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Vibrio natriegens, uma bactéria marinha conhecida por ter a maior taxa de crescimento,
tem atraido interesse na comunidade de biologia sintética. Na busca por alternativas
aos plasticos convencionais, o poli-3-hidroxibutirato (PHB) destaca-se como um
substituto promissor devido a sua biodegradabilidade e sustentabilidade. O PHB é
sintetizado pelas enzimas PhaA, PhaB1 e PhaC1, mas sua produgdo em
microrganismos enfrenta desafios devido a complexidade dos sistemas metabdlicos e
na dificuldade de manter o equilibrio do fluxo intracelular, tornando a produgéo in vivo
ineficiente e cara. Diante disso, os sistemas cell-free de sintese de proteinas (CFPS)
surgem como uma alternativa atrativa, oferecendo maior rapidez e controle do sistema.
O presente estudo tem como objetivo a construgdo de um operon sintético para a
sintese de PHB em V. natriegens, utilizando CFPS. A construgédo envolveu a otimizagao
de elementos genéticos como promotor, sitio de ligagao do ribossomo e terminador para
garantir a expressao eficiente dos genes de PHB. A manipulagédo das diferentes partes
de DNA foi feita in silico utilizando o programa SnapGene (https://www.snapgene.com/).
O operon foi projetado com base nos genes phaC1, phaA e phaB1 da bactéria
Ralstonia  eutropha, com sequéncias obtidas no IGEM Parts Registry
(https://parts.igem.org/Main_Page). O promotor escolhido foi o T7Max, otimizado para



expressao in vitro, enquanto o sitio de ligagdo do ribossomo foi o BBa_B0030 e o
terminador o rrnB de E. coli, ambos ja validados em V. natriegens. O operon foi
sintetizado divido em trés fragmentos pela empresa GenOne
(https://www.genone.com.br). Foi feito simulagdo da concatenacgao dos trés fragmentos
com o vetor pUC19 utilizando o método NEBuilder HiFi DNA Assembly, resultando no
construto pPHACABEX de 6260 pares de bases. No presente momento, os fragmentos
do operon estdao sendo manipulados no laboratorio para realizar a construcdo do vetor
de expressdao pPHACABEX.



