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RESUMO

Os materiais lignoceluldsicos possuem como principais componentes lignina, hemicelulose e
celulose. Presentes nas inimeras fontes de biomassa e devido a sua abundancia e fins diversos
0s tornam materiais com alto valor agregado principalmente por viabilizarem junto a
microrganismos que produzem enzimas celuloliticas o processo biolégico de producdo de
etanol 2G entre outros produtos. No presente trabalho foram utilizados microrganismos
presentes no intestino de larvas de Helicoverpa armigera (HUBNER) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) degradadoras de Palma Forrageira (Nopalea cochenillifera) como fonte de
biomassa, objetivando isolar e identificar microrganismos que sejam utilizados na producéo
de etanol 2G. Por meio da interacdo existente do corante vermelho Congo com o0s
polissacarideos que possuem ligacBes B-1,4 — D-glucopiranosil determina-se de forma rapida
e qualitativa os respectivos produtores de celulases, esta interacdo com o corante produz um
halo que indica a hidrélise e fornece os indices enzimaticos que possibilitaram determinar a
atividade catalitica das celulases e a atividade de CMCase extracelular. A partir das larvas
coletadas (N = 15) apenas nove (09) delas se alimentaram da palma forrageira e destas apenas
trés (03) apresentaram crescimento bacteriano. Foram obtidos dois (02) isolados bacterianos
onde apenas um (01) apresentou degradacdo do material lignoceluldsico como fonte de
carbono. O presente estudo utilizou como substrato na determinagdo da atividade catalitica
das celulases bagaco de cana-de-acucar, farelo de palma forrageira e farelo de soja,
apresentando 4,79, 6,72 e 8,69 como indice enzimatico respectivamente. Na atividade de
CMCase extracelular foi utilizado CMC como suplemento, apresentando 4,58 de indice
enzimatico. Foram utilizados diferentes substratos na determinacdo da atividade enzimatica
endocelulolitica, utilizando CMC (4,38 Ul.mL™), celulose (1,69 Ul.mL™) e Bagaco de cana-
de-acticar (4,17Ul.mL™). A densidade optica permitiu tracar uma curva de crescimento do
isolado bacteriano numa cultura liquida, que ao longo de 32 horas de incubacdo apresentou
pico maximo de crescimento as 23 horas. O processo de extracdo e de purificacdo do DNA
obteve material com uma banda de referéncia a 450 Bp do material.

Palavras-chave: Bioprospeccdo. Bactérias. Enzimas. Etanol 2G.



ABSTRACT

Lignocellulosic materials have as main components lignin, hemicellulose and cellulose. it
present in the innumerable sources of biomass and due to their abundance and diverse
purposes make it materials with high added value mainly by to make viable together the
microorganisms that produce cellulolytic enzymes the biological process of production of 2G
ethanol among other products. In the present work, microorganisms present in the intestine of
Helicoverpa armigera larvae (HUBNER) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) degrade Forage
Palm (Nopalea cochenillifera) were used as a source of biomass objectifying to isolate and
identification of microorganisms used in the production of 2G ethanol. By means of the
existing interaction of Congo red dye with polysaccharides that have -1,4-D-glucopyranosyl
their respective cellulase producers are rapidly and qualitatively determined, this interaction
with the dye produces a halo indicating a hydrolysis And to provide the enzymatic index that
allowed to determine a catalytic activity of cellulases and the activity of extracellular
CMCase. From the collected larvae (N = 15), only nine (09) of them were fed on the forage
palm and only three (03) of them presented bacterial growth. Two (02) bacterial isolates were
obtained where only one (01) showed degradation of the lignocellulosic material as carbon
source. The present study used as substrate in the determination of the catalytic activity of
cellulases sugarcane bagasse, forage palm meal and soybean meal, presenting 4,79, 6,72 and
8,69 as enzymatic index, respectively. In the extracellular CMCase activity CMC was used as
supplement, presenting 4.58 enzymatic index. Different substrates were used in the
determination of endocellulolytic enzymatic activity, using CMC (4.38 Ul.mL™), cellulose
(Ul.mL™) and sugarcane bagasse (4.17 Ul.mL™). Optical density allowed to plot a maximum
growth curve of the bacterial isolate in a liquid culture, which over 32 hours of incubation
showed peak growth at 23 hours. The extraction and purification process of the DNA obtained
material with a reference band at 450 Bp of the material.

Key-words: Bioprospecting. Bacteria. Enzymes. Ethanol 2G.
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1 INTRODUCAO

Os processos biotecnologicos tém conquistado um lugar de destaque no
desenvolvimento mundial, exibindo caracteristicas econdémicas e operacionais que conferem
vantagens em relacdo aos processos quimicos convencionais. O uso desses sistemas
possibilita a producdo de um grande nimero de metabodlitos de interesse industrial, incluindo
enzimas, as quais podem ser obtidas a partir do reaproveitamento de recursos naturais e que
podem ser encontrados em abundéncia no Brasil (CARVALHO, 2013).

Tanto bactérias como fungos sdo amplamente utilizados por conta de suas capacidades
em produzir diferentes tipos de enzimas, dentre elas, destaca-se as celulases devido seu
potencial em degradar diferentes materiais lignoceluldsicos libertando acucares
fermentesciveis, que servem de substratos para producdo de biocombustiveis e outros
bioprodutos, 0 que tém atraido bastante atencdo devido as suas diversas aplicacGes na
industria e na ciéncia (SUKUMARAM et al., 2005).

Desta forma, estudar a producdo de enzimas celulases, tendo como objetivo uma
diminuicdo nos elevados custos de processo de producdo e visando sua distribuicdo e
comercializacdo, é de extrema importancia, principalmente para o mercado mundial, o qual
utiliza as enzimas nas industrias de alimentos, bebidas, racdo animal, téxtil, papel e
combustiveis (BAl et al., 2013).

As celulases possuem uma vasta aplicacdo, e sdo principalmente utilizadas para
degradar a celulose presente na biomassa vegetal. As enzimas celuloliticas sdo produzidas por
uma infinidade de microrganismos, sendo importantes neste processo de bioconversdo
(MUSSATO, 2007).

Os microrganismos possuem uma elevada capacidade de realizar diversas
transformacgdes quimicas, dentre elas, a producdo de etanol com base na biomassa
lignocelulosica que ocorre através da hidrélise enzimatica para a quebra de moléculas de
celulose e producao de agucares fermentesciveis (SILVA, 2010; WACKETT, 2013).

A hidrélise enzimatica é especifica ao substrato ndo havendo reacbes e produtos
secundarios e as reacdes ndo necessitam de condicdes extremas. Apesar disso o tipo de
processo de hidrolise a ser empregado ira depender do tipo de material lignoceluldsico a que
deverd ser utilizado (SOCCOL et al. 2010).

A bioprospeccdo de microrganismos produtores de enzimas celuloliticas encontrados

no intestino de muitos insetos herbivoros que ocorrem naturalmente no meio ambiente,
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constitui uma ferramenta promissora para minimizar a dependéncia do consumo das enzimas
internacionais, as quais encarecem o0 processo de producdo de biocombustiveis (SUN e
SCHARF, 2010).

Demonstrando assim a extrema importancia de realizar a bioprospeccao de bactérias
lignoceluloliticas, e avaliar seu potencial para as industrias emergentes de biocombustiveis, o
presente estudo busca avaliar a producdo de enzimas celuloliticas a partir de bactérias

simbi6ticas presentes no intestino de larvas de Helicoverpa armigera.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Combustivel féssil

A crise por fontes energéticas tem incentivado a busca por combustiveis limpos e
renovaveis. Diversos paises sdo produtores dos biocombustiveis obtidos das mais variadas
fontes de biomassas como alternativa para as barreiras impostas pelos combustiveis derivados
do petroleo, uma vez que sdo responsaveis por boa parte do consumo de energia primaria no
mundo. Todavia, essa preocupacao ndo esta relacionada apenas com a iminente escassez, mas
também com o aumento do clima, devido aos gases toxicos e a poluicdo gerada e liberada na
atmosfera pela combustdo incompleta dos combustiveis fosseis (CHENG e WANG, 2013).

O etanol de segunda geracdo é produzido através da biomassa lignocelulésica.
Materiais como o0s residuos agricolas (bagaco e palha de cana-de-agUcar), industriais e
florestais, que em sua maioria sdo queimados e/ou descartados, podem ser utilizados como

matérias-primas para obtencéo de etanol (BASTOS, 2007).

2.2 Constituicdo dos materiais Lignocelulosicos

O polissacarideo celulose se encontra protegido por uma camada de hemicelulose,
sendo esta um elemento que fornece a chave estrutural da parede celular presente nas plantas,
trata-se de polimeros altamente ramificados constituidos de glicose e xilose respectivamente.
Ademais, um dos maiores problemas na extracdo da celulose contida na biomassa vegetal é a

lignina (Figura 1), devido sua rigidez e diversos inibidores presentes em sua constituico.
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Figura 1 - Corte de uma estrutura vegetal celular, demonstrando a presenca de lignina, hemicelulose e celulose.

Microfibrila

Hemicelulose

Lignina

Fonte: CTC, 2014.

2.2.1 Celulose

Tanto a celulose que é o principal constituinte da parede celular vegetal, como a
hemicelulose que é composta por polissacarideos ramificados, sdo fontes de acUcares
fermentesciveis. Sendo assim, estes agucares sdo produzidos apds um processo prévio de pré-
tratamento dos residuos lignoceluldsicos, e posteriormente seguido pela hidrolise enzimatica
(WANG et al.,2009).

A celulose é o constituinte principal da biomassa lignocelulésica. Sendo um
polissacarideo, na forma de um polimero de D-glicopiranose (glicose) com cadeias que
apresentam ligagdes B-(1,4)-glicosidicas de formula geral (C¢H100s)n, conforme Figura 2,
onde sua unidade monomerica € a celobiose.

Figura 2 - Representagdo da cadeia de celulose com a Ligagdo -(1,4)-glicosidica, e celobiose.

Ligagao Glicosidica

Fonte: FARINAS, 2011.

As cadeias de celulose estdo alinhadas formando fibrilas elementares, que por sua vez,
realizam varias ligacdes de hidrogénio. Sendo que, varias unidades dessas fibrilas originam as

microfibrilas que sdo rigidas e insollveis. Estas apresentam regides denominadas cristalinas
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por serem mais ordenadas e pelo elevado grau de cristalinidade, apresentando cadeias ligadas
em paralelo. Existem ainda regides menos ordenadas, denominadas regiGes amorfas,
conforme Figura 3. E sdo caracteristicas presentes na estrutura da celulose que proporcionam
a sua estrutura resisténcia ao ataque enzimatico ou por hidrolise, isso se deve principalmente
pelas ligagdes de hidrogénio (BON, GIRIO, PEREIRA JUNIOR, 2008; BISPO, 2010).

Para que ocorra clivagem da celulose é necessario que as enzimas consigam adentrar
entre as cadeias proximas a fibra. A partir do momento que as fibras perdem seu aspecto
cristalino, apresentando regides amorfas, os microrganismos celuloliticos liberam as enzimas
celuloliticas para realizar a hidrélise, agindo em regides onde a estrutura do substrato seja
mais acessivel (BAYER e LAMED 1992; BEGUIN e AUBERT 1994).

Figura 3 - Estrutura das regides amorfas (microfibrilas) e cristalinas (fibrilas) da celulose

Regido Amorfa Regiao Cristalina
K_H 4 A
S——eo
R
La Microfibrila

Fibrila

Fonte: LYND, 2002.

2.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose é caracterizada por uma mistura complexa de carboidratos (&cidos
urdnicos e acucares) polimericos, dentre eles a xilana, xiloglicana, arabinose, manose, glicose
e galactose (Figura 4). Ela apresenta Carboidratos que possuem 5 e 6 atomos de carbonos,
contendo inclusive &cidos hexurdnicos. Tendo como principal componente a Xxilana
(SHALLOM et al., 2003; DWIVEDI et al., 2009).

Quanto maior for a diversidade de seus constituintes, mais complexo se torna a
estrutura da hemicelulose, porém € bem mais hidrolisavel que a celulose. Pelo fato de possuir
uma estrutura complexa, a sua degradacdo demanda de um serie de enzimas, sendo a endo-
1,4--D-xilanase e a endo-1,4-p-D-mananase, suas principais, capazes de realizar a
degradacdo da hemicelulose (SINGH et al., 2003; KOROIVA, 2011).
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Figura 4 - Unidades monossacaridicas da hemicelulose.
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2.2.3 Lignina

A lignina ndo possui estrutura cristalina, por isso é considerado um polimero amorfo,
sendo uma macromolécula rica em compostos aromaticos, apresentando residuos fendlicos
(Figura 5). Ela encontra-se em conjunto com celulose e hemicelulose, dificultando a
degradacdo desses materiais, fornecendo rigidez ao conjunto de fibras presentes na celulose,
sendo considerado um dos materiais mais resistentes da natureza, apresentando varias
ligacbes do tipo carbono-carbono e aril-éter fornecendo a estrutura bastante resisténcia aos
ataques quimicos e enzimaticos (ESPOSITO e ANTONIETTI, 2015).

A lignina ndo é fonte de agucares fermentesciveis, contudo é importante considerar
sua presenca no processo por fornecer inibidores microbianos prejudicando o processo de
fermentacdo (VAN MARIS et al., 2006; FILHO, 2014).

Além da celulose, hemicelulose e lignina, os materiais lignoceluldsicos contém outros
componentes em menor grau, tais como resinas, taninos, acidos graxos, etc. Compostos de
nitrogénio na forma de proteinas também sdo encontrados em pequenas quantidades. Alguns

sais de calcio, potassio e magnésio sdo os mais frequentes (PEREIRA Jr. et al., 2008).
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Figura 5 - Estrutura da lignina
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Fonte: BOER et al., 2005.

A estrutura da lignina fornece ainda mais forga para as paredes celulares da planta,
oferecendo uma barreira de defesa quimica e fisica, contudo, tende a dificultar a hidrdlise
enzimatica dos hidratos de carbono/agucares. Existem diversas abordagens de pré-tratamento
quimico, que foram desenvolvidos com o intuito de remover a hemicelulose e lignina
presentes na fonte de biomassa, a fim de aumentar a biodegradabilidade da celulose, e 0
rendimento de acucares a partir da hidrolise enzimatica aumentando assim o processo de
conversdo. (BADIEI et al., 2014).

2.3 Producao de Etanol 2G

O Brasil possui condigdes excelentes para tornar realidade o uso deste combustivel,
seja um processo de etanol 1G totalmente consolidado, as diversas fontes de biomassa, bem
como toda infraestrutura do etanol 1G, que pode ser aproveitado para a producgdo de diversos
biocombustiveis em conjunto, entretanto existem barreiras técnicas que devem ser
ultrapassadas a fim de tornar a producdo de etanol 2G interessante do ponto de vista
comercial. Entre essas barreiras, tem-se no Brasil o uso do bagaco de cana-de-agicar como
producdo de energia por parte das usinas sucroalcooleiras como um dos maiores concorrentes
do etanol 2G (CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).

Podemos citar simplificadamente alguns processos utilizados para a producdo de

etanol 2G, conforme o diagrama (Figura 6), onde SHF (Hidrolise e fermentacdo separados),
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especificado em verde, € um processo com duas etapas que necessita um pré-tratamento para
reduzir os entraves gerados ap0s a parte solida ser hidrolisada, celulose e lignina. O
hidrolisado sera entdo fermentado por organismos especificos, sejam pentoses ou hexoses
SHCF (Hidrélise e co-fermentacdo separados). SSF (Sacarificacdo e fermentagdo
simultdneas) é um processo mais rapido e eficiente, tendo nele presente um microrganismo
capaz de realizar a co-fermentacédo de hexoses e pentoses do hidrolisado, SSCF (Sacarificacao
e fermentacdo simultaneas). E o CBP (Bioprocessamento consolidado), que é caracterizado
pela producdo da enzima, realizacdo de hidrdlise e fermentacdo num Unico estagio, sendo um
processo de producdo unificado que visa diminuir os custos. Utilizando microrganismos que
sejam capazes de diminuir as dificuldades geradas durante a hidroélise. Buscando utilizar um
Unico organismo que produza enzimas que venham a degradar a fonte do material
lignocelulolitico que possibilite a fermentacdo de hexoses e pentoses (BLUMER-SCHUETTE
etal., 2013).

Figura 6 - Estratégias para a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo a partir da biomassa
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Fonte: BLUMER-SCHUETTE et al., 2013.

No processo de hidrdlise enzimatica, o agente catalisador € de origem biologica, e
possui uma especificidade com o substrato, que é caracteristico das enzimas, atuando num
sistema do tipo chave-fechadura, o que acaba gerando um alto rendimento de aclcares que
podem ser fermentdveis e promovendo assim menores impactos ambientais, que €

extremamente importante na producdo de biocombustiveis, num processo que por



20

caracteristica € bastante econdmico do ponto de vista energético. Entretanto, suas maiores
desvantagens sdo os diversos parametros que devem ser controlados durante a execucdo do
processo enzimatico, o grande tempo que € necessario para que ocorra a reacdo e as altas
concentracdes de enzimas para que sejam alcancados niveis desejaveis de transformacdo de
celulose, bem como os precos das enzimas (FANG et al., 2010).

Existem no Brasil alguns grupos que visam o uso de enzimas na producdo de
biocombustiveis, como o projeto Dedini Hidrélise Rapida (DHR, que ocorre pela quebra das
moléculas de celulose pela adicdo de acido sulfarico aos residuos) e a Bioflex 1, unidade
industrial da GranBio que possui um conjunto de tecnologias (desenvolvimento de processos
de fermentacdo e de hidrolise enzimatica) que permite a partir de materiais oriundos da cana-

de-agUcar a geracdo de um combustivel renovavel (CRUZ et al., 2016)

2.4 Enzimas

A utilizacdo de enzimas ndo se encontra restrito somente a producdo de bioetanol,
diversas industrias tem utilizado suas propriedades nos mais variadas produtos. As enzimas
sdo utilizadas na clarificacdo de sucos de frutas, reduzem gastos com energia, melhoram cor e
aromas e aumentam o rendimento. Inddstrias alimenticias utilizam enzimas para diminuir a
viscosidade da mistura de tais alimentos (Farinha lactea, mingau de milho, arroz e outros
cereais). E ainda na industria cervejeira elas sdo utilizadas para a conversao de determinados
substratos em acucares, controlam uma possivel turbidez excessiva entre outros usos (BON,
2008).

As enzimas que sdo utilizadas na hidrdlise da biomassa lignocelul 6sica em sua maioria
sdo originarias de fungos, dada sua grande diversidade e uma elevada capacidade de
produzirem enzimas, como as celulases e hemicelulases. Contudo, os fungos ndo sdo os
Gnicos microrganismos fontes de enzimas. Tendo em vista que bactérias também possuem
caracteristicas parecidas de produzirem enzimas capazes de degradarem a biomassa. Diversos
trabalhos visando o isolamento e caracterizacdo de bactérias veem sendo estudadas devido a
diversidade de microrganismos capazes de degradar a biomassa, e ainda por possuirem uma
elevada atividade especifica e ao contrario dos demais métodos enzimaticos (sdo bastante
criteriosos, quanto as condi¢cdes de reacdo) sdo menos exigentes quanto ao pH. (ADLAKHA
etal., 2012).
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O processo de degradacdo da celulose é totalmente natural e ocorre de forma
espontanea no ciclo do carbono, pode ser continuada caso possua microrganismos presentes e
que sejam especializados na degradacdo da madeira, seja por fungos ou bactérias, como
alguns microrganismos simbioticos que por ventura sdo encontrados nos intestinos de muitos
animais que se alimentam de plantas como as lagartas (WATANABE e TOKUDA, 2010;
DANTUR et al., 2015).

A nomenclatura enzimatica é bastante simples, e cada enzima recebe uma sequéncia
numérica composta por quatro nameros (1°- Classe, 2°- Subclasse, 3°- Grupos quimicos
especificos presentes na reagdo, 4°- A enzima respectiva), e precedidos pelas letras “E.C.”
(que provem de Enzyme Commission) (IUBMB, 2016).

A enzima celulase reune um complexo de enzimas que envolvem endo-1,4-B-
glucanase (endoglucanase, EC 3.2.1.4), exo-1,4-B-glucanase (exoglucanase, EC 3.2.1.91) e B-
glucosidase (B-D-glucoside glucanhidrolase, EC 3.2.1.21) (SETTE et al. 2008; SAJITH et al.
2016).

Endoglucanase (endo -3 - 1,4 - D - glucanase , endo - § - 1,4 - D - glucano glucano
-4- hidrolase ) comumente chamada de CMCase é capaz de hidrolisar a carboximetilcelulose
(CMC) ou até mesmo a celulose numa mistura bastante utilizada. Com a atuacdo da
Endoglucanase, ira ocorrer uma quebra da cadeia do polimero, o que ira resultar num aumento
da concentragao de agucares redutores.

Exoglucanase (exo - 1,4 - B - D glucanase , celobiohidrolase ) degradam a molecula
de celulose , quebrando e liberando unidades de celobiose pela extremidade ndo redutora
presente na cadeia (SETTE et al., 2008; SAJITH et al., 2016).

A etapa final de hidrélise da celulose no processo ¢ feito pela B — glicosidase, que
conclui o processo pela fragmentacdo da celobiose e posterior retirada da glucose pela
extremidade ndo redutora da cadeia (KUBICEK et al., 1993; SAJITH et al., 2016).

Na hidrdlise da celulose o que ocorre € um processo com enzimas de diferentes
atividades enzimaticas, isso com o objetivo de obter a partir da fonte de biomassa trabalhada
uma molécula de glicose (Figura 7). Com isso primeiramente, as enzimas endo-B-glucanases
atacam a espinha dorsal da celulose, ocasionando na retragdo da cadeia molecular, o que
favorece na criagdo de diversas extremidades onde as exo-p-glucanases ataquem
possibilitando a liberagdo da glucose. As exo-glucanases podem ocorrer de duas maneiras
distintas, na primeira ocorre 0 ataque da extremidade redutora da cadeia da celulose, ao passo
que na segunda ocorre ataques nas extremidades que ndo sdo redutoras. Por Gltimo, as cadeias

que sdo curtas de glicose e que por ventura sdo liberadas ap0s os ataques das exo-glucanases,
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dimeros de celobiose, serdo hidrolisados (quebrados) por uma [B-glicosidase a unidades
individuais (mondmeros) de glicose (DANTUR et al., 2015).

Figura 7 - Representacdo esquematica do processo multi-enzimatico envolvido na hidrélise da celulose.
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Fonte: MALHERB E CLOETE, 2003; MURAD E AZZAZ, 2010.

2.5 Helicoverpa armigera

Esta espécie é bastante parecida com outras que sdo encontradas na Argentina
(Helicoverpa gelotopoeon) ou até mesmo uma bastante conhecida que é uma praga na
plantacdo do milho (Helicoverpa zea), que por ventura ja existia no Brasil. Sua descri¢do
inclusive havia sido descrita por Hubner, tendo ainda relatos de ataques em paises como
Austrélia e india.

Este tipo de lagarta se alimenta principalmente de folhas e caules, podendo atacar
brotos, frutos e vagens, ocasionando danos na fase vegetativa quanto reprodutiva. Seus
individuos possuem grande mobilidade, o que acarreta numa facilidade para dispersar num
amplo alcance, em torno de 1000 Km. Os custos anuais no mundo no combate e controle das

perdas na producdo giram em torno dos US$ 5 bilhdes. Paises como india e China, usam
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inseticidas, onde 50% s@o para o controle deste tipo de inseto. E na Espanha sdo uma das
pragas que causam mais danos a industria alimenticia, com maior namero de relatos de ataque
as plantagdes de tomate (ARNO et al., 1999; LAMMERS e MACLEOD, 2007).

Figura 8 - Vista lateral da Helicoverpa armigera.

Fonte: Dados do Autor, 2015.

A H. armigera trata-se de uma praga que ataca e causa danos econémicos a varias
espécies de lavouras, possuem uma alta capacidade de dispersar seus individuos (mariposas)
com um alto poder de reproducdo (pode ovipositar de 1000 & 1500 ovos); elevada resisténcia

a inseticidas e se adaptam facilmente a diferentes ambientes (REED, 1965).

2.6 Bioprospeccdo de Microrganismos

A bioprospeccdo de micro-organismos que sejam capazes de produzir enzimas com
diversas propriedades é extremamente importante para o desenvolvimento de um processo
biotecnoldgico. Este tipo de varredura vem sendo e/ou fora realizados tendo como énfase a
extracdo de enzimas em lagartas, fungos, caramujos e ate mesmo no solo, estando presentes
nas mais diversas areas. Trabalhos realizados utilizando-se técnicas como 0 sequenciamento
genético, isolamento e caracterizacdo de bactérias, com énfase na producdo de enzimas
lignoceluloliticas (KOROIVA, 2011; DANTUR et al.,2015; GAUR, 2015).

A microbiota intestinal de diferentes insetos herbivoros possuem diferentes funcdes
simbidticas, tendo como principais a fixacdo de nitrogénio, desnitrificacdo, a degradacdo de
hidratos de carbono, desintoxicacdo e tendo diversas acdes defensivas contra a atuacdo de
patdgenos (SCHLOSS et al., 2006; PITTMAN et al., 2008; HERNANDEZ et al., 2013;
SHAO etal., 2014).
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Uma forma de obtencdo seria a realizagdo do isolamento dos microrganismos, que
consiste na obtencdo de uma cultura pura, visando isolar colénias de um microrganismo,
separando-o de outros que por ventura se encontram no mesmo material, tendo em vista que o
isolado faz parte de uma populacdo mista.

Durante o processo de isolamento de um microrganismo € necessario mais que uma
simples observacdo das caracteristicas morfoldgicas para a sua identificacdo e classificacdo.
Tomando todo cuidado referente aos materiais utilizados quanto a contaminacdo, tomando
como base técnicas como semeadura (Consiste no plantio de um microrganismo em um meio
de cultura, a partir de um material contaminado qualquer) e repique (Consiste na transferéncia
de um microrganismo de um meio de cultura para outro) para a manutencdo dos
microrganismos isolados. (REIS JUNIOR et al., 2002)

O uso de microrganismos na producdo de enzimas fornece otimas condigdes para 0S
processos biotecnoldgicos, referentes a grande quantidade de enzimas produzidas com
diferentes caracteristicas, devido a facil manipulacdo e mesmo em condicfes adversas nao
ocorrerdo variagdes sazonais (SAID, PIETRO, 2002).

Os microrganismos sdo extremamente importantes do ponto de vista econémico, além
de exercerem fun¢des importantes de carater ambientais. Estdo presentes em diversos ciclos
na natureza (Paul e Clark, 1996). Além das vantagens do ponto de vista ambiental e
econdmico, diversas industrias tem se interessado pela busca de microrganismos que venham
a serem introduzidos em &reas energéticas, biocatalise, producdo de produtos naturais e etc
(WULFF, CARRER e PASCHOLATI, 2006; KIM et al., 2008). No entanto, apesar das
inimeras vantagens, como por exemplo, um Gnico microrganismo poder produzir varias
enzimas, para que estes microrganismos sejam utilizados é necessario realizar técnicas de
cultivo, identificacdo e enriquecimento do material desejado, seja métodos tradicionais ou as
técnicas moleculares que vem facilitando em muito os trabalhos de ecologia microbiana, onde

a biologia molecular é de suma importancia nestes trabalhos (AMPOFO, CLERK, 2003).

2.7 Técnicas moleculares

Existe uma grande necessidade da obtencdo de técnicas baratas, rapidas que sejam
extremamente eficientes na obtencdo da molécula de DNA, tendo em vista que varias técnicas
de identificacdo e deteccdo de diversos patdgenos vém sendo utilizadas. Estes tipos de

técnicas estdo em uso desde a década de 80, tornando possivel a pesquisa na diversidade dos
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microrganismos nos mais diversos ambientes. Principalmente levando em conta ao se tratar
muitas vezes da deteccdo de patdgenos, independente da comunidade microbiana presente e
da complexidade da amostra em estudo (AMANN et al., 2001).

Os métodos moleculares tem como base o uso de biomarcadores, que sdo moléculas
com regides altamente conservadas entre os diferentes organismos e regides extremamente
variaveis, que sdo especificas de cada um, para deteccdo e identificacdo dos respectivos
microrganismos, sendo estas regides varidaveis consideradas a impressdo digital de um
determinado microrganismo (PACE et al., 1986).

Um dos principais biomarcadores utilizados é a molécula de RNA ribossomal (RNA).
Sabendo que o RNAr é uma molécula que se encontra no ribossomo, estrutura esta que é
responsavel pela sintese proteica estando presente em todas as células, sendo este um motivo
de seu uso.

Afim da determinacdo das relacGes filogenéticas e da diversidade das comunidades
microbianas utiliza-se a regido 16S, a menor unidade dos ribossomos de seres procariontes,
porém trabalha-se com a molécula do DNAr que é bem mais estavel e de facil manipulacéo,
sendo possivel por ela codificar o RNAr (MUY ZER et al., 1993).

A técnica de eletroforese em gel de agarose é utilizada na biologia molecular para
separar macromoléculas tais como proteinas e/ou acidos nucléicos, baseado nas propriedades
fisicas como o tamanho, forma e carga elétrica. Na separacdo do DNA, é utilizada a
eletroforese em gel de agarose que é submetida a passagem de uma corrente elétrica (LEE et
al., 2012). Como a molécula de DNA possui grupos fosfatos de nucleotideos, ao ser carregado
negativamente elas tendem a migrar entre a malha de agarose para o polo positivo. O gel de
agarose age como um filtro seletivo para DNA de diferentes tamanhos moleculares,
separando-os em bandas especificas a medida que ocorre o espalhamento do material genético
do um elétrodo negativo para o positivo (TEIXEIRA, 2013). As moléculas de menor tamanho
de DNA migram mais rapidamente que moléculas maiores, e a distancia percorrida esta
intimamente ligada a seu tamanho. O DNA pode ser visualizado por meio de irradiagao de luz
UV, a partir de substancias como o brometo de etidio, sendo estimado pela comparacdo com a
distdncia que ele percorreu através do gel por uma unidade de tempo, por meio de uma
amostra com tamanho previamente conhecido (LEE et al.,2012).

Dentre as diversas técnicas de biologia molecular, uma das mais utilizadas atualmente
tem sido a técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), que possibilita a amplificacao

de um fragmento especifico da molécula de DNA milhares de vezes em questdo de minutos,
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técnica estd que revolucionou a medicina, justamente por uma unica molécula de DNA ser
capaz de produzir milhares de copias da molécula em estudo.

Desenvolvida por Kary Mullis em 1983, esta técnica favorece in vitro, por meio de
variagdes de temperatura o aumento de numero de copias de um determinado fragmento de
DNA, algo que o organismo naturalmente realiza em condicdes fisiologicas. A partir do uso
de nucleotideos, sequencias iniciadoras ou primers e a enzima polimerase, sendo possivel
obter uma sequencia especifica do acido nucleico por meio da fita molde (BERMINGHAM e
LUETTICH, 2003; BEJ, 2004).

Este processo de amplificacdo da molécula de DNA envolve por meio da variagdo de
temperatura as etapas de desnaturacdo, anelamento e extensdo. A Figura 9 ilustra os passos de
um ciclo da replicacdo do DNA que consistem na desnaturacdo da molécula de DNA, onde
ocorre a separacdo da dupla-fita, o anelamento dos primers e no final do processo a
amplificacdo dos primers. (WALKER, RAPLEY, 1999; BROWN, 2006).

Figura 9 - Passos na replicacdo da molécula de DNA
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Fonte: Adaptado de VIERSTRAETE, 1999.

Todo esse processo PCR envolve em torno de 30 ciclos que duram em media 3 horas,
afim de que possa ter sido realizado todas as trés etapas e por fim a amplificacdo da cadeia de
DNA num crescimento exponencial. Podendo ser desenvolvida num equipamento chamado
termociclador, que por sua vez, pode realizar as etapas de desnaturacdo e anelamento

automaticamente devido as variagdes controladas de temperatura.
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A partir da sequencia de DNA dos isolados é possivel por meio de programas
especificos como o BLAST realizar a comparacdo da sequencia mais proxima com o banco de
dados NCBI e assim fazer a identificacdo mais proxima de sua espécie, ou caso seja uma

espécie nova, podendo gerar assim uma arvore filogenética.

2.8 Fontes de biomassa

Tendo em vista 0s processos fermentativos e diversos modos de produgdo que por
ventura poderdo ser aplicados na producdo do etanol 2G, escolheu a palma forrageira como
matéria que venha a fornecer a matéria prima (Fonte de biomassa). Sua escolha se deve dentre
varios fatores devido a grande quantidade que se encontra disponivel na regido nordeste do
Brasil. Todavia, apesar da palma forrageira possuir diversos fins e aplicacfes, seus principais
usos ficam condicionados a alimentacdo animal, ndo podendo esquecer que ela serve também
pra outros fins, alimentacdo humana, seja na forma de doces, geleias, 6leos, verduras, sucos,
polpas e etc., producdo de medicamentos (diuréticos, anti-inflamatérios, diabéticos e etc.),
Cosméticos (xampus, cremes, sabonetes, lo¢es para o corpo e etc.), adesivos, fibras, papel,
corantes, entre outros. No Brasil, apesar dos diversos usos supracitados, a palma forrageira
esta condicionada principalmente a alimentacdo animal (Pecuaria).

A palma forrageira é uma cactacea de origem mexicana, rustica, resistente e adaptada
a regides secas, caracteristicas estas presentes principalmente no nordeste brasileiro, além de
possuir em sua composicdo quimica (Tabela 01) elevado teor de nutrientes e acucares
fermentesciveis, apresentando deste modo elevado potencial de producdo em diferentes
processos biotecnoldgicos (BARACHO et al., 2008)

No Brasil, especificamente na regido nordeste, as espécies mais cultivadas sdo
Opuntia ficus-indica Mill. (cv. Gigante (OP)) e Nopalea cochenillifera Salm Dyck (cv.
Midda (NP)). Sendo no estado de Alagoas cultivado em maiores quantidades da Nopalea
cochenillifea (cv. Mitda) (SANTOS et al., 2010).
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Tabela 1 - Percentual de materiais lignoceluldsicos e proteinas presentes em duas espécies de palma forrageira.

Espécie Lignina Hemicelulose Celulose Proteina

Bruta

Opuntia ficus- indica Mill
(cv. Gigante (OP)) 5,26 5,26 15,67 5,42

Nopalea cochenillifera Salm
Dyck (cv. Mitida (NP) 3,57 12,84 16,40 4,31

Fonte: Adaptado de CAVALCANTE et al., 2014.

Tendo em vista 0 custo elevado de enzimas responsavel por essa degradagdo dos
materiais lignocelul6sicos e o potencial dos componentes presentes na palma forrageira, busca
por meio da bioprospeccdo de bactérias lignoceluloliticas no intestino de larvas da
Helicoverpa armigera, identificar microrganismos e enzimas que possam degradar tais
matérias e como tal, consequentemente, viabilizem o processo de producdo do etanol de 2°

geracao.
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3 JUSTIFICATIVA

Existe um grande interesse na obtengdo de celulases, devido seu vasto potencial de
aplicagdo industrial, principalmente na industria do bioetanol. A busca por enzimas que
aumentem o processo de hidrolise intensifica a procura por novas fontes de biomassa e/ou a
melhor utilizacdo destes materiais como fontes de aclcares necessarios no processo da
fermentacdo. Sendo de grande valia para o setor biotecnolégico a prospeccdo de
microrganismos produtores de celulases e estratégias que viabilizem o processo de producéo e
caracterizacdo destas enzimas, tendo em vista o elevado preco das enzimas, bem como o
desenvolvimento de estudos com diferentes condigdes e tipos de substratos, que resultara na

maximizacdo do processo biotecnoldgico.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi isolar bactérias oriundas do trato intestinal de larvas da
Helicoverpa armigera (HUBNER) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) e avaliar seu potencial

celulolitico perante diversas fontes lignocelulésicas.

4.2 Objetivos Especificos

Pré-selecionar os melhores isolados produtores destas enzimas, utilizando o indice
enzimatico;

Identificar as bactérias celuloliticas através do sequenciamento genético empregando
técnicas de biologia molecular (PCR) através de extracdo de DNA e eletroforese em gel de
agarose;

Estabelecer as condi¢6es de producao de enzimas celuloliticas;

Determinar a atividade catalitica das celulases, hemicelulases e atividade
endocelulolitica produzidas pelas bactérias celuloliticas;

Verificar o perfil cinético a partir de curva de crescimento bacteriano;
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local do experimento e descri¢do do sistema

As larvas de Helicoverpa armigera foram coletadas no Centro de Ciéncias Agrarias
(CECA — Laboratédrio de Fitopatologia), Universidade federal de Alagoas, Rio Largo - Brasil,
e colocadas numa dieta a base de palma forrageira (Nopalea cochenillifera).

As analises e experimentos foram realizados em dois locais distintos, a etapa inicial foi
no LTBA (Laboratério de Tecnologia de Bebidas e Alimentos), localizado no CTEC (Centro
de tecnologia), campus da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), Macei6 — Brasil, e
posteriormente no laboratério de microscopia e genética de microrganismos localizado no

Centro de Ciéncias Agrarias.

5.2 Procedimentos adotados para as analises

5.2.1 Isolamento de bactérias celuloliticas

As larvas foram esterilizadas utilizando uma solucdo de etanol a 70%. Apds realizar
sua assepsia, foram dessecadas e seu intestino foi cortado em pequenos pedacgos, e
homogeneizados numa solucgdo salina isoténica (NaCl 0,9%) antes do correto plaqueamento,
que foi realizado em meio solido &gar salina minimo contendo 0,5% de glicose, bagaco de
cana-de-aglcar finamente moido como suas Unicas fontes de carbono (conforme Tabela 2).
Em seguida, as col6nias bacterianas que cresceram em celulose como fonte de carbono foram
isoladas e purificadas para determinar a capacidade de degradacdo de celulose (DANTUR et
al., 2015).

Tabela 2 - Composi¢do do meio de triagem em placas de Petri.

Componentes Concentragéo (g.L-1)
NaHPO4 1,0
K2HPO, 1,0

MgSOg4 0,05
NaCl 3,0
CaCl, 0,05
Agar 20,0
(NH.),SO4 2,0

Fonte: Dados do autor, 2016.
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A técnica utilizada para o isolamento foi a de “Estrias Multiplas”, a qual consiste em
espalhar o material com o auxilio de uma alga bacterioldgica, realizando estrias sucessivas ate
que se esgote o material, possibilitando um perfeito isolamento das bactérias presentes na

amostra.

5.2.2 Extracdo e Quantificacdo do DNA em gel de Agarose

Este é um método eficiente para extracdo de DNA de bactérias, que ndo necessita de
enzimas, fazendo-se uso do carbonato de silicio para quebrar da parede celular da bactéria
(ROSA, 2008).

A eletroforese para verificacdo da qualidade do DNA extraido foi realizada em gel de
agarose 0,8%. Apo6s 50 minutos em eletroforese a 90 voltz, o gel foi tratado com SYBR
Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen Corporation), conforme instrucdo do fabricante, e

visualizado em um aparelho transiluminador com luz UV.

5.2.3 Método de coloragdo com Vermelho Congo

A solucdo de vermelho do Congo, uma solucdo corante, é bastante utilizada como um
indicador para verificacdo de degradacdo num meio que contenha &gar e uma fonte de
carbono na presenca de bactérias fornecendo um teste rapido, eficaz e sensivel da presenca de
bactérias celuloliticas, conseguindo demonstrar a capacidade de alguns microrganismos de
degradarem polissacarideos, devido a forte interacdo do corante com os polissacarideos com
ligacOes B-1,4 — D-glucopiranosil. Podendo reduzir tempos (dias ou até meses) de incubagéo
para bem menos de 1 dia, um método extremamente adaptavel, direto e utilizado em testes
com diferentes tipos de microrganismos (TEATHER e WOOD, 1982).

Através dos isolados obtidos, aqueles produtores de celulases ao interagir com o
corante observou-se um halo de cor clara com as bordas levemente laranja, indicando areas de
hidrolise. Este halo foi medido para a obtencdo do indice enzimatico. Os didmetros das
coldénias e de hidrolises produzidos foram medidos com paquimetro (NOGUEIRA e
CAVALCANTI, 1996). Os indices enzimaticos foram calculados a partir da relagdo entre os
halos de hidrolise (dc) e halos da colénia (@h), fornecendo assim os valores referentes aos

indices enzimaticos (IEA).
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5.2.4 Determinagéo da atividade catalitica das celulases

As bactérias foram crescidas utilizando o meio liquido de Luria-Bertani (LB), e com
isso vinte microlitros (20 pl) de uma suspensdo de bactérias foram inoculados em diferentes
pontos sobre a superficie em placas contendo meio salina minimo suplementando com 0,5%
(w/v) de bagaco de cana-de-acucar, farelo de palma e farelo de soja (Palma e soja finamente
moidas). Em seguida, as bactérias foram cultivadas durante quinze dias (15 dias) a uma
temperatura de 30°C, posteriormente coradas com vermelho Congo 0,1% (w / v), para
determinar a possivel degradacdo de celulose. Sendo possivel a partir do didmetro da zona
limpida em torno da gota onde fora aplicado a suspensdo bacteriana, indicando a grandeza da
atividade celulolitica (DANTUR et al., 2015). No experimento foram utilizados 30 mL de

meio por placa, podendo realizar trés furos por placa de petri (135mm).

5.2.5 Atividade de CMCase extracelular

Este € um meétodo que apesar de ser qualitativo é extremamente importante por
representar a dosagem de endoglucanases podendo ser evidenciado pelo halo formado perante
a degradacdo da carboximetilcelulose.

A suspensdo de crescimento bacteriano foi inoculada em diferentes areas em placas
contendo 0,1% de glicose, 0,5% (w/v) de CMC. As placas foram incubadas a 30°C durante 10
dias e subsequentemente coradas com vermelho do Congo 0,1% (w / v), para visualizar a
atividade de endoglucanases extracelular. O indice de atividade enzimatica foi calculado
como o diametro do halo de hidrolise / didmetro da coldnia, medidos a partir de paquimetro
(HUANG etal., 2012).

5.2.6 Teste de atividade enzimética endocelulolitica

As ceélulas bacterianas foram crescidas em meio médio salino suplementado com 0,2%
glicose, 0,2% triptona e 0,5% (w/v) CMC e incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida as

bactérias foram inoculadas em meio liquido salino minimo contendo diferentes fontes de
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carbono e incubados por um periodo de 14 dias em shaker/incubador numa rotagdo de 150
rpm e 30°C. Durante o periodo de incubacéo, foram retiradas amostras em diferentes tempos.

A atividade enzimatica endocelulolitica foi determinada utilizando o reagente acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Esta reacdo consiste em 100 pl de 2% (w/v)
CMC em tampdo 100 mM de acetato de sodio (pH 5,0), com adicdo de 100 pl dos
sobrenadantes do extrato bruto de proteinas, que foram adicionados antes da incubacdo a
40°C. A reacdo foi parada com adi¢édo de 200 pl do reagente DNS e a mistura foi aquecida a
100°C durante 10 minutos. Apds a reacdo atingir a temperatura, foi resfriada em banho de
gelo e em seguida, lida a absorbancia em 540 nm, onde foi medida utilizando
espectrofotdbmetro Shimadzu UV - Visivel 1280 (DANTUR et al., 2015). Os ensaios foram
executados em triplicata.

5.2.7 Curva de Crescimento Bacteriano

Apos o isolamento da bactéria, foi realizada uma curva de crescimento bacteriano. A
bactéria foi inoculada num meio Agar liquido de Luria Bertame suplementado com glicose
0,5% e a cada 60 minutos foram realizadas leituras para observar seu comportamento. A
leitura foi realizada em espectrofotometro em um comprimento de onda de 640 nm, sendo
assim possivel determinar a curva de crescimento a partir da densidade Optica. Para realizacdo
do experimento o0 meio foi adicionado numa solucao salina a 0,9% (Cloreto de Sodio, NaCl).
Esta etapa foi repetida sucessivamente, a cada 60 minutos, ao longo das 32 horas de
incubacdo do meio inoculado, a 37°C sobe agitacdo constante de 150 rpm. Um frasco
contendo o meio estéril (Branco) foi utilizado ao longo do experimento para zerar o
espectrofotdbmetro durante a leitura e avaliacdo da densidade Optica (SANTIAGO et al.,
2015).

5.2.8 Analise de Dados

A andlise estatistica das atividades enzimaticas foram realizadas de acordo com um
delineamento experimental completamente casualizado, com trés repeti¢cbes. Os dados foram
analisados utilizando o software PAST versdo 3.14 (HAMMER et al., 2001).
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Isolamento de bactérias celuloliticas

A partir das larvas coletadas para a pesquisa (N = 15), apenas nove (09) delas se
alimentaram de palma forrageira, alimento este que foi utilizado como fonte de carbono, as
quais foram dessecadas obtendo-se trés (03) isolados bacterianos em meio salina minimo
suplementado com bagaco da cana-de-actcar como Unica fonte de carbono, conforme Figura
11. Os isolados foram utilizados para as etapas subsequentes, visto que apresentaram ser
capazes de produzir enzimas do complexo celulolitico a partir de materiais lignocelulésicos.
Essas culturas bacterianas foram mantidas em meio solido &gar salina minimo contendo como
fontes de carbono carboximetilcelulose e glicose a 37 °C sob refrigeracdo até 0 momento do

uso.

Figura 10 - Isolados obtidos do microrganismo (cultivados em meio salina minimo (placa a) e repicados em meio

agar orientation (placa b)).

Fonte: Dados do Autor, 2015.

Dos 3 isolados bacterianos selecionados, estudados neste trabalho obtidos a partir da
degradacdo do meio SM suplementado com glicose e cana-de-agucar, apenas 2 mostraram-se
produtores de enzimas por meio dos testes de hidrolise e de atividade enzimatica,

demostrando que esses microrganismos sdo 0s responsaveis por fazer a biodigestdo dos
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materiais lignoceluloliticos ingeridos pelas larvas, assim como tem descrito Dantur et al.
(2015).

Em comparacdo a outros estudos, a quantidade de isolados obtidos foram inferiors,
como Huang et al. (2012), que isolou 207 bactérias do intestino de larvas de Holotrichia
parallela. Bem como, Khianngam et al. (2014), isolou 10 bactérias produtoras de celulase

apartir de 7 amostras da farinha de 6leo de palma da Tailandia.

6.2 Ensaios de Atividade Extracelular

Os isolados que obtiveram crescimento no meio de bagaco de cana-de-agucar foram
selecionados para os ensaios de atividade extracelular CMCase e extracelular total.

Para os ensaios do indice de atividade enziméatica (IEA) observou-se reducdo na
velocidade de formacdo do halo com seis (06) dias de inoculo, ademais, o0 crescimento da
coldnia mostrou-se mais rapido quando comparado com a producdo das celulases. Como a
quantidade de acUcares no inicio do indculo sdo grandes, sendo mantidas as condi¢es do
meio, a tendéncia é que as colbnias de bactérias adaptadas continuem a crescer induzindo a
producdo de enzimas para utilizar as fontes de carbono.

E importante salientar que os testes aplicados utilizando a solucéo de vermelho congo,
foram somente de natureza qualitativa, evidenciando a hidrolise por meio do halo de
degradacdo, conforme Figura 12, ndo servindo como natureza quantitativa para as atividades
enziméaticas. Levando em conta as diversas variacdes que foram realizadas durante o
experimento, os resultados de IEA demonstraram-se distintos sob as mesmas condi¢des de

temperatura, tempo de incubacéo e concentragdo dos substratos utilizados.

Figura 11 — Ensaios de atividade celulolitica qualitativa do isolado bacteriano.

Fonte: Dados do autor, 2016.
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Destacando que houve produgdo de enzimas, evidenciado pela presenga do halo de
hidrolise, da mesma maneira que 0 método de deteccdo foi eficiente. Tendo em vista que a
visualizacdo do halo esta atrelada a diversos aspectos, como: parametros quimicos e fisicos,
fatores bioldgicos, pH e temperatura, contaminantes que possam interagir com o vermelho de
congo fornecendo falsos resultados e até mesmo inibindo a acdo da enzima
(VASCONCELOS et al., 2003; COLEN, 2006).

6.3 Determinacdo da atividade catalitica das celulases

O que pode tornar um processo de hidrolise enzimatica economicamente viavel é o
processo de producdo de celulases, sendo primordial detectar a atividade catalitica. Na figura
13, estdo ilustrados os resultados de atividade extracelular a partir de diferentes substratos,
realizados sob as mesmas condicdes de cultivo (RAMACHANDRA et al., 1987).

Figura 12 - Imagens do halo da col6nia e halo da hidrolise, suplementados com bagago de cana-de-agucar (a),
farelo de palma forrageira (b) e farelo de soja (c).

Fonte: Dados do autor, 2016.

E importante destacar que apesar dos estudos da utilizacio de farelo de palma e soja
ser poucos, 0 principal foco destas biomassas sdo a alimentacdo e pecuaria, nota-se que
podem ser um 6timo substrato para a producdo de enzimas celuloliticas.

A Tabela 3 apresenta os resultados das medidas dos halos da coldnia (dc) e halos de
hidrolise (@h) com seus calculos dos indices enzimaticos (IEA), onde foi possivel por meio
da relacdo determinar que os valores mais elevados foram observados nos suplementos de
farelo de soja (8,69) e farelo de palma (6,72), sendo o bagaco de cana-de-acUcar (4,79) aquele

que apresentou os menores valores. Os valores apresentados correspondem aos experimentos
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realizados independentemente nas mesmas condicdes. E importante também observar qual o
tamanho e como se deu o crescimento da colénia na placa, observando que apesar do
substrato de bagaco de cana-de-agUcar ter apresentado o menor valor de degradagdo para
indice enzimatico posteriormente sera possivel notar que tiveram os resultados superiores para

atividade enzimatica endocelulolitica.

Tabela 3 - indice de atividade enzimatica (IEA) calculada apds 14 dias de cultivo dos isolados com diferentes

suplementos.

Substratos Média Média LE.A Desvio
@h ac Padréo
Farelo de Soja 3,48 0,40 8,69 1,32
Farelo de Palma 2,69 0,40 6,72 1,37
Bagaco de cana- 1,92 0,40 4,79 0,18
de-acUcar

@c= didmetro da col6nia (mm); @h= didmetro do halo (mm); I.E.A= indice enzimatico; ©=halo do didmetro da
placa de Petri (135 mm).

Fonte: Dados do autor, 2016.

Para o desenvolvimento dos microrganismos, ha a necessidade de nutrientes
especificos sob determinadas quantidades e condicdes, como por exemplo, as fontes de
nitrogénio, seja ureia, extrato de levedura ou peptona, que segundo Mandels e Weber (1969) a
depender de suas quantidades e tipo utilizado intensifica a atividade de celulase total. Tais
estudos levaram a Khowala e Sengupta (1992) relatar que fungos A. niger foram seletivos a
pontos de promover um maior crescimento de acordo com o suplemento de nitrogénio
utilizado: (Ureia) > (Peptona) > (NaNO3) > (Extrato) de levedura. A degradacdo gerada na
placa pelos microrganismos apresentou tamanho consideravel, o halo de degradagdo, com isso
optou por um cortador que tivesse 4,0 mm de diametro.

O uso destes tipos de biomassa, farelo de soja e palma, pode suplementar o uso de
nitrogénio e até mesmo alguns minerais, tendo em vista que possuem uma vasta composicao
nutricional, haja vista, os meios de cultura representam grande quantidade dos custos na
producdo das enzimas, tornando extremamente importante o uso de residuos agricolas (BON,
FERRARA, CORVO, 2008).

Os resultados de IEA foram superiores aos obtidos por Khianngam et al. (2014), que
apartir de amostras da farinha de 6leo de palma da Tailandia, obtive indice enzimatico por

meio de hidrolise que variaram de 1,56 até 4,14. Vale ressaltar que Tanaka et al. (2006),
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demonstra que uma dieta com uma variagdo de diferentes fontes de carbono, resulta na

obtencdo de diferentes comunidades microbianas.

6.4 Extracdo e Quantificagdo do DNA Bacteriano

Os dados ilustrados na Figura 14 demonstraram a obtencdo do DNA molde que é
utilizado para sequenciamento e por meio deste a identificacdo da sequéncia do DNA por
BLAST para identificacdo da espécie do microrganismo. A eficiéncia da extracdo do DNA
gendmico purificado pode ser evidenciada com a obtencdo da eletroforese em gel de agarose,
haja vista o tamanho amplificado do fragmento do gene de 16S rRNA foi de

aproximadamente 450 pb (conforme a seta indicando).

Figura 13 — Produto de PCR (DNA bacteriano) em gel de agarose 0,8%; onde P é o DNA da amostra, M é o
marcador (KBr) de peso molecular 1500 pb, produto da reagdo de PCR com os oligonucleotideos da regido do
gene 16S rDNA.

Fonte: Dados do autor, 2016.

Na ampliacdo dos genes 16S rDNA foi realizada a técnica de PCR, onde os resultados
obtidos ndo foram satisfatérios, tendo em vista que os primers utilizados ndo resultaram em
reacOes de incorporacdo de nucleotideos. Devido a isto, acredita-se que tenha ocorrido a
formacdo de fragmentos inespecificos menores do que o esperado, que a quantidade de DNA-
molde e/ou primer tenham sido muito baixas, baixa qualidade de pureza do produto de PCR,
como a presenca de proteinas e polissacarideos e degradacdo das amostras. Sendo assim,
torna-se necessario realizar alguns ajustes na analise como a quantificagdo do DNA-molde
extraido, avaliar outros primers para a reacdo de PCR utilizados no sequenciamento de DNA

bacteriano, e ajustes na temperatura de anelamento bem como na de extensdo. Isto ird
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possibilitar uma melhor resolucdo taxonémica, podendo relacionar de modo correto 0s
isolados em consonancia as espécies-tipo, ou determinando a ocorréncia de novas espécies
(BEJ, 2004).

O processo de sequenciamento € extremamente importante, pois através dele é
possivel identificar quais microrganismos estdo presentes na microbiota intestinal das mais
variadas espécies de animais, principalmente se forem espécies ndo relatadas na literatura
(SHARMA e CARLSON, 2000).

6.5 Atividade de CMCase extracelular

Os resultados obtidos com o presente isolado obteve valores de 4,58 de indice
enzimatico com a atividade CMCase celular, ilustrado conforme Tabela 4. Apresentando
resultados superiores a alguns estudos, levando-se em conta que segundo Lopes et al., (2011)
uma bactéria com um indice enzimatico acima de 2,5 é considerada como produtor de
enzimas. Estudos como de Chang et al. (2009), obtiveram atividade de dois isolados de
Bacillus sp. na presenga de CMC 0,5%, com indices de 1,9 e 2,33 e Ramachandra et al.
(1987), obteve indices de 1,58, 1,33, 2,4 respectivamente, resultados menores que 0S

apresentados neste estudo.

Figura 14 - Halo de crescimento de atividade CMCase extracelular

Fonte: Dados do autor, 2016.
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A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos dos indices de atividade enzimética obtidos
apos o cultivo em meio SM suplementado com CMC, apés 10 dias de incubacdo a 30°C em
estufa de cultura bacteriolégica. Os valores obtidos com a CMCase celular evidenciaram um

indice enzimatico de 4,58, demonstrando possuir atividade catalitica para degradar CMC.

Tabela 4 — indice de atividade enziméatica calculado apés 10 dias de incubagio para atividade CMCase

extracelular.

Suplemento Média Média ILE.A Desvio
@h ac Padréo
CMC 1,83 0,4 4,58 0,71

@c= diametro da col6nia (mm); @h= diametro do halo (mm); I.LE.A= indice enzimatico; ©=halo do didmetro da
placa de Petri (135 mm).
Fonte: Dados do autor, 2016.

6.6 Testes de atividade enzimatica endocelulolitica

6.6.1 Atividade enzimatica utilizando diferentes substratos

As Figuras 15, 16, 17 e 18 demonstram a atividade dos diferentes substratos utilizados
no estudo de atividade enzimatica endocelulolitica, CMC, Bagago de cana-de-aglcar e
celulose respectivamente. Apesar de terem apresentado valores satisfatorios de atividade
catalitica das catalases, outros substratos como farelo de soja e de palma foram utilizados,
entretanto, por ndo apresentarem resultados esperados, nas condigdes executadas no presente

estudo, apresentaram valores negativos, sendo descartados.
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Figura 15 - Atividade enzimética endocelulolitica utilizando CMC como substrato.
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Figura 16 - Atividade enzimatica endocelulolitica utilizando Bagaco de cana-de-agticar como substrato.
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Figura 17 - Atividade enzimética endocelulolitica utilizando celulose como substrato.
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Figura 18 - Estudo comparativo da atividade enzimatica endocelulolitica utilizando diferentes substratos.
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E possivel notar a partir da Figura 18, que o meio suplementado com celulose
apresentou baixo valor, com pequena variacdo da atividade enzimatica. No entanto o meio
cultivado com CMC, apresentou-se praticamente constante nos trés (03) primeiros dias,
revelando um pico de atividade no quarto dia, e em sequencia reduziu aos valores iniciais.
Todavia 0 meio suplementado com glicose, foi 0 que se apresentou mais estavel nas horas
iniciais do primeiro (1°) e segundo (2°) dia, demonstrando um maior tempo de ativagdo da
enzima no meio supracitado, fator primordial para 0 uso das enzimas em processos
biotecnologicos.

Através da quantificacdo da atividade enzimatica endocelulolitica foi possivel
determinar o melhor tempo de cultivo para a produgdo das enzimas assim como o melhor
substrato utilizado. A partir do isolado testado foi possivel observar que apesar do pico de
atividade enzimatica utilizando CMC como substrato no 4° dia ter apresentado 4,38 U.mL™,
0S mais representativos e estaveis foram observados na utilizacdo do bagaco de cana-de-
acUcar, onde apresentou valores de 3,38 U.mL™?, 4,14 U.mL™, 4,18 U.mL™ (6 horas, 1 e 2 dias
respectivamente).

A réapida resposta das enzimas e seus valores de atividades sob o substrato de cana-de-
acucar reportam dados cinéticos significativos durante os dois primeiros dias de analises (6
horas — 3,38 U.mL™, 12 horas — 2,68 U.mL™ , 1 dia 4,14 U.mL™, 2 dias 4,18 U.mL™).
Embora o substrato de CMC no seu 4° dia ter apresentado o valor mais acentuado, observa-se
que foi um pico Unico comparando-se aos demais valores de atividade enzimatica. Apesar de
os valores apresentados estarem na forma de unidade enzimatica por mL, entende-se que uma
U foi definida como aquela que libera um pmol do agUcar redutor correspondente, por
minuto, nas determinadas condic¢des do experimento, assim como relatam Xiao et al. (2004).

E importante salientar que um dos fatores primordiais na producio das enzimas é a
escolha ideal do substrato, tendo em vista que a otimizacdo do mesmo aliada a outras
condicdes (umidade, temperatura, pH, concentragdo) resultard em resultados enzimaticos mais
significativos, assim como pode gerar produtos indesejaveis (KULKARNI e SHENDAY,
1999).

6.7 Curva de Crescimento Bacteriano

Durante o crescimento do isolado bacteriano em meio de cultura liquido, as bactérias

apresentaram uma curva de crescimento padrdo, onde pode ser expresso por meio da



45

densidade Optica ao longo de 32 horas de incubacdo. Sendo que o isolado bacteriano
apresentou pico de crescimento até as 23 horas.

Vale salientar que € possivel notar que a densidade Optica do meio de cultura é
considerada um método eficaz para se estimar a quantidade de crescimento bacteriano do
isolado somente até as 23 de crescimento para este estudo, pois, a turbidimetria ndo consegue
discriminar células vivas e mortas, sabendo que as células microbianas dispersam a luz, que
podem assim serem detectadas por meio de medi¢do de absorbancia em um espectrofotémetro
(PINTO et al., 2010).

O crescimento ocorreu de forma mais acentuado durante o intervalo de 2 a 6 horas,
onde as células dos microrganismos se multiplicam intensamente chamado de fase
exponencial. Durante os intervalos de 7 a 22 horas observa-se a estabilizacdo do crescimento
bacteriano, designado por fase estacionaria. Todavia a partir das 23 horas 0s microrganismos
iniciam a fase de declinio ou morte, demonstrando que nas condi¢cdes empregadas no
experimento eles tiveram um periodo de vida de 23 horas.

A Figura 20 demonstra o crescimento das células do isolado durante 32 horas. E suas

respectivas fases de crescimento e declinio.

Figura 19 - Estudo da cinética de crescimento bacteriano do isolado em estudo.
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Entender a cinética de crescimento bacteriano € extremamente importante para que se
possa compreender o comportamento do crescimento dos microrganismos em estudo, mesmo
que este método ndo demonstre por via Optica a diferenciacdo das células vivas e mortas.

Este tipo de experimento fornece as melhores condi¢fes de tempo necessarias as quais
devem ser empregados estes microrganismos, principalmente nos momentos de maior

intensidade celular e na fase de declinio ou morte.
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7 CONCLUSOES

Devido as limitacdo do trabalho a quantidade de microrganismos isolados no presente
estudo foi de apenas uma espécie bacteriana.

O indice enzimatico obtido com a atividade CMCase celular foi de 4,58, bem
superiores aos considerados (2,5 cm) como produtores de enzimas.

O processo de extracdo e purificacdo do DNA do isolado demonstrou ap6s elucidagédo
que o material integro surgiu como uma banda definida referente aos 450 Bp do material.

A maior atividade enzimética observada foi com CMC como substrato no 4° dia (4,38
Ul.mL™), contudo os resultados mais significativos foram observados com o uso do bagaco de
cana-de-acticar como substrato (3,38 Ul.mL™, 4,14 Ul.mL™, 4,18 Ul.mL™) obtidos nos dois
primeiros dias de analises.

O estudo da cinética bacteriana reportou intenso crescimento entre 2 as 6 horas (fase
exponencial), com estabilizacdo entre 7 as 22 horas (Fase estacionaria) e declinio acentuado a
partir das 23 horas (fase de declinio ou morte), caracterizando que nas condi¢Ges empregadas
no experimento o isolado bacteriano apresentou periodo de vida de 23 horas.

Em razéo de o substrato ter grande importancia num processo de producao de enzimas
0 uso das diferentes fontes de carbono empregadas neste trabalho mostrou- se promissora na
producdo de microrganismos celulolitico, a partir dos valores de atividade enzimatica
apresentados, podendo concluir que o microrganismo deste presente estudo tem potencial para

serem utilizadas em processos industriais.
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8 PERSPECTIVAS

- E necessario realizar o sequenciamento de DNA dos isolados extraidos do trato intestinal da
larva em estudo, para que possa ser determinado 0s microrganismos que por ventura estejam
descritos ou ndo na literatura por meio da comparagdo com 0s sequenciamento que se
encontram depositados no GeneBank (NCBI).

- Avaliar as melhores condi¢bes de atividade enzimatica sob a influéncia de diferentes

condicOes de temperatura, pH e quantidade de substratos.
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Apéndice A: Curva padrdo de Glicose

As atividades enzimaticas endocelulolitica foram avaliadas, segundo metodologia
proposta por Miller (1959), que possibilita a quantificacdo do teor de acUcares redutores
liberados na reacdo enzimatica pelo método do DNS (Acido Ditritrosalicilico). Validados
conforme curva padrdo de glicose realizada utilizando espectrofotdmetro, representada na

Figura 20, utilizada na quantificacio atividade enzimatica.

Figura 20 - Curva padrdo de glicose proposta por Miller, 1959. Utilizada para quantificar

atividade enzimatica.
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Fonte: Dados do Autor, 2016.

A atividade enzimética foi determinada comparando as concentracdes conhecida da
solucédo de glicose da solucdo padrdo com a solugdo de concentracdo desconhecida formada.
A equacdo da reta foi formulada por regressdo da absorbéancia pela concentracdo, formando
uma equacéo linear, de acordo com a lei de Beer.

A concentracdo de glicose excretada pelas enzimas dada pela absorbancia a 540nm,

foi convertida em pmol/mL™ para quantificar a atividade enzimética.



