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RESUMO 

 

LOZANO-SAKALAUSKAS, G. C. Efeito de LonA nos processos de síntese e mobilização 

de poli-3-hidroxibutirato. 2018. 133 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

 

Polihidroxialcanoatos (PHA) são poliésteres armazenados intracelularmente em diversas 

bactérias. Estes são sintetizados principalmente em condições de excesso de fonte de carbono 

e limitação de nutrientes essenciais, e degradados pela mobilização dos grânulos quando há 

escassez de carbono e/ou energia. O PHA mais conhecido é o poli-3-hidroxibutirato (P3HB). 

Sabe-se que a síntese de PHA depende principalmente das PHA sintases (PhaC), enquanto a 

mobilização ocorre pela ação das PHA despolimerases intracelulares (sendo PhaZa1 a de maior 

destaque). Um estudo anterior com linhagens recombinantes de Escherichia coli capazes de 

acumular P3HB demonstrou que a expressão simultânea dos genes lonA e phaZa1, de Ralstonia 

eutropha, resulta em altas taxas de mobilização do polímero previamente acumulado. Porém, 

não se observa mobilização expressiva quando um ou outro gene encontra-se isolado na célula. 

Surpreendentemente, a presença de LonA isoladamente na cepa recombinante de E. coli leva a 

um aumento significativo no acúmulo de P3HB intracelular, sugerindo que LonA desempenhe 

papel também na síntese do polímero. O presente trabalho avaliou o teor de P3HB em diferentes 

linhagens de E. coli (XL1-Blue, LS5218 e MG1655), capazes de acumular este polímero por 

meio de dois diferentes plasmídeos (pSK-::phaCAB e pJM9131), com e sem a presença do gene 

lonA, clonado no vetor pBBR1MCS-5. Nos cultivos realizados em agitador rotativo, todas as 

cepas analisadas apresentaram significante aumento das taxas de P3HB acumulados quando há 

expressão de lonA. A cepa recombinante de E. coli XL1-Blue abrigando o plasmídeo pJM9131 

se mostrou mais eficiente no acúmulo do biopolímero quando lonA era expresso, atingindo mais 

de 65% da MSC, sendo esta cepa eleita para cultivos em biorreator. Os resultados dos cultivos 

em biorreatores indicam que a presença de LonA leve a uma alteração geral no metabolismo 

celular, favorecendo não apenas o acúmulo de P3HB, mas também o crescimento celular. Deste 

modo, LonA parece ter um efeito pleotrópico neste processo. Paralelamente a este trabalho, 

foram construídas linhagens de E. coli capazes de acumular P3HB, abrigando o gene phaP1, 

que codifica a PHAsina mais abundante na célula, e outra combinando os genes phaP1 e 

phaZa1. PHAsinas são proteínas que estão associadas à superfície dos grânulos de PHA, 

conferindo maior estabilidade aos mesmos. Alguns autores demonstram que a coexpressão de 

PHAsinas e PHA despolimerases intracelulares influencia na capacidade da célula de degradar 

o polímero intracelular. Desta forma, este trabalho buscou comparar o efeito de LonA e de 

PhaP1 no processo de mobilização de P3HB, através de cultivos in vivo e da tiólise dos grânulos 

in vitro. Os dados apresentados mostram que, embora ambas as proteínas avaliadas sejam 

importantes ativadores da mobilização em linhagens de E. coli, o efeito decorrente da presença 

de LonA é mais expressivo, sugerindo que essa enzima seja essencial para que a degradação 

ocorra. Os ensaios in vitro apontam ainda que LonA não seja uma proteína associada ao 

grânulo. Foi realizada a expressão e purificação das proteínas recombinantes LonA, PhaC e 

PhaZa1, individuais ou combinadas (LonA+PhaC e LonA+PhaZa1), em fusão com um peptídeo 

composto por múltiplos resíduos de histidina. Entretanto, não foi possível demonstrar uma 

interação direta pela copurificação de LonA com PhaC ou com PhaZa1. Todos os genes 

clonados neste trabalho foram obtidos a partir do genoma de R. eutropha. 

 

Palavras-chave: Poli-3-hidroxibutirato. Síntese e mobilização de P3HB. Proteína LonA. 

Ralstonia eutropha. Escherichia coli recombinantes. Purificação de proteínas. 



 

 
 

ABSTRACT 

 

LOZANO-SAKALAUSKAS, G. C. Effect of LonA on synthesis and mobilization of poly-

3-hydroxybutyrate processes. 2018. 133 p. PhD thesis (Microbiology) – Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

 

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are polymers stored intracellularly in several bacteria strains. 

PHA are synthetized mainly under conditions of carbon source excess and limitation of 

essential nutrients, and degraded by the granules mobilization when in carbon and/or energy 

starvation. The best known PHA is the poly-3-hydroxybutyrate (P3HB). It is known that the 

PHA synthesis depends mainly on PHA synthases (PhaC), while the mobilization occurs 

through the intracellular PHA depolymerase action (PhaZa1 being the most prominent). An 

earlier study using recombinant E. coli strains able to accumulating P3HB, shown that the 

simultaneous expression of lonA and phaZa1 genes, from Ralstonia eutropha, results in high 

rates of polymer mobilization. However, no significant mobilization was observed when only 

one gene was expressed in the cell. Surprisingly, the LonA presence singly in recombinant E. 

coli strain cause a significant increase in P3HB accumulation, suggesting that LonA also plays 

a role in polymer synthesis. This work evaluated the P3HB rates in different E. coli strains 

(XL1-Blue, LS5218 and MG1655), able to accumulate this polymer by two different plasmids 

(pSK-::phaCAB and pJM9131), with and without the lonA gene, cloned in pBBR1MCS-5 

vector. In shake flasks cultures, all analyzed strains showed a significant increase in P3HB 

accumulation rates when lonA was expressed. The recombinant E. coli strain XL1-Blue, 

harboring pJM9131 plasmid, was shown to be more efficient in biopolymer accumulation with 

LonA presence, reaching more than 65% of DWC. This strain was selected to bioreactor assays. 

The results of cultures in bioreactors indicate that LonA presence cause a generalized alteration 

in cellular metabolism, favoring not only P3HB accumulation, but also the cellular growth. In 

this way, LonA appears to have a pleotropic effect in this process. Parallel to this work, E. coli 

strains able to accumulate P3HB, harboring the phaP1 gene, that encodes the most abundant 

PHAsin in the cell, and another combining phaP1 and phaZa1 genes, were constructed. 

PHAsins are protein that are associated with the surface of PHA granules, conferring more 

stability to them. Some authors demonstrated that the coexpression of PHAsins and intracellular 

PHA depolymerase influences the ability of cell degradation. Thus, this work aimed TO 

compare the LonA and PhaP1 effect in P3HB mobilization, through in vivo assay and in vitro 

granule thiolysis. The presented results show that, although both proteins evaluated are 

important activators of the mobilization in E. coli strains, the LonA effect is more expressive, 

suggesting that this enzyme is essential for the granules degradation to occur. In vitro assays 

indicate, that LonA is not a granules-associated protein. The expression and purification were 

accomplished in the recombinant proteins LonA, PhaC and PhaZa1, alone or combinate 

(LonA+PhaC and LonA+PhaZa1), in fusion with peptide of multiple histidine residues. 

However, it was not possible to demonstrate a direct interaction by the co-purification of LonA 

and PhaC or PhaZa1. All genes cloned in this work was obtained from R. eutropha genome. 

 

Keywords: Poly-3-hydroxybutyrate. P3HB synthesis and mobilization. LonA protein. 

Ralstonia eutropha. Escherichia coli recombinant strain. Protein purification.  

 

 

 

 

 



 

 
 

INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

O uso de embalagens descartáveis se tornou crescente nas últimas décadas estando 

presente na maioria dos produtos consumidos pela sociedade, e os plásticos ainda lideram os 

materiais de eleição para tal uso. De forma geral, estes plásticos são oriundos de polímeros 

sintéticos que, além de terem origem petroquímica, são degradados lentamente na natureza, 

implicando em diversos problemas ambientais. A substituição destes produtos derivados de 

petróleo por outros de origem biológica tem se mostrado uma boa alternativa. Uma abordagem 

promissora é utilização dos polihidroxialcanoatos (PHA), uma família de poliésteres 

sintetizados e armazenados intracelularmente na forma de grânulos, em diversas bactérias, 

atuando como reserva de carbono e energia para esses micro-organismos.  

Tecnicamente, os PHA poderiam substituir parcialmente os plásticos petroquímicos. No 

entanto, a sua produção em larga escala ainda não é competitiva quando comparada aos 

plásticos tradicionais, embora algumas aplicações específicas possam ser justificadas, como em 

biomedicina. Desta forma, o desenvolvimento de novas tecnologias que possibilitem melhorias 

nesse processo, poderia ter um forte impacto no custo industrial da produção de PHA.  

Os PHA são sintetizados e degradados naturalmente por diversos micro-organismos, e 

a bactéria Ralstonia eutropha é um organismo modelo para os estudos destes polímeros. Uma 

ampla variedade de PHA pode ser produzida, sendo sua composição fortemente influenciada 

pelas vias metabólicas presentes nas bactérias produtoras, pelo substrato fornecido na fase 

acúmulo e pelo tipo de enzima PHA sintase (PhaC) presente no organismo produtor. Dentre os 

muitos polímeros possíveis, o P3HB (poli-3-hidroxibutirato) é o PHA mais amplamente 

estudado, apresentando monômeros de quatro carbonos.  

Os micro-organismos produtores de PHA são dotados também de uma maquinaria de 

despolimerização, que permite a mobilização do polímero. A mobilização consiste na 

degradação do polímero previamente acumulado, em situações de deficiência ou ausência de 

fonte exógena de carbono e/ou energia. Alguns estudos sugerem que o metabolismo de PHA é 

um processo cíclico, no qual as PHA sintases e PHA despolimerases intracelulares (i-PHA 

despolimerases) atuam simultaneamente. Entretanto, as taxas de polimerização costumam ser 

cerca de 10 vezes mais elevadas que as taxas de despolimerização intracelular sob condições 

de acúmulo de polímero.  

Dentre os diferentes metabolismos de síntese de PHA, a rota de biossíntese de P3HB 

em R. eutropha é a melhor caracterizada. Neste processo, os genes phaA, phaB e phaC 

codificam as enzimas envolvidas na síntese do biopolímero a partir de acetil-CoA e, assim como 



 

 
 

em diversas outras bactérias como Azohydromonas lata e Burkholderia sacchari, estes genes 

encontram-se organizados no operon phaCAB. Já no processo de mobilização, a degradação se 

inicia pela ação das i-P3HB despolimerases, codificadas pelos genes phaZ, que hidrolisam o 

polímero formando monômeros e/ou oligômeros de ácido R-3-hidroxibutírico (3HB). O 

processo conta ainda com as oligômero hidrolases (PhaY), que clivam os oligômeros formados, 

em monômeros de 3HB. Embora no genoma de R. eutropha exista pelo menos nove genes 

anotados como codificadores de enzimas relacionadas à mobilização de P3HB (sendo que sete 

codificariam i-P3HB despolimerases e dois oligômero hidrolases), apenas o gene phaZa1 teve 

seu papel efetivamente caracterizado.  

Uma das estratégias desenvolvidas para maximizar a produção de P3HB, e para 

esclarecer o papel das proteínas envolvidas no metabolismo do polímero, é a clonagem dos 

genes de interesse em linhagens recombinantes de Escherichia coli. Por não ser um produtor 

natural de PHA, linhagens de E. coli recombinantes são fortes candidatas para produção 

industrial desses biopolímeros, principalmente devido a ausência de mecanismos naturais de 

mobilização, o que possibilita ignorar um sistema de regulação natural em torno do 

metabolismo de PHA. Embora diversos estudos estejam descritos na literatura, a produção de 

P3HB em E. coli representa ainda um desafio interessante, uma vez que diferentes aspectos 

podem influenciar e modular a capacidade celular de sintetizar este polímero. Há muito para 

ser esclarecido, principalmente no que diz respeito a cultivos em biorreatores para o 

entendimento do metabolismo celular, a fim de alcançar taxas de acúmulo de P3HB mais 

eficientes. 

Além dos genes cujos produtos estão sabidamente envolvidos no metabolismo de P3HB, 

estudos anteriores em nosso laboratório apontaram o envolvimento do produto do gene lonA 

tanto nos processos de síntese como de mobilização deste bioplástico. A proteína LonA, 

anotada como uma protease ATP dependente, teve seu papel relacionado a diversos processos 

nos diferentes organismos, como divisão celular, biossíntese flagelar, síntese da cápsula, 

tolerância a acidez, mobilidade, formação de biofilme, regulação da resposta SOS no reparo de 

DNA, virulência, adaptação a escassez nutricional, regulação do sistema Quorum Sensing (QS), 

regulação produção de ramnolipídeos, entre outros. Entretanto, mesmo sendo uma proteína 

amplamente estudada, LonA nunca havia sido apontada até então em outros trabalhos 

relacionados ao metabolismo de PHA.  

Em nossos estudos anteriores, avaliamos a mobilização de P3HB em linhagens 

recombinantes de E. coli abrigando os genes de acúmulo (phaCAB) e de mobilização de P3HB 

(phaZa1 e lonA) de R. eutropha. Neste trabalho, foi possível observar que quando phaZa1 e 



 

 
 

lonA estavam presentes simultaneamente, as taxas de mobilização superaram 50% do polímero 

previamente acumulado, embora não tenha havido mobilização efetiva quando apenas um 

destes genes estava presente. Inesperadamente, o mesmo trabalho demonstrou que a presença 

do gene lonA, sem simultânea expressão de phaZa1, levou a um aumento expressivo das taxas 

de acúmulo de P3HB pela linhagem recombinante de E. coli, podendo atingir mais de 70% de 

sua massa seca celular, em cultivos em frascos agitados, utilizando glicose como fonte de 

carbono. Nossos resultados prévios, nos sugerem a existência de uma interação entre LonA e 

as proteínas envolvidas no acúmulo e na degradação intracelular de P3HB, possivelmente PhaC 

(P3HB sintase) e PhaZa1 (i-P3HB despolimerase), respectivamente. Desta forma, o presente 

trabalho tem por objetivo o estudo de LonA, tanto no processo de síntese quanto de mobilização 

de P3HB, através de cultivos de linhagens recombinantes de Escherichia coli, visando o melhor 

entendimento desta proteína no metabolismo deste biopolímero.  

  



 

 
 

CONCLUSÃO  

 

As conclusões deste trabalho estão apresentadas a seguir. 

 As linhagens de Escherichia coli avaliadas neste trabalho (XL1-Blue, LS5218 e 

MG1655) tiveram sua capacidade de síntese de P3HB aumentada quando o gene lonA está 

presente, em comparação com as respectivas cepas controle que não expressam esse gene, 

sustentando a hipótese de que LonA é requerido para atingir maiores taxas de produção desse 

biopolímero nas mesmas. Contudo, esta protease parece ter um efeito pleotrópico neste 

metabolismo, favorecendo de forma indireta o acúmulo de P3HB.  

 Dentre as cepas de E. coli avaliadas em cultivos em agitadores rotativos, as linhagens 

XL1-Blue e MG1655 foram as que apresentaram maiores teores de acúmulo de P3HB 

intracelular, entretanto o papel de LonA na síntese do biopolímero se mostrou mais evidente na 

linhagem XL1-Blue, quando comparado a linhagem controle. 

 Os primeiros experimentos com a linhagem de E. coli XL1-Blue em biorreatores 

demonstraram que esta cepa apresenta dificuldades em crescer em meio mínimo, sendo 

necessário a adição de extrato de levedura ao cultivo. Além disso, é preciso adicionar cloreto 

de sódio ao meio de cultura, para que o crescimento celular seja efetivamente observado. 

  Os testes em agitadores rotativos sugerem que a concentração de 4,0 g/L de NaCl ao 

meio de cultura é a que melhor favorece a formação de biomassa, bem como o acúmulo de 

P3HB, nas células de E. coli XL1-Blue. 

 A expressão de LonA na linhagem de E. coli XL1-Blue pJM9131 ocasiona um atraso 

no crescimento celular desta cepa nas primeiras horas do cultivo, quando comparado à formação 

de biomassa da cepa controle, tanto em cultivos em agitadores rotativos, como em biorreatores. 

Entretanto, após 20 horas de cultivo em biorreatores, este cenário se inverte e a linhagem com 

a presença de LonA aumenta sua produção celular em relação à linhagem controle. Estes dados 

indicam que LonA leva a uma alteração no metabolismo geral da célula, de modo a favorecer 

tanto a síntese de P3HB, como a formação de biomassa celular, em relação à linhagem controle. 

 As cepas avaliadas de E. coli XL1-Blue em biorreatores produzem altas concentrações 

de ácido acético até cerca de 38 horas de cultivos, o que dever ser um inibidor para o 

crescimento celular. Contudo, nas fases finais de cultivo, quando a concentração de glicose se 

torna limitante no meio, este subproduto passa ser consumido pela célula, atuando como fonte 

de carbono alternativa para as células. 

 A análise dos percentuais de carbonos recuperados na formação dos respectivos 

produtos metabólicos, sugere que a presença de LonA faça com que mais carbono seja desviado 



 

 
 

para a produção de P3HB e formação de biomassa celular, do que para a respiração, 

demonstrando clara alteração na distribuição de fluxos metabólicos quando esse gene é 

expresso, em relação ao controle. Estes dados sustentam a hipótese de que LonA desempenha 

um papel pleotrópico na síntese deste biopolímero. 

 A expressão isolada da i-P3HB despolimerase PhaZa1, de R. eutropha, em linhagens 

recombinantes de E. coli não resulta em mobilização expressiva de P3HB. Entretanto as taxas 

de mobilização de P3HB nestes recombinantes passam a ser evidentes quando há coexpressão 

de PhaZa1 e LonA ou PhaZa1 e PhaP1, tanto em ensaios in vitro como in vivo. Entretanto, a 

concomitante expressão de LonA e PhaZa1 resulta em taxas de mobilização de P3HB até 3 

vezes maiores que a degradação do polímero na presença de PhaP1 e PhaZa1, em cultivos em 

agitador agitado. 

 A tiólise dos grânulos purificados de nP3HB, com consequente formação de 3HB-CoA, 

confirma que a degradação de P3HB ocorre na presença concomitante de PhaP1 e PhaZa1 ou 

LonA e PhaZa1, sendo mais expressivas neste último caso. 

 Embora seja evidente que LonA desempenhe um papel chave para que a mobilização 

de P3HB em E. coli recombinante ocorra, está proteína parece não estar associada ao grânulo, 

uma vez que a tiólise dos grânulos só pode ser detectada quando foi adicionado à mistura extrato 

celular contendo LonA, e não quando havia apenas os grânulos purificados. 

Não há uma ligação direta entre as proteínas LonA e PhaC ou LonA e PhaZa1, pelo 

menos não estável o suficiente para serem copurificadas por cromatografia de afinidade e 

cromatografia de exclusão molecular. 
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