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RESUMO

O impacto ambiental de produtos de origem petroquimica, como os plasticos, tém levado a busca por
materiais similares que sejam ambientalmente corretos e possam ser produzidos a partir de fontes renovaveis.
Uma alternativa sdo os polihidroxialcanoatos (PHA), uma familia de poliésteres termoplasticos ou
elastoméricos, biodegradaveis e biocompativeis, acumulados por algumas bactérias. A incorporacao e a
modulacdo de monémeros variaveis a estrutura dos PHA apresentam potencial para o desenvolvimento de
novos materiais para aplicagfes médicas. A literatura e patentes recentes apontam copolimeros de poli-3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato (3HB-co-3HHx) como produtos de grande potencial nesta area. Foram
construidos, no laboratério de Bioprodutos do Instituto de Ciéncias Biomédicas-USP, recombinantes da
bactéria Burkholderia sacchari, abrigando genes de Aeromonas sp, com o objetivo de se ter um organismo
seguro capaz de produzir altos teores do copolimero. Este trabalho estudou aspectos da producdo do
copolimero 3HB-co-3HHXx a partir de xilose e 4cido hexandico, por esses recombinantes, para dar subsidios
a producdo deste material com diferentes teores de 3HHXx, potencialmente capazes de conferir variacdes nas
propriedades e aplica¢des deste. Analisaram-seos perfis desses recombinantes, frente ao consumo de xilose
e 4cido hexandico, para propor alternativas metabdlicas para o aprimoramento no consumo de xilose por
esses mutantes a partir da andlise de fluxos metabdlicos. A xilose foi selecionada como principal fonte de
carbono por ser uma pentose oriunda de hidrolisados hemicelulésicos do bagaco de cana-de-aglcar que se
apresenta como um residuo da producéo de etanol de segunda geragdo. Foram testados seis recombinantes,
abrigando os genes P, C e J de Aeromonas sp. ou Aeromonas hydrophila, em frascos agitados, selecionando-
se 0 recombinante B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp para ensaios em biorreator.Esses
experimentos, em meio de cultura contendo xilose mais acido hexanéico como fontes de carbono,permitiram
delimitar: a velocidade especifica maxima de crescimento (Umaxx=0,18 h1), a eficiéncia de conversao de xilose
em mondmeros de 3HB (Yznexi=0,40 g.g?1) e a eficiéncia de conversdo de acido hexanéico em monémeros
de 3HHX (YsnHwaHex=0,89 g.g1), este Ultimo maior do que dados reportados na literatura.Foram propostas e
aplicadas condi¢bes para experimentos visando modular o teor de 3HHx no copolimero a partir de xilose e
acido hexandico em biorreator.As células foram capazes de acumular entre35 a 64% da biomassa na forma
de PHA.Os teores de 3HHx nos copolimeros variaram de 10 mol% a 40mol %, mostrando que é possivel
controlar a composido monomeérica e as propriedades do material. Os valores obtidos foram superiores a
experimentos da literatura com glicose e acido hexandico. Finalmente, utilizaram-se os programas Metatool
e Matlab para analise preliminar de fluxos metabdlicos, sendo observada a necessidade de se melhorar a

producédo de poder redutor (NADPH) pela célula.

Palavras chave: Poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato). Copolimeros biodegradaveis. Xilose.
B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp. Ensaios em biorreator. Analise de fluxos metabdlicos.



ABSTRACT

The environmental impact of products of petrochemical origin, such as plastics, has led to the search
for similar materials that are environmentally friendly and can be produced from renewable sources. An
alternative is the polyhydroxyalkanoates (PHA), a family of thermoplastic or elastomeric polyesters,
biodegradable and biocompatible, accumulated by some bacteria. The incorporation and modulation of
variable monomers to the PHA structure present potential for the development of new materials for medical
applications. Recent literature and patents have reported poly-3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate
copolymers (3HB-co-3HHX) as products of great potential in this area. Burkholderia sacchari recombinants,
harboring Aeromonas sp. genes, were constructed in the laboratory of Bioproducts of the Institute of
Biomedical Sciences-USP, with the objective of having a safe organism capable of producing high levels of
the copolymer. This work studied some aspects of the production of 3HB-co-3HHx from xylose and hexanoic
acid, by these recombinants, to subsidize the production of this material with different levels of 3HHX,
potentially conferring improved propertiesto the copolymer and widening its applications.Recombinants
profiles in xylose and hexanoic were analyzed, to propose metabolic alternatives to improve xylose
consumption based on metabolic flux analysis. Xylose was selected as the main carbon source due to the fact
that, besides being a significant component of sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysates, it isa residue
of second generation ethanol production. Six B. sacchari recombinants, harboring genes P, C and
JfromAeromonas sp. or Aeromonas hydrophila, were tested shaken flasks; recombinant B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2 :: phaPCJaspwas selectedfor bioreactor experiments. The parameters delimited were: the
maximum specific growth rate (umaxx = 0,18 h'1), the efficiency in converting xylose to 3HB monomers (YsHs /il
= 0,40 g.g1),the efficiency in converting hexanoic acid to 3HHx monomers (Ysuhx/ aHex = 0,89 g.g™?) in culture
medium containing xylose plus hexanoic acid as carbon sources. Conditions were proposed and applied in
order to modulate 3HHx content in the copolymer. Cells were able to accumulate from 35 to 64% of cell dry
biomass as PHA. 3HHx content in the copolymers ranged from 10 mol% to 40 mol%, evidencing the possibility
of controling monomers composition and thus polymer properties. Moreover, those figures were higher than
previous values from the literature. Finally, Metatool and Matlab programs were tested as a preliminary
analysis of metabolic fluxes, indicating the the need for the cell to improve reducing power production
(NADPH).

Keywords: Poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate). Biodegradable copolymers. Xylose.
B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2 :: phaPCJasp. Bioreactor tests. Analysis of metabolic transfers.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Nas décadas recentes, devido ao impacto ambiental do uso de plasticos de
origem petroquimica, de dificil degradagdo, diversas alternativas vém sendo
estudadas para se produzirem materiais dotados das mesmas propriedades, que
sejam menos danosos ao meio ambiente. Uma dessas alternativas sdo 0s
polihidroxialcanoatos (PHA), que constituem uma classe de ésteres poliméricos,
presentes tanto em procariotos quanto em eucariotos, porém, a quantidade
detectada nesses ultimos € considerada baixa, quando comparada a capacidade
em gue os procariotos tém em acumular até 80% de sua biomassa na forma de
PHA (SILVA et al.,, 2001, SILVA et al.,, 2007, SILVA et al., 2014). O poli B-
hidroxibutirato (PHB) foi o primeiro tipo de PHA descoberto, em 1923 por Lemoigne
(GOMEZ, 1994), tendo sido inicialmente utilizado como um dado adicional na
identificacdo bacteriana. A partir da década de 1980, suas propriedades
termoplasticas foram detectadas e, com isso, surgiu o interesse na sua producao
em maior escala (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995).

O acumulo de PHA por bactérias ocorre em forma de granulos
citoplasmaticos. Nos microrganismos, os PHA constituem uma reserva de
carbono, energia e equivalentes redutores, tendo sido reportado seu envolvimento
em processos de resisténcia a pressdo osmética, a protecao da célula contra a
dessecacao e a acdo dos raios ultravioleta (UV) (BRANDL et al, 1990). Para que
0 microrganismo seja capaz de acumular o biopolimero de modo mais expressivo,
em geral, € necessario que no meio de cultivo haja excesso da fonte de carbono e
a limitacdo simultanea de ao menos um nutriente essencial a sua multiplicacéo,
como nitrogénio, fésforo, oxigénio e etc. (LAFFERTY et al., 1988; BRANDL et al.,
1990).

Além de serem termoplasticos, ou seja, poderem ser conformados e
moldados sob acao do calor (SILVA et al., 2004), PHA s&o biocompativeis e assim
podem ser empregados em procedimentos cirirgicos, sem que haja rejeicdo do
orgao ou tecido, e na producéo de capsulas para liberacéo controlada de farmacos
(SILVA et al., 2001), entre outras aplicagbes médico-farmacéuticas. S&o
biodegradaveis por fungos e bactérias, quando descartados no meio ambiente,
liberando como produtos CO2 e agua (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995). Em

meio intracelular, a degradagao ocorre por meio de enzimas denominadas PHA
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despolimerases e é realizada em todos 0s microrganismos que possuem a
capacidade de acumular esse polimero naturalmente (GOMEZ, 1994). Uma
vantagem industrial e ambiental dos PHA é que podem ser produzidos a partir de
matérias-primas de baixo custo econbmico e de fontes renovaveis, como
carboidratos, Oleos vegetais e até mesmo a partir de residuos agroindustriais
(SILVA et al., 2007, SILVA et al., 2014).

Diversos estudos foram realizados para buscar no meio ambiente bactérias
com bom potencial de producdo de PHA, destacando-se neste trabalho
Burkholderia sacchari, isolada no Brasil a partir de solo de canavial (GOMEZ et al.,
1996, BRAMER et al., 2001, ALEXANDRINO et al., 2015) sendo capaz de produzir
até 80% da biomassa na forma de PHA. Esta bactéria mostrou-se promissora para
uso industrial, sendo alvo de patente (SILVA;GOMEZ.,2013), tendo sido utilizada
em estudos recentes e proposta como plataforma biologica para a expresséo de
genes de outras vias envolvidos na produgcéo de PHA, visando obter PHA com
composi¢cdo monomérica variavel, o que implica na diversificacéo de propriedades
fisico-quimicas e, portanto, ampliando suas aplicacdes, diretamente dependentes
dessa composicdo monomeérica, como apresentado mais adiante (GOMEZ et al.,
1996, SILVA et al., 2000, BRAMER et al., 2001, 2002, SILVA et al., 2004, PEREIRA
et al., 2009; LOPES et al 2009; 2011, MENDONCA et al., 2013; SILVA et al., 2015;
MENDONCA et al., 2016, NASCIMENTO et al., 2016).0s monémeros constituintes
dos PHA podem ser hidroxialcanoatos dotados de estrutura quimica de cadeia
curta (SCL), contendo 3-5 &tomos de carbono, ou ainda, monémeros de cadeia
meédia (MCL), com 6-12 carbonos. Copolimeros contendo mais de um mondémero
diferente podem ser formados a depender da especificidade da PHA sintase,
enzima responsavel pela esterificacdo dos monémeros. Quatro classes de PHA
sintases foram descritas e, de modo geral, tém especificidade ou para monémeros
SCL ou MCL, sendo dificil incorporar percentuais equivalentes de ambos
(MADISON; HUISMAN, 1999; RHEM 2003). Este aspecto é relevante, ja que, a
variedade da composicdo monomeérica determina as propriedades mecanicas do
polimero e, consequentemente suas aplicacdes. A partir de carboidratos como
xilose ou sacarose, o PHA produzido é o 3HB cristalino e quebradico, com
limitadas aplicagcbes (SUDESH et al., 2000). A insercédo de outros mondmeros na
cadeia, como 3-hidroxivalerato (3HV), 4-hidroxibutirato (4HB), ou especialmente

mondmeros de cadeia média (mcl-HA) com 6 (3- hidroxihexanoato, 3HHx) ou mais
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atomos de C confere maior elasticidade aos PHA. O copolimero P (3HB-co-3HHX)
exibe uma flexibilidade adequada para muitos usos, com propriedades mecanicas
similares ao polietileno de baixa densidade, tornando-se mais flexivel com o
aumento do teor de 3HHx. Atualmente, varias empresas estdo investindo na
producédo deste copolimero. A Kaneka no Japao e Bélgica produzem a AONILEX®,
a base de 3HB-co-HHx. A Meredian, Ga, USA, inaugurou recentemente o que
parece ser a maior instalacdo de producdo de PHA, principalmente dos
copolimeros (PHB-co-HHx) P (3HB-co-3HO, 3HO:3-hidroxioctanoato) e (3HB-co-
3HOD, 3HOD: 3-hidroxioctadecanoato), com uma capacidade anual de cerca de
300.000 toneladas. O uso de 3HB-co-3HHx tem sido reportado na area medica
(tecidos cartilaginosos, suporte para a proliferacdo de células Osseas e
musculares) (LIZARRAGA-VALDERRAMA et al.,, 2015). 3HB-co-3HHx é
naturalmente produzido por bactérias pertencentes ao género Aeromonas, (A.
caviae e A hydrophila) a partir de 6leos vegetais ou acidos graxos com uma
incorporacao de 5 a 25 % molar de 3HHx (DOI et al., 1995; Lu et al., 2005). No
entanto, a porcentagem (m/m) em copolimero é geralmente baixa e a separacao
das células é dificil devido a elevada viscosidade do meio decorrente da fonte de
C utilizada. B. sacchari demonstrou ser capaz de acumular cerca de 60 % de PHB
a partir de hidrolisados lignoceluldsicos (SILVA et al., 2004; CESARIO et al, 2014)
e de sintetizar 3HB-co-3HHXx a partir de glicose e acido hexanéico (MENDONCA
et al., 2012, MENDONCA et al.,, 2013, MENDONCA et al., 2014) com uma
incorporacgao de cerca de 2 % de 3HHx. De modo a aumentar a incorporagéo dos
mondmeros de 3HHx na cadeia polimerica, foram construidos recombinantes de
B. sacchari com genes de A. hydrophyla ou genes de Ralstonia eutropha
envolvidos na sintese de PHA, tendo-se obtido 10 a 15 vezes maior teor de HHx
no copolimero, modulando o teor de 3HHx no PHA (MENDONCA, 2009;
MENDONCA et al., 2012; MENDONCA et al., 2013 a, b; TAVARES et al., 2012;
MENDONCA et al., 2017).

Em projeto finalizado no nosso laboratério (FAPESP BeBasic, processo
2012/51533-6), em colaboracdo com a empresa ChainCraft, B. V.
(http://www.chaincraft.nl/home- en/), esta desenvolveu um processo em que, a
partir de residuos agro-alimenticios, gerou uma mistura de 4cidos graxos de cadeia
média (MCFA) especialmente desenhada para alimentar os recombinantes

construidos, que foram testados nessa mistura de MCFA em presenca de glicose
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(Mendonca et al., artigo em preparagéao).

No Brasil, com o desenvolvimento de etanol de 22 geracao e a incapacidade
de leveduras fermentarem a xilose a etanol de modo eficiente, ha a perspectiva de
haver grandes quantidades de xilose disponiveis para gerar outros produtos
(SILVA et al., 2015). Embora diversas iniciativas tenham sido anunciadas, dados
cientificos ainda sdo escassos. Biopolimeros da familia dos PHA tem sido um dos
bioprodutos modelo de estudo empregando diversos derivados de biomassa.

Neste contexto, este trabalho de mestrado se propde a avaliar linhagens de
B. sacchari construidas por Mendoncga 2014, abrigando genes do operon phaPCJ

de Aeromonas sp.

2 SINTESE DA BIBLIOGRAFIA FUNDAMENTAL
2.1 Biomassa lignocelulésica como matéria-prima para produzir PHA

Essencialmente as plantas sdo formadas por trés tipos basicos de polimeros:
lignina, hemicelulose e celulose. Varios fatores podem interferir na composicao
desses compostos presentes no vegetal, tais como: fatores ambientais, como a
disponibilidade de agua, luz, diéxido de carbono, temperatura, pH do solo ou
fatores internos, como as caracteristicas genéticas intrinsecas a espécie (BAJPAI,
2016; CARERE et al., 2008; CHANDRA et al., 2007; KICHISE; TAGUCHI; DO,
2002)

Matérias-primas lignocelulésicas necessitam de um pré-tratamento quimico
para produzir um substrato que possa ser facilmente degradado por enzimas de
origem industrial ou por enzimas provenientes de microrganismos, representando
assim uma etapa a ser superada na obtencdo de matéria-prima proveniente de
compostos lignocelulésicos para a producdo de biomateriais (BAJPAI, 2016). A
celulose é o principal constituinte da parede celular vegetal e sua funcédo esta
ligada a sustentacéo e resisténcia contra impactos. Esse polimero € encontrado
em eucariotos, como fungos e algas, e procariotos, como as bactérias. A
hemicelulose é o segundo polimero mais abundante nos vegetais, representando
cerca de 20% a 50 % da biomassa total lignocelulésica.

Diferentemente da celulose, a hemicelulose ndo possui uma composicao
guimica homogénea (BAJPAI, 2016; DESVAUX, 2005). A hemicelulose tem em
sua composicdo diversos tipos de monossacarideos. Entre esses

monossacarideos ha pentoses, moléculas organicas formadas por cinco carbonos,
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como a D-xilose e D-arabinose e monossacarideos formados por seis carbonos
como D-glicose, D-manose e D-galactose e acidos urdnicos como 0 4-o-
metilglicuronico, o D-glicurénico e o D-galactourdonico (BAJPAI, 2016; SAHA,
2003). A hemicelulose pode ser um homopolimero ou um heteropolimero. A
composicdo da hemicelulose é variavel, por exemplo, em biomassa de origem
agricola, como os representantes da familia Poaceae, a hemicelulose € composta
principalmente de xilana (SILVA et al., 1998).

As xilanas séo polimeros de xilose e podem ser classificadas em xilobiose,
um dissacarideo de xilose, em xilotriose, um trissacarideo de xilose, em xilotetrose,
um tetrassacarideo de xilose e assim sucessivamente. Industrialmente, as xilanas
sao utilizadas para a fabricacédo de furfural, papel, adesivos e emulsificantes, em
racao animal e em farinhas de trigo. A xilose, um monossacarideo da xilana, tem
sido aplicada na producao de etanol e xilitol e atualmente tem se buscado aplica-
la na producao de bioprodutos como os PHA a partir dos residuos provenientes de
biorrefinarias (KAMM, KAMM 2004; HAHN HARGEDAL et al., 2007; GRANSTRON
et al., 2007).

A cana-de-acUcar (Saccharum officinarum) € um dos principais produtos
agricolas brasileiro, sendo o Brasil o principal produtor mundial. A industria
canavieira brasileira € altamente qualificada para a producdo desse vegetal,
apresentando um 6timo custo beneficio e excelentes perspectivas futuras para o
aumento nessa producdo. A cana-de-acucar € responsavel por manter cerca de
370 usinas e destilarias em funcionamento, gerando toneladas em residuos
agroindustriais. Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), no
ano de 2018 a safra de cana de acucar chegou a 646,34 milh6es de toneladas.
Diante desses numeros exorbitantes na producdo de cana-de-aclcar e na
incapacidade de leveduras em fermentar pentoses hemicelulésicas como a xilose,
a implementacéo da producdo de PHA por bactérias, em biorrefinarias, a partir do
bagaco hidrolisado, se faz uma opcéo financeiramente viavel a producdo de PHA,

visto que mais de 50% dos custos desse produto provém da matéria-prima.
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2.2 Burkholderia sacchari e construcéo de linhagens recombinantes para
melhoramento da fragcdo molar de 3HHx no copolimero 3HB-co-3HHX.

Em 2001 B. sacchari foi reconhecida como uma nova espécie. (BRAMER et
al., 2001). B. sacchari foi isolada e descrita pelo professor doutor José Cabrera
Gomez em 1994 em sua dissertacdo de mestrado intitulado “Isolamento e
caracterizacdo de bactérias produtoras de polihidroxialcanoatos”. A figura 1
apresenta a estrutura celular de B. sacchari e granulos citoplasmaticos de PHA.

e

- A
e ol ‘-*" -
 Pa AT 159 c.; .: e TR .l

K

35

Figura 1: Células bacterianas contendo granulos citoplasmaticos de PHA.Fonte: Retirado de SILVA

et al. (2007). Cedido por ALLI, RC

Em seu trabalho foram realizadas analises da capacidade de acumulo de
bactérias isoladas a partir do solo de canavial frente ao uso de sacarose, frutose,
glicose e acido propiénico como fontes de carbono, tendo sido demonstrada a
capacidade de B. sacchari em acumular cerca de 60% do seu peso em PHB
(GOMEZ et al., 1996).

O microrganismo em questdo apresenta estrutura celular em forma de
bacilus, sendo gram negativa. O crescimento 6timo da cepa ocorre entre 28°C a
30°C. Essa espécie quando cultivada em excesso de xilose como fonte de
carbono, com limitagdo em um nutriente ou mais nutriente essenciais, como o
nitrogénio e o fésforo, acumula o homopolimero 3HB (GOMEZ et al.1994, SILVA
et al., 2000;).

Buffoni (2006) avaliou a capacidade de acumulo de PHA em B. sacchari
selvagem a partir de diferentes tipos de substratos. Foram fornecidos ao
microrganismo trinta tipos de fontes de carbono e glicose como co-substrato. Entre
as fontes de carbono utilizadas, estao diversos tipos de acidos, tais como o acido
hexandico. Os resultados desse trabalho indicaram a capacidade de

B. sacchari em acumular monémeros de 3HHXx a partir do fornecimento de acido



hexandico, entretanto, esse era acumulado em baixas quantidades (menos de 1%
mol de 3HHx no copolimero) (BUFFONI, ERNESTO 2006; MENDONCA et al.,
2013).

Desde o final dos anos 80 se conhece a capacidade de alguns
microrganismos em acumular fracdes de 3HHx associados ao acumulo de 3HB.
Biopolimeros com fragbes elevadas de mondémeros de 3HHx tem despertado
grande interesse da industria biotecnoldgica. Quanto maiores as fracdes do
mondmero 3HHXx no copolimero, maior € a maleabilidade do material, devido a
mudancas nas propriedades fisicas promovidas pela adicdo do mon6mero de
3HHx. Essa propriedade elastoméricaamplia a aplicacdo deste material pela
industria (LEE; NA, 2013; QU et al., 2006). O copolimero 3HB-co-3HHx tem sido
amplamente utilizado na area médica (LOMAS et al., 2012; WU; WANG; CHEN,
2009). Seu uso foi reportado na confecgéo de tecidos cartilaginosos hibridos, na
confeccgao de suporte ou molde na engenharia de tecidos (YANG et al., 2002), em
culturas de células 6sseas (YANG et al., 2004), na confeccéo de valvulas adrticas
hibridas (WU et al., 2007), na liberacdo controlada de farmacos (HEATHMAN et
al., 2014) entre outras aplica¢des. Dentre 0s microrganismos capazes de acumular
mondmeros de 3HHXx estdo: Rhodospirillum rubrum, Rhodococcus ruber, Nocardia
corallina, Bacillus megaterium, Ralstonia eutropha, Comamonas testosteroni,
Bacillus cereus entre outros (GROSS et al., 1989; ULMER et al., 1989, HAYWOQOD
et al., 1991; DENNIS, 1994, CABALLERO; KAREL; REGISTER, 1995). O género
Aeromonas destaca-se por possuir a capacidade de acumular fracbes molares de
3HHx em grandes quantidadesdevido a especificidade de sua PHA sintase por
mondmeros de cadeia média (DOI; KITAMURA; ABE, 1995; SHEN et al., 2009;
TAGUCHI et al., 1999; TSUGE et al., 2003; ZHANG et al., 2009). As espécies
Aeromonas caviae e Aeromonas hydrophila demonstram-se capazes de produzir
um copolimero com fracdes molares entre 5% a 25% de 3HHx quando 6leos
vegetais e acidos graxos foram fornecidos.Embora produzam um copolimero com
elevadas quantidades de 3HHXx, o género Aeromonas apresenta células altamente
patogénicas, 0 que na pratica representa um risco durante o desenvolvimento de
bioprocessos.

A eficiéncia no acumulo de PHA nesse género também é considerada baixa,
representando cerca de 40% do seu peso seco em biopolimero. Diante de fatores

como, a alta eficiéncia de acimulo de 3HB a patrtir de diversos tipos de fontes de
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carbono fornecidas a B.sacchari selvagem, demonstrada por GOMEZ (1994), a
possibilidade de B. sacchari selvagem em acumular monémeros de 3HHX,
evidenciada por BUFFONI (2006) e as altas fracbes de mondmeros de 3HHx
acumulados pelo género Aeromonas, MENDONCA (2014) desenvolveu em seu
trabalho de doutorado a construcdo de recombinantes de B. sacchari abrigando
genes de Aeromonas envolvidos na sintese de PHA. Os genes de Aeromonas
escolhidos para a construcdo dos recombinantes foram os genes do operon PCJ
de Aeromonas hydrophila ou Aeromonas sp. O gene phaP sintetiza a proteina
Phasina, essa esta associada aos granulos de PHA e auxilia na estabilidade dos
mesmos enquanto sdo sintetizados. O gene C expressa a PHAsintase de
Aeromonas , que possui especificidade por monémeros de cadeia média. O gene
J é responsével por sintetizar uma enoil-coA hidratase que drena intermediarios da
via da B-oxidagdo dos acidos graxos. Os genes foram clonados em um plasmideo
PBBRMCS-2 e expressos no mutante UV pha- de B. sacchari.

2.3 Metabolismo da xilose e utilizac&o de hidrolisado hemicelulésico por

B. sacchari para producao de PHA

Trabalhos realizados por SILVA e colaboradores (2004) em que foi avaliado a
capacidade de B. sacchari acumular 3HB a partir de xilose, foram demonstrados a
capacidade de acumulo em biopolimero desta cepa em um valor de cerca de 60%
em polimero e um fator de converséo de substrato em produto de 0,39 g.g*, assim,
a utilizacao do bagaco poderia ser de grande interesse na producéo de PHA, visto
que leveduras séo incapazes de metabolizar pentoses para a producao de etanol
de segunda geracéo.

As vias descritas na literatura para a degradacdo de xilose sdo: Via
oxidoredutase, via Isomerase, via de Weimberg e via de Dahms (Figura 2)
(MATSUSHIKA et al., 2009; WEIMBERG,1961; DAHMS,1974; JOHNSEN et al.,
2009).
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Figura 2: Vias do catabolismo de xilose. Via de Dahms em azul; Via de Weimberg em verde; Via da

xilose isomerase em laranja; e Via da xilose redutase em roxo.Fonte: Roncallo (2016).

Em microrganismos que consomem xilose como fonte de carbono, ha dois
mecanismos de transporte desse substrato para a matriz intracelular. A xilose
externa pode ser transportada por um sistema quimiosmoético de simporte de
prétons, de baixa afinidade (XylE ou XyIT) ou por um sistema de transporte de alta
afinidade (XyIFGH) (SONG; PARK, 1998), XylF € uma proteina periplasmética com
alta afinidade por xilose, XylH € uma permease e XylG é uma ATPase que fornece
energia para a translocacdo da xilose. Ap6s o transporte de xilose para matriz
intracelular, ocorre sua conversdo em xilulose, por meio da enzima xilose
isomerase (codificado pelo gene xylA), sendo entdo fosforilada pela acdo da
xiluloguinase (codificada pelo gene xylB) fornecendo a via das pentoses o
metabolito xilulose-5-fosfato (ZHOU et al., 2012). Os metabolitos xilulose-5-fosfato
e ribose-5-fosfato resultante de uma reagao de isomerizagéo ingressam na via das
pentoses (VP) a partir de sua fase ndo oxidativa. Para que a célula possa entao
sintetizar outros metabdlitos essenciais, a xilulose-5-fosfato ingressante na VP
passa a correr caminhos comuns a via Embden meyerhof parnas (EMP) e via
Entner Doudoroff (ED) ( LIU et al., 2013; MATSUSHIKA et al., 2012; SMITH, VAN
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RENSBURG E GORGENS, 2014). Diversos trabalhos foram realizados tentando
melhorar a eficiéncia no consumo de xilose por bactérias e fungos. Os principais
problemas envolvidos na metabolizacdo da xilose sé&o: Repressao catabdlica em
presenca de outros acucares, como glicose, por exemplo, e a ineficiéncia do

consumo de xilose.

2.4 Andlises de fluxos metabdlicos (AFM)

O estado fisiolégico celular € um parametro importante para se caracterizar o
metabolismo. O estado fisiologico pode ser influenciado por diversos fatores, como
por exemplo, limitacAo ou excesso de algum nutriente essencial. A principal
ferramenta utilizada com o objetivo de se investigar o estado metabdlico celular é a
Andlise de Fluxos metabolicos (AFM). A AFM se utiliza da avaliacdo das velocidades
de reacBes envolvidas nas vias metabdlicas, possibilitando o entendimento de forma
detalhada e quantitativa da natureza dos fluxos das reacdes bioquimicas.

E essencial que se conheca todos os componentes de uma rede metabdlica e
nao apenas um metabolito em particular (PRADELHA et al., 2012). Segundo
MENDONCA (2014):

“O interesse pela andlise da distribuicdo de fluxos metabdlicos vem
aumentando, devido a possibilidade da interpretacdo quantitativa da fisiologia
metabdlica, por meio da analise de dados experimentais. A AFM requer apenas
informacfes sobre as reacfes estequiométricas necessarias ao crescimento, e a
quantificacdo de alguns parametros especificos de uma linhagem. A construcdo de
modelos para a AFM envolve quatro etapas essenciais: definir o sistema, obter
reagbes estequiométricas; definir fungbes “objetivo” biologicamente relevantes e
adicionar restricbes bioquimicas adequadas, e resolver a matriz de variaveis

(HOFFNER; HARWOOD; BARTON, 2013).”

Véarias ferramentas vém sendo desenvolvidas para se resolver
matematicamente as mudltiplas varidveis em uma AFM. Dentre essas varias
ferramentas podemos destacar o Metatool. O Metatool baseia-se no conceito de
modos elementares de fluxos. Os modos elementares séo construidos a partir de uma
rede metabdlica onde podem testar conjuntos de enzimas que formam uma via

metabdlica consistente, considerando o direcionamento (irreversibilidade) das
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reacdes. A partir da andlise de um modelo de rede metabdlica, e utilizando os
parametros cinéticos obtidos experimentalmente, o programa define as possiveis vias
gque o0 microrganismo utiliza na situagcdo em estudo para fechar o balanco
estequiomeétrico, gerando uma ou mais equacdes que representam este caminho
(modos elementares) (TACIRO, 2008).

3 OBJETIVO

Delimitar parametros de cultivo para cepas recombinantes de Burkholderia
sacchari para o acumulo de 3HB-co-3HHX, utilizando xilose e acido hexandico como
substratos. Definir a eficiéncia dos recombinantes para crescer em xilose e &cido
hexandico, convertendo-os em biomassa e/ou PHA. Verificar preliminarmente a
possibilidade do uso dos dados obtidos para realizar uma analise de fluxos
metabdlicos (AFM) para propor estratégias de melhoramento da produgcdo do
copolimero, que podem ser baseadas em modificacdes genéticas e/ou de conducgéo

de processo em biorreator.

3.1 Objetivos especificos

1. Testar cepas recombinantes, previamente construidas, em agitador rotativo,
como base definidora para a selecao daquela (s) a ser (em) testada (s) em biorreator.

2. Avaliar a velocidade especifica maxima de crescimento (umaxx), a eficiéncia
de converséo de xilose em monémeros de 3HB (Ysusixi), a eficiéncia de converséo de
acido hexanoico em mondmeros de 3HHXx (Y3sHHwaHex), € as velocidades de consumo
dos substratos, em meio de cultura contendo xilose mais acido hexandico como fontes

de carbono em ensaios de frascos agitados.

3. Em biorreator, testar a cepa selecionada empregando estratégias para se

obter polimeros com diferentes teores de 3HHX.

4. Submeter os dados obtidos a tratamentos no Metatool e Matlab e identificar

pontos a serem melhorados na producdo do copolimero.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos

A tabela 1 apresenta as linhagens utilizadas nesse trabalho.

Tabela 1: Linhagens utilizadas nos experimentos em frascos agitados e biorreatores.

Bactéria Caracteristicas Origem/Referéncia

B. sacchari LFM 344 Linhagem mutante UV de LFM101, deficiente no Oliveira et al., (1998)
acumulo de PHA (PHA-)

B. sacchari LFM 101 PHA + sac+ prp + Ap s Tcs (GOMEZ et al.,1996) GOMEZ et al.(1996)

B. sacchari LFM1039 B. sacchari LFM344 recombinante com Mendonca (2014)
pBBR1MCS-2 sem inserto
B. sacchari LFM1034 B. sacchari LFM344 recombinante com Mendonca (2014)
pBBR1MCS-2::phaPCJ de Aeromonas sp.
(LFM897)

B. sacchari LFM1035 B. sacchari LFM344 recombinante com Mendonga (2014)
pBBR1MCS-2::phaC de A.hydrophila ATCC 7966

B. sacchari LFM1036 B. sacchari LFM101 recombinante com Mendonga (2014)
pBBR1MCS-2::phaJ de A. hydrophila ATCC 7966

B. sacchariLFM1037 B. sacchari LFM344 recombinante com Mendonga (2014)
pBBR1MCS-2::phaCJ de A. hydrophila ATCC 7966

B. sacchari LFM1038 B. sacchari LFM344 recombinante com Mendonga (2014)

pBBR1MCS-2::phaPC de A.hydrophila ATCC 7966

LFM — Sigla do Grupo Laboratério de Fisiologia de Micro-organismo; ATCC — American Type
Culture collection. LFM 344 — Mutante de B. sacchari LFM 101 selvagem na qual foi inativado o
gene da PHA sintase.

4.2 Meios de cultura

4.2.1 Meios de cultura para cultivo em frascos agitados e para ensaios em
biorreator

Os meios de cultura utilizados durante os experimentos foram lysogeny broth
(LB) (NaCl, 5.1 g.L%; Triptona 10 g.L; Extrato de levedura, 5 g.L 1) e meio mineral
(MM) (Tabela 2).
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Tabela 2: Formulacdes de meio de cultura para biorreator testados.

Formulagdo meio mineral (g.L %)

Reagentes/[g.L™] MM1 MM4 MM5
(ROCHA et al., 2008) (limitacdo N) (limitacédo P)
(NH4)2S04 2,907 2,907 11,63
KH2PO4 0,3876 0,872 0,209
MgS04.7H,0 0,310 0,310 0,310
CaCl2.2H:0 0,00184 0,0092 0,0092
Citr. Férrico 0,00588 0,0588 0,0588
amoniacal
Elementos tragos 2mL.L? 2mL.L? 2mL.L?
NacCl 1 1 1
Xilose - 15 15

Composigcdo da solugdo de elementos tracos: Hz:BOs (0,30 g.L?); CoCl2.6H20 (0,20 g.L?);
ZnS04.7H20 (0,10 g.L1); MnCl2.4H20 (0,03 g.L1); NaM004.2H20 (0,03 g.L1); NiCl2.6H20 (0,02 g.L-
1); CuS04.5H20 (0,01 g.L ).

Inicialmente uma estria foi feita em meio LB solido para a reativacéo de uma
cultura criopreservada a -80°C. Para os ensaios de acumulo em frascos agitados,
0 meio LB foi utilizado para cultivo do in6culo. Para os procedimentos em
biorreator, o meio LB foi utilizado como pré-inoculo. O meio mineral 6/3 (MM 6/3)
foi utilizado como in6culo para os ensaios em biorreator (OLIVEIRA-FILHO et al.,
2019). Esse meio contém seis gramas de xilose para trés gramas de sulfato de
amonio ((NH4)2S0a4), essas condigdes minimizaram o acumulo de PHA durante a
fase de crescimento. Todos os demais componentes foram mantidos nas
concentracbes estabelecidas no MM1 (Tabela 2). Os meios de cultura solidos
foram obtidos pela adicdo de agar (15-20 g.L!) a composicdo dos meios liquidos
acima citados. O antibiético canamicina (50 pg. mL?) foi utilizado para o

crescimento das linhagens recombinantes.

4.3 Ensaios em frascos agitados

4.3.1Ensaios de acumulo de PHA para selecédo de recombinante para ensaios
em biorreator
Para todos os experimentos foram utilizados os controles positivo
Burkholderia sacchari LFM 101 (B. sacchari LFM 101) e negativo Burkholderia
sacchari LFM 344 (B. sacchari LFM 344). Os cultivos seguiram as seguintes
etapas: Inicialmente as cepas foram semeadas em LB sdlido, sendo mantidas
em estufa 30 °C durante 48h. Para o preparo do inoculo, foram coletadas uma
porcdo significativa de colbnias e essas foram transferidas para um erlenmeyer

(com capacidade entre 50 mL-250mL) contendo LB liquido, essa solugéo foi



mantida em agitador rotativo por 24h, a 150 rota¢des por minuto (rpm), a 30 °C.
Posteriormente, o in6culo (10% do volume da cultura) foi transferido para um
erlenmeyer de maior capacidade volumétrica (1L) contendo MM 1 (ROCHA et
al., 2008) e xilose (15-20 g.L?), essa solucdo final foi homogeneizada e
distribuida entre erlenmeyers (com capacidade de 100mL-500mL), onde os
ensaios de acumulo foram conduzidos durante 72h, a 150 rpm, a 30 °C. Foram
retiradas amostras em triplicata biologica e duplicata analitica durante os tempos
Oh, 24h e 72h para determinacdo de pH, biomassa, consumo de substrato

producédo de PHA .

4.3.2 Ensaio em frascos agitados para determinacédo de tempo de in6culo
para experimentos em biorreator

O tempo e concentracao celular do indculo sdo parametros importantes,
visto que, se deseja inocular ao reator células metabolicamente ativas e que nao
estejam em fase de acumulo. Para o preparo do indculo para ensaios em
biorreatores foram utilizados meio mineral (MM1) sem limitacdo na fonte de
nitrogénio e nem excesso na fonte de carbono, com o objetivo de se minimizar
qualquer possibilidade de acumulo. As etapas seguidas para o ensaio de
determinacdo do melhor tempo de in6culo foram: Pré inéculo: Cerca de trés
colénias, anteriormente crescidas em LB solido, foram transferidas para um
erlenmeyer contendo LB liquido (com capacidade entre 50 mL-250mL ), essa
solugcéo foi mantida em agitador rotativo por 24h, a 150 rpm, a 30 °C.Para
oinéculo, foi utilizado MM em uma concentr¢cdo 6/3, ou seja, seis gramas de
xilose para trés gramas de sulfato de aménio por litro de meio. O pré inéculo
anteriormente preparado (10% do volume do in6culo) foi adicionado a um
erlemeyerde maior capacidade volumétrica (1L) juntamente com o MM 6/3. A
solucéo final de indculo foi mantida em agitador rotativo por 10h, a 150 rpm, a
30°C. ApoGs esse periodo, um volume referente a 10% do indculo foi distribuido
entre erlemayers (Capacidade volumétrica igual a 250 mL) contendo MM 6/3 e o
ensaio foi iniciado. As amostragens foram realizadas a intervalosde uma ou duas
horas, pelo periodo de 24h. Os pontos experimentais foram utilizados para se
construir um gréafico semi logaritmico onde foi possivel determinar a velocidade

especifica maxima de crescimento (umaxx), bem como o melhor tempo de indculo.
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4.4 Ensaios em biorreator

4.4.1Ensaios em biorreator com B. sacchari LFM 101e B. sacchari LFM 344
pBBR1MCS-2::phaPCJasp adotando diferentes estratégias de cultivo

B. sacchari LFM 101 e a linhagem recombinante B.sacchari LFM
344pBBR1MCS-2::phaPCJasp foram avaliadas em MM4 e MM5 utilizando-se xilose
como unica fonte de carbono durante o primeiro bloco de experimentos. Na
segunda parte dos ensaios (segundo e terceiro bloco de experimentos), apenas a
linhagem recombinate B.sacchari LFM 344pBBR1MCS-2::phaPCJasp foi avaliada,
utilizando xilose ou xilose e acido hexanoico como fontes de carbono através de
alimentacdo continua em meio mineral limitado em nitrogénio. Os ensaios foram
conduzidos para determinacédo da velocidade especifica de consumo de xilose
(uxi), velocidade especifica de producdo de 3HB ou 3HB-co-3HHX (u3HB € W3HHx) €
velocidade méaxima especifica de crescimento (umaxx), @ssim como os fatores de
conversdo de xilose e &cido hexandico em mondmeros de 3HB e 3HHX,
respectivamente (Ysusiil € YaHHx/AHex) conforme descrito por HISS no capitulo 6 do
livro “Biotecnologia industrial vol. 2”.0s experimentos foram conduzidos em fed-
batch em um reator de bancada (Applikon, EZ-Control ou B.Braun Melsungen)
volume util de 3L, 30°C, pH controlado (7.0), oxigénio dissolvido acima de 30% da
saturacdo. Foram determinados durante o cultivo: concentracdo de biomassa
seca, os teores de polimero, carboidratos, nitrogénio, pressdes parciais de O2 e

CO2no gas de saida e acido hexanoico, quando fornecido.
4.5 Analise de fluxos metabdlicos (AFM)

A analise de fluxos metabdlicos (AFM) foi realizada a partir de dados
experimentais obtidos por meio de ensaios em biorreatores. Os dados obtidos
foram utilizados para se calcular as velocidades especificas de consumo de xilose
e acido hexanoico (uxi e parex) € de formacdo de PHA (usHs € psHHx), bem como as
taxas de consumo de Oz e producdo de CO2. No programa metatool (Pfeiffer et al.,
1999), simulou-se os possiveis modos elementares (rotas metabdlicas) a partir de
uma rede metabdlica. Para a construgcdo da rede considerou-se as vias
metabdlicas presentes em B. sacchari de acordo com 0 seu sequenciamento
genéetico (ALEXANDRINO et al.,, 2015). Nessa rede metabdlica foram

considerados os substratos consumidos (xilose, acido hexandico e O2) e 0s
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produtos formados 3HB/3HB-co-3HHx e CO2. Os modos elementares gerados
foram agrupados em familias. O agrupamento em familias levou em conta a
relacdo estequiométrica das reacdes presentes nos modos elementares, aqueles
modos que possuiam relacdes estequiométricas iguais foram agrupados nha
mesma familia. A partir dos modos elementares e das velocidades especificas (pxi,
HAHex, U3HB € M3HHx) foram calculados no programa MatLab (2015) por meio da
funcdo fmincon, os vetores de fluxos que mais se aproximavam dos dados
experimentais, bem como, a contribuicdo para o metabolismo celular de cada uma
das familias de modos elementares consideradas. As familias que ndo contribuiam
para o metabolismo foram desconsideradas e aquelas que apresentavam

contribui¢ao foi considerado para a AFM.

4.6 Metodologias analiticas

A massa seca celular total (Xt) foi determinada gravimetricamente
(MENDONCA 2014). O pH foi medido diretamente do sobrenadante de amostras
centrifugadas, por meio de um potenciometro Tecnal — TEC-2), previamente
calibrado utilizando solucbdes padrées de pH 4,0 e 7,0. A composicdo e a
guantidade de PHA foram determinadas por cromatografia de fase gasosa de
propil-ésteres (Riis & Mai, 1988) em cromatografo 7890A (Agilent) equipado com
uma coluna HP-5 (5% difenil-95% dimetil-polisiloxane, comprimento 30 cm,
diametro 32 mm, espessura do filme 0,25 um) com sistema de deteccdo por
ionizacdo de chama (FID). Os valores de PHA total foram utilizados para calcular
a quantidade de biomassa residual (Xr), ou seja, a quantidade total de PHA
subtraido da massa seca celular total. As concentracdes de xilose foram
estabelecidas por cromatografia liquida de alto desempenho (High performance
liquid chromatography-HPLC) em equipamento Dionex HPLC (Ultimate 3000,
Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA), equipado com uma coluna de
separacédo de acucares e sistema de deteccao por refratdbmetro (Shodex IR 101).
O acido hexandico foi determinado por cromatografia gasosa em um cromatografo
Agilent 7890A equipado com uma coluna FFAP (split das amostras (1:5). Hélio (3,0
mL/min). Temperatura do injetor e detector (FID) foi (250 °C e 300°C). O sulfato de
amonia teve sua concentracdo verificada utilizando-se um eletrodo ion seletivo
(Orion 9512HPBNWP), modelo e um potenciébmetro (Thermo Scientific, Orion 4

Star, pH-ISE Benchtop, Singapore). Para as medidas de gases na saida do
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biorreator foram utilizados sensores especificos (BlueSens, Applikon,
Netherlands).

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Avaliacéo da capacidade de acumulo de copolimero 3HB-co-3HHXx pelas
linhagens recombinantes a partir de xilose e acido hexandico como fontes
de carbono

O presente ensaio foi proposto para se realizar uma confirmagdo dos
resultados obtidos por MENDONCA (2014) e fazer uma anélise comparativa com 0s
valores atingidos por MENDONCA (2014) em glicose 10 g.L™. As linhagens testadas
foram LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp, LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCany, LFM344
pBBR1MCS-2::phaCJany,LFM344  pBBR1MCS-2::phaCany,LFM101 pBBR1MCS-
2::phaJanye LFM344 pBBR1MCS-2 sem inserto.

Os ensaios de acumulo foram divididos em trés blocos experimentais. No
primeiro bloco de experimentos, foram avaliados os recombinantes B. sacchari
LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp € B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCany
(Tabela 3).
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Tabela 3: Primeiro bloco de experimentos para acumulo de PHA por linhagens recombinantes de

B. sacchari em MML1 e excesso de xilose com fornecimento de acido hexanoico apds 24h de cultivo.

Os valores correspondem a média das analises e seu respectivo desvio padrao.

Linhagem/  Tempo MSCg.L? DO pH PHA (Mol %) PHA Y Pp
condigdes (h) (MSC %)  3HHx/AHex
de cultivo g.g? (g.Lrh?)
3HB 3HHXx
0 0,27+ 0,0 0,8+0,0 7,1+ 0,0 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00 +
B.sacchari 0,00
LFM 101
Xil+ AHex 24 4,65+ 0,2 16,1 + 6,12 + 100,00+ 0,00£0,00 51,54 +
0,18 0,13 0,00 2,03
0.04 0.06
72 6,73t 0,2 28:023 643x00 9990t 0,10+0,1 61,46z
0,1 1,73
0 0,23+ 0,0 0,63 £ 7,1+0,10 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00 £
B.sacchari 0,00 0,00
LFM 344
Xil+ AHex 24 2,34+01 5300 513 % 0,00+ 0,00 0,00£0,00 0,00+
0,17 0,00
0.00 0.00
72 2,7£04 6,7%035 611+00 0,00£000 0,00+0,00 0,00+
0,00
0 0,31+0,0 0,34+0,0 7,05+0,0 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00 £
0,00
B.sacchari
phaPCJasp 24 3,56+ 0,1 12,63 + 5,98 £ 100,00+ 0,00+ 0,00 33,05+
Xil+ AHex 0,08 0,11 0,00 4,42
72 6,51+ 0,4 27,19 + 6,39 £ 94,3+ 3,0 5,70+ 3,0 54,01 +
0,42 0,09 7,55 0.72 0.05
0 0,24+ 0,0 0,16+0,0 7+0,0 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00 £
B.sacchari 0,00
phaPCan
Xil+ AHex 24 3,59+ 0,3 12,6 + 6,12+ 0,0 100,00+ 0,00+ 0,00 23,88 +
0,32 0,00 1,24
72 6,71+ 0,8 25,7+ 6,33 0,09 100,00+ 0,00+ 0,00 53,75+
0,76 0,00 5,23 0.00 0.05

MSC: Massa seca celular. DO: Densidade 6ptica. Y3sHHx/aHex:

2::phaJanyeB. Sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaCJany (Tabela 4).

Fator de conversédo de &cido hexandico
em mondmeros de 3HHx. pPHA (g.L1.h1): Produtividade de PHA em gramas por litro de cultivo por
hora de ensaio. Xil: Xilose. AHex: Acido hexanoico. Quantidade de acido hexandico fornecido durante
esse experimento foi entre 0,2 a 0,7 g.L 1 (Apéndice A)

B. sacchari

No segundo bloco de experimentos, foram avaliados os recombinantes
B.sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaCany,

LFM101 pBBR1MCS-
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Tabela 4: Segundo bloco de experimentos para acumulo de PHA por linhagens recombinantes de  B.
sacchari em MML1 e excesso de xilose com o fornecimento de &cido hexandico apds 24h de ensaio. Os

valores correspondem a média das analises e seu respectivo desvio padrao.

Linhagem/ Tempo MSCg.L? pH PHA (Mol %) PHA Y 3HHx/AHex Pp
condigdes (h) (MSC %) g.g? (g.Lt.h?)
de cultivo
3HB 3HHx
0 0,30 £0,0 7,14 + 0,0 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00 + 0,00
B. sacchari
LFM 101 24 5,60+0,1 645 +0,0  100+0,00  0,0060,00 5838 +2,04
Xil+ AHex
72 6,96 0,2 6,9 £0,0 100 + 0,00 0,00+ 0,00 68,79 +2,22
0.00 0.07
0 0,29+0,0 7,14 £0,0 0,00+ 0,00 0,00+£0,00 0,00 +0,00
B. sacchari
LFM 344 24 2,31+0,0 5,69 £0,0 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
Xil+ AHex 72 2,76 +0,2 6,63 +0,0 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00 + 0,00
0.00 0.00
0 0,18 0,0 7,07 £0,0 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
B. sacchari
24 4,67 £0,0 6,30 £0,0 100 +£ 0,00 0+0,00 54,65 +2,19
phaClan
Xil+ AHex 72 6,54+0,7 6,84 £0,0 95,58 + 4,42 +1,87 65,23 +3,59
1,87
0.19 0.06
0 0,08 £0,0 6,6 £0,0 0,00% 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
B. sacchari
. 24 1,88+0,1 7,00 £0,0 100 £ 0,00 0,00 + 18,4 +1,38
phaCanXil+
AHex 72 6,53+0,3 6,79 £0,0 98,55+ 0,40 1,45+ 0,40 63,55 +£9,21
0.06 0.06
0 0,23+0,0 7,10 £0,0 0,00% 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
B. sacchari " " " " "
phalaXil+ 24 4,79+0,3 6,35 +0,0 100 £ 0,00 0,00+ 0,00 55,31 +1,21
AHex 72 6,770,1 6,83 +0,0 100 £ 0,00 0,00+ 0,00 64,84 +1,47
0.00 0.06

MSC: Massa seca celular. Y=sunx/anex: Fator de conversdo de acido hexandico em mondmeros de
3HHx. pPHA (g.Lt.hY): Produtividade de PHA em gramas por litro de cultivopor hora de ensaio. Xil:
Xilose. AHex: Acido hexandico. . Quantidade de &cido hexanodico fornecido durante esse experimento
foi entre 1,0 a 1,5 g.L* (Apéndice A)

O ultimo bloco de experimentos foi uma repeticdo dos ensaios com 0s
recombinantes B. sacchari LFM 344pBBR1MCS-2::phaPCJasp, B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCany, LFM344 pBBR1MCS-2::phaCJanye 0 recombinante
B. sacchari LFM 344PBBRMCS-2 (Tabela 5).



Tabela 5: Terceiro bloco de experimentos para acimulo de PHA por linhagens recombinantes de
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B.

sacchari em MM1 e excesso de xilose com fornecimento de &cido hexandico. Os valores correspondem

a média das analises e seu respectivo desvio padréo.

Linhagem/ Tempo MSCg.L?! pH PHA (Mol %) PHA Y3HHx/AHex Pp
condigdes (h) (MSC %) g.g* (g.L%.h?)
de cultivo
3HB 3HHx
0 0,27 0,0 7,02 £0,0 0,00 + 0,00 + 0,00 +
B. sacchari 0,00 0,00 0,00
LFM 101 24 4,78 +0,1 6,40+0,0 100 + 100 + 32,55+
Xil+ AHex 0,00 0,00 3,54
72 6,93 +0,2 7,06 +0,1 100 + 100 + 53,50 + 0.00 0.05
0,00 0,00 2,73
0 0,35+ 0,0 6,98+0,0 0,00 + 0,00 £ 0,00 £
B. sacchari 0,00 0,00 0,00
LFM 344 24 2,63+0,1 5,82 +0,0 0,00 + 0,00 + 0,00 +
Xil+ AHex 0,00 0,00 0,00
72 3,22+0,0 6,77 £0,0 0,00 + 0,00 £ 0,00 £ 0.00 0.00
0,00 0,00 0,00
0 0,25+0,1 7,00 £0,0 0,00 + 0,00 + 0,00 +
B. sacchari 0,00 0,00 0,00
phaPClas, 24 3,74+0,2 6,43 £0,0 100 + 0,00 £ 30,02 +
Xil+ AHex 0,00 0,00 3,91
72 7,14+0,5 6,89 +0,0 88,84+ 11,16+ 47,37% 0.36 0.05
1,61 1,61 3,95
0 0,18+0,0 7,02 £0,0 0,00 + 0,00 £ 0,00 £
B. sacchari 0,00 0,00 0,00
phaPCan 24 3,46 +0,2 6,38 +0,0 100 £ 0,00 + 25,69 £
Xil+ AHex 0,00 0,00 1,42
72 6,23+0,2 6,89 +0,0 100 £ 0,00 £ 46,72 0.00 0.03
0,00 0,00 1,13
0 0,26 +0,0 7,04 £0,0 100 + 0,00 £ 0,00 £
B. sacchari 0,00 0,00 0,00
phaClan 24 3,86%0,1 6,39 +0,0 100 £ 0,00 + 29,92 £
Xil+ AHex 0,00 0,00 7,89
72 7,23£0,1 6,91 £ 0,0 100 = 0,00 £ 43,26 + 0.00 0.04
0,00 0,00 4,49
0 0,22+ 0,1 6,97 +0,0 0,00 + 0,00 + 0,00 +
B. sacchari 0,00 0,00 0,00
pha 24 2,53+0,1 6,17+0,2 0,00 + 0,00 £ 0,00 £
Plasmideo 0,00 0,00 0,00
sem 72 3,71+0,2 6,86 +0,0 0,00 + 0,00 + 0,00 £ 0.00 0.00
inserto 0,00 0,00 0,00
Xil+AHex

MSC: Massa seca celular. Ysnux/aHex: Fator de converséao de acido hexandico em mondmeros de 3HHX.

pPHA (g.L*.h"1): Produtividade de PHA em gramas por litro de cultivopor hora de ensaio. Xil: Xilose.

AHex: Acido hexandico. . Quantidade de acido hexanoico fornecido durante esse experimento foi entre
1,3a1,7 g.L*(Apéndice A)

Em todos os experimentos foram utilizados como controle a linhagem selvagem

B. sacchari LFM 101 e o mutante PHA negativo B. sacchari LFM 344. No apéndice A

estdo os valores das dosagens de xilose e 4cido hexandico desses experimentos.

Verificou-se que as linhagens capazes de acumular 3HB o acumularam em

uma faixa entre 40 a 70% da massa seca celular (Tabelas: 3 a 5), o que demonstra a

reprodutibilidade de valores anteriormente ja conquistados com o fornecimento de

xilose como fonte de carbono. Em estudos conduzidos por PAN e colaboradores
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(2012), em que Burkholderia cepacia foi avaliada com o fornecimento de xilose como
Unica fonte de carbono, foi verificado um acimulo de 58,4% do seu peso celular em
polimero. SILVA e colaboradores (2004) indicaram que Burkholderia cepacia IPT 048
era capaz de acumular até 54% do seu peso em PHA, enquanto B. sacchari,
acumulava 58% de PHB sob as mesmas condic¢des. Esses valores foram confirmados
posteriormente por LOPES e colaboradores (2009).

Em relacdo aos valores monoméricos de 3HHx nos copolimeros produzidos no
momento apos a adicdo e consumo de acido hexandico, podemos destacar o acumulo
de 11,2% desse mondmero em B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp, um
valor equivalente ao valor verificado por MENDONCA (2014) quando fornecido glicose
e acido hexandico, em que o percentual acumulado foi de 15%. O controle positivo B.
sacchari LFM 101 demonstrou-se incapaz de acumular monémeros de 3HHX,
verificando-se o valor de apenas 0,1% no primeiro bloco de experimentos.

Nos trés blocos experimentais, foi possivel verificar que ndo houve acumulo de
PHA pelo mutante PHA- LFM 344. Na linhagem selvagem, pode se observar apenas
o acumulo de monémeros de 3HB celular (Tabelas: 3 a 5). A figura 3 apresenta a
evolucdo nas quantidades de biomassa total obtidas ao final de cada periodo

experimental (Tempos Oh, 24h e 72h).
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Figura 3: Valores de biomassa total alcancados pelas bactérias testadas durante os blocos
experimentais 1, 2 e 3, com o fornecimento de xilose (15-20 g.L1) e Acido hexandico (1 g.L1). As
bactérias apresentadas sdo: B. sacchari selvagem LFM 101, B. sacchari L FM 344 mutante PHA", B.
sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp, B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCany,
B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaCany, B. sacchari LFM101 pBBR1MCS-2::phaJany, B. sacchari
LFM344 pBBR1MCS-2::phaCJany € B. sacchari LFM 344PBBRMCS-2 Plasmideo sem inserto.
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Segundo pode se observar, todos os recombinantes avaliados com capacidade
de acumular biopolimero nos trés blocos de experimentos o acumularam com valores
finais de biomassa total proximos ao valor do controle selvagem B. sacchari LFM 101.
A biomassa residual (Xr) de todos os microrganismos avaliados durante os blocos

experimentais se aproximou do controle negativo B. sacchari LFM 344 (Figura 4).
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Figura 4: Biomassa residual produzida pelas diferentes bactérias ao final de cada bloco experimental.
A biomassa residual se refere a subtracdo da biomassa total pelo valor obtido de PHA em gramas. As
bactérias apresentadas séo: B. sacchari selvagem LFM 101, B. sacchari LFM 344 mutante PHA-, B.
sacchari LFM344pBBR1MCS-2::phaPCJasp, B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCany, B. sacchari
LFM344 pBBR1MCS-2::phaCany,B. sacchari LFM101 pBBR1MCS-2::phalan, B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaCJany € B. sacchari LFM 344PBBRMCS-2 Plasmideo sem inserto.
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Os valores atingidos nesses ensaios demonstram a capacidade desses
recombinantes em acumular PHA de forma praticamente igual ao da linhagem
selvagem, tendo como vantagem o acumulo de monémeros de 3HHx. Sua producéo
de biomassa residual € similar ao controle negativo, indicando assim que se trata da
linhagem B. sacchari LFM 344 e que o acumulo foi promovido através da insercéao do
plasmideo PBBRMCS-2 com o0s genes testados. Na figura 5 estdo representados o
crescimento e acumulo das linhagens selvagem e do mutante PHA" nos diferentes
ensaios de acumulo. Observa-se um comportamento equivalente dos controles nos

diferentes ensaios.
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Figura 5: Comparacéo entre o desempenho da linhagem selvagem B. sacchari LFM 101 e mutante
PHA- LFM 344 durante os blocos experimentais. (1) Primeiro experimento. (2) segundo experimento.
(3) Terceiro experimento.

Algumas observacdes podem ser realizadas a partir desse conjunto de ensaios.

Na figura 5, é possivel observar, no terceiro bloco de experimentos, um crescimento

um pouco mais elevado do controle B. sacchari LFM 344. A linhagem que mais se
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aproximou do acumulo do microrganismo selvagem foi a linhagem B. sacchari
LFM101 pBBR1MCS-2::;phaJany, avaliada durante o segundo bloco experimental,
tendo esse microrganismo acumulado cerca de 65% da sua biomassa em polimero,
enquanto que no mesmo ensaio a linhagem selvagem obteve cerca de 69%. O
recombinante abrigando o plasmideo PBBRMCS-2 sem nenhum gene obteve um
crescimento similar ao do controle negativo B. sacchari LFM 344, sendo esse
resultado esperado, visto que essa cepa abriga o plasmideo, porém, esse nao
expressa nenhum gene relacionado ao metabolismo de PHA. Lopes et al. 2009 ao
avaliar B. sacchari selvagem com o fornecimento de xilose como fonte de carbono
obteve um fator de converséo de xilose em PHB igual a 0,26 g.g* e uma produtividade
desse biopolimero igual a 0,07 g.Lt.ht. Neste trabalho, os fatores de converséo
observados para mesma linhagem foram de 0,23 g.g*, 0,29 g.g'e 0,24 g.¢g,
respectivamente, para cada bloco de experimentos, em relacdo as produtividades
foram obtidos 0,06 g.Lt.h', 0,07 g.Lt.hle 0,05 g.Lt.h'! respectivamente (média da
triplicata biolégica e duplicata analitica).

As linhagens LFM 344 B. sacchari pBBR1MCS-2::phaCany e LFM344
pBBR1MCS-2::phaCJantambém alcancaram um crescimento e um acumulo de PHA
equivalentes aos da linhagem selvagem. Adicionalmente, essas linhagens foram
capazes de acumular mondmeros de 3HHx numa porcentagem de 1,5% e 4,4%,
respectivamente, do polimero total acumulado. As linhagens B. sacchari LFM344
pPBBR1MCS-2::phaCany € LFM344 pBBR1MCS-2::phaCJany acumularam 64% e 65%
do seu peso em PHA no segundo bloco experimental. No ultimo bloco de
experimentos, o acumulo de PHA pela cepa B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-
2::phaClJlanfoi de apenas 43% e nao houve presenca de mondmeros de 3HHX,
entretanto, a quantidade de sulfato de aménia presente nesse experimento foi cerca
de 43% maior do que no segundo experimento, o que levou a producéo de 42% a
mais de biomassa residual no terceiro ensaio; sendo assim, grande parte do consumo
da fonte de carbono, inclusive o acido hexandico, foi direcionada ao crescimento
celular e ndo ao acumulo de polimero, e esse pode ser um dos motivos pelos quais
nao foi detectada a presenca de mondmeros de 3HHx nesse ensaio (Tabelas: 3 a 5).
Em relacdo aos fatores de conversao, B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaCany
apresentou um fator de conversdo de acido hexandico a monémeros de 3HHX
(Y3HHwaHex) igual a 0,06 g.g1, em condicGes similares MENDONCA 2014 atingiu um

valor de conversédo para essa linhagem igual a 0,04 g.g*. Para a linhagem B. sacchari
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LFM344 pBBR1MCS-2::phaCJany 0 valor de conversao (YsnHwaHex) foi de 0,19 g.g™t.
MENDONCA (2014), ao avaliar essa mesma linhagem em glicose e acido hexanoico
obteve um valor de converséo igual a 0,18 g.g™.

As linhagens B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCany € B. sacchari
LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp acumularam, no primeiro bloco de experimentos,
54% da massa seca em forma de PHA, respectivamente. No Ultimo bloco de
experimentos, os valores percentuais de biomassa na forma de PHA obtidos foram de
47,4% e 46,7%, respectivamente. Como discutido anteriormente, o Ultimo bloco de
experimentos apresentou uma maior concentragéo de sulfato de amonia, o que levou
a uma maior taxa de crescimento celular e um menor acumulo de PHA.

No primeiro bloco de experimentos, o acido hexanoico fornecido as cepas nao
se encontrava com o pH ajustado; sem esse ajuste, a solubilidade desse acido é baixa,
0 que levou a adicao de uma quantidade menor de &cido ao ensaio do que o previsto,
cerca de 0,2 g.L ! (Tabela 1.A, apéndice A). Apds esse ensaio, as solugcbes de acido
passaram a ter seu pH ajustado (com uma solucdo 10M NaOH) para uma condicao
neutra; essa neutralidade fez com que o acido passasse a ter uma excelente
solubilidade. A menor concentragéo de hexanoato testada por MENDONCA (2014) foi
de 0,5 g.LY; nessas condigées, a linhagem B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-
2::phaPCJasp apresentou um YsuHwaHex igual a 0,55 g.g. Para o primeiro bloco de
ensaio neste trabalho, em que o &cido apresentava um valor de 0,2 g.L'1, a mesma
linhagem chegou a um YsnHwanex igual a 0,72 g.g*. No trabalho de doutorado realizado
por MENDONCA (2014) foram avaliadas cinco diferentes concentracbes de
hexanoato, concluindo-se que quanto menor a concentracdo desse acido no meio,
maior é o fator de conversdo em mondmeros de 3HHx do mesmo. Assim, 0s
resultados aqui obtidos corroboram com o que foi apontado por MENDONCA (2014).
No ultimo ensaio, em que o pH da solucdo acida estava ajustada, 0 Y3HHwAHex para a
linhagem B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp foi de 0,36 g.g* quando 1
g.L de &cido foi fornecido (Tabela 3.A, apéndice A), enquanto que o valor obtido por
MENDONCA 2014 para condicdes similares foi de 0,37 g.g™.

Com base nos resultados obtidos nesses blocos experimentais, com 0s
objetivos propostos e com os valores ja conquistados por MENDONCA 2014, o
recombinante escolhido para os ensaios em biorreatores foi B. sacchari LFM344
pPBBR1MCS-2::phaPCJasp., Visto a sua capacidade em acumular uma porcentagem de

PHA em valores muito préximos ao da linhagem selvagem e da alta porcentagem



56

molar de 3HHXx obtidos.
5.2 Ensaios em biorreatores
5.2.1Determinacao das condi¢cdes de inGculo para experimentos em biorreator

com as linhagem selvagem B. sacchari LFM 101 e B. sacchari LFM344
pBBR1IMCS-2::phaPCJasp

Segundo definicdo, o indculo € um volume pré-determinado com a suspensao
de microrganismos em uma quantidade minima que possa garantir o desenvolvimento
microbiano no meio de cultura (BORZANI, 1975). Para os experimentos realizados
nesse trabalho, o indculo consistiu de um cultivo obtido em um meio de cultura mineral
(MM) com a formulagéo 6/3, ou seja, contendo xilose (6 g.L!) e sulfato de amonia
(NH4)2S04(3 g.L ). Essas condigbes minimizaram as possibilidades do microrganismo
em acumular PHA antes do cultivo em biorreator, pois ndo levava a limitacdo de
nitrogénio (GOMEZ, 1994).

A partir desse meio de cultura, foram realizados ensaios em frascos agitados,
seguindo a metodologia descrita no item 4.3.2 (material e métodos) para se determinar
o melhor tempo para o inéculo. O tempo de in6culo escolhido foi entre a metade e o
final da fase exponencial, cerca de 20h de crescimento, pois, apés o final dessa fase,
0S microrganismos passam a acumular PHA.

Na fase exponencial de crescimento, as linhagens estdo crescendo e
consumindo substrato em velocidades especificas maximas (umax e pmaxs). Considera-
se ideal que o in6culo esteja em fase de crescimento exponencial uma vez que desta
forma padroniza-se o indculo (células no mesmo estado fisioldgico de crescimento) e
minimiza-se a formacao de fase lag de crescimento nos cultivos em biorreator. A figura
6 apresenta o perfil da fase exponencial das cepas utilizadas para inocular os ensaios

em biorreator.
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Figura 6: Perfil de crescimento de B. sacchari LFM 101 e B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-
2::phaPCJasp em meio mineral contendo xilose a 6 g. L e sulfato de amdnia 3 g.L! para determinagéo
do melhor tempo de inéculo para ensaio em biorreator. A linhagem B. sacchariLFM 101 foi utilizada nos
experimentos A0O e AO1 e a linhagem B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasppara 0s ensaios
A02 a A12

A partir dos dados obtidos, € possivel observar desaceleracdes do crescimento
microbiano ao longo da fase exponencial, porém, foi possivel verificar que o
crescimento ocorre por cerca de 24h. Esses ensaios foram conduzidos por meio da
avaliacdo da densidade 6ptica (DO) celular no meio de cultura, e como o acumulo de
PHA interfere na analise da DO, foram coletadas, ao final de cada experimento,
amostras para a verificacdo de um possivel acimulo de biopolimero. As analises
demonstraram que ndo houve acumulo de PHA pela linhagem selvagem e que a
linhagem recombinante acumulou em torno de 15 % do seu peso seco em PHA
durante as 24h de ensaio (dados n&do apresentados).

A linhagem recombinante super expressa genes da biossintese de PHA e o
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acumulo de polimero durante a fase de crescimento, sendo essa uma possivel
explicacdo para os resultados obtidos. Esse acumulo durante a fase de crescimento

também pode ser observado durante os ensaios conduzidos por MENDONCA (2014).

5.2.2 Estratégias para o cultivo de B. sacchari LFM 101 e B. sacchari LFM344

pBBR1MCS-2::phaPCJasp em biorreator

O texto a seguir resume as estratégias adotadas e as adaptacdes realizadas.
Os resultados detalhados estéo a partir do item 5.2.5.

Os experimentos em biorreator foram divididos em trés blocos. A tabela 6
apresenta o resumo das condicdes adotadas em cada um destes blocos

experimentais.
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Tabela 6: Resumo dos trabalhos conduzidos em biorreator.

Tempo Tempo para FC FC fornecida
Ensaio Microrganismo/ de limitago inicial durante a fase de Estratégia de Vazdo de
Linhagem ensaio NL (g.LY) acumulo alimentagio alimentagdo Média
(g.L.h'!) ao longo da
(h) fase de acimulo
A00 B. Sacchari LFM 90 N 28 15 Xilose Batelada por -
101 pulso
AO1 B. Sacchari LFM 90 P ND 15 Xilose Batelada por -
101 pulso
A02 B. sacchari 64 N 24 15 Xilose Batelada por -
LFM344 pulso
pBBR1MCS-
2::phaPClasp
A03 B. sacchari 64 P ND 15 Xilose Batelada por -
LFM344 pulso
pBBR1IMCS-
2::phaPClasp
A04 B. sacchari 63 N 28 15 Xilose + Alimentacdo
LFM344 Hexanoato continua (0.33g.L.h1)*
pBBR1MCS-
2::phaPClasp
BO5 B. sacchari 70 N 31 10 Xilose Alimentagdo
LFM344 continua (0.30g.L.h1)*
pBBR1MCS-
2::phaPClasp
A06 B. sacchari 40 N 28 10 Xilose Alimentacio -
LFM344 continua
pBBR1MCS-
2::phaPClasp
A06 REP B. sacchari 90 N 28 10 Xilose Alimentacio
LFM344 continua (0.22g.L.h1)*
pBBR1MCS-
2::phaPClasp
AO07 B. sacchari 79 N 27 10 Xilose + Alimentacdo
LFM344 Hexanoato continua (0.45g.L.h1)**
pBBR1MCS-
2::phaPClasp
A09 B. sacchari 72 N 28 10 Xilose + Alimentacdo
LFM344 Hexanoato continua (0.45g.L.h1)**
pBBR1MCS-
2::phaPClasp
A10 B. sacchari 72 N 31 10 Xilose + Alimentacdo
LFM344 Hexanoato continua (0.45g.L.h1)**
pBBR1MCS-
2::phaPClasp
All B. sacchari 72 N 27 10 Xilose + Alimentacio
LFM344 Hexanoato continua (0.45g.L.h1)**
pBBR1MCS-
2::phaPClasp
Al2 B. sacchari 72 N 28 10 Xilose Alimentacio
LFM344 continua (0.45g.L.h1)**
pBBR1MCS-

2::phaPClasp

A: Reator utilizado marca: Applikon Biotechnology. B: Reator utilizado marca: B-Braun Melsugen. NL:
Nutriente limitante N: Nitrogénio. P: Fésforo. Primeiro bloco de experimentos: A00, A01, A02 e AO3.
Segundo bloco de experimentos: A04, BO5, A06, AOGREP e A07. Terceiro bloco de experimentos: AQ9,
A10, All e A12. *Variagdo na vazao de alimentacéo fornecida ao longo do tempo. ** Ensaio com vazao
Unica de alimentac&o ao longo do tempo.
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No primeiro bloco de experimentos, o objetivo principal foi determinar o
nutriente limitante que proporcionaria o melhor acimulo de PHA. Neste trabalho,
foram avaliadas as limitacdes em nitrogénio e fésforo. O nitrogénio € essencial no
processo de crescimento celular e estd presente em cerca de 50% da célula
(NEIDHARDT et al. 1996). O fésforo também apresenta uma grande importancia para
célula e esta envolvido estruturalmente e enzimaticamente nas fungbes celulares
(NEIDHARDT et al. 1996). Além de determinar o melhor nutriente limitante, o primeiro
bloco de experimentos avaliou o perfil de consumo da linhagem B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCJasp frente ao fornecimento de xilose.

Esses experimentos foram conduzidos por meio de batelada alimentada por
pulso, cuja estratégia de alimentacéo adiciona, sempre, fonte de carbono em excesso,
de forma que o monitoramentodos parametros a serem avaliados tornam-se mais
dificeis. Dessa forma, adotar uma estratégia de alimentacdo que forneca a fonte de
carbono em quantidades adequadas, resultaria em um bioprocesso mais eficiente e
mais simples de ser interpretado. A estratégia adotada foi realizar os experimentos
por meio de batelada alimentada através de alimentac&o continua. O calculo da vazao
de alimentac&o continua para o fornecimento de xilose como fonte de carbono teve
como base o perfil de consumo de B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp Na
presenca dexilose, obtido a partir desse primeiro bloco experimental. O valor
determinado foi ajustado ao longo do segundo bloco de experimentos.

O objetivo do segundo bloco de experimentos se concentrou em ajustar a
vazdo de alimentacdo calculada durante a fase anterior desse conjunto de
experimentos, para que se obtivesse um resultado em que toda ou grande parte da
xilose consumida fosse convertida em produto (3HB e CO2). Com uma vazéo de
alimentacdo bem ajustada, seria obtido um experimento com o minimo de
resquiciodafonte de carbono utilizada, representando assim economia do
bioprocesso. Além disso,seriam gerados dados experimentais mais concisos,uma vez
gue nado haveria grandes oscilagbes nas quantidades de fonte de carbono
oferecida,de forma a possibilitar o calculo preditivo da quantidade deécido hexandico
a ser fornecido nos experimentos envolvendo modulagdo da composi¢ao de 3HHx no
polimero 3HB-co-3HHX.

Estrategicamente, o experimento ideal deveria iniciar a fase de acimulo sem a
presenca de xilose, fornecida durantea etapa de crescimento e formacao de biomassa

celular (batelada). Diante do objetivo de sintetizar homopolimeros de 3HB-co-3HHXx a
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partir da utlizagcdo de uma fonte de carbono secundaria, o acido hexandico,
juntamente com o fornecimento de xilose. O excesso de xilose ao iniciar a fase de
acumulo levaria a producao de heteropolimeros, ou seja, a célula inicialmente utilizaria
a xilose em excesso para a producdo de 3HB e ao longo do fornecimento da
alimentacdo continua de xilose com &acido hexandico, a célula sintetizaria outros
blocos poliméricos contendo 3HB-co-3HHx. No primeiro experimento desse bloco, o
ensaio A04, observou-se que a quantidade de xilose inicial fornecida néo era ideal,
uma vez queno inicio da fase de acumulo ainda eram observados cerca de 5 g.L* de
xilose no biorreator. Essa quantidade presente na fase de acumulo inviabilizou o
objetivo inicial que era o de ndo haver xilose excedente no periodo inicial de acumulo,
resultando em diversas alteracdes da vazéo de alimentacdo ao longo do experimento
para tentar adequar a quantidade de xilose para a menor quantidade residual possivel.
A partir das observacdes nesse experimento, forneceu-se xilose inicial a 10 g.L* para
todos os experimentos subsequentes. Ao longo dos ensaios foram testadas diversas
vazbes de alimentacéo e adotou-se aquela que melhor se adequava aos objetivos do
terceiro bloco de experimentos.

Para realizar o terceiro bloco de experimentos, todos os resultados e ajustes
obtidos durante o primeiro e segundo bloco foram aplicados nessa etapa. O objetivo
desse ultimo bloco experimental foi obter copolimeros com quantidades variaveis de
mondmeros de 3HHX e utilizar esses resultados para a analise do metabolismo celular
frente as condicBes adotadas. Os experimentos nessa etapa, assim como na
segunda, foram conduzidos sob limitacdo de nitrogénio. Inicialmente foi fornecida
xilose 10 g.L! para ser utilizada durante a fase de crescimento e formagdo de
biomassa celular. No periodo de acumulo foi adotada a mesma vazao de alimentacéo
para todos 0s experimentos, sem que houvesse alteracdo dessa vazado ao longo do
ensaio, tendo apenas a quantidade de acido hexandico variada na solucdo de

alimentagao fornecida em cada ensaio.

5.2.3Resumo dos resultados obtidos durante os cultivos de B. sacchari
selvagem e B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp em biorreator

Observaram-se, a partir dos experimentos, dois perfis de velocidades de
producdo de polimero e de consumo de substrato durante a fase de acumulo. Cada

um desses perfis sera denominado aqui neste trabalho como “fase”. Na tabela 7 sao
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apresentados os resultados obtidos a partir da primeira fase dos ensaios conduzidos

em biorreator.



Tabela 7: Resumo dos par@metros experimentais obtidos a partir de ensaios em biorreator.

63

Experimento Nutriente Tempo MSC PHA P(3HB) P(3HHXx) umaxx il HAHex TN (TR HaHHx Y 3HBixil Y 3HHx/AHex P
limitante (9.L-1) (9.L-1)
(h) @@L (%) () () () () () () (9.9") (9.9%) [gP(ETE]A)-L’
A00 N 70 12.7 65 8.32 - 0.20 0.23 - 0.10 0.10 - 0.37 - 0.12
A0l P 70 29.9 53 15.7 - 0.19 0.11 - 0.04 0.04 - 0.33 - 0.23
A02 N 64 13.2 57 7.52 - 0.18 0.24 - 0.05 0.05 - 0.29 - 0.13
A03 P 64 10.5 48 5.05 - 0.17 0.12 - 0.04 0.04 - 0.31 0.08
A04 N 63 9.9 52 4.12 11 0.19 0.18 0.01 0.04 0.034 0.008 0.32 0.54 0.09
BO5 N 70 8.2 36 2.94 - 0.15 0.09 - 0.03 0.03 - 0.31 - 0.04
A06 N 40 7.3 35 2.52 - ND ND - ND ND - ND - 0.06
AOBREP N 90 9.8 43 4.18 - ND 0.05 - 0.02 0.02 - 0.36 - 0.04
AO7 N 79 114 64 3.96 3.38 ND 0.10 0.02 0.04 0.02 0.02 0.30 0.86 0.09
A09 N 71 10.3 61 4.98 1.35 ND 0.09 0.01 0.04 0.034 0.008 0.38 0.75 0.09
Al0 N 71 9.9 57 4.99 0.6 ND 0.11 0.005 0.04 0.04 0.004 0.33 0.89 0.08
All N 72 10.5 61 5.72 1.18 ND 0.09 0.008 0.04 0.03 0.006 0.36 0.79 0.10
Al2 N 72 9.7 56 5.49 - ND 0.11 - 0.04 0.04 - 0.40 - 0.07

N: Nitrogénio. P: Fosforo. MSC: Massa seca celular. umaxx: Velocidade maxima especifica de crescimento. pxi: Velocidade especifica de consumo de xilose.

Harex: Velocidade especifica de consumo de acido hexanoico. prra: Velocidade especifica de producdo de PHA. psns: Velocidade especifica de produgéo de

3HB. psnHx: Velocidade especifica de producdo de 3HHXx. Ysue/xi: Fator de conversdo de xilose em 3HB. Ysunxanex: Fator de converséo acido hexandico em

3HHx. P[gP(PHA)/L.h): Produtividade de PHA por litro de reator por hora de ensaio.
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Como mostra a tabela 7, nos experimentos em batelada alimentada através de
pulsos (AOO a A03), foram avaliadas a linhagem controle B. sacchari LFM 101 e a
linhagem recombinante B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp Sob limitacao
de nitrogénio ou fosforo. Em todos esses experimentos, foram fornecidos apenas
xilose como fonte de carbono. Na linhagem selvagem, a limitagdo de nitrogénio
proporcionou um acumulo de 65% de PHA frente a 53% de PHA obtido com a
limitagdo em fésforo. Na linhagem recombinante B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-
2::phaPClJlasp, a producdo de PHA quando limitada em nitrogénio foi de 57% e na
condicao limitada em fésforo o valor foi de 48%.

O tempo médio dos experimentos foi de 70h, valor esse composto por uma
meédia de 25h de crescimento do microrganismo no reator e um valor aproximado de
45h de acumulo, tempo suficiente para que altos valores porcentuais de PHA em
relacdo amassa seca celular (MSC) fossem atingidos. O ensaio AO6REP teve um
tempo de 90h para verificar se a linhagem recombinante B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCJasp cOnseguiria manter a sua capacidade de producao por mais
tempo de ensaio. Observou-se, no entanto, que a cada hora passada de ensaio, a
producdo de PHA declinava, o que resultou em parametros experimentais menores
quando comparados aos demais ensaios, tanto em relacdo a velocidade especifica de
consumo de xilose (uxi) durante o periodo de sintese de PHA, quanto na velocidade
especifica de producdo do polimero (ppHa). Além disso, a vazdo de alimentacgdo
utilizada nesseexperimento foi muito abaixo da capacidade maxima metabdlica do
microrganismo estudado. Esse experimento foi uma repeticdo das mesmas condi¢des
do experimento AO6 que durou cerca de 40h. Por razdes estruturais o experimento
A06 ndo pode ser conduzido na sua totalidade, de forma a impossibilitar, de forma
adequada, aavaliacdode condi¢Bes experimentais essenciais como consumo de fonte
de carbono e producéo de biopolimero. Entretanto, ele sera aqui discutido com a
proposta de comparar seu periodo de 40h com o ensaio subsequente (AO6REP).

Os valores da velocidade maxima especifica de crescimento (Umaxx) foram
calculados apenas nos experimentos A00 a B0O5. O foco deste trabalho ndo é a andlise
do crescimento bacteriano. Dessa maneira, os dados coletados nos experimentos AOO
a B0O5 foram o suficiente para que se pudesse entender a dinamica desse periodo,
gue embora ndo seja foco de estudo, compde uma etapa essencial dos cultivos em

biorreator e compreendé-la se faz necessério para que todo o restante do processo



65

ndo seja afetado. A linhagem selvagem apresentou um pmaxx igual a 0,20 h X em
limitacdo de nitrogénio e um pmaxxigual a 0,19h! quando limitada em fésforo. Os
valores obtidos pela linhagem selvagem foram maiores em relacdo a linhagem
recombinante, que apresentou um pmaxx de 0,18ht no meio limitado em nitrogénio e
0,17ht em meio limitado em fésforo. No experimento BO5 é observado um pmaxx igual
a 0,15h. A partir da avaliacdo dos pxi é possivel observar um valor de consumo
proximoa 0,10h!para todos os experimentos supridos com alimentacédo continua,
com excecdo dos ensaios A04 e AO6REP. As velocidades maximas especificas de
consumo de acido hexandico (UaHex),de sintese de 3HHX (usnHx) € o fator de
conversao de acido hexandéico em monémeros de 3HHX (Y3HHwaAHex) Variaram entre os
ensaios tendo em vista que houve variagdo nas quantidades fornecidas desse
substrato nos diferentes experimentos. O experimento A07 foi 0 ensaio com a maior
relagdo de fornecimento xilose/acido hexandico. Durante este experimento, néo foi
detectada a presencadessa fonte secundaria de carbono, ou seja, provavelmente a
capacidade maxima de metabolizacédo desse substrato pela bactéria ainda nao tenha
sido atingida. Outra observacao importante € que mesmo com o fornecimento de acido
hexandico as velocidades de consumo de xilose se mantiveram constantes. A
velocidade maxima especifica de producdo de PHB (psHs) nos experimentos em
batelada alimentada por pulso com a linhagem recombinante foi de 0,05h! para a
limitacdo em nitrogénio. Esse valor é proximo aos obtidos nos ensaios conduzidos por
alimentacdo continua, cujo os valores obtidos variaram em torno de 0,03h*a 0,04h.
Na linhagem selvagem observou-se um psxs para a limitagéo em nitrogénio (0,07ht)
e um valor de psus (0,04h1) para a limitacdo em fésforo.

Os fatores de conversdo de xilose em 3HB (Ysue/xi) obtiveram valores
aproximados entre 0os experimentos conduzidos por batelada alimentada continua e
batelada alimentada por pulso. O valor médio de Ysue/xi foi de 0,34+ 0,04 g.g. Nos

itens 5.2.5.1 a 5.2.7.1 cada um dos experimentos serdo discutidos individualmente.

5.2.4 Padronizacao dos resultados obtidos durante o cultivo de B. sacchari
LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp em biorreator

Na tabela 8 estdo apresentados os valores calculados a partir do inicio dos
experimentos até o ponto maximo de producao de biopolimero. Esses valores obtidos

entre o inicio dos cultivos até o ponto méximo de producéo de PHA foram utilizados
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para padronizar os resultados obtidos entre os ensaios. A padronizacdo se faz
importante, tendo em vista que, os ensaios foram conduzidos em diferentes momentos
ao longo deste trabalho e os tempos de cultivo ndo foram exatamente os mesmos.
Dessa forma, ao se obter valores similares dos parametros escolhidos entre os
ensaios realizados, exp0e-se a reprodutibilidade e a confiabilidade dos valores obtidos

neste trabalho.

Tabela 8: Padronizacéo dos resultados obtidos nos trés blocos experimentais com o objetivo de se
comparar a similaridade entre os mesmos.

Condicdo do  Experimento MSC PHA 3HB 3HHX Mmaxx Y Y P
experimento (g.Lh (%) (g.Lh (g.Lh (hh) 3HB/XIl 3HHxIHex  LOP(PHA).
(9.9 (9.9  Ln7

A02 13.2 57 7.52 - 0.18 0.20 NR 0.14

Pulso/Xilose
A03 10.5 48 5.05 - 0.17 0.15 NR 0.08
BO5 8.2 36 2.94 - 0.15 0.09 NR 0.04
A06 7.3 35 2.52 - ND ND NR ND

Alimentacao
continua AO6REP 9.8 43 4.18 - ND 0.19 NR 0.06
Xilose A2 9.7 56 5.49 - ND 0.22 NR 0.10
A04 9.9 52 4,12 1.1 0.18 0.18 0.6 0.09
AO07 11.4 64 3.96 3.38 ND 0.22 0.74 0.11
Alimentago A09 10.3 61 4.98 1.35 ND 0.23 0.75 0.10

continua

Xilose+ AHex A10 9.9 57 4.99 0.6 ND 0.20 0.76 0.08
All 10.5 61 5.72 1.18 ND 0.24 0.73 0.09

A: Reator utilizado marca: Applikon Biotechnology. B: Reator utilizado marca B-Braun Melsugen. N:
Nitrogénio. P: Fdésforo. Primeiro bloco de experimentos: A0O, A01, A02 e A03. Segundo bloco de
experimentos: A04, BO5, A06, AO6REP e A07. Terceiro bloco de experimentos: A09, A10, All e A12.
MSC: Massa seca celular. PHA (%): Composicdo de PHA em relacdo a biomassa total. P[gP (3HB)/L!
.h1): Produtividade de 3HB por litro de reator por hora de ensaio. P[Gp (3HHx)/L-1.h-1): Produtividade
de P3HHXx por litro de reator por hora de ensaio.Ysug/xii: Fator de converséo de xilose em 3HB.Y s1HxaHex:
Fator de converséo acido hexandico em 3HHx. P[gP (PHA)/L1.h'Y): Produtividade de PHA por litro de
reator por hora de ensaio.

Os parametros levados em consideracado para se verificar a igualdade entre os
experimentos foram os fatores de conversédo de xilose em 3HB (Yasns/xil), fatores de
conversdo de acido hexandico em 3HHX (YsHHwaHex) € a produtividade em PHA em
gramas, por litro de biorreator por hora de ensaio ( g.PHA. L-1.h).

Em relacdo a conversdo de xilose em 3HB é possivel observar um valor
proximo a 0,20 g.gtpara todos os experimentos, com excecdo dos experimentos B0O5.
Como discutido anteriormente, o ensaio B05 foi suprido com uma baixa quantidade
de xilose ao longo do cultivo, o que possivelmente afetou sua capacidade maxima de

conversao de xilose em 3HB.
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Para o fator de conversédo de acido hexanéico em mondémeros de 3HHXx, os
valores obtidos para 0 YsHHwaHex vVariaram em torno de 0,70 g.gt, com excecdo do
cultivo A04. O valor obtido no cultivo A0O4 pode ser explicado devido as diversas
alteracbes de vazdes de alimentacdo ao longo do cultivo, em alguns momentos,
proporcionando maiores quantidades de acido hexandico e em outros periodos
oferecendo uma quantidade muito baixa.

As produtividades de PHA ficaram em torno de 0,10 g.PHA. L% h' para a
condicdo de alimentacdo continua. Os ensaios B05 e AO6REP apresentaram
produtividades muito abaixo do observado nos demais experimentos. As razdes pelas
quais houve essa baixa produtividade sdo as mesmas destacadas em relagdo aos
fatores de conversédo para o experimento B05. Para o experimento AO6REP a baixa
produtividade est& relacionada com o fato do experimento ter durado cerca de 90h.
Como a produtividade é um pardmetro que leva em conta o tempo total do
experimento, essa ficou muito abaixo, devido as ultimas 20h desse ensaio ter

sintetizado uma baixa quantidade 3HB.
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5.2.5Primeiro bloco de experimentos

Esse bloco de experimentos corresponde aos ensaios A00, AO1, AO2 e AO03
apresentados na figura 7. A discussao de cada um desses experimentos esta apresentada
nos itens 5.2.5.1 a 5.2.5.2.
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Figura 7: Primeiro bloco de experimentos. Experimentos A0O0 e AO0l: Experimentos AOO e AO01:
Linhagem avaliada: B. sacchari LFM 101. Experimento AOO: Limitagdo em fésforo. Experimento AO1:
Limitagdo em nitrogénio. Experimentos AOO0 e AOl: Linhagem avaliada: B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCJasp. Experimento A02: Limitacdo em nitrogénio. Experimento A03: Limitagdo em
fosforo.

5.2.5.1 Avaliacédo dalinhagem selvagem B. sacchari LFM 101 na producéo de
3HB a partir de xilose em cultivos limitados em fésforo ou nitrogénio

Nos experimentos AOO e AO1(Figura 8), xilose foi fornecida a (15 g.L!) durante a
fase de crescimento, em batelada. Durante a fase de acumulo, foram realizados dois
pulsos de alimentacdo para condi¢cdo limitada em nitrogénio e quatro pulsos de
alimentagéo para a condi¢céo limitada em fésforo. Os pulsos sdo solu¢des concentradas
de fonte de carbono que sé&o injetadas no biorreator para que esse se mantenha com uma

concentracao elevada de xilose, mantendo assim a condicdo de excesso da fonte de
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carbono no meio de cultura.
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Figura 8: Experimento de produc¢éo de 3HB por B. sacchari LFM 101. (Ensaios A0OO e A01) cultivo
suprido com uma adi¢é@o inicial de xilose para uma concentracdo de 15g.L* e manutencdo da
concentracao de xilose em um valor acima de 5g.L por meio de pulsos de alimentacao durante a fase
de acumulo. Biomassa total (X), biomassa residual (biomassa sem polimero) (Xr), producdo de
polimero (PHA), consumo de aménia (NH4*) e concentragéo de xilose (g.L-') ao longo do tempo.

Nesses experimentos, o crescimento celular bacteriano durou 26,5h horas até
alcancar a limitacdo em nitrogénio (A0Q). Para a limitacdo em fosforo (AO1l) houve
crescimento acentuado até 41,5h, com uma desaceleracdo apos esse periodo,
embora com uma tendéncia ascendente até o final do experimento. As velocidades
maximas especificas de crescimento (umaxx) do cultivo atingiram 0,20h! para o meio
limitado em nitrogénio e 0,19h! para o meio limitado em fésforo. O umaxx obtido por
FARJADO (2015) para limitacdo em nitrogénio frente a xilose foi igual a 0,18h*. Silva
e colaboradores (2004) ao avaliar B. sacchari selvagem em presenca de hidrolisado
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de cana de acuUcar obteve um pmaxx igual a 0,24h'e quando essa mesma cepa foi
avaliada em presenca de xilose+glicose 0 pmaxx obtido foi igual a 0,25ht. Durante a
fase exponencial de crescimento nao foi identificado acumulo de PHA para ambos os
ensaios. Os valores da velocidade especifica de consumo de xilose (uxi), obtiveram
valores de 0,23h! entre os periodos 24,5h a 33,5h (Fase 1) e 0,06h entre os tempos
45,5h a 70h (Fase 2) para a limitacdo em nitrogénio. Na limitacdo em fésforo o pxil
obtido foi igual a 0,11h! entre os tempos 49,5h a 70h (Fase 1). Em relacéo aos valores
da velocidade especifica de producao de 3HB (usHs), ha limitagdo em nitrogénio, entre
os tempos 26,5h a 33,5h (Fase 1), o valor obtido foi igual a 0,10h! e entre os periodos
37,5h a 70h (Fase 2) o valor conquistado foi 0,01ht. Para a limitacdo em fésforo o
valor de usns obtido foi igual a 0,04h-lentre os tempos 49,5h as 70h (Fase 1). A
conversao de xilose em PHA (Ysugixi) teve duas fases para a limitagdo em nitrogénio,
sendo a primeira fase entre 26,5h a 53,5h, com um Ysue/xi = 0,37 g.g™, e uma segunda
fase entre 57,5h a 70h com um Ysng/xiigual a 0,35 g.g1. Para a limitagdo em fésforo,
houve apenas uma fase de Ysus/xi, sSendo essa fase entre 45,5h as 70h com um Y sug/xi
igual a 0,33 g.g*. Silva e colaboradores (2004) obtiveram um Ysnge/xi igual a 0,39 g.g°
Ipara limitagcdo em nitrogénio com o fornecimento de hidrolisadolignocelulésico como
fonte de carbono. Para limitacdo em nitrogénio com o suprimento de glicose+xilose
Silva e colaboradores (2004) reportaram um Ysue/xiigual a 0,22 g.gt.

Na tabela 9, encontram-se os valores experimentais obtidos nesses ensaios.
No apéndice B (Figuras A.1-A. 8) estdo os graficos utilizados para se calcular os
valores discutidos. Os experimentos AOO e A0l serviram de base para o artigo
submetido (OLIVEIRA FILHO et al. 2019) intitulado “Investigating nutrient limitation
role on improvement of growth and poly-3-hydroxybutyrate accumulation by
Burkholderia sacchari LMG 19450 from xylose as the sole carbon source” (ANEXO A),
onde os principais pontos discutidos € a influéncia das limitacbes de nitrogénio e
fosforo no acumulo de PHA.



Tabela 9: Cultivos de B. sacchari LFM 101 em biorreator (AOO e A01) para biossintese de 3HB a

partir de xilose.

AO00

Tempo Xilcons NHsg.L© MSC Xr 3HB PHA
(h) glL? ! gLt gLt gLt (%MSC)
0 0.00 0.61 0.00 0.00 0.00 0
2 0.37 0.55 0.00 0.00 0.00 0
3 1.36 0.54 0.00 0.00 0.00 0
5 1.62 0.37 0.00 0.00 0.00 0
6 1.77 0.50 0.01 0.01 0.00 0
8 1.88 0.44 0.04 0.04 0.00 0
9 2.49 0.41 0.12 0.12 0.00 0
11 3.59 0.38 0.18 0.18 0.00 0
13 3.92 0.29 0.31 0.31 0.00 0
15 4.65 0.39 0.49 0.49 0.00 0
17 5.70 0.37 0.75 0.75 0.00 0
19 7.04 0.25 1.22 1.22 0.00 0
22 9.25 0.23 2.16 2.16 0.00 0
25 12.77 0.00 3.98 3.98 0.00 0
27 15.99 0.00 5.51 5.15 0.36 7
30 20.17 0.00 7.39 5.30 2.09 28
34 22.95 0.00 9.40 5.41 3.99 42
38 26.24 0.00 10.35 5.55 4.79 46
42 30.06 0.00 11.11 4.99 6.12 55
46 32.10 0.00 11.80 5.65 6.15 52
50 34.37 0.00 11.53 5.05 6.48 56
54 38.78 0.00 12.05 4.29 7.76 64
58 39.87 0.00 12.49 5.36 7.13 57
62 41.64 0.00 12.60 4.70 7.90 63
69 44.13 0.00 12.71 4.39 8.32 65
90 46.53 0.00 10.06 3.66 6.40 64

71
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A01

Tempo Xilcons NHag.L? MSC Xr 3HB PHA
(h) glL? gLt gLt gLt (%MSC)
0 0.00 2.63 0.00 0.00 0.00 0
2 1.43 2.39 0.00 0.00 0.00 0
3 1.22 2.13 0.01 0.01 0.00 0
5 1.62 2.36 0.01 0.01 0.00 0
6 2.12 2.02 0.02 0.02 0.00 0
8 2.44 1.59 0.07 0.07 0.00 0
9 2.54 1.46 0.09 0.09 0.00 0
11 3.72 1.72 0.15 0.15 0.00 0
13 3.82 1.27 0.17 0.17 0.00 0
15 4.56 1.45 0.29 0.29 0.00 0
17 5.31 1.00 0.49 0.49 0.00 0
19 6.17 1.07 0.43 0.43 0.00 0
22 6.77 1.23 0.68 0.68 0.00 0
25 7.18 1.37 1.15 1.15 0.00 0
27 7.55 1.41 1.45 1.45 0.00 0
30 11.13 1.80 2.45 2.45 0.00 0
34 15.98 1.57 4.50 4.50 0.00 0
38 21.16 1.12 7.55 7.55 0.00 0
42 23.87 0.87 10.20 10.19 o0.01 0
46 32.39 0.81 14.81 10.89 1.64 26
50 42.10 0.64 1836 13.61 4.75 26
54 54.00 0.35 2224 12,69 7.40 43
58 57.94 0.42 2496 14.73 10.23 41
62 61.94 0.46 26.45 14.08 12.37 47
69 71.00 0.24 29.33 13.66 15.67 53
90 90.20 0.17 36.76  16.44 20.32 55

Xilcons: Xilose consumida. NHa: Concentracdo de Sulfato de Amdnia. MSC: Massa Seca Celular. Xr:
Biomassa residual; 3HB: 3-hidroxibutirato. PHA (MSC%): Porcentagem de PHA em relagao a biomassa
total. Pulsos de alimentac&o no cultivo A0O: 27h e 34h de cultivo. Pulsos de alimentag&o no cultivo A01:
27h, 38h, 46h e 58h de cultivo.

5.2.5.2 Experimento em biorreator com B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-
2::phaPCJasp com limitagdo em nitrogénio e fosforo para célculo de
velocidades de consumo de xilose

Os experimentos A02 e A03 (Figura 9) foram realizados em meio MM4 e MM5
para se calcular uma vazao especifica de alimentacéo para xilosee para se determinar
o melhor tipo de limitagdo, nitrogénio ou fosforo, a ser utilizada nos experimentos
seguintes. A vazao especifica de alimentacéo foi calculada a partir da determinacéo

da velocidade especifica de consumo de xilose durante a fase estacionaria do cultivo
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(uxit). O pxil calculado foi durante a fase estacionaria do desenvolvimento microbiano,
visto que € nessa fase que o microrganismo direciona a fonte de carbono consumida

para a sintese de PHA e uma pequena parte para a sua manutencgao celular.
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Figura 9: Experimento de produgéo de 3HB por B. sacchariPCJasp. (Ensaios A02 e A03) cultivo suprido
com uma adi¢éo inicial de xilose para uma concentragdo de 15g.L-! e manutencgdo da concentracédo de
xilose em um valor acima de 5g.L! por meio de pulsos de alimentacao durante a fase de acumulo.
Biomassa total (X), biomassa residual (biomassa sem polimero) (Xr), producdo de polimero (PHA),
consumo de amonia (NH4") e concentracdo de xilose (xilose) ao longo do tempo.

Nesse experimento, xilose foi fornecida a 15 g.L* durante a fase de crescimento.
Durante a fase de acumulo foram realizados dois pulsos de alimentacéo para condicéo
limitada em nitrogénio e um pulso de alimentacao para a condicao limitada em fésforo.

As velocidades maximas especificas de crescimento (Umaxx) atingiram 0,18 h-tpara o
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meio limitado em nitrogénio e 0,17 h* para o meio limitado em fésforo. MENDONGCA
(2014) ao avaliar esse mesmo recombinante com o suprimento de glicose como fonte
de carbono e limitagdo em nitrogénio obteve um pmaxx igual a 0,20 hte no cultivo
limitado em fosforo com o fornecimento da mesma fonte de carbono um pmaxx igual a
0,22h1. Mozejko et al. (2018) ao estudar Aeromonas sp.em meio de cultura contendo
glicerol derivado de biodisel em estado puro, e limitacdo em nitrogénio ou fésforo,
obteve valores de pmaxxiguais a 0,43h* e 0,38h, respectivamente. A partir do
fornecimento de glicerol bruto, o pymaxx conquistado para a limitagdo em nitrogénio ou
fosforo, foram respectivamente, 0,65h* Os valores de pPmaxx reportados por Mozejko
et al. (2018) sao satisfatorios, entretanto, 0 microrganismo em questdo acumulou um
valor maximo de PHA total em relacdo a biomassa igual a 20,7% em glicerol puro e
menos de 45% em glicerol derivado de biodisel.

Durante o intervalo de tempo entre Oh as 64h o PHA acumulado foi em média
7,4 g.L 't no meio limitado em nitrogénio e igual a 5,1 g.L* no meio limitado em fésforo.
Durante o periodo experimental houve acumulo médio de 57% de PHA para o meio
limitado em nitrogénio e 48% para o0 meio limitado em fosforo. Mendoncga (2014) ao
avaliar a mesma linhagem em meio limitado em nitrogénio e com o fornecimento de
glicose como Unica fonte de carbono, obteve mais de 80% da biomassa total em PHA.
Para a limitacdo em fosforo e fornecimento de glicose e acido hexanéico como fontes
de carbono, o valor de PHA em relacdo a biomassa total foi proximo a 59%. Wen et.
al (2010) ao avaliar os efeitos da limitacdo de nitrogénio ou fosforo na producéo de
PHA a partir de microrganismos obtidos do lodo ativado, com o fornecimento de
acetato como fonte de carbono,demonstrouum acumulo equivalente entre as duas
limitacBes, cerca de 30% da biomassa total em PHA. Entretando, os valores de
produtividade apresentaram-se mais satisfatoriamente na limitacdo em nitrogénio.
Esse melhor acimulo em meio limitado em nitrogénio, segundo Wen et. al (2010),
ocorre devido a nao producdo de novas células sob a limitagdo de nitrogénio, sendo
toda ou a maior parte da fonte de carbono convertida em produto. No meio limitado
em fosforo, as bactérias continuam gerando novas células, o que faz com que uma
parte do carbono, seja gasto para produzir essas células.

A figura 10 faz uma comparacao entre as porcentagens medias de acumulo
entre os dois ensaios ao longo do tempo. Na tabela 10 encontram-se os valores
experimentais obtidos nesses ensaios. No apéndice B (Figuras A9 — A.16)

encontram-se os graficos utilizados para a determinacao dos valores apresentados.
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Tabela 10: Cultivos de B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp em biorreator (A02 e A03) para

biossintese de 3HB a partir de xilose.

A02 PHA (mol %)
Tempo Xilcons NH4 MSC Xr 3HB PHA 3HB 3HHx

(h) gLt gLt gl gLt glL! (%MSC)
0 0.00 0.93 0.08 0.06 0.02 28 100 0
2 0.25 0.66 024 0.18 0.06 26 100 0
4 0.53 1.22 036 0.29 0.07 20 100 0
6 0.86 0.50 045 0.38 0.07 16 100 0
8 0.88 0.61 0.61 0.52 0.10 16 100 0
10 2.19 0.50 0.83 0.73 0.10 12 100 0
12 2.42 0.44 1.08 094 0.14 13 100 0
14 3.56 0.30 1.50 130 0.20 13 100 0
16 4.99 0.26 1.95 1.72 0.22 12 100 0
18 7.25 0.23 2.61 235 0.26 10 100 0
20 7.97 0.22 3.27 295 0.31 10 100 0
22 11.00 0.11 4.40 3.74 0.66 15 100 0
24 12.81 0.00 6.18 456 1.62 26 100 0
26 16.76 0.00 6.70 465 2.05 31 100 0
29 20.13 0.00 7.87 476 3.11 40 100 0
32 19.68 0.00 8.86 515 3.71 42 100 0
35 19.04 0.00 954 496 4.58 48 100 0
38 21.00 0.00 10.18 494 5.24 51 100 0
42 24.16 0.00 11.18 524 594 53 100 0
46 25.89 0.00 11.78 559 6.19 53 100 0
50 28.05 0.00 1188 534 6.54 55 100 0
54 29.15 0.00 1294 573 7.21 56 100 0
60 31.31 0.00 1317 564 7.52 57 100 0
64 33.19 0.00 1296 559 7.37 57 100 0
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A03 PHA (mol %)
Tempo Xilcons NH4 MSC Xr 3HB PHA 3HB 3HHXx

(h) glL? gLt gl gLt glL! (%MSC)
0 0.00 2.74 0.25 0.16 0.09 38 100 0
2 0.62 2.67 0.27 0.19 0.07 28 100 0
4 0.86 2.51 0.30 0.23 0.06 21 100 0
6 1.45 2.47 0.52 041 0.11 21 100 0
8 1.68 2.44 0.57 046 0.11 19 100 0
10 1.89 2.43 0.72 0.60 0.11 16 100 0
12 2.82 2.58 083 0.71 0.12 14 100 0
14 3.16 2.53 105 092 0.13 12 100 0
16 4.59 2.53 1.27 1.13 0.14 11 100 0
18 5.35 2.34 1.57 141 0.16 10 100 0
20 6.43 2.30 1.83 1.64 0.19 11 100 0
22 8.25 2.31 2.37 2.15 0.22 9 100 0
24 9.43 2.31 2.82 2.57 0.24 9 100 0
26 11.13 2.11 3.35 3.14 0.21 6 100 0
29 13.78 1.97 3.87 3.37 0.50 13 100 0
32 13.05 1.91 4.64 3.66 0.98 21 100 0
35 13.25 1.94 596 407 1.89 32 100 0
38 14.98 1.82 6.53 420 2.33 36 100 0
42 19.32 1.85 763 440 3.23 42 100 0
46 21.81 1.75 8.68 481 3.87 45 100 0
50 23.58 1.78 9.10 498 4.12 45 100 0
54 24.66 1.76 9.64 5.06 4.58 48 100 0
60 28.31 1.80 10.05 539 4.66 46 100 0
64 29.47 1.50 1048 543 5,05 48 100 0

Xilcons: Xilose consumida. NHa: Concentracdo de Sulfato de Amdnia. MSC: Massa Seca Celular. Xr:
Biomassa residual; 3HB: 3-hidroxibutirato. PHA (MSC%): Porcentagem de PHA em relacdo a biomassa
total. Pulsos de alimentagdo no cultivo A02: 20h e 32h de cultivo.Pulso de alimenta¢&o no cultivo A03:

32h de cultivo.
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Figura 10: Comparacao porcentual dos niveis de 3HB produzido ao longo do experimento sob limitagao
de nitrogénio (A02) ou fosforo (A03) pela linhagem recombinante B. sacchariPCJasp.
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O valor obtido para a velocidade especifica de consumo de xilose (uxi), para a
limitagdo em nitrogénio, entre os tempos 24h a 32h (Fase 1), foi iguala 0,24h*e entre
35h a 50h (Fase 2) uma velocidade de consumoigual a 0,08h 1. No cultivo limitado em
fosforo observou-se um pxiigual a 0,12h* entre os tempos 26h a 42h(Fase 1) e um
uxiigual a 0,08htentre os tempos 46h a 64h(Fase 2). Em relacdo a velocidade
especifica de producéo de 3HB (psHs), 0 cultivo limitado em nitrogénio obteve entre os
tempos 24h a 42h(Fase 1), um psus igual a 0,05h e entre 46h a 64h(Fase 2) um pisHs
igual a 0,01 h't. No ensaio limitado em fésforo psxe obtido entre os tempos 26h a 46h
(Fase 1) foi igual a 0,04hle entre os tempos 50h a 64h (Fase 2) o usus foi igual a
0,01h,

Com base no perfil de consumo de xilose em meio limitado em nitrogénio, visto
gue o acumulo de PHA foi mais eficiente nessa limitacdo, uma vazao de alimentacao
continua foi calculada levando se em consideracéo a faixa de tempo entre 35h as 50h
de cultivo. O objetivo desse experimento foi determinar um valor aproximado do
consumo de xilose em funcdo do tempo, para que assim, fosse suprida apenas a
demanda necessaria para 0s experimentos seguintes em biorreatores, o valor
determinado foi ajustado ao longo do segundo bloco de experimentos, como sera
discutido no item 5.2.5.3.

O célculo da vazéo especifica de alimentacao foi realizado da seguinte forma:
Multiplicou se o uxi ha concentracdo escolhida [0,06 g (Xilose)/g.(células).h] pela
concentragdo celular obtida (6,18 g.L™?), dividindo o resultado pela concentracdo da
solucéo de xilose que seria oferecida (100 g.L). O resultado deste calculo para vazéo
especifica de alimentacéo foi igual a 3,7 mL.L*.h-*ou 0,06 mL.L"* .min2.

Assim como nos cultivos com a linhagem selvagem, nos cultivos com a
linhagem recombinante também foi possivel observar mudancas nos fatores de
conversao (Ysnsxiil) ao longo do cultivo. Para limitacdo em nitrogénio, entre os tempos
22h a 35h (Fase 1) o Ysue/xi foi igual a 0,29 g.g* e entre 42h a 64h (Fase 2) 0 Yaupxi
obtido foi igual a0,18 g.gl. Mendonca (2014) obteve para essa mesma limitacdo, a
partir do fornecimento de glicose como fonte de carbono, um Ysueci igual a 0,29
g.g’l. Observa-se nos trabalhos realizados por Mendonca (2014) um Unico perfil de
converséo de glicose em mondmeros de 3HB ao longo de todo o cultivo. Os valores
obtidos a partir do fornecimento de xilose demonstram um alto potencial dessa fonte
de carbono frente ao uso de glicose e outras fontes de carbono. Entretanto, algumas

barreiras ainda precisam ser superadas, tais como: o tempo em que a linhagem
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converte valores maximos de xilose em monémeros de 3HB, sendo esse tempo
restrito ha uma faixa de apenas 13h do cultivo e apds esse periodo a conversao
declina consideravelmente, enquanto que em meio suprido com glicose o valor de
conversao maximo permanece inalterado por mais de 20h. Para limitacdo em fosforo,
entre os tempos 29h a 46h (Fase 1) o Yame/xi conquistado foi igual a 0,31 g.g e do
periodo 50h a 64h (Fase 2) o Ysue/xi obtido foi de0,11 g.gl. Mendonca (2014) em
condicBes similares de cultivo, fornecendo glicose e acido hexanodico como fontes de
carbono, obteve um Yaupsciiigual a 0,20 g.gt. A partir dos resultados, baseando-se na
quantidade de polimero obtido, a limitagdo em nitrogénio foi & escolhida para os

ensaios posteriores.
5.2.6 Segundo bloco de experimentos

Esse bloco de experimentos corresponde aos ensaios A04, B05, A06, AO6REP
e AQ7 apresentados na figura 11. A discusséo de cada um desses experimentos esta
apresentada nos itens subsequentes. Nesse bloco de experimentos buscou-se pelo

ajuste da vazao especifica de alimentacao referente ao fornecimento de xilose.
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Figura 11: Segundo bloco de experimentos. Linhagem avaliada: B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-
2::phaPClasp. Experimento AO4 e A07: Fornecimento de xilose e Acido Hexanoico durante a fase
estacionéaria através de alimentac@o continua. Experimentos B05, A06 e AO6REP: Fornecimento de
xilose durante a fase estacionaria através de alimentado continua.

5.2.6.1 Experimento em biorreator para verificagdo da vazédo de alimentacao
anteriormente calculada com B. sacchariLFM344 pBBR1MCS-
2::phaPCJasp em meio limitado em nitrogénio utilizando vazao
especifica de alimentacao de xilose e acido hexandico

Inicialmente, o objetivo do seguinte experimento era de que a xilose fosse

totalmente consumida para que assim fosse possivel calcular todos os parametros
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avaliados levando se em conta toda fonte de carbono fornecida. Esse experimento
seria 0 experimento base para os experimentos envolvendo a modulagdo da
composi¢cdo de 3HHx no copolimero 3HB-co-3HHx e por essa razéo foi avaliado o
consumo de xilose e acido hexandico. Entretanto, o objetivo central deste experimento
nao foi atingido, o que levou a necessidade de se realizar outros ensaios para que se
pudessem obter bons ajustes experimentais para a etapa de modulacdo, que sera
discutida posteriormente. A partir dos resultados aqui obtidos, algumas mudancas
foram realizadas e ensaios subsequentes foram realizados, dessa vez, apenas com 0
fornecimento de xilose, tendo em vista que os maiores desafios se concentravam em
cima dessa fonte de carbono. Esses ensaios de ajuste de vazdo especifica de
alimentacdo deram origem o que aqui neste trabalho é denominado como segundo
bloco experimental.

A partir de uma vazao calculada de alimentacdo, por meio dos dados obtidos
através do consumo de xilose na fase estacionaria do experimento A02 (35h-50h),
realizou-se um ensaio em biorreator (Figura 12), em que houve uma batelada inicial
com xilose (15 g.L?) para a fase de crescimento e a fase de acimulo alimentada com
uma solucdo de acido hexandico (17.4 g.L') e xilose (104 g.L!) a uma vazéo de
3,7.ml.L-1.ht. Nessas condigbes, foram fornecidos ao ensaio xilose e acido hexandico,
a uma vazao de3,7. ml.L1.h, 0,37 g.L1.h}(0,006 g.L-t.min?), e 0,06 g. L.h? (0,001

g.Lt.min1), respectivamente.
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Figura 12: Producdo de 3HB-co-3HHx por B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp. Cultivo
suprido com um batch inicial de xilose com concentracéo de 15g.L! e alimentagdo continua de xilose
(0,37g.L1.h"1) e acido hexanéico (0,06 g.L1) durante a fase de acimulo. Biomassa total (X), biomassa
residual (biomassa sem polimero) (Xr), produgéo de polimero (PHA), consumo de aménia (NH4*) e
concentracéo de xilose (xilose) ao longo do tempo.

Ao longo do cultivo, a vazao de alimentacéo foi ajustada em certos periodos, para
gue se pudesse manter o menor acumulo de residuo de xilose, com 0 menor impacto

no andamento do ensaio (Figura 13).
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Figura 13: Vazao de alimentacéo ao longo do cultivo A04.

O valor de pmaxx obtido foi igual a 0,19 h1. A fase de crescimento durou cerca de
24h. E possivel observar que houve uma quantidade residual de xilose no inicio da
fase de alimentacdo (24h). Em decorréncia desse fato, o pxi obtido na fase
estacionaria desse experimento se aproximou mais do pixi obtido no ensaio conduzido

através de batelada alimentada por pulso do que 0s pxi obtidos nos experimentos
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alimentados por vaz&o continua, como sera discutido posteriormente. O valor de pxi
obtido neste ensaio foi de 0,18h1, no ensaio por alimentacdo através de pulsos foi de
0,24h! e nos demais ensaios, onde ndo houve xilose residual no inicio da fase de
acumulo, o valor médio de pxi foi em torno de 0,10h! para o periodo compreendido
como fase 1.

Os dados obtidos a partir deste ensaio estdo apresentados na tabela 11. Os
graficos utilizados para se determinar os parametros experimentais apresentados

estdo no apéndice B (Figuras A.17- A.24).
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Tabela 11: Cultivo de B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp em biorreator (A04) para
biossintese de 3HB-co3HHXx a partir de Xilose e acido hexandico.

A04 PHA (mol %)
Tempo Xilcons Ahex NH4 MSC Xr PHA HB HHx PHA 3HB  3HHx
(h) gLt cons gLt gLt gLt glL? glL? gLt (%MSC)
gLt

0 0.00 0.00 0.50 0.04 0.03 0.01 0.01 0.00 34 100 0
2 0.37 0.00 0.37 0.06 0.05 0.01 0.01 0.00 25 100 0
4 0.65 0.00 0.45 0.20 0.15 0.05 0.05 0.00 23 100 0
6 0.86 0.00 0.36 0.28 0.23 0.05 0.05 0.00 17 100 0
8 0.42 0.00 0.29 0.38 0.32 0.07 0.07 0.00 18 100 0
10 0.62 0.00 0.32 0.57 0.47 0.10 0.10 0.00 18 100 0
12 1.00 0.00 0.26 0.69 0.58 0.11 0.11 0.00 16 100 0
14 0.95 0.00 0.33 0.95 0.80 0.15 0.15 0.00 15 100 0
16 1.54 0.00 0.20 1.22 1.04 0.18 0.18 0.00 15 100 0
18 3.00 0.00 0.19 1.68 1.46 0.22 0.22 0.00 13 100 0
20 3.91 0.00 0.17 2.19 1.91 0.28 0.28 0.00 13 100 0
22 5.46 0.00 0.16 2.66 2.34 0.32 0.32 0.00 12 100 0
24 7.41 0.00 0.10 3.10 2.79 0.31 0.31 0.00 10 100 0
25 8.47 0.06 0.09 3.74 3.35 0.39 0.38 0.01 10 98 2
28 12.24 0.24 0.00 5.15 451 0.64 0.60 0.05 13 93 7
30 14.35 0.36 0.00 5.83 4.82 1.01 0.92 0.08 17 92 8
35 17.39 0.65 0.00 7.31 4.88 2.43 2.16 0.27 33 89 11
39 19.26 0.88 0.00 8.16 5.11 3.05 2.66 0.39 37 87 13
43 20.84 1.11 0.00 8.61 4.83 3.77 3.25 0.52 44 86 14
47 22.36 1.33 0.00 9.53 5.92 3.60 3.10 0.50 38 86 14
53 23.90 1.67 0.00 9.64 5.43 4.20 3.46 0.74 44 82 18
59 25.13 1.99 0.00 9.92 4.72 5.21 4.35 0.86 52 83 17
63 26.73 2.18 0.00 9.93 4.82 5.10 4.26 0.84 51 84 16

Xilcons: Xilose consumida. Ahex cons: acido hexanoico consumido. NH4: Concentragéo de Sulfato de
Amébnia. MSC: Massa Seca Celular. Xr: Biomassa residual. 3HB: 3-hidroxibutirato. 3HHx: 3-
Hidroxihexanoato. PHA (MSC%): Porcentagem de PHA em relacdo a biomassa total. PHA (mol %).
Fragdo molar de 3HB ou 3HHx no polimero. Inicio da vaz&o de alimenta¢@o no cultivo: 24h apo6s o
inicio do bioprocesso.

O teor de biomassa residual (Xr) obtido foi de 4,8 g.L* no instante 63h do cultivo.
O valor de acumulo de PHA foi de 51% ao final do bioprocesso. O teor mol obtido de
3HHx no polimero durante o periodo de alimentacao continua (24h a 64h) foi de 16%.
Os fatores de conversao de xilose em mondmeros de 3HB (Ysusii) entre os periodos
30h a 43h (Fase 1) foi igual a 0,32 g.g* e entre os periodos 57h a 63h (Fase 2) igual
a0, 25g.g’t. Em relagéo aos fatores de converséo de acido hexanéico em monémeros
de 3HHX (Y3HHxaHex) O Valor obtido entre os tempos 24h a 63h (Fase 1 e 2) foi igual a
0, 57 g.g1. MENDONCA (2014) ao fornecer 11 g.L* de solucdo de alimentacdo de
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acido hexanoico obteve um Ysnhxarex durante a fase de alimentacdo continua igual a
0,49 g.g*.

5.2.6.2 Ajuste da vazéo de alimentagéo calculada em experimento em

biorreator com B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp com

l[imitacdo em nitrogénio

Como discutido anteriormente, o experimento A04 nado atingiu os objetivos

esperados, por essa razdo o experimento BO5 foi realizado (Figura 14). Esse
experimento foi conduzido no biorreator da marca B-Braun Melsugen. As condi¢des
adotadas de temperatura, pH e agitacdo foram as mesmas das adotadas nos
experimentos anteriores realizados no biorreator da marca Applikon.No experimento
A04 observou-se que todo acido hexandico fornecido era consumido e que apenas
xilosese tornava residual ao longo do cultivo, dessa forma, apenas xilose teve sua

guantidade de vazao de alimentacao ajustada nesse bloco de experimentos.
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Figura 14: Experimento para a producdo de 3HB por B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-
2::phaPClJasppara ajuste de alimentag&o continua (Ensaio B05). Cultivo suprido com adig&o inicial de
xilose para uma concentragdo de 10 g.L! e fornecimento continuo de xilose ao longo do cultivo
conforme as necessidades do bioprocesso. Biomassa total (X), biomassa residual (biomassa sem
polimero) (Xr), producéo de polimero (PHA), consumo de amoénia (NH4*) e concentracdo de xilose
(xilose) ao longo do tempo.

A partir de uma vazéo calculada de alimentacéo, dessa vez sem a presenca de
excesso de xilose no inicio da fase de acumulo, realizou-se um ensaio em biorreator,
em gue houve uma batelada inicial com xilose (10 g.L?) para a fase de crescimento e

a fase de acuimulo alimentada com uma solucdo de xilose (100 g.L!). Nessas
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condicGes, foram fornecidos ao ensaio xilose a uma vazédo de 3,4 mL2.L.h*uma
quantidade de 0,35 g.L.h-*de xilose (0,006g.Lt.min-1).

Ao longo do cultivo, a vazéao de alimentacéo foi ajustada em trés momentos do
ensaio. Ao iniciar a fase de alimentagdo uma quantidade de 0,35 g.L1.h"1 (0,006g.L™.
min-t) foi fornecida por cerca de 20h, posteriormente essa vazao foi alterada para 0,25
g.L.h"1(0,004g.Lt.min"t) por um periodo de pouco menos de 20h e sendo novamente
alterada para uma vazéao de 0,15 g.L"1.h"1 (0,003g.Lt.min"!) (Figura 15).
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Figura 15: Vazéo de alimentacéo ao longo do cultivo BO5

A fase de crescimento durou cerca de 28h. Os dados obtidos a partir deste ensaio
estdo apresentados na tabela 12. Os graficos utilizados para se determinar o0s

parametros experimentais apresentados estdo no apéndice B (Figuras A.25- A.28).
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Tabela 12: Cultivo de B. sacchariLFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJaspem biorreator (B05) para para
ajuste da vazao de alimentacao de xilose.

BO5

Tempo Xilcons NH4 MSC Xr 3HB PHA
(h) glL? gLt gLt glL? gLt (%MSC)
0 0.00 0.6 0.12 0.11 0.01 7
2 0.00 0.4 0.23 0.21 0.02 8
4 0.00 0.4 0.24 0.21 0.02 11
6 0.00 0.4 0.31 0.26 0.04 14
8 0.00 0.5 0.34 0.30 0.04 11
10 1.52 0.4 0.46 0.40 0.06 12
12 2.19 0.4 0.62 0.54 0.08 13
14 3.55 0.4 0.85 0.73 0.12 14
16 3.81 0.3 1.13 1.00 0.12 11
18 4.94 0.3 1.37 1.18 0.19 14
20 6.34 0.3 177 1.53 0.24 13
22 7.20 0.3 2.18 1.95 0.23 11
24 8.73 0.2 2.62 2.32 0.30 11
27 11.83 0.1 3.59 3.19 0.40 11
28 12.82 0.1 3.87 3.45 0.42 11
30 13.81 0.0 ND ND ND ND
31 14.22 0.0 4.24 3.88 0.36 9
34 15.53 0.0 4.41 4.11 0.30 7
36 16.37 0.0 ND ND ND ND
40 17.99 0.0 5.21 4.65 0.56 11
43 19.20 0.0 5.66 4.65 1.01 18
45 20.03 0.0 ND ND ND ND
47 20.73 0.0 6.30 4.78 1.52 24
51 22.31 0.0 6.70 4.78 1.92 29
65 27.32 0.0 ND ND ND ND
70 27.89 0.0 8.16 5.22 2.94 36

Xilcons: Xilose consumida. NHa: Concentracdo de Sulfato de Amdnia. MSC: Massa Seca Celular. Xr:
Biomassa residual; 3HB: 3-hidroxibutirato. PHA (MSC%): Porcentagem de PHA em relac@o a biomassa
total. Inicio da vazao de alimentacéo no cultivo: 28h apds o inicio do bioprocesso. ND: N&o determinado.

O valor de pmaxx foi igual a 0,15 ht. O teor de biomassa residual (Xr) obtido foi de
5,2 g.L ao final do cultivo. O maior valor de acimulo de PHA foi de 36% ao final do
experimento, um valor muito abaixo do ja observado nos ensaios anteriores.

Por essa razdo, um novo ensaio em biorreator foi realizado com o objetivo de
se melhorar o valor acumulado de PHA. Nesse experimento ndo houve xilose residual,
entretanto, devido a vazdo de alimentacdo adotada, o acimulo de biopolimero foi
abaixo dos 50%, valor esse que ja é sabido ser possivel acumular por essa linhagem.

Para o experimento seguinte, a vazao de alimentacdo adotada levou em consideracéo
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as primeiras 10h da fase de acumulo. Nessa fase a bactéria esta consumindo xilose
e produzindo PHA a altas velocidades, dessa forma, ao ser fornecido uma alta
guantidade de xilose nessas primeiras dez horas, era esperadoobservar uma maior
producdo de PHA sem a presenca de residuo. Posteriormente, a vazdo de
alimentacao inicialmente fornecida seria diminuida ao longo do cultivo conforme a
velocidade de producédo de PHA foi declinando. Para o experimento seguinte também
foi proposto aumentar o periodo de tempo do cultivo, para se verificar por quanto
tempo além do conhecido LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp Seria capaz de acumular
PHA.

O valor de pxi obtido neste ensaio foi de 0,09hlentre o intervalo de 30h a 47h
(Fase 1) e de 0,08hlentre os tempos 51h a 70h (Fase 2). Em relacéo aos fatores de
conversdo de xilose em mondmeros de 3HB (Ysueixi) entre os periodos 40h a 65h
(Fase 1) o valor obtido foi igual a 0,31 g.g* e entre os periodos 65h a 70h (Fase 2) o

velor conquistado foi igual a 0,17g.g.

5.2.6.3 Ajuste da vazéo de alimentacédo para se obter maiores quantidades de
PHA em relacdo a biomassa total a partir de experimento em biorreator
com B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp

Preliminarmente, havia sido proposto apenas o ensaio A06, entretanto, por
questdes estruturais, 0 ensaio ndo pode ser conduzido até o final. Os resultados
coletados até as 40h de cultivo desse experimento serdo aqui expostos para fim de
comparacao com seu ensaio subsequente, o ensaio A06 REP (Figura 16). No ensaio

AO6REP adotaram-se as mesmas estratégias de alimentacdo do ensaio AO6.
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Figura 16: Experimento de producdo de 3HB por B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp
(Ensaios A06 e AOBREP). Cultivo suprido com uma adicéo inicial de xilose para uma concentragdo de
10 g.L-! e fornecimento continuo de xilose ao longo do cultivo conforme as necessidades do
bioprocesso. Biomassa total (X), biomassa residual (biomassa sem polimero) (Xr), producdo de
polimero (PHA), consumo de aménia (NH4*) e concentragdo de xilose (xilose) ao longo do tempo.

A partir de uma vazédo calculada de alimentacdo, realizou-se um ensaio em
biorreator, em que houve uma batelada inicial com xilose (10 g.L?) para a fase de
crescimento e a fase de acimulo alimentada com uma solucéo xilose (100 g.L1).
Nessas condi¢des, foram fornecidos ao ensaio xilose a uma vazéo de 4,8 mL.L*.h!
ou 0,48 g.L1.h'1 (0,008 g.Lt.min!). Ao longo do cultivo, a vazdo de alimentacgéo foi

ajustada para uma quantidade inicial maior do que a calculada, esse aumento na
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vazdao foi até as dez primeiras horas de ensaio. Como discutido anteriormente, nesse
periodo do inicio da fase de acimulo até as dez horas seguintes é onde ocorre a maior
taxa de consumo de xilose e de producédo de PHA. Nesse periodo néo foi observado
xilose residual. Apds essas primeiras dez horas a vazao de alimentacao foi ajustada
para a metade do valor anteriormente adotado e esse valor seguiu caindo até se
estabilizar em uma faixa em torno de 0,12 g.L1.h"1(0, 002 g.L't. mint) sendo essa

vazao mantida durante as vinte ultimas horas do experimento (Figura 17).
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Figura 17: Vazéo de alimentacéo ao longo do cultivo AOGREP

Os dados obtidos a partir deste ensaio estdo apresentados na tabela 13. Os
graficos utilizados para se determinar os parametros experimentais apresentados
estdo no apéndice B (Figuras A.29- A.31).



Tabela 13: Cultivo de B. sacchariLFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJaspem biorreator (A06 e AO6REP)
para ajuste da vazao de alimentacao de xilose.

AO06
Tempo Xilcons NH4 MSC Xr 3HB PHA
(h) gLt gLt gLt gLt gLt (%MSC)
0 0.00 0.5 0.14 0.13 0.00 0
3 0.32 0.5 ND ND ND ND
13 1.14 0.4 0.86 0.81 0.05 6
15 1.60 0.4 1.13 1.05 0.08 7
17 2.17 0.3 1.33 1.21 0.12 9
19 2.99 0.3 1.87 1.72 0.15 8
21 3.88 0.2 2.29 2.08 0.21 9
23 5.29 0.1 2.80 2.61 0.18 6
25 6.74 0.1 3.53 3.27 0.26 7
27 8.49 0.0 4.33 4.08 0.25 6
28 9.33 0.0 ND ND ND ND
29 10.28 0.0 5.04 4.75 0.29 6
30 10.64 0.0 ND ND ND ND
31.17 10.91 0.0 ND ND ND ND
33 11.38 0.0 6.18 5.10 1.08 17
34.5 11.90 0.0 ND ND ND ND
36 12.54 0.0 6.93 5.31 1.61 23
37.4 13.10 0.0 ND ND ND ND
40 14.29 0.0 7.28 4.76 2.52 35
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A06 REP
Tempo Xilcons NH4 MSC Xr 3HB PHA (%MSC)

(h) gLt glL? gLt glL? glL?

0 0.00 0.4 0.12 0.06 0.06 47
14 0.75 0.4 0.87 0.78 0.09 10
16 1.44 0.3 1.09 1.02 0.07 7
18 2.14 0.3 1.40 1.28 0.13 9
20 2.93 0.2 1.85 1.68 0.16 9
22 4.29 0.2 2.45 2.23 0.21 9
24 5.81 0.1 3.03 2.81 0.22 7
26 7.41 0.1 3.86 3.64 0.21 5
28 9.48 0.0 4.72 4.58 0.13 3
28 10.17 0.0 ND ND ND ND
28 10.33 0.0 ND ND ND ND
29 10.66 0.0 ND ND ND ND
30 10.73 0.0 531 5.22 0.09 2
30 11.05 0.0 ND ND ND ND
32 11.61 0.0 ND ND ND ND
34 11.98 0.0 6.38 5.22 1.16 18
36 12.46 0.0 ND ND ND ND
37 12.81 0.0 7.07 5.39 1.68 24
39 13.30 0.0 ND ND ND ND
42 14.17 0.0 7.79 5.53 2.26 29
44 14.72 0.0 ND ND ND ND
46 15.07 0.0 8.31 5.66 ND 32
48 15.64 0.0 ND ND ND ND
51 16.40 0.0 8.80 5.56 3.24 37
54 17.20 0.0 8.90 5.33 3.57 40
55 17.59 0.0 ND ND ND ND
58 18.24 0.0 9.04 5.43 3.60 40
60 18.95 0.0 ND ND ND ND
62 19.23 0.0 9.16 5.70 3.45 38
64 19.95 0.0 ND ND ND ND
67 20.74 0.0 9.00 5.36 3.64 40
69 21.39 0.0 ND ND ND ND
70 21.55 0.0 9.38 5.33 4.04 43
76 23.51 0.0 9.68 5.55 4.13 43
78 23.90 0.0 9.71 5.53 4.17 43
84 25.73 0.0 9.74 5.84 3.89 40
90 27.41 0.0 9.79 5.94 3.85 39

Xilcons: Xilose consumida. NH4: Concentracédo de Sulfato de Aménia. MSC: Massa Seca Celular. Xr:
Biomassa residual; 3HB: 3-hidroxibutirato. PHA (MSC%): Porcentagem de PHA em relacdo a biomassa
total. Inicio da vazao de alimentagdo no cultivo: 28h apdés o inicio do bioprocesso. ND: N&o determinado.
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A fase de crescimento durou cerca de 28h para ambos os experimentos. O teor
de biomassa residual (Xr) obtido foi de 5,1 g.L™! para o cultivo A06 e 5,4 g.L™! para o
cultivo AO6REP. O valor de acumulo de PHA obtido para o experimento A06 foi de
35% (cerca de 12h de acumulo) e para o experimento AO6REP o maior valor de PHA
acumulado foi igual a 43% as 70h do experimento. Apds as 70h do ensaio AO6REP
observa-se uma queda acentuada na quantidade porcentual de PHA. Na figura 18 é
possivel observar uma mesma tendéncia de conversao de xilose em 3HB (Y3Hpixi)

para ambos 0s experimentos.

A06 AOGREP

PRI R N Qesest t ® & 4

P3HB (g/L)
O R R NNWWE B GG
*
P3HB (g/L)
[ T T N T T

o

5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30

Xilcons (g/L) Xilcons (g/L)

Figura 18: Comparacéo dos fatores de converséo obtidos ao longo dos cultivos A0O6 e AOGEP.

Além da mesma tendéncia no YsuHeixi Observada nos dois experimentos, a taxa
de consumo de xilose por litro de reator (g.L!) também obteve a mesma tendéncia
(Figura 19).
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Figura 19: Comparacéo do perfil de consumo de xilose nos ensaios A06 e AO6REP.

O valor de pxi obtido no ensaio AO6 nao foi determinado. Para o ensaio
AOBREP uxi foi igual a 0,05hentre o intervalo de 29h a 90h (Fase 1 e 2) de ensaio.

Esse valor de consumo de xilose é metade do valor ja observado nos ensaios
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anteriores e pode ter sido obtido pelo fato da vazédo de alimentacao ter passado a
maior parte do tempo muito abaixo da adotada nos ensaios A04 e B05, o que levou
também ha um baixo acumulo de PHA. O PHA acumulado foi um pouco maior que o
ensaio anterior (B05), porém, ainda abaixo dos 50% ja observados em ensaios
preliminares (A02, A03 e A04). Os resultados obtidos demonstram que ap6s as 70h
de cultivo ndo hé relevancia na quantidade de PHA obtidos e que manter o ensaio por
mais tempo nédo traz nenhum beneficio para o bioprocesso.

No experimento seguinte, optou-se por escolher uma vazao de alimentacéo um
pouco abaixo da adotada neste ensaio durante as primeiras 10h de experimento,
mantendo-a até o final do experimento, com isso obteve-se um experimento com
pouca xilose residual no meio de cultura (A07) e um acumulo de PHA acima dos 50%,
como sera discutido posteriormente.

Em relacdo aos fatores de converséao de xilose em monoémeros de 3HB (Y 3uBixi),
entre os periodos 32h a 57h (Fase 1), o valor obtido foi de 0,36 g.g* e entre os

periodos 62h a 78h (Fase 2) o valor obtido foi igual a 0,16 g.g™.

5.2.6.4 Validacao da vazao de alimentacdo utilizada nos experimentos
anteriores a partir de ensaios em biorreator com B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCJasp com limitagdo em nitrogénio

Para essa Ultima etapa experimental foram realizados ensaios com o
fornecimento de xilose e &cido hexandico (A07). Nessa ultima etapa do segundo bloco
de experimentos, adotou-se uma vazado Unica de alimentacdo durante a fase de
acumulo ao longo de todo o ensaio (Figura 21). O objetivo desses dois ultimos
experimentos era validar a vazao de alimentacdo obtida a partir dos ensaios
preliminares (A04, BO5, A06 e AO6REP). A partir dos ensaios preliminares foi possivel
concluir que ndo havia como manter a xilose em 0.g.L"* sem que o acimulo de PHA
fosse prejudicado. Dessa forma, buscou-se uma vazdo de alimentacdo que
fornecesse o0 maximo possivel de xilose com 0 minimo de residuo no meio de cultura.
Os objetivos propostos para esses experimentos foram atingidos. O primeiro dos
objetivos era 0 minimo de residuo de xilose ao longo do cultivo. Como pode ser
observada na figura 20, a xilose comeca a acumular no meio de cultura apos um
periodo de aproximadamente 12h de alimentacdo, sendo o valor acumulado de
residuo ao final do experimento inferior a 10 g.L™1. Além de se obter um valor minimo

de residuo de xilose ao longo do cultivo, também foi possivel conquistar valores de
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acumulo de PHA em relacdo a biomassa total superiores a 50%. Outra observacao
interessante obtida a partir desses resultados € que apds as 50h de cultivo, nessas

condicdes, o acumulo incremental de PHA é minimo.
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Figura 20: Producdo de 3HB-co-3HHx por B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp. Cultivo
suprido com uma adicéao inicial de xilose com concentracédo de 10g.L! e alimentacgédo continua de xilose
(0, 459.LY) e Acido hexandico (0,07 g.L1). Biomassa total (X), biomassa residual (biomassa sem
polimero) (Xr), producéo de polimero (PHA), consumo de amoénia (NH4*) e concentracdo de xilose
(xilose) ao longo do tempo.

A partir de uma vazao calculada de alimentacdo, através das observacdes
realizadas a cerca do consumo de xilose e producao de PHA nos experimentos A04,
B05, A0O6 e AO6REP, realizou-se um ensaio em biorreator, em que houve uma
batelada inicial com xilose (10 g.L?) para a fase de crescimento e a fase de acimulo
alimentada com uma solugdo de acido hexandéico (18,9g. L') e xilose (102 g.L*) com
uma vazdo igual a 4,4 mL1. Lth'l. Nessas condicdes, foram fornecidos ao ensaio
xilose 0,45 g.Lt.h* (0,007 g.Lt.min!) e &cido hexandico 0,07 g.Lt.h"3( 0,001g.L™.

mint).
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Figura 21: Vazao de alimentacao ao longo do cultivo A07

A fase de crescimento durou cerca de 28h. Os dados obtidos a partir deste
ensaio estdo apresentados na tabela 14. Os graficos utilizados para se determinar os

parametros experimentais apresentados estdao no apéndice B (Figuras A.32- A. 38).
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Tabela 14: Cultivo de B. sacchariLFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp €m biorreator (A07) para
biossintese de 3HB-co-3HHX a partir de Xilose e acido hexandico e validacédo da vazéo de

alimentacgéo.
A07 PHA (mol %)
Tempo Xilcons Ahex NH4 MSC Xr PHA HB HHx PHA 3HB 3HHXx
(h) gLt cons gLt gLt gLt gLt glL? gLt (%MSC)
gLt

0 0.00 0.7 0.13 0.10 0.03 0.03 0.00 22 100 0
13.5 1.53 0.4 0.82 0.68 0.14 0.14 0.00 17 100 0
155 2.57 0.2 1.32 1.13 0.18 0.18 0.00 14 99 1
18.5 3.97 0.2 2.02 1.77 0.25 0.25 0.00 12 100 0
20.5 5.45 0.2 2.56 2.27 0.29 0.29 0.00 12 100 0
22.5 7.18 0.2 3.33 2.74 0.59 0.58 0.00 18 98 2
24.5 9.11 0.1 4.24 3.70 0.54 0.54 0.00 13 99 1
26.5 10.86 0.0 4.92 4.37 0.55 0.53 0.01 11 98 2
27.3 11.12 0.00 0.0 ND ND ND ND ND ND ND ND
28.5 11.81 0.12 0.0 5.44 4.89 0.54 0.47 0.04 10 90 10
30.5 12.94 0.33 0.0 5.99 4.95 1.05 0.83 0.02 17 84 16
34.5 15.09 0.74 0.0 6.96 4.82 2.14 1.60 0.28 31 80 20
38.5 16.85 1.13 0.0 6.28 4.80 1.48 1.46 0.00 24 99 1
425 18.25 1.51 0.0 6.44 4.62 ND ND ND 28 76 24
46.5 19.50 1.88 0.0 9.66 5.43 4.23 2.71 ND 44 71 29
50.5 20.57 2.23 0.0 10.16 4.90 5.26 3.26 1.96 52 69 31
54 21.27 2.54 0.0 10.29 4.69 5.60 3.48 2.10 54 68 32
58 22.14 2.89 0.0 10.90 4.58 6.32 3.91 2.38 58 68 32
62.5 22.85 3.27 0.0 11.00 4.65 ND 3.86 2.46 58 67 33
66.5 23.58 3.58 0.0 10.46 4.53 5.93 3.44 2.46 57 65 35
70 23.60 3.82 0.0 11.31 4.74 6.57 3.58 2.89 58 62 38
74.5 25.17 4.18 0.0 11.35 4.62 6.73 3.67 3.03 59 61 39
79 24.58 451 0.0 11.43 4.09 7.34 3.96 3.38 64 61 39

Xilcons: Xilose consumida. Ahex cons: acido hexanoico consumido. NH4: Concentracdo de Sulfato de
Amonia. MSC: Massa Seca Celular. Xr: Biomassa residual. 3HB: 3-hidroxibutirato. 3HHx: 3-
Hidroxihexanoato. PHA (MSC%): Porcentagem de PHA em relacdo & biomassa total. PHA (mol %).
Fracdo molar de 3HB ou 3HHx no polimero. Inicio da vazéo de alimenta¢@o no cultivo: 27h apés o
inicio do bioprocesso. ND: Nao determinado.

O teor de biomassa residual (Xr) médio obtido foi de 4,7 g.Lt. O valor de
acumulo de PHA foi 64% ao final do cultivo. O teor mol obtido de 3HHx no polimero
durante o periodo de alimentagdo continua (27h a 79h) foi de 39%. Os resultados

apontados por Licio et al. (2009), demonstraram que B. sacchari selvagem, com o
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fornecimento de acido octanoico, foi capaz de acumular apenas 0,36 mol% de 3HHXx.
Os valores obtidos nesse bloco de experimentos demonstram o grande potencial de
B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp em produzir copolimeros contendo
altas fracbes de 3HHx.Volova et al. (2014) obteve cerca de 25 mol% de 3HHx em
Cupriavidus eutrophus B10646 ao fornecer xilose e hexanoato de sédio em ensaios
de frascos agitados e biorreator. Os resultados obtidos por Volova et al. (2014) foram
um dos mais promissores para a linhagem estudada, tendo sido reportado um
acumulo de cerca de 60 a 75% de polimero em relacdo a biomassa total. Murugan et
al. (2016) ao estudar o recombiante Cupriavidus necator Re2058/pCB113 em frascos
agitados, com o fornecimento de Gleo de palmiste bruto e seiva de tronco de madeira,
obteve uma quantidade total de polimero em relacdo a biomassa total igual a 73% e
fracbes mol% de 3HHXx na faixa dos 44%. MENDONCA (2014) ao fornecer glicose e
acido hexandico como fontes de carbono em ensaios em biorreatores, obteve um
valore maximo da fracdo mol% de 3HHXx igual a 20% do copolimero total. Dessa
maneira, 0s resultados obtidos neste ensaio demonstram o alto grau de
competitividade de B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJaspem relacéo a outras
linhagens estudadas e o grande potencial de se utilizar xilose como fonte de carbono
primaria.

Os fatores de conversao de xilose em mondmeros de 3HB (Ysupixi) entre 0s
periodos 29h a 58h (Fase 1) foi igual a 0,30 g.g™* e entre os periodos 67h a 75h (Fase
2) o fator de conversdo obtido foi igual a 0,13 g.g'.Em relacdo aos fatores de
conversado de acido hexanéico em mondmeros de 3HHX (Y3HHwaHex) O Valor obtido
entre os tempos 27h a 79h (Fase 1) foi igual a 0, 86 g.g*. MENDONCA (2014) ao
fornecer 22 g.L! de solucgédo de alimentacgdo de acido hexandico obteve um Y 3nHx/AHex
durante a fase de alimentacéo continua igual a 0,37 g.g™.

A partir dos dados obtidos a vaz&o de alimentagdo adotada neste ensaio foi
validada para os ensaios seguintes por ter proporcionado ao cultivo o minimo de
residuo de xilose e 0 maximo acumulo de PHA. Além disso, os resultados obtidos a
partir desse experimento permitiram projetar valores do fornecimento proporcionais de
xilose e acido hexanoico para a etapa de modulacéo do polimero, onde o objetivo era
produzir copolimeros de 3HB-co-3HHx comquantidades mol% de 3HHx iguais a
20%,10% e 15%.

Esse ensaio concluiu a etapa de validagdo da vazdo de alimentacdao a ser

fornecida para os ensaios envolvendo a modulagéo do copolimero. Ao longo desse
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bloco de experimentos diversas estratégias de alimentacdo foram adotadas. A figura
22 traz um resumo das estratégias de alimentacdo adotadas no segundo e terceiro

bloco de experimentos.
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Figura 22: Estratégias de alimentagdo continua de xilose ou xilose e acido hexandico ao longo do
segundo e terceiro bloco de experimentos.



99

5.2.7 Terceiro bloco de experimentos

Esse bloco de experimentos corresponde aos ensaios A09, A10, All e Al2
apresentados na figura 23. Os ensaios serao discutidos de maneira comparativa no item
52.7.1
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Figura 23: Terceiro bloco de experimentos. Linhagem avaliada: B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-
2::phaPClasp. Limitagdo em Nitrogénio. Experimento A09 a All: Fornecimento de xilose e Acido
Hexandico durante a fase estacionaria. Experimento A12: Fornecimento de xilose durante a fase
estacionaria.

5.2.7.1 Modulacéo de copolimero 3HB-co-3HHx e producao de 3HB a partir de
uma vazao unica e continua de alimentacdo em experimentos em
biorreator com B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp

O objetivo do terceiro bloco de experimentos era modular a composicao
monomérica de 3HHx no copolimero 3HB-co-3HHx. Nesse bloco experimental foram
supridos como fonte de carbono xilose e acido hexandico. Em ensaios anteriores,
observou-se que, em um determinado periodo de tempo apds o inicio da fase
acumulo, xilose comecava a acumular no meio de -cultura. Varios ajustes
experimentais foram realizados ao longo do segundo bloco de experimentos, como
discutido anteriormente, entretanto, ndo foi possivel atingir ensaios com grandes

quantidades porcentuais de PHA acumulado sem a presenca de residuo de xilose. O



100

experimento BO5 e AO6REP, foram os Unicos a obter uma quantidade residual de
xilose proxima de zero ao final do ensaio, porém, a quantidade polimérica em relacao
a biomassa total foi muito baixa (menos de 50%). Dessa forma, a vazao adotada neste
bloco experimental, a mesma adotada no ensaio A07, proporcionou um acumulo
minimo de residuo de xilose no biorreator e um alto acumulo de PHA. Dessa maneira,
o termo mais adequado para a modulacao realizada nesse bloco de experimentos € a
“‘modulagao parcial do polimero” ja que xilose se acumulou ao longo do processo e o
acido hexanoico foi totalmente metabolizado. Para os ensaios de modulacdo parcial,
foi realizado primeiramente um ensaio base (A07) para se verificar as quantidades
necesséarias a serem supridas de &cido hexanoico para se obter copolimeros com
composicdes de 3HHXx iguais a 20%,15% e 10% em relacdo ao polimero total.

A partir de uma vazao calculada de alimentacao, realizou-se um conjunto de
ensaios em biorreator, em que houve uma batelada inicial de xilose (10 g.L?) para a
fase de crescimento. Para o experimento A09 (Figura 24) a fase de acumulo foi
alimentada continuamente com uma solucéo de acido hexandico (9,4 g.L!) e xilose
(96,3 g.L 1) a uma vazdo de 4,7.ml.L1.ht. Nessas condi¢cdes, foram fornecidos ao
ensaio xilose e acido hexandico, 0,45 g.L-t.h*}(0, 008 g.L-t.mint) e 0,04 g.L1.h?
(0,0007 g.Lt.min?), respectivamente. Para o experimento A10 (Figura 24) foram
fornecidos acido hexandico (4,2g. L) e xilose (96,2 g.L!) a uma vazéo de 4,7.ml.L2.
h1. Nessas condicbes, foram fornecidos ao ensaio xilose e acido hexandico, 0,45 g.
L-1.ht (0,008 g.Lt.min?), e 0,02 g.Lt.h! (0,0003 g.Lt.minY), respectivamente. O
ensaio A1l (Figura 24) foi suprido com solucéo de acido hexandico (6,8g. L?) e xilose
(97g. L'Y) auma vazéao de 4,6.ml.Lt.h1. Nessas condi¢des, foram fornecidos ao ensaio
xilose e acido hexanéico, 0,45 g.L1.h"1(0,008 g.L"*.min"Y), e 0,03 g.L1.h"1 (0,0005 g.L"
L. min'), respectivamente. Para o experimento A12 (Figura 24) adotou-se apenas o
fornecimento de xilose como fonte de carbono. A fase de acimulo desse experimento
foi alimentada continuamente com uma solugéo de xilose (98g. L'') a uma vazéo de
4,6. ml. L'L.ht. Nessas condicdes, foram fornecidos ao ensaio xilose 0,45 g.L.
h1(0,008 g.L"t.min?).
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Figura 24: Producéo de 3HB-co-3HHXx por B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp (A09 a Al1)
e 3HB(A12).Cultivo suprido com uma adicdo inicial de xilose com concentracdo de 10 g.L! e
alimentacé@o continua de xilose para os cultivos A09 a A12 (0,45 g.L!) e acido hexandico para os
cultivos A09 a A1l (0,04 g.Lt, 0,02 g.L'! e 0,03 g.LY) durante a fase de acimulo.Biomassa total (X),
biomassa residual (biomassa sem polimero) (Xr), producéo de polimero (PHA), consumo de amdnia
(NH4*) e concentracéo de xilose (xilose) ao longo do tempo.

Os dados obtidos a partir deste ensaio estdo apresentados na tabela 15. Os
gréaficos utilizados para se determinar 0os parametros experimentais apresentados
estdo no apéndice B (Figuras A.39- A.62).
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Tabela 15: Cultivo de B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp em biorreator ( AO9 a A12) para
biossintese de 3HB-co-3HHx e 3HB a partir de Xilose (A09 a A12) e acido hexanéico (A09 a All) para

modulacdo da composi¢éo da quantidade molar de 3HHXx.

A09 PHA (mol %)
Tempo Xilcons  Ahex NH4 MSC Xr PHA HB HHx PHA 3HB 3HHx
(h) gLt cons gLt gLt gLt gLt gLt gl  (%MSC)
gLt
0.00 0.7 0.05 0.05 0.00 0.00 0.00 0 0
0.18 0.4 0.07 0.07 0.00 0.00 0.00 0 0
16 2.26 0.2 1.24 1.03 0.21 0.21 0.00 17 100 0
18 3.62 0.2 1.66 1.39 0.28 0.28 0.00 17 100 0
20 4.41 0.2 2.02 1.68 0.34 0.34 0.00 17 100 0
22 5.97 0.2 2.79 2.37 0.43 0.43 0.00 15 100 0
24 7.78 0.1 3.63 3.09 0.54 0.54 0.00 15 100 0
27 10.88 0.0 491 4.25 0.66 0.66 0.00 13 100 0
28 12.03 0.00 0.0 ND ND ND ND ND ND ND ND
29 12.54 0.05 0.0 5.31 4.35 0.97 0.96 0.01 18 99 1
31 13.60 0.15 0.0 6.08 4.34 1.73 1.62 0.11 29 95 5
35 15.59 0.34 0.0 6.81 4.45 2.36 2.12 0.24 35 92 8
39 17.28 0.53 0.0 7.83 4.57 3.26 2.88 0.38 42 91 9
43 18.49 0.72 0.0 8.67 4.43 4.24 3.68 0.56 49 90 10
49 20.02 0.97 0.0 9.06 443 4.63 3.90 0.73 51 88 12
51 19.92 1.06 0.0 9.34 4.31 5.03 4.23 0.81 54 87 13
55 20.74 1.24 0.0 9.73 4.55 5.18 4.27 0.92 53 86 14
59 21.22 1.41 0.0 10.18 4.15 6.03 491 1.12 59 85 15
63 21.66 1.56 0.0 10.24  4.07 ND 4.98 1.19 60 85 15
67 22.12 1.72 0.0 10.34 4.13 6.21 4,93 1.28 60 84 16
71 22.53 1.87 0.0 10.22 4.02 6.20 4.84 1.35 61 83 17
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A10 PHA (mol %)
Tempo Xilcons Ahex NH4 MSC Xr PHA HB HHx PHA 3HB  3HHXx
(h) gLt cons gLt gLt gLt gLt gLt gLt  (%MSC)
gLt

0.00 0.6 0.10 0.10 0.00 0.00 0.00 0 ND ND
2 0.21 0.6 0.18 0.18 0.00 0.00 0.00 0 ND ND
16 1.93 0.4 0.95 0.75 0.20 0.20 0.00 21 100 0
18 2.73 0.4 1.29 0.99 0.30 0.30 0.00 23 100 0
20 3.38 0.3 1.44 1.11 0.33 0.33 0.00 23 100 0
22 4.25 0.3 1.92 1.47 0.44 0.44 0.00 23 100 0
24 5.25 0.3 2.37 1.85 0.52 0.52 0.00 22 100 0
27 7.01 0.3 3.18 2.44 0.73 0.73 0.00 23 100 0
28 7.86 0.2 ND ND ND ND ND 24 100 0
29 8.43 0.2 3.63 2.86 0.77 0.77 0.00 21 100 0
31 9.92 0.00 ND 4.41 3.30 1.11 ND ND 25 ND ND
35 12.92 0.08 0.1 5.48 4.10 1.38 1.35 0.03 25 98 2
39 15.82 0.17 0.0 6.71 4.81 1.90 1.81 0.09 28 96 4
43 18.87 0.25 0.0 7.66 4.72 2.94 2.79 0.14 38 96 4
49 20.88 0.36 0.0 8.30 4.68 3.62 3.40 0.22 44 95 5
51 21.01 0.40 0.0 8.73 4,78 3.95 3.67 0.28 45 95 5
55 22.05 0.48 0.0 9.02 4.58 4.44 4.09 0.36 49 94 6
59 22.73 0.55 0.0 9.49 4.27 5.22 4.78 0.43 55 94 6
63 23.31 0.62 0.0 9.69 4.37 5.32 4.81 0.51 55 93 7
67 23.98 0.69 0.0 9.71 4.14 5.57 4.99 0.57 57 92 8
71 24.40 0.76 0.0 9.88 4.43 5.45 4.85 0.61 55 91 9
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A1l PHA (mol %)
Tempo  Xilcons  Ahex NH4  MSC Xr PHA HB HHx PHA 3HB  3HHx
(h) gLt cons gLt gLt gLt gLt gLt gl (%MSC)
glL?

0.00 0.7 0.04 0.04 0.00 0.00 0.00 0 0 0

0.27 0.6 0.14 0.14 0.00 0.00 0.00 0 0 0
14 1.48 0.5 0.88 0.75 0.14 0.14 0.00 16 100 0
16 2.28 0.5 1.27 1.07 0.20 0.20 0.00 16 100 0
18 3.42 0.4 1.74 1.47 0.26 0.26 0.00 15 100 0
20 4.53 0.4 2.26 1.95 0.30 0.30 0.00 13 100 0
22 6.04 0.3 2.92 2.52 0.39 0.39 0.00 13 100 0
24 7.86 0.2 3.66 3.25 0.41 0.41 0.00 11 100 0
26 9.33 0.0 ND ND ND ND ND ND ND ND
27 10.29 0.0 4.70 4.21 0.49 0.49 0.00 10 100 0
28 12.01 0.00 0.0 5.42 4.76 0.66 0.66 0.00 12 100 0
32 14.12 0.15 0.0 6.28 4.71 1.57 1.47 0.10 25 95 5
36 16.05 0.29 0.0 7.30 4,72 2.58 2.35 0.22 35 93 7
40 17.75 0.44 0.0 8.11 4.81 3.30 2.98 0.32 41 92 8
44 19.37 0.59 0.0 8.76 4,61 4.15 3.71 0.44 47 92 8
48 20.33 0.71 0.0 9.11 4.75 4.36 3.84 0.52 48 91 9
52 21.28 0.86 0.0 9.44 4.68 4.76 4.11 0.65 50 89 11
56 21.95 0.99 0.0 9.86 4.59 5.27 4.54 0.74 53 89 11
60 22.62 1.11 0.0 10.14 4.30 5.84 4.96 0.89 58 88 12
65 23.53 1.27 0.0 10.34 4.36 5.98 5.03 0.95 58 88 12
69 23.99 1.39 0.0 10.49 4.12 6.37 5.27 1.10 61 86 14

72 24.42 1.48 0.0 1046  3.55 6.91 5.72 1.18 66 87 13
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Al12 PHA (mol %)
Tempo (h)  Xilcons NH4 MSC Xr 3HB  PHA(%MSC)  3HB 3HHx
glL? gLt gLt gLt gLt
0 0.00 0.71 0.03 0.03 0.00 0 0 0
3 11.01 0.63 0.14 0.10 0.04 27 100 0
14 1.36 0.52 1.13 0.93 0.20 17 100 0
16 2.63 0.48 1.61 1.33 0.27 17 100 0
18 3.75 0.45 212 1.80 0.32 15 100 0
20 5.47 0.40 2.82 2.38 0.44 16 100 0
22 7.45 0.29 3.74 3.18 0.56 15 100 0
24 10.02 0.21 4.96 4.19 0.76 15 100 0
26 11.65 0.00 ND ND ND ND ND ND
27 12.19 0.00 5.77 5.16 0.61 11 100 0
28 13.04 0.00 6.15 4.83 1.32 21 100 0
32 15.27 0.00 6.92 5.06 1.86 27 100 0
36 17.27 0.00 7.87 4.80 3.07 39 100 0
40 18.99 0.00 8.21 4,93 ND 40 100 0
44 20.36 0.00 9.16 4.96 4.20 46 100 0
48 21.40 0.00 9.35 4.57 4.78 51 100 0
52 22.37 0.00 9.56 4.57 4.99 52 100 0
56 23.22 0.00 9.70 4.62 5.08 52 100 0
60 23.90 0.00 9.94 4.58 5.36 54 100 0
65 24.88 0.00 10.01 4.61 5.40 54 100 0
69 25.31 0.00 9.94 4.44 5.50 55 100 0
72 25.79 0.00 9.66 4.27 5.39 56 100 0

Xilcons: Xilose consumida. Ahex cons: acido hexanoico consumido. NH4: Concentracdo de Sulfato de
Amobnia. MSC: Massa Seca Celular. Xr: Biomassa residual. 3HB: 3-hidroxibutirato. 3HHx: 3-
Hidroxihexanoato. PHA (MSC%): Porcentagem de PHA em relacdo a biomassa total. PHA (mol %).
Fragdo molar de 3HB ou 3HHx no polimero. ND: N&o determinado. Inicio da vazéo de alimentagdo no
cultivo A09: 28h apés o inicio do bioprocesso. A10: 32h apéds o inicio do bioprocesso. A11: 29h apés o
inicio do bioprocesso. A12: 26h apds o inicio do bioprocesso.

Os dados obtidos serédo discutidos de forma comparativa entre 0s ensaios que
envolveram a modulacdo do copolimero (A09, A10 e All). O ensaio Al2 é um
experimento controle, cujo a Unica fonte de carbono oferecida foi a xilose.

O valor de biomassa residual médio (Xr) obtido no experimento AQ9 foi igual a
4,3 g.L1, no experimento A10 esse valor foi igual a 4,5 g.L%, no experimento All o
valor de Xr conquistado foi 4,6 g.L"! e no experimento A12 equivalente a 4,7g. L™

A porcentagem de acumulo de PHA em relagdo a biomassa total obtido no
experimento A09 foi igual a 61%, no ensaio A10 igual a 57% e no ensaio A1l o valor
acumulado foi de 61%. O PHA acumulado ao final do experimento A12 foi igual a 56%

em relacdo a biomssa total. Zhang et al. (2019) ao avaliar recombinantes de Ralstonia
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eutropha capazes de sintetizar copolimeros de 3HB-co-3HHx a partir de cultivos
alimentados com glicose, frutose e glicerol, obtiveram uma quantidade de PHA em
relacdo a biomassa total proximo a 75%. Os valores obtidos por Zhang et al. (2019)
sdo equivalentes aos valores reportados por Mendoncga (2014) para a producdo do
mesmo produto, entretanto, Mendoncga (2014) forneceu em seus cultivos glicose e
acido hexanoico como fontes de carbono. Bhatia et al. (2019) avaliou a producéo de
copolimero 3HB-co-3HHx em Ralstonia eutropha Re2133/pCB81utilizando como
estratégia de alimentacao o fornecimento de diversos tipos de acidos graxos volateis
(acetato, butirato, lactato e propianato). O valor de PHA acumulado em relacdo a
biomassa total obtido por Bhatia et al. (2019) foi entre 52-56%. Zhang et al. (2019)
obteve valores significativos em relacdo a quantidade total de PHA acumulado,
entretanto, glicose, frutose e glicerol séo fontes de carbono de alto valor econémico,
0 que encarece o0 bioprocesso. Bhatia et al. (2019) obteve valores interessantes de
acumulo total de PHA a partir de fontes de baixo custo, porém, menores do que 0s
conquistados neste trabalho. Dessa maneira, o suprimento de xilose, uma fonte de
carbono de baixo custo e a aplicacdo do recombinante B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCJaspem  bioprocessos se demonstram economicante
interessantes.

A figura 25 apresenta as quantidades de PHA total em porcentagem acumulado

ao longo dos experimentos supridos com xilose e acido hexandico (A09, A10 e Al1l).

PHA MSC (%)
-

Tempo (h)

Figura 25: Comparagéo do acumuloacimulo médio de PHA porcentual ao longo dos ensaios (A09,
A10 e A11) envolvendo modulacdo da composi¢éo de 3HHx no copolimero (3HB-co-3HHX).
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Em relacdo ao pxi foi observado para o experimento AO9 uma velocidade igual a
0,09 h'l entre o periodo de 28,5h a 50h (Fase 1) e um pxiigual a 0,05h (Fase 2). No
cultivo A10 o valor de pxi obtido foi igual a 0,11 h't entre os periodos de 39,5h a 51,5h
(Fase 1) e um pxi igual a 0,05h! entre os tempos 55,5h a 71,5h (Fase 2). No
experimento A1l o pxi obtido foi igual a 0,09h* entre os periodos 32,5h a 48h (Fase
1) e igual a 0,05h* entre os periodos 52,5h a 72h (Fase 2). No experimento A12 0 pixil
obtido entre o periodo de 26h a 48h (Fase 1) foi igual a 0,10h! e entre os periodos
52h a 72h (Fase 2) igual a 0,06h. A figura 26 apresenta a evolucdo do consumo de

xilose ao longo dos ensaios A09, A10 e Al11l.

Xilcons (g/L)
= o ro s
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Figura 26: Comparacédo do consumo de xilose ao longo dos ensaios (A09, A10 e All) envolvendo
modulacdo da composi¢do de 3HHx no copolimero (3HB-co-3HHX).

Em relacdo ao teor mol obtido de 3HHx no copolimero durante o periodo de
alimentacdo continua, os valores obtidos para os ensaios A09, Al1l0 e All,
respectivamente, foram iguais a 17 mol%, 9 mol% e 14 mol%. Desse modo, o0 objetivo
de se sintetizar copolimeros3HB-co-3HHx contendo aproximadamente 20 mols%, 10
mols% e 15 mols % foram atingidos. A figura 27 apresenta a evolu¢do ao longo dos
cultivos do acumulo de mols % de 3HHx em relag&do ao polimero total.

Em frascos agitados, Kichise et al. (1999), ao fornecer acido octandico como fonte
de carbono, obteve copolimeros com fragées molares de3HHx igual a 26 mol% a partir
de Ralstonia eutropha contendo genes de phaPCJac KAHAR et al. (2004) ao cultivar
Ralstonia eutropha H16 PHB-4/Pjrdee32D13 em meio contendo 6leo de soja como

fonte de carbono, obteve copolimeros com apenas 5 mol% de 3HHx. MURUGAN et
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al. (2016) obtiveram altas fracdes molares de 3HHx no copolimero 3HB-co-3HHX por
linhagem recombinante de R. eutropha expressando phaC de Rhodococcus
aetherivorans e phaJ de Pseudomonas aeruginosa (Re2058/pCB113). Diferentes
oleos foram testados como fontes de carbono, sendo reportado uma quantido de 44
mol% de 3HHXx obtidos a partir de ensaios supridos com 6leo de palma cru. Os valores
obtidos por MURUGAN et al. (2016) sao similares aos valores obtidos no ensaio A07
deste trabalho.Os valores conquistados nos ensaios A07, A09, A10 e A1l indicam
novamente o alto potencial da linhagem B. sacchariLFM344 pBBR1MCS-

2::phaPCJasp em produzir copolimeros de grande interesse econdmico.

20
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16
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Figura 27: Fracdo molar de 3HHx no copolimero3HB-co-3HHx ao longo dos ensaios A09 a Al1l.

Os fatores de conversao de xilose em mondmeros de 3HB observados no cultivo
A09, entre os periodos 27,5h a 51,5h (Fase 1), foi igual 0,38 g.g* e entre os periodos
55,5h a 71,5h (Fase 2) igual a 0,25 g.g*. No cultivo A10 os fatores de converséo de
xilose em mondmeros de 3HB observados foram 0,33 g.g*, entre o periodo de 39,5h
a 55,5h (Fase 1), e um fator de conversdoigual a 0,12 g.g* entre os periodos 59,5h a
71,5h (Fase 2). Para o cultivo A11 o fator de conversao observado foi igual a 0,36
9.9’ na primeira fase (28,5h a 56,5h) e na segunda fase (60h a 69h) igual a 0,36
g.g’t. O cultivo A12 obteve um fator de conversédo na primeira fase (26h a 48h) igual a
0,40 g.g' e na segunda fase (52h a 72h) um fator de converséo igual a 0,19 g.g™*.

Em relagdo aos fatores de conversdo de acido hexanoico em mondmeros de
3HHX (YsnHwaHex) foram observadas nos cultivos A09, A10 e A1l uma unica fase de

consumo, ou seja, velocidade constante de consumo dessa fonte de carbono ao longo
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de todo o periodo de alimentacdo continua. Os valores obtidos para os fatores de
conversédo de acido hexandico em mondmeros de 3HHx foram 0,75 9.g1,0,89 g.g'le
0,79 g.g%, respectivamente. MENDONCA (2014) ao fornecer diferentes
concentracbes de solugdo de alimentagdo de acido hexandico (11g. L, 22g.L % 33
g.Lt e 45g.L"Y) obteve um YsnhxaHex durante a fase de alimentagéo continua igual a
0,49 g.g%, 0,36 g.g*, 0,41g.g%, 0,509.9, respectivamente.

A partir dos cultivos descritos nos itens 5.2.6.4 € 5.2.7.1 , onde foram fornecidas
diferentes concentracdes de acido hexanoico, é possivel relacionar a quantidade de
acido necessaria para se produzir 3HB-co-3HHx contendo teores de 3HHXx definidos.
Através da equacédo apresentada na figura 28, é possivel calcular a composi¢édo da
solucéo de alimentacdo para a biossintese de polimeros desejada, ou seja, modular

a quantidade molare de 3HHx presentes no copolimero.
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Figura 28: Relacdes molares de acido hexanoico e xilose supridos e o percentual molar de 3HHx
formado para os cultivos de modulagéo da composi¢cdo de 3HB-co-3HHx por LFM344 pBBR1MCS-
2::phaPCJasp em biorreator (A07, A09, A10 e A1l).

6 ANALISE PRELIMINAR DOS FLUXOS METABOLICOS

Para avaliar o desempenho da linhagem recombinante LFM344 pBBR1MCS-
2::phaPCJasp na sintese do copolimero3HB-co-3HHx e3HB foi realizada analise de
fluxos metabolicos (AFM) dos experimentos em biorreator. Foram utilizados para esta
analise os dados de dois experimentos em biorreator, os cultivos A11 e A12 nos quais
se avaliaram a producédo de 3HB e de copolimeros 3HB-co-3HHx contendo 15% mol
de 3HHX.
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A linhagem Burkholderia sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp € um
microrganismo recombinante de mutante UV de B.sacchari LFM 101 abrigando os
genes P, C e J de Aeromonas sp. e desperta grande interesse devido sua capacidade
em acumular copolimeros com altas taxas de mondmeros de 3HHx. Dessa forma,
compreender seu metabolismo € um importante ferramente para superar desafios
relacionados a producao desse produto.

A AFM deve ser realizada em periodos experimentais em que o fluxo de
transformacdes intracelulares estejam constantes, ou seja, um estado denominado
estacionario ou para um cultivo em batelada alimentada, um estado pseudo-
estacionario, ja que nesse tipo de experimento ha mudancas graduais do volume no
biorreator, o que influenciara diretamente nas concentracées massicas dos substratos
MENDONCA (2014). Para uma AFM cujo objetivo é estudar os fluxos envolvidos no
acumulo de PHA, a Unica fase considerada foi a fase de acumulo. A fase exponencial
de crescimento também pode ser considerada um periodo pseudo-estacionario,

entretanto, o foco desse estudo é a fase em que ocorre acumulo de PHA.

6.1 Determinacdo dos estados pseudo-estacionarios e calculos de velocidade
de consumo de substrato e producao de PHA e balanco de carbono
durante a fase de acumulo

Os célculos de velocidade de consumo e producao de PHA foram realizados
em (g.h!). Como descrito no item 6, os valores de consumo de substrato e formacéo
de PHA foram determinados a partir dos intervalos considerados como pseudo-
estacionarios. As Figuras 29 a 32 apresentam os resultados dos experimentos em

biorreator com a linhagem recombinante LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp para a

producdo de 3HB (Al1l2) e copolimeros3HB-co-3HHx contendo 15% mol de 3HHx

(All), bem como a determinacdo dos periodos pseudo-estacionarios. Os periodos

pseudo-estacionarios foram definidos entre: 29,5h a 38h (Fase 1) e 55,5h a 67,5h

(Fase 2) para o cultivo A12 (producéo de 3HB) e 30h a 40h (Fase 1) e 52 a 58h (Fase

2) para o cultivo A11 (produgédo de copolimerocontendo aproximadamente 15 mols%

de 3HHXx). Nesses intervalos, a concentracao de biomassa residual (Xr) foi constante,

assim como as velocidades de producdo de 3HB e 3HHXx, e de consumo de xilose e

acido hexanoico, préoprio de um estado pseudo-estacionario, como previamente

definido. Para o experimento All, xilose nos periodos considerados como pseudo-

estacionarios apresentou uma pequena quantidade residual no biorreator, cerca de
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0,27 g.L! para o instante compreendido como a Fase 1 e 3.4 g. L para o instante
compreendido como a Fase 2. Para 0 ensaio A1l n&o houve xilose residual ao final
da primeira fase, no periodo compreendido como segunda fase, observa-se um valor
residual de xilose igual a 7g.L"t. Em relacdo ao acido hexandico ndo houve deteccédo
do mesmo, sendo todo &cido fornecido, consumido. Além disso, as velocidadesde
formacdo de CO2 (CER - carbon evolution rate) e de consumo de oxigénio (OUR —

oxygen uptake rate) também foram constantes (Figura 30 e 32).
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Figura 29: Experimento com B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp (A11) utilizando MM e
alimentacdo de Xilose (97g.L1) e acido hexanoico (6,8 g.L 1) a uma vazao de alimentacédo de4,6 mL.
L-1.h-1.Estado pseudo-estacionario definido 29,5h - 38h de cultivo (Fase 1) e 55,5h-67,5h (Fase 2).
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Figura 30: Representacgédo gréafica das velocidades de consumo de Oz (OUR) e formagédo de CO2 (CER)
em mmol/L.h.Determinacéo dos estados pseudos-estacionéarios através da respiracdo. Estado pseudo-
estacionério definido 29,5h - 38h de cultivo (Fase 1) e 55,5h-67,5h (Fase 2). Consumo médio de O:
para a Fase 1 igual a 0,93 mmol. g*.h-1 — Desvio padrdo igual a 0,04. Para a Fase 2 o consumo médio
de O:foi igual a 0,21 mmol. g-1.h-1-Desvio padrédo igual a 0,05. Formacao de CO2 para a Fase 1 igual a
1,54 mmol. gt.h-1- Desvio padrdo igual a 0,03. Para a Fase 2 a formacao média de CO:foi igual a 0,78
mmol. g1.h-1- Desvio padrao igual a 0.05.

Determinagao do estado pseudoestacionario- A12

==Xr (g)
PHA (g)

=e=Xilcons (g)

Substrato consumidos (Xilose (g)) e produtos gerados (PHA (g) )e (Xr

Tempo (h)

Figura 31: Experimento com B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp (A12) utilizando MM e
alimentacéo de Xilose (98 g.L!) a uma vazéo de alimentagéo de 4,6 mL.L-2.h -1, Estado pseudo-
estacionario definido entre 30h — 40h (Fase 1)e 52h- 58h (Fase 2) de cultivo.
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Figura 32: Representacgédo gréafica das velocidades de consumo de Oz (OUR) e formagéo de CO2 (CER)
em mmol/L.h. Determinacéo dos estados pseudos-estacionarios atraves da respiracéo. Estado pseudo-
estacionério definido 30h - 40h de cultivo (Fase 1) e 52h-58h (Fase 2). Consumo médio de Oz para a
Fase 1 igual a 1,02 mmol. g1.h-1 - Desvio padrdo igual a 0,08. Para a Fase 2 o consumo médio de O2
foi igual a 0,37 mmol. g1.h-1-Desvio padréo igual a 0,04. Formacéo de CO: para a Fase 1 igual a 1,71
mmol. g.hl- Desvio padrdo igual a 0,06. Para a Fase 2 a formacgao média de CO:foi igual a 0,94 mmol.
gL.hl- Desvio padrdo igual a 0,04.

A partir dos valores médios de biomassa residual (Xr) durante o periodo
considerado como pseudo-estacionario, calculou-se os valores das velocidades
especificas de producéo de PHA (usHs €/ 0u psHHx) € velocidade especifica de consumo
de xilose (uxi) e/ ou acido hexandico (parex). Essas velocidades especificas (g.gt.h)
foram convertidas a velocidades especificas molares (mmol. g1.h?) utilizando se as
massas molares do substrato consumido (xilose e acido hexandico) e dos produtos
formados (CO2, 3HB e 3HHX). A partir desses valores, foi calculada a fracdo molar em
carbono de cada um dos compostos. Para isso levou-se em consideracdo a
guantidade de carbonos presentes em cada um dos compostos, multiplicando se essa
quantidade de atomos de carbono pelo valor em mmol. g*.h, resultando no valor de
C gerado (mmol.gt.h1).

O balanco de carbono é utilizado para verificar se todo o substrato consumido
teve sua destinacdo quantificada, ou seja, se 0 modelo metabdlico proposto para AFM
contempla as possiveis destina¢des da fonte de carbono consumida. Caso o balango
de carbono ndo seja equivalente, o carbono pode estar sendo desviado para a
producdo de algum outro metabolito, e uma vez que esse nao foi identificado e nem

declarado nas reacfes do arquivo de entrada no Metatool, a distribuicdo de fluxos
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gerados pelo programa pode néo corresponder as condi¢des estudadas. Os valores
dos balancos de carbono estéo apresentados na tabela 16.

Tabela 16: Experimentos em biorreator utilizados para a analise de fluxos metabdlicos.

Condigdo do Experimento  Fase il MAHex VTS M3HHx Qco; BC
experimento (mmol/g.h
) Médio*
AC Xilose + All 1 0.093 0.008 0.030 0.006 1.5 92.8
acido 2 0.053 0.008 0.020  0.006 0.8 93.0
Hexandico
AC Xilose Al2 1 0.093 - 0.030 NR 1.7 100.2
2 0.053 - 0.020 NR 0.9 105.9

Condigdo do experimento: Ensaio A11 suprido com alimenta¢&o continua de xilose e acido hexandico
e ensaio Al2 suprido com alimentagéo continua de xilose durante a fase de acumulo. Fase 1 do
experimento A1l compreendido entre 29,5 a 38 horas e fase 2 entre 55,5 a 67,5 horas. Para o
experimento Al12 a fase 1 compreende-se entre 30 a 40 horas e a fase 2 entre 52 a 58 horas. uxi:
Velocidade especifica de consumo de xilose. panex: Velocidade especifica de consumo de é&cido
hexandico. psus: Velocidade especifica de produgdo de 3HB. psnhx: Velocidade especifica de produéo
de 3HHx. QCO2: Velocidade especifica de producéo de dioxido de carbono médio (mmol.gt.h -1).BC:

Balanco de carbono.

A partir do balanco de carbono obtido dos experimentos A1l e A12 é possivel
observar um balanco médio de 93% para o ensaio All e de 103% para o ensaio Al12
(Tabela 16). Esses valores foram considerados bons para a analise, levando-se em

conta, um erro padréo de 5% para mais ou para menos no balanco de carbono.

6.2 Geracdo de modos elementares no Metatool para representacéo das redes
metabdlicas

Uma rede representativa do metabolismo de B. sacchari foi construida
considerando dados da literatura (MARZZOCO; TORRES, 2011; WHITE, 2007). O
modelo proposto para o metabolismo deste microrganismo est4 mostrado na Figura
33. As seguintes vias foram consideradas para a esquematizagéo: via de Entner-
Doudoroff (ED), via das pentoses (VP), ciclo de Krebs (CK), ciclo do glioxilato, B-
oxidacao do acido hexandico, biossintese de 3HB a partir de acetil-CoA, frutose 1,6-
bisfosfatase (permite gliconeogénense de glicose 6-fosfato através de gliceraldeido-3
fosfato), complexo piruvato desidrogenase, piruvato carboxilase (permite a formagao

de oxalacetato através de piruvato), fosfoenolpiruvato carboxiquinase (permite a
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formacdo de fosfoenolpiruvato a partir de oxaloacetato), enoil-CoA hidratase (R)-

especifica, oxidagdo de FADH2 ou NADH em cadeia respiratéria com Oz como aceptor

final de elétrons, trans hidrogenases de membrana (PNTAB) e solavel (UDHA)

(SAUER et., al 2004).
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Figura 33: Esquema representativo do modelo proposto para analise de fluxos metabdlicos nos cultivos
de B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp.

O software gerou 54 modos elementares (ME). Os modos elementares foram

analisados e aqueles que nado faziam sentido, do ponto de vista metabdlico, foram

excluidos, restando 51 modos elementares. Os modos elementares restantes foram

agrupados em familias, ou seja, aqueles modos elementares que apresentavam 0s

mesmos coeficientes estequiométricos nas reacdes globais (Apéndice D). O nimero

de familias de ME foi igual a 7 para a condi¢gdo envolvendo apenas o fornecimento de

xilose e 24 familias para a condi¢cdo envolvendo o fornecimento de xilose e acido

hexandico.
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6.3 Otimizacéao de dados no programa Matlab para determinagé&o dos fluxos
metabdlicos

A partir da fungéo fmincon presente no programa Matlab, foram calculados os
vetores que levariam aos resultados mais proximos dos dados experimentais. Para
isso, foi construida uma matriz com um representante de cada uma das familias de
ME. Essa matriz com os ME foi utiizada no Matlab, assim como os valores
experimentais de cada ensaio e de cada fase dos cultivos estabelecidas como
caracteristica de um estadopseudo-estacionario.

Para que os valores sejam obtidos, o software trabalha com variaveis principais
como o uper bound e o lower bound que podem ser alterados para que se chegue a
um erro (F) minimo. A tabela 17 apresenta o valor simulado a partir dos dados

experimentais obtidos.

Tabela 17: Simulagdo dos vetores de fluxos metabodlicos em diferentes experimentos em biorreator
utilizando-se o MatLab.

Otimizag¢ao de dados cultivo A11

Estado pseudo-estaciondrio 1 Estado pseudo
estaciondrio 2
Experimental Simulado Experimental  Simulado

Hexext 0.07 0.06 0.07 0.06
Xilext 0.61 0.59 0.35 0.34
COzext 1.54 1.54 0.78 0.78
3HBext 0.34 0.35 0.23 0.23
3HHxext 0.05 0.06 0.05 0.06
F 0.03 0.01
Otimizac¢ao de dados cultivo A12
Estado pseudo-estacionario 1 Estado pseudo

estacionario 2
Experimental Simulado  Experimental  Simulado

Xilose 0.68 0.69 0.35 0.37
COzext 1.71 1.71 0.94 0.94
3HB 0.45 0.44 0.23 0.22
F 0.01 0.02

Hexeext: Acido hexandico externo. Xilext: Xilose externa. CO»ext: Dioxido de carbono externo. 3HBext:
3-Hidroxibutirato externo. 3-HHxext: 3Hidroxihexanoato externo. F: Erro.

7

A partir do programa também é possivel prever as familias de modos
elementares que contribuem para o funcionamento do metabolismo. As familias de
ME que néo apresentaram contribuicdes para o metabolismo foram descartadas, e as

familias restantes foram organizadas em conjuntos. O programa MatLab indiciou a
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contribuicdo de 7 familias de modos elementares para a condicdo em que B.sacchari
LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJaspfoi cultivada em xilose como Unica fonte de
carbono. Para a condicdo em que B.sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp foi
cultivada com o fornecimento de xilose e acido hexandico, o numero de familias de

modos elementares contribuindo para o metabolismo foi igual a 8.

6.4 Analise do metabolismo de B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp

As familias de modos elementares que contribuem para o metabolismo celular
foram organizadas em conjuntos. Ao total foram obtidos 78 conjuntos de rotas
metabdlicas possiveis que podem serrealizadas por B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-
2::phaPCJasp na condigcéo de limitagdo em nitrogénio e com o fornecimento de xilose
ou xilose e acido hexandico em cada estado pseudo-estacionario.Analisaram-se as
78 rotas metabdlicas possiveis com o objetivo de se econtrar equivaléncia entre elas.

Em um primeiro momento observou- se um padrao entre essas rotas. Esses
padrbes permitiram dividir as 78 possiveis rotas metabdlicasem trés grupos. Em todos
0s grupos ha auséncia de fluxo na rea¢do AD1, durante o primeiro e segundo estado
pseudo-estacionario, tanto para a condicdo com o fornecimento de xilose (Figura 34)

ou xilosee acido hexandico (Figura 35).
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Figura 34: Grupo 1- Representagéo da distribuicdo dos fluxos metabdlicos em B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCJasp a partir do fornecimento de xilose elimitacdo no fornecimento de nitrogénio.
Estado-pseudo estacionario 1 e 2. O simbolo “X” indica auséncia de fluxo na reacgéo.

Em relacdo a metabolizacdo do acido hexandico, identificou se que no
experimento escolhido para a analise, o Unico caminho percorrido metabolicamente
para converter esse acido em mondmeros de 3HHx sdo as rea¢cfes Beta oxidacdo 1
e 2(BOX1e?2)ePHAJ2. MENDONCA 2014 ao avaliar o consumo de acido hexanoico
na presenca de glicose, identificou que o acido hexanoico pode contribuir para a
sintese de mondmeros 3HB. Entretanto, esses resultados ndo indicam que em
presenca de xilose o acido hexandico é totalmente convertido a monémeros 3HHX.
Os resultados apenas indicam que nessa situacao de baixa concentracdo de acido

hexandico no meio, a célula esta utilizando essa fonte de carbono apenas para a
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producéo de 3HHx. Essa hipotesese confirma ao analisar os dados do primeiro estado
pseudo-estacionario do experimento A09 (Experimento ndo utilizado para a AFM).

Nesse ensaio, € possivel observar a contribuicdo do acido hexandico na sintese de

3HB.
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Figura 35: Grupo-1 Representacé@o da distribuicdo dos fluxos metabodlicos em B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCJasp a partir do fornecimento de xilose e acido hexandico e limitagdo no
fornecimento de nitrogénio. Estado-pseudo estacionario 1 e 2. O simbolo “X” indica auséncia de fluxo
na reacéo.

No segundo grupo de rotas metabdlicas, ha auséncia da reacdo GLN3, no
primeiro e segundo estado pseudo-estacionario, tanto para a condicdo com o
fornecimento de xilose (Figura 36) ou xilose e acido hexandico (Figura 37). Na reacao
GLN3, Frutose 1, 6 fosfato (F16P) € convertida a Frutose 6 fosfato (F6P). A F6P
produzida nessa etapa sofrerd& uma nova reacdo, sendo convertida em G6P
(EMP2). Posteriomente, G6P sera convertida a 6-fosfogliconato (PG6) e produzira
NADPH na via das pentoses 1 (VP1). O NADPH é utilizado como poder redutor para
a sintese de PHA. Dessa forma, a auséncia de fluxo em GLN3 pode indicar uma
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deficiéncia da celula em produzir poder redutor, o que corrobora inidicativos anteriores

obtidos por LOPES (2010).
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Figura 36: Grupo 2-Representacdo da distribuicdo dos fluxos metabdlicos em B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCJasp a partir do fornecimento de xilose e limitagao no fornecimento de nitrogénio.
Estado-pseudo estacionario 1 e 2. O simbolo “X” indica auséncia de fluxo na reacéo.
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Figura 37: Grupo 2- Representa¢éo da distribuicdo dos fluxos metabdlicos em B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCJasp a partir do fornecimento de xilose e &cido hexandico e limitacdo no
fornecimento de nitrogénio. Estado-pseudo estacionario 1 e 2. O simbolo “X” indica auséncia de fluxo

na reacao.

No terceiro grupo de rotas metabdlicas, ha auséncia da reacdo PNTAB

(transidrogenase de nucleotideo de piridina), no primeiro e segundo estado pseudo-

estacionario, tanto para a condigdo com o fornecimento de xilose (Figura 38) ou xilose

e acido hexanoico (Figura 39). A PNTAB € uma reagdo que converte NADP em
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NADPH através de uma transhidrogenase de membrana (Kamardinen J; et al. 2017).
KABUS et. al 2007 ao estudar o metabolismo de Corynebacterium glutamicum na
producao de lisina identificou que o maior problema na producéo deste metabolito € a
deficiéncia do suprimento de NADPH pela PNTAB. Ao expressar os genes de E. coli
responsaveis pela sintese desse complexo enzimatico, KABUS et. al 2007 obtiveram
uma melhora significativa na producdo de lisina a partir de diferentes fontes de
carbono. Foram observados a partir desses experimentos que a presenca da
transidrogenase (PNTAB) reduziu levemente o consumo de glicose, enquanto que o
consumo de frutose e sacarose foi estimulado. Além disso, foi possivel observar uma

melhora na sintese de lisina e biomassa em cerca de 30%.
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Figura 38: Grupo 3- Representacao da distribuicdo dos fluxos metabdlicos em B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCJasp a partir do fornecimento de xilose e limitag&do no fornecimento de nitrogénio.
Estado-pseudo estacionario 1 e 2. O simbolo “X” indica auséncia de fluxo na reagao.
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Figura 39: Grupo 3- Representacao da distribuicdo dos fluxos metabdlicos em B. sacchari LFM344
pBBR1MCS-2::phaPCJasp a partir do fornecimento de xilose e Acido hexandico e limitacdo no
fornecimento de nitrogénio. Estado-pseudo estacionario 1 e 2. O simbolo “X” indica auséncia de fluxo
na reacéo.

O rendimento maximo teérico de producédo de 3HB a partir de xilose é igual a
0,48 g de 3HB por g de xilose consumida (LOPES 2010). Nos estados pseudo-
LFM344 pBBR1MCS-

2::phaPCJasp obteve um rendimento de xilose em 3HB igual a 0,36 g.g* para o

estacionarios considerados neste trabalho, B. sacchari

primeiro estado pseudo estacionario e 0,35 g.g* para o segundo estado pseudo-
estacionario no experimento envolvendo apenas o fornecimento de xilose. No
experimento com o fornecimento de xilose e acido hexandico esses valores de
rendimento estdo em 0,34 g.g™! para o primeiro estado pseudo-estacionario e 0,38
9.9’ para o segundo estado pseudo-estacionario.

Esses valores indicam que ndo ha uma alteracdo metabdlica significativa da
célula para a sintese de 3HB quando ha o fornecimento apenas de xilose como fonte

de carbono. Entretanto, ao observarem-se as rotas metabdlicas da via das pentoses
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nos dois periodos pseudo-estacionarios, foi detectado um maior fluxo nessa via, em
especial nas reacdes VP1 e VP5, durante o segundo estado pseudo-estacionario
(Apéndice E). Nas reacbes VP1 e VP5 ocorre a producdo de NADPH (Apéndice C).
Esse aumentode fluxo na via das pentoses durante o segundo estado pseudo-
estacionario pode indicar que a célula esta despendendo maior esforco metabdlico
para produzir a mesma quantidade de 3HB.

No experimento com o fornecimento de acido hexandico para a producao de
copolimero contendo 15 mol% de 3HHXx verifica-se uma situacao oposta ao verificado
no experimento com o fornecimento de xilose como Unica fonte de carbono. Nessa
situacdo, a via das pentoses tem um maior fluxo metabdlico no primeiro estado
pseudo-estacionario e um rendimento pouco menor na sintese de 3HB em
comparacdo ao segundo estado pseudo-estacionario. Essa situacdo pode estar
ocorrendo devido a presenca do acido hexandico. Por estar em uma quantidade
menor em relacao a xilose e ser mais facilmente metabolizado pela via da B- oxidacao,
o0 acido hexanocio pode estar competindo pelo ATP produzido pela célula. Em
presenca de xilose e acido hexandico, o ATP é requerido pelo acido hexandico para
ser convertido em HexCoA na reagdo BOX 1(Figuras 41,43 e 45 e Apéndice C).
Posteriormente, o metabolismo celular realiza a conversao de HexCoA em HexenCoA
e reduz NAD em NADH (BOX 2) (Figuras 41,43 e 45 e Apéndice C). Dessa maneira,
a célula consegue, ao fazer essa etapa, produzir poder redutor (NADPH) que é
requerido para outras reacfes do metabolismo celular. Para a producédo de 3HB a
partir de xilose, 0 metabolismo precisara gastar NADPH, que depende do fluxo na via
das pentoses e do funcionamento da transidrogenase de membrana (PNTAB). O
funcionamento da PNTAB requer gasto de ATP, assim como a entrada de xilose na
célula, que posteriormente ingressara na via das pentoses. A xilose, como discutido
anteriormente, estasendo suprida em uma concentragcdo muito maior para a célula.
Nessas circunstancias a quantidade de ATP requerida é muito maior, 0 que levara a

célula no primeiro momento do metabolismo favorecer o consumo de acido hexanaico.



126

7 CONCLUSAO

Ensaios em frascos agitados com recombinantes de B. sacchari permitiram
verificar o acumulo de 3HB-co-3HHx a partir de xilose e acido hexandico. Os
parametros experimentais obtidos nesses ensaios para o0 consumo de acido
hexandico e sintese de 3HHx foram similares aos valores reportados por MENDONCA
(2014). Em relacdo aos parametros experimentais referentes ao fornecimento de
xilose, os valores obtidos foram préximos reportados por LOPES (2010).

Cultivos em biorreator foram realizados com a linhagem selvagem B.sacchari
LFM 101 e o recombinante B.sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp. Esses
ensaios indicaram que entre as limitagdes avaliadas (fésforo ou nitrogénio), o acimulo
de PHA é mais eficiente quando o cultivo € limitado em nitrogénio, para ambas as
linhagens. Em relacdo a metabolizacdo de xilose e sua conversdo em P3HB, a
linhagem selvagem se demonstrou mais eficiente.

Ensaios em biorreator com o fonecimento de xilose e 4cido hexandico foram
realizados apenas com a linhagem recombinante B.sacchari LFM 344pBBR1MCS-
2::phaPCJasp com 0 objetivo de se controlar a composicdo molar de 3HHx no
copolimero total produzido(3HB-co-3HHX). A composi¢cdo do copolimero (3HB-co-
3HHx) produzido pela linhagem recombinate B.sacchari LFM344 pBBR1MCS-
2::phaPCJasp pode ser modulada pela relacdo xilose/acido hexanoico fornecida,
atingindo valores iguais a 40 mol % de 3HHx. Esses valores s&o o dobro dos dados
obtidos na literatura, quando glicose e acido hexandico sao fornecidos. Foram obtidos
teores poliméricos (3HB-co-3HHX) entre 51 a 64% % da massa seca celular. Também
foram alcancados fatores de conversdo de xilose a 3HB (entre 0,26 e 0,40 g.g*') e
acido hexandico a 3HHx (entre 0,54 e 0,89 g.g%).

Foram analisados os periodos pseudo-estacionarios de producao de polimeros
3HB e 3HB-co-3HHYX, verificando-se um balanco de carbono entre93 e 105%.

Nos periodos pseudo-estacionarios investigados, a eficiéncia de converséo do
acido hexanoico em 3HHx correspondeu a 90%, isso é relevante, ja que a literatura
mostra que esses valores estavam anteriormente em torno 50% do maximo tedérico
para a linhagem B. sacchari LFM344 pBBR1MCS-2::phaPCJasp. A eficiéncia de
converséo da xilose em mon6meros de 3HB variou entre 54 a 83% do maximo tedrico.
Observou-se menores valores de conversdo de xilose em 3HBem copolimeros com

fragcOes maiores fragcbes molares de 3HHXx.
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A partir dos resultados dos dados experimentaise da analise preliminar dos
fluxos metabdlicos, foi possivel obter um bom ajuste ao modelo metabdlico proposto
(Balanos de carbono entre 93-105%). De acordo com os modelos, para aumentar a
conversdo de intermediarios em 3HB a partir de xilose, haveria necessidade de
maiores teores de poder redutor (NADPH). Nesses modelos observa-se que ha um
fluxo igual a zero na reacgao catalizada por uma das transidrogenases de membrana
(PNTAB). O aumento nesse fluxo poderia ser considerado como uma forma de
promover um maior acumulo, uma hipotese a ser mais bem discutida. Analises futuras
e mais aprofundadassobre ocatabolismo de xilose poderdo demonstrar alternativas

mais eficazes na conversao dessa fonte de carbono em mondmeros de 3HB.
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APENDICE A-

Tabelas de dosagens de substratos iniciais e finais de experimentos em
frascos agitados.

Primeiro bloco de experimentos para acumulo de PHA por linhagens recombinantes de B. sacchari em
MM limitado em nitrogénio e excesso de Xilose e fornecimento de 1 (g.L!) acido hexanoico. Os valores
correspondem a média das analises e seu respectivo desvio padréo.

Tabela A.1: Dosagem das fontes de carbono fornecidas durante o primeiro bloco de

experimentos.

Llinhagem/ Tempo Xilose g/L Addo Hexan oicog/L
condi¢ghes de aultivo {h)
B. sacchariLAVI 101 Xilose+ Acido 0 1830+0,1 00 +0,0
hexan cico ’ ’ ’ §
2 425+0,3 0,214 + 0,1
72 0,09+0,2 0,09 0,1
B. sacchariLAVI 344 Xilose+ Acido 0 12,85+2,2 0,0 +0,0
hexan oico
2 7,21+0,2 0,71 £0,8
72 15104 0,0 £0,0
B.sacchariLAV 1034 phaPClAsp 0 12,6 +0,1 0.0 +0,0
Xilose+ Addo hexanoico ' ! ’ '
“ 564+08 0,23 +0,1
72 0,34+£0,2 0,0+£0,0
B. sacchariLAM 1038 phaPCAh 0 119+ 2.0 00+0.0
Xilose+ Add o hexanoico i ! i '
4 494+13 0,22 £0,1

72 0,11+0,1 0,0+0,0
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Segundo bloco de experimentos para acimulo de PHA por linhagens recombinantes de B. sacchari
LFM em MM limitado em nitrogénio e excesso de Xilose e fornecimento de 1 (g.L1) de acido hxandico.
Os valores correspondem a média das analises e seu respectivo desvio padrao.

Tabela A.2: Dosagem das fontes de carbono fornecidas durante o segundo bloco de experimentos.

Linhagem/ Tempo (h) Xiloseg/L Acido
cond icbes de cultivo Hexanoicog/L
B. sacchari LFM 101 Xilose+ Acido 0 16,8+ 0,1 _
hexanoico
24 409+0,1 1,462+ 04
72 000 00+0,0
B. sacchari LFM 344 Xilose+ Acido 0 16,5 +0,0 _
hexanoico
24 7,76 £0,3 1,477+04
72 1,6+0,3 0,0+0,0
B. sacchari LFM 1037 phaClAh 0 16,83+0,2 -
Xilose+Acido hexanoico e
24 536+03 1,313+ 0,3
72 000 00+0,0
B. sacchari LFM 1035 phaCAhXilose + 0 166+ 03 -
Acido hexanoico '
24 11,01+0,3 1,324 +£0,3
72 058+0,1 0,0+£0,0
B. sacchari LFM 1036 pha/Ah Xilose+ 0 16,48 +0,2 -
Acido hexanoico
24 507+0,1 1,086 +0,2
72 0x00 00x0,0
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Terceiro bloco de experimentos bloco de experimentos para acumulo de PHA por linhagens
recombinantes de B. sacchariem MM limitado em nitrogénio e excesso de Xilose e fornecimento de 1
(g.L1) de &cido hexanoico. Os valores correspondem a média das analises e seu respectivo desvio
padréo.

Tabela A.3: Dosagem das fontes de carbono fornecidas durante o terceiro bloco de experimentos.

Linhagem/ Tempo Xilose gfL Acido
condigbes de alltive h] Hexanoicog/L
B. sacchari LFM 101 Xilose+ Adde 0 18,96 + 0,3 _
h .
Franete 2% 947:07 174100
72 052+04 0,0+0,0
B. sacchari LFM 344 Xilose+ Addo 0 19,55 £ 0,0 B
h .
eranolee 2 1241:0,3 146802
72 510+0,3 0,0+0,0
B. sac chari LFM 1034 phaP UAsp 0 1966 +03 -
Xilose+Acide hexancico " 12’05 0’4 1358 + 04
» t » » i »
72 053+0,7 0,0+0,0
B. sac chari LFM 1038 phaP CAh 0 1921 +072 -
Xilose+Acide hexancico ” 12J34 . OJS 1356 +0.3
72 221+£03 0,0+0,0
B. sacchori LFM 1037 phallAh 0 2023 +1.6 -
Xilose+Acido hexancico 24 11J29 + OJZ 1363 +0.0
72 12702 0,0+0,0
B. sacchari LFM 103 9pha Plasmideo o] 1906 £+0,3 -
Vazio Asp Xilese+ Addo he xancico " 13J67 N 0'2 1498 +
72 452+08 0,0+0,0
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Graficos utilizados para determinar os parametros experimentais dos ensaios em
biorreatores A00-A12
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Figura A.1l: Determinacado da velocidade méxima especifica de crescimento (Umaxx) do experimento
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Figura A.2: Avaliag&o do perfil de consumo de xilose para determina¢éo da velocidade especifica de
consumo de xilose (uxi) do experimento A0O. Biomassa residual (Xr) considerada: 9,8 g.
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Figura A.3: Avaliacdo do perfil de producéo de 3HB para determinacéo da velocidade especifica de
producgéo de 3HB (usns) do experimento AOO. Biomassa residual (Xr) considerada: 9,8 g.
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Figura A.4: Determinacdo dos fatores de conversdo de xilose em monémeros de 3HB (Yzueixi) do

experimento A0O.
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Figura A.5: Determinacao da velocidade méaxima especifica de crescimento (Umaxx) do experimento

AO01.
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Figura A.6: Avaliacdo do perfil de consumo de xilose para determinagéo da velocidade especifica de

consumo de xilose (pxi) do experimento AO1. Biomassa residual (Xr) considerada: 29,7 g.
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Figura A.7: Avaliacdo do perfil de producéo de 3HB para determinacéo da velocidade especifica de
producédo de 3HB (u3ne) do experimento AOL. Biomassa residual (Xr) considerada: 29,7 g.
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Figura A.10: Avaliacdo do perfil de consumo de xilose para determinacéo da velocidade especifica
de consumo de xilose (uxi) do experimento A02. Biomassa residual (Xr) considerada: 13,8 g.
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Figura A.11: Avaliacdo do perfil de producédo de 3HB para determinacédo da velocidade especifica de
producéo de 3HB (usns) do experimento AO2. Biomassa residual (Xr) considerada: 13,8 g.
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Figura A.13: Determinacao da velocidade maxima especifica de crescimento (pmaxx) do experimento

AO03.
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Figura A.14: Avaliagdo do perfil de consumo de xilose para determinagéo da velocidade especifica

de consumo de xilose (uxi) do experimento AO3. Biomassa residual (Xr) considerada: 11,8 g.
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Figura A.15: Avaliacao do perfil de producdo de 3HB para determina¢céo da velocidade especifica de

producéo de 3HB (usne) do experimento A03. Biomassa residual (Xr) considerada: 11,8 g. .
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Figura A.17: Determinacao da velocidade méaxima especifica de crescimento (pmaxx) do experimento
A04.
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Figura A.18: Avaliacdo do perfil de consumo de xilose para determinagéo da velocidade especifica
de consumo de xilose (uxi) do experimento AO4. Biomassa residual (Xr) considerada: 12,8 g.
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Figura A.19: Avaliagdo do perfil de consumo de acido hexandico para determinagdo da velocidade
especifica de consumo de acido hexandico (uaHex) do experimento AO4. Biomassa residual (Xr)
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Figura A.20: Avaliacdo do perfil de producédo de copolimero 3HB-co-3HHx para determinagdo da
velocidade especifica de producdo de PHA (upna) do experimento A04. Biomassa residual (Xr)

considerada: 12,8 g.
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Figura A.21: Avaliacédo do perfil de producédo de 3HB para determina¢éo da velocidade especifica de
producéo de 3HB (usns) do experimento AO4. Biomassa residual (Xr) considerada: 12,8 g.
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Figura A.22: Avaliacao do perfil de producédo de 3HB para determinacdo da velocidade especifica de

producéo de 3HHx (usHHx) do experimento AO4. Biomassa residual (Xr) considerada: 12,8 g.
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Figura A.23: Determinacao dos fatores de conversé@o de xilose em mondmeros de 3HB (Ysus/xi) do

experimento A04.
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Figura A.24: Determinacdo dos fatores de conversao de &cido hexandico em mondmeros de 3HHx

(Yanrxanex) do experimento A04.
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Figura A.25: Determinacao da velocidade maxima especifica de crescimento (pmaxx) do experimento

BOS.
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Figura A.26: Avaliacdo do perfil de consumo de xilose para determinacdo da velocidade especifica de

consumo de xilose (pxi) do experimento B05. Biomassa residual (Xr) considerada: 11,8 g.
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Figura A.27: Avaliacao do perfil de producdo de 3HB para determinacéo da velocidade especifica de

producéo de 3HB (usns) do experimento BO5. Biomassa residual (Xr) considerada: 11,8 g.
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Figura A.28: Determinacdo dos fatores de conversédo de xilose em monémeros de 3HB (Yaznexi) do

experimento BO5.
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Figura A.29: Avaliacao do perfil de consumo de xilose para determinacao da velocidade especifica de

consumo de xilose (uxi) do experimento AO6REP. Biomassa residual (Xr) considerada: 14,6 g.
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Figura A.30: Avaliacao do perfil de producdo de 3HB para determinacéo da velocidade especifica de

produgéo de 3HB (usns) do experimento AO6REP. Biomassa residual (Xr) considerada: 14,6 g.
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Figura A.31: Determinacdo dos fatores de conversédo de xilose em monémeros de 3HB (Yaznexi) do

experimento AO6REP.
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Figura A.32: Avaliagcao do perfil de consumo de xilose para determinacao da velocidade especifica de

consumo de xilose (pxi) do experimento A07. Biomassa residual (Xr) considerada: 14,1 g.
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Figura A.33: Avaliacdo do perfil de consumo de &cido hexandico para determinacdo da velocidade
especifica de consumo de acido hexandico (pamex) do experimento AO7. Biomassa residual (Xr)

considerada: 14,1 g.



154

y=0,402x-7,391
25 R2=0,952

PHA (g)
-
o

y=0,612x- 16,80
RE=0,915

Tempo (h)

Figura A.34: Avaliacdo do perfil de producé@o de copolimero 3HB-co-3HHx para determinagdo da
velocidade especifica de producdo de PHA (upna) do experimento AO7. Biomassa residual (Xr)
considerada: 14,1 g.
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Figura A.35: Avaliacdo do perfil de producédo de 3HB para determinagéo da velocidade especifica de
producéo de 3HB (us3ns) do experimento AO7. Biomassa residual (Xr) considerada: 14,1 g.
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Figura A.36: Avaliacao do perfil de producdo de 3HHx para determinacdo da velocidade especifica de
produgéo de 3HHx (usHHx) do experimento AO7. Biomassa residual (Xr) considerada: 14,1 g.
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Figura A.37: Determinacao dos fatores de conversédo de xilose em mondmeros de 3HB (Ysus/xi) do

experimento AQ7.
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Figura A.38: Determinacao dos fatores de conversado de acido hexanodico em mondmeros de 3HHx

(Y3anHxaHex) do experimento AQ7.
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Figura A.39: Avaliacao do perfil de consumo de xilose para determinagdo da velocidade especifica de

consumo de xilose (uxi) do experimento A09. Biomassa residual (Xr) considerada: 12,6 g.
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Figura A.40: Avaliagdo do perfil de consumo de &acido hexandico para determinac¢éo da velocidade
especifica de consumo de &cido hexandico (paHex) do experimento AQ09. Biomassa residual (Xr)
considerada: 12,6 g.
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Figura A.41: Avaliacdo do perfil de producédo de copolimero 3HB-co-3HHx para determinagdo da
velocidade especifica de producdo de PHA (upna) do experimento A09. Biomassa residual (Xr)
considerada: 12,6 g.
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Figura A.42: Avaliacéo do perfil de producéo de 3HB para determina¢éo da velocidade especifica de
producgéo de 3HB (usns) do experimento A09. Biomassa residual (Xr) considerada: 12,6 g.
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Figura A.43: Avaliacao do perfil de producdo de 3HHx para determinacéo da velocidade especifica de
producéo de 3HHXx (usnHx) do experimento A09. Biomassa residual (Xr) considerada: 12,6 g.
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Figura A.44: Determinacao dos fatores de conversédo de xilose em mondmeros de 3HB (Ysue/xi) do
experimento A09.

50
45
4,0
35

3,0

y=0,750x- 0,009
R?=0,996

25

3HHx(g)

2,0
15
10

05

i

0,0

AHexcons (g)

Figura A.45: Determinacdo dos fatores de conversao de &cido hexandico em mondmeros de 3HHx
(Yanrxanex) do experimento A09.
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Figura A.46: Avaliagcdo do perfil de consumo de xilose para determinagéo da velocidade especifica
de consumo de xilose (pxi) do experimento A10. Biomassa residual (Xr) considerada: 12,6 g.
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Figura A.47: Avaliagdo do perfil de consumo de &cido hexandico para determinacéo da velocidade
especifica de consumo de &cido hexandico (parex) do experimento A10. Biomassa residual (Xr)

considerada: 12,6 g.
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Figura A.48: Avaliacdo do perfil de producédo de copolimero 3HB-co-3HHx para determinagdo da
velocidade especifica de producdo de PHA (peua) do experimento A10. Biomassa residual (Xr)

considerada: 12,6 g.
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Figura A.49: Avaliacao do perfil de producdo de 3HB para determinacéo da velocidade especifica de
producéo de 3HB (us3ns) do experimento A10. Biomassa residual (Xr) considerada: 12,6 g.
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Figura A.50: Avaliacao do perfil de produgdo de 3HHx para determinacgédo da velocidade especifica de
producgdo de 3HHXx (usnHx) do experimento A10. Biomassa residual (Xr) considerada: 12,6 g.
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Figura A.51: Determinacdo dos fatores de conversdo de xilose em monémeros de 3HB (Y=3ns/xi) do

experimento A10.
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Figura A.52: Determinacdo dos fatores de conversao de acido hexandico em mondémeros de 3HHx
(Y3HHxiaHex) do experimento Al0.
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Figura A.53: Avaliagcdo do perfil de consumo de xilose para determinagéo da velocidade especifica
de consumo de xilose (uxi) do experimento A11l. Biomassa residual (Xr) considerada: 13 g.
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Figura A.54: Avaliagdo do perfil de consumo de acido hexandico para determinacao da velocidade
especifica de consumo de &cido hexandico (parex) do experimento A11l. Biomassa residual (Xr)

considerada: 13 g.
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Figura A.55: Avaliagdo do perfil de producao de copolimero 3HB-co-3HHXx para determinacao da
velocidade especifica de producao de PHA (upHa) do experimento A11l. Biomassa residual (Xr)
considerada: 13 g.
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Figura A.56: Avaliagcdo do perfil de producao de 3HB para determinagéo da velocidade especifica de
producéo de 3HB (us3ns) do experimento A11l. Biomassa residual (Xr) considerada: 13 g.
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Figura A.57: Avaliacdo do perfil de producao de 3HHx para determinacao da velocidade especifica
de produgédo de 3HHXx (psnHx) do experimento A11l. Biomassa residual (Xr) considerada: 13 g.
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Figura A.58: Determinacéo dos fatores de conversado de xilose em mondmeros de 3HB (Ysne/xi) do

experimento All.
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Figura A.59: Determinacao dos fatores de conversdo de 4cido hexandico em mondmeros de 3HHXx
(Y3anHxaHex) do experimento All.
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Figura A.60: Avaliacdo do perfil de consumo de xilose para determinagéo da velocidade especifica

de consumo de xilose (uxi) do experimento A12. Biomassa residual (Xr) considerada: 13,5 g.
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Figura A.61: Avaliacao do perfil de producdo de 3HB para determinacéo da velocidade especifica de
producédo de 3HB (u3ne) do experimento A12. Biomassa residual (Xr) considerada: 13,5 g.
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Figura A.62: Determinacdo dos fatores de conversédo de xilose em mondmeros de 3HB (Yaznexi) do

experimento A12.
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APENDICE C-

Arquivo de entrada para o arquivo Metatool.

# Biossintese de 3HB-co-3HHx a partir de xilose e hexanoato.

# considera vias ED, PPP, CK, Glioxilato, anaplerdticas e respiracéo
aerdbia de coenzimas Considerando phadJ como Unica saida b-oxidacdo para
PHA.

#

#

#

-ENZREV

EMP2 EMP4 EMPS5 EMP6 EMP7 EMP8 EMP9 VP6 VP7 VP8 VP9 VP10

-ENZIRREV

XIL1l XIL2 XIL3 ED1 ED2 EMP10 CPD VP1 VP5 CK1l CK2 CK3 CK4 CK5 CK6 CK7
CK8 CGLX1 CGLX2 GLN3 AD1 AD2 3HB OXFAD OXNAD BOXI1 BOXI2 BOXI3 BOXI4
BOXI5 BOXI6 BOXI7 BOXI8 BOXI9 PHAJl PHAJ2 SDH PNTAB RCO2 R3HB RO
-METINT

XIL XLL G6P KDPG2 NADP NADPH PG6 PIR G3P BPG1l3 PG3 PG2 PEP AcCoA Rbl5P
Rb5P X5P S7P E4P F6P DHP FloP OAA Cit KG2 IsoCit SucCoA Suc Fum Mal GLX
FAD FADH2 NAD NADH CoASH HexCoA HexenCoA HHexCOA CHexCoA ButCoA
ButenCoA HButCoA CButCoA 3HB CO2 O

-METEXT

XILext Hexext Oext ADP ATP CO2ext 3HBext 3HHx

-CAT

XIL1l : XILext + ATP = XIL + ADP

XIL2 : XIL = XLL

XIL3 : XLL + ATP = X5P + ADP

EMP2 : G6P = Fo6P

VPl : G6P + NADP = PG6 + NADPH

ED1 : PG6 = KDPG2

ED2 : KDPG2 = PIR + G3P

EMP4 : F1l6P G3P + DHP

EMP5 : DHP = G3P

EMP6 : G3P + NAD = BPG1l3 + NADH

EMP7 : BPG1l3 + ADP = PG3 + ATP

EMP8 : PG3 = PG2

EMPY9 : PG2 = PEP .

EMP10 : PEP + ADP = PIR + ATP

CPD : PIR + NAD + CoASH = AcCoA + NADH + CO2

VP5 : PG6 + NADP = NADPH + Rb1l5P + CO2

VP6 : Rb15P = Rb5P

VP7 : Rbl5P = X5P

VP8 : Rb5P + X5P = S7P + G3P

VP9 : G3P + S7P = E4P + Fo6P

VP10 : X5P + E4P = F6P + G3P

CK1l : OAA + AcCoA = Cit + CoASH

CK2 : Cit = IsoCit

CK3 : IsoCit + NADP = KG2 + NADPH + CO2

CK4 : KG2 + NAD + CoASH = SucCoA + NADH + CO2

CK5 : SucCoA + ADP = Suc + ATP + CoASH

CK6 : Suc + FAD = Fum + FADH2

CK7 : Fum = Mal

CK8 : Mal + NAD = OAA + NADH

CGLX1 : IsoCit = GLX + Suc

CGLX2 : GLX + AcCoA = Mal + CoASH

GLN3 : Fl6P = Fo6P

AD1 : PIR + CO2 + ATP = OAA + ADP
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AD2 : OAA + ATP = PEP + ADP + CO2

3HB : 2 AcCoA + 1 NADPH = 3HB + 2 CoASH + 1 NADP
OXFAD : FADH2 + 2 ADP + O = FAD + 2 ATP

OXNAD : NADH + 3 ADP + O = NAD + 3 ATP

BOXI1 : Hexext + 2 ATP + CoASH = HexCoA + 2 ADP
BOXI2 : HexCoA + NAD = HexenCoA + NADH

BOXI3 : HexenCoA = HHexCOA

BOXI4 : HHexCOA + NAD = CHexCoA + NADH

BOXI5 : CHexCoA + CoASH = ButCoA + AcCoA

BOXI6 : ButCoA + NAD = ButenCoA + NADH

BOXI7 : ButenCoA = HButCoA

BOXI8 : HButCoA + NAD = CButCoA + NADH

BOXI9 : CButCoA + CoASH = 2 AcCoA

PHAJl : ButenCoA = 3HB + CoASH

PHAJ2 : HexenCoA = 3HHx + CoASH

SDH : NADPH + NAD = NADP + NADH

PNTAB : NADH + ATP + NADP = NAD + ADP + NADPH
RCO2 : CO2 = CO2ext

R3HB : 3HB = 3HBext

RO : Oext = 0O
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Agrupamentos de modos elementares em familias. Cada cor representa uma

familia.

Familias de xilose

ME | Hexext | Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext
48 0 1 2.636367 1.727275 0.818183 0
ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext
47 0 1 3.000008 1.888894 0.77778 0
ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext




Familias de 4cido hexanoico

|ME| Hexext ‘ Xilext ‘ Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

2 1 0 1 0 0 1
ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

3 1 0 2.5 0 1.5 0

4 1 0 2.5 0 1.5 0

17 1 0 2.5 1.5 0 0

18 1 0 2.5 1.5 0 0

11 1 0 3.142857  0.285714  1.428571 0
ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

7 1 0 4 0.666667 1.333333 0

21 1 0 4 0.666667 1.333333 0
ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

Xilext Oext 3HBext

ME Hexext

CO2ext 3HHxext
6 1 0 16 6 0 0
10 1 0 16 6 0 0
15 1 0 16 6 0 0
20 1 0 16 6 0 0

Familias de Xilose e acido hexandico

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext
51 0.5 1 4.5 2 1.5 0

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext
38 1.16667 1 6.16667 2 2.5 0

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext
32 1.66667 1 6.66667 1.66667 3.33333 0

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext
37 3.5 1 12 2 6 0
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ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext
27 7 1 23 3 11 0

ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext
ME Hexext Xilext Oext CO2ext 3HBext 3HHxext
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Fluxo navia das pentoses durante os periodos pseudo-estacinarios 1 e 2 a partir
do fornecimento de xilose ou xilose e acido hexandico.

Fornecimento de xilose como unica fonte de carbono

12 Estado pseudo-estacionario

2° Estado pseudo-estacionario

Rotas VP1 VP5 VP6 VP7 VP8 VP9 VP10  VP1 VP5 VP6 VP7 VP8 VP9 VP10
metabolicas
1 1.744 1.005 0.668 0.337 0.668 0.668 0.668 1.861 1.159 0.720 0.439 0.720 0.720 0.720
2 1.379 0.639 0.546 0.093 0.546 0.546 0.546 1406 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
3 1379 0.639 0.546 0.093 0.546 0.546 0.546 1.406 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
4 1.541 0.396 0.465 -0.070 0.465 0.465 0.465 1.608 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
5 1338 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.355 0.400 0467 -0.067 0.467 0.467 0.467
6 1.561 0.457 0486 -0.029 0486 0486 0486 1.633 0476 0492 -0.016 0492 0.492 0.492
7 1379 0457 0486 -0.029 0486 0486 0486 1.406 0.476 0492 -0.016 0.492 0492 0.492
8 1.216 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.203 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
9 1338 0.396 0.465 -0.070 0465 0465 0465 1.355 0.400 0467 -0.067 0.467 0.467 0.467
10 1.216 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.203 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
11 1.257 0.457 0.486 -0.029 0486 0486 0.486 1.254 0476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
12 1379 0.457 0486 -0.029 0486 0486 0486 1.406 0.476 0492 -0.016 0.492 0492 0.492
13 1.257 0.457 0.486 -0.029 0486 0486 0.486 1.254 0476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
14 1.592 1.005 0.668 0337 0.668 0.668 0.668 1.704 1.159 0.720 0.439 0.720 0.720 0.720
15 1.226 0.639 0.546 0.093 0.546 0.546 0.546 1.249 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
16 1226 0.639 0.546 0.093 0546 0546 0.546 1.249 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
17 1389 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.451 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
18 1.186 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.198 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
19 1409 0457 0486 -0.029 0486 0486 0486 1.477 0476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
20 1.226 0.457 0.486 -0.029 0486 0486 0486 1.249 0476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
21 1.064 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.046 0.400 0467 -0.067 0.467 0.467 0.467
22 1.186 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.198 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
23 1.064 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.046 0.400 0467 -0.067 0.467 0.467 0.467
24 1.105 0.457 0.486 -0.029 0486 0486 0486 1.097 0.476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
25 1.226 0.457 0.486 -0.029 0486 0486 0486 1.249 0476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
26 1.105 0.457 0.486 -0.029 0486 0486 0.486 1.097 0476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
27 1.611 1.005 0.668 0.337 0.668 0.668 0.668 1.748 1.159 0.720 0.439 0.720 0.720 0.720
28 1.245 0.639 0.546 0.093 0546 0546 0.546 1.292 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
29 1.245 0.639 0.546 0.093 0.546 0.546 0546 1.292 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
30 1408 0.396 0.465 -0.070 0465 0465 0465 1.495 0400 0467 -0.067 0.467 0.467 0.467
31 1.205 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.242 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
32 1428 0.457 0.486 -0.029 0486 0486 0486 1.520 0.476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
33 1.245 0.457 0.486 -0.029 0486 0486 0486 1.292 0476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
34 1.083 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.090 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
35 1.205 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.242 0.400 0467 -0.067 0.467 0.467 0.467
36 1.083 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 1.090 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
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37 1.123 0.457 0486 -0.029 0486 0.486 0.486 1.140 0476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
38 1.245 0457 0486 -0.029 0.486 0.486 0.486 1.292 0476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
39 1.123 0.457 0.486 -0.029 0486 0.486 0.486 1.140 0476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
40 1459 1.005 0.668 0337 0.668 0.668 0.668 1591 1.159 0.720 0.439 0.720 0.720 0.720
41 1.093 0.639 0.546 0.093 0.546 0.546 0.546 1.136 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
42 1.093 0.639 0.546 0.093 0.546 0.546 0.546 1.136 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
43 1.255 0396 0465 -0.070 0.465 0.465 0.465 1338 0400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
44 1.052 0396 0.465 -0.070 0.465 0.465 0.465 1.085 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
45 1.276  0.457 0.486 -0.029 0486 0.486 0.486 1363 0476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
46 1.093 0457 0486 -0.029 0486 0.486 0.486 1.136 0476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
47 0.930 0.396 0.465 -0.070 0.465 0465 0465 0933 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
48 1.052 0.39% 0465 -0.070 0.465 0.465 0.465 1.085 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
49 0.930 0.396 0.465 -0.070 0.465 0.465 0465 0933 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
50 0.971 0.457 0.486 -0.029 0.486 0.486 0.486 0.984 0.476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
51 1.093 0457 0486 -0.029 048 0486 0486 1.136 0476 0492 -0.016 0492 0.492 0.492
52 0.971 0.457 0.486 -0.029 0.486 0.486 0.486 0.984 0.476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
53 1633 1.005 0.668 0337 0.668 0.668 0.668 1767 1.159 0.720 0.439 0.720 0.720 0.720
54 1.267 0.639 0.546 0.093 0.546 0.546 0.546 1311 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
55 1.267 0.639 0.546 0.093 0.546 0.546 0.546 1311 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
56 1430 0.396 0465 -0.070 0465 0465 0465 1.514 0400 0467 -0.067 0.467 0.467 0.467
57 1.227 039 0465 -0.070 0.465 0.465 0.465 1.261 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
58 1450 0.457 0486 -0.029 0486 0486 0486 1.539 0476 0492 -0.016 0492 0.492 0.492
59 1267 0.457 0486 -0.029 0486 0486 0486 1311 0476 0492 -0.016 0492 0.492 0.492
60 1.105 0396 0.465 -0.070 0.465 0.465 0.465 1.109 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
61 1.227 0.396 0.465 -0.070 0465 0465 0465 1.261 0.400 0467 -0.067 0.467 0.467 0.467
62 1.105 0.396 0.465 -0.070 0.465 0.465 0.465 1.109 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
63 1.146 0.457 0486 -0.029 0486 0.486 0.486 1.159 0476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
64 1.267 0.457 0.486 -0.029 0.486 0.486 0.486 1311 0476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
65 1.146 0.457 0.486 -0.029 0.486 0.486 0.486 1.159 0476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
66 1481 1.005 0.668 0337 0.668 0.668 0.668 1.610 1.159 0.720 0.439 0.720 0.720 0.720
67 1.115 0.639 0.546 0.093 0.546 0.546 0.546 1.154 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
68 1.115 0.639 0.546 0.093 0.546 0.546 0.546 1.154 0.703 0.568 0.136 0.568 0.568 0.568
69 1.278 0396 0.465 -0.070 0.465 0.465 0.465 1357 0400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
70 1.075 0.39% 0465 -0.070 0.465 0465 0.465 1.104 0400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
71 1.298 0.457 0486 -0.029 0486 0486 0.486 1382 0476 0492 -0.016 0.492 0.492 0.492
72 1.115 0.457 0.486 -0.029 0.486 0.486 0.486 1.154 0476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
73 0.953 0.396 0.465 -0.070 0.465 0.465 0465 0952 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
74 1.075 0396 0.465 -0.070 0.465 0.465 0.465 1.104 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
75 0.953 0.396 0.465 -0.070 0.465 0.465 0465 0952 0.400 0.467 -0.067 0.467 0.467 0.467
76 0.993 0.457 0486 -0.029 0.486 0486 0486 1.003 0.476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
77 1.115 0.457 0.486 -0.029 0.486 0.486 0.486 1.154 0476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
78 0.993 0.457 0.486 -0.029 0.486 0.486 048 1.003 0476 0.492 -0.016 0.492 0.492 0.492
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12 Estado pseudo-estacionario

2° Estado pseudo-estaciondrio

Rotas VP1 VP5 VP6 VP7 VP8 VP9 VP10 VP1 VP5 VP6 VP7 VP8 VP9 VP10
metabolicas
1 1.929 1.233 0.744 0.488 0.744 0.744 0.744 1552 0.733 0.578 0.155 0.578 0.578 0.578
2 1421 0.724 0575 0.149 0575 0.575 0575 1329 0509 0.503 0.006 0503 0.503 0.503
3 1421 0.724 0.575 0.149 0.575 0.575 0.575 1329 0.509 0.503 0.006 0.503 0.503 0.503
4 1.647 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1428 0.360 0.453 -0.093 0453 0.453 0.453
5 1364 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1304 0.360 0.453 -0.093 0453 0453 0.453
6 1.675 0470 0490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.440 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
7 1421 0.470 0490 -0.020 0.490 0.490 0490 1329 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
8 1.195 0.385 0462 -0.077 0462 0.462 0462 1229 0.360 0.453 -0.093 0.453 0.453 0.453
9 1364 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1304 0.360 0.453 -0.093 0.453 0.453 0.453
10 1.195 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1229 0360 0.453 -0.093 0453 0.453 0.453
11 1.251 0.470 0490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.254 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
12 1421 0.470 0490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1329 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
13 1.251 0.470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.254 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
14 1.794 1.233 0.744 0.4838 0.744 0.744 0.744 1410 0.733 0.578 0.155 0.578 0.578 0.578
15 1.285 0.724 0575 0.149 0575 0.575 0575 1187 0509 0.503 0.006 0503 0.503 0.503
16 1.285 0.724 0,575 0.149 0575 0.575 0,575 1187 0509 0.503 0.006 0.503 0.503 0.503
17 1511 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 128 0.360 0.453 -0.093 0.453 0.453 0.453
18 1.229 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1162 0.360 0.453 -0.093 0453 0.453 0.453
19 1.539 0.470 0490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.298 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
20 1.285 0.470 0490 -0.020 0.490 0.490 0490 1.187 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
21 1.059 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1.087 0.360 0.453 -0.093 0.453 0.453 0.453
22 1.229 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1162 0.360 0.453 -0.093 0453 0.453 0.453
23 1.059 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1087 0.360 0.453 -0.093 0.453 0.453 0.453
24 1.116 0.470 0490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.112 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
25 1.285 0.470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.187 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
26 1.116 0.470 0490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.112 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
27 1.794 1.233 0.744 0.488 0.744 0.744 0.744 1372 0.733 0.578 0.155 0.578 0.578 0.578
28 1.285 0.724 0,575 0.149 0575 0.575 0,575 1148 0.509 0.503 0.006 0.503 0.503 0.503
29 1.285 0.724 0,575 0.149 0575 0.575 0,575 1148 0.509 0.503 0.006 0.503 0.503 0.503
30 1.511 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1248 0.360 0.453 -0.093 0.453 0.453 0.453
31 1.229 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1124 0.360 0.453 -0.093 0.453 0.453 0.453
32 1.539 0.470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0490 1.260 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
33 1.285 0.470 0490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.148 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
34 1.059 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1049 0360 0.453 -0.093 0453 0.453 0.453
35 1.229 0.385 0462 -0.077 0.462 0.462 0462 1124 0360 0.453 -0.093 0453 0.453 0.453
36 1.059 0.385 0.462 -0.077 0.462 0.462 0462 1.049 0.360 0.453 -0.093 0.453 0.453 0.453
37 1.116 0.470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.074 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
38 1.285 0.470 0490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.148 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
39 1.116 0.470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.074 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
40 1.658 1.233 0.744 0.488 0.744 0.744 0.744 1.230 0.733 0.578 0.155 0.578 0.578 0.578
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41 1.149 0.724 0.575 0.149 0.575 0575 0575 1.006 0.509 0.503 0.006 0.503 0.503 0.503
42 1.149 0.724 0.575 0.149 0575 0575 0575 1.006 0.509 0.503 0.006 0.503 0.503 0.503
43 1375 0.385 0.462 -0.077 0462 0462 0462 1.105 0.360 0453 -0.093 0.453 0.453 0.453
44 1.093 0.385 0.462 -0.077 0462 0462 0462 0981 0360 0453 -0.093 0.453 0.453 0.453
45 1.404 0470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.118 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
46 1.149 0470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.006 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
47 0.923 0385 0462 -0.077 0.462 0462 0462 0907 0360 0.453 -0.093 0453 0453 0453
48 1.093 0.385 0.462 -0.077 0462 0462 0462 0981 0360 0453 -0.093 0.453 0.453 0.453
49 0.923 0385 0462 -0.077 0.462 0462 0462 0907 0360 0.453 -0.093 0453 0453 0453
50 0.980 0.470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 0932 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
51 1.149 0470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.006 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
52 0.980 0.470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 0.932 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
53 1.816 1.233 0.744 0483 0.744 0.744 0.744 1.402 0.733 0,578 0.155 0.578 0.578 0.578
54 1308 0.724 0.575 0.149 0.575 0575 0575 1.178 0509 0.503 0.006 0.503 0.503 0.503
55 1308 0.724 0.575 0.149 0575 0575 0575 1.178 0.509 0503 0.006 0.503 0.503 0.503
56 1.534 0385 0.462 -0.077 0462 0462 0462 1.278 0360 0453 -0.093 0.453 0.453 0.453
57 1.251 0.385 0.462 -0.077 0.462 0462 0462 1.154 0360 0453 -0.093 0.453 0.453 0.453
58 1562 0470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.290 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
59 1308 0.470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.178 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
60 1.082 0.385 0.462 -0.077 0462 0462 0462 1.079 0360 0453 -0.093 0453 0453 0.453
61 1.251 0.385 0.462 -0.077 0.462 0462 0462 1.154 0360 0453 -0.093 0.453 0.453 0.453
62 1.082 0.385 0.462 -0.077 0462 0462 0462 1.079 0360 0453 -0.093 0453 0453 0.453
63 1.138 0470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.104 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
64 1308 0.470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.178 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
65 1.138 0470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.104 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
66 1.681 1.233 0.744 0.488 0.744 0.744 0.744 1260 0.733 0578 0.155 0.578 0.578 0.578
67 1.172 0.724 0.575 0.149 0575 0575 0575 1.036 0.509 0.503 0.006 0.503 0.503 0.503
68 1.172 0.724 0.575 0.149 0575 0575 0575 1.036 0.509 0.503 0.006 0.503 0.503 0.503
69 1398 0.385 0.462 -0.077 0462 0462 0462 1.136 0360 0453 -0.093 0.453 0.453 0.453
70 1.116 0.385 0.462 -0.077 0462 0462 0462 1.011 0360 0453 -0.093 0453 0453 0.453
71 1.426 0470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.148 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
72 1.172 0470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.036 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
73 0.946 0385 0.462 -0.077 0.462 0462 0462 0937 0360 0.453 -0.093 0453 0453 0.453
74 1.116 0.385 0.462 -0.077 0462 0462 0462 1.011 0360 0453 -0.093 0453 0453 0.453
75 0.946 0385 0462 -0.077 0462 0462 0462 0937 0360 0453 -0.093 0453 0453 0453
76 1.003 0.470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 0.962 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
77 1.172 0470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 1.036 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
78 1.003 0.470 0.490 -0.020 0.490 0.490 0.490 0.962 0.398 0.466 -0.068 0.466 0.466 0.466
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Abstract

Burkholderia sacchari LMG19450, a non-model organism and a promising microbial platform, was
studied to determine nutrient limitation impact on poly-3-hydroxybutyrate production and bacterial
growth from xylose, a major hemicellulosicresidue. Nitrogen and phosphorus limitations have been
studied in a number of cases to enhance PHA accumulation, but not combining xylose and B.
sacchari. Within this strategy, it was sought to understand how to control PHA production and even
modulate monomer composition. Nitrogen-limited and phosphorus-limited fed-batch experiments in
bioreactors were performed to evaluate each one’s influence on cell growth and poly-3-
hydroxybutyrate production. The mineral medium composition was defined based on yields
calculated from typical results so that nitrogen was available during phosphorus limitation and
residual phosphorus was available when limiting nitrogen. Sets of experiments were performed so as
to promote cell growth in the first stage (supplied with initial xylose 15 g/L), followed by an
accumulation phase, where N or P was the limiting nutrient when xylose was fed in pulses to avoid
concentrations lower than 5 g/L. N-limited fed-batch specific cell growth (around 0.19 h) and
substrate consumption (around 0.24 h') rates were higher when compared to phosphorus-limited
ones. Xylose to PHA conversion factor was similar in both conditions (0.37 gp(sus)/gxy). We also
described pstgene cluster in B. sacchari, responsible for high-affinity phosphate uptake. Phosphorus
consumption kinetics obtained might evidence polyP accumulation. Obtained results were compared
with studies with B. sacchari and other PHA-producing microorganisms. Since it is the first report of
the mentioned kinetic parameters for LMG 19450 growing on xylose solely, our results open exciting
perspectives to develop an efficient bioprocess strategy with increased P(3HB) production from
xylose or xylose-rich substrates.



