4,90 427 6,66 8,39 6.68 1.71 212 2,99 1017 54,26 14,41 16,05 12,84 063 ND
Média 4,40 3,84 6,80 8,32 6,74 1,58 2,96 2,47 10,11 54,62 14,50 15,36 12,82 0,56 -
Desvio 0,71 0,62 0,20 0,09 0,08 0,18 1,18 0,74 0,09 0,50 0,13 0,98 0,03 0,09 -

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HD — 3-hidroxioctanoalo - 3HD — 3-hidroxidecancato - 3HDd — 3-hidroxidedecancato.
JHDAAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - Xr - Concentragio celular residual - XPHA - Porgao celular comespondente a polihidroxialcanoatos: pH do meio mineral mais fonte de
carbono apds 72h, %BMSC - percentual da massa seca celular, YMax% - Percentual da eficiéncia maxima tedrica, ND - Nao determinada,



APENDICE A - Clones obtidos do isolada SCU 164 a partir de Xilose (15 g/L) e 1,0 de (NH4):S04 apés insercio dos genes xylAB

(Continua)
MSC Xn pH Xilose (g/L) Composigao PHA Mol% PHA PHA ¥ aanse
ISOLADO (g/L) (g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd 3HDdAS (%MSC) (g/L)
3,01 271 B,37 20,20 4,93 1527 327 221 9,69 71,74 0,86 12,22 10,14 0,31 MO
SCU 164 WILD 343 313 472 2020 5,29 1492 337 176 8,55 84,71 0,11 1,50 8,57 0,29 ND
293 267 482 20,20 4,05 16,15 3,25 2,36 1.21 78,87 0,98 13,33 5,82 0.26 ND
Média 312 284 530 20,20 476 1545 3,30 2,11 6,49 78,44 0,65 9,02 9,18 0,29 -
Desvio 0,26 026 093 0,00 0,64 064 006 0,31 4,60 6,49 0,47 6,53 0,85 0,02 -
270 249 488 16,27 6,27 10,00 4,24 1,96 5,82 50,50 2037 1712 7.74 0,21 ND
SCU 164 xylAB A 3,08 285 487 1627 7.56 8Tt 458 2,00 5,33 4984 1930 1894 7.4 0,23 ND
308 288 48 16,27 7.56 871 378 240 5,87 o148 2202 1445 6,49 0,20 ND
Média 295 274 4,84 16,27 7,13 9,14 4,20 212 5,68 50,61 20,56 16,84 7,21 0,21 -
Desvio 022 022 004 0,00 0,74 0,74 040 0,24 0,30 0,83 1,37 2,26 0,65 0,01 -
297 279 480 16,27 7.62 8,65 000 0,00 5,27 56,92 2372 14,09 6,14 0,18 MD
3,08 291 478 16,27 7.62 865 000 4,90 7,23 5196 2433 11,57 5,37 017 ND
SCU 164 xylAB B
290 2862 474 16,27 7.25 a0 oo 228 5,99 57,02 20,81 14,30 7.26 0.21 MND
Média 299 280 477 16,27 7.50 877 000 239 6,03 5530 2285 13,32 6,26 0,19 -
Desvio 009 011 003 0,00 0,21 0,21 0,00 245 1,05 2,89 1,88 1,52 0,95 0,02 -
400 377 483 1627 7.06 921 000 340 6,91 59,57 3,85 26,28 5,62 0,22 ND
SCuU1edxylABC 233 220 4,70 1627 7.56 870 635 0,00 6,02 53,23 2253 11,88 5,85 0,14 ND
286 285 468 1627 7.20 07 475 1.5 5,58 52,88 2177 1351 7.26 0,21 ND
Media 306 287 474 16,27 7,27 899 370 1,64 6,17 55,23 16,05 17,22 6,24 0,19 -
Desvio 085 081 008 0,00 0,26 0,26 330 1,70 0,68 3,77 10,57 7,89 0,89 0,05 -
297 276 480 16,27 6,87 940 3,63 2,00 7.97 51,82 20,55 14,03 7.13 0,21 NMD
SCU1e4 xylABD 3.21 3,03 483 1827 7.48 879 535 0,00 5,08 54,00 22893 1284 5,85 0,18 ND
3,21 299 486 16,27 6,94 933 373 2,08 6,58 53.61 20,56 13,43 6,97 0,22 ND
Meédia 313 293 483 16,27 7.09 917 424 1,36 6,54 53,14 21,35 13,37 6,58 0,21 -
Desvio 014 015 003 0,00 0,33 033 097 1,18 1,45 1,16 1,37 0,70 0,81 0,02 -

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx - 3-hidroxihexanoato - 3HO - 3-hidroxioctanoato - 3HD - 3-hidroxidecanoato - 3HDd - 3-hidroxidodecanoato,
JHDJAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - Xr - Concentraco celular residual - XPHA - Porgao celular correspondente a polihidroxialcanoatos- pH do meio mineral mais fonte de
carbono apds 72h, %MSC - percentual da massa seca celular, YMax% - Percentual da eficiéncia maxima tedrica, ND - Nao determinadao,
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APENDICE A - Clones obtidos do isolado SCU 164 a partir de Xilose (15 g/L) e 1,0 de (NH4):504 apds insercio dos genes xXylAB

123

{Conclusaa)
Polihidroxialcanoatos
MSC Xg pH Xilose (g/L) Composigao PHA Mol% PHA PHA ¥ Max%
ISOLADO (glt) (g/L) INICIAL FINAL CONS. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDd _3HDdAS (%MSC) (g/L)

302 283 485 1627 7.48 879 000 0,00 5,85 56,28 23,20 1467 6,31 0,19 ND
SCU1B4 xylABE 288 270 474 16,27 8,10 816 370 1,86 5,95 5420 2118 1301 6,34 0,18 ND
294 272 488 16,27 7.74 853 523 000 6,85 5312 2113 1367 7.24 0,21 ND

Média 295 275 476 16,27 7,77 B49 298 0,62 6,22 5453 21,84 13,78 6,63 0,20 -

Desvio 0,07 007 009 0,00 0,31 0,31 2,69 1,07 0,55 1,61 1,18 0,84 0,53 0,02 -

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd - 3-hidroxidodecanoato,
3HOJAS - 3-hidroxi-S-dodecencato - Xr - Concentracac celular residual - XPHA - Porgao celular correspondente a polihidroxialcanoatos: pH do meio mineral mais fonte de
carbono apds 72h, %MSC - percentual da massa seca celular, YMax% - Percentual da eficiéncia maxima tedrica. MD - Mao determinada,



APENDICE B

124

Mudltiplo alinhamento de sequencias do rDNA 16S utilizando primer 27F dos isolados SCU

99, 101 e 164.

SCU99-27
SCU101-27
SCUl64-27

SCU99-27
SCU101-27
SCUl64-27

SCU99-27
SCU101-27
SCUl64-27

SCU99-27
SCU101-27
SCU1l64-27

SCU99-27
SCU101-27
SCU1l64-27

SCU99-27
SCU101-27
SCU164-27

SCU99-27
SCU101-27
SCUl64-27

SCU99-27
SCU101-27
SCUl64-27

SCU99-27
SCU101-27
SCUl64-27

SCU99-27
SCU101-27
SCUl64-27

SCU99-27
SCU101-27
SCUl64-27

TTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGC
TTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGC
TTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGC

Kk kA hkhk Ak hh kA rhhkhhkhhkhkrhhkhhkhhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrrkhkhhhkhkhkkxrxkkxk k%

GATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTG
GATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTG
GATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTG

Ak Ak hkhkhk Ak kA hhkhk kA hhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrrkhhhrkkxxk*k

TACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCA
TACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCA
TACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCA

Ak Ak hkhk kA hkhk Ak hkhk kA hhkhkhkhhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrArkhhkhrkkxxk*

TCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCT
TCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCT
TCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCT

Ak Ak hkhk kA hk kA hhkh kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhkhkhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhrrkhhhkrkkxxk%

GGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA

Ak Ak hkhkhk Ak kA hhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhhkhkhkhkhhkrhhkhkhkhhrrkhkhhkrxhkxxk%

GCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCTATCTCTAG
GCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCTATCTCTAG
GCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCTATCTCTAG

Ak Ak hkhk kA hk kA hhkh kA hhkhkhkhkhhkhkhkhkhkdkhkhkhkdkkhkhhrhkhkdhhkhhkrrkhkhhkrhkhkrxkhkkkkxx

AAAGTTCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA
AAAGTTCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA
AAAGTTCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA

Ak kA hkkhkhhkhhhkrhkhkhhrhhkhhhkhhkrhkhkhkhhkhkhkhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrkhkhhrxrkhkxhkxhxx

TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTAC
TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTAC
TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTAC

Ak kA hk kA hhkhhhkrhkhkhkhrhhkhkhhkhhkrhhkhkhkhkhkhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhrxrkhkxhkxhxx

TCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGG
TCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGG
TCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGG

hAhk kA hk kA hhkh kA rhkhkhkhkrhhkdkhhkhhkhhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkrhkhkhhkrhhkrhkhkhkhrxhkhkxhkhhxx

CTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGC
CTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGC
CTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGC

Ak kA hk kA hhkh kA rhkhkhhkrhhkrkhhkhhkhhhkhkhhkhkhhkhhkhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhrxrkhkxhhkhhxx

TTTCGCACCTCAGTGTCAGTATGAGCCCAG
TTTCGCACCTCAGTGTCAGTATGAGCCCAG
TTTCGCACCTCAGTGTCAGTATGAGCCCAG
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Maltiplo alinhamento de sequencias do rDNA 16S utilizando primer 1401R dos isolados

SCU 99, 101 e 164.

SCU101-1401
SCU164-1401
SCu99-1401

SCU101-1401
SCU164-1401
SCu99-1401

SCU101-1401
SCU164-1401
SCu99-1401

SCU101-1401
SCU164-1401
SCu99-1401

SCU101-1401
SCU164-1401
SCu99-1401

SCU101-1401
SCU164-1401
SCu99-1401

SCU101-1401
SCUl64-1401
SCu9%9-1401

SCU101-1401
SCUl64-1401
SCu9%9-1401

SCU101-1401
SCU164-1401
SCu9%9-1401

SCU101-1401
SCUl64-1401
SCu9%9-1401

SCU101-1401
SCUl164-1401
SCu9%9-1401

CATGCAGTCGAGCGGATGAGAAGAGCTTGCTCTTCGATTCAGCGGCG
CATGCAGTCGAGCGGATGAGAAGAGCTTGCTCTTCGATTCAGCGGCG
CATGCAGTCGAGCGGATGAGAAGAGCTTGCTCTTCGATTCAGCGGCG

KAk kA kA Ak hkhk kA Ak hkhhrhkhkrAhhkhk kA rkhkrArhhkhkhkrhkkrkhkkhkxxk*x

GACGGGTGAGTAATACCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAAC
GACGGGTGAGTAATACCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAAC
GACGGGTGAGTAATACCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAAC

KAk kA kA Ak kA kA A hkhk Ak hkhk kA hhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkhAhhkhk kA rkkdkhhkhkhkkxxkkk k%

GCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAG
GCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAG
GCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAG

Ahk KAk Ak kA kA Ak hkhh Ak hkhk Ak hhkhkhk Ak hkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkdkrhkhkhkhkrhkxrkhkhkhxx*x

ATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGT
ATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGT
ATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGT

Ahk Ak Ak kA kA hkhkhkhkhhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkrhkhkhhkrhkxrkhkkhkhxx*x

AACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
AACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
AACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG

kA A Ak Ak hh kA hhkhkhhkhhkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhhkhkhr ok xkxkkxkx

GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGT
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGT
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGT

A A Ak Ak hkhhhkhhkhkhhhhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhk kb hkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkrkhkhhkrhkxxkhkkkhxx*x

GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAAT
GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAAT
GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAAT

A A Ak Ak hkhhkhkhhkhkhhhhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhhkhkhkhkhhkdkhkhkhkhkhkhhkrkhkhhkrhkhrxkhkkhkhhxx*x

ACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCG
ACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCG
ACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCG

khkhhkhkhkhkrhhkhhkrhhkhkhhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhkrhkhkhhkrhhkdrhkhkhhrrkhkhkhhkhhrxkkxkxk*x

CGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTG
CGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTG
CGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTG

Ak hkhkhk kA rhhkhhrhhkhkhhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhkrkhkhhkrhhkdrhkhkhhrrhkhkhhkhhrxkkxkxk*x

GTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAACTGGCA
GTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAACTGGCA
GTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAACTGGCA

kA Kk kA kA rhhkhhkrhhkdkhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkdrhkhkhhkrhkhkdhhkhhkrhkhkrkhhkhkhkrrkhkkkkxxx

AGCTAGAGTAGGGCAGAGGTGGTGGAATTTCCTG
AGCTAGAGTAGGGCAGAGGTGGTGGAATTTCCTG
AGCTAGAGTAGGGCAGAGGTGGTGGAATTTCCTG

khkhkhkhk kA rkhhkhhrhhkrhhkhkhrhkhkrhhkhkrxhhkxx*k
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APENDICE C

Resultados obtidos ap0s teste de difusdo em &gar — Antibiograma, realizado nos isolados SCU
99, SCU 101 e SCU 164.




