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RESUMO

MATIAS, F. Caracterizagdo de linhagens bacterianas isoladas da biodiversidade
brasileira quanto a producéo de biopolimeros. Tese (Doutorado em Biotecnologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2009.

O lixo urbano tem sido apontado como um dos maiores poluentes ambientais sendo
que o residuo plastico chega a representar 20% do volume do lixo doméstico. Como
alternativa aos plasticos petroquimicos, produtos plasticos menos agressivos ao meio
ambiente e mais biodegradaveis tém sido estudados, entre eles os
polihidroxialcanoatos (PHA). Os PHA sao poliésteres biodegradaveis acumulados como
material de reserva por inumeras bactérias e que possuem aplicabilidade comercial
bastante abrangente. Bactérias pertencentes ao género Burkholderia e ao grupo dos
actinomicetos foram estudadas e despertaram interesses académicos e industriais para
a producdo de diferentes composicdes poliméricas. No Brasil os primeiros estudos
foram feitos na década de 1990, sendo identificadas novas linhagens bacterianas
capazes de produzir diferentes PHA. Em trabalho prévio, 53 novas linhagens
bacterianas produtoras de biopolimeros utilizando glicose ou glicose e caseina como
fontes de carbono foram isoladas do solo do Rio Grande do Sul. Das 53 linhagens
iniciais, 49 foram avaliadas neste trabalho quanto aos polimeros produzidos em
diferentes fontes de carbono. Para selecionar as linhagens mais promissoras, 0s
ensaios foram divididos em trés fases principais: utilizacdo do corante vermelho do Nilo,
utilizagdo do corante azul do Nilo e andlise em cromatografia a gas dos possiveis
polimeros produzidos. Verificando-se maior quantidade de fontes de carbono utilizadas,
maior quantidade de producio de biopolimeros em fungdo da quantidade de fontes de
carbono utilizadas e variedade de polimeros produzidos, quatro linhagens foram
selecionadas. Destas, duas linhagens foram identificadas como pertencentes ao grupo
dos actinomicetos e duas foram identificadas como pertencentes ao género
Burkholderia. As linhagens 129B (Burkholderia sp.) e Ind10J (Streptoallosporangium
megapotamicus, proposta de género novo e espécie nova) foram avaliadas quanto a
produ¢cdo de um novo polimero composto por polihidroxibutirato (PHB) e
polihidroxidodecanoato (PHDd) a partir de fontes de carbono nao relacionadas. A
linhagem CC1J (Streptoalloteichus megapotamicus, proposta de nova espécie)

demonstrou bons resultados na hidrolise de residuos agroindustriais e producao de
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biopolimeros. As linhagens 129B e SA3J (Burkholderia cepacia) apresentaram
amplificagcdo do gene PHA sintase (phaC) de classe |, sendo que a linhagem SA3J
também apresentou amplificagdo do gene phaC2 de classe Il. A linhagem CC1J
apresentou ambos os fragmentos do gene phaC de classe Il, phaC1 e phaC2, sendo
este um dado inédito. As linhagens Ind10J, CC1J e [29B foram analisadas em

microscopia eletrénica de transmissao e varredura.

Palavras-chave: Actinomicetos, Actinobactérias, Burkholderia, PHA, PHB, PHDd,
Residuos industriais.
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ABSTRACT

MATIAS, F. Characterization of Brazilian biodiversity isolated bacterial strains on
the production of biopolymer. Ph. D. thesis (Biotechnology) - Biomedical Sciences
Institute of Sdo Paulo University, Sdo Paulo, 2009.

The urban waste has been identified as a major environmental pollutants and the plastic
residue reaches 20% of the volume of household waste. As an alternative to
petrochemical plastics, plastic products less harmful to the environment and more
biodegradable have been studied, such as polyhydroxyalkanoates (PHA). PHA are
biodegradable polyesters accumulated as carbon source reserve by many bacteria and
have commercial applicability quite comprehensive. Bacteria belonging to the genus
Burkholderia and to the group of actinomycetes have been studied and attracted
academic and industrial interest for the production of different polymer compositions. In
Brazil, first studies were done in the 1990s, being identified new bacterial strains
capable to produce different PHA. In previous work, 53 new PHA-bacterial strains
producers using glucose or glucose and casein as carbon sources were isolated from
soil of Rio Grande do Sul. From 53 initial strains, 49 were evaluated in this work on the
production of polymers in different carbon sources. To select the most promising strains,
tests were divided into three main phases: use of the Nile red dye, use of Nile blue dye
and analysis by gas chromatography of the possible polymers produced. Analyzing the
greater amount of carbon sources used, greater amount of production of biopolymers by
the quantity of carbon sources used and the variety of polymers produced, four strains
were selected. Of these, two strains were identified as belonging to the group of
actinomycetes and two were identified as belonging to the genus Burkholderia. Strains
129B (Burkholderia sp.) and Ind10J (Streptoallosporangium megapotamicus, proposal of
new genus and new specie) were evaluated for production of a new polymer composed
of polyhydroxybutyrate (PHB) and polyhydroxydodecanoate (PHDd) from unrelated
carbon sources. The strain CC1J (Streptoalloteichus megapotamicus, proposal of new
specie) showed good results in the hydrolysis of agroindustrial waste and production of
biopolymers. Strains 129B and SA3J (Burkholderia cepacia) showed amplification of the
PHA synthase gene (phaC) class |, and the strain SA3J also showed amplification of the

gene phaC2 class Il. The strain CC1J showed both gene fragments of class Il phaC,
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phaC1 and phaC2, being this unprecedented. Strains Ind10J, CC1J and 129B were

analyzed by transmission and scanning electron microscopy.

Key words: Actinomycetes, Actinobacteria, Burkholderia, PHB, PHA, PHDd, Industrial

waste.
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1 INTRODUCAO

Em trabalho anterior, foram isoladas de diferentes solos do estado do Rio
Grande do Sul 53 linhagens de actinomicetos produtoras de PHA a partir de glicose.
Destas, 34 linhagens foram capazes de acumular PHB, sendo que sete linhagens
acumularam entre 40% e 50%. Algumas bactérias demonstraram capacidade de
produzir outros polimeros em baixa quantidade. Os actinomicetos sao bactérias
abundantes no solo e que possuem uma variedade muito grande de enzimas
extracelulares capazes de degradar os mais diversos substratos. Isso se torna
interessante do ponto de vista industrial de producédo de PHA ja que podem utilizar
como fontes de carbono residuos industriais. Do ponto de vista de producdo de PHA,
sao bactérias pouco exploradas para a producado de biopolimeros o que torna este
trabalho bastante promissor quanto a caracterizagcdo de novos genes envolvidos no
biossintese de PHA. Além disso, sao bactérias que crescem em diversas fontes de
carbono de baixo custo, como rejeitos industriais, 0 que pode favorecer a produgao de
bioplastico em escala industrial a baixo custo. A fim de caracterizar os possiveis
polimeros produzidos, assim como selecionar as bactérias mais interessantes,
diferentes fontes de carbono de baixo custo foram utilizadas como: celulose, amido,
lactose, glicerina, pectina, entre outros. Apds a selegao das melhores linhagens foi feito
o cultivo em residuos industriais como bagaco de macé e de laranja. A produgao de
biopolimeros a partir de residuos € interessante por duas razdes: utilizagdo de matéria
prima de baixo custo e redugcao de poluentes ambientais. A classificacdo das bactérias

e busca dos genes envolvidos na biossintese dos polimeros foi o proximo passo.
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7 CONCLUSOES

Através deste trabalho pode-se concluir que:

e A bioprospeccao foi eficiente em localizar bactérias produtoras de polimeros
de cadeias curtas e médias e capazes de utilizar um grande numero de fontes

de carbono de baixo custo e n&o relacionadas aos polimeros produzidos.

e A caseina influi no crescimento e na producido dos polimeros pelas bactérias

descritas neste trabalho;

¢ Quatro linhagens se destacaram quanto a utilizagao e produgéo de polimeros.
De acordo com a analise taxonémica verificou-se que 2 linhagens nao faziam
parte do grupo das actinobactérias, mas sim ao género Burkholderia e ainda
do gendtipo Genomovar: Burkholderia sp. SA3J e Burkholderia sp. 129B. As
outras duas linhagens pertenciam ao grupo das actinobactérias, sendo uma
considerada género novo, espécie nova, Streptallosporangium
megapotamicus Ind10J, e a outra espécie nova, Streptoalloteichus

megapotamicus CC1J.

e As linhagens selecionadas foram capazes de produzir scl-PHA e mcl-PHA
utilizando diversas fontes de carbono. A bactéria Streptoaleuriosporangium
megapotamicus Ind10J produziu PHB, PHDd e PHTd a partir de
pectina/citrato de sodio, enquanto a bactéria Burkholderia sp. 129B foi capaz
de produzir PHB, PHV e PHDd a partir de glicose e caseina e
glicose/sacarose e caseina. Ja a bactéria Streptoalloteichus megapotamicus
CC1J demonstrou bom crescimento nos residuos industriais de laranja e
macéa além de capacidade de hidrolisar celulose e hemicelulose produzindo
PHB e PHDd a aprtir destes substratos.

e Com relacdo aos genes de biossintese verificou-se que as bactérias
Burkholderia sp. SA3J e Burkholderia sp. 129B amplificaram genes phaC de
classe |, sendo que a bactéria Burkholderia sp. SA3J também amplificou

phaC2 de classe Il. A bactéria Streptoalloteichus megapotamicus CC1J
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amplificou ambas phaC1 e phaC2 do tipo Il, podendo ainda apresentar mais
PHA sintases, de acordo com resultados obtidos em experimentos de
hibridagdo e amplificacdo genética. A bactéria Streptallosporangium
megapotamicus. Ind10J ndo amplificou PHA sintases com os iniciadores

utilizados.
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