
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KELLI CARDOSO LOPES RODRIGUES 
 

 

 

 

PRODUÇÃO DE ELASTÔMEROS BIODEGRADÁVEIS 

POR BACTÉRIAS ISOLADAS DE LODO DE ESGOTO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2013 

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 corrigida. A versão original eletrônica encontra-se 
disponível tanto na Biblioteca do ICB quanto na Biblioteca 

Digital de Teses e Dissertações da USP (BDTD). 

 
 



 

 

RESUMO 

 

RODRIGUES, K. C. L. Produção de elastômeros biodegradáveis por bactérias isoladas 

de lodo de esgoto. 2013. 126 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) – Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

 

Polihidroxialcanoatos (PHA) são polímeros armazenados intracelularmente como forma de 

reserva, podendo servir como fonte de carbono e energia em casos de escassez nutricional. 

PHA têm despertado interesse industrial, pois apresentam propriedades termoplásticas, são 

biodegradáveis e podem ser sintetizados a partir de matérias primas renováveis. Os 

monômeros que constituem os PHA podem ser divididos em dois grupos: os de cadeia curta, 

que contem de 3 a 5 átomos de carbono na cadeia principal, e os de cadeia média, contendo de 

6 a 16 átomos de carbono na cadeia principal. A produção de PHA contendo monômeros de 

cadeia média (PHAMCL) é realizada principalmente por bactérias do gênero Pseudomonas. 

Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de diferentes isolados bacterianos para 

produção de PHAMCL a partir de carboidratos ou glicerol. Um total de 39 isolados foi 

avaliado. Não foi detectado nenhum isolado capaz de utilizar eficientemente amido, lactose 

ou sacarose para produção destes polímeros. Embora muitos isolados tenham apresentado 

bom desempenho na produção de PHA a partir de glicose ou frutose, este foi inferior à 

linhagem de referência (Pseudomonas sp. LFM046). A linhagem de referência não foi capaz 

de utilizar glicerol e muitos dos isolados apresentaram bom desempenho na conversão dessa 

fonte de carbono em PHAMCL. Neste trabalho, pela primeira vez foram detectadas bactérias 

capazes de produzir PHAMCL a partir de xilose, representando cerca de 10% da massa seca 

celular. Com base no sequenciamento do rDNA  16S, estes isolados foram identificados como 

pertencentes ao gênero Pseudomonas sp. Ensaios em biorreator, utilizando o isolado SCU 

164, resultou em uma biomassa de aproximadamente 6 g/L, contendo cerca de 11 a 14% de 

PHA. Na tentativa de obter linhagens bacterianas mais eficientes no consumo deste açúcar, 

cópias dos genes responsáveis pelo catabolismo (xylAB) e metabolismo (xylFGH) de xilose 

em Escherichia coli  foram inseridos no isolado SCU 164. As linhagens recombinantes foram 

analisadas quanto à capacidade do consumo de xilose e a produção de PHAMCL. A 

superexpressão dos genes xylAB e xylFGH não levou a melhora no consumo de xilose ou 

produção de PHAMCL. 
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ABSTRACT 

 

RODRIGUES, K. C. L. Production of biodegradable elastomers by bacteria isolated from 

sewage sludge. 2013. 126 p. Masters thesis (Microbiology) – Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

 

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are polymers stored intracellularly as a form of reserve, 

possibly serving as carbon and energy source in cases of nutritional shortage. PHA has 

attracted industrial interest, since they have thermoplastic properties, are biodegradable and 

can be synthesized from renewable raw materials. The monomers constituting the PHA can be 

classified into two groups: short-chain-length monomers, containing 3 to 5 carbon atoms in 

the chain and medium-chain-length monomers containing from 6 to 16 carbon atoms in the 

chain. The production of PHA monomers containing medium-chain-length monomers 

(PHAMCL) is made mainly by bacteria belonging to the Pseudomonas genus. This study aimed 

to evaluate the potential of different bacterial isolates regards the PHAMCL production from 

carbohydrates or glycerol. A total of 39 strains were evaluated. The isolates were unable to 

efficiently utilize starch, lactose or sucrose to produce these polymers. Although many 

isolates showed good PHA production from glucose or fructose, their performance was 

inferior to the reference strain (Pseudomonas sp. LFM046). The reference strain was unable 

to utilize glycerol and many of the isolates showed good performance in converting this 

carbon source into PHAMCL. In this work, bacteria capable of producing PHAMCL representing 

about 10% of the cell dry weight from xylose were first detected,. These isolates were 

identified as belonging to the Pseudomonas genus after sequencing of their rDNA16S  gene. 

Bioreactor cultures using the isolated SCU 164 resulted in a cell dry weight of about 6 g/L, 

containing 11-14% of PHA. Aiming to obtain bacterial strains more efficient, copy of those 

responsible for the catabolism (XylAB) genes and metabolism (xylFGH) xylose genes related 

to xylose catabolism (xylAB) in Escherichia coli were inserted into the isolated SCU 164. The 

recombinant strains did not presented an improved performance on xylose consumption and 

PHA production.  
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1  INTRODUÇÃO 

 

A evolução da humanidade, desde suas origens, está intimamente ligada à capacidade 

do homem em criar alternativas constantes para garantir sua sobrevivência e melhorar sua 

qualidade de vida. Neste aspecto, é possível observar os grandes avanços nas áreas da ciência 

e tecnologia, saúde, transportes, entre outros. Grande parte das mudanças ocorridas até hoje, 

se deve à disponibilidade de materiais adequados, que transformaram brilhantes idéias, em 

realidade. Se analisarmos a história humana, identificaremos períodos designados pelos 

materiais disponíveis no momento; caracterizando as diversas idades históricas, como a idade 

da Pedra, do Bronze e do Ferro (MORAWETZ, 1995). 

O século XX é caracterizado por diversas mudanças realizadas pelo homem devido à 

crescente e ampla utilização do petróleo para suprir necessidades energéticas e de materiais. 

Um bom exemplo dessa verdadeira revolução em nossa sociedade é o uso dos polímeros de 

origem petroquímica. Materiais como, fibras sintéticas, e os diversos tipos de borrachas e 

plásticos, revolucionaram o desenvolvimento de muitos setores, particularmente 

considerando-se na área automotiva, de manufaturas e aplicações nas ciências médicas. É 

possível que em um futuro próximo, o atual período seja conhecido como a Idade dos 

polímeros; e tal denominação não será grande absurdo, uma vez que, materiais poliméricos de 

origem petroquímica são essenciais para a manutenção do estilo de vida atual (HAGE, 1998). 

 Contudo, apesar de sua grande contribuição para a sobrevivência e melhora na 

qualidade de vida, em função de seu reduzido custo e grande solidez, o amplo uso de plásticos 

de origem petroquímica, é responsável por sérios problemas de ordem ambiental, pois 

necessitam de longo período de tempo para sua degradação, permanecendo no meio ambiente 

como contaminantes, prejudicando a sobrevivência de muitas espécies (KHANNA; 

SRIVASTAVA, 2005; LUENGO et al., 2003). 

 Na tentativa de minimizar este problema, a busca por materiais que possam substituir os 

plásticos de origem petroquímica, tem sido foco de estudo em todo mundo, e, no Brasil, o 

impulso para este estudo ocorreu no início da década de 90 (SILVA et al., 2007), onde 

pesquisas têm sido realizadas na tentativa de desenvolver plásticos biodegradáveis, materiais 

rapidamente biotransformados quando dispostos no ambiente, pela ação de microrganismos 

de ocorrência natural, entre eles fungos, bactérias e algas; e que aliados a propriedades 

similares aos plásticos convencionais. Outra característica que aumenta o interesse nesses 

materiais biodegradáveis é o fato de poderem ser produzidos a partir de fontes de carbono 
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renováveis (GOMEZ; BUENO-NETTO, 2001; KHANNA; SRIVASTAVA, 2005; ROSA et 

al., 2000). 

 Entre os polímeros biodegradáveis mais estudados, destacam-se o ácido polilático 

(PLA), a poli(ɛ-prolactona) (PCL) e os polihidroxialcanoatos (PHAs) (GOMEZ; BUENO-

NETTO, 2001). Neste contexto, os PHAs merecem atenção especial, uma vez que podem ser 

obtidos a partir de diversas fontes renováveis de carbono. As propriedades termo-mecânicas 

de PHAs podem ser moduladas pela sua composição monomérica, permitindo sua utilização 

em um grande número de aplicações. 

   A síntese de PHAs depende de três fatores principais: as vias metabólicas presentes na 

bactéria, o tipo da PHA sintase bacteriana (enzima responsável pela biossíntese de PHAs) e a 

fonte de carbono fornecida. A manipulação destes três fatores permite modular a composição 

destes biopolímeros (REHM, 2003). Com relação a sua composição, os PHAs são 

constituídos de monômeros que podem ser divididos em dois grupos: os 3HAs de cadeia curta 

(3HASCL - do inglês short-chain-length), contendo 3 a 5 átomos de carbono na cadeia 

principal, e os 3HAs de cadeia média (3HAMCL - do inglês medium-chain-length), contendo de 

6 a 16 átomos de carbono na cadeia principal (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995). Os 

monômeros de cadeia curta são mais comuns, e podem ser encontrados em PHA produzidos 

por muitos grupos de bactérias (STEINBUCHEL, 1991), enquanto os PHA contendo 

monômeros de cadeia média são mais restritos, normalmente encontrados em bactérias do 

gênero Pseudomonas (HUISMAN et al., 1989). 

  Poli-3-hidroxibutirato (P3HB) foi o primeiro PHA descoberto e certamente é o mais 

estudado até o momento. A avaliação deste polímero revelou pela primeira vez as 

propriedades termoplásticas dos PHAs (BAPTIST, 1962). Ao longo dos anos 1980, diversos 

co-monômeros foram incorporados ao P3HB permitindo diversificar suas propriedades 

termomecânicas (FENG et al., 2002). Também na década de 1980, foi observado o acúmulo 

de PHA por linhagens de Pseudomonas (DE SMET et al., 1983). Estes polímeros 

apresentavam em sua composição 3HAMCL (contendo de 6 a 16 átomos de carbono) e por isso 

foram denominados PHA contendo monômeros de cadeia média (PHAMCL). Enquanto o 

P3HB e seus copolímeros (PHASCL) são termoplásticos com alta cristalinidade, PHAMCL 

apresentam baixa cristalinidade e propriedades semelhantes à elastômeros. Dessa forma, o 

espectro de aplicações para PHAMCL é bastante diferente das aplicações para P3HB e seus 

copolímeros. As aplicações para PHAMCL incluem: a confecção de filmes de recobrimento 

(DE KONING et al., 1997); agentes ligantes em formulações de tintas a base de água (VAN 

DE WALLE et al., 1999); como fontes de monômeros quirálicos para a síntese de compostos 
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ativos (EUGENIO et al., 2010;  O’CONNOR et al., 2005; WITHOLT;  KESSLER, 1999), 

como suporte para engenharia de tecidos e implantes médicos temporários (KIM et al., 2007; 

MISRA et al., 2006; WANG et al., 2002; ZINN et al., 2001) e ainda como dispositivos de 

liberação controlada de fármacos (KABILAN et al., 2012).  

 A capacidade de bactérias do gênero Pseudomonas produzir PHAMCL está relacionada 

com o tipo de PHAs sintases presentes nestas bactérias, aos quais apresentam maior 

especificidade por monômeros HAMCL (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995). Entretanto, a 

capacidade de Pseudomonas direcionar intermediários do metabolismo de ácidos graxos (-

oxidação ou biossíntese) para biossíntese de PHA, também é importante para estabelecer esta 

capacidade nestas bactérias. Quando ácidos graxos são utilizados como fonte de carbono, 

estes são metabolizados pela -oxidação e os intermediários direcionados para biossíntese de 

PHA. Carboidratos, por outro lado, são convertidos a acetil-CoA e os monômeros gerados na 

via de biossíntese de ácidos graxos. 

   Muitos dos trabalhos realizados até o momento utilizam diversas fontes de carbono, tais 

como: hidrocarbonetos (PREUSTING et al., 1991), ácidos graxos (RAMSAY et al., 1991) e 

óleos vegetais (EGGINK et al., 1995) para a produção de PHAMCL, enquanto a produção a 

partir de carboidratos foi pouco explorada. 

Gomez (2000) demonstrou, ao contrário do proposto por outros autores, que o uso de 

carboidratos ou ácidos graxos deve levar a custo semelhante de produção. O uso de 

carboidratos ou glicerol para a produção de PHAMCL é especialmente interessante no Brasil, 

pois temos à disposição importantes resíduos contendo essas fontes de carbono. Glicerol é o 

principal resíduo do processo de produção do biodiesel (SILVA et al., 2010). Sacarose é o 

principal açúcar na cana e glicose e frutose são obtidos pela sua hidrólise (GOMEZ, 2000). 

Amido é o principal resíduo do processamento da mandioca e outros tubérculos (COSTA et 

al., 2009). Lactose é o principal resíduo no soro de leite (FONSECA et al., 2008). A utilização 

de xilose proveniente da hidrólise do bagaço de cana para a geração de bioprodutos pode ser 

fundamental para viabilizar o processo de produção de etanol de segunda geração (DIAS et 

al., 2010).  

 Bactérias produtoras de PHAMCL despertam ainda interesse, pois são capazes de gerar 

monômeros HAMCL. Desta forma, a expressão de genes de PHA sintase com maior 

especificidade por monômeros HASCL permite a produção de copolímeros P3HB-co-3HAMCL 

(CHEEMA et al., 2012; GOMES, 2009) que apresentam propriedades semelhantes ao 

polietileno de baixa densidade, podendo inclusive substituí-lo em algumas aplicações (NODA 

et al., 2005). 
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6 CONCLUSÕES 

 

 Isolados de Pseudomonas avaliados foram incapazes de utilizar eficientemente 

sacarose, lactose e amido para produção de PHAMCL, indicando que são carentes de 

genes que codificam enzimas como invertase, -galactosidase e amilase. 

 Frutose e glicose foram utilizadas para produção de PHAMCL por diversos isolados, 

entretanto, nenhum deles apresentou desempenho superior à linhagem controle 

(LFM046). 

 A linhagem controle (LFM046) não foi capaz de utilizar eficientemente glicerol para a 

produção de PHAMCL, entretanto diversos isolados foram. 

 Pela primeira vez, foram detectados isolados selvagens com capacidade de produzir 

PHAMCL a partir de xilose. 

 O sequenciamento do rDNA 16S dos isolados produtores de PHAMCL a partir de xilose  

indicou que devem pertencer ao gênero Pseudomonas, estando próximos de P. putida 

ou P. taiwanensis. Entretanto, o sequenciamento completo do gene do rDNA 16S, bem 

como outras análises, serão necessárias para confirmar a identidade destes isolados. 

 A superexpressão de genes xylAB e xylFGH não levou a aumento da produção de 

PHAMCL pelo isolado SCU164 a partir de xilose, indicando que este não é o passo 

limitante para produção desse polímero. 

 Cultivos em biorreator com o isolado SCU 164 demonstraram acúmulo de PHAMCL 

associado ao crescimento celular, entretanto, estudos adicionais deverão ser realizados 

para explorar o potencial de produção desta linhagem bacteriana. 
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