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RESUMO 

Rebaza Peñafiel R. Produção de poli-3-hidroxibutirato por linhagens de E. coli 
com gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase apresentando alteração na 
especificidade por coenzimas .2019 .89 f. Dissertação (Mestrado em 
Biotecnologia) – Instituto de Ciencias Biomedicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2019. Versão Original. 

 

Poli-3-hidroxibutirato (P(3HB)) é um polímero da família dos polihidroxialcanoatos 

(PHA) produzido por bactérias e que despertam interesse industrial por serem 

termoplásticos biodegradáveis e biocompatíveis. A síntese de P(3HB) requer 

intermediários metabólicos (NADPH e acetil-CoA), que também são necessários 

para o crescimento celular. P(3HB) pode ser produzido por linhagens recombinantes 

de Escherichia coli associado ao crescimento celular e sua síntese pode ser 

melhorada com o aumento da oferta de NADPH. Neste trabalho, foi avaliado o 

impacto sobre a produção de P(3HB) do uso de linhagens recombinantes de E.coli 

expressando gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) apresentando 

capacidade de suprir maior quantidade de NADPH. A substituição total da 

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase NAD+ dependente por uma NADP+ 

dependente levou à maior crescimento e menor produção de P(3HB). Nos cultivos 

em biorreator a linhagem mutante (TUD15) produziu menos P(3HB) do que a 

linhagem selvagem (MG1655), indicando que o grande aumento do suprimento de 

NADPH pode contribuir no crescimento celular, mas não são relevantes para 

aumentar a produção de P(3HB).  A substituição parcial da gliceraldeido-3-fosfato 

desidrogenase NAD-GAP por NADP-GANP aumentou expressivamente a 

capacidade de acúmulo de P(3HB), que atingiu 50% da massa seca celular em 

agitador rotativo. Nos cultivos em biorreator, ficou clara a maior capacidade de 

crescimento e de acúmulo de P(3HB) com a expressão simultânea das duas 

enzimas. Em conjunto, os resultados sugerem que um balanço adequado de acetil-

CoA, NADPH e ATP é necessário para se atingir crescimento e produção de P(3HB) 

eficientes em E. coli. Os dados obtidos neste trabalho devem contribuir na busca de 

modelos metabólicos que melhor representem E. coli e permitirão identificar 

condições mais apropriadas para o crescimento celular e a produção de P(3HB). 
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ABSTRACT 

Rebaza Peñafiel R. Production of poly-3-hydroxybutyrate by E. coli strains with 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase showing change in coenzyme 
specificity .2019 .89 f. Dissertation (Master in Biotechnology) - Institute of 
Biomedical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2019. Original Version. 
 

Poly-3-hydroxybutyrate (P(3HB)) is a polymer from the family of 

polyhydroxyalkanoates (PHA) produced by bacteria which has an industrial interest 

since it is a biodegradable and biocompatible thermoplastic. Synthesis of P(3HB) 

requires metabolic intermediates (NADPH and acetyl-CoA), which are also required 

for cell growth. P(3HB) can be produced by recombinant Escherichia coli strains with 

associated cell growth and its synthesis can be improved by increasing NADPH 

supply. In this study, was evaluated the impact on the production of P(3HB using a 

recombinant E.coli strains expressing glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) presenting capacity to supply larger amounts of NADPH. A total 

substitution of dependent NAD+ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase by a 

dependent NADP+ led to higher growth and lower P(3HB) production. In bioreactor 

cultures the mutant strain (TUD15) produced less P(3HB) than the wild strain 

(MG1655), indicating that the large increase in NADPH supply may contribute to cell 

growth but are not relevant to increase production. P(3HB). A partial replacement of 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase NAD-GAP for NADP-GANP significantly 

increased the accumulation capacity of P(3HB), which reached 50% of the cell dry 

mass on shake flask cultures. In bioreactor cultures showed a higher growth and 

accumulation capacity of P(3HB) with a simultaneous expression of the two 

enzymes.Toguether, the results suggest that an appropriate balance of acetyl-CoA, 

NADPH and ATP is required to achieve efficient growth and production of P(3HB) in 

recombinant E. coli strains. The data obtained in this work should contribute to the 

search for metabolic models that best represent E. coli and will allow to identify more 

appropriate conditions for cell growth and P(3HB) production. 

 

Keywords: E.coli, Poly-3-hydroxybutyrate, glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase. 

 



 

INTRODUÇÃO 

 

Poli-3-hidroxibutirato (P(3HB)) é um polímero da família dos 

polihidroxialcanoatos. Estes polímeros são produzidos por bactérias de diferentes 

gêneros na forma de grânulos intracelulares. Para bactérias, o P(3HB) representa 

uma reserva de carbono, energia e equivalentes redutores. P(3HB) e outros PHA 

despertam grande interesse industrial, pois apresentam propriedades termoplásticas 

semelhantes ao polipropileno. 

 

Tão logo os genes de biossíntese de P(3HB) de Ralstonia eutropha foram 

clonados, sua expressão em E. coli demonstrou que era possível estabelecer a 

biossíntese heteróloga desses polímeros. Diferentes trabalhos seguiram e muitos 

estudos têm demonstrado a possibilidade de se estabelecer processos industriais de 

produção de P(3HB) utilizando linhagens recombinantes de E. coli. Diferentes 

trabalhos têm relatado que a produção de P(3HB) em E. coli ocorre apenas 

associada ao crescimento celular, além disso, a produção tem sido aumentada com 

o uso de mutantes que apresentam aumento do suprimento de NADPH, sugerindo 

deficiência do suprimento dessa coenzima em E. coli. 

 

Em estudos realizados em colaboração entre os laboratórios da Technical 

University of Delf e da Universidade de São Paulo foram construídas linhagens de E. 

coli (Olavarria, dados não publicados) apresentando modificações na especificidade 

por coenzimas da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Uma linhagem de E. coli, 

chamada USP62, foi desenvolvida capaz de transitar reversivelmente da sua 

atividade gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase NAD+ dependente (NAD-GAP) nativa 

para a atividade de uma gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase não fosforilante e 

NADP+ dependente (NADP-GANP) heteróloga de S. mutans. Também foi construída 

a linhagem TUD15 que possui NAD-GANP em substituição a NAD-GAP e a 

linhagem TUD-30 que apresenta, além da alteração de TUD-15, a deleção do gene 

zwf, que codifica a glicose 6-fosfato desidrogenase.  

 

Medidas de atividade enzimática revelaram que a transição de NAD-GAP 

para NADP-GANP na linhagem USP62 acontecia apenas parcialmente. Mesmo 



 

assim resolvemos avaliar neste trabalho o impacto destas mudanças na 

especificidade das enzimas por coenzimas na produção de P(3HB).  

 

 



 

CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho, foi avaliado o impacto das linhagens recombinantes de E.coli 

expressando de forma heteróloga os genes de produção de P(3HB) de R. eutropha 

e com o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) apresentando alteração na 

especificidade por coenzimas NADPH e NADH. 

 

A transferência do plasmídeo pBBR1MCS-2 contendo os genes phaCAB de 

R. eutropha de biossíntese de P(3HB) nas linhagens de E. coli recombinantes 

denominadas USP62, TUD-15, TUD-30, assim como as linhagens controle USP-20 e 

MG1655 foi realizado com sucesso, uma vez que todas as linhagens se tornaram 

capazes de acumular P(3HB). 

 

Os experimentos com as linhagens de E. coli construídas, apresentando 

substituição do gene que codifica a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase com 

alteração na especificidade por coenzimas NADH por NADPH (TUD15 e TUD30), 

mostraram maior capacidade de crescimento em agitador rotativo, entretanto, 

produziu menos P(3HB) que a linhagem controle (MG1655). Cultivos em biorreator 

revelaram uma menor velocidade de crescimento da linhagem TUD15 em relação à 

linhagem controle, e do mesmo modo se observou o acúmulo de P(3HB) pela 

linhagem controle MG1655 e pelo mutante TUD15 não associada ao crescimento, 

entretanto, representando menos que 2% da massa seca celular. Sob limitação de 

oxigênio o acúmulo de P(3HB) foi mais expressivo, mas ainda representando um 

valor muito pequeno (<10% da massa seca celular). Novamente, o maior acúmulo foi 

observado para a linhagem selvagem em relação ao mutante TUD15. Estes 

resultados indicam que o grande aumento do suprimento de NADPH pode contribuir 

no crescimento celular, mas não são relevantes para aumentar a produção de 

P(3HB) associada ou não ao crescimento celular. 

 

Também foram avaliados os impactos no crescimento e na produção de 

P(3HB) pelas modificações realizadas na linhagem USP62. Nos cultivos em agitador 

rotativo, a linhagem USP62 apresentou capacidade de crescimento maior em 

relação à linhagem parental (USP20) e a substituição parcial da gliceraldeido-3-



 

fosfato desidrogenase NAD-GAP por NADP-GANP aumentou expressivamente a 

capacidade de acúmulo de P(3HB), que atingiu 50% da massa seca celular. Cultivos 

em biorreator, demonstraram maior capacidade de crescimento na linhagem USP62. 

Embora tanto USP20 como USP62 foram capazes de acumular P(3HB) não 

associado ao crescimento celular, a quantidade produzida por USP62 foi maior. 

Concluindo, estes resultados sugerem que um pequeno aumento na oferta de 

NADPH é metabolicamente favorável ao crescimento de E. coli, bem como à 

produção de P(3HB). 

 

Foi observada uma produção maior de lactato sob limitação do fornecimento 

de oxigênio e nas linhagens apresentando gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 

NAD-dependente, compatível com a produção desse composto como um 

mecanismo de re-oxidação de NADH.  

 

A produção de acetato foi maior em linhagens com gliceraldeido-3-fosfato 

desidrogenase NADP-dependente e não fosforilante. Acetato pode ter sido 

produzido para compensar a diminuição de produção de ATP por fosforilação no 

nível do substrato, embora não possa ser descartado que acetato é produzido por 

um mecanismo de regulação em E. coli nessa condição. Se a primeira hipótese for 

verdadeira, aumento no suprimento de oxigênio pode diminuir a produção de acetato 

e aumentar a produção de P(3HB). Se a segunda hipótese for verdadeira, a delação 

da via principal de produção de acetato (ackA-pta) poderia redirecionar o acetil-CoA 

para a produção de P(3HB). 

 

Em conjunto, os resultados sugerem que um balanço adequado de acetil-

CoA, NADPH e ATP é necessário para atingir produção eficiente de P(3HB) em E. 

coli. Além disso, E. coli apresenta regulação específica para o fornecimento desses 

compostos sob diferentes condições de cultivo (não limitadas ou limitadas em 

nutrientes, com ou sem oxigênio). Os dados obtidos neste trabalho devem contribuir 

na busca de modelos metabólicos que melhor representem E. coli em diferentes 

condições. Este modelo pode ser usado para indicar in silico condições mais 

apropriadas para o crescimento celular e a produção de P(3HB). 
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