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RESUMO

Cespedes LG. Controle da composicao do copolimero P3HB-co-3HHXx por inducdo gradativa
da expressdo dos genes phaA e phaB em Pseudomonas sp. LFM461. [Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo; 2016.

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo materiais poliésteres acumulados por
bactérias e possuem propriedades termoplasticas, biodegradaveis, biocompativeis e
podem ser produzidos a partir de matérias-primas renovaveis. Copolimeros de 3-
hidroxibutirato e 3-hidroxihexanoato (P3HB-co-3HHXx) tém atraido interesse, pois
apresentam propriedades semelhantes ao polietiieno de baixa densidade para
fracbes de 3HHx menores que 20 mol%; ja em fracBes maiores de 3HHx o polimero
tende a ser mais elastico assemelhando-se a PHA contendo mondmeros de cadeia
média. Recentemente, foi construida em nosso laboratorio, uma linhagem de
Pseudomonas sp. (LFM461) abrigando genes de biossintese de PHA de Aeromonas
sp., apresentando capacidade de produzir PHA contendo elevada fracdo de 3HHXx
(>20 mol%) a partir de glicose. Neste projeto, criou-se um sistema genético para
regulacdo da composicdo do copolimero P3HB-co-3HHx pela inducdo de genes
responsaveis pela biossintese de precursores 3HB. Utilizando um plasmideo
contendo o gene de proteina fluorescente mRFP1, o promotor lac foi testado como
funcional no hospedeiro LFM461. Assim, foram construidas cinco versbes do
plasmideo de controle de copolimero (pCC), baseados no promotor lac. Em cada
nova modificagdo do pCC, o plasmideo resolveu problemas de estabilidade e
expressdo, tanto na linhagem teste E. coli MG1655 quanto na linhagem alvo
Pseudomonas sp. LFM461. Entretanto, mesmo com a versdao mais aprimorada, o
pCC-5, ndo foi possivel estabelecer um processo no qual houvesse o controle dos
precursores 3HB em Pseudomonas sp. LFM461, e, portanto, controlar a composicao
do copolimero. Através de experimentos de atividade enzimatica e RT-gPCR do
MRNA, foi possivel indicar que o problema esta na impossibilidade do promotor lac
de promover expressdo dos genes de biossintese de 3HB presentes nos pCC.

Palavras-chave: Polihidroxialcanoatos. P3HB-co-3HHXx. Polimeros biodegradaveis.
Pseudomonas. Controle da Composicao.



ABSTRACT

Cespedes LG. Composition control of P3HB-co-3HHXx through gradative expression of phaA
and phaB genes in Pseudomonas sp. LFM461. [Masters thesis (Biotechnology)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2016.

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are polyesters material accumulated by bacteria
which has thermoplastic, biodegradable and biocompatible properties and can be
produced from renewable feedstocks. Copolymers of 3-hydroxybutirate and 3-
hydroxyhexanoate (P3HB-co-3HHx) which contain less than 20mol% of 3HHx have
being investigated for its properties, which are similar to low density polyethylene. If
the 3HHx content is more than 20mol% the PHA material tends to be more elastic
and similar to medium-chain-length PHA (PHAwmcy). Recently, our laboratory has been
investigating a Pseudomonas sp. strain, LFM461, which can produce high 3HHx
content (>20mol%) from glucose when hosting PHA biosynthesis genes from
Aeromonas. In this project, a genetic system was designed for control of P3HB-co-
3HHX composition by induction of 3HB monomers biosynthesis. Using a fluorescent
protein mRFP1 gene under control of a Lac promoter, the promoter functionality was
successful tested in our Pseudomonas sp. LFM461 host. Thus, five versions of a
copolymer control plasmid (pCC) were built based on the Lac promoter. However,
even though improvements were made on stability and expression profile of pCC it
was not possible to establish an assay of successful PHA composition control in
Pseudomonas sp. LFM461. By enzymatic activity and RT-gPCR of cDNA
experiments we have indications of problems in the Lac promoter on driving the
expression of 3HB genes in pCC.

Keywords: Polyhydroxyalkanoates. P3HB-co-3HHx. Biodegradable polymers.
Pseudomonas. Composition control.
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1 INTRODUCAO

Os polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo poliésteres acumulados na forma de
granulos intracelulares por diversas bactérias em condigbes de limitacdo de um
nutriente essencial e excesso de fonte de carbono (1). Os granulos de PHA provém
reserva de fonte de carbono e energia para a célula bacteriana e chegam a
corresponder a até 80% da massa total de células (2). Os PHA apresentam
propriedades termoplésticas, sdo biodegradaveis e biocompativeis, despertando
interesse industrial como alternativa aos plasticos de origem petroquimica, cuja
demanda tende a aumentar (3, 4).

A férmula genérica do mondémero de PHA é exibida na Figura 1, o radical (R%)
define se o mondémero é classificado como de cadeia curta (3HAsc, do inglés short-
chain-length) ou de cadeia média (3HAmcL, do inglés medium-chain-length) (5). O
poli-3-hidroxibutirato (PHB) € formado por monémeros de 3-hidroxibutirato (3HB) e
apresenta propriedades de baixo alongamento a ruptura e, portanto, caracteristicas
de material duro e quebradico (6). Em contraste, os polimeros PHAyc. formados por
mondmeros como 3-hidroxihexanoato (3HHXx), 3-hidroxioctanoato (3HO), 3-
hidroxidecanoato (3HD) e 3-hidroxidodecanoato (3HDD) sédo conhecidos por
apresentarem maior alongamento a ruptura que o PHB e assim formarem materiais

com propriedades elastoméricas (7).

CHs
CHs
R o CH; O 0 0o
H H I H | H |
o OH o OH o OH o OH
n n n n

3-hidroxiacido 3-hidroxibutirato 3-hidroxihexanoato 3-hidroxioctanoato
(3HA) (3HB) (3HHXx) (BHO)

Figura 1 - a) Mon6mero de PHA, onde R! é a cadeia gue define HASCL ou HAMCL. b) Exemplos de
monoémeros de PHA: 3HB - 3-hidroxibutirato; 3HH - 3-hidroxihexanoato e 3HO - 3-hidroctanoato.

A composicdo monomerica do polimero depende de trés fatores: i) dos tipos
de mondmeros que sdo sintetizados pela linhagem hospedeira, ii) da quantidade de
cada tipo de monémero disponivel no citoplasma e iii) da especificidade da enzima
PHA sintase por estes diferentes mondémeros. A fim de modular a composi¢cao do

polimero, varios trabalhos utilizaram a clonagem do gene que codifica a PHA sintase
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(phaC) seguida de sua expressdo em um hospedeiro que a suprisse com
monodmeros diferentes dos encontrados no organismo de origem (8-12).

Tendo em vista uma maior aplicabilidade destes materiais, alguns estudos
tém por objetivo produzir polimeros com novas propriedades (13). Os copolimeros
de 3HAwmcL e 3HAscL produzidos nesses estudos mostraram ser promissores quanto
a novas aplicacbes destes materiais, com destaque ao P3HB-co-3HHX,
naturalmente produzido por bactérias do género Aeromonas quando supridas com
fonte de carbono contendo &cidos graxos (14). Os copolimeros P3HB-co-3HAwcL
com teor de 3HAyc. até 20 mol% demonstram ter propriedades semelhantes ao
polietileno de baixa densidade (6).

Entretanto, para produzir copolimeros de 3HB e 3HAucL em bactérias como
Escherichia coli, Ralstonia eutropha e Burkholderia sp., deve-se fornecer &cidos
graxos como fonte de carbono, devido a incapacidade das vias metabdlicas destas
bactérias em fornecer monémeros 3HAycL a partir de carboidratos. Para superar
essa limitacdo, em nosso laboratoério (15), foi clonado o gene phaC de Ralstonia
eutropha e expresso em um hospedeiro phaC’ (LFM461) derivado da linhagem
Pseudomonas sp. LFM046 (16). O trabalho teve sucesso em produzir P3HB-co-
3HAmcL com cerca de 7 mol% de 3HAyc. utilizando glicose como Unica fonte de
carbono (16). Em seguida, outro trabalho teve sucesso em aumentar ainda mais o
teor de 3HAwcL. Desta vez, a PHA sintase recombinante de Aeromonas sp TSM81
foi usada para produzir o copolimero P3HB-co-3HHx a partir de carboidratos.
Utilizando o plasmideo pBBR1MCS-2::phaPCJ, os resultados mostraram a produc¢ao
de um copolimero contendo 63% de 3HB e 37 mol% de 3HHx (Cespedes et al.,
dados nado publicados) e confirmam dados da literatura que demonstram a
capacidade da PHA sintase de Aeromonas ter especificidade tanto por mondmeros
3HB como 3HHx (11). Além de mondmeros 3HHx, foram também identificados
outros monémeros de 3HAywcL que podem ou nao estar presentes no copolimero.
Um teor de 3HHx maior que 20 mol% néo € interessante do ponto de vista de
propriedades desejaveis para o material pois a partir desta porcentagem o material
passa a ser excessivamente maleavel (6). Desta maneira, controlar o teor deste
mondmero no polimero é de interesse industrial e demonstra um desafio
interessante na modificacdo de vias metabdlicas.

Outra alternativa para modificar a composi¢cdo do copolimero € controlar os

mondmeros supridos a PHA sintase. Os genes phaA (B-cetotiolase) e phaB
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(cetoacetil-CoA redutase) podem ser superexpressos e seus produtos levam a um
aumento da biossintese de monémeros 3HB disponiveis a PHA sintase e, portanto,
a um aumento do teor de 3HB na composicdo do copolimero. Ao aumentar a fracao
molar de 3HB no copolimero, é possivel diminuir o teor de 3HHx no copolimero sem
utilizar duas PHA sintases com especificidades diferentes. Utilizar duas PHA
sintases com especificidades diferentes poderia levar a formacdo de duas cadeias
poliméricas com composicbes diferentes e ndo um Unico copolimero com
composigao constante.

A simples superexpressao dos genes phaA e phaB provavelmente ndo seria a
maneira mais eficiente de controlar a composi¢cdo do polimero pois aumentaria
desnecessariamente o fardo metabdlico (17) e assim ndo seria possivel modular o
teor de 3HB. Uma estratégia mais interessante para o controle da composi¢do do
copolimero é utilizar uma regulacdo da expressdo dos genes phaAB, assim, seria
possivel um controle mais preciso da composi¢cdo, além de ndo aumentar o fardo
metabdlico. Um estudo da expressao do gene prpE — gene que catalisa a formacéo
de propionil-CoA - sob o controle do promotor Piacacuvs (induzido por IPTG) em
Salmonella entérica mostrou-se eficiente no controle do copolimero poli-3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (18). Pela modulacdo da expressao génica,
alcancou-se variacdes de 2 a 25 mol% de 3-hidroxivalerato (3HV) na composi¢ao do
copolimero (18). Em outro trabalho, utilizou-se o controle da expressao do gene
prpE — uma propionil-CoA sintetase - para modular a biossintese de 3HV, a fim de
produzir um copolimero de P3HB-co-3HV em Escherichia coli, atingindo uma faixa
entre 5 e 18% de 3HV na composi¢do molar do PHA (19).

Juntamente com técnicas de modificacdo génica e engenharia metabdlica, é
interessante que se use fontes de carbono alternativas com objetivo de diminuir os
custos de producédo do processo. Biomassa de material lignocelulésico é altamente
disponivel por ser rejeito do setor agricola. Celulose e hemicelulose estdo sendo
cada vez mais utilizados em bioprocessos devido a recentes avangos no pre-
tratamento destas matérias prima (20). A lignina € um polimero complexo de
diferentes compostos aromaticos ligados entre si, sua estrutura pode variar
dependendo do método de extracdo e do material lignocelulosico do qual é retirado
(21). Assim, uma oportunidade de utilizacdo da lignina estd no uso como substrato

ao processo de producao de PHA por microrganismos capazes de consumir 0S
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compostos arométicos presentes, candidatas a este processo sdo as bactérias do

género Pseudomonas (22).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Polihidroxialcanoatos (PHA)

Descoberto entre 1923 e 1929 por Maurice Lemoigne no Instituto Pasteur, o
polihidroxibutirato (PHB) foi o primeiro polimero a ser descrito da familia dos
polihidroxialcanoatos (PHA). Através de estudos de granulos intracelulares de
Bacillus megaterium, Lemoigne descreveu um polimero formado pelo acido 3-
hidroxibutirico (3HB) que era formado quando se hidrolisava um sélido obtido no
processo de fermentacdo de B. megaterium em condi¢des de limitacdo de oxigénio.
O trabalho ndo teve impacto na época de sua publicacdo e, somente no final da
década de 1950, o trabalho foi retomado por Wilkinson e colaboradores na
Universidade de Edimburgo e por Stainer e Doudoroff na Universidade de California,
Berkeley (23).

Como o PHB é o polimero mais comumente produzido por bactérias, outros
mondmeros de PHA ndo foram pesquisados até a década de 1970 e 80, quando
foram descritos os acidos 3-hidroxi-2-butenioco, 3-hidroxivalerato (3HV), 3-
hidroxihexanoato (3HHXx), 3-hidroxiheptanoato (3HHp) e 3-hidroxioctanoato (3HO)
entre outros (6, 24-27). Foi descrito também que bactérias do género Pseudomonas
sdo produtoras de PHA com mondmeros de cadeia média, sendo estes
considerados de 6 a 12 carbonos (28, 29). Desta maneira, a nomenclatura
formalizada para os PHAs se baseou nos organismos produtores de determinado
PHA e nas vias metabdlicas utilizadas para biossintese destes monémeros. Assim,
os PHA forma classificados como: PHAsc. (do inglés, short-chain-length) cujos
mondmeros contém de 3 a 4 atomos de carbono e sédo produzidos por diversos tipos

de bactérias; e os PHAycL produzidos por bactérias do género Pseudomonas (5, 6).

2.2 Genes e metabolismo de PHA

Os PHAs tém funcao de reserva de energia, de carbono e de poder redutor as
bactérias e, portanto, sdo geralmente acumulados quando existe excesso de fonte
de carbono e restricdo de um nutriente essencial ao crescimento e multiplicagao

celular, como por exemplo fosforo, nitrogénio, ferro e oxigénio (30, 31).
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Os primeiros genes da via de biossintese de PHB foram descritos na forma de
operon phaCAB identificados em Ralstonia eutropha. O operon phaCAB codifica,
respectivamente, uma PHA sintase, uma o-cetotiolase e uma acetoacetil-CoA
redutase. O operon € descrito como sendo expresso constitutivamente e a regulagédo
do acumulo é feita em nivel metabdlico através de um aumento dos niveis
intracelulares de acetil-CoA em situacdes de restricdo nutricional (32). Para as
bactérias acumuladoras de PHB, duas moléculas de acetil-CoA s&o transformadas
em acetoacetil-CoA pela acdo da enzima a-cetotiolase e posteriormente em 3HB-
CoA pela acdo da enzima acetoacetil-CoA redutase que utiliza NADPH como
cosubstrato para tal reacdo. Finalmente, a enzima PHA sintase faz a catélise da
reacao de polimerizacdo dos monémeros 3HB disponiveis, nesta reacao € liberada
uma molécula de &gua e outra de CoASH (Figura 2).

Bactérias do género Pseudomonas tem particularidade no acumulo de
PHAwmcL, e para tal, o metabolismo de Pseudomonas deve suprir mondmeros de
cadeia média como o 3HHx, 3HO, 3HD e 3HDd (25, 29, 33). Quando séo fornecidos
carboidratos como substrato, os monémeros 3HAycL provém da via de sintese de
acidos graxos na qual os metabdlitos sdo desviados pela enzima 3-hidroxiacil-
ACP:CoA transferase, codificadas pelo gene phaG, que catalisa a reacdo de
substituicdo da coenzima ACP pela coenzima A (34). JA quando sdo fornecidos
acidos graxos, os monémeros sofrem uma reacado de hidratacdo pela enzima enoil-
CoA hidratase, transcrita pelo gene phal. Da mesma forma que ocorre na formacao
de PHB, os mondémeros de 3HAyc. devem ser ligados a coenzima A para que sejam
polimerizados pela enzima PHA sintase, cuja catalise elimina uma molécula de agua
e uma CoASH a cada incorporacédo de um monémero ao polimero (Figura 2).

Algumas bactérias sao conhecidas por naturalmente acumularem copolimeros
de P3HB-co-3HA, é o caso de bactérias do género Aeromonas quando s&o
fornecidos acidos graxos. Neste caso, 0 metabolismo bacteriano é capaz de produzir
mondémeros 3HB utilizando através da via de degradacdo de &cidos graxos

utilizando o gene phaJ formando assim o copolimero P3HB-co-3HHXx (12, 35).
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Figura 2 - Esquema representativo do metabolismo de acimulo de PHB/PHAyc. a partir de

carboidratos e acidos graxos (adaptado) (18).

2.3 Enzimas PHA sintase

As enzimas PHA sintase sdo chave no processo de acumulo de PHA e sua

especificidade pelos 3HA determinam a composicéo

do polimero acumulado.

Existem 4 classes de PHA sintase baseadas na sequéncia dos genes e

especificidade de substratos (5, 36, 37) (Tabelal).

Tabela 1 - Classificacdo das PHA sintases (36).

Classe Subunidades Espécies Substratos
3HASCL'COA
_ 4HAsc -CoA
PhaC Ralstonia eutropha
5HAsc -CoA
. 3HAMC|_‘COA
Il PhaC Pseudomonas aeruginosa
3HAsc -CoA
_ _ 3HAc-CoA (C6-C8)
" PhaC + PhaE Allochromatium vinosum
4HA-CoA, 5HA-CoA
v PhaC + PhaR Bacillus megaterium 3HAgsc -CoA
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Apesar de serem proximas a PHA sintases de classe | a PHA sintase de
Aeromonas € uma excecdo a classificacdo de Rehm (36). Essa PHA sintase tem
capacidade de polimerizar monémeros de 3HHx em um polimero de PHASCL

guando sao fornecidos acidos graxos como fonte de carbono (38).

2.4  PHAs como termopléasticos, suas propriedades e copolimeros

Como os PHAs sao poliésteres de origem biolégica eles apresentam
propriedades termoplasticas aliadas a biodegradabilidade, biocompatibilidade e
podem ser produzidos a partir de matérias primas renovaveis (3, 39, 40). Em 1982,
foi feita a primeira tentativa de comercializacdo de um PHA, o P3HB-co-3HV, um
copolimero randémico de mondémeros 3HB e 3HV. Neste processo de producéo de
PHA foi utilizada a bactéria Ralstonia eutropha, uma produtora natural do
homopolimero PHB. Porém, quando esta é cultivada com &acido propibnico e glicose,
as vias metabdlicas de Ralstonia eutropha levam também a producdo de
mondmeros 3HV que sao incorporados ao polimero acumulado. Esse processo de
producdo de copolimero levou a uma melhora nas propriedades do material,
facilitando o seu processamento pds bioprocesso e tornando o material mais atrativo
ao mercado (1, 23, 41).

Desde entdo diversos copolimeros tém sido produzidos e caracterizados com
objetivo de melhorar as propriedades dos PHAs como material termoplastico. As
caracteristicas quimicas, fisicas dos materiais como alongamento para ruptura,
resisténcia a tracao, temperatura de fusdo, temperatura de transi¢éo vitrea, grau de
cristalinidade e modulo de Young variam de acordo com sua massa molar e
composicdo monomeérica (1, 6, 41). A Tabela 2 esquematiza diversos polimeros

produzidos até entéo.
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Tabela 2 - Propriedades de polimeros comparados entre suas propriedades.

Polimero Composicéo do M.Y. R.T. A.R (%) Temp.de Tg
copolimero (GPa) (Mpa) fusdo (°C) (°C)
P(3HB) 3.5-4 40 3-8 173-180 5-9
P(4HB) 149 104 1000 53 -50
P3HB-co- (3 mol% 3HV) 29 38 n.a 170 n.a
3HV
(9 mol% 3HV) 1.9 37 n.a 162 n.a
(14 mol% 3HV) 15 35 n.a 150 n.a
(20 mol% HV) 1.2 32 n.a 145 -1
(25 mol% 3HV) 0.7 30 n.a 137 n.a
P3HB-co- (3 mol% 4HB) n.a. 28 45 166 n.a.
4HB
(10 mol% 4HB) n.a. 24 242 159 n.a.
(16 mol% 4HB) n.a. 26 444 130 -7
(64 mol% 4HB) n.a. 17 591 50 -35
(90 mol% 4HB) n.a. 65 1080 50 -42
P3HHx-co- n.a 10 300 61 n.a
3HO
P3HB-co- (6 mol% 3HA) 0.2 17 680 133 -8
3HA
P3HB-co- (67 mol% HP) n.a n.a n.a 44 -19
HP
P(3HB-co- n.a 20 850 52 -4
3HHXx
PEAD 0.4-1.0 17.9-33.1 12-700 112-132 -80
PE-LD 0.05-0.1 15.2-78.6 150-600 88-130 -36
PS 3.0-3.1 50 3-4 80-110 21
Nylon-6.6 2.8 83 60 265 50
PET 2.2 56 7300 262 3400

M.Y.: Modulo de Young, R.T.: Resisténcia a tragdo, A.R.: alongamento para ruptura, 3HB: &cido 3-
hidroxibutirato, 3HA: &cido 3-hidroxialcanoato, 3HV: &cido 3-hidroxivalerato, 3HHx: &cido 3-
hidroxihexanoatto, 3HP: &cido 3-hidroxipropionico, 3HO: &cido 3-hidroxioctanoato, 4HB: acido 4-
hidroxibutirato, PEAD: polietileno de alta densidade, PE-LD: polietiieno de baixa densidade, PS:
poliestireno, PET: polietileno tereftalato. Adaptado de Anjum (41).
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2.5 PHAs como materiais de interesse comercial

Devido a suas propriedades termoplésticas agregadas a biodegradabilidade,
biocompatibilidade e possibilidade de producdo utilizando matérias primas
renovaveis, os PHAs despertam interesse comercial, sendo competidores diretos de
plasticos de origem petroquimica. As resinas de PHA tém a vantagem de poderem
ser utilizadas nos moldes convencionais de injecdo de plasticos de origem
petroquimica e, portanto, uma mudanca de infraestrutura do processamento de
resinas nao € necessaria (3, 42, 43).

Mesmo com todas as vantagens citadas, a principal barreira para a expansao
da comercializacdo dos PHAs é o custo da resina. Dependendo do processo
utilizado na producao, o custo da resina de PHA pode variar de $4-$16 dolares por
quilograma enquanto que para ser comercialmente competitiva a resina deve ter
custo entre $3-$5 dodlares por quilograma (43, 44). Atualmente, os PHAs
representam apenas 2% da demanda dos “bioplasticos”, competindo com o acido
polilatico (40%), os polimeros blenda com amido (40%), poliésteres produzido a
partir de etanol (9%) e outras blendas (9%) (Figura 2)(43).

Poliester
9%

Blenda de amido
40% Outros (blendas)

9%

PHA

B 2y

PLA
40%

Figura 3 - Porcentagens da demanda mundial por bioplasticos (43).

Apesar das desvantagens competitivas, algumas tentativas de
comercializacdo de PHA foram feitas tanto com o homopolimero PHB quanto com o0s
copolimeros P3HB-co-3HV e P3HB-co-3HHx (Tabela 3). Uma das empresas que

trabalham para viabilizar a comercializacdo de PHA é a PHB Industrial S/A uma



24

empresa proprietaria da marca BIOCYCLE®, que possui uma planta piloto para a
producdo de P3HB-co-3HV. Entretanto, ha cerca de 15 anos em operacao, a

empresa ainda ndo conseguiu evoluir para producéo industrial (45).

Tabela 3 - Propriedades comparadas de polimeros PHA em comercializacao.

P(3HB) Biomer P(3HB) Biomer  P(3HB-co-3HV) P(3HB-co-3HHXx)

P240 P226 Biopol Nodax,Kaneka

Propriedades fisicas

Densidade (g/cm3) 1.17 1.25 1.23-1.26 1.07-1.25

Transparéncia (%) 0.7 P6 branco, filme
translucido

Propriedades

mecanicas

Resisténcia a tragdo  18-20 24-27 10-20

(MPa)

Elongacéo para 10-17 6-9 10-25

ruptura (%)

Resistencia flexural 1000-1200 1700-2000 40 Muitas ordens de

(MPa) magnitude

3HB: acido 3-hidroxibutirato, 3HA: acido 3-hidroxialcanoato, 3HV: acido 3-hidroxivalerato,
3HHXx: acido 3-hidroxihexanoatto. Fonte: Anjum (41)

O substrato oferecido a bactéria pode influenciar de 30-50% no custo de
produto final, assim, muitos estudos foram realizados no sentido de testar diversas
fontes de carbono a fim de diminuir o custo de producdo dos PHAs, entre elas:
melaco de cana-de-acUcar, xilose, bagaco hidrolisado de cana, lignina, melaco de
soja, glicerol, amido, sacarose, triglicérides, 6leo de soja, gas de sintese, gas natural
entre muitos outros (39, 41, 46-50).

2.6 Controle de composicéo de PHA

Existem basicamente trés fatores importantes para a obtencédo de diferentes
composi¢cdes de PHA: substratos oferecidos no processo, vias metabolicas
bacterianas para biossintese de monémeros e a PHA sintase do hospedeiro.
Qualguer manipulacao de um dos fatores com objetivo de alcangar uma composigao
especifica de PHA deve levar em conta custos de um eventual processo industrial,
entretanto, a experimentacao é fundamental no sentido de alcancar uma otimizacao

global do processo.
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A maioria dos estudos de modificacdo de composicdo séo realizados pela
alteracdo dos substratos oferecidos a bactéria, essa € a maneira mais simples, pois
nao envolve trabalhos de biologia molecular nem de obtencdo de mutantes. Essa
estratégia pode também diminuir os custos de producdo dependendo do substrato
oferecido (20, 31, 39). Estudos de obtencdo de P3HB-co-3HV e P3HB-co-3HHX
utilizaram respectivamente o 4cido propibnico e acido hexanodico como cosubstrato
para Ralstonia eutropha entre outras bactérias, assim, dependendo da concentracéo
de &cido propidnico, varia-se a concentracdo de 3HV no copolimero (51, 52).
Entretanto, os acidos orgénicos de cadeia curta sao geralmente tdxicos, nao
podendo ser oferecidos em altas concentracdes. Além disso, no caso de R. eutropha
e outras bactérias, a PHA sintase selvagem ndo é capaz de incorporar grandes
fracGes de 3HV no copolimero (53-55).

As alteracbes de vias metabdlicas para biossintese de determinados
mondmeros foi também uma estratégia bastante explorada para producédo de PHAs.
Utilizaram-se, estratégias de knockout tanto através de métodos classicos de
mutacdo aleatéria como 0s mais modernos por biologia molecular (16, 56, 57). Para
a producdo de copolimeros de P3HB-co-3HAycL, alguns trabalhos utilizaram
Pseudomonas como hospedeiro para abrigar genes de biossintese de monémeros
3HB, uma vez que a PHA sintase de Pseudomonas ja possui a capacidade de
incorporar altas fracdes de mondémeros 3HAsc. (15, 58). Wang (59) e colaboradores
por extensivo trabalho de dele¢cdes génicas chegaram a produzir homopolimeros
contendo monémeros de cadeia média (6 a 14 carbonos na cadeia principal).

Modificagdes da enzima PHA sintase sdo as que produzem alteragcdes mais
drasticas na composicao do PHA, sendo através de mutacdes sitio-dirigidas (60) ou
da clonagem em outro organismo. Para tornar possivel a producdo de PHA em
Escherichia coli, deve ser expressa uma PHA sintase pois esta bactéria ndo é
naturalmente produtora de PHA. Assim, pela clonagem de PHA sintase em E. coli
podem ser produzidos polimeros contendo monémeros de cadeia curta (61-63),
polimeros contendo mondmeros de cadeia média (63-65) ou copolimeros PHAsc, -
co-HAvcL (10, 66, 67).

Em bactérias do género Pseudomonas, as modificagbes de PHA sintase
permitram a producdo de copolimeros de P3HAsc-co-3HAycL utilizando
carboidratos como unica fonte de carbono (15, 58). Em nosso grupo, uma linhagem

mutante de Pseudomonas sp. (LFM461) em sua PHA sintase obtida por Gomez
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(16), incapaz de acumular PHA a partir de carboidratos e de acidos graxos é usada
como modelo para modificacdes e expressdo de PHA sintases heterélogas. Gomes
(15) utilizou LFM461 e inseriu diversas constru¢gbes contendo o gene phaC de
Ralstonia eutropha e concluiu que LFM461 é capaz de acumular P3HAgsc -co-
3HAmcL com 95 mol% de 3HB. Sendo assim, LFM461 é capaz de suprir 3HB a uma
PHA sintase que tenha especificidade por esses mondémeros.

Uma nova maneira de controle de composicdo foi explorada por Aldor e
Keasling (18) e Wong e colaboradores (19), que utilizaram um sistema de controle
do fluxo metabodlico de precursores ao PHA baseado no uso de um promotor
modulavel por IPTG. Desta maneira, o sistema € flexivel a mudangas durante o
cultivo e sem alteracdo de substratos oferecidos a bactéria. O gene controlado nos
dois trabalhos foi prpE de Salmonella enterica que catalisa a reacdo de sintese de
propionil-CoA controlando a fracdo de 3HV no copolimero P3HB-co-3HV. Aldor e
Keasling conseguiram uma faixa de controle da fragdo de 3HV entre 2 e 25 mol%
utilizando S. enterica como hospedeiro, enquanto que Wong e colaboradores

conseguiram uma faixa de 5 e 18 mol% utilizando E. coli.

2.7 Acido 3-hidroxipropionico (3HP) e 3-hidroxibutirico (3HB) como precursores

guimicos de interesse comercial

Outra aplicacdo recentemente estudada relacionada aos PHA € a utilizacao
de seus 3HA como precursores para a inddstria quimica, também chamados de
building blocks (68). O 3HP €& uma molécula de dificil sintese quimica devido a
instabilidade térmica e por isso sua sintese por via biolégica € uma boa alternativa,
em 2004 foi classificado como uma das 12 moléculas mais valorizadas produzidas a
partir de biomassa pelo Departamento de Energia dos EUA. Além disso, pode ser
utilizada para a producédo de diversas moléculas de interesse comercial como &cido
malbnico, 1,3-propanodiol, acido acrilico, propionolactona, 3-hidroximetil-propionato
e diversos polimeros (69). O monémero de 3HB por apresentar isomeria 6tica, (R)-
3HB e (S)-3HB, pode ser utilizado como percursor em moléculas que exigem uma
configuragdo estereoquimica especifica como na industria farmacéutica,
aumentando assim o seu valor agregado (70).

Os monémeros 3HB e 3HP quando ligados a coenzima A estdo confinados ao

espaco citoplasmatico, porém algumas enzimas possuem atividade de remocédo da
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coenzima A e substituicdo por um grupo hidroxila. A transformacdo de 3-
hidroxialcanoil-CoA em 3-hidroxialcanoatos permite que a molécula seja permeéavel

a membrana celular e em seguida excretada da célula para o meio de cultura.

2.8 Enzimas de bhiossintese de acidos 3HB e 3HP

Diversos genes ja foram clonados e expressos a fim de viabilizar o processo
de producdo de 3HP em microrganismos (71). Segundo Adkins (68) apenas duas
vias demonstraram ser promissoras até o momento: i) desidratacado do glicerol a 3-
hidroxipropionaldeido e em seguida oxidacdo a 3HP; ii) reducdo em dois passos
sequenciais de malonil-CoA a 3HP em reacdes catalisadas pela malonil-CoA
redutase NADPH codificada pelo gene mcr de Chloroflexus aurantiacus DSM 635
(Figura 4, item C). Na primeira estratégia, Rathnasingh (48) atingiu a producédo de
38,7 g/L, contudo com desvantagem de toxicidade do intermediario 3-
hidroxipropionaldeido e a necessidade de suplementacdo com coenzima B12 ao se
utilizar E. coli;, A segunda estratégia permitiu atingir 0,19 g/L utilizando uma

transidrogenase para suprir NADPH.

B

OH O

CoA
s
(R)-3-hidroxibutiril-CoA

Pi

A
HS-CoA C
CoA OH O o o
s’ |
(S) ou (R)-3-hidroxibutiril-CoA MOPOS-Z HOMS/COA
(R)-3-hidroxibutiril fosfato .
Malonil-CoA
H,O
2 ADP 2 NADPH
tesB buk mer
HS-CoA
ATP CoA 2NADP+
OH O OH O (e}
MOH OH HOA/MOH
acido (S) ou (R)-3-hidroxibutirico acido (R)-3-hidroxibutirico acido 3-hidroxipropiénico

Figura 4 - Representacdo de vias de produgdo de acidos 3-hidroxibutirico, em A e B, e 3-
hidroxipropiénico, em C.
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A producéo estereoespecifica de (R)-3HB ou (S)-3HB depende também das
enzimas utilizadas. Gao (72) publicou o primeiro trabalho de producéo de (R)-3HB
em E. coli utilizando os genes phaAB de Ralstonia eutropha e o operon ptb-buk de
Clostridium acetobutylicum para catalisar a reacéo de 3HB-CoA para 3HB (Figura 4,
item B). A linhagem de E. coli contendo estes genes conseguiu produzir 2 g/L em
frascos agitados (72). Em outro estudo, foi utilizado o gene tesB de E. coli que
codifica para uma tioesterase Il e pode converter tanto precursores (R)-3HB-CoA
quanto (S)-3HB-CoA, foram obtidos 2,92 e 2,08 g/L, respectivamente (70) (Figura 4,
item A).

2.9 Lignina como substrato para a producao de PHAs e 3HAs.

Os substratos provenientes de matéria lignocelulésicos despertam grande
interesse no Brasil por serem abundantes e de baixo custo, assim esses materiais
tem oportunidade na producdo de PHAs assim como de 3HA (39, 73, 74). Um dos
componentes da lignocelulose € a lignina, que pode representar até 40% do material
lignoceluldsico. Atualmente, a celulose e hemicelulose estdo sendo cada vez mais
utilizados na producado de etanol de 12 e 22 geracédo, deixando a lignina cada vez
mais interessante para ser utilizada como substrato em bioprocessos (20).

A lignina é um polimero formado por diferentes compostos aromaticos ligados
entre si, a sua estrutura e composi¢cao sdo complexas e podem variar dependendo
da planta e do processo utilizado na extracdo (21). Uma potencial utilizacdo da
lignina seria como fonte de carbono na producdo de PHA por microrganismos
capazes de catabolizar os compostos aromaticos presentes na lignina. Bactérias do
género Pseudomonas sao conhecidas pela degradacédo de substratos aroméaticos e

séo naturalmente produtoras de PHAycL (22).
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi construir uma linhagem de Pseudomonas sp.
LFM461 na qual se possa controlar a composicdo de monémeros 3HB e 3HAycL no
copolimero produzido, visando futuramente um processo de producdo de PHA que
permita ao controlador do processo escolher precisamente as propriedades do
material desejado.

Em estagio realizado no Joint Bioenergy Institute (JBEI, Berkeley, CA, EUA)
foi buscado também o desenvolvimento de linhagens para a producdo de 3HB e
3HP livres em solucéo utilizando linhagens de Pseudomonas. Foi também explorado

o potencial de producdo de PHA a partir de lignina como fonte de carbono.
3.1 Objetivos especificos

e Desenvolver um sistema génico de expressdo controlada em
Pseudomonas sp. LFM461.

e Desenvolver um sistema de controle da biossintese de monémeros de
PHA para controle de composicdo do PHA produzido em
Pseudomonas sp. LFM461.

e Verificar e analisar a capacidade de Pseudomonas sp. LFM461
consumir compostos derivados da hidrolise de lignina e analisar o perfil
de acumulo de PHA nesta condicéo.

e Avaliar a capacidade de Pseudomonas sp. LFM461 produzir 3HB e

3HP livres com a expresséo de genes especificos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Microrganismos e plasmideos

As linhagens bacterianas e os plasmideos utilizados estdo descritos na
Tabela 4 e Tabela 5 respectivamente.

Tabela 4 - Linhagens utilizadas no trabalho.

Linhagens Caracteristicas Referéncia

Mutante de Pseudomonas sp.
LFMO046 incapaz de produzir PHA
Pseudomonas sp. LFM 461 _ _ o (Gomez, 2000)
a partir de carboidratos e acidos
orgéanicos
E. coli DH5a Mutante endA, lacZAM15 e recAl Invitrogen
utilizada para clonagem.
Contém os genes recA e tra do
E. coli S17-1 plasmidio RP4 integrados ao (75)
Cromossomo
_ P. putida MT2 deriveda, rmo-;
Pseudomonas putida KT2440
mod+
Pseudomonas putida MT2 pWWOQ
Delftia acidovorans

(76)
ATCC15668




Tabela 5 - Plasmideos utilizados neste trabalho.

Nome

Caracteristicas

Referénci

pBBR1MCS-2

pBBR1IMCS-2::mRFP1

pBBR1MCS-2::mRFP1+laclq

pCC-1

pCC-2

pCC-3

pCC-4

pCC-5

pBT-4

pBT-4::tesB

pBT-4::ptb-buk

pBT-4::mcr

Plasmideo mobilizavel com amplo
espectro de hospedeiros (5,144
Kb), Kmr.

Plasmideo pBBR1MCS-2 contendo
0 gene repérter mRFP1 sob
controle do promotor Py ac.
Plasmideo pBBR1MCS-2::mRFP1
contendo o gene repressor lacl.
Plasmideo com “backbone” de
pBBR1MCS-2::mRFP1+laclq,
contendo os genes phaAB e
phaPC. Neste plasmideo mRFP1
foi substituido por phaAB.
Plasmideo pCC-1 editado, com
trecho entre os genes KanR e
phaP removida (regido lac).
Plasmideo pCC-2 editado, com
trecho entre os genes phaC e o
promotor lac removida (regido lac).
Plasmideo pCC-3 no qual o operon
phaPC foi invertido

Plasmideo pCC-4 no qual foi
removido a insercao de
nucleotideos entre 0o RBS e o
codon de iniciacdo do gene phaA
Plasmideo para expressédo
bacteriana com gene que confere
resisténcia a tetraciclina

pBT-4 contendo o gene tesB de E.
coli

pBT-4 contendo o operon ptb-buk
de Clostridium acetobutylicum
pBT-4 contendo o gene mcr de

Chloroflexus aurantiacus

(77)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Addgene®
Cambridge, MA.,
EUA

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

LFM - Laboratério de Fisiologia de Microrganismos do ICB-USP; Km' - possui o gene de resisténcia a canamicina.



32

4.2 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados ao longo deste trabalho estdo apresentados

nas nos itens em seguida e nas Tabelas 6 e 7.

e Meio Luria Bertani - LB

Tabela 6 - Composi¢do do meio LB.

Componente Concentracao
Triptona 10g/L

Extrato de levedura 5g/L

Cloreto de Sddio 10g/L

e Meio Mineral - MM

Tabela 7 - Composi¢éo do meio MM

Componente Concentracgéo
Na,HPO4 3,50/L
KH,PO, 1,5g/L
(NH4),SO, 1,09/L
Solucao de elementos tragos* 1,0 mL/L
Citrato Férrico Amoniacal Sol. 6% 1,0 mL/L
CaCl,. 2H,0 Sol. 1% 1,0 mL/L
MgSO,. 7H,O Sol. 20% 1,0 mL/L

*A solucéo de elementos tracos continha: HzBO3 0,30 g/L; CoCl,. 6H,0 0,20
g/L; ZnSO,4. 7H,0 0,10 g/L; MnCl,. 4H,0 0,03 g/L; NaMoO,. 2H,0 0,03 g/L; NiCl,.
6H,0 0,02 g/L; CuSO,4. 5H,0 0,01 g/L.

e Meio mineral com compostos aromaticos:

O preparo dos acidos ferulico, cumarico e siringico foi feito da seguinte
maneira: o po foi pesado e em seguida solubilizado em agua e simultaneamente
ajustado o pH para 7 com solucdo concentrada de hidroxido de sodio. Em seguida, a
solucdo era adicionada a outra solugdo de MM 10 vezes concentrada (MM 10x) e
diluida até ajustar o volume da solucao final para 10 g/L de fonte de carbono.
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e Meio mineral contendo lignina pelo processo DMR-EH

O po de lignina obtido no processo de desacetilacao/refinamento-mecénico e
hidrolise enzimatica (deacetylation and mechnical-refining pretreatment and
enzymatic hydrolysis, DMR-EH) foi pesado para 10% (m/v) de sdlidos. Em seguida,
adicionado 2% (v/v) de hidroxido de sddio, a solucdo é esterilizada em reator com
agitacdo a 121 °C por 30 min. O pH da solucao foi ajustado para 7 utilizando &cido
cloridrico e em seguida centrifugado quatro vezes até que a fragdo néo sollvel fosse
removida, finalmente, a solucéo foi filtrada em membrana com poros de 0,45 um. A

solucéo final € denominada de alcaline pretreated liquor (APL) (Figura 4).

Ajuste de pH a 7, centrifugacao

e filtragem l

Solugéo de 10 % (m/m) de
sélidos com 2% (v/v) de
NaOH

121°C por 30 minutos Alcaline pretreated liquor (APL)

Figura 5 - Esquema de processo de pré-tratamento da lignina para obtencdo do APL.
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Na tabela 8 encontram-se todos os oligonucleotideos utilizados no trabalho de

biologia molecular ao longo deste trabalho.

Tabela 8 - Lista de oligonucleotideos utilizados.

Sitio para
Primer Sequéncia 5 -3 enzimade Uso
restricdo
M13 fw CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC )
Diversos
M13 rv TCACACAGGAAACAGCTATGAC )
LaclSacert ATTATAAGAGCTCTCACTGCCCGCTTTCCAGTC Sacl
Clonagem do
P_Lacl_Specrt ATTACTACTAGTGGCATGCATTTACGTTGACAC Spel gene lacl®
BamHIicrtbackbone AATCTAGGATCCGCTCTCTACTAGAGTCACACTG  BamH| Amplificacdo
da estrutura
do plasmideo
Scalcrtbackbone TAGATTAGTACTTTTCTCCTCTTTCTCTAGTATG Scal DBBRIMCS-
2
BamHIcrphaAB GGAATTGGATCCCGGCAGGTCAGCCCATATGCAG  BamHI Amplificacdo
do operon
ScalcrtphaAB AACCTTAGTACTATGACTGACGTTGTCATCGTATC  gogq) phaAB
phaPC fw ATCGAAGCTTGCGACCATAGAGCACAGAGGCT Hindlil Amplificacéo
do operon
phaPC e
phaPC rv TACTCTAGAACCTCGAAGGGAGGCATGCTC Xbal remocao de
regides

homélogas




Tabela 8 (continuacéo) - Lista de oligonucleotideos utilizados.
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Clear Hindlll fw GCTACTAAGCTTGAAGCCCAACCTTTCATA Hindlll
Remocao de
Clear_Hindlll_rv ATCGATAAGCTTGCGACCAT Hindlll regides
homolégas
Clear_Xbal_fw AATTATCTCTAGAACCTCGAAGGG Xbal
Seq_Hindlll GCTGTGGCCCTTGGTGGCGTTG i
- Sequenciam
ento
Seq_Xbal AGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTA i
GPCR-phaA-fw CCATGACCATCAACAAGGTG i RT - gPCR
GPCR-phaA-rv AACTGGAGTCGGTTCAGGTG i
pCC-3_to_4 fw AGTGTCAAGCTTTCGAAGGGAGGCATGCTCAT HindlIl
Construcéo
pCC-3_to_4rv CATCTTTCTAGATCCACCTGATGGGACGCGGG Xbal de pCC-4
pCC-4_to_5 fw AAGGTGGCTAGCTTTCTCCTCTTTCTCTAGTA Nhel
Construcéo
pCC-4_to_5rv CATAATGCTAGCATGACTGACGTTGTCATCGT ) de pCC-5
qPCR-tesB-fw GCTGAACCTGGAGAAGATCG i
qPCR-tesB-rv ATGATCGGCTTCTTGCTGTC i
qPCR-ptb-buk-fw  t5aacaTCAAGAGCAAGGAAA -
RT-qPCR

qPCR-ptb-buk-rv

gPCR-glk-fw

gPCR-glk-rv

CACGATCTCGAAGTCGTTCA

ATTGTTGGTGAAGCGGAAAT

AACTGGAGTCGGTTCAGGTG
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4.4 Condic¢des de cultivo

As culturas microbianas de E. coli, contendo os diferentes plasmideos, assim
como de Pseudomonas sp. LFM461, foram cultivadas em meio liquido ou sélido
Luria Bertani (LB), contendo antibiéticos quando necessario. As culturas microbianas
de Pseudomonas sp LFM461, contendo os diferentes plasmideos, também foram
cultivadas em meio mineral (MM) liquido ou sdlido, contendo os antibiéticos, quando
requeridos. As linhagens de E. coli foram cultivadas a 37 °C, sob agitacdo de 150
rom e as de Pseudomonas sp. LFM461 foram cultivadas a 30 °C, com agitacédo de
150 rpm.

4.5 Manipulacdo genética e sequenciamento

As extracbes de DNA, construcdo de iniciadores e visualizacdo do DNA
foram feitas segundo instru¢cdes dos fabricantes. As construgdes plasmidiais foram
realizadas na linhagem E. coli DH5a e em seguida transferidos para as linhagens E.
coli MG1655 e Pseudomonas sp. LFM461 por eletrotransformacgéo de acordo com
os parametros definidos por Choi e Schweizer (78). Extracdo de RNA total e PCR
quantitativo do cDNA (RT-gPCR) RNA foi realizada com tempos de 5, 9 e 24 horas
apés inducdo por IPTG utlizando o kit Direct-zol™ (Zymo Research®). Foram
utilizados kit de reacdo de transcriptase reversa da iScript (Bio-Rad®), kit
SsoAdvanced Universal SYBR (Bio-Rad®) para gPCR em tempo real no
termociclador StepOnePlus™ (Applied Biosystems®).

As reacbes de PCR foram realizadas em termociclador (Mastercycler
Gradient, marca Eppendorf) com GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA) para
PCR de deteccdo e Phusion High Fidelity (Thermo Scientific) em reacdes para
clonagem, ambos seguindo as instru¢cdes do fabricante. As reacdes de digestao
foram executadas com enzimas de restricdo do tipo FastDigest® (Fermentas Life
Sciences) e as reacgOes de ligagado utilizaram a enzima T4 DNA Ligase, de acordo
com o protocolo do fabricante (T4 DNA Ligase Blue/White cloning qualified,
Promega, Madison, EUA).

Os sequenciamentos foram feitos no Centro de Estudos do Genoma Humano
- USP, com o sequenciador ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems, USA). As
reacoes de sequenciamento foram feitas utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit.
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4.6 Expressédo do gene repérter

Avaliou-se 0 controle da expressdo do gene mMRFP1 na linhagem
Pseudomonas sp. LFM461 pBBR1MCS-2::mRFP1+lacl®. Como linhagens controles
deste experimento, foram utlizadas Pseudomonas sp. LFM 461 pBBR1MCS-2
(controle negativo) e Pseudomonas sp. LFM 461 pBBR1MCS-2::P acmRFP1
(controle positivo, ou seja, sem o repressor lacl?).

Os experimentos para avaliar a expressédo génica foram realizados em meio
mineral contendo glicose (4 g/L) como fonte de carbono. A linhagem experimental
(Pseudomonas sp. LFM 461 pBBR1MCS-2::P.acmRFP1+lacl?) foi cultivada com
diferentes concentracbes de IPTG (0 — 200 uM) e as linhagens controle foram
cultivadas sem adicao de IPTG. Os cultivos (triplicata) foram realizados em tubos
conicos de 50 mL, sob agitacdo (150 rpm, 30 °C, 16 horas). Apods incubacio, as
culturas foram transferidas para placas de 96 pocos em quadruplicata (compondo
triplicata biolégica e quadruplicata analitica de cada condi¢cdo experimental avaliada)
e realizadas medidas em fluorimetro (Synergy HT Biotec®), utilizando filtro de
excitacdo de 530/25 nm e de 590/35 para emissédo. Os valores de fluorescéncia
foram ponderados pela densidade oOtica a 600nm de cada amostra, obtendo-se

assim a fluorescéncia relativa.

4.7 Producao de PHA.

Colbnias obtidas em meio sélido (LB — 24 horas) foram transferidas para um
meio liquido complexo (LB), incubadas em agitador rotativo por 24h. Em seguida,
esta cultura foi utilizada para inocular meio mineral (79) com glicose (MMG) como
fonte de carbono (15 g/L), limitado na fonte de nitrogénio ((NH4).SO4 - 1,0 g/L) e
adicionado de diferentes concentracdes do indutor (IPTG). O cultivo em meio
mineral estendeu-se por 72 horas. Foram determinados nestes experimentos: massa
seca celular (gravimetria), teor e composicdo de PHA acumulado (cromatografia
gasosa).

Em experimentos com adicdo de indutor isopropiltiogalactosideo (IPTG) a
adicdo era feita juntamente com a transferéncia da cultura para o MMG. De acordo
com experimentos de Wong (2008), a adicdo de IPTG no inicio da fase log é o

momento mais indicado para o controle de composicao de copolimero.
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4.8 Massa seca celular

A massa seca celular (MSC) foi determinada gravimetricamente apdés

centrifugacéo de volume conhecido da cultura, lavagem e liofilizacdo do material.

4.9 Teor e composicao de PHA

A quantidade e composi¢céo de PHA foram determinadas por cromatografia de
fase gasosa de propil-ésteres (95), em cromatégrafo gasoso 7890A (Agilent)
equipado com uma coluna HP-1 (5% fenil-metil-siloxano, comprimento 30 m,
diametro 0,32 mm, espessura do filme 0,25 um) e com sistema de deteccdo por
ionizacao de chama (FID).

Durante estagio no JBEI foi utilizado cromatografia a gas Focus GC
(ThermoFisher) equipada com coluna DB-5 e detector FID. Método de corrida
iniciou-se com 120 °C por 3 minutos seguido de aumento de 7°/minutos até atingir

250 °C e finalmente 250 °C por 5 minutos.
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5 RESULTADOS

5.1 Construcéo do plasmideo reporter

Para avaliar o funcionamento do par promotor/repressor do operon da lactose
de Escherichia coli (P.ac/lacl?) em Pseudomonas sp. LFM461, foi utilizado o gene
reporter mMRFP1 (monomeric Red Fluorescent Protein). A construcéo foi feita a partir
de dois plasmideos iniciais: pBBR1MCS-2, que possui resisténcia a canamicina e
capacidade de se replicar em Pseudomonas sp. LFM461; e pSB1K3 contendo o
Biobrick RFP Coding Device (cédigo do biobrick: BBa_J04450), que consiste no
promotor lac seguido de sitio de ligagdo ao ribossomo (RBS — ribossome binding
site) e a sequéncia codificante da proteina vermelha fluorescente mRFP1. O
procedimento de clonagem do gene mRFP1 no pBBR1MCS-2 consistiu em dupla
digestdo com as enzimas de restricdo EcoRl e Spel em ambos os plasmideos
seguido de um passo de ligacdo e insercdao de DNA por transformacdo em E coli
DH5a. As colbnias transformantes que apresentaram coloracdo avermelhada foram
selecionadas e submetidas a PCR utilizando iniciadores M13 para confirmar a
clonagem. O plasmideo resultante foi chamado de pBBR1MCS-2::mRFP1. Para a
insercdo do gene repressor lacl’, foi realizada a amplificacdo do gene por PCR a
partir do plasmideo pTrc (Life Technologies do Brasil Ltda, Sdo Paulo SP., Brasil)
com iniciadores contendo enzimas de restricdo Spel e Sacl nas extremidades. Em
seguida, o produto de PCR foi digerido e ligado no plasmideo pBBR1MCS-
2::mRFP1 previamente digerido com as mesmas enzimas. O produto da ligacéo foi
entdo inserido por transformacdo para E. coli DH5a. Foram selecionadas coldnias
brancas para a confirmacdo da clonagem através de PCR de col6nia utilizando os
mesmos iniciadores utilizados na amplificacdo do gene lacl?. O plasmideo resultante
foi denominado pBBR1MCS-2:mRFP1+lacl? (Figura 5) que foi transferido para
Pseudomonas sp. LFM461 juntamente com o pBBR1IMCS-2 e pBBR1IMCS-
2:mRFP1, todos utilizando eletroporacdo. As regibes proximas aos sitios de
restricdbes dos plasmideos modificados foram sequenciados para confirmagdo dos

insertos desejados (dados nao apresentados).
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pBBR1MCS-2::mRFP1+laclq

7365 bp

Sacl

Figura 6 - Esquema representativo do pBBR1MCS-2::mRFP1+lacl® utilizado para os ensaios de
expresséao génica.

5.2 Avaliacdo do controle da expressao génica em Pseudomonas sp. LFM461.

A linhagem Pseudomonas sp. LFM 461 pBBR1IMCS-2::mRFP1+lacl
apresentou, para concentragdes crescentes do indutor (IPTG) de até 200 uM no
meio de cultura, uma resposta crescente de fluorescéncia relativa (Figura 6). Foram
testadas concentracbes de até 500 uM, mas a partir de 200 uM, néo foi percebido
nenhum aumento do nivel de fluorescéncia e, portanto, foi atingido o nivel maximo
de expressao que o sistema € capaz de promover. Para Pseudomonas sp. LFM 461
pPBBR1IMCS-2::mRFP1+lacl? o valor de fluorescéncia encontrado com 200 uM de
IPTG ndo atingiu 0 mesmo nivel encontrado no controle positivo (Pseudomonas sp.
LFM 461 pBBR1MCS-2:mRFP1), com cerca de 43% do valor maximo,
provavelmente isso acontece devido a uma deficiéncia no transporte do IPTG para o
interior da célula, uma vez que Pseudomonas nao possuem transportadores de
lactose (80). Foi também detectado um vazamento da expresséao de cerca de 10%

em relacdo ao valor maximo.
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Figura 7 - Resposta da fluorescéncia relativa a DO em relacé@o a diferentes niveis de indutor (IPTG)
na linhagem Pseudomonas sp. LFM461 pBBR1MCS-2:mRFP1+lacl?. A linhagem contendo o
pBBR1MCS-2::mRFP1 foi utilizada como controle positivo e de expressdo méxima e a linhagem
contendo pBBR1MCS2 como controle negativo e de fluorescéncia basal.

5.3 Construcéo do plasmideo pCC-1

Como o sistema P ac/lacl? foi considerado funcional em Pseudomonas
sp. LFM461, este sistema de controle poderia ser utilizado para controle de vias de
biossintese de PHA. Assim, o plasmideo pBBR1MCS-2::P,,c.mRFP1+lacl® foi
alterado com a insercéo de dois operons de biossintese de PHA: i) operon phaAB de
Ralstonia euthropha sob controle do promotor P ac do RFP coding device, ii) operon
phaP e phaC de Aeromonas hydrophyla sob controle do promotor nativo destes
genes. Esse plasmideo foi denominado plasmideo de controle de copolimero (pCC-
1) (Figura 7).

A construcdo do pCC-1 foi feita da seguinte forma: uma primeira
reacdo de PCR foi desenhada para linearizar um trecho do plasmideo pBBR1MCS-
2::Pi.acmRFP1+lacl? e remover a sequéncia codificante do gene mRFP1. Esse
trecho foi chamado de backbone. O backbone continha em uma extremidade um
sitio de restricdo para a enzima Scal adjacente a sequéncia Shine-Dalgarno do
promotor P ac, Na outra extremidade do fragmento linear, o backbone possuia um
sitio para a enzima BamHI. Assim, a primeira reagdo de ligacdo foi do backbone
linear digerido com enzimas de restricdo Scal e BamHI juntamente com o produto de
PCR do operon phaAB de Ralstonia euthropha digerido com estas mesmas

enzimas. A ligagdo foi inserida por eletrotransformagdo em E. coli DH5a. O
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plasmideo resultante foi entdo sequenciado e em seguida usado para a insercao do
operon phaPC. Para isso, foi amplificado o operon phaPC proveniente do plasmideo
pBBR1MCS-2::phaPCa, adicionando sitios Xbal e Hindlll ao produto de PCR. A
reacdo de ligagdo do operon phaPC ao plasmideo contendo o backbone do
pPBBRIMCS-2::P .acmRFP1+lacl® e o operon phaAB foi feita apds digestdo com as
enzimas Xbal e Hindlll e ligacdo com T4 DNA ligase. Os clones foram entdo

identificados e confirmados por sequenciamento.

pCC-1

11285 bp

Figura 8 - Representacdo do plasmideo pCC-1. Em verde, genes relacionados a biossintese de PHA;
em azul, trechos reguladores da expressdo; em amarelo, regibes homélogas; em cinza genes
originais de pBBR1MCS-2, em preto promotor constitutivo do operon phaPC.

5.4 Ensaio de producao de PHB

Como um teste preliminar, o pCC-1 foi entdo utilizado para avaliar seu
potencial de promover o acimulo de PHB em E. coli MG1655. A linhagem E. coli
MG1655 néo é capaz de suprir monémeros HAyc. ou 3HB e, portanto, a resposta
esperada com inducéo gradativa do operon phaAB é um aumento do teor de PHB
acumulado. As concentracdes testadas do indutor (IPTG) foram 100, 150, 200 e 250
uM. Observou-se um aumento no teor de PHB acumulado pela linhagem E. coli

MG1655 expressando o plasmideo pCC-1, em resposta ao aumento da
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concentracéo do indutor (Figura 8), sugerindo que a inducéo de expressao crescente
do operon phaAB foi obtida.
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Figura 9 - Acumulo de P3HB em E. coli MG1655 quando a expressdo dos genes phaAB foi induzida
com diferentes concentracdes de IPTG.

5.5 Transformacédo de Pseudomonas sp. LFM461 com pCC-1

Em seguida, foi feita a tentativa de insercdo do plasmideo pCC-1 em
Pseudomonas sp. LFM461 por eletrotransformacéo e por conjugacao, utilizando a
linhagem E. coli S17-1 como doadora desse plasmideo. Apds varias tentativas de
insercdo do pCC-1 em Pseudomonas sp. LFM 461, o plasmideo ndo se mostrou
capaz de promover acumulo de PHA. Apés andlise do perfil de restricdo do
plasmideo recuperado da linhagem Pseudomonas sp. LFM461, verificou-se uma
perda de grande parte do plasmideo (Figura 9). O plasmideo pCC-1 proveniente de
Pseudomonas sp. LFM 461 foi inserido novamente em E. coli MG1655, porém, ao
contrario do esperado, a linhagem ndo ganhou a capacidade de acumular PHB

como anteriormente, quando o plasmideo foi inserido diretamente a partir de E coli.

DH5a..
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Marcador (1) (2)

(kE)

Figura 10 — Eletroforese em gel (1%) do Plasmideo pCC-1 extraido de E. coli DH5a (Coluna 1) e de
Pseudomonas sp. LFM461 (Coluna 2), ambos digeridos com enzima de restricdo Pstl.

A linhagem Pseudomonas sp. LFM461 pCC-1 apresentava resisténcia a
canamicina, indicando que parte do plasmideo original ainda deveria estar presente.
A hipotese levantada para o fenbmeno é que o plasmideo pCC-1 poderia estar
sofrendo recombinacdo homodloga intraplasmidial no hospedeiro Pseudomonas sp.
LFM461. O plasmideo pCC-1 apresenta trés trechos de 90 nucleotideos idénticos
em sua sequéncia, conforme indicado na Figura 7. Em E. coli DH5a. a recombinacao
intraplasmidial n&o estaria ocorrendo devido a inativagdo de recombinases nesta
linhagem, porém, ao passar por Pseudomonas sp. LFM461, este plasmideo estaria

sendo modificado.

5.6 Remocéao de regides homologas

A estratégia para solucionar o problema foi remover os trechos homadlogos
entre os genes kanR e phaP, formando o plasmideo intermediario pCC-2, e, em
seguida, o segundo trecho entre o promotor lac e o gene phaC, formando o
plasmideo pCC-3, como ilustra a Figura 10. Para isso, foram desenhados iniciadores
nos quais o sitio de anelamento encontra-se nos flancos das regiées homdélogas e
com a ponta 5 dos iniciadores de encontro entre si. Para a remocao da regiao
homologa entre os genes kanR e phaP foram desenhados iniciadores que removiam

508 pb do pCC-1. Ja para o segundo trecho, o tamanho removido foi de 93 pb.
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- Linearizagéo e adicao de sitios Hindlll por PCR

pCC-1

3 11285 bp laclq
- Gel de eletroforese e extragéo

- Digestéo com Hindlll

- Ligagdo com T4 DNA ligase

Hindlll

pCC-2
10777 bp

pCC-3
10684 bp

- Linearizagao e adicéo de sitios Xbal por PCR
- Gel de eletroforese e extragao
- Digestao com Xbal

- Ligac&o com T4 DNA ligase

Figura 11 - Esquema representativo da remocéo dos trechos de homologia presentes no pCC-1.
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Para a confirmacdo da delecdo, as regidbes foram sequenciadas nos
plasmideos pCC-1 e pCC-3 e os resultados confirmaram a remocdo das regides

homologas (dados nédo apresentados).

5.7 Insergéo de pCC-3 em LFM461

O plasmideo pCC-3 foi inserido em Pseudomonas sp. LFM461 por
eletrotransformacao, recuperados dessa bactéria e analisado seu perfil de restricao.
A Figura 11 mostra que o padrdo de bandas de pCC-3 digerido com enzima Pstl
guando retirado do hospedeiro Pseudomonas sp. LFM461 foi igual ao obtido de E.
coli DH5a, assim, indicando que o plasmideo estava integro, permitindo a sua

manutencdo em Pseudomonas sp. LFM461. Essas alteracdes confirmaram a

suspeita de recombinacéo intraplasmidial do pCC-1 em Pseudomonas sp. LFM461.

A B

Marcador 1 2 Marcador 1 2

(kB)

20

15

Figura 12 - Em A: Gel de eletroforese do plasmideo pCC-3 extraido de Pseudomonas sp. LFM461.
Na coluna 1 o plasmideo sem digestdo e na coluna 2 digerido com enzima Pstl. Em B: Gel de
eletroforese do plasmideo pCC-3 extraido de E. coli DH5a, sendo coluna 1 sem digestéo e coluna 2
digerido com enzima Pstl

5.8 Producédo de PHA em Pseudomonas sp. LFM461 pCC-3

A linhagem de Pseudomonas sp. LFM461 abrigando o pCC-3 obteve sucesso
no acumulo de PHA com teor de cerca de 40% da MSC, sendo um valor maior do
gue o encontrado no controle positivo (Pseudomonas sp. LFM461 abrigando o
pBBR1MCS-2::phaPC) com 21% da MSC. Entretanto, a inducéo por IPTG do operon
phaAB ndo promoveu uma mudanca significativa na composicado do polimero como
era esperado, com menos de 2 mol% de 3HB de aumento quando induzido com 200
uM de IPTG (Figura 12).
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Figura 13 - Variagdo da composi¢édo do copolimero P3HB-co-3HHx em Pseudomonas sp. LFM 461
pCC-3 quando submetida a diferentes niveis de inducéo por IPTG.

5.9 Construcéo do pCC-4.

No pCC-3, os operons phaPC e phaAB estdo orientados ha mesma direcéo, e
portanto, o promotor constitutivo do operon phaPC esta a 5 (montante) e assim
pode induzir a expressdo do operon phaAB, que em condi¢cdes sem inducao deve
ser reprimido. Caso isso ocorresse, o controle do P ac ha expressdo do operon
phaAB estaria prejudicado, pois levaria a um vazamento na expressao dos genes
phaAB independente da inducdo por IPTG. De fato, quando se analisa a producéo
de PHB na linhagem recombinante E. coli MG1655 pCC-1, se verifica uma producéo
deste polimero sem a inducdo com IPTG (Tabela 9). O pCC-3 entdo foi modificado
com a inversdo da orientagcdo do operon phaPC, obtendo-se assim o pCC-4. Essa
modificacao foi realizada com a ligacéo de produtos de PCR do operon phaPC e do
backbone do pCC-3, ambos previamente digeridos com as enzimas de restricao
Xbal e Hindlll (Figura 13).
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Hindll

pCC-4
10659 bp

10684 bp

Figura 14 - Esquema representativo da modificacdo realizada para a constru¢cdo do pCC-4. A
alteracdo que foi realizada € a inversdo da orientagdo do operon phaPC.

5.10 Producédo de PHA por E. coli MG1655 pCC-3 e pCC-4.

Para testar a capacidade do pCC-4 de promover, em E. coli, a produgéo de
PHB, o plasmideo foi inserido na linhagem MG1655 a qual foi submetida a
condi¢cdes de acumulo de PHB. Esse experimento foi feito em duplicata biologica
como forma de teste de funcionamento do pCC-4 e os resultados estéo

demonstrados na Tabela 9.

Tabela 9 - Acimulo de PHA e crescimento celular em E. coli MG1655 expressando pCC-3 ou pCC-4
sob condic¢des de inducdo ou ndo por IPTG.

Plasmideo Adicéo de IPTG (200 uM) MSC (g/L) PHA (%MSC)
Nao 1,30 £ 0,36 6,91 £ 2,62
pCC-3
Sim 2,90+0,16 50,43 + 2,65
Nao 1,14 + 0,40 0,00
pCC-4
Sim 2,17 £ 0,01 34,84 + 3,09

Quando comparada com a linhagem abrigando o pCC-3, a linhagem E. coli
MG1655 abrigando o pCC-4 obteve maior sucesso no controle de expressdo. Em
condicdo de ndo inducéo, as modificagbes realizadas mostraram-se capazes de
reduzir a expressao génica de forma a deixar indetectavel o nivel de PHB produzido
pela célula. Da mesma forma que foi reduzida a expressdo em condi¢cdes de nao
inducéo (vazamento), também foi reduzida em condi¢fes de indugéo, sendo assim,

o teor maximo detectado foi de 50,43% para 34,84%. Estes resultados, em conjunto,
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corroboram a hipotese de que o promotor original do operon phaPC estaria dirigindo

um vazamento da expressao dos genes phaAB no plasmideo pCC-3.

5.11 pCC-4 na producdo de PHA em Pseudomonas sp. LFM461

Um ensaio de producéo de PHA foi realizado com cultivo de Pseudomonas
sp. LFM461 abrigando o pCC-4 no qual foi avaliada a resposta da composicao do
PHA em diferentes concentracbes de IPTG. Esse experimento foi realizado em
triplicatas bioldgicas e a linhagem Pseudomonas sp. LFM461 sem plasmideo foi
utilizada como controle negativo em relacdo a producdo de PHA. Os resultados
estdo representados na Figura 14.
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Figura 15 - Perfil de composi¢do de PHA acumulado por Pseudomonas sp. LFM 461 pCC-4 quando
cultivada com diferentes concentracfes de IPTG.

A inducdo por IPTG ndo teve efeito em alterar a composicdo do PHA
produzido, assim, esse resultado € similar ao encontrado com o pCC-3 quando
expresso na mesma linhagem. Entretanto, uma diferenga deve ser destacada.
Enquanto, a expressao de pCC-4 levou ao acumulo de PHA contendo cerca de 30
mol% de 3HHX, com a expressédo de pCC-3 obteve-se um PHA contendo cerca de
20 mol% de 3HHXx. Estes resultados s&o compativeis com a expressao de phaAB

serem regulados pelo vazamento do promotor de phaPC no plasmideo pCC-3.
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5.12 Construgéao do pCC-5

Depois de detalhada investigagédo utilizando sequenciamento, uma insercao
de nove nucleotideos foi identificada entre o sitio de ligacdo do ribossomo (RBS) e 0
codon de inicio do gene phaA no plasmideo pCC-4. Ou seja, a distancia original
entre 0 RBS e o cddon de inicio do gene phaA é de seis nucleotideos, porém, foi
identificado uma distancia de quinze nucleotideos. Essa insercdo poderia estar
afetando a traducao deste gene em sua proteina.

Para eliminar essa insercdo foram desenhados dois iniciadores com sitios
Nhel para remocdo por PCR. A remocéao foi realizada por amplificacdo do pCC-4
com iniciadores com suas pontas 5’ orientados entre si e desenhados para excluir
por amplificacdo a insercéo identificada, retornando assim a distancia planejada de
seis nucleotideos. Em seguida, o produto de PCR foi digerido com enzima Nhel e
ligado a si mesmo. A confirmacdo da modificacdo realizada foi feita por
sequenciamento e o plasmideo resultante foi nomeado pCC-5.

5.13 Producgéo de PHA por E. coli MG1655 pCC-5

Foi feito um teste preliminar de producdo de PHA utilizando a linhagem E. coli
MG1655 pCC-5 em condi¢cdo de indugcéo do sistema de controle de expressao do
operon phaAB. O ensaio de producéo foi realizado como descrito anteriormente para
os plasmideos pCC-3 e pCC-4 quando inseridos em E. coli MG1655. O resultado
deste experimento em comparagdo com 0s outros realizados anteriormente esta

presente na Figura 15.
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Figura 16 - Comparacéo entre diferentes versbes do pCC quanto a perfil de crescimento e acimulo
de PHA em condi¢des de repressdo e indugdo na linhagem E. coli MG1655. Barras de erro com
desvio padrédo ndo foram inseridas pelo baixo desvio padrdo encontrado (menor que 5% da média
dos valores)

Como esperado, nao foi detectado acumulo de PHA por E. coli MG1655 pCC-
5 quando esta nédo foi induzida por IPTG no seu meio de cultivo, e também foi
detectado acumulo em condi¢des de inducao com IPTG 200 uM. Porém, foi notavel
gue esta linhagem teve desempenho superior aquelas abrigando os plasmideos das
outras duas versdes, além de manter a caracteristica de completa repressdo do
operon phaAB em condi¢cdes de nao inducdo, esta linhagem apresentou niveis
melhores de acumulo quando induzido. Assim, podemos concluir que as

modificacdes realizadas para obter o pCC-5 foram bem-sucedidas.

5.14 Producédo de PHA em Pseudomonas sp. LFM461 pCC-5

O pCC-5 foi entdo inserido em Pseudomonas sp. LFM461 e a linhagem
resultante foi submetida a ensaio de acumulo para avaliar a capacidade do novo

plasmideo de controlar a composi¢cao do PHA (Figura 16).
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Figura 17 - Perfil de composi¢cédo de PHA em resposta a indugéo por IPTG na linhagem LFM461 pCC-
5.

Assim como encontrado nos experimentos anteriores expressando 0s
plasmideos pCC-3 e pCC-4 em Pseudomonas sp. LFM461, o plasmideo pCC-5 nao
foi capaz de promover uma mudanca significativa na composi¢cdo do PHA quando
induzido por IPTG. Além do experimento padronizado com retirada de amostra 72
horas apés o inoculo em MMGK, foram realizados ensaios de produ¢cdo com retirada
de amostras com 24 e 48 horas apés inoculo em MMGK. Esses experimentos foram
realizados com a intencdo de investigar uma possivel mudanca na composicédo do
polimero em momentos intermediarios da fase de acumulo. Entretanto, nenhuma

mudanca de composicao foi observada nestes experimentos também.

5.15 Atividade enzimatica de B-cetotiolase e acetoacetil-CoA redutase

A fim de identificar e corrigir um problema da inducéo da expresséo génica do
sistema P ac/phaAB, foram medidas as atividades enzimaticas das enzimas f-
cetotiolase, derivada do gene phaA e acetoacetil-CoA redutase, derivada do gene
phaB, foram determinadas em condi¢cdes de inducdo e ndo inducdo. As diferencas
nos resultados obtidos ndo foram consideradas significativas apds a repeticao de
diversas amostras biologicas. A linhagem Pseudomonas sp. LFM 461 pCC3, mesmo
com inducgao da expressao de phaAB com 200 uM de IPTG, apresentou atividades
enzimaticas aproximadamente 100 vezes menores que o valor de atividade

observada no controle positivo, ou seja, expressando o plasmideo pBBR1MCS-



53

2::phaCABRge, N0 qual a expressdo dos genes phaAB é controlada pelo promotor
original do operon phaCAB de Ralstonia eutropha. Este resultado sugere que o
promotor lac ndo estaria promovendo a expressdo de phaAB em Pseudomonas sp.
LFM461.

5.16 RT-gPCR de LFM461 em pCC-4 e pCC-5

Foi feita uma avaliacéo dos niveis de transcricdo do operon phaAB por PCR
qguantitativo do cDNA correspondente ao mRNA do operon-alvo. Utilizou-se o gene
constitutivo glk - gene que transcreve para a glicoquinase - como controle endégeno
e tratamento de dados por método delta-delta Ct. O teste foi feito para os
plasmideos pCC-4 e pCC-5, sendo que em pCC-5 foram testados trés pares de
primers diferentes os quais foram desenhados para amplificar diferentes trechos do
cDNA do operon phaAB: somente 0 gene phaA, regido intergénica e somente phaB.
Todos os resultados foram similares: em relacdo a amostras néo induzidas, néo
houve aumento dos niveis de transcricdo dos mRNA correspondentes ao operon
phaAB quando as linhagens eram submetidas a condi¢cdes de inducdo (200 uM de
IPTG). Ao contrario do que se era esperado, a quantificacdo por PCR mostrou uma
diminuicdo de 80-90% dos niveis de mRNA do operon phaAB da condicéo induzida

em relacdo a ndo induzida.

5.17 Producédo de PHA utilizando as linhagens oferecidas pelo JBEI

Trés linhagens naturalmente produtoras de PHA contendo o pCC-4 foram
testadas quando ao acumulo de PHA: Pseudomonas putida KT2440, P. putida MT2
e Delftia acidovorans ATCC15668. Essas linhagens sdo estudadas pelo JBEI quanto
ao consumo de lignina como fonte de carbono e tinham caracteristica de
sensibilidade a canamicina e tetraciclina. A produgcédo de PHA em linhagens do JBEI
foi feita em condi¢bes sem e com inducgao (200 uM de IPTG) e utilizou-se a linhagem
selvagem como controle negativo. Pseudomonas putida KT2440 e P. putida MT2
foram crescidas em MMGK, mas para D. acidovorans a glicose do meio de cultura
foi substituida por frutose, na mesma concentracdo. Os resultados deste ensaio

estao presentes na Tabela 10.



Tabela 10 - Producdo de PHA pelas linhagens obtidas no JBEI abrigando pCC-4: Pseudomonas
putida KT2440, Pseudomonas putida MT2 e Delftia acidovorans.

Linhagem/Condicéo MSC (g/L)* PHA (%0MSC)*
Pseudomonas putida KT2440 3,35+0,13 13,39 £ 0,18
+ pCC-4 2,34 £ 1,06 16,17 + 5,12
+ pCC-4/IPTG (200 pM) 2,32 +0,77 18,12 + 2,17
Pseudomonas putida MT2 3,24 £ 0,53 23,8 + 8,86
+ pCC-4 243+0 32,66 + 0,53
+ pCC-4/IPTG (200 pM) 2,62 +1,38 32,97 + 3,78
Delftia acidovorans 1,21 +£2,17 0,78 £ 0,10
+ pCC-4 1,38 + 0,43 5,36 £ 0,48
+ pCC-4/IPTG (200 uM) 0,90+ 0,64 4,54 + 0,76

*Medidas de variacdo apresentadas em desvio padrao.

Todas as linhagens do JBEI abrigando o pCC-4 acumularam um teor maior de
PHA em relacdo ao controle sem plasmideo, entretanto, nenhuma diferenca foi
percebida quanto a composicdo em condi¢cbes de inducdo em relacdo a condicdo
sem inducdo. Em todas as condi¢des, para Pseudomonas ssp. foi detectado apenas
PHAwmcL enquanto que para D. acidovorans, apenas PHB.

5.18 Avaliacao de fontes de carbono aromaticas.

A capacidade de crescimento de Pseudomonas sp. LFM461 foi avaliada em
trés fontes de carbono arométicas, as quais sdo componentes da lignina: acido p-
cumarico, acido ferulico e acido siringico. A baixa solubilidade destes &cidos em
agua e seu efeito de toxicidade para as bactérias € um desafio na realizacdo destes
ensaios quando fornecidos nas concentracdes usualmente fornecidas nos ensaios
de producdo de PHA, por tal motivo é necessério que as solu¢des sejam preparadas
com volumes grandes para serem adicionadas aos sais do meio mineral, bem como
as solucbes-mae preparadas com no maximo 15 g/L de concentracao destas fontes
de carbono. Como consequéncia, foi impossivel testar concentracfes desta fonte de

carbono maiores que 10 g/L no meio de cultura final.
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Ap0s 48 horas de cultivo, apenas o meio de cultura contendo &cido cumarico
como fonte de carbono foi capaz de promover o crescimento bacteriano e, portanto,

foram descartados outros experimentos com acido ferulico e acido siringico.

5.19 Crescimento de Pseudomonas sp. LFM461 utilizando meio mineral com acido
cumarico (MMAC) e producao de PHA

Para avaliar o acido cumarico como fonte de carbono para a producao de
PHA, foi realizada uma curva de crescimento ao longo do tempo em meio MMAC,
seguida de quantificagcdo da fonte de carbono remanescente apos 24 horas e
determinacdo da MSC. Foram preparados meios com quatro concentracdes de
acido cumarico: 10, 5, 2,5 e 1 g/L. Esse experimento foi feito em triplicatas biolégicas
em placa de cultivo de 24 pocos, foi utilizado meio MMG contendo 15 g/L de glicose
como controle de crescimento e meio MMG n&o inoculado como branco. Os

resultados estao representados na Tabela 11.

Tabela 11 - Crescimento de Pseudomonas sp. LFM461 em meio mineral contendo &cido cumérico
como Unica fonte de carbono (MMAC).

Fonte de carbono Concentragdo (g/L) p maximo Substrato disponivel MSC (g/L)
apos 24 horas (g/L)

Glicose 15 0,68 9,65 1,48
Acido cumarico 10 0 (até 5h) 2,12 1,35
5 0,56 0,18 1,37
2,5 0,43 0,04 1,20
15 0,51 0,03 0,71
1 0,29 0,03 0,39

Apesar da concentracdo de 10 g/L de substrato ndo ter apresentado
crescimento até 5 horas de cultivo, foi possivel observar crescimento vigoroso apos
24 horas. Nesta concentracdo foi possivel encontrar 2,12 g/L de acido cumarico
apos 24 horas de crescimento no meio de cultura, o que comparativamente, foi
considerado a minima concentracdo de fonte de carbono suficiente para a

conversao em PHA.



56

Tabela 12 - Resultados do ensaio de producdo de PHA pela linhagem Pseudomonas sp. LFM461
pCC-4 no meio MMAC e MMG como controle, ambos preparados com MM 10x.

Concentracéo de

MSC (g/L) %PHA (MSC) mol% substrato (g/L)
3HB 3HHXx Inicial Final
Glicose 1,5+0,1 3,7x11 86,2+38 136+38 8,24 0,37
Acido cumérico 1,8+0,1 10,3+ 1,3 758+75 24,1+75 14,6 0,25

Apesar destas condi¢cdes nao serem ideais para linhagem Pseudomonas sp.
LFM461 pCC-4, o acido cumarico foi um bom substrato em relacdo ao crescimento e
producdo de PHA quando comparado a glicose nestas condi¢Bes. Foi obtida uma
producdo de PHA aproximadamente trés vezes maior utilizando &cido cumarico em
comparacao com glicose como fonte de carbono (Tabela 12). Quanto a composi¢cao
do PHA, nos cultivos que foram oferecidos acido cumarico foi detectado uma

concentracéo de 10,5 mol% superior de mondmeros 3HHX.

5.20 Produgdo de PHA por Pseudomonas sp. LFM461 utilizando hidrolisado de

lignina.

Lignina obtida pelo processo de desacetilagdo/refinamento-mecéanico e
hidrolise enzimatica (deacetylation and mechnical-refining pretreatment and
enzymatic hydrolysis, DMR-EH), foi utilizada como fonte de carbono para a linhagem
Pseudomonas sp. LFM461 contendo o pCC-4. O método DMR-EH foi desenvolvido
pelo National Renewable Energy Laboratory. Ao final do processo foi obtido o
alcaline pretreated liquor (APL) o qual poderia ser adicionado ao meio de cultura.

O APL foi entdo oferecido em trés diferentes concentracfes diluidas em
MM10x: 40%, 60% e 80% (v/v). Esse experimento foi realizado em triplicatas

biologicas. Os resultados estdo mostrados na tabela 13.

Tabela 13 - Acumulo de PHA utilizando diferentes concentragdes de solucédo de lignina adicionado ao
meio mineral.

Concentracéo de APL MSC (g/L)* %PHA (MSC)*
40% 1,30+ 0,13 0,18 + 0,04
60% 0,45+ 0,19 0,43 + 0,05
80% 0,61 +0,19 0,35+0,14

*Valores de variagdo estdo apresentados como desvio padrao.

Nas condic¢des testadas, a solugéo de lignina obtida nao foi uma boa fonte de

carbono para a producdo de PHA. Com 60% e 80% (v/v), as concentracdes foram
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inibitérias ao crescimento bacteriano. A 40% (v/v), a solugdo de APL parece oferecer
condi¢des de crescimento, entretanto, assim como nas outras duas concentragdes
elas ndo oferecem condi¢des para o acumulo de PHA. Para este ensaio também foi
testado meio mineral M9 modificado como descrito em Ragauskas (20), porém os
resultados foram muito similares aos encontrados no meio MM com lignina, nao
sendo exibidos aqui.

A fim de aumentar a oferta de substratos disponiveis para a cultura
bacteriana, foi tentada uma nova maneira de cultivar as células na fase de acumulo
(entre 24 e 72 horas) de PHA. Apés 24 horas de cultivo em meio LB, as células
foram centrifugadas e suspensas em meio mineral contendo 40% (v/v) de solucéo
APL. Desta maneira, esperava-se que a lignina seria apenas direcionada para a
producdo de PHA, uma vez que, o meio LB consumido anteriormente seria apenas
utilizado para o crescimento celular. Contudo, neste experimento, a linhagem
Pseudomonas sp. LFM461 pCC-4 acumulou PHA em niveis similares aos

encontrados nos experimentos anteriores.

5.21 Construcdo dos plasmideos para producédo de 3HP e 3HB

As sequéncias codificantes (CDS) para os genes tesB de E. coli, ptb-buk de
Clostridium acetobutylicum e mcr de Chloroflexus aurantiacus DSM 635 foram
obtidas no banco de dados (GenBank) do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). A montante das CDS foi desenhado um promotor constitutivo
para Pseudomonas spp. (81) juntamente com o sitio de ligacdo do ribossomo (RBS)
do gene phaA de Ralstonia eutropha. A otimizacdo de cd6don dos CDS para
Pseudomonas, sintese dos genes e clonagem no vetor pBT-4 (Addgene®
Cambridge, MA., EUA) com enzimas de restricdo Hindlll e Spel foram realizados
pela companhia GenScript® (Piscataway, NJ., EUA). Os plasmideos pBT-4::tesB,
pBT-4::ptb-buk e pBT-4:mcr foram desenhados para possivel clonagem e
substituicdo do operon phaPC dos pCCs com os genes de biossintese de 3HP e

3HB dos plasmideos pBT-4.

5.22 RT-gPCR em tempo real para tesB, ptb-buk em Pseudomonas sp. LFM461.

Para garantir que a transcricdo das constru¢des sintéticas sejam funcionais,

foi realizado teste de expressdo génica por RT-gPCR em tempo real. Foram
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testados trés periodos de cultivo de Pseudomonas sp. LFM461 para extracdo do
RNA total: 5, 9 e 24 horas apds o inoculo em MMGT (meio mineral contendo glicose
e tetraciclina). Apos a extracdo de RNA, foi feito um gel de agarose (1% m/v)
acrescido de hipoclorito de sdédio 0,5% (m/m) para desnaturar e assim determinar a
qualidade do RNA extraido (82).

Como todas as construcdes foram desenhadas sob controle do mesmo
promotor, foram escolhidos os genes tesB e ptb-buk para avaliacdo da transcricao
do mRNA. Foi utilizado o gene glk como controle endégeno de expresséo, controle
de extracdo de RNA e de reagdo de transcriptase reversa. A maior qualidade e
quantidade de mRNA para os dois genes estudados foi extraida 9 horas apés o
inoculo em MMGT. Todos os resultados do gPCR demonstraram uma maior

expressao dos genes tesB e ptb-buk em comparacdo com o controle endégeno glk.

5.23 Analise de 3HB e 3HP por HPLC e HPLC/MS

Para detectar a producdo de 3HB e 3HP nas culturas geneticamente
modificadas, foram comprados padrbes para cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) da empresa Santa Cruz Biotechnology® (Santa Cruz, CA.,
EUA). Foi utilizado HPLC Agilent® 1200 (Santa Clara, CA., EUA) para analisar os
compostos com metodologia similar a Raj (47) com as seguintes modificacfes: 5 mM
H,SO, como fase movel, fluxo de 0,6 ml/minuto e 60 °C de temperatura na coluna e
210 nm para o detector de luz ultra violeta (DAD) e indice de refracdo (RID). Os
padrées comprados foram analisados nestas condi¢des, porém apresentaram mais
de um pico em ambos os detectores. Na intencdo de solucionar o problema, os
padrées foram analisados em cromatografia liqguida acoplada a espectrometria de
massas (LC/MSD SL Agilent® 1100 LC MSD Modelo G1946D Espectrometro de
massas) a fim de identificar corretamente os picos separados pela cromatografia
liguida. As condi¢des de andlise do LC/MSD foram iguais as do HPLC exceto pela
utilizacéo de acido formico 0,1% como fase movel. Para a espectrometria de massas
foi utilizado método similar a Raj (47) com as seguintes modificacbes: modo de
ionizacao de elétrons por spray (ESI) foi utilizado em modo scan de 70 a 130 m/z;
coluna HPX-87H e 70V para o fragmentador. Para o 3HP, foram achados dois picos
correspondentes a 89 m/z que correspondem ao mesmo tendo de retencao
encontrado em HPLC em 11,765 minutos e 13,148 minutos (Figura 17). Para 3HB
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dois picos de 103 m/z foram achados em RID e DAD com tempos de retencao de
13,384 minutos e 14,276 minutos (Figura 18). Através destes experimentos foi
possivel concluir que esses padrdes ndao poderiam ser utilizados apenas em diluicao

em agua como em Raj (2008) por ser impossivel construir uma curva padréo.

DADA D, Sig=200,18 Ref=380,100 (CACHEMEZVADATALUCAST-0-2015 2015-09-07 14-35-00011-1101.0)

RID A, Refractive Index Signal (CACHEMIZVI\DATALUCASY-9-2015 2015-08-07 14-3509011-1101.0)
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Figura 18 - Andlise de cromatografia liquida do padrdo de 3HP. No grafico de cima esta presente o
resultado de HPLC com sinal RID (vermelho) e DAD (azul). No grafico de baixo encontra-se o
resultado de LC/MSD com ion extract de 89m/z.
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DADT D, Sig=200,16 Ref=360, 100 (CACHEMIZANDATAWLUCASIT-0.2018 2015.00.07 14-235-04012-1201.0)
*RID1 A, Refractive Index Signal (CACHEMIZAT\DATAWLUCASY-0-2015 2015-09-07 14-35-04\012-1201.D)
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Figura 19 - Analise de cromatografia liquida do padrdo de 3HB. Em cima o resultado de HPLC com
sinal RID (vermelho) e DAD (azul). Em baixo, resultado de LC/MSC utilizando ion extract 103 m/z.

Os padroes de 3HP e 3HB foram entdo submetidos a derivatizacdo por
substituicdo do grupo hidroxila por um grupo popil-, 0 mesmo método utilizado para
a andlise de PHA, em seguida foi analisado em CG-FID (Focus GC®-Thermo
Scientific®). Os parametros de andlise por cromatografia gasosa foram optimizados
para: 80 °C por 5 minutos seguido por subida até 170 °C a 10 °C/minuto e foi
injetado 3 uL de amostra em modo Split 1:3.

Comparando os padrdes de PHA e acido benzoico (padréo interno) com 0s
padrées dos acidos 3HB e 3HP apds o processo de derivatizacdo, foi possivel
identificar apenas um pico para cada composto, e portanto, construir corretamente

uma curva padrao.

5.24 Produgéo de 3HP e 3HB por Pseudomonas sp. LFM461.

A linhagem Pseudomonas sp. LFM461 abrigando os plasmideos de
biossintese de 3HP e 3HB foi submetida aos mesmos tempos de cultivo de

producdo e meio de cultura utilizados nos ensaios de producdo de PHA, apenas
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substituindo canamicina 50 pg/mL por tetraciclina 20 pug/mL. Essa linhagem foi
escolhida pois ndo possui atividade de enzima PHA sintase, o que diminui a
competitividade de precursores bioquimicos das enzimas de sintese de 3HP e 3HB.

A primeira tentativa de deteccdo dos 3-hidroxiacidos foi filtrar os
sobrenadantes em membranas 0,45 um apds 72 horas de cultivo em meio mineral
glicose 15 g/L contendo tetraciclina (MMGT). N&o foi detectado nenhum pico que
correspondesse aos acidos 3HP e 3HB no cultivo de Pseudomonas sp. LFM461
abrigando os plasmideos pBT-4::ptb-buk e pBT-4::mcr. Entretanto, um pico foi
detectado utilizando LC/MSD correspondendo a 103 m/z em modo negativo e 105
m/z em modo positivo no sobrenadante do cultivo de Pseudomonas sp. LFM461
pBT-4::tesB, correspondendo ao primeiro pico encontrado no padrdao comercial de
3HB. Contudo, néo foi possivel quantificar devido a falta de curva padréo no sistema
de cromatografia liquida como descrito anteriormente.

Um segundo experimento foi feito para a producdo de 3HP e 3HB. Através da
analise dos sobrenadantes liofilizados em diferentes tempos de cultura. Amostras de
10 mL foram retiradas as 24, 48 e 72 horas ap0s o inoculo em MMGT, centrifugadas
(4000 g), e o sobrenadante foi transferido a tubos para liofilizacdo. Toda a massa
resultante da liofilizacdo foi submetida a propandlise com a intencdo de concentrar
os possiveis acidos produzidos e finalmente transferidos para frascos para andlise
em CG. Novamente, nenhum pico foi encontrado no tempo de retencéo esperado de
3HP e 3HB, em nenhum tempo de cultivo para Pseudomonas sp. LFM461 abrigando
pBT-4:mcr e pBT-4:ptb-buk. Contudo, foi detectado um pico de 3HB no
sobrenadante de Pseudomonas sp. LFM461 pBT-4::tesB apds 24 horas de cultivo e

sua concentracao foi calculada como aproximadamente 311 mg/L.
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6 DISCUSSAO

6.1 Construcéo dos pCCs

Foi construido um plasmideo de controle de copolimero (pCC-1) para
promover alteracdes nas propriedades fisicas e mecéanicas do copolimero produzido
por Pseudomonas sp. LFM 461. O promotor lac foi testado e indicou que permitiria
controlar a expressao de genes no hospedeiro Pseudomonas sp. LFM 461 com base
em ensaios de fluorescéncia da proteina mRFP1. Outros trabalhos relataram
também o funcionamento do P ac em bactérias do género Pseudomonas (80, 83-86).

Um fendmeno de recombinacdo homologa intraplasmidial estava ocorrendo
no pCC-1 quando este era inserido em Pseudomonas sp. LFM461, o que causava
perda de capacidade de acumulo de PHA. Foram feitas duas alteragbes em pCC-1
para remocao de duas regibes homoélogas, e, podemos afirmar que a hipGtese
proposta estava correta uma vez retiradas as regibes homologas, o plasmideo se
manteve no tamanho e padréo de restricdo esperados.

A literatura do fendmeno de recombinacgéo intraplasmidial e interplasmidial
nao é extensa, entretanto foi possivel encontrar dois estudos, um com E. coli K12 e
outro com Streptomyces lividans 66 no qual os autores relatam a ocorréncia deste
fenbmeno (87, 88). Apesar de neste caso especifico essa propriedade de facil
recombinacdo do hospedeiro ter sido uma barreira, ela pode ser explorada em
outras situacdes como facilitadora de edicdo gen6mica através de recombinacao.

6.2  Controle da producao de PHB em E. coli

A bactéria Escherichia coli requer pelo menos trés atividades enzimaticas
para o acumulo de PHB a partir de acetil-CoA: condensacéo de duas moléculas de
acetil-CoA, por uma B-cetotiolase (codificada pelo gene phaA); seguida de uma
reducdo de acetoacetil-CoA a 3-hidroxibutiril-CoA, por uma acetoacetoacil-CoA
redutase (codificada pelo gene phaB) e polimerizacdo dos mondmeros 3HB-CoA por
uma PHA sintase (codificada pelo gene phaC) (62, 64, 67). Sabendo que uma

construgdo que promovesse o acumulo de PHB nesta bactéria deveria ter pelo
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menos estes trés genes funcionais, ao longo deste trabalho, foram feitos varios
testes dos plasmideos pCC. Todas as construcbes pCC que foram testadas quanto
a capacidade de reprimir ou promover o acumulo de PHB em Escherichia coli
MG1655 foram funcionais, indicando que tanto os trés genes de biossintese de PHB
estavam funcionais (phaAB e phaC) quanto o sistema de regulacdo Piac/lacl. Um
resultado similar com promotor tac no controle de producédo de PHB em Escherichia
coli foi obtido por Kidwell e colaboradores (62) que descreveram alta correlacéo
entre desrepressao do promotor tac pelo indutor e a presenca da enzima f-
cetotiolase, contudo, menor influéncia foi detectada com relacdo a enzima
acetoacetil-CoA redutase. No sentido de um possivel processo de producédo de PHB
por E. coli, o sistema pCC poderia ser util afim de reduzir o fardo metabdlico da
célula em fase exponencial (62, 89), induzindo a expressdo dos genes de
biossintese de PHB apenas em uma fase do cultivo desejada, entretanto, para isso
seria interessante a procura de uma alternativa ao IPTG como indutor a fim de

reduzir custos de producao.

6.3 Producédo de PHA em Pseudomonas sp. LFM461 abrigando os pCCs

Foi possivel observar que existe uma pequena diferenca entre a composicao
do polimero produzido por Pseudomonas sp. LFM461 entre pCC-3 e pCC-4, sendo
gue a construcao pCC-3 permitiu uma maior fracdo de 3HB do que pCC-4. Isso pode
indicar que o promotor constitutivo do operon phaPC estaria influenciando a
expressao do operon phaAB por estarem na mesma orientacdo no pCC-4. Assim,
apesar do controle por IPTG néo ter efeito sobre a expressao, eles apresentam uma
diferenca de composicao devido a arquitetura do pCC. Esta é uma indicacdo que é
possivel controlar a composicdo do PHA com aumento da expressdo dos genes
phaAB.

N&o é claro o motivo do ndo funcionamento dos pCC em Pseudomonas sp.
LFM461, ou seja, apesar da manutencao do plasmideo ser estavel e de promover o
acumulo de PHA, néo foi detectado mudangas na composi¢do do PHA em relagédo a
inducao por IPTG como se era esperado. Apesar do experimento para validagao do
sistema de expressdo P ac/lacl? com proteina fluorescente mRFP1 ter resultado
positivo, todos 0s outros experimentos apontam para o ndo funcionamento do

promotor lac em Pseudomonas sp. LFM461. As medicdes de atividade enzimatica
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em pCC-3 e os dados de expressao relativa do operon phaAB em pCC-4 e pCC-5,
em conjunto com os dados de producédo de PHA in vivo indicam fortemente que o
sistema de regulacdo da expressdo nao estaria funcionando. Assim, embora a
conclusdo dos experimentos de fluorescéncia seja conflitante com os outros, a
maioria das evidéncias sugerem o nédo funcionamento deste sistema de controle da
expressdo em Pseudomonas sp. LFM461.

O resultado dos experimentos com proteina reporter pode ter tido conclusdes
dubias, uma vez que o pPBBR1IMCS-2::mRFP1+lacl® possui dois promotores Lac. Os
promotores Lac estao dispostos de modo adjacente e orientados na mesma direcao,
sendo o primeiro original do pPBBR1MCS-2 e segundo de origem do RFP coding
device (Figura 19). Essa duplicidade de promotores apresentada no plasmideo em
questdo poderia alterar o comportamento de inducdo da expressado génica do
mRFP1. Apesar de serem idénticos em sua sequéncia nucleotidica, os dois
promotores apresentaram distancias diferentes relativas & sequéncia codificante do
mRFP1 e, portanto, possivelmente diferencas na regulacdo génica. Desta maneira,
uma resposta linear do nivel de fluorescéncia pode nao refletir fielmente a adicdo de
indutor no meio de cultura. Outro fator a ser discutido é o impacto do aumento da
expressao medida, que foi de cerca de 4 vezes de aumento em condi¢cao de indugao
comparado a sem inducdo. Em relacdo ao aumento de expresséo pelo promotor lac
€ comum ser reportados aumentos em cerca de 80 vezes ou mais para E. coli (90,
91), desta maneira mesmo que o aumento fosse real ele poderia ndo ter o impacto

desejado devido ao baixo desempenho demonstrado.
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Figura 20 - Representagdo da arquitetura génica presente em pBBR1MCS-2::mRFP1. Em azul estdo
representados 0s promotores lac com suas respectivas distancias em pares de base (pb) em relacdo
ao sitio de ligacdo do ribossomo (RBS) e ao gene mRFP1. O P xc a esquerda € original do pBBR-
1MCS-2 e o da direita € de origem do RFP coding device.
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A remocéo do promotor lac original do pBBR1MCS-2 para a modificacdo de
pCC-1 para pCC-3 o pode ter modificado o perfil de controle e assim, perdido a
capacidade de promover efetivamente um aumento na expressao do gene de
interesse. Essa caracteristica seria apenas presente em Pseudomonas sp. LFM461,
uma vez que em E. coli MG1655 os plasmideos continuaram sendo funcionais em
controlar a producao de PHB.

Futuramente, maiores investigacbes podem ser feitas em torno do
funcionamento do pCC-5 em Pseudomonas sp. LFM461. Na edi¢do do pCC-4 para
pCC-5 foi inserido um sitio de restricdo Nhel, o qual possibilitaria a inser¢cdo de um
gene reporter podendo ser expresso em fusdo com a proteina B-cetotiolase. Desta
forma seria possivel outro método de deteccdo da expressdo do sistema Lac em
outro hospedeiro, e principalmente monitorar o perfil de expressédo génica do operon
phaAB em conjunto com um gene repdrter em vérias fases do cultivo.

Muitos indicios levaram a acreditar que este sistema seria funcional em
Pseudomonas sp. LFM461 os quais se destacam: (i) testes do sistema do promotor
e repressor Lac com proteina fluorescente; (ii) funcionamento das diferentes versdes
do pCC em E. coli MG1655; (iii) melhorias no vazamento e na expressdo maxima em
E. coli MG1655; (iv) correcdo de problemas com a manutencdo em Pseudomonas
sp. LFM461; (v) diferencas na composi¢do entre os copolimeros produzidos entre
LFM461 pCC-3 e pCC-4. E importante destacar que os itens (ii), (i) e (v) citados
acima reforcam que o trabalho realizado para a constru¢do e aprimoramento destes
plasmideos foram corretamente planejados e executados para avancar em relagcéao
aos objetivos propostos. Contudo, mesmo com estes indicios a favor, ndo foi
possivel obter uma condi¢cao de controle do copolimero produzido por Pseudomonas
sp. LFM461.

6.4 Producéo de PHA por linhagens do JBEI abrigando pCC-4

Os plasmideos pCC foram desenhados com o objetivo de aumentar o fluxo de
3HB na biossintese de P3HB-co-3HHx por Pseudomonas sp. LFM461, permitindo
controlar a composi¢cdo do PHA produzido. A estratégia € baseada no controle da
expressao dos genes do operon phaAB pela desrepressao gradual do promotor lac
com a adicéo de concentragfes crescentes de IPTG a cultura. Logo, este plasmideo

pode ser utilizado em muitas linhagens bacterianas para a producao de PHB, ou
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caso 0 hospedeiro possua vias metabodlicas de biossintese de 3HApc. essa
linhagem poderia produzir copolimeros P3HAsc -co-3HAycL € a composicao do PHA
poderia ser controlada. Como os plasmideos pCC foram construidos baseando-se
no backbone do pBBR1MCS-2 (92), isto é, contendo o gene de resisténcia a
canamicina, bem como sistema de replicagdo de amplo espectro de hospedeiros,
eles podem ser inseridos em um grande numero de espécies bacterianas Gram
negativas. Desta maneira, a versao 4 do plasmideo de controle de copolimero (pCC-
4) foi inserida em linhagens fornecidas pelo JBEI e assim tentou-se controlar a
composicdo do PHA produzido por estas linhagens. Estas linhagens sé&o
especialmente interessantes pois tém sido estudas para 0 consumo de componentes
da lignina (22).

Apesar de ser filogeneticamente proxima ao género Pseudomonas, a bactéria
D. acidovorans néo foi capaz de produzir P3HAsc -co-3HAycL € apenas confirmou
dados de outros trabalhos publicados que esta linhagem ndo é capaz de suprir
mondmeros 3HAucL e produz apenas PHB (76). J& as linhagens P. putida KT2440 e
P. putida MT2, abrigando o plasmideo PCC-4 produziram P3HAsc -c0-3HAwmcL,
embora sem controle da composicdo. Como as linhagens de P. putida testadas séo
naturalmente produtoras de PHAwcL, elas possuem uma PHA sintase selvagem e,
portanto, a atividade da PHA sintase selvagem pode interferir na atividade da PHA
sintase do pCC-4, mascarando sua atividade. Assim, apesar de pCC-4 aumentar o
teor de PHA produzido nestas linhagens de Pseudomonas, seria interessante a
delecdo da PHA sintase nativa destas bactérias, possibilitando assim confirmar a

producdo de um copolimero P3HAsc -c0-3HAycL.

6.5 Uso de lignina para producdo de PHA por Pseudomonas sp. LFM461

Alguns estudos realizaram ensaios de producdo de PHA a partir de materiais
lignocelulésicos, embora a maioria deles seja focado no consumo de acucares
(pentoses e hexoses) provenientes da decomposicdo de celulose e hemicelulose
(50, 93). A utilizacdo de lignina € ainda pouco explorada para a producao de PHA,
embora Linger (22) tenha realizado um trabalho completo de analise dos substratos
provenientes da hidrdlise de lignina, o APL, para producdo de PHAycL, chegando a
32% PHA (MSC). A fracdo soluvel do APL consiste basicamente de lignina,

extratores, compostos inorganicos e acetato em 32%, 23%, 11% e 8% (m/m),
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respectivamente (22). Quando hidrolisada em mondmeros, a fracdo de lignina
consiste em sua maioria de moléculas de 200 Da, 250 Da e 350 Da que
correspondem a monémeros, dimeros e trimeros respectivamente. Os principais
mondmeros identificados sdo acido p-cuméarico, acido vanilico, acido ferulico e
acetato além de outros (22).

Neste trabalho, utilizou-se um pré-tratamento para despolimerizar a lignina e
assim tornar possivel o consumo desta fonte de carbono como substrato para a
producdo de PHA por Pseudomonas sp. LFM461. Esta linhagem bacteriana atingiu
massa seca celular de apenas 1,30 g/L em comparagdo com experimento utilizando
glicose como fonte de carbono que atingiu em média 3,4 g/L de biomassa seca total.
Ha duas hip6teses para explicar baixas taxas de crescimento e acumulo de PHA em
Pseudomonas sp. LFM461 quando suprida com o hidrolisado de lignina como fonte
de carbono. Deve ser destacado que, além de consumir efetivamente os mondémeros
liberados pelo pré-tratamento, a linhagem bacteriana deve resistir a toxicidade
destes compostos (20). Uma explicacdo é que os monémeros liberados no processo
de pré-tratamento da lignina ndo foram efetivamente consumidos por Pseudomonas
sp. LFM461, isso resultaria em uma baixa oferta de fonte de carbono disponivel para
Pseudomonas sp. LFM461 crescer e acumular PHA. Outra explicacdo é de que o
composto teria uma toxicidade muito alta e, portanto, inibitéria ao crescimento, uma
evidencia que fortalece essa hipotese € que quando se ofereceu concentracdes
maiores que 20% do hidrolisado de lignina (APL), o crescimento foi quase nulo, e,
portanto, a concentragdo critica para inibir completamente o crescimento deve estar

entre 20% e 40% do hidrolisado de lignina.

6.6 Producéo de 3HP e 3HB por LFM461

O experimento de expressao génica feito com as linhagens abrigando os
genes tesB e ptb-buk comprovou uma expressao destes genes como sendo maior
do que o gene constitutivo glk. Como o mesmo promotor, RBS e processo de
otimizacao foi utilizado para todos os genes inseridos no plasmideo pBT-4, a nédo
deteccdo de 3HP e 3HB pelas linhagens Pseudomonas sp. LFM461 pBT-4::mcr e
pBT-4::ptb-buk foi provavelmente um problema analitico ou do desenho do

experimento, e ndo uma questdo de constru¢ao génica.
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A alteragdo de metodologia de HPLC e LC/MSD para CG com derivatizagdo
de propil-éster possibilitou a estabilizacdo da amostra e garantiu a deteccdo de um
anico pico em CG e, portanto, foi possivel construir uma curva padrdo. Para a
deteccdo de 3HP e 3HB em LFM461 pBT-4::mcr e pBT-4:.ptb-buk poderia ser
utiizado o mesmo método de preparo de amostra com derivatizacdo porém, a
andlise por CG acoplada a espectrometria de massas poderia ser utilizada uma vez
gue a sensibilidade é maior que a deteccao por FID .

A producdo de 311 mg/L para a linhagem Pseudomonas sp. LFM461 pBT-
4::tesB foi de concentracdo comparativamente boa em relagéo a trabalhos anteriores
em que foram produzidos uma faixa de 75 a 2000 mg/L (72, 88). Utilizando-se uma
linhagem de E. coli. Chung e colaboradores (94) utilizaram uma linhagem mutante
de Pseudomonas na qual o operon de biossintese de PHA e os genes de -oxidacéo
fadA e fadB passaram pelo processo de knockout e resultou em um aumento de
0,35 g/L para 2,55 g/L de acidos 3HHx, 3HO, 3HD e 3HDd. Como Pseudomonas sp.
LFM461 ja possui knockout de sua PHA sintase, seria interessante explorar o
potencial de producdo de 3HA através da inativacdo dos genes fadA e fadB o que
poderia diminuir o fluxo de formacdo de acetil-CoA aumentando assim o fluxo de
intermediarios metabdlicos para a sintese de 3HB e 3HP pela via de biossintese de
acidos graxos.

Como os pCCs tiveram sucesso em controlar a producéo de PHB e, portanto,
a biossintese de 3HB-CoA em E. coli MG1655; ao substituir o gene tesB no lugar do
gene phaC, seria possivel controlar a producao de acido 3HB livre pela adicdo de
IPTG no meio de cultura. Desta maneira, o fardo metabdlico seria reduzido na
producédo de acido 3HB e permitiria ao controlador do processo iniciar a produ¢édo no

momento por ele desejado.
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7 CONCLUSOES

Foram construidos cinco de plasmideos capazes de controlar a producéao de
PHB em E. coli MG1655. Aprimoramentos foram observados nestes plasmideos
referente a manutencdo no hospedeiro, vazamento da expressao e expressao total.
A construgdo do pCC-1 demonstrou instabilidade no hospedeiro Pseudomonas sp.
LFM461, assim, foi necessaria edicdo do plasmideo obtendo-se o pCC-3. A
capacidade do hospedeiro em promover eventos de recombinacdo homdéloga com
facilidade pode ser explorada como caracteristica Util para edicdo de seu genoma.

A linhagem Pseudomonas sp. LFM461 pCC-3 ndo demonstrou a capacidade
de controlar a composicdo do copolimero, e em condi¢cdes de inducdo nao foi
detectado mudanca de valores de atividade enzimatica das proteinas sob controle
do sistema Pac/lacl?. Assim, o pCC-3 foi aprimorado para pCC-4 e em seguida
pCC-5. Apesar de melhoras terem sido percebidas em experimentos com E. coli
MG1655 abrigando os pCC-4 e pCC-5, nenhuma das duas versdes foram capazes
de controlar a composicdo do copolimero P3HB-co-3HHx em Pseudomonas sp.
LFM461. Em experimentos de RT-gPCR com pCC-4 e pCC-5 no hospedeiro final
ndo se observou aumento dos niveis de transcricdo dos operon phaAB em
condi¢cBes de inducéo.

Em um primeiro momento, atraves de experimentos de fluorescéncia
anteriores a construcdo dos pCCs, o promotor lac foi validado para controle de
expressdo em Pseudomonas sp. LFM461, mas, ao avaliar o conjunto de evidéncias
dos experimentos posteriores, conclui-se que o promotor lac ndo foi funcional no
hospedeiro. Apesar do objetivo final ndo ter sido atingido, varias questdes da
biologia molecular e regulacdo génica de Pseudomonas sp. LFM461 foram
discutidas neste trabalho. Neste sentido, avangos foram realizados a fim de viabilizar
futuros estudos sobre engenharia do metabolismo, producdo de PHAs e outros
bioprodutos na linhagem modelo Pseudomonas sp. LFM461 do Laboratério de
Bioprodutos.

Em estagio no JBEI os experimentos realizados abriram oportunidades de
estudo para os plasmideos criados, bem como para a linhagem Pseudomonas sp
LFM461:
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O plasmideo pCC-4 foi avaliado em linhagens relacionadas a
Pseudomonas sendo fornecidas pelo proprio instituto. O plasmideo
demonstrou ser funcional em aumentar o teor de PHA produzido por estas
linhagens e potencial para ser aplicado a outras linhagens relacionadas
futuramente.

A linhagem Pseudomonas sp. LFM461 demonstrou bom crescimento
celular no consumo de &cido cumérico para a producdo de PHA, com
niveis de biomassa similares a glicose. Desta maneira, oportunidades
foram criadas para estudos mais profundos com fontes de carbono
relacionadas a lignina.

Foram construidos trés vetores para a producdo de 4&cidos 3-
hidroxibutirico e 3-hidroxipropidnico. Utilizando Pseudomonas sp. LFM461
pBT-4::tesB foi detectado a producdo de 311 mg/L de 3HB, niveis
comparativamente bons de producgéo considerando uma primeira tentativa
(72, 88). Pode-se futuramente utilizar os pCCs para a producao
controlada de 3HB em E. coli MG1655.
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