
	   	  
	   	  

	  

 
 
 

DIANA CAROLINA TUSSO PINZÓN  
 
 
 
 
 

Caracterização do gene PHA sintase de bactérias isoladas  
a partir de amostras de solo  

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

São Paulo 
2015 

 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Microbiologia do Instituto de 
Ciências Biomédicas da Universidade de São 
Paulo, para obtenção do Título de Mestre em 
Ciências. 
 
Área de Concentração: Microbiologia  
 
Orientador: Prof. Dr. José Gregório Cabrera 
Gomez 
 
Versão Original   



	   	  
	   	  

	  

RESUMO 
TUSSO, D. C. T. Caracterização do gene PHA sintase de bactérias isoladas a partir de 
amostras de solo. 2015. 130 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) – Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 
 
Os polihidroxialcanoatos (PHA) são poliésteres produzidos por microrganismos na forma de 
grânulos intracelulares, como fonte de carbono e energia. Estes materiais despertam um 
grande interesse biotecnológico, já que conferem propriedades termoplásticas e elastoméricas 
semelhantes aos plásticos sintéticos de origem petroquímica. Na biossíntese dos PHA,  a PHA 
sintase é a enzima chave para sua produção e catalisa a incorporação de monômeros 3HA à 
cadeia polimérica. A partir de isolados bacterianos obtidos por Lício (2011) capazes de 
produzir Poli(3-hidroxibutirato) (P3HB). Estes isolados foram identificados pela análise da 
sequência dos genes rDNA 16S e pela construção de uma árvore filogenética como 
pertencentes ao gênero Burkholderia sp. Posteriormente, os genes da PHA sintase desses 
isolados foram clonados no plasmídeo pBBRMCS-2, e expressos em mutantes de 
Pseudomonas sp. (LFM461) e Burkholderia sacchari (LFM344), deficientes no acúmulo de 
PHA. As linhagens recombinantes foram cultivadas em excesso de glicose como fonte de 
carbono com o objetivo de avaliar o potencial da PHA sintase de incorporar monômeros 
(3HA) ao PHA. Foram realizados ensaios de acúmulo de PHA usando glicose como fonte de 
carbono, apresentando a produção de unidades de 3HB, 3HO e 3HD nas linhagens 
recombinantes de Pseudomonas sp. As linhagens recombinantes de B. sacchari incorporaram 
como único constituinte P(3HB). Ensaios de acúmulo de PHA foram realizados nas linhagens 
recombinantes de B. sacchari, usando como co-substratos diferentes ácidos graxos, sendo 
detectada a incorporação de unidades de 3HV e 3HHx além do 3HB, quando foram 
fornecidos acido hexanóico e valérico. Estes resultados indicam que as PHA sintases classe I 
são capazes de incorporar diferentes unidades monoméricas. 
 
Palavras-chave: Biopolímeros. Polihidroxialcanoatos. PHA sintase. Pseudomonas sp. 
Burkholderia sp. 
 



	  

ABSTRACT 
TUSSO, D. C. T. PHA synthase gene characterization of bacteria isolated from soil samples. 
2015. 130 p. Masters thesis (Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2015. 
 
The polyhydroxyalkanoates (PHA) polyesters produced by microorganisms are as intracellular 
granules as a source of carbon and energy. These materials arouse great interest in biotechnology, 
as provide thermoplastic and elastomeric properties similar to the synthetic plastics petrochemical 
origin. In the biosynthesis of PHA, the PHA synthase is the key enzyme for its production and 
catalyzes the incorporation of 3HA monomer to the polymer chain. From bacterial isolates 
obtained by Lício (2011) capable of producing poly (3-hydroxybutyrate) (P3HB). These isolates 
were identified by sequence analysis of 16S rDNA genes and the construction of a phylogenetic 
tree of the genus Burkholderia as sp. There after, the PHA synthase genes were cloned into these 
isolated pBBRMCS-2 plasmid and expressed in mutant of Pseudomonas sp. (LFM461) and 
Burkholderia sacchari (LFM344), deficient in PHA accumulation. The recombinant strains were 
grown in excess glucose as carbon source in order to evaluate the potential of PHA synthase 
incorporate monomers (3HA) to PHA. Were performed PHA accumulation assays using glucose 
as carbon source, with the production of 3HB units, 3HO and 3HD in recombinant strains of 
Pseudomonas sp. The recombinant strains of B. sacchari incorporated as sole constituent of P 
(3HB). PHA accumulation assays were performed on the recombinant strains of B. sacchari, as 
co-substrates using different fatty acids being detected to incorporate 3HV units and 3HHx 
addition of 3HB, were provided as valeric and hexanoic acid. These results indicate that the PHA 
synthases of Class I are able to incorporate different monomer units.  
 
Keywords: Biopolymers, Polhyhydroxyalkanoate, PHA synthase, Pseudomonas sp. 
Burkholderiasp.



	  
	  
	  

	  

1 INTRODUÇÃO 
 

Ao longo da história tem se desenvolvido materiais com características que se ajustam às 

necessidades do homem, tal é o caso dos plásticos, materiais sintéticos, produzidos a partir de 

petróleo ou gás natural. Atualmente os plásticos sintéticos têm várias aplicações, desde 

embalagens, produtos domésticos, canos para drenagem materiais de construção, etc. 

(FORMIGONI; RODRIGUES, 2009).  

A grande demanda de plásticos de origem petroquímica tem causado problemas 

ambientais, uma vez que, são acumulados no meio ambiente, pois não são biodegradáveis. Além 

disso, ao utilizar grandes quantidades de petróleo, são gerados milhões de toneladas de CO2 e de 

outros gases, provocando riscos para a saúde pública. Em 2011, aproximadamente 280 milhões 

de toneladas de plásticos de origem petroquímica foram produzidos com a expectativa de 

aumentar 4% ao ano até 2016 (CHEN; PATEL, 2012; GUMEL, ANNUAR; CHISTI, 2013). A 

área de maior produção está nos países asiáticos (excluindo Japão), onde o consumo de plásticos 

atual, é de aproximadamente de 20 Kg/per capita. A redução do consumo de plástico é dificultada 

devido às suas propriedades versáteis, mas é possível substituí-os (CHANPRATEEP, 2010). 
Uma alternativa é desenvolver materiais sustentáveis ao meio ambiente para minimizar os 

problemas que são causados pelos plásticos convencionais de origem petroquímica.  

Dentre esses materiais são encontrados os polímeros biodegradáveis, os quais podem ser 

descompostos pela ação de micro-organismos, tais como bactérias, fungos e algas. Descobertos 

há cerca de 10 anos, estes materiais, atualmente têm uma participação mínima no mercado 

internacional, em virtude de seu alto custo e limitada aplicabilidade. Vários polímeros 

biodegradáveis são formados durante o ciclo de crescimento de organismos vivos, envolvendo 

processos metabólicos complexos para sua formação dentro da célula, sendo denominados 

polímeros biodegradáveis naturais (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006).   

Existem várias classes de polímeros naturais, dentre eles os poliésteres bacterianos, mais 

comumente chamados poli-hidroxialcanoatos (PHAs), produzidos naturalmente por uma grande 

variedade de bactérias como reserva de carbono e energia. Os PHAs tem sido amplamente 

estudados, já que caracterizam-se principalmente por serem produzidos a partir de fontes 

renováveis, serem biocompatíveis e biodegradáveis. O termo biodegradável é aplicado a qualquer 

polímero prontamente degradado a CO2 e água, sugerindo que podem ser assimilados por 



	  
	  
	  

	  

distintos micro-organismos impedindo assim o seu acúmulo ambiental (FOSTER et al., 1995; 

JENDROSSEK; HANDRICK, 2002; KIM; RHEE, 2003; MATAVULJ; MOLITORIS, 1992; 

TOKIWA; CALABIA, 2004; WITT et al., 2001;). A biocompatibilidade indica que os PHAs não 

causam efeitos tóxicos quando são aplicados em diversos hospedeiros, pois são 

inmunologicamente inertes e podem ser degradados pelos tecidos humanos lentamente 

(VERLINDEN et al., 2007). 

A síntese de PHA depende da natureza química da fonte de carbono oferecida às 

bactérias, também das vias metabólicas que cada uma possui e da classe de PHA sintase. Presente 

no genoma do micro-organismo. Dependendo da fonte de carbono fornecida, as vias metabólicas 

bacterianas darão origem a diferentes hidroxiacil-CoA, os quais serão reconhecidos e 

polimerizados pela PHA sintase (SILVA et al., 2007). 

Um dos fatores que determina a composição do polímero, é a especificidade pelo 

substrato da enzima PHA sintase (PhaC), enzima chave para biossíntese de PHAs, responsável 

por catalisar a incorporação de monômeros à cadeia polimérica em formação. Existem quatro 

classes de PHA sintases, as mais destacadas são a classe I, capazes de polimerizar unidades de 

HASCL e as de classe II, especificas para unidades de HAMCL. Poucas PHA sintases apresentam a 

capacidade de incorporar 3HASCL, assim como, 3HAMCL, como por exemplo as PHA sintases de 

Aeromonas caviae e Thiocapsa pfennigii (STEINBÜCHEL; HEIN, 2001). 

A partir da sua composição monomérica, os PHAs estão classificados em dois grandes 

grupos: PHAs de cadeia curta (PHASCL), sendo o P3HB seu principal representante, e os PHAs de 

cadeia média (PHAMCL). As propriedades dos PHAs podem variar de acordo com sua 

composição. O homopolímero P3HB é altamente cristalino, rígido e quebradiço, enquanto, os 

PHAMCL são menos rígidos e quebradiços do que P3HB, mas o alongamento para ruptura é alto, 

representando um material elástico com temperatura de fusão baixa (FRANCHETTI; 

MARCONATO, 2006). 

Recentemente tem-se demonstrado, que as propriedades anteriormente descritas, podem 

ser melhoradas com a obtenção de copolímeros PHASCL-MCL, despertando um grande interesse 

industrial, já que as propriedades destes copolímeros resultam ser semelhantes ao polietileno de 

baixa densidade, permitindo ampliar seu uso para diferentes aplicações (HÄNGGI, 1995; LEE et 



	  
	  
	  

	  

al., 2000; LENZ; MARCHESSAULT, 2005; LU et al., 2004; RAMSAY et al., 1990; WEI et al., 

2009).  

Esses polímeros podem ser sintetizados por linhagens naturais, apesar disso, linhagens 

recombinantes têm contribuído a aumentar o rendimento do polímero sintetizado assim como 

modular a composição do PHA a partir da escolha do hospedeiro adequado (AHN et al., 2000; 

LEE et al., 2001; PARK et al., 2001). Isto é, a expressão de genes relacionados à síntese de PHA 

em outros hospedeiros, pode revelar propriedades não detectadas na linhagem original devido ao 

metabolismo desta não suprir de forma adequada os monômeros desejados. 

Neste contexto, este trabalho buscou avaliar a capacidade de diferentes PHA sintases na 

incorporação de monômeros na cadeia principal quando são expressas em outras bactérias, 

apontando à produção de polímeros que são interessantes industrialmente. 

  



	  

6 CONCLUSÕES  

 

 Os isolados SCU 63 e SCU 66, são bactérias isoladas a partir de amostras de solo, que são 

capazes de produzir P(3HB) com altos teores de polímero que superam a micro-organismos de 

referência como Burkholderia sacchari LFM 101.  

 Estes isolados foram identificados pela análise do gene 16S rDNA como pertencentes ao 

gênero Burkholderia sp.  apresentando proximidade filogenética com pelo menos outros quatro 

isolados de área de Mata Atlântica no estado do Rio de Janeiro. 

 A partir de resultados na detecção, identificação e a construção de uma árvore 

filogenética do gene phaC dos isolados SCU 63 e SCU 66, indicam fortemente que possuem uma 

PHA sintases da classe I, na qual o gene phaC está agrupado na forma do operon phaCAB. 

A expressão dos genes dos isolados levou à produção de monômeros 3HB, 3HD e 3HDd  

em mutante de Pseudomonas sp. LFM 461 e P(3HB) em mutante de Burkholderia sacchari LFM 

344, quando glicose (10 g/L) era fornecida como única fonte de carbono, por um período de 72 h.  

Em experimentos fornecendo-se glicose (10 g/L) com ácido butírico e ácido octanóico 

(1g/L) foi detectado unicamente P(3HB), não gerando unidades 3HHx em linhagens 

recombinantes de Burkholderia sacchari LFM 344, abrigando os genes phaC dos isolados. 

Quando foram usados ácidos graxos impares, propiônico, valérico e heptanóico como co-

substratos, foi detectada a presença tanto de monômeros 3HB quanto de monômeros 3HV, 

obtendo maiores proporções deste monômero quando o ácido heptanóico foi suprido. No caso do 

ácido nonanóico não foi possível evidenciar a incorporação do monômero 3HV à cadeia principal 

do monômero. 

As linhagens recombinantes de B. sacchari foram capazes de acumular P(3HB-co-3HHx) 

a partir de glicose e ácido hexanóico com frações molares de 1,55 e 1,00 mol%, indicando que as 

PHA sintases dos isolados SCU 63 e SCU 66 permite a formação de PHA com teores 

combinados de 3HB e 3HHx.  

Também foi evidenciada a produção do copolímero P(3HB-co-4HB) em ambas linhagens 

recombinantes com valores alto na fração molar de 4HB na linhagem recombinante LFM 344 

pBBR1MCS-2::phaCSCU63 com uma fração molar de 14,01 mol% e também foi observado um 

alto teor de polímero total com um valor de 49,03% da massa seca celular. 



	  
	  
	  

	  

A produção de terpolímeros P(3HB-co-3HV-co-3HHx) usando varias proporções de 

ácidos hexanóico e heptanóico como co-substratos foi evidencia em ambas linhagens 

recombinantes, confirmando que as PHA sintases são capazes de incorporar diferentes 

monômeros além do 3HB à cadeia principal do polímero, quando são usadas diferentes fontes de 

carbono como co-substratos.  
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