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CONTROL OF THE BIOSYNTHESIS OF BACTERIAL POLYHYDROXYALKANOATES THROUGH THE FLUX OF
SUBSTRATES. Manipulation of the flux of substrates was utilized to control the amount of 3-hydroxyvalerate and 3-hydroxy-4-
pentenoate produced by Burkohlderia sp. The 3HV production rate was directly proportional to the propionic acid uptake rate with the
last one completely directed to 3HV biosynthesis. The 3HPE production rate was inversely proportional to the sucrose uptake rate probably

due to operation of the glyoxylate cycle.
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INTRODUCAO

Poli-hidroxialcanoatos (PHA) s@o poliésteres de acidos
hidroxialcandicos, acumulados por diversas bactérias na forma de
granulos intracelulares, que atingem até 80% em peso seco da
biomassa bacteriana'=. Os PHA sdo biodegraddveis e biocompativeis,
sendo sintetizados a partir de matérias-primas renovaveis, como
agucar de cana*®. Suas aplicagdes vio desde embalagens e materi-
ais descartdveis, matriz para liberacdo controlada de farmacos até
implantes e moldes na drea médica’"'.

A estrutura geral dos PHA estd representada na Figura 1, onde
né 1, 2, 3 ou 4 para 3-hidroxialcanoatos, 4-hidroxialcanoatos, 5-
hidroxialcanoatos ou 6-hidroxialcanoatos, respectivamente'®. O ra-
dical R pode possuir uma cadeia de até 13 carbonos, ramificada ou
ndo; pode conter grupos aromadticos, cadeias ciclicas, &tomos de cloro,
fldor ou nitrogénio®.
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Figura 1. Estrutura geral do poli-hidroxialcanoatos

Para o acimulo destes biopolimeros, a maioria dos microrga-
nismos devem estar submetidos a condicdes de cultivo limitadas
em um nutriente essencial ao crescimento (N, P, Mg e oxigénio)'? e
com fonte de carbono em excesso como carboidratos ou dcidos
carboxilicos. Para a biossintese de poli-3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato (P3HB-co-3HV) € necessario que se forneca, além
de um carboidrato para gerar moléculas de acetil-CoA, responsdvel
pela formagdo do monémero 3-hidroxibutirato (3HB)', um substrato
precursor, geralmente o dcido propidnico ou dcido valérico, ambos
com estrutura similar ao mondmero 3-hidroxivalerato (3HV). Por
outro lado, a biossintese da blenda poli-3-hidroxi-b-4-pentenoato
(P3HB-b-3HPE), produzida por algumas linhagens do género
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Burkholderia sp. isoladas de solo, necessita apenas de uma tnica
fonte de carbono e energial.

A manipulacdo dos fluxos de substratos utilizados para sintese
destes biopolimeros pode levar a produg¢ao de polimeros e copolimeros
com diferentes composicdes e propriedades fisico-quimicas adequa-
das para as diversas aplicagdes'®. No presente trabalho, foi estudada
a relagdo dos fluxos de substratos com as velocidades de biossintese
dos mondmeros componentes de dois poli-hidroxialcanoatos: P3HB-
co-3HV, produzido por Burkholderia sacchari IPT 189 e P3HB-b-
3HPE, produzido por Burkholderia cepacia IPT 064.

PARTE EXPERIMENTAL
Microrganismos

Foram utilizadas as linhagens de Burkholderia sacchari IPT
189, mutante prp de Burkholderia sacchari IPT 101 (LMG 19450)'¢
e Burkholderia cepacia TPT 064 (DSMZ 9242)* criopreservadas a -
80°C no banco de cepas do Agrupamento de Biotecnologia do IPT.

Condicoes de cultivo

Para o preparo do pré-indculo, foi retirado 1 mL da(s) cultura(s)
estoque(s) mantida(s) em freezer -80 °C, e inoculado em 300 mL de
meio caldo nutriente (CN) contendo 3 g/L de extrato de carne e 5 g/
L de peptona bacterioldgica, incubadas em agitador rotativo a 200
rpm e 30 °C por 18 h. Cerca de 10% (v/v) do pré-inéculo foi trans-
ferido para meio mineral'” (MM1): sacarose 10 g/L; KH,PO, 1,5 g/
L; Na,HPO, 3,54 g/L; (NH,),SO, 3 g/L;; MgSO, 0,2 g/L; CaCl, 0,01
g/L; citrato férrico amoniacal 0,06 g/L e solucdo de elementos tra-
¢os'® I mL/L e incubado em agitador rotativo a 200 rpm e 30 °C por
20 h. 1 L da cultura resultante foi inoculada em biorreator de banca-
da (Biostat Braun modelo ED, Alemanha) aerado e agitado mecani-
camente, contendo 6 L de meio de cultura. Os biorreatores equipa-
dos com 4 chicanas e 3 turbinas do tipo Rushton, controles automa-
ticos de temperatura mantida a 32 °C para B. sacchari e 30 °C para
B. cepacia, e oxigénio dissolvido (acima de 20% da saturagio) fo-
ram munidos de bombas e balancas para introdug¢do de solucdes
dos substratos e solugdes para controle de pH.
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O meio mineral utilizado para cultivo em biorreatores (MM?2)
apresentou a seguinte formulagdo (g/L): sacarose 30; KH PO, 1,5;
(NH,),SO, 1,83; MgSO, 0,55; CaCl, 0,02; citrato férrico amoniacal
0,05 e soluc@o de elementos tragos'® 2 mL/L. Os cultivos foram
conduzidos em duas fases: a fase de crescimento (regime
descontinuo) sem limitacdo de nutrientes essenciais ao crescimento
e a fase de acimulo (regime descontinuo alimentado), na qual foi
efetivada a limitagdo da fonte de nitrogénio para acimulo intracelular
dos biopolimeros P3HB-co-3HV e P3HB-b-3HPE. O pH foi manti-
do em 7,0 com auxilio de solu¢des de NH,OH (28%) e H,SO, 4N
durante a fase de crescimento e NaOH 4N e H,SO, 4N durante a
fase de acimulo. Apds o esgotamento da fonte de carbono e nitrogé-
nio foi alimentado ao biorreator uma solugdo contendo sacarose e
acido propidnico para o acimulo de P3HB-co-3HV e uma solucéo
contendo apenas sacarose para o acimulo de P3HB-/-3HPE. As
solugdes alimentadas continham 250 g/L de fontes de carbono.

Para os ensaios de producdo do copolimero, a vazao especifica
de alimentacdo (¢,) foi constante (0,15 g de substrato/g de biomassa
residual .h) e a relagdo entre os substratos sacarose e dcido
propidnico (sac/prop) variou entre 10:1; 19:1; 30:1 e 61,5:1. Para
formacdo da blenda de P3HB-b-3HPE, variou-se a vazao especifica
de alimentacdo (0,05; 0,075; 0,15 e 0,30 g de sacarose/g de biomassa
residual.h).

Metodologias analiticas

Durante os ensaios, periodicamente foram retiradas aliquotas
para a execu¢do das seguintes andlises: concentragdo de carboidratos
(sacarose, glicose e frutose), acidos carboxilicos (dcidos acético e
propidnico), concentracdo de biomassa total e residual, nitrogénio
amoniacal, teor e composicdo dos biopolimeros.

Os carboidratos foram determinados por cromatografia liquida
e os dcidos carboxilicos, por cromatografia gasosa'®. A concentra-
¢do de biomassa total (Xt) foi determinada por gravimetria filtran-
do-se as amostras em membranas de poro 0,45 um. As membranas
e as células foram secas a 105 °C até massa constante®. O teor e a
composicao dos biopolimeros foram determinados por cromatografia
gasosa, apds realizacdo de propandlise?’. A biomassa residual (Xr)
foi calculada como Xr = Xt-PHA. O PHA ¢ a soma dos mondmeros
constituintes de cada um dos biopolimeros estudados.

A vazio especifica de alimentagdo (¢,) para cada ensaio foi cal-
culada® pelas Equagdes 1 e 2:

0 Fx (sacarose,; + propiénico ;)
¢ XrxV

H

_ Fx(sacarose,; )

b. = B (2)

onde sacarose e propidnico, sdo as concentragdes de sacarose e
acido propidnico, respectivamente, introduzidas ao biorreator du-
rante a fase de acimulo; F € a vazdo volumétrica das solucdes de
alimentagdo; Xr, a concentragdo de biomassa residual e V, o volu-
me do biorreator.

As velocidades especificas de formagdo de 3HB, 3HV e 3HPE
e do consumo dos substratos sacarose e dcido propidnico foram
avaliadas segunda a relagdo 1/Xr (dN/dt) onde N representa a con-
centracdo destas varidveis, sendo expressas em mmoles da substan-
cia/g de biomassa residual por h. Estas velocidades foram entdo
normalizadas, fazendo-se sua divisdo pela velocidade maxima de
consumo de sacarose, a qual foi atribuido o valor de 100.

Os experimentos foram realizados de tal maneira que as fontes
de carbono admitidas ao sistema na fase de acimulo foram
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consumidas, resultando sempre no meio de fermentagdo concen-
tragdes de substrato iguais a zero.

Assim, as velocidades de consumo destes substratos foram iguais
aos fluxos de alimentagdo destes substratos, valendo para todos os
experimentos realizados a igualdade

Fx(Ny) _ 1 _dN

XrxV  Xr dt 3

Salienta-se que a concentra¢do de células residuais (Xr) foi
estabelecida a priori pela composi¢do do meio de cultura da fase de
crescimento e que a variacio do volume reacional durante a fase de
acimulo era desprezivel. Desta maneira, dentro dos limites
operacionais dos experimentos, foi possivel ajustar a velocidade de
consumo dos substratos pela manipulacdo dos fluxos de entrada
destes substratos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Constantemente sao estudadas diferentes estratégias para ob-
tengdo de poli-hidroxialcanoatos, dentre elas o emprego de cepas
geneticamente modificadas e diferentes regimes de operag¢do™’-!'“.
No presente trabalho, foi possivel estudar a influéncia do fluxo de
substratos na sintese de biopolimeros com diferentes composicoes
monoméricas (3HB, 3HV e 3HPE) utilizando as linhagens
bacterianas B. sacchari IPT 189 e B. cepacia IPT 064.

Para B. sacchari IPT 189, as velocidades de consumo de acido
propidnico e de sintese de unidades de 3HV foram diretamente pro-
porcionais, conforme apresentadas na Figura 2. A manutencgdo da
proporcionalidade em um grande intervalo de variacdo de velocida-
des demonstra a rigidez do “nd” reacional entre a oxidagdo de
propionil-CoA e a reac¢do subseqiiente de condensacdo de acetil-
CoA e propionil-CoA formando valeril-CoA, intermedidrio da sin-
tese de unidades de 3HV em B. sacchari, com evidente predominio
para a reag¢do de condensagdo.
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Figura 2. Relagdo entre velocidades normalizadas de consumo de dcido
propidnico | TR ) e de formagdo de unidades de 3HV (u,,) na fase de aciimulo

do biopolimero P3HB-co-3HV por Burkholderia sacchari IPT 189

O coeficiente angular da reta da Figura 2 expressa o valor do fator
de conversdo de dcido propionico a 3HV Yo © foi de cerca de
1,25 g/g, muito préximo ao valor maximo tedrico (1,35 g/g)". Baixas
conversdes de dcido propidnico em 3HV sdo apontadas como um dos
fatores limitantes na produgido de P3HB-co-3HYV, elevando o custo do
produto final'**?*, Neste sentido, o presente resultado pode ser impor-
tante para minimizagdo dos custos de produgdo deste polimero, uma
vez que foi possivel modular a composi¢do do copolimero P3HB-co-
3HV oferecendo diferentes relagdes entre os substratos, sacarose/4ci-
do propidnico, durante a fase de actimulo. A Tabela 1 apresenta dife-
rentes composi¢des poliméricas em fungio da relagdo de consumo dos
substratos para B. sacchari IPT 189. O monémero HV variou entre 6,5
até 40% mol, influenciado diretamente pela concentra¢do de acido
propidnico, ou seja, quanto maior a concentracdo de dcido propidnico,
maior a concentragdo de unidades de hidroxivalerato formado.
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Tabela 1. Composi¢do do copolimero P3HB-co-3HV em funcao da
razdo das velocidades normalizadas de consumo de sacarose e acido
propidnico em B. sacchari IPT 189

!Js/lmep 3HB %mol 3HV %mol
2 60,0 40,0
3,7 82,2 17,2
7,9 89,3 10,7
16,2 93,5 6,5

Por outro lado, a biossintese de 3HPE em B. cepacia utilizando
a linhagem IPT 064, foi inversamente proporcional ao consumo de
sacarose (Figura 3). Neste caso, propds-se a existéncia de uma via
metabdlica, ainda ndo comprovada, para a sintese de unidades de
3HPE a partir da condensag@o de 2 moles de acetil-CoA gerados da
oxidacdo de sacarose e uma unidade de formil-CoA ou de oxalil-CoA
provenientes do ciclo do glioxilato®. Este ciclo opera em condi¢des
limitadas de aporte de sacarose, provocando a ativagio da isocitrato
liase, enzima chave do referido ciclo, gerando glioxilato, intermedid-
rio que € oxidado até formil-CoA. A Figura 3 mostra o efeito do aporte
de sacarose na fase de acimulo, caracterizado pelo aumento da velo-
cidade normalizada de sintese de 3HPE com limita¢do do consumo
de sacarose i até cerca de 20% do valor maximo.
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Figura 3. Relagdo entre velocidades normalizadas de consumo de sacarose
(uy) e de formagdo de unidades de 3HPE (u,,,) na fase de acimulo do
biopolimero P3HB-b-3HPE por Burkholderia cepacia IPT 064

Observa-se na Tabela 2 a composi¢do polimérica da blenda
P3HB-b-3HPE em funcdo do consumo de substrato para B. cepacia
IPT 064. Verificou-se que € possivel a sintese de vdrios tipos de
blendas de P(3HB-b-3HPE) com composi¢ao variando entre 0 até 8
%mol de 3HPE pela manipulag@o do fluxo de entrada de substrato,
através de diferentes velocidades de oferta de sacarose. Devido a
insaturagdo neste biopolimero, o grupo vinil do 3HPE ¢ um alvo
promissor para a realizacdo de diferentes modificagdes quimicas
do polimero. Estas modificagdes conferem novas propriedades fisi-
co-quimicas ao P3HB-b-3HPE®'. Este resultado pode ser impor-
tante para obtencdo de matriz de liberagdo controlada, com diferen-
tes perfis de liberagéio de farmacos®.

Tabela 2. Composi¢do da blenda P3HB-5-3HPE em fungio da razdo
das velocidades normalizadas de consumo de sacarose em B. cepacia
IPT 064

[T 3HB %mol 3HPE %mol
100 100,0 0,0

53,6 98,88 1,12
25,1 95,8 4,2

17,9 92,08 7,92
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O presente artigo contribuiu com o estudo de producio de poli-
hidroxialcanoatos bacterianos e estabelece um protocolo para con-
trole da composicio destes biopolimeros, através da manipulacio
do fluxo de substratos.
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NOMENCLATURA

g Velocidade especifica de consumo de sacarose h!
Hype Velocidade especifica de formagdo de 3HPE h!
Wy Velocidade especifica de formacdo de 3HV h!
Horop Velocidade especifica de consumo de dcido propionico h'!

SV FALOT de conversio de dcido propidnico a unidades de 3HV ~ g/g
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