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RESUMO 

RAVELLI, T. G. Seleção de genes codificadores de PHA sintases para a construção de 

recombinantes  em Burkholderia sacchari e Pseudomonas sp e avaliação da produção de 

polihidroxialcanoatos com diferentes composições monoméricas. 2014. 107 f. Dissertação 

(Mestrado em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade São Paulo, 

São Paulo, 2014. 

 

Polihidroxialcanoatos (PHA) são poliésteres acumulados por diversas bactérias a partir de 

fontes renováveis que despertam grande interesse industrial por serem termoplásticos 

biodegradáveis e biocompatíveis. A variabilidade da composição monomérica de PHA 

determina suas propriedades mecânicas e permite seu uso em diversas aplicações. Os PHA 

podem ser formados por monômeros de cadeia curta (PHASCL) ou média (PHAMCL), ou ainda, 

formar copolímeros (PHASCL-co-PHAMCL) que têm propriedades intermediárias. Três  

.aspectos são determinantes para a produção de PHA: a fonte de carbono, as vias metabólicas 

bacterianas e a enzima PHA sintase. A enzima PHA sintase catalisa a polimerização de 

moléculas de R-hidroxiacil-CoA formando o biopolímero, sendo, assim, a enzima chave na 

biossíntese de PHA. São conhecidos quatro tipos de PHA sintases, de acordo com a 

especificidade pelo substrato e pela composição de peptídeos. Muitos estudos têm sido 

desenvolvidos buscando diferentes composições do polímero. Dessa forma, o objetivo deste 

trabalho foi à busca por genes codificadores desta enzima, construção e avaliação de 

recombinantes portando tais genes para buscar materiais com novas propriedades e 

aplicações. Inicialmente buscou-se novos genes de PHA sintase a partir de 390 clones de uma 

biblioteca metagenômica previamente detectados por PCR como positivos para algum tipo de 

PHA sintase. Posteriormente, duas novas fontes de PHA sintase foram buscadas: genes 

codificadores de PHA sintase III de Thiocapsa pfennigii e Allochromatium vinosum .  Dos 

390 clones, apenas 2 mostraram resultado positivo para PHA sintase de classe II através de 

reação de PCR e de sequenciamento, apresentando similaridade com genes conhecidos. Pelo 

fato de que as PHA sintases do tipo II já terem sido amplamente estudadas, ao contrário 

daquelas do tipo III, mais promissoras para este trabalho, genes codificadores foram buscados 

para testar sua inserção em hospedeiros capazes de acumular altas concentrações de PHA, 

mas afetados na sua PHA sintase nativa (Pseudomonas putida e Burkholderia sacchari),  

avaliando-se o tipo de PHA produzido Assim, recombinantes de Pseudomonas sp e B. 

sacchari  foram construídos pela introdução de genes de T. pfennigii (phaECTp) e de C. 

vinosum (phaECCv) clonados em pBBR1-MCS2. A produção de PHA pelos recombinantes 

obtidos foi avaliada qualitativamente por testes de coloração com Sudan Black B, indicaram 

resultados positivos apenas em Burkholderia sacchari abrigando o gene de C. vinosum sendo 

que  para Pseudomonas putida abrigando phaECCv  e phaECTp e Burkholderia sacchari 

phaECTp o resultado foi negativo. Quantitativamente, a produção de PHA foi avaliada com 

ensaios em frascos agitados, empregando-se glicose e ácidos graxos contendo de 3 a 9 

carbonos. A expressão dos genes phaECCv em B. sacchari PHA- foi bem sucedida, uma vez 

que os mesmos foram capazes de reestabelecer a produção de PHA na mutante. Utilizando 

glicose, tanto  a linhagem selvagem como o recombinante de  Burkholderia sacchari 

produziram um PHA composto de monômeros de 3-hidroxibutirato (3HB). A partir de 

hexanoato e glicose obteve-se um copolimero no qual foi possível aumentar a fração de 3HHx 

de 0,30 mol% na linhagem selvagem para 1,85 mol%, na linhagem mutante. Pseudomonas 

putida abrigando phaECCv produziu um PHA no qual foi observado um aumento na fração de 

3HHx de 0 para 9,11 mol% quando glicose foi fornecida como fonte de carbono. Essas 

linhagens poderão ser empregadas na produção de PHA com composição variada, 

 



controlando-se a incorporação de frações 3HHx o que deve refletir nas suas propriedades, 

ampliando suas possibilidades de aplicação. 

 

Palavras-chave: PHA. Metagenômica. Pseudomonas. Burkholderia. PHA sintase. 

ABSTRACT 

RAVELLI, T. G. Selection of  PHA synthases coding genes for the construction of 

recombinant Burkholderia sacchari and Pseudomonas sp and evaluation of 

polyhydroxyalkanoate production with different monomer compositions. 2014. 107 p. Masters 

thesis (Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade São Paulo, São Paulo, 

2014. 

 

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are polyesters accumulated by several bacteria from renewable 

sources that arouse great industrial interest because they are biodegradable and biocompatible 

thermoplastic. The variability of the PHA monomer composition determines its mechanical 

properties and allows their use in many applications. The PHAs may be formed by short-

chain monomers (PHASCL) or medium (PHAMCL), or even form polymers (PHASCL co-

PHAMCL) having intermediate properties. Three aspects are crucial for the production of PHA: 

the carbon source, the bacterial metabolic pathways and the PHA synthase enzyme. The PHA 

synthase catalyzes the polymerization of R-hydroxyacyl-CoA molecules forming biopolymer, 

and thus, the key enzyme in the biosynthesis of PHA. Four types of PHA synthases are known 

according to their substrate specificity and the peptide composition. Many studies have been 

undertaken to different compositions of the polymer. Thus, the aim of this paper was to search 

for genes encoding this enzyme, recombinant construction and assessment carrying such 

genes to find materials with new properties and applications. Initially we searched for new 

PHA synthase genes from 390 clones of a metagenomic library by PCR as previously 

detected positive for any type of PHA synthase. Later, two new sources of PHA synthase 

were sought: genes encoding PHA synthase III Thiocapsa pfennigii and Allochromatium 

vinosum. Out of 390 clones, only 2 showed positive for PHA synthase class II by PCR and 

sequencing reaction, showing similarity to known genes. Because of the fact that the type II 

PHA synthases has already been widely studied, unlike those of the type III, most promising 

for this work, coding genes were sought to test their integration in host able to accumulate 

high concentrations of PHA, but affected in its native PHA synthase (Pseudomonas putida 

and Burkholderia sacchari), evaluating the type of PHA produced Thus, recombinant 

Pseudomonas sp and B. sacchari were built by the introduction of T. pfennigii genes 

(phaECTp) and C. vinosum (phaECCv ) cloned into pBBR1-MCS2. The PHA production by 

recombinant obtained was qualitatively assessed by staining tests with Sudan Black B, 

indicated positive results only in Burkholderia sacchari harboring the gene C. vinosum being 

that Pseudomonas putida for housing phaECCv and phaECTp and Burkholderia sacchari 

phaECTp the result was negative . Quantitatively, PHA production was assessed in shake flask 

tests, using glucose and fatty acids containing from 3 to 9 carbons. The expression of genes in 

B. sacchari phaECCv PHA was successful, since they were able to restore the production of 

PHA in the mutant. Using glucose, both the wild type strain and the recombinant 

Burkholderia sacchari produced a PHA composed of monomers of 3-hydroxybutyrate (3HB). 

From hexanoate and glucose gave a copolymer in which the 3HHx was increased fraction of 

0.30 mol% in the wild type strain to 1.85 mol% in the mutant strain. Pseudomonas putida 

harboring phaECCv produced a PHA in which there was an increase in 3HHx fraction from 0 

 



to 9.11 mol% when glucose was supplied as a carbon source. These lines can be used to 

produce PHA with varied composition, controlling the incorporation of 3HHx fractions which 

should reflect on their properties, expanding its application possibilities. 

Keywords: PHA. Metagenomics. Pseudomonas. Burkholderia. PHA synthase. 

 

INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

Os plásticos têm grande influência na sociedade moderna e estão presentes na vida 

das pessoas com diversas aplicações, sendo uma delas a substituição de matérias-primas 

convencionais como metais, vidros, papéis e madeira. Há também sua aplicação na 

manufatura de embalagens e outros produtos por causa de sua praticidade e descartabilidade 

rápida.  Entre os diversos polímeros de uso na sociedade atual, os plásticos sintéticos têm sido 

os mais utilizados (PEREIRA, 2002, 2007). 

 No entanto, devido a sua lenta degradabilidade e ao descarte volumoso dos plásticos 

sintéticos é cada vez maior a preocupação com os impactos ambientais e as conseqüências à 

saúde e à vida na Terra. Uma vasta gama de alternativas biodegradáveis têm sido propostas 

para substituir os plásticos convencionais (SILVA et al., 2007).  

Dentre os substitutos em desenvolvimento encontram-se os polímeros de amido 

modificado (combinado com polipropileno, polietileno, poliestireno, etc.), poli--caprolactona 

(PCL), copoliésteres de acetato de celulose, álcool polivinílico (PVOH) e 

polihidroxialcanoatos – PHA (PEREIRA, 2002; PRADELLA, 2006).  

Polihidroxialcanoatos (PHA) são poliésteres acumulados por diversas bactérias a partir 

de fontes renováveis que despertam grande interesse industrial por serem termoplásticos, 

biodegradáveis e biocompatíveis. A variabilidade da composição monomérica de PHA 

determina suas propriedades mecânicas e permite seu uso em diversas aplicações. Os PHA 

podem ser formados por monômeros de cadeia curta (PHASCL) ou média (PHAMCL), ou ainda, 

formar copolímeros (PHASCL-PHAMCL) que têm propriedades intermediárias (ANDERSON; 

DAWES, 1990; GOMEZ, 2000b; STEINBÜCHEL, 1993). 

A PHA sintase é a enzima chave para a biossíntese de PHA, sendo responsável pela 

catálise da polimerização das moléculas R-hidroxiacil-CoA formando o biopolímero. 

Entretanto sua especificidade e limitações metabólicas dos organismos produtores restringem 

a composição monomérica do PHA produzido e consequentemente das suas propriedades e 

aplicações (REHM, 2003). 



A expressão de genes codificadores de PHA sintase em hospedeiros heterólogos tem 

levado à produção de PHA com novas propriedades (BOCANEGRA et al., 2013; 

SCHONEBAUM; STEINBUCHEL, 1996; VALENTIN et al., 1994). Nesse aspecto, é 

importante estudar as bibliotecas metegenômicas que além de fornecerem dados importantes 

sobre as características populacionais microbianas (RODRIGO et al., 2006) são também uma 

importante fonte de novos genes, principalmente provenientes de organismos não cultiváveis 

(ATLAS; BARTHA, 1997; GILLESPIE et al., 2002; LEFEVRE et al., 2008). Além disso, 

também é possível buscar organismos produtores de PHA como fonte de genes para expressão 

heteróloga.  

Neste contexto, esse trabalho buscará diferentes genes para a expressão heteróloga em 

organismos produtores já conhecidos e avaliará se novos genes ou PHA com diferentes 

propriedades podem ser encontrados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

CONCLUSÕES  

 

- A biblioteca metagenômica, apesar de constituir uma rica fonte de novos genes, 

possui diversas limitações. Entre elas, estão as técnicas de detecção dos genes que necessitam 

de rigorosa padronização e verificação previa da eficiência, bem como o fato de que muitas 

vezes os genes mesmo quando detectados, não estão necessariamente clonados com sua 

estrutura integral em razão da técnica de montagem da biblioteca. 

Entre os recombinantes obtidos nesse trabalho observou-se que: 

 - Os genes phaEC de Thiocapsa pffenigii  não foram capazes de restaurar a capacidade 

de produzir PHA nos mutantes de B. sacchari  e Pseudomonas sp afetados no gene 

codificador de sua PHA sintase nativa  

           - O recombinante de B. sacchari  abrigando os genes phaEC de Allochromatium 

vinosum  quando submetido as fonte de carbono glicose e hexanoato produziu um polímero 

com conteúdo de 3HV inferior ao da linhagem  

 - B.sacchari portando os genes phaEC de Allochromatium vinosum, na presença de 

ácido hexanoico, gerou um polímero contendo uma fração de 3HHx três vezes maior do que 

aquela observada no polímero produzido pela a linhagem selvagem. 

- O recombinante de Pseudomonas sp abrigando o gene phaEC de Allochromatium 

vinosum, quando alimentado por glicose como fonte de carbono aumentou a capacidade da 

linhagem LFM 461 de incorporar monômeros 3HHx em relação a linhagem selvagem 046 

Essas linhagens poderão ser empregadas na produção de PHA com composição 

variada, controlando-se a incorporação de frações 3HHx o que deve refletir nas suas 

propriedades, ampliando suas possibilidades de aplicação 
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