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RESUMO 

Polihidroxialcanoatos (PHAs) são polímeros de hidroxialcanoatos produzidos, e 

acumulados, intracelularmente, como fonte de carbono e/ou outros materiais energéticos, 

em vários microorganismos. Freqüentemente, o acúmulo dos PHAs ocorrem em condições 

abaixo do limite nutricional de elementos como N, P, S, O ou Mg e excesso de carbono, 

podendo representar até 80% da massa seca total da célula. Mais de 300 diferentes 

microorganismos podem sintetizar e acumular PHAs. O polihidroxibutirato (PHB) é o mais 

conhecido dentre os polímeros bacterianos biodegradáveis denominados 

polihidroxialcanoatos. Por ter propriedades semelhantes ao polipropileno, o PHB pode ser 

usado na fabricação do plástico biodegradável. Além da busca por maior produção de tal 

polímero, pouco é conhecido sobre seu papel biológico, em especial nos rizóbios. Estudos 

revelaram que há variação na capacidade da produção e acúmulo de PHB nessas bactérias 

quando em simbiose, dependendo da espécie em questão e das condições de cultivo das 

mesmas, observando-se bactérias incapazes de acumular PHB quando bacterióides, como é 

o caso do Rhizobium meliloti, ou capazes de produzir e acumular PHB, nessas condições, 

como é o caso de Rhizobium etli, Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii. 

Desta forma, este trabalho teve por objetivo a identificação dos genes responsáveis pela 

síntese de PHB em Bradyrhizobium elkanii, clonagem e expressão dos mesmos em 

Escherichia coli, uma vez que esta bactéria é bem conhecida como ferramenta molecular e 

se multiplica rapidamente, podendo atingir uma alta produção do polímero esperado, em 

um curto período de tempo. Além disso, objetivou-se, também, aumentar a produção de 

PHB em B. elkanii através de mutações aleatórias (através da inserção do transposon 
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TnphoA), já que esta é uma bactéria naturalmente produtora de PHB. Para isso, os genes 

phbA, phbB e phbC foram isolados através da técnica de PCR, amplificando-se os genes 

inteiros. Estes foram clonados em vetores de expressão tipo pET (NOVAGEN), sendo os 

genes phbA e phbB clonados em “operon” em um mesmo vetor e o gene phbC clonado 

separadamente. A expressão dos genes foi analisada, bem como sua capacidade de produzir 

PHB. Os mutantes de B. elkanii obtidos através da inserção do transposon TnphoA foram 

analisados com o uso do corante Sudan Black, procurando-se selecionar linhagens maiores 

produtoras de PHB. A produção dos mutantes selecionados foi, posteriormente, analisada 

por cromatografia gasosa. 

Observou-se que a linhagem de E.coli com os três genes clonados teve a capacidade 

de produzir PHB, porém com baixa eficiência. Já os mutantes aleatórios de B. elkanii 

apresentação diferentes acúmulos em relação ao selvagem, com destaque para o MUT33 

que teve 72% da sua massa seca acumulada na forma de PHB, enquanto o selvagem 

acumulou 51% de PHB, nas mesmas condições. 
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ABSTRACT 

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are polymers of hydroxyalkanoate acids, produced 

and accumulated intracellularly as a source of carbon and energy storage material, in 

prokaryotic cells. Often, the PHAs accumulation occurs in conditions when the carbon 

source is in excess but one or several other nutrients are limited, and may represent up to 

80% of the cell dry weight. More than 300 different microorganisms can synthesize and 

accumulate PHAs. The polyhydroxybutyrate (PHB) is the most studied polymer among the 

bacterial biodegradable polymers (PHAs). By having properties similar to polypropylene, 

PHB can be used in the manufacture of biodegradable plastic. On the search for greater 

production of such polymer, little is known about its biological role, especially in the genus 

Rhizobium. Studies have shown that there is a variation in the PHB capacity production 

and accumulation when these bacteria are in symbiosis. Depending on the species and 

cultivation conditions it has been observed either incapacity of PHB  production and 

accumulation, when Bacteroides, as Rhizobium meliloti; or capacity and accumulation of 

PHB under bacteroides fase, as Rhizobium etli, Bradyrhizobium japonicum and 

Bradyrhizobium elkanii. Therefore, the present work aimed the identification, cloning and 

expression, in Escherichia coli, of responsible genes for PHB synthesis in Bradyrhizobium 

elkanii. Moreover, it was also expected to increase the production of PHB in B. elkanii, 

through random mutations (insertion of the TnphoA transposon), since B. elkanii is a good 

natural producer of PHB. For this, the entier phbA, phbB and phbC genes were isolated by 

PCR. Those genes were cloned in expression vectors such pET (NOVAGEN), where phbA 

and phbB genes were cloned in operon, in a single vector, whereas phbC gene was cloned 
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separately, in another vector. The expression of those genes was analyzed, as well as its 

ability to produce PHB. Mutants B. elkanii, obtained by insertion of the TnphoA 

transposon, were analyzed using the dye Sudan Black, in order to select different strains 

that might produce higher quantities of PHB. The production of PHB by mutants was then 

analyzed by gas chromatography. 

It was observed that the E. coli with the three cloned genes had the ability to 

produce PHB, but with low efficiency. The B. elkanii random mutants show different 

accumulation compared to the wild, especially MUT33 that had 72% of its dry mass 

accumulated in the form of PHB, while the wild 51% of accumulated PHB under the same 

conditions. 
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1. INTRODUÇÃO    

Os polímeros sintéticos (plásticos), atualmente, fazem parte do cotidiano da espécie 

humana, estando presente em, praticamente, todos os seus aspectos e que devido às suas 

características de degradação constituem-se um dos maiores desafios ambientais.  

No ano de 2000, o Brasil produziu aproximadamente 23 mil toneladas de lixo/dia, 

sendo que, em média, 20% desse volume corresponde aos plásticos (COUTINHO et al., 

2004). Estima-se, ainda, que o consumo mundial de plástico chegue a 140 milhões de 

toneladas/ano, sendo necessários 150 milhões de toneladas de combustível fóssil para a sua 

produção (SURIYAMONGKOL et al., 2007). Desta forma, torna-se essencial o 

desenvolvimento de alternativas que possam compatibilizar a praticidade do uso dos 

materiais plásticos e o desenvolvimento sustentável, permitindo o consumo e a 

conveniência, sem comprometer os recursos do planeta. Visto que o período para a 

degradação dos plásticos é 40-50 anos, podendo chegar até a 200 anos no caso dos 

polímeros sintéticos (BOHMERT et al., 2002), somado ao montante de resíduos plásticos 

no lixo gerado, e a quantidade de combustível fóssil necessária para a sua produção, torna-

se clara a urgência de adoção de alternativas ao uso destes materiais.  

Uma das possíveis alternativas é a substituição dos polímeros de origem 

petroquímica pelos polihidroxialcanoatos (PHAs). Os PHAs são poliésteres microbianos 

sintetizados e acumulados intracelularmente por diversas espécies bacterianas. Estes 

possuem importantes propriedades termoplásticas que permitem sua aplicação em diversas 

áreas, como fabricação de embalagens, garrafas, filmes, fibras, produtos de higiene, pinos e 
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suturas cirúrgicas, sistemas de liberação controlada de drogas e medicamentos, de 

inseticidas, entre outras. São insolúveis em água, enantioméricos puros, não tóxicos, 

biocompatíves, biodegradáveis (STEINBÜCHEL e EVERSLOH, 2003), sendo produzidos, 

assim, a partir de matéria prima renovável. No entanto, apesar das vantagens para o 

ambiente, a produção em larga escala dos plásticos biológicos é mais cara quando 

comparada à produção dos plásticos de origem petroquímica. Apesar disso, o Brasil por ser 

um dos maiores produtores de fontes de carbono renováveis, muitas das quais utilizadas 

como matéria prima para a produção de PHAs, apresenta grande potencial para a produção 

destes biopolímeros com um custo compatível (PRADELLA, 2006) quando comparado 

com o custo a partir dos combustíveis fósseis. 

Assim, com o objetivo de se viabilizar, de maneira competitiva, a produção de 

PHAs, fazem-se necessárias pesquisas que identifiquem novos organismos produtores, 

novas vias metabólicas e desenvolvimentos de linhagens capazes de produzir de maneira 

econômica os referidos PHAs.   
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Os polihidroxialcanoatos (PHA) 

Polihidroxialcanoatos (PHAs) são poliésteres microbianos sintetizados e 

acumulados intracelularmente em condições de estresse ambiental, e em altas 

concentrações de carbono (LENZ e MARCHESSAULT, 2005), sendo considerados como 

fonte de reserva energética para a bactéria.  

Os PHAs são biopolímeros que possuem propriedades semelhantes aos 

termoplásticos. As propriedades físicas e mecânicas desses materiais dependem da 

composição monomérica, do peso molecular e de sua distribuição, sendo estas 

influenciadas, diretamente, pela variação do grupamento R e pela posição do grupo 

carbonila (n) (Figura 1) (FREITAS, 2007). O peso molecular do polímero depende do 

organismo que o produz e das condições de cultivo, podendo variar de 6x103 até  2x105 

KDa (CARMINATTI et al., 2006). 
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n =  1                  R =     

 

 n = 2                    R =         Hidrogênio                                        Poli (4-hidroxibutirato) 

n = 3                    R =          Hidrogênio                                        Poli (5-hidroxivalerato) 

Figura 1. Estrutura geral dos PHAs 

 

Os microrganismos produtores de PHAs podem ser classificados quanto à influência 

do substrato na produção do polímero e ao tipo de monômeros que podem incorporar 

(monômeros de cadeia curta ou longa). Quanto à influência do substrato, em alguns casos, 

os monômeros de PHA produzidos estão relacionados ao substrato fornecido ao meio de 

cultivo, como por exemplo, o uso de ácido propiônico para produção de poli-

hidroxivalerato. Neste caso, a classificação empregada é de biossíntese de PHA a partir de 

substrato relacionado. Por outro lado, existem bactérias capazes de produzir unidades 

monoméricas diferentes de P3HB a partir de substratos simples como glicose e sacarose, 
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dispensando substratos mais específicos, sendo classificados como biossíntese de PHA a 

partir de substratos não relacionados (STEINBUCHEL, 1996; HOLTWICK et al., 1997). 

Quanto aos monômeros que podem ser incorporados, existe um grupo de bactéria 

que incorpora apenas monômeros de cadeira curta, chamados de HAscl, como é o caso de 

Raustonia eutrophus, e outro grupo que incorpora apenas monômeros de cadeira média, 

chamados de HAmcl, como é o caso de Pseudomonas (CARMINATTI, et al., 2006). 

 

2.2. O Polihidrxibutarato (PHB) 

O polihidroxibutirato (PHB) é o polímero do grupo dos PHAs mais estudado, depois 

da sua descoberta no organismo Bacillus megaterium (LEMOIGNE, 1926). Essa molécula 

possui propriedades muito semelhantes aos polipropilenos, sendo utilizado industrialmente 

na produção de plástico biodegradável. O interesse sobre o PHB cresce cada vez mais pelas 

vantagens que apresenta sobre o plástico convencional, derivado do petróleo, e pelas 

exigências cada vez mais severas no controle de poluição, principalmente para os países 

desenvolvidos. Dentre as vantagens do uso do PHB destaca-se, principalmente, a 

biodegradação que o mesmo sofre na natureza. Na forma de plástico biodegradável este se 

decompõe em uma grande diversidade de ambientes, liberando apenas água e gás carbônico 

em ambientes aeróbios, sendo que em 60 semanas pode se alcançar 100% de degradação. Já 

em ambientes anaeróbicos a degradação total se dá em seis semanas, porém produzindo 

além de água e gás carbônico, gás metano (CARMINATTI et al., 2006).  
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O uso do PHB está centrado na fabricação de produtos de rápido descarte, como 

barbeadores, embalagens de cosméticos, copos e talheres plásticos. Outra aplicação 

promissora do PHB é na área médica humana e veterinária, em cápsulas gelatinosas para a 

ingestão de medicamentos ou na forma de pinos, fios, suturas e enxertos ósseos, materiais 

estes que poderiam ser assimilados naturalmente pelo organismo (MORENO, 2003).  

 

2.3. Vias de síntese e degradação do PHB 

A via metabólica pela qual o PHB é sintetizado consiste de três reações (MADISON 

e HUISMAN, 1999). A primeira reação consiste na condensação de duas moléculas de 

acetil – CoA  em uma de acetoacetil – CoA, reação catalisada pela enzima beta – cetoacil – 

CoA transferase (EC 2.3.1.9), codificada pelo gene phbA.  A segunda reação é a redução da 

molécula de acetoacetil – CoA  para (R) – 3 – hidroxibutiril  - CoA, reação dependente de 

NADPH e catalisada pela enzima acetoacetil – CoA redutase (EC 1.1.1.36), codificada pelo 

gene phbB. Na terceira e última reação, os monômeros de (R) – 3 – hidroxibutiril .- CoA 

são polimerizados em poli (3-.hidroxibutirato) pela enzima P(3HB) sintase (EC 2.3.1), 

codificada pelo gene phbC.  

Apesar dos genes responsáveis pela síntese de PHB codificarem, basicamente, as 

mesmas enzimas para a maioria dos organismos, a organização no genoma varia de acordo 

com a espécie do microrganismo. Cupriatus necator, Burkholderia sp. e Alcaligenes latus 

apresentam os três genes em operon, podendo variar apenas a ordem entre eles, mas 

estando juntos no cromossomo bacteriano, como por exemplo em C. necator onde os genes 

phbA, phbB e phbC estão organizados em um operon phaCAB (SCHUBERT et al., 1988; 
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SLATER et al., 1988; PEOPLES e SINSKEY, 1989). Já em bactérias como Caulobacter 

crescentus, Rhizobium etli, Paracoccus denitrificans e Methylobacterium extorquens, o 

gene phbC, responsável por codificar a enzima PHB sintase, não está localizado no mesmo 

operon que os genes phbA e phbB, os quais são coordenados por um único promotor 

(REHM, 2003). 

Da mesma forma, a via de degradação do PHB também é catalisada por três 

enzimas. Primeiro, o PHB é quebrado em 3-hidroxibutirato pela ação da enzima PHB 

depolimerase (EC3.1.1.75) codificada pelo gene phbD. Em seguida, a enzima 3-

hidroxibutirato desidrogenase (EC 1.1.1.30), codificada pelo gene bdhA, oxida o 3-

hidroxibutirato em acetoacetato. Por fim, o acetoacetato é convertido em acetil-CoA pelas 

enzimas acetoacetil-CoA transferase (EC 6.2.1.1) e beta – cetoacil – CoA tiolase (EC 

6.2.1.1), sendo que esse será metabolizado pelo ciclo do ácido cítrico ou pelo ciclo do 

glicoxalato (SENIOR e DAVES, 1973). 

 

2.4. A biodegradação e as vantagens do uso do PHB 

A biodegradação consiste na degradação dos materiais poliméricos através da ação de 

organismos vivos. Segundo estabelecido pela American Standard for Testing and Methods 

(ASTM-D-883), polímeros biodegradáveis são polímeros que podem ser degradados 

primariamente pela ação de microorganismos tais como bactérias, fungos e algas de 

ocorrência natural (RAGHAVAN, 1995). Em geral, derivam desse processo CO2, CH4, 
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componentes celulares microbianos e outros produtos. Neste sentido, vários polímeros têm 

sido estudados para aplicação em diversos processos.  

O plástico convencional é largamente utilizado no mundo e no Brasil e, como em 

outros países, o seu descarte representa sério problema ambiental. Neste sentido, o plástico 

biodegradável é uma opção correta, pois pode ser destruído por microrganismos do próprio 

meio transformando-se totalmente em gás carbônico e água, sem a geração de resíduos 

tóxicos, ao contrário dos polímeros de origem petroquímica. Além disso, por se tratar de 

uma matéria-prima orgânica, o polímero pode ser utilizado também para a criação de 

produtos médicos, como material de sutura e pequenas próteses, pois diminuiria os riscos 

de rejeição pelo organismo humano (SANTOS, 2006). O polihidroxibutirato vai atender 

aos requisitos de uma área específica de mercado, pois muitas empresas reconhecem que ter 

um produto feito com plástico biodegradável é um diferencial importante. Atualmente, 

pode-se observar a aplicação de vários estudos com PHB. Uma indústria canavieira em 

Serrana está produzindo 60 toneladas do polímero por ano, sendo que quase a totalidade da 

produção destina-se à exportação. Outro ponto positivo do uso do PHB como plástico 

biodegradável, é que em estudo realizado por ROSA et al. (2002) verificou-se que, em 

relação a outros polímeros biodegradáveis, como poli-b-(hidroxibutirato-co-valerato) 

(PHB-V) e o poli-(e-caprolactona) (PCL), o PHB é o que tem degradação mais rápida em 

solo compostado, o que é favorável à conservação ambiental. 
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2.5. Os empecilhos do uso do PHB 

Um dos maiores empecilhos para o uso comercial do PHB para a fabricação de 

plásticos biodegradáveis é seu alto custo de produção, que gira em torno de 2,5 

dólares/quilo, enquanto, os polímeros convencionais custam em torno de 0,5 a 1,0 

dólar/quilo (http://www.ipt.br/institucional/imprensa/midia/?ID=260 acesso 30 de setembro 

de 2009). Desta maneira, uma das alternativas utilizadas são misturas poliméricas 

biodegradáveis (sintéticas ou não) que consistam numa mistura física de dois ou mais tipos 

de materiais poliméricos ou copolímeros que não são ligados por ligações covalentes 

(STEVENS, 1999). Nesse sentido, um dos produtos utilizados é o amido, que vem 

despertando interesse por ser um produto de fácil acesso e também por liberar CO2 para a 

atmosfera quando incinerado (BAGLEY et al., 1997; GOGOLEWSKI et al., 1993). 

 

2.6. O uso da engenharia genética para produção de PHB 

Para a redução do custo de produção do PHB, vários pesquisadores fizeram o uso de 

técnicas de biologia molecular, traçando diversas estratégias, como por exemplo, 

modificações na via metabólica do ciclo do ácido tricarboxílico, ou mesmo na própria via 

de síntese do PHB. Outra alternativa, foi o aumento na atividade das enzimas de biossíntese 

do PHB por amplificação do gene (PARK e LEE, 1996; KABIR e SHIMIZU, 2003; LEE et 

al., 2003; TAGUCHI et al., 2003).  

http://www.ipt.br/institucional/imprensa/midia/?ID=260
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 Os genes envolvidos na síntese do PHB têm sido analisados extensivamente por 

técnicas bioquímicas e forneceram indícios sobre a regulação do processo (MADISON e 

HUISMAN, 1999). Foi investigada a participação dos genes glnB, glnZ, e glnD na 

regulação da biossíntese do PHB. Observou-se que os mutantes para estes genes produzem 

quantidades substancialmente mais elevadas de PHB do que as bactérias do tipo selvagem 

(SUN et al,, 2002). 

Por outro lado, clonagem do gene phbC1 de Pseudomonas sp e phbAB de Wautersia 

eutropha, com diferentes promotores em W. eutropha phb negativa, mostraram que esta 

adquire a capacidade de produzir PHB, porém o tipo de promotor influenciou diretamente 

na quantidade de polímero produzido e a constituição deste, sendo que o promotor Pphb de 

W. eutropha apresentou as melhores porcentagens de PHB por massa seca de célula, 

segundo DELAMARRE e BATT (2006) 

Outra estratégia utilizada pelos pesquisadores foi a clonagem dos genes 

responsáveis pela visa de síntese do PHB em Escherichia coli, visto que esta é uma bactéria 

que não produz naturalmente PHB, mas é muito bem conhecida e utilizada como 

ferramenta genética, tornando-se fácil a sua manipulação genética e conseqüentemente a 

expressão de genes heterólogos (ALDOR e KEASLING, 2003). Além disso, E. coli se 

multiplica rapidamente, apresentando uma alta densidade celular, em um curto período de 

tempo e com uma fonte de carbono acessível, já que são capazes de metabolizar glicose 

(SHILOACH e FASS, 2005). Entretanto, alguns estudos realizados com E. coli 

recombinante, mostraram baixa eficiência no acúmulo de PHB tanto em escala laboratorial 

como em industrial (HUANG et al., 2006). Isto pode ser devido a E. coli não possuir toda a 
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maquinaria biossintética necessária para a produção de PHB, sobrecarregando a maquinaria 

da célula para tal produção. 

 

2.7. Os rizóbios 

O nitrogênio é considerado o elemento químico mais importante para a 

produtividade agrícola tropical. Sua forma mais abundante se encontra no estado gasoso 

(N2), constituindo cerca de 80% da atmosfera, porém não podendo, nesta forma, ser 

utilizado diretamente pelas plantas. Entretanto, bactérias fixadoras de nitrogênio, ou 

diazotróficas, que apresentem características de associações simbióticas com leguminosas, 

podem fixar o nitrogênio (N2) diretamente da atmosfera reduzindo-o a amônia (NH3), que 

será assimilada em aminoácidos e proteínas pelas plantas hospedeiras. As associações 

melhor compreendidas incluem bactérias Gram-negativas da família Rhizobiaceae 

(ZAHRAN, 1999). Esta simbiose é responsável pela maior parte do fluxo global de 

nitrogênio atmosférico fixado nas formas de amônia, nitrato e compostos orgânicos.  

As bactérias conhecidas, anteriormente, como sendo da família Rhizobiaceae estão, 

atualmente, segundo o Manual de Bacteriologia Sistemática de Bergey (GARRITY et al., 

2006) divididas em: Rhizobiaceae (Rhizobium, Allorhizobium e Sinorhizobium), 

Phyllobacteriaceae (Mesorhizobium), Bradyrhizobiaceae (Bradyrhizobium) e 

Hyphomicrobiaceae (Azorhizobium). 

A espécie Bradyrhizobium elkanii foi determinada por KUYKENDAL et al. (1992) 

e, assim como Bradyrhizobium japonicum, normalmente induz a formação de nódulos em 

espécies de plantas de soja (Glycine) e siratro (Macroptilium atropurpureum). As linhagens 
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brasileiras SEMIA 5019 (29W) e SEMIA 587 foram classificadas como pertencentes à 

espécie B. elkanii considerando-se a similaridade de seqüências 16S rDNA e a reatividade a 

anticorpos contra sorogrupos das linhagens internacionais, USDA76 e USDA 31 

(RUMJANEK et al., 1993). Dessa forma, a linhagem SEMIA 587, que será utilizada neste 

estudo, perante a classificação atual, está inclusa na nova família Bradyrhizobiaceae 

(GARRITY et al., 2006).  

 

2.8. Produção de PHB em rizóbios 

Rizóbios como Rhizobium leguminosarum e Rhizobium meliloti são capazes de 

sintetizar uma série de polímeros que, além de serem utilizados como fonte de carbono pela 

bactéria, apresentam importante papel na indústria. Entre outras, essas bactérias sintetizam 

glicanas cíclicas (BREEDVELD et al., 1993) que podem ser usadas em produtos 

alimentícios e farmacêuticos (LINTON et al., 1991).  

PAGANELLI (2007) demonstrou que a fonte de carbono fornecida no meio de 

cultivo está diretamente relacionada à produção de polihidroxibutirato. Quando sacarose é 

utilizada como fonte de carbono, o acúmulo de PHB em R. hualtlense, Bradyrhizobium sp. 

e R. leguminosarium é muito maior do que com a utilização de glicerol, o que foi 

confirmado após a análise da expressão do gene phbC por técnica de PCR em tempo real 

nesses organismos, sendo que a bactéria R. hualtlense apresentou a maior expressão de tal 

gene com respectivo acúmulo, em especial após 144h de cultivo.  

A relação entre a produção de PHB em linhagens de rizóbio, em vida livre ou em 

simbiose, é específica para cada espécie dessas bactérias. R. meliloti é uma das espécies de 
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rizóbio que não acumula PHB quando em simbiose e, com isso, em mutantes que são 

incapazes de produzir PHB em vida livre, não há alterações na simbiose com alfafa.  Já 

mutações feitas no gene phbC de R. etli, fazendo com que esse organismo não produza 

mais PHB, mostraram causar alterações em várias áreas do metabolismo desse organismo, 

como por exemplo  o aumento dos níveis de excreção de ácidos orgânicos e acúmulo de 

glicogênio, aumento na concentração intracelular de nucleotídeos e aumento da fixação de 

nitrogênio, o que é justificável por esse organismo ter a capacidade de não produzir PHB 

quando em simbiose, já que há competição entre as duas vias (CEVALLOS et al., 1996). 

Comprovada essa hipótese, em mutantes de B.  japonicum, nos genes nifD, nifK, e 

nifH, há um aumento expressivo do acúmulo de PHB, o que mostra a competição entre 

essas duas vias, já que o B. japonicum também acumula PHB quando em simbiose. 

 Em bacteróides de B. elkanii foram encontrados por MARCONDES et al. (2008) 

expressão dos genes phbC e glgA, indicando a síntese e acúmulo das reservas de 

polihidroxibutirato (PHB) e glicogênio, respectivamente. O metabolismo do PHB por 

bacteróides pode ter papel regulatório na captura de carbono a agentes redutores a partir do 

ciclo TCA, sob condições microaeróbicas, impedindo a inibição enzimática pelo acúmulo 

de redutores e balanceando a quantidade de carbono metabolizado. O metabolismo do 

glicogênio pode ter papel semelhante ao do PHB, ocorrendo inclusive um fluxo de carbono 

entre os dois compostos. (LODWIG e POOLE, 2003).  

Outros possíveis papéis do PHB em simbiose é a utilização deste como fonte de 

energia para a divisão celular durante a infecção na planta; proteção da enzima nitrogenase, 

fornecendo o poder redutor para manutenção da difusão de O2 na ausência de fotossíntese; 
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na recuperação dos bacteróides na sua liberação na rizosfera, depois da senescência do 

nódulo e aumento do tempo de sobrevivência da bactéria tanto no solo como na rizosfera 

(MADISON e HUISMAN, 1999). 
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3. OBJETIVOS 

Este trabalho teve por objetivo a identificação dos genes responsáveis pela síntese 

de PHB em Bradyrhizobium elkanii, clonagem e expressão dos mesmos em Escherichia 

coli, além do aumento a produção de PHB em B. elkanii através de mutações aleatórias. 

Para isso, os objetivos específicos foram propostos: 

1. Identificação e isolamento dos genes phbA, phbB e phbC em B. elkanii. 

2. Produção de maneira estável uma linhagem recombinante de E.coli com dois 

vetores de expressão de mesmo grupo de incompatibilidade , contendo os três genes 

da via de síntese de PHB e com a capacidade de acumular este polímero. 

3. Produção de mutantes aleatórios de B. elkanii através do transposon TnphoA que 

produzam mais PHB que a linhagem selvagem. 

4. Comparação da produção de PHB na E. coli recombinante e nos mutantes de B. 

elkanii. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Expressão heteróloga dos genes phbA, phbB e phbC em E. coli 

4.1.1. Linhagens bacterianas, plasmídios e cultivo:  

 As linhagens bacterianas e vetores plasmidiais utilizados para clonagem e expressão 

dos genes phbA, phbB e phbC, estão descritos na tabela 1.  

Tabela 1. Linhagens bacterianas e plasmídios para construção de E. coli recombinante. 

Linhagem   

E. coli   

DH5α Linhagem hospedeira do vetor pGEM-T-easy  

BL21de3 Linhagem hospedeira do vetor pET28a e pET28a-AMP  

E. coliAB BL21 de3 com construção pET28a e operon phbAB de B. elkanii Desenvolvida neste estudo 

E. coliC BL21 de3 com construção pET28aAMP e gene phbC de B. 

japonicum 

Desenvolvida neste estudo 

E. coliABC BL21 de3 com construção pET28a e operon phbAB de B. elkanii 

e construção pET28aAMP e gene phbC de B. japonicum 

Desenvolvida neste estudo 

Vetores   

pGEM-T- easy Resistência à Ampicilina Promega 

pGEM-T AB Vetor pGEM-T- easy e operon phbAB de B. elkanii Desenvolvido neste estudo 

pGEM-T C Vetor pGEM-T- easy e gene phbC de B. japonicum Desenvolvido neste estudo 

pET28a Resistência à Canamicina Novagen 

pET28aAB Vetor pET28a e operon phbAB de B. elkanii Desenvolvido neste estudo 

pET28a AMP Resistência à Ampicilina Novagen modificado 

pET28a AMPC Vetor pET28aAMP e gene phbC de B. japonicum Desenvolvido neste estudo 
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As linhagens de E.coli e seus mutantes foram cultivados em meio de cultura LB 

(Luria Bertani) a 37ºC, durante 24h.  Após este período foi retirada uma alíquota de 800 µL 

do cultivado, sendo essa adicionada em 200 µL de glicerol. Tal amostra foi submetida ao 

congelamento em nitrogênio líquido e posteriormente estocada a -80ºC, sendo esse o 

estoque definitivo. 

 

4.1.2. Meios de cultura utilizados: 

Para o cultivo das linhagens de E. coli foram utilizados os seguintes meios de 

cultura: 

Meio LB “Luria-Bertani”: Triptona (10 g/L); Extrato de Levedura (5 g/L), NaCl (10 g/L), 

pH 7,0. Ágar (10 g/L) foi utilizado para meios sólido. Este meio de cultura foi utilizado 

para manutenção das linhagens, transformações para obtenção dos mutantes e estoques 

definitivos. 

Meio LB “Luria-Bertani” modificado: ao meio LB descrito acima foi acrescido 20g/L de 

glicose. Este meio de cultura foi utilizado para teste de acúmulo de PHB nestas bactérias. 

 

4.1.3. Extração de DNA genômico: 

Os DNAs genômicos totais de B. elkanii e B. japonicum foram extraídos segundo 

SAMBROOK e RUSSEL (2001). As células foram cultivadas em meio complexo TY 

durante 48h a 28°C, sob agitação a 140 rpm. A suspensão contendo bactérias foi 

centrifugada a 12000xg por 30 min, a 4° C e o sedimento lavado com solução salina (NaCl  

0,85%)  para  remoção  de  polissacarídeos  extracelulares  e  possíveis resíduos do meio de 
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cultivo. Em seguida, foram efetuados os processos de lise celular e degradação de RNA, 

através do tratamento com 500 µL de lisozima (5 mg/mL), 500 µL de  solução SDS 20% e 

15 µL de RNAse  (10 mg/mL). Para limpeza da fase aquosa, contendo o DNA, foram 

realizadas extrações com a mistura fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1) e 

clorofórmio-álcool  isoamílico, no volume 1:1 da amostra. O DNA foi precipitado com 2 

volumes de etanol 95% (gelado) e, após sedimentação a 5860xg por 20 min, a 4°C, lavado 

com 1 mL de etanol 70% (gelado). O DNA obtido foi seco à temperatura ambiente e 

ressuspendido em 250 µL de água.  Após a diluição do DNA genômico, o mesmo foi 

quantificado em espectrofotômetro e teve sua integridade avaliada em gel de agarose 1%. 

Estoques de DNA foram mantidos a -20°C.  

 

4.1.4. Extração de DNA plasmidial: 

As extrações plasmidiais de todas as construções realizadas foram feitas com o Kit 

QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN), seguindo as instruções do fabricante.  

 

4.1.5. Construção de iniciadores para isolamento dos genes phbA, phbB e phbC: 

A partir do conhecimento das seqüências dos genes phbA e phbB inteiras foi 

adotada a estratégia de construção de iniciadores que amplifiquem os dois genes inteiros, 

para a clonagem e expressão direta do produto de PCR. Como tais genes estão em “operon” 

no B. elkanii, optou-se por desenhar iniciadores que amplifiquem os dois genes juntos. 

 Quanto ao gene phbC, apesar de várias tentativas realizadas, não se obteve sua 

seqüência completa a partir de B. elkanii, apenas sua seqüência parcial. Comparando essa 
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seqüência parcial com a seqüência do gene phbC em B. japonicum, observou-se que essas 

são similares. Desde que, para construir iniciadores para amplificação do gene inteiro é 

necessário o início e término da seqüência, optou-se por desenhar os iniciadores utilizando 

a seqüência de B. japonicum, e conseqüentemente isolando-se o gene phbC deste 

organismo.  

 O desenho dos iniciadores para isolamento dos genes de interesse foi feito através 

do programa Gene Runner (versão 3.05), sendo que esses continham a seqüência inicial do 

gene phbA e a seqüência final do gene phbB, para amplificação do “operon”. No caso do 

gene phbC, os iniciadores continham a seqüência inicial e final desse gene de B. japonicum. 

Além disso, os iniciadores possuem sítios de restrição específicos para clonagem 

direcionada dos genes, para assim os genes serem clonados na direção correta no vetor de 

expressão. Para os genes phbA e phbB foram utilizados os sítios de restrição NcoI e NdeI, e 

para o gene phbC foram utilizados os sítios XhoI e EcoRI. Na tabela 3, podem ser 

observadas as seqüências dos iniciadores, bem como suas temperaturas de anelamento e 

tamanho do produto da amplificação. 

Tabela 2. Iniciadores utilizados para isolamento dos genes phbA, phbB e phbC. 

Iniciadores Seqüência 
Temperatura 

de Pareamento 

Produto da 

amplificação 

phbAB-F AGTTGCGGTACCATGTCCATGTCAGACGAT 65°C 2300pb 

phbAB-R AGTTGCGCATGCTCAGGCGTGATACTGGCC 65°C 

phbC-F AGTAGTGAATTCATGAGCGTCGTGAAGGTATTTCCA 60°C 1900pb 

phbC-R AGTAGTCTCGAGTTAGCTGTGGACGTAGTCTCCCGG 60°C 
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4.1.6. Purificação do produto da PCR: 

Os produtos das PCRs dos genes phbA, phbB e phbC foram purificados, segundo 

protocolo do kit de purificação DNA Clean-up System da Promega. 

 

4.1.7. Clonagem dos produtos de PCR em pGEM-T easy (PROMEGA): 

O produto de PCR correspondente aos genes phbA e phbB, e o produto de PCR 

correspondendo ao gene phbC foram clonados no vetor comercial pGEM-T easy 

(PROMEGA). A clonagem foi realizada de acordo com as recomendações do fabricante. 

 

4.1.8. Obtenção de vetor de expressão contendo a seqüência codificante dos genes 

phbA, phbB isolados de B. elkanii e phbC isolado de B. japonicum:  

Para obtenção de um vetor de expressão que contenha os três genes responsáveis 

pela síntese de PHB foram utilizadas as construções feitas em pGEM-T easy (PROMEGA) 

contendo os genes phbA e phbB, já que esses estão em um mesmo operon, e a construção 

contendo apenas o gene phbC.  

Os genes phbA e phbB foram digeridos com duas enzimas específicas que digerem 

adjacente a esses genes no vetor pGEM-T easy (PROMEGA), sendo as mesmas utilizadas 

para digestão do vetor de expressão pET28a (NOVAGEN). Dessa forma, a clonagem foi 

direcionada, possibilitando a expressão corretas desses genes. 

Para o gene phbC foi realizada a clonagem em vetor pGEM-T easy (PROMEGA) e 

também a clonagem direta em vetor de expressão pET28aAMP. Optou-se por realizar a 
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incubação, foram selecionadas as colônias de coloração branca, recombinantes.  Os clones 

transformados foram repicados com palitos de madeira esterilizados para placas 

esterilizadas de poliestireno (96 “well assay plate”, 250 mL) contendo 125 µL de meio LB 

+ 50 µg/mL de ampicilina ou 30µg/mL de Canamicina.  As placas foram incubadas em 

estufa B.O.D. a 37° C por 24h. Após esse período, foram adicionados 125 µL de solução de 

glicerol 20% (v:v) e as placas estocadas a -80°C.  

 

4.1.11. Seqüenciamento:  

O seqüenciamento dos produtos de PCRs, construções em pGEM-T easy e vetores 

de expressão com os genes phbA, phbB e phbC, foram realizados utilizando-se o “BigDye 

Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit” (APPLIED BIOSYSTEM) como agente 

fluorescente. 

 Após a reação de PCR de seqüenciamento, as amostras foram submetidas ao 

seqüenciamento automático de DNA utilizando o aparelho ABI 3700 DNA Analyzer-

Applied Biosystems. As seqüências obtidas foram analisadas pelo “Sequencing Analysis 

3.4” e a montagem da seqüência, verificação da qualidade das bases dos eletroferograma e 

arquivos gerados no formato FASTA realizados pelo pacote de programas 

“Phred/Phrap/Consed” (EWING et al.,1998; EWING e GREEN, 1998; GORDON et al. 

1998). A seqüência FASTA gerada foi comparada com as seqüências já depositadas no 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.htmL) para a identificação do gene 

em questão. 
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sobrenadante (fração solúvel) adiciona-se 1 mL da resina previamente preparada sendo esta 

mistura deixada em gelo e sob agitação por, no mínimo, 1h. Em seguida, o conteúdo é 

aplicado na coluna de cromatografia (Bio-rad) e coleta-se, como primeira fração, as 

proteínas que não se ligam à resina de níquel. Após essa primeira etapa, adiciona-se à 

resina tampão de extração com diferentes concentrações de imidazol (5 mM, 10 mM, 20 

mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM e 500 mM). Para cada concentração são coletadas duas 

frações de 5 mL cada.  

 

4.1.17. Gel SDS-PAGE para verificação da expressão e purificação da proteína: 

Para verificação da expressão um volume de 10 µL de cada amostra (solúveis obtidas a 

partir do sobrenadante e insolúveis obtidas a partir dos precipitados) obtidas a partir da 

extração de proteínas totais foi analisado através de eletroforese vertical em gel SDS-PAGE 

a 12% (SAMBROOK e RUSSEL, 2001) submerso em tampão tris-glicina (SAMBROOK e 

RUSSEL, 2001). Este procedimento também foi realizado para as frações obtidas no 

processo de purificação. Antes de serem aplicadas, as amostras foram fervidas por 5 

minutos para desnaturar as proteínas e melhorar a visualização no gel. 

A separação eletroforética se deu a 60V, durante 4h. Em seguida, o gel foi corado com 

solução corante Coomassie (0.25% Coomassie, 50% metanol, 10% ácido acético), durante 

1h e posteriormente descorado com solução descorante (25% metanol, 5% ácido acético). 
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4.2. Obtenção de mutantes aleatórios de Bradyrhizobium elkanii 

4.2.1. Linhagens bacterianas, plasmídios e cultivo:  

 

Tabela 3. Linhagens bacterianas e plasmídios utilizados para produção de mutantes 

aleatórios de B. elkanii. 

Bradyrhizobium elkanii   

SEMIA 587 Linhagem selvagem de B. elkanii FEPAGRO–Fundação Estadual 
de Pesquisa Agropecuária, 
Porto Alegre, RS. 

MUT 24 Mutante TnphoA SEMIA 587 Desenvolvida neste estudo 

MUT 31 Mutante TnphoA SEMIA 587 Desenvolvida neste estudo 

MUT 33 Mutante TnphoA SEMIA 587 Desenvolvida neste estudo 

MUT 50 Mutante TnphoA SEMIA 587 Desenvolvida neste estudo 

Vetores   

pRT733 Plasmídio que contém o transposon TnphoA Manoil e Beckwith, 1985  

 

A linhagem Bradyrhizobium elkanii SEMIA587 foi utilizada como objeto deste 

estudo, já que uma biblioteca de fosmídio (BE587) e bibliotecas de plasmídio foram 

construídas no Laboratório de Bioquímica de Microrganismos e Plantas, com o intuito de 

se sequenciar o genoma do B. elkanii. 

A linhagem SEMIA587 selvagem, bem como seus respectivos mutantes, foram 

cultivados em meio de cultura TY (“Triptone-Yeast Medium”) (BERINGER, 1974) a 29ºC, 

com agitação de 140rpm, durante 48h.  Após as 48h de crescimento foi retirada uma 

alíquota de 800 µL do cultivado, sendo essa adicionada em 200 µL de glicerol. Tal amostra 



45 

 

foi submetida ao congelamento em nitrogênio líquido e posteriormente estocada a -80ºC, 

sendo este o estoque definitivo. 

 

4.2.2. Meios de cultura utilizados: 

Para o cultivo da linhagem B. elkanii e seus mutantes, foram utilizados os seguintes 

meio de cultura:  

TY “Triptone-Yeast Medium” (BERINGER, 1974): Triptona (5g/L); Extrato de levedura 

(3g/L); CaCl2 (0,87g/L), pH 7. Meio de cultura utilizado para manutenção das linhagens em 

placa, conjugação para obtenção dos mutantes e estoques definitivos. 

RDM modificado (BISHOP, 1976): K2HPO4 (0,23g/L); MgSO4.7H2O (0,1g/L); Glutamato 

de sódio (1,1g/L); elementos traços (1,0mL/L), pH 6,8. Os elementos traços são 

constituídos por: H3BO3 (145mg/L); FeSO4.7H2O (125mg/L); CuSO4.7H2O(70mg/L); 

Na2MoO4 (125mg/L) e  nitrilotriacetato (7g/L). Ao meio RDM básico foi adicionado 30g/L 

de sacarose em substituição ao glicerol. Este meio de cultura foi utilizado para teste de 

acúmulo de PHB nestas bactérias. 

YMA “Yeast Mannitol Agar” (VINCENT, 1970): K2HPO4 (0,50g/L); MgSO4.7H2O 

(0,20g/L); NaCl (0,10g/L); Manitol (10g/L); Extrato de levedura (0,40g/L); Vermelho 

Congo (5mL/L); Agar (10g/L), pH 6,8. Este meio de cultura foi utilizado para comprovação 

da pureza da cultura, uma vez que, o meio YMA contém o corante vermelho congo, o qual 

indica possíveis contaminações, já que as linhagens de interesse (Rhizobium) não absorvem 

o corante, formando colônias brancas, e a maioria das linhagens contaminantes absorvem o 

corante formando colônias vermelhas. 
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4.2.3. Teste de resistência a antibióticos (MIC – Concentração Inibitória Mínima): 

 Como o objetivo do trabalho era a produção de mutantes, fez-se necessário conhecer 

os antibióticos aos quais a SEMIA587 é resistente, para avaliar qual vetor poderia ser usado 

para a construção dos mutantes.  

 Para isso, foram testados os antibióticos Ampicilina, Canamicina, Tetraciclina, 

Estreptomicina, Ácido Nalidíxico e Clorofenicol; nas concentrações 0,5µg/mL, 10µg/mL, 

20µg/mL, 50µg/mL, 100µg/mL, 200µg/mL e 500µg/mL.  

A linhagem em questão foi cultivada em meio líquido TY, a 140rpm, 28°C, durante 

7 dias, nas diferentes concentrações de cada antibiótico, sendo analisado seu desenvolvido, 

ou não, neste período. 

 

4.2.4. Produção de mutantes aleatórios pelo transposon TnphoA através de 

conjugação:  

A mutagênese com o transposon TnphoA foi realizada como descrita por TAYLOR 

et al. (1989), com algumas adaptações para conjugação entre E. coli e B. elkanii. A 

linhagem bacteriana a ser mutagenizada (SEMIA587) foi crescida em meio TY por 72h a 

28ºC. Já a linhagem pRT733, a qual contém o transposon TnphoA, foi crescida em meio 

LB, incubadas a 37ºC por 18 horas. A seguir, ambas foram conjugadas.  

Os ensaios de conjugação foram realizados conforme descrito por AZEVEDO e da 

COSTA (1973). A seleção dos mutantes foi realizada em placas contendo meio TY com os 

antibióticos (Estreptomicina- 100µg/mL) ao qual a linhagem SEMIA587 era resistente mais 

Canamicina 100µg/mL (marca de resistência presente no transposon TnphoA). Todas as 
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colônias transconjugantes obtidas resistentes à Canamicina foram coletadas e estocadas em 

20% de glicerol a -80°C. 

 

4.2.5. Triagem dos mutantes produtores de PHB: 

 Como foram obtidos vários mutantes aleatórios de B. elkanii, necessitava-se de um 

método rápido para seleção dos mutantes que mais produzissem PHB. Para isso, foi 

utilizada a coloração do Sudan Black, já que este cora em azul escuro os grânulos de PHAs.  

 Dessa forma, os mutantes foram crescidos em placas de petri com meio RDM 

modificado (item 4.2.2.), durante 10 dias a 28°C. Após este período, as placas com as 

culturas dos mutantes foram embebidas em solução Sudan Back 0,03% (diluído em etanol 

100%), durante 10 minutos e, em seguida, retirado o excesso de corante com etanol 70%.  

Os mutantes que ficaram com a coloração azul mais escura foram selecionados para 

posteriores análises da produção de PHAs. 

 

4.3. Dosagem de PHAs produzidos: 

 Para dosagem de PHB, tanto os clones de E. coli como os mutantes de B. elkanii 

foram testados. Os clones de E. coli foram cultivados em meio LB acrescidos de glicose, 

antibiótico correspondente a resistência do vetor e IPTG para indução da expressão, sendo 

que o cultivo se deu em 48h. Já os mutantes de B. elkanii foram cultivados em meio RDM 

modificado com Canamicina, durante 10 dias. Após o tempo de cultivo, as células foram 

centrifugadas a 4000xg, 20°C, durante 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado e o 

pellet restante submetido à liofilização. Após esse processo, as células secas foram pesadas 
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e adicionado 5 mL de clorofórmio as mesmas, deixando-as agitando durante 24h. Após as 

24h, o clorofórmio juntamente com o PHB extraído foi filtrado, e o filtrado recuperado em 

um novo tubo de ensaio. O clorofórmio foi evaporado e o produto que restou no tubo é o 

PHB, sendo este pesado e a relação feita com o peso seco da célula. 

 

4.4. Análise de PHAs produzidos: 

A quantidade e composição de PHAs produzidas pelas linhagens de E.coli, bem como 

pelos mutantes de B. elkanii foram determinadas através de cromatografia de fase gasosa de 

propil-ésteres pela metodologia descrita por GOMEZ (1996). Cerca de 10 a 15 mg de 

células liofilizadas foram transferidas para tubos, aos quais foram adicionados 2 mL de uma 

solução de ácido clorídrico em propanol (1:4 v/v), 2 mL de 1,2–dicloretano e 100 µL de 

uma solução de ácido benzóico (40 g/L) em propanol. Os tubos foram fechados fortemente, 

agitados e submetidos à propanólise por 3 horas a 100ºC, com agitação após os primeiros 

30 minutos de propanólise. Após resfriamento, foram adicionados aos tubos 4 mL de água 

destilada, agitando-se os mesmos, vigorosamente, por 30 segundos. Após separação, a fase 

aquosa (superior) foi descartada e a fase orgânica (inferior) foi utilizada para análise. Um 

volume de 1µL da fase orgânica foi analisado após fracionamento da amostra (“split” 1:20) 

em cromatográfo gasoso HP6890 Series GC System equipado com uma coluna HP-5 (5% 

fenil-metil-siloxane, comprimento 30m, diâmetro 0,25 mm, espessura do filme 0,25µm).  

A análise foi conduzida nas seguintes condições: Gás de arraste: hélio (0,8mL/ min); 

temperatura do injetor: 250ºC; temperatura do detector: 300ºC; sistema de detecção: 

ionização de chama (FID). Programa de temperaturas do forno: 100ºC por 1 minuto, 
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elevação da temperatura até 185ºC a 8ºC/min e 185ºC por 15 minutos. O ácido benzóico foi 

utilizado como padrão interno. Polímeros produzidos por P. oleovorans ou P. putida, a 

partir de diferentes fontes de carbono ou P3HB e P3HB-co-3HV (ALDRICH), foram 

utilizados como padrões para a geração das curvas de calibração. O PHA total foi calculado 

somando-se as quantidades dos constituintes 3HB (3-Hidroxibutirato), 3HV (3-

Hidroxivalerato), 3HHx (3-Hidroxihexanoato), 3HHp (3-Hidroxiheptanoato), 3HO (3-

Hidroxioctanoato), 3HN (3-Hidroxinonanoato), 3HD (3-Hidroxidecanoato) e 3HDD (3-

Hidroxidodecanoato).  

 Todas as análises de PHAs foram realizadas com o auxílio do Prof. Dr. José 

Gregório Cabrera Gomez, no Laboratório de Fisiologia de Microorganismos, departamento 

de Microbiologia, ICB, USP-SP. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Expressão heteróloga dos genes phbA, phbB e phbC em E. coli 

5.1.1. Projeto genoma B. elkanii: 

 O projeto genoma do B. elkanii está sendo realizado no LBMP (laboratório de 

Bioquímica de Microrganismos e Plantas), sendo que no início desta dissertação este não 

estava completo. Diante disso, um novo projeto foi gerado em novembro de 2008 e neste 

foram encontradas as seqüências completas dos genes phbA e phbB. 

 Dessa forma, para esses genes foi adotada a estratégia de construção de iniciadores 

que amplifiquem os dois genes inteiros, para a clonagem e expressão direta do produto de 

PCR, uma vez que essa metodologia é muito mais eficiente e rápida do que a busca na 

biblioteca de fosmídios. Como tais genes estão em “operon”, optou-se por desenhar 

iniciadores que amplifiquem os dois genes juntos. 

 Quanto ao gene phbC, não se obteve sua seqüência completa, apenas parcial. Como 

vários testes foram feitos para tentar-se isolar este gene inteiro, mas nenhum com sucesso, 

optou-se por isolar o gene  phbC de B. japonicum, uma vez que este organismo é muito 

próximo filogenicamente. Além disso, o alinhamento da seqüência parcial do gene phbC de 

B. elkanii com a seqüência de B. japonicum apresentou alto grau de similaridade 1e-36.  

 

5.1.2. Extração de DNA genômico: 

 O DNA genômico das linhagens B. elkanii e B. japonicum foram extraídos para 

otimização das PCRs e posterior isolamentos dos genes de interesse.  
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Figura 2. Perfil eletroforético de DNA genômico em gel de agarose 1% (p/v), contendo brometo de etídio (0,5 
mg/mL). Canaletas: 1. Padrão de tamanho molecular (1 Kb DNA Ladder – FERMENTAS); 2 e 3. Padrão de 
concentração pGEM (APPLIED BIOSYSTEMS) 50 ng, 100 ng;  4 e 5. DNA genômico total B. elkanii; 6 e 7. 
DNA genômico B. japonicum. 

 

 

5.1.3. Padronização das reações de PCRs: 

A padronização das reações de PCR para os três genes foi realizada em 

termogradiente (COBBERT), determinando-se a temperatura de pareamento ideal para cada 

iniciador.  

Após realização de diversos testes, foi padronizada as condições para os iniciadores 

dos genes phbAB, sendo essas: 1x de tampão; 1,5mM de MgCl2; 200mM de dNTP; 20pMol 

de cada iniciador; 100ng de DNA e 1U de TaqDNA polimerase(gotaq Promega), 

completando com água para um volume final de 20µL. Para os iniciadores do gene phbC 

foi utilizada as mesmas condições, apenas utilizando 10pMol de cada iniciador em de 

20pMol.  

1 2 3 4 5 6 7 

12000 pb 
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Nestas condições, obteve-se uma banda única, a 2300pb, a qual corresponde a 

amplificação do operon phbAB, o que era o esperado para tal produto de PCR. Para o gene 

phbC foi também obtida uma banda única em 1800pb, como também era esperado para este 

gene.  

                     a                            b        

Figura 3. Perfis eletroforéticos dos produtos de PCRs para o operon phbAB e o gene phbC em gel de agarose 

1% (p/v), contendo brometo de etídio (0,5 mg/mL).a) Canaletas: 1. Padrão de tamanho molecular (1 Kb DNA 

Ladder – FERMENTAS); 2. Controle negativo operon phbAB; 3. Controle positivo (DNA genômico B. 

elkanii) operon phbAB. b) Canaletas: 1. Padrão de tamanho molecular (1 Kb DNA Ladder – FERMENTAS); 

2. Controle positivo (DNA genômico B. japonicum) gene phbC condição 1; 3. Controle positivo (DNA 

genômico B. japonicum) gene phbC condição 2; 4. Controle positivo (DNA genômico B. elkanii) gene phbC.  

 

5.1.4. Clonagem do produto de PCR em vetor pGEM-T easy (PROMEGA):  

Os produtos de PCRs referentes ao operon phbAB e ao gene phbC de B. japonicum 

foram clonados em pGEM-T aesy (PROMEGA). Tais construções foram transformadas em 

E. coli  DH5α, plaqueadas em meio LB, acrescido de Ampicilina (resistência do vetor), X-

gal e IPTG (vetor possui sistema LacZ de seleção). Foram selecionados oito clones da 

construção operon phbAB (pGEM-T AB) e 5 clones das construções do gene phbC 

2500pb 

2000pb 

1500pb 

1000pb 

2500pb 

2000pb 

1500pb 

1000pb 

1 2 3 1 2 3 4 
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(pGEM-T C). Tais clones foram submetidos à extração plasmidial para observação do seu 

padrão.  

 

Figura 4. Perfis eletroforéticos dos plasmídios referentes à construção pGEM-T easy operon phbAB em gel de 

agarose 1% (p/v), contendo brometo de etídio (0,5 mg/µL). Canaletas: 1. pGEM-T easy  fechado sem inserto 

(PROMEGA) ; 2-8. Clones 01 a 08 referentes à construção pGEM-T easy operon phbAB. 

   

 

Figura 5. Perfis eletroforéticos dos plasmídios referentes à construção pGEM-T easy phbC em gel de agarose 

1% (p/v), contendo brometo de etídio (0,5 mg/µL). Canaletas: 1. Padrão de tamanho molecular (1 Kb DNA 

Ladder – FERMENTAS); 2. pGEM-T easy  fechado sem inserto (PROMEGA) ; 3-7. Clones 01 a 05 

referentes à construção pGEM-T easy phbC B. japonicum. 

 

 1     2      3     4      5     6     7     8     9  

   1         2         3        4         5          6         7     

12000 pb 
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5.1.5. Digestão dos clones: 

Para confirmação da entrada dos insertos desejados, os clones foram submetidos à 

digestão com enzima de restrição NotI (INVITROGEN) para os clones pGEM-T AB e 

EcoRI para os clones pGEM-T C, as quais possuem dois sítios de corte no vetor pGEM-T 

aesy (PROMEGA) e não possuem sítios de corte nos fragmentos clonados. Após a 

confirmação da clonagem do fragmento desejado por digestão, foi feito o seqüenciamento 

dos clones para comprovação se os fragmentos correspondem aos genes em questão. 

 

                   a                                                                        b  

Figura 6. Perfis eletroforéticos dos plasmídios digeridos referentes à construção em pGEM-T easy em gel de 

agarose 1% (p/v), contendo brometo de etídio (0,5 mg/mL). a) Canaletas: 1. Padrão de tamanho molecular (1 

Kb DNA Ladder – FERMENTAS); 2. Construção pGEM-T AB digerida com enzima de restrição NotI. b) 

Canaletas: 1. Padrão de tamanho molecular (1 Kb DNA Ladder – FERMENTAS); 2. Construção pGEM-T C 

digerida com enzima de restrição EcoRI. 

 

1           2      
1                2      
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Como pode ser observado na Figura 6, foi liberado um inserto a 2500pb na canaleta 

2a e próximo a 2000pb na canaleta 2b, o que corresponde ao operon phbAB e ao gene 

phbC, respectivamente. O fragmento a 3000pb corresponde ao vetor aberto pGEM-T easy.  

 

5.1.6. Clonagem do operon phbAB  e gene phbC em vetor de expressão pET28a 

(NOVAGEN): 

 Após a confirmação de que os clones pGEM-T AB 01 e 07 foram clonados na 

direção correta, estes foram submetidos à digestão com as enzimas de restrição NcoI e NdeI 

para liberação do fragmento desejado, e posterior ligação no vetor pEt28a, também foi 

digerido com as mesmas enzimas. 

 Para isso, após a digestão, o fragmento phbAB foi recortado do gel de agarose 0,8% 

e eluído com o kit QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN).  

 A ligação do fragmento purificado e o vetor pET28a digerido foi realizada, 

denominando-se essa construção pETAB. Posteriormente, esta construção foi transformada 

em E. coli Bl21de3 quimiocompetentes, como descrito anteriormente. Desta construção 

foram coletados 96 clones (E. coliAB) sendo realizada a extração  plasmidial de 24 clones, 

através do Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). O padrão dos clones coletados pode ser 

observado na figura 7. 
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Figura 7. Perfis eletroforéticos dos plasmídios referentes à construção pETAB em gel de agarose 1% (p/v), 

contendo brometo de etídio (0,5 mg/mL). Canaletas: 1 e 14. pET28a fechado sem inserto (NOVAGEN) ; 2-

13, 15-26 Clones pETAB 01 a 12 e 13 a 24, respectivamente. 

 

 Como pode ser observado na Figura 7, os clones pETAB 2, 3, 4 e 17 apresentam-se 

em uma altura diferente em relação ao vetor fechado, sendo esse um indicativo de ligação 

ao inserto de interesse. Para confirmação da ligação do inserto e se a clonagem havia 

ocorrido  de maneira correta, tais clones foram submetidos à digestão e posteriormente ao 

seqüenciamento, como descrito anteriormente.  

Como o objetivo é a manutenção das duas construções na mesma bactéria, 

necessitava-se que os vetores possuíssem resistências a antibióticos diferentes. Para isso, 

utilizou-se para construção do gene phbC o pET28a com gene de resistência à Ampicilina, 

construído e cedido por  Marcelo Szymanski (Laboratório de Análise Genética e 

Molecular- Unicamp). 

 1     2      3     4      5     6     7      8     9     10   11    12  13 

 14   15    16   17   18    19    20   21    22   23   24   25   26 
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 O gene phbC, por sua vez, foi clonado diretamente em vetor pETAMP pela digestão 

das enzimas EcoRI e XhoI, sendo denominada a construção pETAMPC. Esta foi 

transformada em E. coli Bl21de3 quimiocompetentes, como descrito anteriormente. Dessa 

construção foram coletados 9 clones (E. coliC) sendo realizada a extração plasmidial de 24 

clones, através do Kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN). O padrão dos clones coletados 

pode ser observado na figura 8. 

 

 

Figura 8. Perfis eletroforéticos dos plasmídios referentes à construção pETAMPC em gel de agarose 1% (p/v), 

contendo brometo de etídio (0,5 mg/mL). Canaletas: 1. Padrão de tamanho molecular (1 Kb DNA Ladder – 

FERMENTAS); 2. pETAMP fechado sem inserto (NOVAGEN modificado) ; 3-11. Clones 01 a 9 referentes à 

construção pETAMPC. 

 

Como pode ser observado na Figura 8, apenas o clone pETAMPC 3 apresentou 

altura diferente em relação ao vetor fechado, sendo esse um indicativo de ligação ao inserto 

de interesse.  

 1        2         3       4        5        6       7        8       9       10     11    
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5.1.7. Construção clones E. coliABC: 

 Para produção de PHB em E. coli, fez-se necessário a presença dos três genes da via 

na mesma bactéria. Para isso, o clone E. coliAB foi tratado para se tornar 

quimiocompetente, e a construção pETAMPC foi transformada dentro desde. A seleção dos 

clones positivos foi feita pela seleção dos antibióticos Canamicina e Ampicilina, 

selecionando assim, os clones que possuíam os dois vetores. O padrão plasmidial dos novos 

clones (E. coliABC) pode ser observado na figura 9. 

 

Figura 9. Perfis eletroforéticos dos plasmídios referentes aos clones E. coliABC em gel de agarose 1% (p/v), 

contendo brometo de etídio (0,5 mg/mµL). Canaletas: 1. Construção pETAB;  2 e 3. pET28a fechado sem 

inserto (NOVAGEN) ; 4. pETAMP fechado sem inserto (NOVAGEN modificado); 5. Construção 

pETAMPC; 6 e 7. Clones E. coliABC 1 e 2.  

 

5.1.8. Confirmação dos clones: 

Para confirmação da ligação do inserto, esses clones foram submetidos à PCR com 

os iniciadores específicos para cada gene (Figura 10). 

 

1                 2            3             4               5            6              7        
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        a                         b  

Figura 10. Perfis eletroforéticos dos produtos de PCRs para os clones E. coliAB, E. coliC e E. coliABC em gel 

de agarose 1% (p/v), contendo brometo de etídio (0,5 mg/mL).a) Canaletas: 1. Padrão de tamanho molecular 

(1 Kb DNA Ladder – FERMENTAS); 2. Controle positivo (DNA genômico B. elkanii; 3. Vetor pET28a sem 

inserto; 4. Clone E. coliAB; 5. Vetor pET28a sem inserto; 6-8. Clones 1-3 E. coliABC; 9. Controle negativo. 

b) Canaletas: 1. Padrão de tamanho molecular (1 Kb DNA Ladder – FERMENTAS); 2. Controle positivo 

(DNA genômico B. japonicum); 3. Vetor pETAMP sem inserto;  4. Clone E. coliC; 5-7. Clones 1-3 E. 

coliABC; 8. Controle negativo. 

 

5.1.9. Seqüenciamento dos genes: 

 As construções no vetor pGEM-T easy e nos vetores pET28a e pETAMP foram 

seqüenciadas. Com o seqüenciamento, foi possível comprovar que produto de PCR liberado 

refere-se aos genes phbA e phbB, já que o seqüenciamento da região “forward” quando 

comparada com o banco de dados BLAST, apresentou 88% de similaridade com o gene 

phbA de B. japonicum e a região “reverse” apresentou similaridade de 86¨% com o gene 

phbB de Nitrobacter winogradskyi Nb-255. Este resultado foi encontrado para os clones 01 

e 07. Já os demais clones apresentaram a construção invertida. 
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 Para o gene phbC, a comparação do resultado do seqüenciamento com o banco de 

dados BLAST mostrou que esta seqüência era PHB sintase (phbC) de B. japonicum, com 

similaridade de 97%, o que é compatível com o que se espera confirmar desses genes, 

sendo que o sentido do gene também estava correto. 

 

5.1.10. Teste de expressão (RT-PCR): 

Após a clonagem dos genes em vetores de expressão, foi analisada a expressão 

desses genes. Uma das análises feitas foi através da extração do RNA mensageiro total e 

posterior PCR utilizando os cDNAs produzidos a partir deste RNA como base para a 

reação. Foi testada a expressão dos clones que continham apenas a construção pETAB (E. 

coliAB), a construção pETAMPC (E. coliC) e o clone que continha ambas as construções 

(E. coliAB) (Figura 11).           
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    a                      b  

Figura 11. Perfis eletroforéticos dos produtos de RT-PCR para os clones E. coliAB e E. coliABC em gel de 

agarose 1% (p/v), contendo brometo de etídio (0,5 mg/mL).a) Canaletas: 1. Padrão de tamanho molecular 

(1Kb DNA Ladder – FERMENTAS); 2. Controle negativo sem cDNA; 3.Controle positivo (DNA genômico 

B. elkanii); 4. Clone E. coliAB; 5. Clone E. coliABC; 6. BL21de3 sem vetor de expressão; 7. Padrão de 

tamanho molecular (1Kb DNA Ladder – FERMENTAS) . b) Canaletas: 1. Padrão de tamanho molecular (1 

Kb DNA Ladder – FERMENTAS); 2. Controle negativo; 3. pETAMP sem inserto; 4. Clone E. coliC; 5. 

Clone E. coliABC; 6. BL21DE3 sem vetor de expressão.  

 

Como pode ser observado na Figura 11, houve amplificação de todos os clones 

testados, e, também, da linhagem BL21de3 sem nenhum gene. Isto pode ser devido a esta 

linhagem possuir os genes phbA e phbB muito similares às seqüências do B. elkanii 

clonadas, porém esses genes são utilizados em outras vias de síntese nesta bactérias e não 

para a produção de PHB. Devido a isto, a produção de PHB também foi analisada apenas 

com a inserção do gene phbC, para observar se é possível utilizar os genes selvagens da E. 

coli para produção de tal polímero, desviando as suas vias de origem. Entretanto, pode-se 

observar que a expressão dos genes inseridos é muito maior do que na linhagem selvagem, 

o que pode favorecer a produção do polímero. 
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5.1.11. Teste de expressão (proteína): 

 As construções pETAB e pETAMPC foram induzidas e extraídas, como descrito 

anteriormente. Para a visualização das proteínas totais expressas foi realizado gel SDS-

PAGE (Figura 12). 

 

Figura 12. Gel SDS-PAGE a 12%. Extração das proteínas phbA e phbB segundo o teste de expressão. 

Canaletas: 1. Fração insolúvel vetor pET28a sem inserto induzido 4h; 2. Fração solúvel vetor pET28a sem 

inserto induzido 4h; 3. fração insolúvel pETAB induzido 2h; 4. Fração solúvel pETAB induzido 2h; 5. Fração 

pETAB insolúvel não-induzido. 6. Fração pETAB solúvel não-induzido; 7. Fração insolúvel pETAB induzido 

4h; 8. Fração solúvel pETAB induzido 4h; 9. Padrão de peso molecular (FERMENTAS). 
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Figura 13. Gel SDS-PAGE a 12%. Extração das proteínas phbC segundo o teste de expressão. Canaletas: 1. 

Padrão de peso molecular (FERMENTAS); 2. Fração insolúvel pETAMPC induzido 4h; 3.  Fração solúvel 

pETAMPC induzido 4h. 

 

 Através da análise de regressão linear, utilizando o padrão de peso molecular, 

observou-se que as bandas apontadas possuem os seguintes pesos moleculares: phbA – 

41,39 kDa; phbB – 27,34 kDa e phbC- 67,24 kDa, sendo que os pesos esperados eram de 

40,85 kDa; 25,37 kDa e 66kDa, respectivamente, o que mostra que tais bandas, 

provavelmente representam as proteínas desejadas. 

 

5.1.12. Purificação do sobrenadante através de cromatografia de afinidade: 

 Como descrito no material e métodos, a construção final pETAB/pETAMPC foi 

submetida a purificação em coluna de níquel para confirmação da expressão e se realmente 

as bandas apontadas na purificação de proteínas totais, representam as proteínas de 

interesse. 
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Figura 14. Gel SDS-PAGE a 12%. Purificação das proteínas Acetoacetil Kinase (phbA), acetoacetil reductase 

(phbB) e phbC sintase (phbC) em coluna de níquel. Canaletas: 1. Purificação do vetor pET28a com 100mM 

de imidazol; 2. Purificação do vetor pET28a com 200mM de imidazol 3.  Purificação  da construção 

pETAB/pETAMPC com 100mM de imidazol; 4. Purificação  da construção pETAB/pETAMPC com 200mM 

de imidazol; 5. Purificação da construção pETAB/pETAMPC com 500mM de imidazol; 6. Padrão de peso 

molecular (FERMENTAS). 

 

 Como pode ser observado na figura 14, a banda corresponde a proteína phbA foi a 

que teve a purificação menos eficaz. Isso pode ser devido os genes phbA e phbB estarem no 

mesmo vetor, sendo que provavelmente a calda de histidina esteje mais próxima ao gene 

phbB, por isso sua melhor purificação na coluna de níquel. Entretanto, pode-se observar 3 

bandas aparentes na altura desejada para cada proteína de interesse, pricipalmente na 

purificação com 100mM de imidazol. 
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5.2. Obtenção de mutantes aleatórios de Bradyrhizobium elkanii 

Seguindo o objetivo do trabalho de aumento da produção de PHB através de 

mutações, optou-se pela estratégia de obtenção de mutantes aleatórios através do 

transposon TnphoA, uma vez que se obtém vários mutantes através dessa técnica, podendo-

se assim conseguir um que possua maior produção de PHB, atingindo o objetivo geral do 

trabalho, já que não são conhecidos vetores de expressão estáveis em Bradyrhizobium. 

 

5.2.1. Teste de resistência a antibióticos (MIC): 

 Para o teste de resistência a antibióticos, a linhagem SEMIA587 mostrou-se 

resistente a todas as concentrações testadas de Ampicilina, Ácido Nalidílico e 

Cloranfenicol. Para a Canamicina, esta linhagem só foi resistente à concentração de 

0,5ug/mL. Já para a Tetraciclina e Estreptomicina essa apresentou resistência até a 

concentração de 50ug/mL, para a primeira, e até a concentração de 200ug/mL para a 

última. Com isso, observou-se que a mutação pelo transposon TnphoA, que possui um 

cassete de Canamicina seria possível, já que a bactéria em questão é sensível a este 

antibiótico, sendo possível a seleção dos mutantes que tiveram a inserção do transposon. 

 

5.2.2. Produção de mutantes aleatórios pelo Transposon TnphoA através de 

conjugação:  

 Para inserção do transposon na linhagem de B. elkanii, esta linhagem foi conjugada 

com a linhagem de Escherichia coli contendo o plasmídio pTR733, a qual possui o vetor 

com o transposon TnphoA, segundo o metodologia descrita. Após sete dias de cultivo em 
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BOD a 28°C, foram obtidas colônias isoladas de B elkanii, sendo essas selecionadas por 

Estreptomicina 100µg/mL (resistência da bactéria selvagem) e Canamicina 100µg/mL 

(resistência do TnphoA).  

Foram coletados 60 mutantes, sendo estes estocados em 20% de glicerol a -80°C 

para, posterior análise das demais características afetadas por esse. Os próximos passos 

visaram à análise das características dos mutantes selecionados, a fim de se encontrar os 

que possuíam a característica desejada (aumento da produção de PHB).  

 

5.2.3. Triagem dos mutantes produtores de PHB: 

 Os mutantes obtidos pela conjugação foram selecionados para maior produção de 

PHB através do uso do corante Sudan Back. Após o período de acúmulo (10 dias de 

cultivo), foram selecionados os mutantes 24 (MUT24), 31 (MUT31), 33 (MUT33) e 50 

(MUT50), já que esses apresentaram-se mais corados que os demais mutantes e o B. elkanii 

selvagem (Figura 15). 
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a          b  

Figura 15.  Mutantes de B. elkanii, testados para o acúmulo de PHB com Sudan Black. a) 1. MUT24; 2. 

MUT31; 3. MUT33; 4. MUT50. b) Linhagem selvagem SEMIA587. 

 

5.3. Dosagem e análise de PHAs produzidos: 

 Como mencionado na metodologia, a análise da produção dos PHAs nos clones de 

E. coli recombinantes, bem como nos mutantes de B. elkanii, foi feita por cromatografia 

gasosa e extração de polímeros totais com clorofórmio. Os resultados da extração podem 

ser observados na tabela 4. Com a análise cromatográfica foi possível confirmar a presença 

de PHB como único tipo de PHA produzido por essas bactérias. 
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Tabela 4. Análise da produção de PHAs nos clones de E. coli e nos mutantes de B. elkanii. 

Amostra mg de célula % de PHB na célula 

B. elkanii selvagem 10,2 51 

MUT24 7,9 54,8 

MUT31 15,4 68,8 

MUT33 15,5 72 

MUT50 13,7 57 

BL21de3 13,1 0 

E. coliAB 11,4 0 

E. coliC 12,7 0 

E. coliABC 14,7 2,2 

 

Como pode ser observado, foi possível detectar uma produção de PHB muito baixa 

na construção de E. coliABC, porém houve diferença do acúmulo de PHB nos mutantes de 

B. elkanii. 
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6. DISCUSSÃO 

Neste trabalho, duas abordagens diferentes foram adotadas para a melhoria da produção 

de PHB. Na primeira, optou-se pelo isolamento dos genes responsáveis pela via de síntese 

desse polímero e expressão em E. coli, bactéria muito utilizada como ferramenta molecular 

e que se multiplica rapidamente, sendo assim, uma ótima candidata para produção de PHB 

(SLATER et al., 1988). Esperava-se com isto, uma possível produção de PHB, já que essa 

bactéria não produz naturalmente este tipo de polímero, podendo favorecer sua produção 

devido ao aumento da massa celular produzida em um menor tempo de geração (LI et al., 

2007) Na segunda abordagem, optou-se por produzir mutantes aleatórios regulatórios (para 

maior produção de PHB) de B. elkanii, uma vez que, essa bactéria já era conhecida como 

produtora natural de PHB (MARCONDES et al, 2008), estando presente no solo e não 

sendo uma bactéria patogênica, o que favorece sua utilização na produção do polímero 

(PAGANELLI et al., 2007). Porém sua maior desvantagem é seu tempo de multiplicação, 

já que o acúmulo se dá em aproximadamente 10 dias. 

Seguindo a primeira abordagem, verificou-se que o isolamento dos genes completos, 

através da técnica de PCR, foi eficiente, já que essa é uma metodologia rápida e segura, 

pois os iniciadores foram desenhados de forma específica para tais seqüências. Outra etapa 

importante foi a clonagem direcionada dos genes, através do uso de duas enzimas de 

restrição específicas para cada gene, pois, dessa forma, a direção de entrada do gene no 

vetor é controlada, possibilitando que esse seja transcrito de forma correta (NOVAGEN). 

Com as clonagens prontas foi possível a manutenção dos três genes da via de síntese do 

PHB em uma mesma bactéria. Com isso, observou-se a necessidade da obtenção de dois 
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vetores de expressão com diferentes cassetes de seleção a antibióticos, pois caso isso não 

fosse feito, não seria possível manter as duas construções na mesma célula bacteriana, 

devido ao problema de grupos de incompatibilidade, isto é, a possível incapacidade de dois 

plasmídios de mesmo grupo de incopatibilidade em uma mesma célula bacteriana.  

Com a análise por extração de polímeros totais com clorofórmio, observou-se que com 

a presença dos três genes na mesma bactéria foi possível detectar-se um pequeno acúmulo 

de PHB. Outros autores, como HUANG et al.(2006) também tiveram suas construções para 

produção de PHB em E. coli recombinante apresentando baixa eficiência no acúmulo tanto 

em escala laboratorial como em industrial. Este fato pode ser devido a vários motivos. O 

primeiro deles é que a E. coli não tem maquinaria e nem está adaptada a produzir o 

polímero, por isso, mesmo ela tendo os genes e carbono disponível, provavelmente,  está 

ocorrendo desvio deste carbono para outras vias metabólicas e, conseqüentemente, não 

produção de PHB; além do que, para o acúmulo de PHB, faz-se necessário a adaptação da 

célula para armazenar tal polímero, como enzimas que formam os grânulos para acumular o 

polímero, como as phasinas (WEI et al., 2009). Além disso, a expressão dos três genes deve 

estar ocorrendo ao mesmo tempo, o que pode não ser favorável à produção do polímero, 

uma vez que o gene phbC é o último da via, e deveria estar expresso apenas quando os 

monômero de 3-Hidroxibutiril estivessem disponíveis. Com isso, ajustes na expressão 

desses genes seriam necessários para tentar-se obter um acúmulo favorável de PHB. 

Com a segunda abordagem, verificou-se que é possível obter-se mutantes de B. elkanii 

através da conjugação com uma E. coli que tenha um plasmídio conjugativo com um 

transposon. Esta abordagem pode, portanto, ser útil para a obtenção de diferentes tipos de 
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mutantes, inclusive regulatórios, dependendo do objetivo do trabalho, fazendo-se 

necessário adequar a metodologia para seleção dos mutantes com as características 

desejadas (MULLER et al., 1995). Neste trabalho, procurou-se selecionar mutantes que 

possuíssem produção aumentada de PHB através da coloração da colônia com Sudan 

Black. Apesar deste corante não apresentar sensibilidade para a detecção de pequenas 

alterações no acúmulo de PHB foi possível selecionar várias colônias que, à observação 

direta, possivelmente possuíam aumento de PHB. Entre estas possíveis colônias mutantes, 

quatro colônias apresentaram-se mais coradas, e as mesmas foram analisadas por 

cromatografia e extração de PHB com clorofórmio. 

Nesta análise foi possível verificar que existia uma diferença na produção de PHB entre 

o B. elkanii selvagem e os mutantes. Observou-se que o melhor mutante obtido foi o 

MUT33 com aproximadamente 72% do seu peso seco acumulado em PHB, enquanto a 

linhagem selvagem acumulou 51% do seu peso seco em forma de polímero, nas mesmas 

condições, o que representa um aumento considerável na produção. Este aumento na 

produção de PHB deve-se, provavelmente, pelo transposon ter atingindo um gene de uma 

via metabólica competitiva à via de síntese de PHB. Algumas vias já foram descritas como 

competitivas, como é o caso da via de síntese do EPS (TAVERNIER et al., 1997), que 

pode ser o caso. Entretanto, para confirmar a razão do aumento do acúmulo de PHB nesses 

mutantes serão necessários futuros estudos, analisando-se a região do genoma onde se 

encontra o transposon nestes organismos. 

Com a comparação das duas abordagens, pode-se verificar que mesmo a E. coli sendo 

uma bactéria que se multiplica rapidamente e sendo molecularmente bem conhecida, a 
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produção de PHB nesta não é simples, já que naturalmente esta não está adaptada para isso. 

Já os rizóbios fazem essa produção naturalmente, o que favorece a modificação de vias 

competitivas para aumentar a produção de PHB, uma vez que ele já possui a maquinaria 

necessária para acumular este polímero. Com isso, a obtenção de mutantes que são 

melhores produtores é facilitada. Além disso, mesmo os rizóbios tendo que ser cultivados 

por um maior período para que o acúmulo possa ocorrer, esse tem a habilidade de produzir 

PHB a partir de sacarose, o que não ocorre com E. coli, que necessitou de glicose para os 

testes de acúmulo,  o que  implica em um maior custo da produção, já que a fonte de 

carbono é o principal elemento para se ter produção de PHB. Sendo assim, utilizar uma 

fonte de carbono renovável e mais viável, contribui para redução dos gastos de produção 

(CARMINATTI et al., 2006). Outro ponto importante são os gastos e o tempo necessários 

para se obter um mutante com maior acúmulo de PHB. A obtenção de mutantes aleatórios 

requereu um menor custo e um grande número de mutantes a serem analisados, enquanto a 

tentativa de expressão heteróloga dos genes requereu um maior custo para sua produção e 

um maior tempo para obtenção do recombinante com todos os genes, já que a metodologia 

precisou ser otimizada até conseguir-se isolar e expressar todos os genes na mesma 

bactéria.   
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7. CONCLUSÕES 

A partir dos dados obtidos foi possível concluir: 

5. Produziu-se de maneira estável uma mesma linhagem recombinante bacteriana 

(E.coli) com dois vetores de expressão de mesmo grupo de incompatibilidade; 

6. A linhagem de E. coli que possui os três genes relacionados à síntese de PHB 

clonados produziu o polímero PHB, mas não  de forma otimizada; indicando que 

melhores condições de síntese e expressão devem pesquisadas em futuros trabalhos; 

7. A mutação aleatória por transposon é uma ferramenta viável para obtenção de 

mutantes com as características desejadas, devendo-se adequar a metodologia de 

detecção ao objetivo proposto; 

8. Mutantes de B. elkanii selecionados produzem diferentes quantidades de PHB em 

relação ao selvagem;  

9. Mesmo com a diferença em número de células e tempo de desenvolvimento, B. 

elkanii selvagem e mutantes são melhores produtores de PHB que E. coli 

recombinante. 
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