JOSENILDA CARLOS DOS SANTOS

PERFIL ENZIMATICO E ANALISE FILOGENETI’CA DE UMA
COMUNIDADE MICROBIANA CELULOLITICA

Disseragcdo apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do Programa de Pés-
Graduacao em Microbiologia Agricola, para obtencéo
do titulo deMagister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS- BRASIL
2014



FichaCatalografica :: Fichacatalografica

2de3

Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da
Universidade Federal de Vicosa - CAmpus Vicosa

T
Carlos dos Santos, Josenilda, 1984-
S237p Perfil enzimatico e andlise filogenética de uma
2014 comunidade microbiana celulolitica / Josenilda Carlos dos

Santos. - Vicosa, MG, 2014.
xii, 53f:il.; 29 cm.

Inclui apéndice.

Orientador : Flavia Maria Lopes Passos.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Vicosa.

Referéncias bibliograficas: £.42-50.

1. Microbiologia industrial. 2. Microrganismos
biotecnoldgicos. 3. Comunidade microbiana. 4. Celulases.
I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Microbiologia. Mestrado em Microbiologia Agricola.

I1. Titulo.

660.6 CDD 22. ed.

https://www3.dti.ufv.br/bbt/ficha/cadastrarficha/visua...

10-04-2015 15:01



JOSENILDA CARLOS DOS SANTOS

PERFIL ENZIMATICO E ANALISE FILOGENETI,CA DE UMA
COMUNIDADE MICROBIANA CELULOLITICA

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Microbiologia Agricola, para obtencao
do titulo deMagister Scientiae.

APROVADA: 26 de novembro de 2014.

Fabio de Avila Rodrigues Cynthia Canédo da Silva

Flavia Maria Lopes Passos
(Orientadora)



Dedico esta dissertacao a Deus.

A minha familia.
Ao meu amado, Josemar.
E aos meus amigos.

A fonte da minha forca!



“Uma falsa ciéncia faz um homem ateu, mas uma verdadeira ciéncia leva o homem a

Deus.”

Voltaire



AGRADECIMENTOS

A Deus pela oportunidade da vida e por me conceder a forca necesséria para
seguir em frente diante das dificuldades.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Microbiologia agricola
pela oportunidade e por todo o suporte financeiro, estrutural e intelectual.

Ao Instituto de Biotecnologia aplicada a Agropecué&fiaBIOAGRO por
disponibilizar seu espago e equipamentos para a realizacao deste projeto.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQ)
pela concessédo da bolsa e por todo o suporte financeiro.

A professora Flavia Maria Lopes Passos pela orientagcéo e, principalmente, por
extrair o melhor de mim a cada dia e por me mostrar como fazer Ciéncia com ética e
comprometimento.

A Banca, professora Cynthia Canédo e professor Fabio Rodrigues, pelas imensas
contribuigdes.

Aos professores Wendel Batista da Silveira e Marisa Vieira de Queiroz pela co-
orientacao e por todas as contribuicdes feitas.

Aos meus pais por seu amor incondicional, por entender minha auséncia em
diversos momentos, por me dar todo o suporte para que eu pudesse concluir meu curso
e por sempre ter me encorajado a nunca desistir de meus sonhos. Meus heréis!

Aos meus irmaos Diogo, Carlos, Igor, Antonio, Jodo, Manoel e Benedito pelo
carinho e pelo incentivo.

Ao meu namorado, Josemar, por toda a cumplicidade, compreenséo e paciéncia
ao longo desses dois anos. Sem vocé eu néo teria conseguido!

Aos meus preciosos amigos do LabFis: Livia, Fernando, Robson, Mariana, Eder,
Raquel, Breno, Amanda, Maria Fernanda, Juan, Lilian e Hugo. Obrigada pela
convivéncia diaria, pela ajuda constante, por terem se preocupado junto comigo, pelos
momentos de descontracdo, pelas conversas, pelos cafés e caronas e, principalmente,
pela amizade de vocés. Vocés sdo uma familia para mim!

Ao Grupo de Convivéncia pelas oracdes e pelo apoio.

Aos meus amigos Verbnica, Barbara, Juliana, Caroline, Fernanda, Leonardo,

Meriele e Sérgio por trazer alegria, inspiracdo e motivacao nos meus piores momentos.

iv



A Marcelo Nagem, Julio Delvaux, Pedro Vidigal e Tomas Gomes por toda a
ajuda e pelas ricas contribuicdes.

A todos os professores e professoras do Departamento por dividirem seu
conhecimento comigo e me ensirara pensar além do 6bvio.

A todos os queridos funcionarios do Departamento, especialmente ao Danilo e a
Nilcéa, por toda a ajuda, atencéo e carinho.

Aos meus colegas de curso por toda a ajuda nas disciplinas e no projeto.

A todos, que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste trabalho, o
meu MUITO OBRIGADA!



SUMARIO

RESUMUQ......c s viii
ABSTRACT ... X
L INTRODUGAO.......ooooooeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeoeeeeeeeeeeseeseeeseeoseeseeeeeessssssssssseeonesseeeeeeesss s 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.........ocoooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeseseseeeeeeeeseeeseeeeesssesssessseseeesesseenene 4
2.1 O estudo de comunidades microbianas celuloliticas............cccoovvmrrrrrnrirrrirnrinnenne. 4
2.2 BIomassa lIgNOCEIUIOSICAL............coocrveirees s 7
2.3 Principais enzimas celuloliticas e hemicelulolitiCa............cc.cccoevevvrvevrcricerceienne, 10
2.3. L CIUIASES.......ooo s 10
2.3.2 XIBNASES ...t 13
3 MATERIAL E METODOS....oooooooooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseeseeseseeeeeseeeesessseeeeee 15
3.1 Reativagao da COMUNIAAE.............oocrieress st 15
3.2 Preparacao do coquetel @NZIMALICO. ..o 16
3.3 Determinacao das atividades eNZIMALCAS..........cccocuevevververreevereeesieseeie e, 17
3.3.1 Atividade de Carboximetilcelulase (CMCaSE).........c.coorrmrrnrrnrenrenrenriseineineeen. 17
3.3.2 Atividade de XIlANASE.........o.oeeeerr s 17
3.3.3 Atividade de celulase total (FPASE)..........ccccoovevrveeereieieieeeeee e 18
3.3.4 Atividade de B-glICOSIAASE..........cccovvvererieieeeee e 19
3.3.5 AtiVIdAde € PIrOtEASE. ... 19
3.3.6 Determinacao da proteiNa total.........c..ccooevvevvevveeeeieeieeeeee e 20
3.4 Efeito da temperatura, pH e termoestabilidade.............ccccooovverververceiceicriceeen 20
3.4.1 ANAIISES ESLALISHICAS. ..o 20
3.5.1 EXtracao dO DNA tOLAL........cc.covivieeeeeee s 20
3.5.2 Amplificacéo dos genes 16S rRNA € 28S rRNA.........coooececeveevceeeeeeeee, 21
3.5.3 Sequenciamento e analise fillogeNLCA............c.ccoovvevevverierereieieesee e, 21
4 RESULTADOS E DISCUSSOES...........ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeoseeeveeeeeeeeesesssssssssseeeeone 22
4.1 Deteccdo das atividades eNZIMALICAS...........ccc.covvvrverierieriseeeiss s 22
4.2 Producao das enzimas ao 1ongo dO tE€MPO......ccccvvrvevrerrrrerrreieeeeieieesie s 23
4.3 Efeito da temperatura, pH e termoestabilidade.............c.ccccooorvevvevevcecerceicececeean, 27
4.4 Composicédo da comunidade microbiana mista e relacdes filogenéticas....... 34

Vi



5 CONCLU

Y0 ] =S T s

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS....ooooooooooooooeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesoeeeseeeeeeeessssssssssne

APENDICE

Vii



RESUMO

SANTOS, Josenilda Carlos dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2014. Perfil enzimatico e anadlise filogenética de uma comunidade microbiana
celulolitica. Orientadora: Flavia Maria Lopes Passos. Coorientadores: Wendel Batista
da Silveira e Mariza Vieira de Queiroz.

A hidrdlise da lignocelulose, presente na biomassa vegetal, requer a participacdo de uma
série de enzimas lignoceluloliticas, produzidas por diversos micro-organismos. Este
processo € natural, gradual e resulta na liberacdo de acucares fermentaveis e outros
produtos industriais. No entanto, o processo de hidrolise da lignocelulose na industria
requer uma formulagdo enzimética robusta e com amplo espectro de atividade
hidrolitica, capaz de disponibilizar a maior quantidade possivel de acucares para os
bioprocessos. Dessa forma, o ideal seria produzir coquetéis enzimaticos a partir de
comunidades microbianas, que se estabelecem em ambientes onde 0 a biomassa vegetal
esta sendo degradada. Assim, os objetivos deste estudo foram: determinar e caracterizar
atividades enzimaticas presentes no coquetel enzimatico obtido a partir de uma
comunidade microbiana celulolitica; determinar a diversidade de micro-organismos
presentes nesta comunidade e inferir sobre as relacdes filogenéticas e funcionais entre
seus membros. Uma comunidade microbiana celulolitica, derivada de duas outras
comunidades foi cultivada em meio solugdo Peptona-Celulose (PCS), suplementado
com 1% (p/v) de bagaco de cana, a 50°C e sem aeracdo, durante sete dias. O extrato
enzimatico produzido por esta comunidade apresentou cinco atividades enzimaticas
diferentes (CMCase, FPasdlaxase, -glicosidase e protease). Xilanase e CMCase
alcancaram sua atividadeéxima no sexto dia de cultivo (9,98 U thg 2,0 U mgd',
respectivamente)FPase no quarto dia (0,6 U Mg B-glicosidase no terceiro (0,36 U

mg') e protease no primeiro dia (0,05 U HhgO efeito do pH, temperatura e
termoestabilidade sobre as atividades enzimaticas foi analisado. Xilanase e CMCase
apresentaram maior atividade em pH &Pgse e B-glicosidase em pH 7,0 e protease

em pH 5,0. A melhor atividade de xilanase e CMCase ocorreu a 70°C, FPase & 60°C,
glicosidase a 50°C e protease a 40°C. Xilanase, CMCase e FPase foram termoestaveis
em todas as temperaturas testadas (40, 50 e 60°C) ao longalelén@iibacdo. A -
glicosidase foi termoestavel nos 80 min iniciais, em todas as temperaturas. Protease foi

termosensivel a 40°C, nos 40 min iniciais de incubaé&oatividades enzimaticas
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presentes no coquetel enzimético, produzido pela comunidade microbiana mista,
apresentaram tolerancia a ampla faixa de pH e elevadas temperaturas e estabilidade
térmica, exibindo potencial para aplicacdo em processos biotecnoldgicos. O DNA total
da comunidade foi extraido, os genes ribossomais 16S e 28S foram amplificados e
sequenciados. A anadlise das sequéncias dos genes ribossomais revelou que estes
possuem similaridade maior que 90% com sequéncias conhecidas depositadas no
GenBank e indicaram que a comunidade microbiana celulolitica era composta por
diversas espécies de bactérias e fungos, que foram agrupadas em duas arvores
filogenéticas. O fungdGanoderma lucidum e a bactéridlreibacillus ndo cultivavel
apresentaram a maior frequéncia relativa na comunidade. As complexas interagdes
metabolicas e ecoldgicas entre as multiespécies microbianas, presentes na comunidade
microbiana mista certamente contribuiram para a eficiente hidrélise da lignocelulose nas

condicOes estabelecidas neste estudo.



ABSTRACT

SANTOS, Josenilda Carlos dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, november,
2014. Enzymatic profile and phylogenetic analysis of a cellulolytic microbial
community. Advisor: Flavia Maria Lopes Passos. Co-advisors: Wendel Batista da
Silveira and Mariza Vieira de Queiroz.

The hydrolysis of lignocellulose present in the vegetable biomass requires the
participation of a series of lignocellulolytic enzymes, produced by various
microorganisms. This process is nhatural, gradual and results in the release of
fermentable sugars and other industrially products. However, the hydrolysis process of
the lignocellulose in the industry requires robust enzyme formulation with broad
spectrum of hydrolytic activity, able to provide the largest possible amount of sugars for
bioprocesses. Thus, the ideal would be to produce enzyme cocktails from microbial
communities that are established in environments where the vegetable biomass is being
degraded. The objectives of this study were to determine and characterize enzymatic
activities present in the enzyme cocktail obtained from a cellulolytic microbial
community; determine the diversity of micro-organisms present in this community and
infer the phylogenetic and functional relationships among its members. One cellulolytic
microbial community, derived from two other communities was cultured in Peptone-
Cellulose Solution medium (PCS), supplemented with 1% (w/v) sugarcane bagasse, at
50°C, static conditions aeration, for seven dayg enzyme extract produced by this
community showed activity of five different enzymes (CMCase, FPase, xylanase, B3-
glucosidase and protease). Xylanase and CMCase achieved their maximum activity on
the sixth day of cultivation (9,98 U nf@2,0 U mg', respectively), FPase on the fourth

day (0,6 U mg), B-glucosidase on the third day (0,36 U H@nd protease on the first

day (0,05 U mg). The effect of pH, temperature and thermostability of the enzyme
activities was analyzed. Xylanase and CMCase exhibit higher activity in pH 8.0, FPase
and B-glucosidase in pH 7.0 and protease in pH 5l0e best activity of the xylanase

and CMCase wast 70°C, FPase at 60°C, B-glucosidase at 50°C and protease at 40°C.
Xylanase, CMCase and FPase were thermostable at all temperatures tested (50, 60 and
70°C) over2h incubation. B-glucosidase was thermostable in the initial 80 min at all
temperatures. Protease was thermosensitive at 40°C, in the initial 40haienzymes

present in the enzyme cocktail, produced by the mixed microbial community, presented



tolerance to a wide pH range and high temperatures and thermal stability, showing
potential for application in biotechnological processéfe total DNA of the
community was extracted, the 16S and 28S ribosomal genes were amplified and
sequenced. Sequence analysis of ribosomal genes revealed that these have a similarity
higher than 90% with known sequences deposited in GenBank and indicated that
celulolytic microbial community was composed of several species of bacteria and fungi
that were grouped into two phylogenetic trees. Gamoderma lucidum fungus and
bacteriaUreibacillus uncultivable had the highest relative frequency in the community.
The complex metabolic and ecological interactions between microbial multi-species
present in the mixed microbial community certainly contributed to the efficient

depolymerization of lignocellulose under the conditions established in this study.
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1 INTRODUCAO

A demanda crescente por energia, associada a preocupag¢des ambientais, estimula a busce
por alternativas a substituicdo dos combustiveis fésseis por fontes de energia renovaveis,
como biocombustiveis de residuos agroindustriais (DE PAULA et al., 2009). A biomassa
lignoceluldsica, presente na parede celular de vegetais e remanescente na maioria dos residuos
da agroindustria, € uma fonte potencial de acUcares solUveis para a fermentacdo e obtencéo de
combustiveis e outros produtos quimicos industrializaveis, pois é constituida por polimeros
de celulose, hemicelulose e lignina, em diferentes propor¢cées (PARISI, 1989).

O processo de despolimerizacdo da biomassa lignoceluldsica € atribuido a acdo de uma
série de enzimas microbianas, que hidrolisam lignina, hemicelulose e celulose a seus
mondmeros constituintes. A lignina € separada da biomassa vegetal a partir da acdo das
enzimas lacases e peroxidades produzidas principalmente por fungos da degradacdo branca
(KIRK e FARRELL, 1987). A celulse é hidrolisada por celulases, gerando uma mistura de
glicose, celobiose e oligossacarideos (DILLON, 2004). A hemicelulose, por sua vez, é
hidrolisada a monémeros de xilose, arabinose, manose, galactose e outros agucares pelas
enzimas do complexo xilanolitico (COUGHLAN, 1992). Tanto as celulases quanto as
xilanases sdo sintetizadas por fungos e por bactérias do meio ambiente.

Os micro-organismos lignoceluloliticos desenvolveram diversas estratégias a fim de
decompor a biomassa vegetal, inclusive secretando um arsenal enzimatiacqazieta
degradacdo da biomassa vegetal. Em geral, desenvolve-se uma sucesséo ecologica de
comunidades microbianas que secretam coquetéis enzimaticos incluindo lacases, peroxidases,
celulases, hemicelulases, e outras enzimas acessorias cujas atividades gradativas e sinérgica:

hidrolisam completamente a biomassa vegetal.



No processo de hidrolise de biomassas lignocelulésicas em escala industrial € ideal ter
uma formulacdo enzimatica com elevadas e diversas atividades capaz de cobrir todo espectro
de hidrdlise necessaria a completa liberacdo dos acucares. Coquetéis enzimaticos obtidos de
comunidades microbianas satisfazem este requisito da industria e sdo, em geral, mais estaveis
e eficientes na producéo de energia a partir de biomassa vegetal, além de terem sua atividade
menos susceptiveis a regulacdo fmadback (DE LA TORRE e CAMPILLO, 1984). A
reproducdo de comunidades naturais traz ainda as vantagens evolutivas de seus respectivos
membros, jA que as mesmas ja passaram pela selecdo que favorecem sua convivéncia e &
interacdo e comunicacdo entre 0s micro-organismos na comunidade constitui também um
sistema metabolicamente acoplado, onde o produto de um membro é substrato ou sinal
molecular para o metabolismo de outro membro (SMID e LACROIX, 2013; HARRISON e
WRENG 1977).

Trés comunidades lignoceluloliticas foram reproduzidasitro, a partir de inoculo
natural de esterco de gado em compostagem, do bagaco de cana em decomposicéo e de umix
mistura das duas anteriores (comunidade mista), por Souza (2012). A comunidade mista foi
selecionada pela capacidade de hidrolisar em 72 horas a celulose e a hemicelulose adicionadas
ao meio. Naquele trabalho foram estabelecidas as condicGes de reproducdo do inoculante
formado pela comunidade microbiana mista, bem como do coquetel enzimatico extracelular
cujas atividades de xilanase e CMCase foram demonstradas. A viabilidade do inoculante bem
como as atividades de xilanase e CMCase ao longo de sessenta dias também foram
verificadas, indicando potencial da aplicabilidade de ambos produtos: o inoculante e o
coquetel enzimético. Entretanto, maior valor agregado seria conferido ao coquetel se outras
atividades enzimaticas, inclusive PB-glicosidase, normalmente deficientes nas preparacoes
comerciais, fossem detectadas no mesmo extrato. E interessante, também, canhecer
estrutura bioldgica da comunidade inoculante, identificando os componentes de modo que
cultivos associados possam ser promovidagtro para atender demandas especificas de uma
biorrefinaria. H4 ainda pouca informacéo disponivel sobre culturas condurzididso de
comunidades microbianas lignoceluldsicas, portanto, estudar comunidades mistas e seus
sistemas enzimaticos poderia fornecer uma base importante para a compreensdao das
complexas interacbes entre os micro-organismos envolvidos e do processo de degradacao da
lignocelulose na natureza. Desta forma, os objetivos dessa pesquisa foram determinar e
caracterizar atividades enzimaticas no coquetel enzimatico obtido a partir das comunidades

previamente reproduzidas vitro na presenca de celulose, além de determinar a diversidade
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de micro-organismos presentes e responsaveis por degradar a celulose na tentativa de inferir

sobre as relacdes filogenéticas e funcionais dos membros dessa comunidade.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O estudo de comunidades microbianas celuloliticas

E grande o interesse em micro-organismos capazes de produzir enzimas que atuem
eficientemente sobre a biomassa lignoceluldsica, fonte abundante e sustentavel para a
producdo de combustiveis e quimicos (STEPHANOPOULOS, 2007). Micro-organismos
vivendo em comunidades atuam de forma sinérgica na degradacdo da lignocelulose,
aumentando a eficiéncia na utilizacdo deste recurso. Além disso, comunidades microbianas
celuloliticas podem ser selecionadas dos mais diversos ambientes, como por exemplo, bagaco
de cana-de-aglucar em compostagem (HARUTA et al., 2002), adubo composto maduro
(WANG et al., 2011), bagaco de cana-de-acucar em decaréipesesterco de boi (SOUZA,

2012), e conter desde fungos a bactérias aerdbias e anaerdbias.

Essas caracteristicas das comunidades microbianas despertam o interesse de pesquisa:
biotecnoldgicas, principalmente na area de bioenergética. No entanto, ha poucas informagoes
sobre estas comunidades, sua composicdo e diversidade devido a grande dificuldade em
caracteriza-las Esta dificuldade reside no fato desta poder conter micro-organismos dificeis
de serem cultivados ou ndo cultivaveis e por esses micro-organismos, muitas vezes, estarem

presentes em interacdes complexas (SOLOMON,e2G14.



Embora existam algumas dificuldades no estudo da diversidade de micro-organismos
em uma comunidade, técnicas de biologia molecular desenvolvidas permitem identificar os
grupos filogenéticos das comunidades microbianas, sem a necessidade direta de cultivo (AOI,
2002). Entre estas técnicas estao incluidos: os estudos dos genes ribossomais 16S, que € muitc
utilizado nos pesquisas de filogenia bacteriana por ser um gene estavel e por apresentar
regibes com sequéncia de nucleotideos variaveis entre regides conservadas, auséncia aparent
de transferéncia genética lateral, e por estar presente em todos os procariotos (AMANN,
1990); o estudo dos genes ribossomais 18S e 28S, que esta presente em eucariotos e, €
frequentemente utilizado em estudos de diversidade e filogenia de fungos (ANDERSON e
CAIRNEY, 2004)e o uso de sequenciamento de nova geracdo (N®Ext Generation
Sequencing).

O sequenciamento NGS refere-se a varias técnicas de sequenciamento do genoma ou
de partes dele, gerando uma grande quantidade de dados em um tempo relativamente curto e
com um custo acessivel, sem a necessidade direta de cultivar micro-organismos. As técnicas
de sequenciamento NGS permitem n&o apenas estudar o genoma de um micro-organismo,
mas também permitem estabelecer a relagcdo genoma/ transcriptoma, estudos de prospeccao de
novos genes, andlises de expressao através de sequenciamento de RNA (RNA seq), além de
estudos da composicdo e dinamica de comunidades microbianas. Geralmente, todas as
plataformas de sequenciamento de nova geracéo utilizam o mesmo fluxo de trabalho (Figura
1). Onde, o primeiro passo é a coleta e processamento das amostras, que podem ser utilizadas
em seu estado bruto, ou sdo isoladas em culturas puras (quando os micro-organismos de
interesse sao cultivaveis). Em seguida, a extracdo do DNA é realizada e uma biblioteca de
amplicons é construida, através de PCR, e processada, algumas vezes com insercao de
codigos de barra diferentes para cada amostra. As sequéncias sdo, entdo, obtidaseanotadas
comparadas com os bancos de dados disponiveis (SOLOMON et al., 2014). Uma vez obtidas
essas informacdes, diversas inferéncias podem ser feitas e uma ampla faixa de conhecimento

pode ser gerada.
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Figura 1 - Fluxo de trabalho das técnicas de sequenciamento de nova geracdo (NGS). Fonteo Algaptad
Solomon et al. (2014).

Estas técnicas de biologia molecular no estudo de comunidades microbianas
permitiram ampliar o conhecimento acerca deste assunto e diversas pesquisas vem sendo
publicadas nos ultimos anos. A maior parte dos estudos de comunidades microbianas sao
agueles relacionados ao melhoramento da qualidade de solos cultivaveis devido ao seu
envolvimento na dindmica da matéria organica, ciclagem de nutrientes e processos de
decomposicao, incluindo a desintoxicacdo de xenobidticos. A caracterizacdo da diversidade e
da composicdo microbiana permite uma melhor compreensdo e possivel manipulacdo das
funcdes do ecossistema, porque a capacidade de um ecossistema para suportar perturbacoe
graves pode depender, em parte, do componente microbiano do sistema (NANNIPIERI et al.,
2003). Acosta-Martinez et al. (2008) analisaram a estrutura das comunidades microbianas e
atividade enzimatica do solo do semi-arido, sob diferentes manejos e observou que tanto a
composicdo da comunidade quanto as atividades enzimaticas presentes no solo variam de
acordo com a utilizagdo do mesmo solo (para pastagem, agricultura ou plantio de arvores).
Essas diferencas indicam que as comunidades microbianas e as atividades enziméticas

presentes em determinado solo é reflexo direto da funcionalidade daquele solo.



Outro foco do estudo de comunidades microbianas € o efeito da adicdo de um micro-
organismo exégeno em uma comunidade conhecida. Narisawa et al. (2007) compararam duas
comunidades de bactérias capazes de degradar efetivamente varios materiais celulésicos e
cujos principais membros da comunidade e suas relacbes eram bem caracterizadas. Uma das
comunidades foi dita “original” e a outra teve um micro-organismo exogeno introduzido.
Clostridium straminisolvens CSK1, presente na comunidade original, era a principal
fornecedora de metabdlitos, originados a partir da degradacdo da celulose, aos outros
membros da comunidade origin@lostridium thermocellum, a bactéria exdgena, que € muito
relacionada &. straminisolvens e € capaz de produzir niveis altos de celulase, foi introduzida
na comunidade. Os experimentos mostraram que a introdugdo de um micro-organismo
exdgeno ndo causou efeito significativo na degradacdo do material celulésico e nem na
estrutura da comunidade. No entanto, ndo houve colonizac&® fer mocellum, indicando

uma desvantagem competitiva em relacéo a bactéria original.

2.2 Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica € considerada uma importante fonte de acucares solUveis
para a fermentacdo e obtencdo de combustiveis e outros produtos quimicos. A hidrélise da
celulose e da hemicelulose e a fermentacdo das pentoses e glicose a etanol sdo alvos de
estudos h& véarios anos (CANTARELLA et al., 2001). Masélignoceluldsicas de baixo
custo, como palha de trigo, serragem, bagaco de cana-de-acUcar e outros residuos da
agricultura sao produzidos em bilhdes de toneladas anualmente e podem ser utilizados se esta
biomassa for convertida a produtos uUteis (BON, GIRIO e PEREIRA JR., 2008). De acordo
com Ferraz (2010), tais residuos sdo compostos por 30 a 50% de celulose, 15 a 45% de
hemicelulose e 20 a 30% de lignina, variando de acordo com o tipo do material, estagio

vegetativo e idade (Figurg.2
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Figura 2 - Desenho esquematico da lignocelulose presente na biomassa vegetal. Fonte: deaRialoion
(2008).

A lignina é composta basicamente de unidades de fenilpropano, acopladas por ligacées
éter biologicamente estaveis, formando uma macromolécula tridimensional e amorfa, que
representa de 20% a 30% do total dos lignoceluldsicos e 40% do seu peso seco (FERRAZ,
2010; HIGUCHI, 1982; PAULI, 1997). O acoplamento das unidades de fenilpopano nédo
ocorre de forma regular e repetitiva, 0 que € atribuido ao mecanismo de biossintese da lignina,
que se processa por via radicular a partir de reacao de trés diferentes alcoois cinamilicos
precursores (FERRAZ, 2010). Este arranjo estrutural da lignina, sem ligagc0es repetidas, e sua
localizac&o envolta da fibra de celulose lhe permite desempenhar a funcdo de cimentante e
preservadora (PAULI, 1997). Assim, a lignina representa uma importante barreira fisica que
ird dificultar a acdo de enzimas hidroliticas, limitando os sitios de ataques enziméticos e
impedindo a entrada de enzimas de maior peso molecular (RAJARATHNAM,
SHASHIREKA e BANO, 1992). Para romper a barreira imposta pela lignina a atuacdo das
celulases, geralmente, sdo empregados pré-tratamentos térmicos, fisicos e quimicos. Maeda et
al. (2013) empregaranpre-tratamentos (acido e alcalino) em bagaco de cana dedeana-
acucar para producdo de etanol de segunda geracao e verificaram que os tratamentos foram

eficazes na reducgéo tanto de fragbes de hemicelulose (29,6-12,2%) quanto da lignina (19,4-
8



9,3%), com um aumento concomitante no teor de celulose da celulignina de 34,1% para

68,0%. Como a lignina representa um dos maiores estoques de carbono da natureza e € o
maior depdsito de estruturas quimicas aromaticas, ela constitui-se em uma fonte potencial de
valiosos insumos para a industria quimica, sobretudo como fonte de energia para diversos
processos (PEREIRA JR., COUTO e SANTA ANNA, 2008).

A hemicelulose € composta de polimeros complexos, como anidro-acUcares de
glicose, manose e galactose e por xilose e arabinose, podendo ainda apresentar quantidades
variaveis de acidos urénicos e desoxi-hexoses dependendo do material vegetal. Representa
15% a 45% do material lignoceluldsico e 20 a 40% do peso seco do vegetal (FERRAZ, 2010).
Os arranjos moleculares podem variar bastante, originando compostos ramificados,
classificados como xilanas, arabinoxilanas, arabinanas, galactomananas ou mananas, sendo as
xilanas e as galactomananas os principais constituintes (BON, GIRIO e PEREIRA JR., 2008;
SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997). A variedade de ligacdes e de ramificacbes, assim como a
presenca de diferentes unidades monomeéricas, contribui para a complexidade da estrutura
hemiceluldsica e suas diferentes conformacbes (KOOTSTRA et al., 2009). A hemicelulose
difere da celulose, entre outras caracteristicas, por possuir menor massa molecular, entre 100
e 200 unidades glicosidicas, e por ndo apresentarem regido cristalina, sendo, portanto, mais
suscetivel a hidrolise quimica sob condicdes mais brandas. Os polissacarideos da
hemicelulose estabelecem, ainda, a ligacdo entre a celulose e a lignina (BON, eGIRIO
PEREIRA JR., 2008; SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997).

A celulose é o polimero natural e renovavel mais abundante da Terra, sendo o
principal componente da parede celular das plantas e constituindo cerca de 1/3 da matéria
orgéanica vegetal e 23% a 50% de seu peso seco (ARANTES e SADDLER, 2010; CAO e
TAN, 2002; NORKRANS, 1967). Este polimero linear contém até 15.000 unidades de B-D-
glicoses unidas por ligacdes ghtdicas f-1,4 e por ligacbes de hidrogénio intramoleculares,
que formam fibrilas altamente ordenadas (as fibrilas se associam e formam as fibras de
celulose)e ligacdes de hidrogénio intermoleculares, que conferem rigidez a parede celular
(ARANTES e SADDLER, 2010). A organizacdo estrutural das fibrilas é alternada entre
regides altamente ordenadas, denominadas regido cristalina e entre regides ndo ordenadas.
denominadas regidao amorfa (BAYER e LAMED, 1992; BON, GIRIO e PEREIRA JR., 2008).

Na regido cristalina, as fibras tém maior resisténcia a tracdo, ao alongamento e a dbsorcao
solvente que na regido amorfa, onde a fibra possui sua maior flexibilidade (VASQUEZ et al.,

2007). Estas caracteristicas, juntamente com o envoltorio de lignina, conferem a celulose alta
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forca de tens@o que permite as células vegetais suportarem uma elevada pressdo osmotica e
ao mesmo tempo, confere grande resisténcia a hidrdlise, o que representa um grande desafio
para a utilizacdo dos materiais lignocelulésicos em aplicacbes biotecnoldgicas, como a
producdo de etanol de segunda geracdo. A biodegradacdo da molécula de celulose esta
relacionada com a capacidade enzimatica dos micro-organismos celuloliticos de penetrar
entre as cadeias adjacentes da fibra, atuando em sitios onde a estrutura do substrato € mai
acessivel, ou seja, onde a fibra teve seu aspecto cristalino alterado para uma morfologia mais
amorfa (ARANTES e SADDLER, 2010; BAYER e LAMED, 1992; BEGUIN e
AUBERT,1994).

2.3 Principais enzimas celuloliticas e hemicelulolitica

As enzimas sao proteinas que estdo presentes em todos os sistemas biolégicos e tem a
funcdo de catalisar reacdes entre componentes quimicos com elevada especificidade sobre o
substrato. Atualmente, sdo os principais alvos das pesquisas em Biotecnologia devido ao seu
papel decisivo em mecanismos celulares e a sua potencialidade em substituir processos
quimicos convencionais, viabilizando economicamente diversos processos tecnoldgicos
(ANGELO, 2010). Dentre as enzimas de interesse biotecnoldgico estdo as enzimas do
complexo lignocelulolitico, como as celulases e as xilanases que desempenham papel central

na degradacéo da biomassa vegetal.

2.3.1 Celulases

As celulases sdo as enzimas responsaveis pela degradagéo da celulose que constituemn
0 segundo maior grupo de carboidrases exploradas comercialmente. Apenas nos Estados
Unidos, no fim da década de 1990, foi estimado um investimento de US$ 400 milhdes no
mercado de celulases aplicadas em hidrolise de biomassa. No contexto atual, as celulases
produzidas por fungos tem sido as mais estudadas e exploradas industrialmente, sobretudo
para reutilizacdo de residuos lignocelulésicos provenientes da agricultura e de processos

industriais para producédo de etanol e de polpa de celulose, por exemplo. A ideia é sitilizar o
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residuos agroindustriais como substratos para obtencdo de celulases a partir da fermentacgéo
microbiana (ANGELO, 2010).

As celulases atun nas ligagdes glicosidicas B-1,4 das microfibrilas de celulose,
resultando na liberacdo de oligossacarideos, celobiose e glicose. (DILLON, 2004). Porém, a
conversdo enzimatica é dificultada devido a composi¢cdo da propria celulose, com fibras
cristalinas insoluveis, embebidas em uma matriz de hemicelulose e lignina e pontes de
hidrogénio que mantém as moléculas unida&sluzindo a acessibilidade das enzimas
hidroliticas (BEGUIN e AUBERT, 1994). Assim, a completa degradacéo da celulose requer
acao sinérgica de um complexo de enzimas celuloliticas composto por endoglucanases,
exogducanases ¢ p-glicosidases (ANGELO, 2010).

Endoglucanases (EC 3.2.1.4) A 1,4$-D-glucana-4-glucano-hidrolase é a enzima do
complexo celulolitico que da inicio a hidrélise da molécula de celulose. As endoglucanases
hidrolisam randomicamente as liga¢ces glicosidicas da estrutura amorfa da fibra de celulose,
liberando oligossacarideos com diferentes graus de polimerizagéo e novos terminais redutores
e nao redutores (LYND et al., 2002). Martins (2005) afirma que a forma em chave do sitio
ativo das endoglucanases permite a acdo da enzima ao longo da cadeia de celulose e a reducéa
do grau de polimerizacéo (GP). As regides amorfas sdo mais acessiveis e, consequentemente,
mais prontamente atacadas, pois as cadeias nao estdo envolvidas com interacbes de
hidrogénio intermoleculares fortes como as que ocorrem em regifes cristalinas, assim ha uma
maior exposicao das ligacdes glicosidicas mais internas das cadeias de celulose.

Exoglucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91F um grupo formado por duas
enzimas distintas: 1,8D-glucana-glucano-hidrolase (glucanohidrolase) que libera glicose
diretamente do polimero e 134Db-glucana-celobio-hidrolase (celobiohidrolase) que catalisa
a hidrélise dos terminais redutores (enzimas do tipo |) e ndo redutores (enzimas do tipo Il) da
fibra celulésica e oligossacarideos com GP>3 em celobiose (LYND et al.,, 2002). As
celobiohidrolases participam da hidrélise primaria da fibra e sdo responsaveis pela
amorfogénese, que envolve uma ruptura fisica do substrato, acarretando na desestratificagdo
das fibras, pelo aumento das regides intersticiais. Este fenbmeno promove aumentos na taxa
de hidrdlise da celulose, por tornar amorfas as regifes cristalinas do polimero, expondo-as as
outras celulases (ZHANG e LYND, 2004). O sitio ativo das celobio-hidrolases possui a forma
de um tdnel por onde a cadeia de celulose penetra e sofre hidrolise de suas ligacdes

glicosidicas terminais, liberando celobiose na maioria dos casos (MARTINS, 2005). As
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celobiohidrolases geralmente sao inibidas pelo seu produto de hidrélisglobiose
(CARVALHO, 2014,.

B-Glicosidasesou celobiases(EC 3.2.1.21)- A B-glicosideo glicohidrolase tem a
propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos sollveis (GP<7) em glicose (CASTRO,
2009; LYND et al.,, 2002; LYND e ZHANG, 2002) gerados pelas endoglucanases e
exoglucanases. As betaglicosidases ndo sao consideradas celulases legitimas, por ndo atuarer
diretamente sobre as fibras de celulose, porém sua atuacdo é fundamental para a completa
degradacédo da celulose, uma vez que as endoglucanases e celobiohidrolases séo inibidas po
celobiose (KAUR et al., 2007). Por outro lado, as betaglicosidases sofrem inibigcdo por seu
produto de hidrélise, a glicose, o que limita a aplicacdo destas enzimas na hidrélise
enzimética (AWAFO, 1997). No entanto, foram encontradas algumas espéasperdd|us
que produzeng-glicosidases tolerantes a glicoskestudo detalhado dessas B-glicosidases
tolerantes a glicose pode ajudar na obtencdo de coquetéis enzimaticos mais eficientes para a
hidroélise da biomassa (SINGHANIA et al., 2013).

Sao distinguidas pelo menos trés formas de sinergia entre as enzimas celuloliticas
(Figura 3)

Sinergia Endoglucanase/Exoglucanasea endoglucanase, atua nas regides amorfas
da fibra, disponibilizando terminais redutores e n&o redutores para atuacdo das celobio-
hidrolase do tipo | e do tipo I, respectivamente;

Sinergia Exoglucanase/Exoglucanase as celobio-hidrolase do tipo | e do tipo Il
atuam simultaneamente na hidrélise dos terminais redutores e nao redutores liberados por
acao da endoglucanase;

Sinergias Exoglucanase/p-glicosidase e Endoglucanase/p-glicosidase- como seus
produtos de hidrolise, a celobio-hidrolase e a endoglucanase liberam celobiose e
oligossacarideos, respectivamente, que sdo substratos para a PB-glicosidase (CASTRO e
PEREIRA JR., 2010; BHAT e BHAT, 1997; LYND et al., 2002).
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Figura 3 - Sinergias entre as diferentes celulases no processo de degradacgéo daleehilns€astro e Pereira
JR. (2010).

2.3.2 Xilanases

Entre os principais componentes da hemicelulose esta a xilana, qua € u
heteropolissacarideo constituido por residuos de xilanopiranose atnigés de ligagoes f -
1,4 com variado grau de substituicbes em suas cadeias laterais por acido glucurdnico, 4-O-
metil-D-glucuronopiranosil, a-L-arabinofuranose e grupamento acetil. Para a total hidrélise
da xilana, devido a sua heterogeneidade e complexidade, é necessaria a acéo sinérgica de
varias enzimas xilanoliticas, entre estas estdo pridé-xilanase (EC 3.2.1.8), exoxilanase
(B-D-xilano xilohidrolase), §-D-xilosidase (EC 3.2.1.37) (COLLINS, GERDAY e FELLER,
2005). As xilanases sao produzidas, principalmente, por fungos e bactérias, tais como
Trichoderma reesei, Thermomyces lanuginosus, Aureobasidium pullulans, Bacillus subtilis, e
Sreptomyces lividans, que tem sido amplamente utilizados na producédo industrial destas
enzimas (BEG et al., 2001).
Endo pB-1,4-xilanases(EC 3.2.1.8)- Sé&o classificadas como glicosidades e catalizam a
hidrolise aleatdrialas ligagdes B-1,4 na cadeia de xilana, gerando xilo-oligossacarideos de
diferentes tamanhos)s quais sio convertidos em xilose pela p-xilosidase (JANIS et al.,
2007). As endoxilanases podem tanto hidrolisar as ligagdes B-1,4 da xilana como podem

também hidrolisar as ligagdes B-1,4 de outros polimeros, como os da celulose microcristalina.
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Algumas enzimas irdo atuar apenas nas regides lineares da cadeia de xilana, enquanto outra
nas regides ramificadas, liberando residuos de arabinose durante a hidrélise (COUGHLAN,
1992).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Fisiologia de Micro-organismos,
do Departamento de Microbiologia, localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO), na Universidade Federal de Vigosa.

3.1 Reativagdo da comunidade

A comunidade microbiana celulolitica utilizada nestes experimentos foi obtida por
Souza (2012) a partir da mistura de duas comunidades: uma selecionada do esterco de gado
em fase termofilica de compostagem e outra selecionada de residuos de bagacaele cana
acucar no campo. Uma suspensédo de células da comunidade mista encontra-se preservada a
80°C no Laboratério de Genética de Micro-organismos, localizado no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria (BIOAGRO), na Universidade Federal de Vicosa.

Para ativar a comunidade foi inoculado 2% (v/v) da suspensdo de células da
comunidade mista em frascos Erlenmeyers de 500 mL, contendo 250 mL de meio solucdo
Peptona-Celulose (PCS), acrescido de 1% (p/v) de bagaco de cana-de-agucar
(WONGWILAIWALIN et al.,, 2010). O bagago de cada-acucar foi previamente tratado,
conforme descrito por Souza (2012). Uma tira de papel filtro Whatman® n° 1 de 2,0 x 7,0 cm

foi adicionada para indicar a atividade das enzimas celuloliticas.
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Os frascos foram incubados em estufa a 50°C em condi¢fes estaticas de aeracao, por 7
dias (tempo necessério para a total degradacao da tira de papel filtro, a padoutto de
células previamente congeladas). Apos os 7 dias de incubacdo, 2% do sobrenadante foi
transferido para um segundo frasco contendo o mesmo meio e sob as mesmas condicfes
citadas anteriormente. Apoés 4 dias de inoculo no segundo frasco, uma nova transferéncia foi
realizada para um terceiro frasco, também sob as mesmas condi¢des do primeiro. Amostras de
5 mL do terceiro frasco foram coletadas diariamente, centrifugadas e as atividades
enzimaticas foram detectadas. Durante todos os experimentos um controle negativo foi
realizado, a fim de garantir gue a comunidade microbiana era a responsavel pela degradacéo
da fita e ndo as condi¢des de cultivo.

3.2 Preparacao do coquetel enzimético

Aposs o periodo de incubacéo, o extrato enzimatico foi coletado e centrifugado a 8.000
rpm por 10 minutos, a 24°C. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para outre frasco
uma nova centrifugacéo foi realizada nas mesmas condi¢cdes da primeira. ApGs a segunda
centrifugacado, todo o sobrenadante foi filtrado em discos de papel filtro Whatman® n° 1 de
45 mm de didmetro com auxilio de uma bomba de vacuo. O material coletado foi ainda
fitrado em membranas filtrantes com poros de 45 um e, em seguida, de 22 pm também com
awilio da bomba de vacuo. ApOs estas etapas, 0 volume obtido de extrato bruto foi
concentrado por ultrafiltracdo. O processo foi realizado usando-se uma célula de
ultrafiltracdo, sob presséo de 1,08 atm em uma camara a 23°C sob constante agitacdo. Foram
utilizadas membranas de celulose regenerada com limite nominal de peso molecular de 3.000
Da (Millipore, MA, EUA). A caracterizagédo das enzimas foi realizada nas fragdes fileadas

concentradas.
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3.3 Determinacdo das atividades enzimaticas

3.3.1 Atividade de Carboximetilcelulase (CMCase)

A atividade de CMCase (endoglucanase) foi determinada por espectrofotometria pelo
método de liberacdo de acUcares redutores usando o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
conforme proposto por Miller (1959).

A mistura reacional foi adaptada de Ghose (1987). Cada tubo de reacao continha 750
puL da solucédo de substrato, composta por carboximetilcelulose (CMC) na proporcao de 1%
(p/v) em solucéo tampéao citrato-fosfato 50 mM, pH 5,0, e 250 pL do extrato bruto. A mistura
reacional foi incubada a 50°C por 30 minutog.(Apos este tempo, a reacdo enzimatica foi
interrompida em banho de gelo e 500 pL desta mistura foram transferidos para outro tubo de
ensaio contendo 500 pL de DNS. Este tubo foi incubado em banho fervente por 5 minutos
com posterior adicdo de 3,5 mL de agua destilada. A determinacdo do tempo inicial da reacéo
(To) foi feita a partir de um tubo com 750 puL do substrato que foi incubado sem o extrato
bruto, o qual foi adicionado somente apdés ter transcorrido os 30 minutos. Imediatamente ap6s
a adicdo do extrato bruto, 500 pL da solucdo foram transferidos para outro tubo ja contendo
500 pL de DNS e receberam o mesmo tratamento dos tgbadeitura da absorbancia dos
tubos T e T, foi feita sob o comprimento de onda de 540nm. No branco da reacéo, o extrato
bruto foi substituido pelo mesmo volume da solucédo tampéao citrato-fosfato 50 mM, pH 5,0.

O célculo da atividade enzimatica foi feito utilizando-se a equacao da curva padréo d
D-glicose (concentracdo variando de 0,83%pumol mL™) com DNS, para se determinar as
concentracdes do acucar ne § T, levando-se em consideracdo as diluicdes feitas. Uma
unidade de atividade enziméatica foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria

para liberar 1 umol de agticar redutor por minuto por miligrama nas condi¢cdes descritas (U

mg?).

3.3.2 Atividade de Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada pelo método espectrofotométrico a partir da
liberacdo de acucares redutores pelo método do &cido 3,5-dinitrosalidil&o-D
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A mistura reacional foi adaptada a partir do proposto por BaildgigeyBa Poutanen
(1992) e como substrato fotilizado 750 uL. de uma solug@o de xilana birchwood 1% (p/v)
em tampao citrato-fosfato 50 mM, pH 5,0. O procedimento para realizacdo do ensaio padréo
adotado foi o mesmo descrito para CMCase, com excecdo de que na mistura final, apdés o
banho fervente, foi adicionados 2,0 mL de agua destilada para se realizar a leitura da
absorbancia.

Para o calculo da atividade, foi utilizada a equacédo da curva padrao ithesed-x
(concentracdo variando de 0,5 a 2,3 pmol mL™?) com DNS, para se determinar as

concentracdes deste aclUcar pe .

3.3.3 Atividade de celulase total (FPase)

A atividade de celulase total foi determinada pelo método espectrofotométrico, através
da quantificacdo dos acgUcares redutores produzidos pelo método do &acido 3,5-
dinitrosalicilico-DNS. Para determinacdo de 0;5 mL do sobrenadante enzimatico foi
adicionado a 1,0 mL tampé&o citrato de s6dio 50 mM pH 4,8, contendo uma tira de papel filtro
(2,0 x 6,0 cm). A mistura reacional foi incubada a 50°C durante 4 horas (GHOSE, 1987)
Apoés este tempo, a reagdo enzimatica foi interrompida em banho de gelo e 500 pL desta
mistura foram transferidos para outro tubo de ensaio contendo 500 pL de DNS. Este tubo foi
incubado em banho fervente por 5 minutos com posterior adi¢cdo de 5,0 mL de agua destilada.
Para a determinacdo dg D,5 mL do sobrenadante enzimatico foi adicionado a 1,0 mL
tampao citrato de s6dio 50 mM pH 4,8, de forma semelhante a determinagapaém nao
houve incubag&o desta mistura reacional. A leitura da absorbancia dostebBsfdi feita
sob o comprimento de onda de 550nm. O branco da reacao foi feito substituindo o extrato
enzimatico por igual quantidade de tampéao citrato de sddio 50 mM pH 4,8.

O célculo da atividade enzimatica foi realizado utilizando-se a equacédo da curva
padrdo de Delicose (concentracdo variando de 0,3 a 1,3 pmol mL™) com DNS, para se
determinar as concentracdes do acucar e T.. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de agucar redutor

por minuto por miligrama nas condicdes descritas (J)mg
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3.3.4Atividade de B-glicosidase

A avaliagdo da atividade da pB-glicosidase também foi realizada pelo método
espectrofotométrico, utilizando o substrato cromogémautrofenil-f-D-glicopiranosideo
(pNPBG) em microplacas. Para a determinacao da feacédo, cujo volume final conterdd22
uL, consistiu de 20uL do mix reaciona{200 uL de tampdaanais 8 uL. da solugdo pNPBG) e
20 pL da amostra contendo a enzima. Uma leitura inicial foi realizada a 405 nm para
determinacdo do oI Em seguida, a placa foi incubada&7°C por 20 minutos e a leitura
também foi realizada a 405 nm.

O calculo da atividade enzimética foi realizado segundo as instru¢des contidas no kit
comercial para ensaios de B-glicosidase da Sigma®. Uma unidade (U)pdglicosidase foi
considerada como a quantidade de enzima necessaria para a hidrélise de 1 pmol de pNPBRG

por minuto, sob as respectivas condi¢cées acima descritas.

3.3.5 Atividade de Protease

A atividade de protease foi determinada pelo método espectrofotométrico, com base
na hidrélise da caseina. De acordo com o protocolo adaptado de Joo e Chang (206%5). O T
determinado a partir da incuba¢do de 50 pL de extrato enzimatico, 450 puL de tampao Tris-
HCI 100 mM pH 7,0 &00 pL de caseina 1% pH 8,0, por 15 minutos a 40°C. Apds o tempo
de incubacdo, a reacdo foi interrompida com adicdo de 1 mL de solucdo de &cido
tricloroacético 10%. O meio de reacédo foi centrifugado a 12.0000 rpm por 5 minutos, o
sobrenadante foi coletado e a absorbancia foi determinada a 280 nm. A determinagdo do T
seguiu 0s mesmos passos dpdrém a solucdo de acido tricloroacético 10% foi adicionada
primeiro e ndo houve incubacdo da mistura. Para o branco da reacao foram ufiliggdos
de tampéo TriéCl 100 mM pH 7,0, 500 uL de caseina 1% pH 8,0 ¢ 1 mL de solugdo de
acido tricloroacético 10% .

O célculo da atividade enzimatica foi realizado utilizando a equacédo da curva padréo
de tirosina (concentracdo variando de 0,06 aufdl mL™). Uma unidade (U) de protease foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 pmol de tirosina por minuto

nas condi¢cdes descritas.
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3.3.6 Determinacao da proteina total

A quantidade de proteina total presente no sobrenadante da amostra foi determinada
em espectrofotdmetro a 595 nm, conforme o método descrito por Bradford (1976), e usando

uma curva padrao de albumina de soro bovino (concentragao variando de 2,5 a 20 ug mL‘l).

3.4 Efeito da temperatura, pH e termoestabilidade

O efeito da temperatura nas atividades de CMCase, xilanase, FPase, profrase

glicosidase foi determinado nas temperaturas 30, 40, 50, 60, 70€Ce &6 pH 5,0 Em

seguida, o efeito do pH nas atividades de CMCase, xilanase, FPase, protease e -glicosidase

foi determinado nos pH 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 9,0 e 10,0, na melhor temperatura
de cada enzima, determinada anteriormente. Por fim, a verificagdo da termoestabilidade foi
realizada através da incubacgéo do extrato enzimatico bruto nas temperaturas de 40°C, 50°C e
60°C. O extrato enzimético foi incubado por 2 horas, sendo as atividades determinadas apos
20, 40, 60, 80, 100 e 120 minutos, na melhor temperatura e pH de cada enzima. Os ensaios

foram realizados nas mesmas condi¢cdes dos ensaios enzimaticos padroes.

3.4.1 Andlises estatisticas

Todos o0s ensaios enzimaticos foram repetidos trés vezes, assim, foram calculadas as
médias de cada ensaio e seu desvio padrdo. Foi realizada, ainda, analise de variancia

ANOVA, seguida do teste de Tukey, com nivel de significancia 5%.

3.5 Composigdo da comunidade microbiana mistanalise filogenética

3.5.1 Extracao do DNA total

Um volume de 10 mL do cultivo da comunidade microbiana foi centrifugado e o
material decantado, ressuspendido em 300 pL de agua. A partir das suspensoes, foi feita a
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extracdo do DNA total da amostra usando o protocolo adaptado de Stevenson e Weimer
(2007).

3.5.2 Amplificacao dos genes 16S rRNA e 28S rRNA

A amplificacdo do gene ribossomal 16S foi obtida pela reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) usando @simers universais para o dominio BacteridNI-27F1 (5’-
GAGTTGATCMTGGCTCAG3’) e UNI-518R1(5-WTTACCGCGGCTGCTGE’) (MAO
et al, 2012). E a amplificacdo do gene ribossomal 28S também foi realizada por PCR, usando
a combinacao dogrimers NL1-F (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3') e NL4-R
(5-'GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3) (HESHAM et al.,, 200B6URTZMAN e ROBNETT,

1998).

As reacOes foram feitas em um volume total de 25 pL, compdstdsulL de cada
amostra de DNA diluida [20 ng/pL] e 24 pL da mistura reacional (1 pL depcana a 10
UM, 0,1 pL de cada deoxinucleosideo trifosfato ], 2,5 uL de tampéo de reacdo 10X,

0,25 puL da enzimas DNA polimerase de alta fidelidade [5 U/uL] e 18,75 pL de &gua
ultrapura). As reacoes de PCR foram iniciadas com uma etapa de desnaturacao inicial a 94°C
por 3 minutos, seguida por 35 ciclos termais de 94°C por 15 segundos, 55°C por 45 segundos

e 72°C por 1 minuto, e uma etapa final de extensao de 72°C por 8 minutos.

3.5.3 Sequenciamento e andlise filogenética

Os fragmentos com as sequéncias dos genes ribossomais 16S e 28S foram
amplificados e sequenciados por pirosequenciamento. A comparacdo de sequéncias foi
realizada utilizando a opcdo de busca BLAST no banco de dados de sequéncia de
nucleotideos NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Para a analise filogenética, as
sequéncias foram alinhadas usando o ClustabfiWare e o Gblocks. A arvore filogenética
foi construida usando o meétoddeighbor-Joining pelo programa MEGA 6.0, e alguma
sequéncias de referéncia utilizadas na construcdo da arvore foram adquiridas do GenBank.
andlise debootstrap com 100.000 repeti¢cdes foi aplicada para atribuir confianga aos niveis

nos noés das arvores.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Deteccéo das atividades enzimaticas

A fita de papel filtro, utilizada como indicador da atividade de celulases, foi
totalmente degrada ap0s sete dias de cultivo no primeiro frasco inoculado com as células da
comunidade mista que estavam preservadas a -80°C e, entdo, sucessivas reinoculacdes forarn
realizadas até a obtencdo do menor tempo de degradacdo da fita, que ocorreu no terceiro
frasco, apoés trés dias. Do terceiro frasco, uma nova reinoculagéo foi feita com o objetivo de
monitorar a producdo de enzimas, ao longo do tempo. Durante sete dias de incubacéo da
comunidade microbiana mista, cinco enzimas extracelulares diferentes foram detectadas no
extrato enzimatico bruto, sob as condi¢cdes experimentais definidas. Quatro dessas enzimas
estdo relacionadas ao processo de degradacdo da biomassa lignocelulésica (CMCase,
xilanase, FPase e f-glicosidase) e uma pode interferi diretamente na atividade das demais
enzimas por tratar-se de uma protease. Os resultados experimentais mostraram que o extrato
enzimatico produzido por esta comunidade tem potencial aplicacdo na degradacdo completa
da holocelulose (celulose e hemicelulose), proveniente da biomassa vegetal pré-tratada.

Com relacdo ao tempo de degradacéo da fita de papel filtro, os dados obtidos neste
estudo foram semelhantes aos obtidos por Souza (2012), apds trés dias de incubacéao.
Resultado similar também foi encontrado por Lv et al. (2008), onde comunidades microbianas
mistas que foram selecionadas de adubo, esterco de gado e palha em decomposicéo
apresentaram a capacidade de degradar a lignocelulose também em trés dias. Ja

Wongwilaiwalin et al. (2010) apos sucessivas subcultivagdes de um consorcio microbiano,
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obtido a partir de bagaco de cana-de-aglcar em compostagem, observou que somente apos
sete dias a fita era degradada.

No que se refere a atividade de diferentes enzimas, houve melhores resultados neste
estudo, com a deteccéo de cinco enzimas diferéxiasase, CMCase, FPase, B-glicosidase
e protease), sendo trés destas novas, em relacdo ao trabalho de Souza (2012). Esse achad
confere um maior valor agregado ao coquetel produzido por esta comunidade, pois um
coquetel que apresenta atividade de cinco enzimas diferentes € mais bem aplicado do que um
gue apresenta atividade de apenas duas.

A maioria dos estudos com comunidades microbianas celuloliticas apresenta
atividades de CMCase, xilanase, -glicosidase e, algumas vezes, exoglucanase (KALYANI et
al., 2013; LV et al., 2008; LV, YANG e YUAN, 2008; WONGWILAIWALIN et al., 2010),
mas em nenhum destes estudos a atividade de protease é avaliada. Estudos indicam que &
expressdo de celulases também desencadeia a expressdo de proteases, que hidrolisa a
celulases extracelulares. Porém, o processo de protedlise sofrido pelas celulases apo6s sua
secrecdo nao resulta apenas em baixos niveis extracelulares destas enzimas, mas origina tant
multiplas formas quanto enzimas especificas para degradacao da celulose (JUTURU e WU,
2014).

4.2 Producao das enzimas ao longo do tempo

A atividade das enzimas presentes no extrato enzimatico bruto atingiu niveis maximos

em diferentes dias, para cada enzima analisada (Figura 4).
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Figura 4 - Determinagdodas atividades enzimétisapresentes no coquetel enzimatico, produzido pela
comunidade microbiana celulolitica ao longo de 7 dias de incubacdo em n&isupEmentado com 1% de
bagaco de cana, a 50°C, pH 5,0 e sem aera¢do. Os valores represerddinsadan trés medicdes e as barras
de erro indicam o desvio padréao.

A maior atividade enzimatica detectada no sobrenadante produzido pela comunidade
microbiana mista foi de xilanase no sexto e sétimo dias (7,98 e 9,98 Wempectivamente)
com valores estatisticamente iguais entre si (Tabela 1). Mas, apesar de ter apresentado maior
atividade em relacdo as outras enzimas, a xilanase néo foi detectada nos trés primeiros dias de
incubacdo, o que poderia indicar a necessidade de um indutor que se acumula no meio
somente apds esse periodo. Lv et al., (2008) também observou que a atividade de xilanase
extracelular atingiu niveis altos apenas apos o terceiro dia de incubacéo. A enzima CMCase
também apresentou o sexto dia como de maior producéo, atingindo 2,8, @mgganto nos

demais dias a producgéo foi menor e os valores ndo apresentaram diferengas significativas.
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Juntas, xilanase e CMCase apresentam as maiores atividades encontradas no extrato
enzimatico bruto, o que indica que estas duas enzimas sdo as maiores responsaveis pela
degradacédo da holocelulose pela comunidade e seus valores maximos sao maiores do que 0s
valores encontrados na literatura sob as mesmas condi¢bes de cultivo de uma comunidade
(WONGWILAIWALIN et al.,, 2010). Com relagdo &3-glicosidase, sua maior atividade
ocorreu no terceiro dia (0,36 U ifige depois seus valores se mantiveram estaveis. A enzima
FPase nos trés primeiros dias mostrou valores de atividade baixos e estatisticamente iguais
entre si, tendo sua atividade aumentada do quarto ao sétimo dia, mas também sem diferencas

significativas.

Tabela 1 Valores médios (erro padrao) da medida de atividade enzimatica em funcémpdo te

Tempo 'Médias das atividades enzimaticas (U mg)

(dias) Xilanase CMCase Protease FPase Betaglicosidase
1° Oa 0,99bc 0,049 d 0,004 a 0,085 a
2° Oa 0,24 a 0,040 c 0,02 a 0,046 a
3° Oa 0,39ahb 0,037 b 0,015a 0,39b
40 0,97 a 0,82abc 0,40 c 0,044 b 0,13 a
5° 53Db 1,24 c 0,036 b 0,06 b 0,13 a
6° 7,98 c 2,0d 0,035ab 0,042 b 0,13 a
7° 9,98 c 1,28 ¢c 0,032 a 0,05b 0,13 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tsk@gracoo o valor
nominal de significAncia de 5%.

Wongwilaiwalin et al. (2010), em um estudo com uma comunidade, também
selecionada a partir do bagaco de cana em compostagem, ndo encontrou nenhuma atividade
de exoglucanase e B-glicosidase no extrato enzimatico. No extrato enzimatico bruto deste
estudo todas as enzimas necessarias a degradacao da celulose (endoglucanase, exoglucanase
B-glicosidase) e, uma fundamental na degradacdo da hemicelulose (xilanase), foram
detectadas. Isto explica a eficacia do coquetel na total degradacédo da fita de papel filtro,
utilizada como indicador de atividade destas enzimas. E extremamente importante que um
coquetel enzimatico destinado a sacarificacdo da biomassa vegetal apresente todas as enzima:
de despolimerizagéo da holocelulose, uma vez que ha uma forte sinergia entre elas (WOOD e
MCRAE, 1979).
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Protease teve sua maior atividade detectada no primeiro dia, sendo que esta atividade
foi menor do que a atividade das demais enzimas. Além de sua atividade maxima ser menor
que as atividades das enzimas celuloliticas, a protease teve seu maximo de producdo no
primeiro dia de cultivo, enquanto que as demais enzimas apresentaram seu maximo a partir do
terceiro dia, o que pode sugerir que a protease produzida pela comunidade mista ndo afeta a
acdo das celulases expressas no processo de despolimerizagdo da biomassa vegetal e
possivelmente, a expressao das celulases ndo desencadeia a expressao destas proteases.

A comparacao das atividades enzimaticas encontradas neste estudo com alguns dados
registrados na literatura estdo resumidos na Tabela 2. O Tuiopoderma reesei RUT C30
€ uma estirpe geneticamente modificada para super-expressar celulases, porém apresente
deficiéncia na producdo de p-glicosidase (JUHASZ et al., 2005). Quando os dados obtidos
neste estudo € comparado com os dados desse fungo observa-se que o RUT C30 tem maior
atividade de FPase e CMCase, enquanto a comunidade microbiana mista tem maior atividade
de «xilanase e p-glicosidase. A bactériaBacillus sp., quando cultivada em
carboximetilcelulose produz mais FPase ¢ B-glicosidase do que a comunidade mista mas, a
producdo de CMCase € muito menor. Comparando as atividades com as de umoconsorci
microbiano, cultivado sob as mesmas condigdes, apenas a B-glicosidase apresenta maior
atividade que a comunidade mista. A comunidade mista deste estudo apresentou atividade de
xilanase trés vezes maior e de CMCase pouco mais de vinte vezes maior que a comunidade
mista cultivada por Souza (2012), nas mesmas condi¢cdes, embora ambas tenham sido obtidas
a partir do mesmo inoculante. No geral, pode-se afirmar que o coquetel enzimatico produzido
pela comunidade microbiana mista € bastante promissor para aplicacdo na despolimerizacao
da holocelulose, liberando acucares fermentaveis e outros oligossacarideos com potencial

aplicacao industrial.
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Tabela 2 Comparacéo das atividades enzimaticas de celulases e hemicelulase de diferentes origens.

Enzimas (U mg") Referéncia
Fonte
Xilanase FPase CMCase p-glicosidase
Comunidade 9,1+1,9 0,6+0,01 2,1+0,1 0,36%0,1 Este estudo
mista
RUT C30 4,68+0,29 0,92+0,06 7,48+0,27 0,07+0,01 Jiang et al. (2011)
Bacillus sp. 0,84+0,026 0,73+0,011 0,93+0,014 Sadhu et al. (2014)
C.mista 2,86+0,36 0,09+0,01 Souza (2012)

4.3 Efeito da temperatura, pH e termoestabilidade

Os ensaios referentes ao efeito da temperatura revelaram que as enzimas de um modo
geral apresentaram maior atividade em temperaturas elevadas, 0 que ja era esperado por

tratar-se de uma comunidade microbiana com caracteristicas termofilicas (Figura 5).
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Figura 5 — Efeito da temperatura nas diferentes atividades enzimaticas presentes no coquetel enzimético
produzido pela comunidade microbiana celulolitica, em pH 5,0. Os valoresesfam as médias das trés
medicbes e as barras de erro indicam o desvio padréo.

A xilanase apresentou maior atividade a 70 e 80°C, cujos valores de atividade nao
apresentaram diferencas significativas (Tal®)la Xilanases produzidas por comunidades
apresentam atividade 6tima em menores temperaturas, na faixa de 50 a 60°C. E xilanases
produzidas por micro-organismos isolados apresentam temperatura 6tima na faixa de 30 a
60°C, sendo as xilanases de bactérias mais tolerantes a altas temperaturas (ANG et al., 2013,
KULKARNI et al., 1999; LV, YANG e YUAN, 2008; YANG et al, 2011;
WONGWILAIWALIN et al.,, 2010). De forma semelhante a xilanase, a CMCase também
apresentou maior atividade na temperatura 70°C. As endoglucanases, tanto de fungos quanto
de bactérias, descritas na literatura também apresentam caracteristicas termofilicas, tendo o
seu 6timo variando de 50 a 70°C (ALMEIDA et al., 2013; ANG et al., 2013; YANG et al.,

2011). Porém, nem toda endoglucanase & mesofilica ou termofilica. H4 uma endoglucanase
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bacteriana, isolada na Antértida, que possui pequenas alteragbes em sua estrutura para Se
adaptar a ambientes frios, assumindo caracteristicas psicrofilicas (VIOLOT et al., 2005).
Dados obtidos por Souza (2012) para esta mesma comunidade apresentaram diferenca nas
temperaturas 6timas de xilanase e CMCase (65°C e 60°C, respectivamente).

A enzima FPase alcancou atividade maxima a 60°C (9,42)Untas manteve cerca
de 80% de sua atividade a 50 e 70°C, nas quais ndo houve diferengas significativas entre si. A
B-glicosidase apresentou sua atividade maxima a 50°C e em temperaturas maiores nao
apresentou nenhuma atividade. As B-glicosidases mais bem descritas na literatura pertencem,
principalmente, ao género de fungos filamento&ggergillus e, geralmente, apresentam
otimo de atividade a 70°C (ANG et al., 2013; LI et al., 2018)menor temperatura 6tima
entre as enzimas testadas foi a de protease, com atividade maxima a 40°C. Séao relatadas
diversas proteases, produzidas por bactérias do g8aéidus (proteases d®acillus sédo
dominantes na indastria de enzimas proteoliticas) com 6timo a 60°C (SEPAHY e
JABALAMELLI, 2011).

Tabela 3 Valores médios (erro padréo) da medida de atividade enzimatica em diferentestteagpera
'Médias das atividades enzimaticas (U %)

Temperatura  Xilanase CMCase Protease FPase Betaglicosidase

Q)

30 3245a 131,6 a 2,58ab 2,87 a 1,91 a

40 795,8b 166,1 a 2,65c 3,42 a 16,95 b

50 1654,2 ¢ 3225¢ 26Db 7,15c¢c 443 c

60 2901,5d 330,2¢c 258ab 9,42d 0a

70 4563,4 e 421.0d 257ab 7,54 c Oa

80 4716,0 e 2632 b 255a 5,67b 0a

!Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste dednsidgrando o valor
nominal de significaAncia de 5%.

A figura 6 sumariza os resultados do efeito do pH para as diferentes enzimas

produzidas pela comunidade mista em estudo.
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Figura 6 - Efeito do pH nas diferentes atividades enzimaticas presentes no coquetel enzinudticodpmpela

comunidade microbiana celulolitica, a 50°C. Os valores representam as raddi&s anedicdes e as barras de
erro indicam o desvio padréo.

Xilanase apresentou maior atividade em pH 8,0 mas sem diferenca significativa na
faixa de 5,0 a 9,0 (Tabela 4). CMCase apresentou maior atividade em pH 5,0. A atividade
maxima de xilanase em pH 8,0, obtida neste estudo, difere do obtido por Souza (2012), onde
xilanase apresentou atividade maxima em pH 5,4 e por Yang et al. (2011), que encontrou pH
6timo igual a 6,0 para Xilanase. Souza (2012) e Yang et al. (2011) também encontraram
maior atividade de CMCase em pH 5,0. No entanto, ha relatos de xilanases alcalifilicas,
apresentando pH otimo na faixa de 7,0-9,0, com atividade maxima em pH 8,0 (LV, YANG e

YUAN, 2008) e, geralmente, endoglucanases nao apresentam atividade em pH baixos
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(ALMEIDA et al., 2013). FPase alcancou atividade maxima em pH 7,0, mas exibiu atividade
com valor semelhante ao maximo na faixa de 3,0 a 7,0 e em pH 8,0 e 9,0 ndo ocorreram
perdas significativas em sua atividade. FPaseAgtergillus fumigatus possui atividade
méxima em pH 3,0 e 5,0 e pH mais elevados também nao interferem significativamente em
sua atividade, como os resultados obtidos neste estudo. A enzima f-glicosidase apresentou
atividade apenas em pH 7,0. Porém, h& alguns estudos que indicam uma faixa de pH de 4,0-
6,0 como 6timo para atividade desta enzima (ANG et al., 2013; DESWAL, KHASA e
KUHAD, 2011). Protease apresentou atividade maxima em pH 5,0, porém entre pH 1,0 e 7,0

os valores de atividade enzimética foram estatisticamente iguais.

Tabela 4 Valores médios (erro padrdo) da medida de atividade enzimatica em diferentes pH.

pH 'Médias das atividades enzimaticas (U L)
Xilanase CMCase Protease FPase Betaglicosidase

1,0 249,0 a 64,1abc 2,60 c 1,79ab Oa
2,0 47,0 a 28,8 a 2,57 ¢ 195ab Oa
3,0 692,2bc 823abc 2,59 ¢ 347bc Oa
4,0 365,0ab 399ab 2,62 c 2,32abc Oa
5,0 712, 7bc 161,1d 2,64 c 245abc Oa
6,0 702,5bc 1025bcd 2,61c 2,67abc Oa
7,0 633,0bc 107,3cd 2,62 c 3,93 ¢ 0,13b
8,0 994,3 ¢ 113,0cd 255bc 20ab Oa
9,0 656,0b c 39,3ab 2,42 a 2,28abc Oa
10,0 251,4 a 55,5abc 247ab 1,61a Oa

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste dednsidgrando o valor
nominal de significancia de 5%.

Um dos gargalos no processo de despolimerizacao industrial da fibra de celulose, entre
muitos outros, é a resisténcia das enzimas utilizadas a uma ampla faixa de pH, que
frequentemente varia durante esse processo. Nesse sentido, as celulases de fungos séo as ma
aplicadas na industria, por serem mais robustas, além de resistirem a extremos de pH e a altas
temperaturas (JUTURU e WU, 2014). Neste estudo, as enzimas avaliadas apresentaram
caracteristicas muito préximas as caracteristicas desejadas pela industria, com tolerancia a
altas temperaturas (50 a 80°C) e resisténcia a uma faixa intermediéaria de pH (3,0 a 9,0).

A avaliacdo da estabilidade térmica das enzimas revelou que a xilanase, GMCase
FPase foram termoestaveis em todas as temperaturas analisadas, mantendo sua atividade
quase inalterada ao longo dos 120 minutos de incubagéo (Figura 7A , B @-@ljcosidase

apresentou termoestabilidade em todas as temperaturas até os primeiros 80 minutos e apdés
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esse periodo ndo apresentou atividade (Figura 7D). A protease perdeu quase 50% da sua

atividade apés 40 minutos, a 40°C. E nas demais temperaturas ndo apresentou atividade.
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Figura 7 - Estabilidade térmica das diferentes atividades enzimaticas presentes no coquetel enzimatico,
produzido pela comunidade microbiana celulolitica, ao longo de 2h de iGoulvec melhor temperatura e pH
de cada atividade enzimétic&s ensaios foram realizados com intervalos de 20 minutos. A=Xilanase,

B=CMCase, C=FPase e D=B-glicosidase . Os valores representam as médias das trés medi¢Bes e as barras de
erro indicam o desvio padréo.

O teste de Tukey realizado para os ensaios de termoestabilidade revelaram que né&o
houve diferencas significativas nos valores de atividades enzimaticas encontrados ao longo do

tempo de incubacéo, nas diferentes temperaturas para cada enzima estudada (Tabela 5).
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Tabela 5 Valores médios (erro padrao) das medidas das atividades enzimaticas em diferestasuespo longo de 2 horas.

Tempo

Médias das atividades enzimaticas (U )

(min.) Xilanase CMCase FPase Betaglicosidase
40°C 50°C 60° 40°C 50°C 60° 40°C 50°C 60° 40°C 50°C 60°

0 15,63 b 1563¢c 1563cd| 6,14a 6,14bc 6,14 d 10,34e 10,34a 10,34c |1,85ab 185a 185a
20 1560ab 15.63c 1561bc| 6,24b 6,16¢C 6,12d 553b 9,36b | 0,60a 553c 347b
40 1558ab 1560bc 1568d | 6,19ab 6,22¢c 591bc | 17,88f 21,72d | 2,10b 4,23bc 2,66ab
60 15,56a 1558bc 1555ab| 6,15a 6,08 b 5,95¢ 6,81c 21,72d | 243b 3,30b 3,37b
80 15,58ab 15,50a 15,54 a 6,14 a 5,96 a 589bc | 8,09d 22,14e |18lab 3,40b 3,39b
100 1556 a 1556ab 1557ab| 6,18ab 6,08b 5,78 a 0,00 a 000a |156ab 080a 2,06a
120 15,61ab 1563c 1556ab| 6,13a 591la 58lab | 0,00a 000a |1,08ab 1,70a 2,13a

'Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste, derf@itesando o valor nominal de significancia de 5%.

33



De forma geral, as celulases e xilanases descritas na literatura apresentam boa
estabilidade térmica (ALMEIDA et al., 2013; ANG et al., 2013; LV et al., 2008; LV, YANG
e YUAN, 2008). De acordo com Haruta et al. (2002) a estabilidade térmica das enzimas
celuloliticas em uma comunidade pode esta relacionada com a coexisténcia de mudltiplas
espécies, tanto as que produzem celulase quanto as que ndo produzem. Do ponto de vista
bioquimico, as razfes para a estabilidade das celulases termdfilas sdo: a existéncia de um
nacleo protéico, com interior hidrofdbico; essas proteinas possuem uma estrutura compacta e
rigida, devido ao elevado teor de prolina em sua constituicdo; ndo ha nenhuma ou ha poucas
estruturas enoop na proteina; apresentam uma superficie altamente polar; possuem pequena
razdo superficie/volume; a presenca de menos aminoacidos termolabeis; aumento nas pontes
de hidrogénio, entre outras (LI, LI, e PAPAGEORGIOU, 2011; TAYLOR e VAISMAN,
2010).

O alto custo da producdo de enzimas é considerado outro gargalo da aplicacdo das
celulases no processo de despolimerizacdo da celulose, pois, € indispensavel a superexpressa
das celulases, uma vez que grandes volumes de enzimas S0 necessarios nesses bioprocesst
(JUTURU e WU, 2014). Desta forma, enzimas termoestaveis possuem uma enorme
importancia para industria, pois, isto quer dizer que as enzimas possuem a capacidade de
resistir a mudancas de temperatura em reatores e necessitam de uma menor frequéncia na sui
reposicdo (ALMEIDA et al.,, 2013). As caracteristicas das enzimas presentes no coquetel
enzimatico, produzido pela comunidade microbiana mista, satisfazem os pré-requisitos da
industria (toleréncia a ampla faixa de pH e elevadas temperaturas e estabilidade térmica),
exibindo potencial para aplicacdo em processos biotecnoldgicos, como a biorrefinaria.

4.4 Composicao da comunidade microbiana mista e relacdes filogenéticas

Os conjuntos de primers utilizados geraram fragmentos com tamanhos em torno de
400 pb, tamanho requerido para a plataforma de sequenciamento utilizada neste estudo (GS-
FLX 454- Roche ®). Assim, a maioria das sequéncias obtidas apresentou um tamanho
aproximado de 400 pb. As sequéncias que apresentaram tamanhos inferiores a 300 pb foram
descartadas. Dessa forma, foi obtido um total de 28 sequéncias ou OTU - unidades
taxondmicas operacionais - que foram utilizadas nas analises posteriores.

A andlise das OTU revelou que a comunidade microbiana mista é composta por

bactérias micro-aerofilas, aerdfilas, anaeaéliacultativas, bactérias do ramen, espécie
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patogénica e algumas bactérias ndo-cultivaveis, além de fungos filamentosos e diversos
basidiomicetos.

A figura 8 mostra que o fungBanoderma lucidum apresentou a maior frequéncia
relativa na comunidade (88§, seguido pela bactéria ndo cultivavdieibacillus (11%) e
pelas espécies d€lostridium thermocellum e C. thermocellum DSM 2360 que juntas
somaram cerca de 11% de frequéncia relathspergillus niger, Trepidimicrobium né&o
cultivavel e Gloeophyllum abietinum, apareceram com 4,0, 3,0 e 2,0%, respectivamente.

Enquanto as demais espécies de bactérias e fungos tiveram cerca de 1% de frequéncia cada.

1% 1%  goy

m Clostridium thermocellum Clostridium thermocellum DSM 2360
B Tepidimicrobium ndo cultivavel Ureibacillus ndo cultivavel
W 4spergillus niger B Ganoderma lucidum

Gloeophyllum abietinum ® Qutros fungos

® Qutras bactérias

Figura 8 - Frequéncia relativa (%) de micro-organismos presentes na comunidade microbianeomisase
no namero deeads gerados durante o sequenciamento do DNA total da comunidade.

A maior frequéncia relativa dé&. lucidum e Urebacillus ndo cultivavel pode
significar que estes micro-organismos apresentam maior importancia na despolimerizacao da
biomassa vegetal por esta comunidade

As arvores filogenéticas de bactérias e fungos foram construidas baseadas nas
sequéncias do gene ribossomal. Todas as sequéncias obtidas apresantimaaade maior
que 90%, com sequéncias conhecidas depositadas no GenBank. Algumas das sequéncias
depositadas no GenBank foram utilizadas na construcdo das arvores, a fim de garantir uma
analise filogenética mais segura.

Dezoito sequéncias diferentes do gene da subunidade menor do ribossomo (16S

rRNA) foram obtidas, alinhadas e as relacilegénéticagoram determinadas (Figura 9). As
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sequéncias obtidas ficaram agrupadas na arvore filogenética em dois filos: proteobactérias
(gamaproteobactérias), com dois representantes apesesloxkanthomonas taiwanensis e
Klebsiella oxytoca) e Firmicutes, com dezesseis membros. Firmicutes e proteobactérias sao
comumente encontrados em material vegetal em decomposicdo e no rimen de animais
ruminantes, o que indica a importancia desses dois grupos no processo de degradacdo da
lignocelulose (WANG et al., 2011).

6| Geebacillus pallidus
2 Lactebacillus rossiae

Staphylococeus sp.
23| Paenibacillus terrae

Ureibacillus nio cultivivel

Paenibacillus macerans

Symbiobacterium thermophilum

Ruminococcus nio cultivivel —— FIRMICUTES

26 | Tepidimicrobium ndo cultivavel
5| Clostridium thermocellum (TX$12712)
Clostridium thermeocellum DSM 2360

EBacteroides cellulosolvens
Clostridium caenicola

Clostridiales bacterium

Desulfonosporus sp.

25

45 —— Bacillus subtilis —

41 | Pseudoxanthomenas faiwanensis
73| Elebsiella oxytoca t— GAMAPROTEOBACTERIAS

0o

Figura 9 - Arvore filogenética derivada das sequéncias de genes 16S rRNA da comumictatéana mista,
obtidas através deftware MEGA 6.0, pelo método dieighborn-Joining e bootstrap de 100.000 repetigbes. A
barra de escala representa 1% de divergéncia entre as sequéncias de nucleotigitigs. €htre parénteses
indica o numero de acesso no GenBank.

Algumas bactérias do géne@bostridium sdo frequentemente encontradas em estudos
envolvendo degradacdo da lignocelulose, por secretarem celulases e xilanases. Um
representante deste género, presente na comunidade Giskermocellum € a bactéria
celulolitica mais amplamente estudada, por apresentar a mais rapida taxa de utilizacdo da
celulose C. thermocellum é capaz de hidrolizar a celulose e fermentar os acUcares resultantes
simultaneamente, produzindo etanol (RONAN et al., 20P3gnibacillus e Ureibacillus,
assim comoClostridium, sdo bactérias termoestavelaenibacillus apresenta a grande
capacidade de degradacdo da xilana, pois secreta bem xilanases (ZHANG et al., 2013).
Ureibacillus tem sido frequentemente encontrado em culturas enriquecidas com

lignocelulose. Sua presenca em uma comunidade indica, ainda, a presenca de bactérias
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anaerbbias. A coexisténcia de bactérias aerObias e anaerGbias parece ser importante pars
degradacéo eficiente da lignocelulose e representa interacoes metabdlicas complexas dentro
de uma comunidade (WANG et al.,, 2011; WONGWILAIWALIN et al., 2010). Assim, é
possivel que a caracteristica termofilica e os altos niveis de secrecdo de xilanase & celulase
encontrados neste estudo sejam resultado da contribuicdo destas bactérias. Espécies de
Bacillus, incluindo B. subtillis, s&o conhecidas por secretar ampla variedade de protease
extracelular Porém este grupo também secreta enzimas envolvidas na despolimerizacao da
lignocelulose, como a B-glicosidase (SEPAHY e JABALAMELI, 2011; JUTURU e WU,

2014).

Bactérias ndo celuloliticas, coni caenicola e Geobacillus pallidus, também foram
encontradas na comunidade mista. Essesoroiganismos, embora ndo sejam celuloliticos,
desempenham um papel importantissimo na degradacédo da lignocelulose. Micro-organismos
nao celuloliticos podem utilizar produtos da hidrélise da celulose, como glicose e celobiose,
nado permitindo o acimulo desses produtos no meio e, consequentemente, driblando a inibicdo
catabdlica das enzimas celuloliticas. Os néo celuloliticos, ainda, podem consumir o oxigénio
do meio, permitindo o crescimento dos micro-organismos anaerébios e controlando o pH do
meio (RONAN et al., 2013; WONGWILAIWALIN et al., 2010).

Dez sequéncias diferentes do gene da subunidade maior do ribossomo N23S rR
foram obtidas, alinhadas e uma arvore filogenética foi construida, mostrando a distribuicéo
dos fungos em dois grandes grupos: os filos Basidiomycota com seis membros e Ascomycota
com quatro membros (Figura 10). A maioria dos fungos que decompde a biomassa vegetal
pertence ao filo Basidiomycota, como os fungos da degradacao branca e parda, i@cluindo
lucidum (OHM, et al., 2014).
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Gloeophyllum abietinum
Gloeophyllum sepiarinm

100 Deonkioporia expansa

Botryobasidium subcoronatum
Ganederma lucidum

=— BASIDIOMYCOTA

Pseudokydhnum gelatinosum (HQ804301) —

9 Aspergillus niger ~—
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Figura 10 - Arvore filogenética derivada das sequéncias de genes 28S rRNA da cateumitrobiana mista,

obtidas atravédo software MEGA 6.0, pelo método dieighborn-Joining e bootstrap de 100.000 repetiges. A
barra de escala representa 5% de divergéncia entre as sequéncias de nucleotial#igs. €htre parénteses
indica o nimero de acesso no GenBank.

Entre os fungos, que sdo conhecidos por possuirem complexos multi-enzimaticos
envolvidos na hidrélise da lignocelulose, estdo, principalmente, espécies dos géneros
Trichoderma, Aspergillus, Penicillium, e Fusarium (YANG, 2010). Neste estudo foram
encontrados os fungddusarium oxysporum e Aspergillus niger. O géneroAspergillus possui
a habilidade de secretar grandes quantidades de B-glicosidase, mas os niveis de producgéo de
celulase total (FPase) encontrados em seu extrato enzimatico sao relativamente baixos, por
isso frequentemente misturas de extratos enzimaticosridboderma e Aspergillus sdo
usadas (MANAVALANA et al.,, 2012)F. oxysporum se destaca entre os fungos por sua
habilidade de realizar sacarificacdo e fermentacdo simultaneas da celulose, produzindo etanol
(PANAGIOTOU et al., 2005).

A presenca de varias espécies de basidiomicetos na comunidade pode esté relacionada
com o sucesso da comunidade no processo de degradacdo da biomassa vegetal, uma vez que
lignina altamente recalcitrante é predominantemente despolimerizada por estes fungos e o
bagaco de cana utilizado nestes experimentos ndo passou por pré-tra@ntecitium é um
destes fungos. Em um estudo de analise do secretofdalaedum cultivado em bagaco de
cana foram identificadas diversas enzimas envolvidas na despolimerizacdo da lignocelulose,
incluindo celobiohidrolases, endoglucanases, B-glicosidase, endoxilanases, exoglucanases,
lacases e peroxidases (MANAVALANA et al., 2012). Em outros estudos, além destas
enzimas, foram também encontradas no extrato enzimatico secretad pordum -
xilosidase,a-L-arabinofuranosidasey-glucuronidase e acetil xilana estera&sses dados
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somados a altissima frequéncia relativaGdéucidum na comunidade mista indicam que este
fungo pode apresentar um papel central no processo de utilizacdo da holocelulose como fonte

de carbono para o crescimento desta comunidade.
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5 CONCLUSOES

A comunidade microbiana celulolitica utilizada neste estudo, cultivada em meio contendo
celulose como Unica fonte de carbono, foi capaz de degradar totalmente a fita de papel filtro
em apenas trés dias de cultivo, a 50°C, pH 5,0 e sob condi¢cdes estaticas de aeracado. Durante
sete dias de cultivo, nas condi¢cdes citadas anteriormente, cinco atividades ersimatica
(CMCase, FPase,lxnase, B-glicosidase e protease) foram detectadas no extrato enziméatico
produzido pela comunidade. Essas enzimas detectadas no extrato enzimatico sdo responsaveis
pela degradacdo das maiores fracbes da lignocelulose (celulose e hemicelulose) iaesente
biomassa vegetal. Além disso, as enzimas apresentaram valores de atividade relativamente
elevados em poucos dias de cultivo: xilanase 9,98 U enGMCase 2,0 U mbambasno
sexto dia de cultivoFPase 0,6 U mbno quarto diap-glicosidase 0,36 U migno terceiroe
protease 0,05 U ngo primeiro dia.

Os ensaios de efeito do pH e temperatura sobre as atividades das enzimas encontradas
revelaram que as maiores atividades enzimaticas ocorreram em pH 5,0, (CMCase e protease),
7,0 (FPase e betaglicosidase) e 8,0 (xilanasgle as enzimas celuloliticas tem propriedades
termofilicas, com maiores atividades em temperaturas elevadas (xilanase e CMCase a 70°C,
FPase a 60°Cp-glicosidase a 50°C e Protease 40°C). Os ensaios de termoestabilidade
revelaram que Xilanase, CMCase e FPase sdo termoestaveis em todas as temperaturas
testadas (50, 60 e 70°C) ao longo de 2 horas de incubacdo. Enquantp-gjisosidase é
termoestavel nos 80 minutos iniciais de incubacdo em todas as temperaturas. E a protease é

termosensivel a 40°C, nos 40 minutos iniciais de incubacdo. De modo geral, as enzimas
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presentes no coquetel enzimatico, produzido pela comunidade microbiana mista, satisfazem
0S pré-requisitos da industria (tolerancia a ampla faixa de pH e elevadas temperaturas e
estabilidade térmica), exibindo, assim, um potencial para aplicacédo industrial.

Com base nas sequéncias dos genes ribossomais 16 e 28S rRNA, obtidas através de
pirosequenciamento do DNA total da comunidade microbiana celulolitica, foi observada uma
elevada riqueza de espécies na comunidade, incluindo bactérias micro-aerdfilas, aerofilas,
anaerobias facultativas, bactérias do rimen, espécie patogénica e algumas bactérias nao-
cultivaveis, além de fungos filamentosos e diversos basidiomicetos. Estes micro-organismos
foram agrupados em arvores filogenéticas, com base nas sequéncias dos genes 16 e 28S
rRNA, que indicaram a predominancia dos filos firmicutes e proteobactérias e dos filos
basidiomicota e ascomicota, respectivamente. Uma analise da frequéncia relativa dos micro-
organismos, com base no humera ehels obtidos a partir do sequenciamento, mostrou que 0
fungo Ganoderma lucidum e a bactéridUreibacillus ndo cultivavelapresentaram a maior
frequéncia relativa na comunidade, o que pode ser indicio de que estes micro-organismos
fornecem uma maior contribuicdo no processo de hidrdlise da lignocelulose por esta
comunidade.

As complexas interacbes metabdlicas e ecologicas entre as multiespécies microbianas,
presentes na comunidade microbiana mista certamente contribuiu para a eficiente
despolimerizacdo da lignocelulose nas condicdes estabelecidas neste estudo. No entanto,
analises mais aprofundadas destas interacfes, a identificacdo e caracterizacdo de micro-
organismos chave para o sucesso na utilizacdo da biomassa vegetal por essa comunidade

devem ser realizadas.
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Tabela 1 OTUs geradas durante o pirosequenciamento da comunidade microbiana mista.

Similaridade
OoTU Micro-organismo e-value
(%)

IZ1RPV40710Q1X Aspergillus niger AE-177 96%
IZ1RPV407HYSJ6 Bacillus subtilis 1E-18 95%

IZIRPV407IISTS Bacteroides cellul osolvens 5E-15 100%
IZ1RPV407H4AKQY Botryobasi dium subcoronatum 8E-41 97%
IZIRPV407HXYCZ Clostridiales bacterium AE-38 88%
IZ1RPV407IBYDD Clostridium caenicola 7E-32 80%
IZ1RPV407IDEZ3 C. thermocellum 2E-50 100%
IZ1RPV407ISZDR C. thermocellum DSM 2360 3E101 96%
IZ1RPV407ILHOQ Desulfonosporus sp. 6E-160 93%
IZ1IRPV407HYA43F Donkioporia expansa AE-122 97%

IZ1RPV407IA90I Fusarium oxysporum 3E-163 94%
IZ1IRPV407H5S2M Ganoderma lucidum 2E-126 98%
IZIRPV407HIL1T Geobacillus pallidus 8E-164 96%
IZ1IRPV407I0XGJ Gloeophyllum abietinum 9E-125 97%
IZLIRPV407ILKX3 G. sepiarium 1E-124 97%
IZ1RPV407HOSF2 Klebsiella oxytoca 2E-134 94%
IZ1IRPV4071JINY Lactobacillusrossiae 3E-11 100%
IZ1RPV407IL3RM Nectria haematococca 1E-167 97%
IZ1RPV407IRPB9 Paenibacillus macerans 2E-52 91%

continua
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IZ1RPV407IPR14
IZ1RPV407I1PF84
IZ1IRPV407IGNUR
IZ1RPV407HYDJE
IZ1RPV407130Z0
IZ1IRPV4071QTVX
IZ1RPV407H60ZC
IZ1RPV407HYABW

IZ1IRPV407HXJIYV

P. terrae
Pseudohydnum gelatinosum

Pseudoxanthomonas taiwanensis

Ruminococcus néo cultivavel

Staphylococcus nao cultivavel
Symbiobacterium ther mophilum

Talaromyces stipitatus

Tepidimicrobium néo cultivavel

Ureibacillus nao cultivavel

S5E-17

2E-100

6E-67

2E-12

2E-15

2E-170

4E-18

8E-108

1E-171

100%

97%

96%

100%

100%

95%

95%

93%

94%

53



