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SINOPSE

Microrganismos foram isolados de solos e em ambientes aquaticos da regido
Amazonica. Entre os 87 isolados, dois bacilos gram-negativos, designados BL16 ¢ BL20
foram selecionados pelo crescimento em agar contendo carboximetilcelulase (CMC) como
unica fonte de carbono. Essas bactérias produziram largas zonas incolores em agar
contendo CMC e corado com vermelho Congo, caracteristica de atividade celulolitica. O
crescimento dos isolados ocorreu em pH 6,0 a 9,0 e entre 25C e 45C, com pH e
temperatura 6timos em 7,0 e 37 C, respectivamente. Os microrganismos celuloliticos BL16
e BL20 foram crescidos em meio contendo residuos agricolas submetidos a métodos de
pré-tratamento quimicos e fisicos. A quantidade de celulase produzida e agucares redutores

formados durante a hidrélise dos substratos foi monitorada.

1/ Dissertagao de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente (Microbiologia de
Alimentos), Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre (96 p.). Fevereiro, 2002.



CHARACTERIZATION AND CELLULOLYTIC ACTIVITY OF BACTERIA
FROM AMAZONIAN REGION
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SYNOPSIS

Microorganisms were isolated from soil and aquatic samples of the Amazonian
region envinronment. Among 87 isolates, two gram-negative rods designated BL16 ¢ BL20
were selected by growth on carboxymethyl cellulose (CMC) as sole carbon source. These
bacteria produced large clearing zones when screened for cellulase activity on CMC-agar
stained with Congo red. Growth of the strains ocurred between pH 6.0 and 9.0 and between
25°C and 45°C, with optimum pH and temperature 7.0 and 37'C respectively. The
cellulolytic microorganisms BL16 and BL20 were growth in medium with crop residues
chemical and physically pretreated. The amount of cellulase produced and reducing group

formed during hydrolysis of substrates were monitored.

1/ Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology (Food
Microbiology), Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre ( 96 p.), February, 2002.
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1. INTRODUCAO

As culturas agricolas além da produg¢do de alimentos geram grande
quantidade de residuos. As plantas destinadas a producao de graos, produzem uma
quantidade igual ou maior de material vegetativo do que graos.

Estima-se que anualmente sejam produzidas no mundo inteiro cerca de 2
bilhdes de toneladas de residuos da agroindustria. O aproveitamento destes residuos
¢ pouco significativo, principalmente quando aplicados com fins industriais e
comerciais, devido a falta de conhecimento de métodos que reduzam os altos custos
dos processos e permitam sua melhor utilizagdo. Neste contexto, o Brasil ¢ um
destacado produtor de grios, gerando portanto grande quantidade de residuos
agroindustriais.

Os residuos agriculturais s3o compostos basicamente por celulose e
hemicelulose, polissacarideos estruturais encontrados na parede celular de todos os
vegetais superiores e hidrolisdveis por diversos microrganismos presentes no
ambiente.

A Amazdnia, ¢ constituida de uma microflora ampla mas atualmente

desconhecida. Microrganismos encontrados nesse ecossistema certamente



apresentam  propriedades especificas para degradacdo de compostos
lignoceluldsicos, principalmente se considerarmos as caracteristicas desse bioma
cujo clima oferece temperaturas favoraveis.

A importancia em agregar valor aos materiais celulosicos justifica-se por
varios aspectos, visto que representam uma das principais fontes de carbono
renovavel na biosfera.

Economicamente, os substratos celulosicos podem servir de biomassa para
produ¢do de acucares fermentdveis e outros metabolitos de interesse industrial
através de processos microbianos e enzimaticos. Os materiais celuldsicos também
podem ser utilizados como substrato para obtencdo de biomassa microbiana e na
producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas

Nutricionalmente, microrganismos celuloliticos podem ser utilizados para
melhorar a digestibilidade das palhas utilizadas na alimenta¢do de ruminantes,
aumentando o valor nutritivo da ragao.

Ecologicamente, os residuos quando utilizados ou nao com fins lucrativos,
evitam o acumulo e polui¢cdo do ambiente.

A caracterizacao e identificacdo de 2 bactérias isoladas na regido amazonica
foram os objetivos iniciais do trabalho. O crescimento e a producdo de enzimas
celuloliticas pelos isolados foi acompanhada a partir de alteracdes nas condi¢des de
cultivo, pH, temperatura, concentracao de celulose e outros nutrientes.

A partir de entdo o potencial de degradacao de residuos agricolas pelos
isolados foram objeto de estudo. A taxa de hidrolise foi acompanhada por meio da
liberacdo de agucares redutores e producdo de celulases apos o cultivo dos

microrganismos em meio mineral contendo materiais celuldsicos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS SOBRE A PRODUTIVIDADE AGRiICOLA NO BRASIL

As culturas de trigo e arroz despontam, respectivamente, como os cereais de
mais amplo cultivo no mundo, sendo o Brasil expressivo produtor de graos em
ambito mundial. (Vieira et al., 1999; AGRIANUAL, 2002).

O Brasil esta entre os principais produtores de arroz, onde ocupa a décima
posicdo, colhendo anualmente 1,8% da producdo mundial. Na safra de 2000/2001
foram produzidas 10,5 milhdes de toneladas, mais da metade da producao
concentrada no Rio Grande do Sul, com 5,3 milhoes de toneladas de arroz em casca
(Vieira et al., 1999; Silva, 1987, AGRIANUAL, 2002).

A produgdo brasileira de trigo na safra 2000/2001 alcancou 2,8 milhdes de
toneladas das quais 2,7 milhdes foram colhidos na regido Sul. Apesar da pequena
representatividade no Brasil, o trigo possui entre todas as culturas alimenticias, a
maior area plantada no mundo, isto representa em torno de 20% da area cultivada,
e, sua comercializagdo internacional ¢ maior que a soma de todos os outros graos

alimenticios. (Guerra et al., 1996; AGRIANUAL, 2002).



Como resultado dessa alta produtividade, sdo gerados anualmente no Brasil
milhdes de toneladas de residuos de arroz e trigo. Estima-se que para cada 1 kg de

grao colhido resulte cerca de 1 kg a 1,5 kg de residuos vegetais.

2.2 COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DOS RESIDUOS DE ARROZ E TRIGO

Os residuos de arroz sao compostos principalmente por casca, palha, graos
quebrados, graos inteiros, farelos e particulas ndo identificadas, e todos estes
residuos sdo gerados durante o processo de colheita até a industrializagdao do
produto. As cascas e a palha de arroz representam em torno de 45% do residuo total
produzido pela agroindustria (Gongalves e Saccol, 1995).

A casca do arroz ¢ composta de duas folhas modificadas, denominadas
lema e palea e representa 20% do peso do arroz em casca. As cascas sdo frageis e
porosas, e tem como principal funcdo proteger os graos do ataque de insetos e
fungos (Gongalves e Saccol, 1995).

As palhas resultantes da producdo de cereais possuem composi¢do quimica
semelhante, visto que sdao compostas basicamente por celulose, hemicelulose e
lignina, apresentando algumas variagdes consideraveis de acordo com a idade e
espécie do vegetal, tipo de solo, periodo de colheita, praticas culturais e local de
produgdo. O alto teor de lignina, geralmente presente, causam limitagdes quanto a
degradabilidade das palhas.

A composi¢do quimica dos residuos de arroz e trigo pode ser visualizada na
TABELA 1, onde verifica-se que a composicdo quimica da palha de arroz ¢

semelhante a da palha de trigo. (Gongalves e Saccol, 1995).



TABELA 1. Composi¢ao quimica de materiais celulosicos derivados da producao
de arroz e trigo (Spedding, 1981; Moo Young, 1994; Vieira et al., 1999; Silva,
1987).

Residuos Agricolas Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina
(Y0)

Palha de arroz 35-45 14-36 7-10
Palha de trigo 36-41 24-30 14,5
Cascas de arroz 36-40 15-20 19

2.3 ESTRUTURA DA PAREDE CELULAR DOS VEGETAIS

Os vegetais superiores apresentam suas células envolvidas pela membrana
citoplasmatica e pela parede celular, caracteristica que as diferenciam da célula
animal. A parede celular ¢ secretada pela célula durante o desenvolvimento das
plantas, com a func¢do de sustentacdo, protecao contra desidratagdo e penetragdo por
fitopatogenos (Selinger et al., 1996; Berg, 1997).

Celulose, hemicelulose, pectina, lignina e proteinas sdo os principais
compostos encontrados na parede celular, porém, a espécie e idade do vegetal sdo
fatores determinantes na sua composicdo quimica. Sabe-se que tecidos suculentos
sdo comumente pobres em celulose e abundantes em substincias pécticas, e, que
gramineas possuem cerca de 15% de celulose quando jovens alcancando 45%
quando adultas (Selinger et al., 1996; Berg, 1997).

Durante o crescimento do vegetal ¢ formada inicialmente a parede primaria,
esta ¢ expandida com o aumento do tamanho das células. Apos o desenvolvimento

completo, ¢ formada uma parede secundaria pela deposi¢do de camadas adicionais,



entre a parede primaria e a membrana citoplasmatica, em células que necessitem de
uma parede celular reforcada (Berg, 1997). As paredes primarias de células
adjacentes, sdo unidas umas as outras pela lamela média, que ¢ constituida
principalmente por pectina (Salisbury e Ross, 1992).

O principal componente da parede celular dos vegetais ¢ a celulose,
constituida de microfibrilas formadas a partir de ligacdes intermoleculares e
associadas a outros polissacarideos como hemicelulose e pectina. Incrustagdes de
lignina podem estar presentes em vegetais que necessitem de rigidez (Berg, 1997).

As camadas formadoras da parede celular diferem em estrutura e contetido.
A parede primaria possui baixa quantidade de celulose, enquanto na parede
secundaria a celulose representa 90% do peso seco e alto grau de cristalinidade

(FIGURA 1) (Berg, 1997).
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FIGURA 1. Composi¢ao da parede celular vegetal (Berg, 1997).
As paredes primaria e secundaria também diferem quanto a orientacdo das

fibras celulésicas e quantidade de lignina e hemicelulose, todas essas diferencas



influenciam em termos acessibilidade e degradac¢dao por enzimas microbianas (Moo

Young, 1994).

2.3.1 Celulose

A celulose ¢ o composto organico de maior abundincia na natureza,
constituinte de todos vegetais superiores. A decomposicao deste carboidrato tem
fundamental importancia no ciclo biogeoquimico do carbono, visto que a maior
parte da vegetagdo adicionada ao solo ¢ celulodsica (20-40 %). Consideravel ateng¢do
deve ser dispensada aos microrganismos responsaveis pela decomposicdo dos
substratos lignoceluldsicos (Alexander, 1982).

A celulose ¢ um homopolimero formado por moléculas de glicose unidas
linearmente por ligagdes glicosidicas B-1,4 (FIGURA 2). O grau de polimerizacao
da cadeia ocorre em torno de 1500 a 15000 moléculas, alcangando 7 um de
comprimento. O alto peso molecular torna a celulose nativa insoluvel em agua
(Moo Young, 1994).

As moléculas de celulose paralelas e adjacentes sdao encontradas
interligadas, por meio de pontes de hidrogénio formando resistentes microfibrilas
caracterizadas por 2 regides, regioes cristalinas que sdo mais resistentes por
apresentarem maior numero de ligagdes intermoleculares e as regides amorfas que
sdo facilmente hidrolizaveis por enzimas (Da Silva et al., 1997).

Na parede celular, a celulose estd organizada em unidades separadas por um
espago, que em tecidos de plantas maduras poderd posteriormente ser preenchido

com lignina (Alexander, 1982).



FIGURA 2. Estrutura da molécula de celulose ( Bobbio e Bobbio, 1989).

2.3.2 Hemicelulose

Segundo Selinger et al. (1996), hemiceluloses constituem o segundo maior
componente na parede celular das folhas e caule das gramineas. Devido sua
abundancia e suscetibilidade a degradagdo por microrganismos, sao de extrema
importancia na decomposi¢do dos residuos agricolas.

Sdo heteropolimeros compostos principalmente por residuos de xilose
unidos por ligacdes B-1,4 além de ramificacdes laterais de cadeias curtas
constituidas por residuos de xilose, manose, arabinose e galactose e por seus acidos
urénicos. As moléculas de hemicelulose ligam-se firmemente a superficie das
microfibrilas de celulose e entre si, através de pontes de hidrogénio formando

ligagdes cruzadas. (Bowes, 1996; Selinger et al., 1996).

2.3.3 Lignina
A lignina ¢ encontrada na camada secunddria da parede celular e em alguma

extensdo na lamela média onde atua como agente protetor conferindo rigidez ao



vegetal. O conteudo de lignina em plantas jovens ¢ relativamente baixo, porém a
quantidade aumenta com o amadurecimento das plantas (Bowes, 1996; Berg, 1997).

A lignina nas gramineas ¢ formada pela polimerizacdo de 3 precursores,
alcool coumaril, alcool coniferil e alcool sinapil. A polimerizacdo dos mondmeros
envolve a formagao de radicais livres que resultam de reagdes com oxigénio ou
peroxido. A luz ultravioleta pode induzir a dimerizagdo que ¢ irreversivel. O
resultado ¢ um composto fenolico altamente insoluvel (Alexander, 1982).

A lignina aparece fortemente associada a hemicelulose e, ligagdes
quimicasentre lignina e celulose ou lignina e pectina ndo tem sido encontradas. A
lignina nunca ocorre livre mas associada a polissacarideos sendo sua presenca
sempre prejudicial a degradacao microbiana visto que diminui a disponibilidade dos

substratos (Alexander, 1982).

2.4 BIODEGRADACAO DA CELULOSE

Uma comunidade complexa de microrganismos estd envolvida na
bioconversdo da celulose depositada no ambiente. Essa microflora ¢ habil em
decompor celulose em ambientes com pH 4acido a alcalino e em temperaturas
proximas do congelamento até 65°C positivos. A associacdo entre microrganismos
celuloliticos e nao-celuloliticos ¢ comum na natureza, pois acelera o processo de
degradacdo devido a remocdo dos produtos finais inibitorios (Moo Young, 1994;
Alexander, 1982).

A degradagdo da celulose em culturas puras dependerda da quantidade de
celulose presente no substrato, do grau de polimerizac¢do, da organizagdo estrutural

das microfibrilas (cristalina e amorfa) e da area de superficie disponivel pela unido
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com a lignina, fatores estes que variam de acordo com a espécie e idade do vegetal
(Moo Young, 1994; Alexander, 1982).

A teoria sobre a biodegradacao de compostos celuldsicos amplamente aceita
¢ da agdo sinergistica entre endo e exoglucanases. Inicialmente, endoglucanase
realizam a hidrolise aleatoria das ligacdes glicosidicas internas da molécula
produzindo extremidades livres para acdo das celobiohidrolases. As
celobiohidrolases (CBH I e CBH II) removem celobiose de ambas extremidades
redutoras e ndo redutoras da molécula que posteriormente sdo hidrolisadas pelas B-
glicosidases (Stahlberg et al., 1993; Persson et al., 1991; Robson ¢ Chambliss,

1989; Shewale ¢ Sadana, 1978).

2.5 MICRORGANISMOS CELULOLITICOS

As enzimas celuloliticas sdo produzidas por amplo nimero de bactérias e
fungos, entretanto, sdo relativamente poucos o0s microrganismos capazes de
produzir o grupo de enzimas necessarias para a degradacdo da celulose cristalina
(Singh ¢ Hayashi, 1995; Persson et al., 1991; Robson ¢ Chambliss, 1989; Shewale e
Sadana, 1978).

Durante muito tempo, as celulases produzidas por fungos sdo
extensivamente estudadas. Diferentes espécies de Trichoderma foram descritas,
sendo o Trichoderma reesei o microrganismo melhor conhecido quanto a produgio
enzimas celuloliticas, apesar da producdo de B-glicosidase pouco significativa
(Singh e Hayashi, 1995; Robson ¢ Chambliss, 1989). O constante interesse dos

pesquisadores em celulases produzidas por fungos deve-se ao fato destas espécies
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sintetizarem grandes quantidades das diferentes celulases constituintes do complexo
enzimatico (Persson et al., 1991; Kubicek et al., 1996).

Segundo Alexander (1982) e Moo-Young (1994) fungos pertencentes aos
géneros Penicilium, Fusarium, Aspergillus, Chaetomium e Rhizopus sao
conhecidamente eficazes na solubilizagdo da celulose cristalina pela acao
sinergistica entre as atividades de exo e endo-glucanases.

Anaerobicamente, a hidrélise da celulose pode ser comumente realizada no
ramen, através de simbiose com microrganismos altamente celuloliticos.
Neocalimastix frontalis, microrganismo bastante estudado, caracteriza-se pela alta
atividade de B-glicosidases. Libera glicose como principal produto de degradacao
ao invés de celobiose (Selinger et al., 1996; Singh ¢ Hayashi, 1995; Pearce et al.,
1985).

Entretanto nos ultimos anos, houve maior interesse pelas bactérias
produtoras de celulases ocasionando vasta literatura, porém, geralmente a maioria
destes microrganismos nao ¢ habil em degradar significativamente a celulose
cristalina (Singh e Hayashi, 1995).

As bactérias produzem endo-B-1,4-glucanases dentro de um complexo que
consiste da atividade de exo e endoglucanases. No entanto, a teoria amplamente
aceita para a degradagdo da celulose cristalina pelo sinergismo de exo- e
endoglucanases ¢ baseada na hidrélise de celulose por sistemas enzimaticos de
fungos, e ndo parece ser aplicavel a todas as bactérias celuloliticas (Mawadza et al.,
2000; Robson e Chambliss, 1989).

Segundo Robson e Chambliss (1989) e Persson et al. (1991), um modelo

alternativo sugere que endoglucanases com afinidade por celo-oligossacarideos
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realizam a hidrolise de celulose cristalina quando houver alta concentragao de
enzimas. Segundo Robson e Chambliss (1989) existem evidéncias de que
endoglucanases podem exibir atividade de exoglucanases. Outra possibilidade ¢ a
incapacidade de varios laboratérios em isolar exoglucanases de sistemas
bacterianos capazes de degradar celulose, devido a instabilidade da enzima.

O sistema celulolitico de bactérias anaerdbias, principalmente do termofilo
Clostridium thermocellum e mesofilo C. cellulolyticum tem recebido consideravel
interesse visto a possibilidade de utilizagdo em processos industriais (Gal et al.,
1996, Singh e Hayashi, 1995). Sabe-se que a celuldlise ¢ vigorosa em altas
temperaturas, e varios microrganismos apresentam temperatura Otima de
degradagio entre 55°C e 65'C (Moo Young, 1994; Alexander, 1982).

Varias outras espécies de bactérias anaerobias, incluindo Acetovibrio
cellulolyticus, Ruminococcus flavefaciens e R. albus também estdo sendo estudados
com relagdo a degradagdo de celulose e produgdo de celulases (Singh e Hayashi,
1995; Selinger et al., 1996)

Entre as bactérias aerdbias, espécies celuloliticas de Bacillus, tais como B.
subtilis, B. cereus, B. licheniformis e B. brevis além de espécies de Pseudomonas,
Cellulomonas e¢ Cytophaga ja foram descritas (Robson ¢ Chambliss, 1989;

Prasertsan e Doelle, 1987; Persson et al., 1991; Alexander, 1982).

2.6 CELULASES
Celulases sdo enzimas pertencentes a familia das glicohidrolases e
responsaveis pela hidrolise da celulose para producdo de aglicares menores e

soluveis que sejam capazes de atravessar a membrana citoplasmatica microbiana O
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complexo enzimdtico ¢ formado pela atividade de exo-B-1,4-glucanases, endo-B3-

1,4-glucanases e B-glicosidases (Bayer et al., 1998; Singh e Hayashi, 1995).

2.6.1 Celobiohidrolases

As celobiohidrolases (exo-B-1,4-glucanases) degradam celulose pela
remog¢ao de unidades de celobiose ou glicose nas extremidades redutoras e nao
redutoras do polimero. Apresentam atividade contra celulose amorfa e
celoligossacarideos soluveis e a¢ao limitada ou nula em celuloses substituidas como
carboximetilcelulose (CMC) ou hidroxietilcelulose (HEC). Exoglucanases nao
possuem acdo eficaz contra celulose nativa, entretanto, na presenga de
endoglucanases sdo eficazes na hidrolise da celulose com alto grau de
cristalinidade. A acdo das celobiohidrolases ¢ essencial para evitar que as ligagdes
glicosidicas hidrolisadas pelas endoglucanases sejam refeitas, sua atividade ¢
inibida por celobiose ¢ em menor extensdo por glicose (Mawadza et al. 2000; Singh
e Hayashi, 1995; Stahlberg et al., 1997; Robson & Chambliss, 1989; Shewale &

Sadana, 1978).

2.6.2 Endoglucanases

As endoglucanases ou carboximetilcelulases (CMCase) hidrolizam CMC ou
celulose amorfa aleatoriamente na molécula de celulose. A hidrélise das ligagdes
internas da molécula reduzem o efeito de rede dos polimeros resultando em cadeias
menores ¢ com maior quantidade de grupos redutores disponiveis para acao de
outras enzimas. As CMCases nao apresentam atividade contra celulose cristalina e

sua acdo em celo-oligossacarideos diminui gradativamente com o encurtamento da
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cadeia (Singh e Hayashi, 1995; Reyes e Corona,1997; Moo Young, 1994; Stahlberg

etal., 1997).

2.6.3 Glicosidases

B-glicosidades ou celobiases sdo as enzimas envolvidas na hidrdlise da
celulose menos estudadas, alguns autores ndo a consideram parte do complexo
enzimatico visto que ndo hidrolisa celulose. Possuem atividade méaxima para
celobiose, alta atividade para celotriose e menor atividade para celo-
oligossacarideos maiores, em ambos libera glicose. Nao apresentam atividade
contra celulose cristalina, amorfa ou substituida. (Singh e Hayashi, 1995; Moo

Young, 1994; Shewale e Sadana,1978).

2.7 CELULOSSOMOS

Celulossomos sdo complexos multienzimaticos, cujos componentes
interagem de maneira sinergistica para degradacdo da celulose. Na natureza sao
enzimas modulares, onde cada mddulo ou dominio compreende uma porcao
consecutiva da cadeia polipeptidica formando unidades distintas estruturalmente e
funcionalmente (Ohmiya et al., 1997; Bayer et al.,1998).

Todas as celulases possuem dominio catalitico definido, portanto sao
classificadas em uma familia de acordo com a homologia apresentada na sequéncia
de aminodcidos. As enzimas constituintes do celulossomo nao diferem das celulases
livres, ambas possuem tipos comuns de dominios cataliticos. O termo celulase ¢é
aplicado para enzimas livres ou enzimas do complexo. (Bayer et al., 1998; Moo

Young, 1994).
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Durante anos acreditou-se que as celulases microbianas consistissem apenas
de numerosos tipos de celulases livres que interagiam sinergisticamente em
substratos insoluveis. De fato, muitos sistemas de celulases, particularmente em
bactérias aerdbias caracterizaram-se pela producdo de enzimas livres. Entretanto, o
celulossomo foi descrito em bactérias anaerdbias termofilas, como em espécies de

Clostridium. (Bayer et al.,1998).

2.8 BIOSSINTESE DE CELULASES

As celulases, geralmente sdo enzimas extracelulares sintetizadas pelos
microrganismos no citoplasma. Apos a sintese, a enzima atravessa a membrana sob
a forma linear e assume a estrutura terciaria do lado de fora da célula (Singh e
Hayashi, 1995; Moo Young, 1994).

As celulases ocorrem livres ou fixadas na membrana das células. A sintese
de enzimas livres ¢ vantajosa porque permite aos microrganismos explorar
substratos em distancia maiores, entretanto, aumenta a probabilidade do produto ser
perdido para outros microrganismos. As enzimas unidas a membrana das células
minimizam o risco reduzindo a distdncia de difusdo, porém, limitam a quantidade
de substrato disponivel a degradagdo. (Moo Young, 1994).

As enzimas celuloliticas sdo induziveis, sua sintese ¢ liberagdo ocorrem
principalmente na fase estacionaria. Os melhores indutores do complexo enzimatico
sao celulose, celobiose e lactose, no entanto, sdo necessarias altas concentragoes de
substrato (Moo Young, 1994).

Segundo Singh e Hayashi (1995) e Moo Young (1994) a celulose ¢ incapaz

de atravessar a membrana citoplasmatica microbiana e atuar como componente
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indutor visto que ¢ um substrato insoluvel. Para ocorrer o processo de inducao, a
celulose deve ser hidrolisada extracelularmente em produtos soliveis que
difundam-se para as células microbianas produtoras de enzimas celuloliticas. Essa
degradacgdo inicial torna-se possivel pela a¢do de celulases pré-formadas em nivel

basal ou celulases constitutivas.

2.9 METODOS DE PRE-TRATAMENTO DE SUBSTRATOS CELULOSICOS

Os substratos celulosicos sdo altamente degradaveis devido as
concentragdes de celulose ¢ hemicelulose que possuem (Cantarella et al., 1992;
Moo Young, 1994; Ryu et al., 1982).

Entretanto, a forte associacao destes carboidratos com a lignina, composto
fenolico que atua como agente adesivo entre as fibras celuldsicas e extremamente
resistente as enzimas celuloliticas, prejudicam a degradagao (Moo Young, 1994;
Ryu et al., 1982).

A taxa de hidrélise da celulose dependera do tipo de lignina e da sua
associa¢do com os carboidratos presentes na parede celular (Alexander, 1982).

M¢étodos de pré-tratamentos permitem a remogao total ou parcial da lignina,
individualizando as fibras celuldsicas e aumentando a superficie disponivel para
hidrélise enzimatica. Os residuos agricolas de diferentes origens mas com
quantidade similar de lignina podem necessitar de diferentes graus de
deslignificacdo para aumentar a degradabilidade.

Os materiais celulosicos encontrados na parede celular e submetidos a
métodos de pré-tratamento, apresentam a dissociagdo da lignina. Os métodos de

pré-tratamento quimico mais comumente utilizados sao a partir de NaOH ou H2SOs4,
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e fisicos, através da moagem ou vapor d’agua em altas temperaturas (Cantarella et
al., 1992; Moo Young, 1994; Ryu et al., 1982).

O pré-tratamento de materiais celuldsicos com microondas, segundo
Ooshima et al. (1984) também sdo efetivos para acelerag@o de sua sacarificagao.

M¢étodos de pré-tratamentos sdo indicados para melhoria das propriedades
estruturais do substrato, reduzindo a cristalinidade, disponibilizando maior 4rea de
superficie para ataque de microrganismos, aumentando a acessibilidade da
superficie da celulose para adsor¢do da celulase e reduzindo o grau de

polimerizagdo. (Cantarella et al., 1992; Moo Young, 1994; Ryu et al., 1982).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas no trabalho 2 bactérias selecionadas entre 87
microrganismos isolados em solos e ambientes aquaticos na regido Amazonica. Os
isolados, denominados BLs e numerados, foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr.
Marco Antonio Zachia Ayub da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

As bactérias BL16 e BL20 foram selecionadas por apresentarem maior

atividade especifica para celulase (Heck, 2001).

3.2 MANUTENCAO DAS CULTURAS

As culturas foram preservadas em placas contendo agar LB (Apéndice 1) e
dgar nutriente e armazenadas a temperatura de 4'C. A renovagio das culturas foi
realizada a cada 15 dias. As culturas também foram mantidas congeladas em
glicerol. Para isso, os isolados foram inoculados em tubos de ensaio contendo caldo
BHI (Apéndice 3) e incubados por 24 horas a 37'C, sendo posteriormente
transferidos para tubos de microcentrifuga 800uL do cultivo e 200uL de glicerol
estéril.

3.3 ESTUDOS TAXONOMICOS

A andlise morfoldgica dos isolados e vdrios testes bioquimicos foram
utilizados para identificagdo dos microrganismos, segundo Bergey’s Manual of

Systematic Bacteriology (Holt, 1986).
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3.4 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E MORFOLOGICA DOS ISOLADOS

3.4.1 Observacao do crescimento em diferentes meios de cultura

Os isolados BL16 e BL20 foram semeados através do método de
esgotamento, em placas de Petri contendo agar sangue, agar nutriente, agar LB
(Apéndice 1) e agar Mueller Hinton. A incubacdo foi realizada durante 24 horas a
temperatura de 37°C e as coldnias foram analisadas quanto & morfologia, cor,
viscosidade e presenca de vesiculas.

A técnica de coloracdo de Gram foi utilizada para caracterizagdo da
morfologia celular, em culturas com crescimento de 24 horas.

As bactérias foram submetidas as condi¢des de acrobiose, microaerofilia e
anaerobiose em culturas contendo agar Mueller Hinton modificado (0,5% extrato de
levedura, 0,5% extrato de malte, 1% NaCl, 1% glicose e 0,16% de purpura de

bromocresol). O crescimento e morfologia das colonias foram observados.

3.4.2 Crescimento em placa em diferentes temperaturas

O crescimento dos isolados BL16 e BL20 foi acompanhado em placas de
Petri contendo &4gar nutriente, estas foram preparadas a partir de pré-indculo
realizado em meio LB (50 mL) durante 48 horas. As placas foram incubadas
durante 24 horas nas temperaturas de 4'C, 25'C, 30°'C, 37C, 45Ce 55C e as
colonias contadas para a determinagdo do numero de unidades formadoras de

colonias (U.F.C./mL).
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3.4.3 TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

A suscetibilidade a antibioticos foi determinada pelo método modificado de
Kirby-Bauer (Hindler et al., 1994). Para o preparo do pré-indculo os isolados foram
incubados a 30°C durante 5 horas em dgar BHI. Um swab estéril foi submerso no
indculo e em seguida inoculado sobre toda a superficie da placa contendo agar
Mueller Hinton. Os discos de antibiotico foram colocados na placa com auxilio de
uma pinga estéril. A incubac¢do ocorreu durante 24 horas a 30°C, em seguida o
diametro das zonas de inibi¢do foram medidos e comparados com valores

padronizados para cada antibidtico segundo Becton Dickinson (1995).

3.5 PREPARACAO DO PRE-INOCULO

As colonias dos isolados BL16 e BL20, armazenadas em agar LB foram
coletadas por raspagem de placas e transferidas para Erlenmeyers contendo 50 mL
de meio BHI. As culturas foram incubadas a 30°C durante 24 ou 48 horas em
equipamento incubador com agita¢ao de 125 rpm. O indculo inicial foi estabelecido

10° U.F.C./ mL.

3.6 DETERMINACAO DO NUMERO DE CELULAS VIAVEIS

A determinagdo do nimero de unidades formadoras de coldnias por mililitro
(U.F.C./ mL), em meio sélido foi realizada segundo o método de Milles e Misra
(1938), com modificagdes, pelo uso de micropipetas.

Aliquotas de 500uL foram coletadas e diluidas de 10" a 10° em tubos de
ensaio contendo 4,5 mL de solu¢do salina (NaCl 0,85%). As amostras foram

homogeneizadas e inoculadas em triplicatas de 20 pL por quadrante de placa
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contendo agar nutriente; o procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar
vertical, marca Pachane, modelo PA-115. As placas foram incubadas por 20 horas,
a 37'C, em estufa incubadora De Leo. A contagem foi efetuada na diluicio onde as
colonias encontraram-se isoladas, entre um minimo de 30 e maximo de 300
coldnias, em contador de coldnias marca Phoenix CP 608. Os resultados foram

expressos em log U.F.C./ mL.

3.7 CURVAS DE CRESCIMENTO

3.7.1 Determinacio da temperatura 6tima de crescimento

Observou-se o crescimento dos isolados BL16 e BL20 em cultivo em
frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio LB. O material foi
transferido para incubadora rotatéria (Nova Técnica/ modelo NT711/ Brasil) com
agitacdo de 125 rpm nas seguintes temperaturas: 25°C, 30°C, 37'C, 45Ce 55C.
Aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo regulares para leitura da
densidade otica (D.O.) em espectrofotometro (600 nm) e analise da atividade

enzimatica.

3.7.2 Determinacao do pH 6timo de crescimento

O crescimento dos microrganismos foi acompanhado em caldo LB com os
valores de pH ajustados entre 5,0 e 10,0.

A influéncia do pH inicial no crescimento dos microrganismos foi analisada
em cultivos contendo 50 mL de meio LB em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
utilizando o mesmo método de incubagdo e agitagao citados no item anterior. Os

valores de pH dos meios de cultivo foram ajustados em 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 e 10,0
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e ap6s incubados a 25°C, 30°C e 37'C. Regularmente foram coletadas aliquotas para

leitura da densidade 6tica (600 nm) e anélise enzimatica.

3.7.3 Observa¢ao do crescimento em meio mineral enriquecido com
carboidratos

Para verificagdo da utilizacdo de agticares pelos isolados, foram realizadas
curvas em meio mineral enriquecido com diferentes carboidratos. Cultivos foram
preparados com 100 mL de meio mineral Bushnell Hass (Apéndice 6) e
acondicionados em frascos Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 1% de manose,
glicose, sacarose, lactose ou galactose. O pré- indculo foi preparado conforme item
3.5. A incubagio foi realizada a 30°C em equipamento incubador com agitaco de
125 rpm. Aliquotas foram retiradas para contagem de células viaveis, leitura da

D.O. e analise enzimatica.

3.8 ATIVIDADE ENZIMATICA

3.8.1 Determinacio da atividade de B-glucosidase e celobiohidrolase

A atividade da B-glucosidase e celobiohidrolase foi determinada utilizando
como substrato p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo e p-nitrofenil-3-D-celobiosideo.

Os microrganismos BL16 ¢ BL20 foram cultivados em caldo BHI durante
48 horas em incubadora com agitacdo (125 rpm) a temperatura de 30°C. Em seguida
foram coletadas 2 amostras do cultivo de cada linhagem para realizacao do ensaio.

Uma aliquota de 1 mL foi retirada e centrifugada (10.000 rpm / 10 min.). Os
sobrenadantes foram separados. Os pellets foram ressuspensos em 1 mL de PBS,

centrifugados e os sobrenadantes descartados. Os pellets foram novamente



23

ressuspensos em 0,5 mL de PBS. Uma segunda aliquota também contendo 1 mL foi
sonicada e em seguida centrifugada, o sobrenadante foi separado. O pellet foi
lavado com 0,5 mL de PBS, ap6s ressuspensos na mesma solucao. A atividade foi
determinada em todas estas fracoes.

P-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo e  p-nitrofenil-B-D-celobiosideo (2
mg/mL) foram utilizados para o preparo do substrato concentrado que foi diluido
10 vezes para as condicoes do ensaio.

O ensaio foi realizado em tubos de microcentrifuga contendo 100 pL do
substrato da enzima, 100 uLL da preparacao enzimatica e 100 uL de tampao citrato
0,25 M pH 5,0 incubados durante 1 hora a 37'C. A reagdo foi terminada com
adicao de 1 mL de solu¢ao 1 M Carbonato/ Bicarbonato pH 10,0. As amostras onde
os pellets foram ressuspensos foram centrifugadas antes da leitura da absorbancia a
405 nm.

A atividade foi expressa em unidades de proteina por mg’!, onde uma
unidade representa a quantidade de enzima necessaria para producao de 1 umol de

p-nitrofenol por minuto a 37°C.

3.8.2 Determinacao da atividade de carboximetilcelulase (CMCase)

A atividade de carboximetilcelulase (CMCase) foi determinada pela
utilizacdo do método de coloragdo com vermelho Congo (Carder 1986). Placas
foram preparadas com 1% de carboximetilcelulose (CMC) e 1,5% de agar que
foram dissolvidos em tampao fosfato 0,1 M e pH 6,0. Apo6s a solidificagdo do meio,
fez-se pocos com aproximadamente 8 mm de didmetro com auxilio de ponteiras de

micropipetas com volume de 1 mL. Nos pogos foram inoculados 80 pL do



24

sobrenadante, obtido por centrifugagdo de uma amostra da cultura em experimento,
10.000 rpm durante 10 minutos. As placas foram incubadas em cadmara imida a
30°C durante 16 horas. Em seguida foram coradas com vermelho Congo 0,1 % por
30 minutos e apds lavadas por 10 segundos com agua destilada. O excesso de
corante foi removido através de duas lavagens consecutivas com NaCl 1 M, com
duracdo de 5 minutos cada. Por ultimo, as placas foram enxaguadas com &cido
acético. A presenga de halos incolores foi indicativa de atividade celulolitica. O
diametro das zonas de hidrélise foi medido em milimetros e transformado em
unidades de atividade da celulase a partir de uma curva padrdo. A curva padrao, que
pode ser visualizada na figura abaixo, foi realizada a partir de celulase comercial
obtida de Trichoderma viride (Fluka).
3.9 CURVAS DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A produgdo de carboximetilcelulase foi observada quando os isolados BL16
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e BL20 foram crescidos em 50 mL de meio LB incubados nas mesmas condig¢des
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descritas nos itens 3.7.1, 3.7.2 e 3.7.3. Amostras foram inoculadas nas placas de
CMC com pH 6,0 e incubadas durante 16 horas. Posteriormente foram coradas e

analisadas conforme item 3.8.2.

3.10 CARACTERIZACAO DA CMCASE

3.10.1 Atividade de CMCase em diferentes valores de pH e diferentes
temperaturas

Foram preparadas placas contendo 0,1% de CMC e 1,5% de agar que foram
dissolvidos em fosfato 0,1 M. O pH do meio foi ajustado em 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 e
10,0.

A cultura dos microrganismos foi preparada conforme descri¢cdo anterior.
Foi coletada uma aliquota e centrifugada (10.000 rpm/10 minutos). Amostras de 80
uL do sobrenadante foram inoculadas nas placas de CMC com diferentes pHs e
incubadas nas temperaturas de 25°C, 30°C, 37°C, 45'C e 55'C durante 16 horas.

Posteriormente foram coradas e analisadas conforme item 3.8.2.

3.11 INDUCAO DA CMCASE
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3.11.1 Atividade de CMCase em meio LB acrescido de diferentes fontes
de carbono

Meio LB foi preparado em tubos de ensaio (5 mL) e adicionado 0,5% dos
seguintes  carboidratos: celobiose, celulose, carboximetilcelulose, metil-
glucopiranose, galactose, lactose, glicose, sacarose, manose, maltose, arabinose e
amido. O pré-indculgo foi preparado conforme descrito no item 3.5. Aliquotas de 50
uL foram coletadas e inoculadas nos tubos de ensaio. Os isolados foram incubados
em uma incubadora com agitagdo de 125 rpm durante 40 horas a temperatura de
30'C. O sobrenadante foi obtido por centrifugagio (10.000 rpm/10 min.) e
inoculado (80 puL) em placas de CMC. Os procedimentos de incubagdo e coloracao

das placas de CMC foram realizados conforme descrito no item 3.8.2.

3.11.2 Atividade de CMCase em diferentes concentracoes de cloreto de
sodio

As culturas foram testadas em meio LB com a concentracdo de NaCl
ajustada para 0,5%, 1%, 2%, 4% e 8%. Os pré-indculos foram preparados conforme
item 3.5, e incubados a 30°C por 24 horas com agitagdo de 125 rpm. Em seguida
aliquotas de 50 pL foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL do meio
de cultura. Novamente seguiu-se incubacio de 24 horas a 30°'C com agitacdo de 125
rpm. O sobrenadante foi obtido para andlise enzimatica pelo método do vermelho

Congo.

3.12 OBTENCAO DOS RESIDUOS DE ARROZ E TRIGO
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As cascas de arroz (Oryza sativa) foram obtidas em uma industria de
beneficiamento de arroz. As cascas de arroz utilizadas nos experimentos foram
separadas de outros residuos remanescentes do processamento do arroz para
comercializa¢do, como graos, farelos e outros componentes.

A palha de arroz (Oryza sativa) foi coletada diretamente na lavoura em
periodo anterior a colheita. O vegetal foi dividido em 3 partes: raizes, colmo (talo) e
graos. O colmo foi separado, naturalmente desidratado (palha), e cortado em
pequenos pedacgos. As raizes e os graos foram descartados.

O trigo (Triticum aestivum) foi coletado em época de colheita, como ¢ um
cereal colhido seco, o procedimento utilizado foi separar a palha das raizes e dos

graos e entdo corta-lo em pedagos pequenos.

3.13 METODOS DE PRE-TRATAMENTO DOS RESIDUOS

Pré-tratamentos foram efetuados visando enfraquecer a associagdo com a
lignina. Como os residuos foram cortados como citado no item 3.12, todos os
métodos de pré-tratamento aplicados foram realizados a partir desse substrato.

Os residuos agricolas utilizados nos experimentos foram pré-tratados

quimica ou fisicamente e, em alguns casos ambos tratamentos foram utilizados.

3.13.1 Tratamentos fisicos

As cascas de arroz e as palhas de arroz e trigo previamente picados, com
diametro das particulas de 4 mm (série Tyler no. 5) foram selecionadas e em
seguida moidas, em moinho de facas pulverisette 14 (Fritsch Co.). Didmetro das

particulas foi de 420 pm (série Tyler no. 40).
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Vapor em altas temperaturas também foi utilizado para diminuir a
resisténcia e aumentar a disponibilidade do substrato. Os residuos picados ou
moidos foram colocados em Erlenmeyers contendo meio mineral Buschnell-Hass e

autoclavados durante 15 e 30 minutos 4 temperatura de 121°C.

3.13.2 Tratamento quimico

Os residuos de arroz e trigo, 1 g de cascas ou palhas, foram tratados em
Erlenmeyers contendo 100 mL de NaOH IN e 1 g das cascas ou palhas, em banho-
maria a temperatura de 90°C durante 5 horas. Em seguida o 4lcali foi removido
através de sucessivas lavagens com agua destilada morna, o meio foi neutralizado e
os residuos ficaram imersos durante 24 horas. Apods esse periodo retirou-se a dgua e

acrescentou-se meio mineral Buschnell-Hass.

3.14 DEGRADACAO DOS RESIDUOS AGRICOLAS PELOS ISOLADOS BL16 E
BL20

3.14.1 Curva de crescimento

O crescimento foi observado em meios preparados com palha de arroz,
palha de trigo e cascas de arroz em meio mineral Buschnell-Hass (Apéndice 6). Os
experimentos foram realizados em Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de
meio mineral.

Colocou-se 1 grama dos residuos picados, moidos ou tratados com alcali em
frascos Erlenmeyers contendo 100 mL de meio mineral e autoclavados durante 15
ou 30 minutos a temperatura de 121°C. O pré-indculo foi preparado conforme item

3.5, com indculo inicial de 10° U.F.C/ mL. Os Erlenmeyers foram incubados a
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30°C, entre 7 e 14 dias com agitagio de 125 rpm e aliquotas foram retiradas
esporadicamente para verificagdo do crescimento dos microrganismos, produgdo de
celulases e liberagao de agtcares redutores. Os ensaios foram realizados conforme

descrito nos itens 3.6, 3.8.2 e 3.13.2 respectivamente.

3.14.2 Determinacao de acucares redutores

A quantidade de agucares redutores foi determinada pelo método do Acido
Dinitrosalicilico - DNS (Chaplin, 1996). A sensibilidade do método ¢ de 0,3 a 30
mM de glicose.

O reagente utilizado no ensaio ¢ composto de 0,25 g de éacido
dinitrosalicilico, 75 g de tartarato de sodio e potassio dissolvidos em 50 mL de
solucdo NaOH 2 M. Em seguida a solu¢ao foi diluida até 250 mL.

Foi coletada uma amostra do cultivo, centrifugada a 10.000 rpm durante 10
minutos. Uma aliquota de 100 pL do sobrenadante foi adicionada em tubos de
ensaio contendo 1mL de solugdo DNS, e aquecida durante 10 minutos em banho-
maria a uma temperatura de 100°'C. Os tubos foram resfriados em temperatura
ambiente, a leitura da absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 570
nm. Os valores obtidos foram comparados com uma curva padrao feita com glicose

em 10 concentragdes diferentes, entre 1pug e 500 pg / pl.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SELECAO DOS MICRORGANISMOS COM ATIVIDADE CELULOLITICA

Microrganismos foram isolados em amostras de solo e ambientes aquaticos
da regido amazonica. Entre os 87 isolados previamente testados para detec¢cdo de
atividade enzimatica (Heck, 2001), foram selecionados dois bacilos gram-negativos
que apresentaram maior atividade especifica para celulase. As linhagens utilizadas
no trabalho foram denominadas de BL16 e BL20.

Essas bactérias produziram largas zonas incolores em agar contendo CMC
corado com vermelho Congo, que € uma caracteristica de atividade celulolitica.

Os isolados foram capazes de crescer em meios de cultura contendo CMC

ou celulose como tnica fonte de carbono.

4.2 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS, MORFOLOGICAS E FISIOLOGICAS DOS
I1ISOLADOS BL16 E BL20

4.2.1 Caracteristicas morfologicas
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Pelo método de coloragdo de Gram, para verificagdo da morfologia e
coloracdo celular, observamos células na forma de bastonetes gram-negativos,
isolados ou dispostos na forma de estreptobacilos (FIGURA 3a e 3b). O tamanho
das células em cultivos com até 48 horas foi observado. As células do isolado BL16
apresentaram entre 2 ¢ 3 um de comprimento e 1,5 um de largura enquanto as
células da bactéria BL20 apresentaram entre 2 ¢ 4 um de comprimento por 1,5 um

de largura.

FIGURA 3. Morfologia das células dos isolados BL.16 (a) e BL20 (b).

Os isolados BL16 e BL20 cresceram bem quando submetidos a condigdes
de aerobiose e microaerofilia. Em aerobiose as colonias apresentaram coloragao
branca, forma circular, superficie lisa e brilhante e bordos irregulares, que pode ser

observado na FIGURA 4 apds crescimento em agar nutriente. ColOnias com
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crescimento de 24 horas em agar nutriente apresentaram entre 0,5 ¢ 2 mm de

diametro.

FIGURA 4. Morfologia das colonias dos isolados BL16 ¢ BL20 em agar
Nutriente apds 24 horas de incubacdo. Crescimento em

condicoes aerobias.

Algumas alteragdes na morfologia das colonias foram observadas em
cultivos em agar Mueller-Hinton, BHI e LB (FIGURA 5). Nessas culturas as
colonias jovens apresentaram superficie lisa e brilhante e, colonias com maior

crescimento adquiriram a forma membranosa e opaca.
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O maior crescimento apresentado pelos isolados nesses cultivos, pode ter
ocorrido devido a maior concentracdo de nutrientes presentes no meio, mais

especificamente peptona e extrato de levedura.

FIGURA 5. Morfologia das coldnias dos isolados BL16 ¢ BL20 em 4gar LB

apo6s 24 horas de incubagdo. Crescimento em aerobiose.

Em condi¢des microaerofilas observou-se coldnias esbranquicadas,
membranosas, irregulares e contendo largas vesiculas quando semeados em agar
Mueller-Hinton modificado (0,5% extrato de levedura, 0,5% extrato de malte, 1%
NaCl, 1% glicose e 0,16% de parpura de bromocresol). O corante purpura de
bromocresol foi utilizado como indicador da utilizagdo de glicose pelos
microrganismos (FIGURA 6). Os resultados indicaram que nao houve utilizagdo da

glicose.
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Os isolados BL16 e BL20 ndo apresentaram crescimento em anaerobiose.

FIGURA 6. Morfologia das colonias dos isolados BL16 e BL20 em &gar
Mueller-Hinton modificado apés 24 horas de incubagdo.

Crescimento em microaerofilia.

4.2.2 Caracteristicas bioquimicas

Os resultados obtidos a partir de diferentes testes bioquimicos, das
caracteristicas de crescimento, morfologia das células ¢ morfologia das colonias,
foram utilizados para estudos taxondmicos das bactérias.

Os isolados apresentaram  caracteristicas fisiologicas idénticas,
diferenciando-se apenas com relacdo a motilidade, que mostrou-se negativa no

isolado BL16 e positiva no isolado BL20. Com base em todos os resultados e de
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acordo com o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Holt, 1986), os isolados
foram classificados no grupo das bactérias gram-negativas nao-fermentadoras. As
provas bioquimicas e seus resultados estdo listados na TABELA 2.

Os microrganismos BL16 e BL20 foram dispostos na Classe Scotobacteria,
embora os testes ndo tenham permitido a classificagdo dos isolados em género ou
espécie. Novos estudos estdo sendo conduzidos em busca da identificagdo, embora
exista a probabilidade dos isolados pertencerem a espécies ainda nao descritas.

Recentes estudos com espécies isoladas em solos amazdnicos, a partir de
sequéncias de RNA ribossomal, revelaram que nenhuma das sequéncias, um total
de 98, havia sido descrita anteriormente (Bonerman e Triplett, 1997).

Segundo Eveleigh (1995), estima-se que 1 grama de solo de uma floresta
decidua norueguesa contenha entre 4 e 5000 espécies de bactérias, sendo que o
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology , 1989, possui 4000 espécies descritas.

Numeros equivalentes sdo estimados em outros biomas e sitios ecologicos.

TABELA 2. Caracteristicas morfologicas e bioquimicas dos microrganismos BL16

e BL20.
Caracteristicas BL16 BL20
Crescimento em aerobiose Positivo Positivo
Crescimento em microaerofilia Positivo Positivo
Crescimento em anaerobiose Negativo Negativo
Hemolise Positivo Positivo

Hemoaglutinagdo Positivo Positivo



Motilidade

Oxidase

Catalase

DNAse
Negativo

Lipase

Amilase

Gelatinase

Urease

Oxidagao/Fermentacao
Prova de vermelho-metil

Prova de Voges-Proskauer

Citrato
Lisina
Ornitina
Indol
Reducao de nitrato
TSI

H»S
Sacarose
Lactose
Maltose
Manitol

Inositol

Negativo
Positivo
Positivo

Negativo

Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo

Positivo

Acido/ Acido/ Nio

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
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Positivo
Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo

produzem

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
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Sorbitol Negativo Negativo
Malonato Negativo Negativo
Salicina Negativo Negativo

4.2.3 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos

A suscetibilidade dos isolados BL16 e BL20 a diferentes agentes
antimicrobianos foi testada. Os resultados obtidos, apresentados na TABELA 3,
mostraram um padrdo de comportamento similar, visto que ambas as linhagens
foram resistentes apenas aos B-lactamicos Penicilina e Ampicilina, e & Novobiocina.
A inativagdo desses quimioterapicos pode ser um fator indicativo da producao de B-

lactamases.

TABELA 3. Teste de suscetibilidade a antibidticos dos microrganismos BL16 ¢
BL20. *

Antibiotico CB16 (mm) CB20 (mm)
Amicacina 28 (S) 30 (S)
Ampicilina 20 (R) 13(R)
Azitromicina 26 (S) 30 (S)
Cefaclor 38 (S) 40 (S)
Cefalotina 30 (S) 29 (S)

Cloranfenicol 22 (S) 22 (S)
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Gentamicina 20 (S) 20 (S)
Netilmicina 30 (S) 26 (S)
Norfloxacin 25 (S) 22 (S)
Novobiocina 17 (R) 15 (R)
Oxacilina 20 (I) 20 (I)

Penicilina 20 (R) 19 (R)
Estreptomicina 17 (S) 19 (S)
Sulfatometoxazol 32 (S) 30 (S)
Tetraciclina 28 (S) 28 (S)
Vancomicina 20 (S) 20 (S)

* As zonas de inibi¢do estdo representadas por R, resistente; I, intermedidrio e S,

suscetivel.

4.2.4 Crescimento dos isolados em diferentes temperaturas

Acompanhando o crescimento dos isolados BL16 e BL20 em placas de adgar
nutriente incubadas em diferentes temperaturas, observou-se que ndo houve
crescimento dos microrganismos nas temperaturas de 4'C e 55°C ao final de 24 horas
de cultivo. A determinacdo das unidades formadoras de colonia por mL foi
determinada nas temperaturas de 25°C, 30°C, 37°C e 45'C, a partir de pré-inéculo
preparado conforme item 3.5. A determinacdo do ntimero de coldnias indicou

crescimento de aproximadamente 107 U.F.C./mL para o ambos isolados.

4.2.5 Determinac¢ao da temperatura 6tima de crescimento
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O crescimento dos isolados BL16 ¢ BL20 foi acompanhado em meio LB,
pela leitura da densidade ética (600 nm), nas temperaturas de 25°C, 30°C, 37°C e
45°C, paralelo a isso, os meios de cultivo tiveram os valores de pH ajustados em 5,0,
6,0, 7,0, 8,0, 9,0 e 10,0.

Observou-se que ao final de 48 horas de cultivo houve crescimento dos
microrganismos em meios com ajuste de pH entre 6,0 ¢ 9,0 e quando incubados nas
temperaturas de 25°C, 30°C, 37°C e 45°C.

As curvas de crescimento dos isolados BL16 e BL20 mostraram-se similares
nas temperaturas de 25°C (FIGURA 7 e 8) e 30°C (FIGURA 9 e 10), com menor

crescimento a 45°C (FIGURA 11) e crescimento 6timo a 37'C (FIGURA 12 e 13).

Os resultados obtidos mostraram-se coerentes tratando-se de bactérias
provenientes da floresta amazdnica onde as temperaturas médias sdo elevadas o ano
todo, em torno de 26-27°C, indo a méxima absoluta de 39°C e minima de 22°C, o que
faz seu clima constantemente quente (Gash et al., 1996; Rizzini e¢ Filho, 1988). O
menor crescimento a 45°C e auséncia de crescimento a 55°C reinteram que as
espécies trabalhadas sao mesofilas, condicao esperada em microrganismos presentes
no ambiente.

Acompanhando as curvas de crescimento dos isolados BL16 ¢ BL20, foi
possivel observar que ambos encontram-se na fase lag de crescimento até 8-10 horas

de cultivo. A partir deste ponto inicia-se a fase exponencial de crescimento a qual
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extende-se até 20-24 horas de cultivo, quando entdo os microrganismos entram na

fase estacionaria.

4.2.6 Observacao do pH 6timo de crescimento

Entre os diferentes valores de pH testados verificou-se crescimento dos
isolados BL16 ¢ BL20 em culturas com pH neutro a alcalino.

Segundo Alexander (1982) em ambientes com pH neutro ou alcalino varios
microrganismos sao capazes de crescer e de produzir enzimas celuloliticas, enquanto
que em ambientes com pH acido ocorre predominio de fungos celuloliticos. Foram
descritas espécies de Vibrio produtores de celulases, que quando testados em culturas
puras apresentaram pH 6timo de crescimento entre 7.1 e 7.6.

Ambas bactérias cresceram bem em meios de cultivo com pH inicial entre 6,0
e 8,0 apresentando crescimento 6timo em pH 7,0. Foi observado menor crescimento
em pH 9,0 e nenhum crescimento em meios de cultivo com pH inicial de 5,0 e 10,0.
O efeito do pH no crescimento da BL16 pode ser observado nas FIGURAS 7, 9, 11
e 12 e da BL20 nas FIGURAS 8, 10, 11 e 13.

No decorrer do crescimento dos isolados BL16 e BL20 constatamos a
alcalinizagdo do meio de cultivo. Este resultado deve-se ao fato destas bactérias
serem proteoliticas e, durante o processo de desaminacdo das proteinas e

aminoacidos excretarem amoOnia para o meio.
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FIGURA 7. Curva de crescimento do isolado BL16 durante 48 horas de
cultivo em meio LB com ajuste de pH em 6,0 (1), 7,0 (v) e
8,0 (o). Temperatura de incubacdo de 25°C. Os resultados

representam a média de duas determinagdes.
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FIGURA 8. Curva de crescimento do isolado BL20 durante 48 horas de
cultivo em meio LB com ajuste de pH em 6,0 (1), 7,0 (v) e
8,0 (c). Temperatura de incubagdo de 25°C. Os resultados

representam a média de duas determinagdes.
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FIGURA 9. Curva de crescimento do microrganismo BL16 durante 48

horas de cultivo em meio LB com ajuste de pH em 6,0 (1),

7,0 (v) e 8,0 (o). Incubagio a 30°C durante 48 horas. Os

resultados representam a média de duas determinagdes.
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FIGURA 10. Curva de crescimento do microrganismo BL20 durante 48
horas de cultive em meio LB com ajuste de pH em 6,0 (1),
7,0 (v) e 8,0 (o). Incubagao a 30°C durante 48 horas. Os

resultados representam a média de duas determinagdes.
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FIGURA 11.Curva de crescimento dos microrganismos BL16 (G) e

BL20 (v), realizada em meio LB com pH 7,0. Temperatura

de incubacio de 45°C durante 48 horas de cultivo. Os

resultados representam a média de duas determinagdes.
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FIGURA 12.Curva de crescimento do microrganismo BL16 durante 48
horas de cultivo em meio LB com ajuste de pH em 5,0 (o),
6,0 (1) e 7,0 (v). Temperatura de incubag¢io de 37°C. Os

resultados representam a média de duas determinagdes.
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FIGURA 13. Curva de crescimento do microrganismo BL20 durante 48
horas de cultivo em meio LB com ajuste de pH em 5,0 (o),
6,0 (1) e 7,0 (v). Temperatura de incubag¢io de 37°C. Os

resultados representam a média de duas determinagdes.

4.2.7 Crescimento em meio mineral com diferentes fontes de carbono
Acompanhou-se o crescimento dos isolados BL16 e BL20 em meio mineral
Bushnell Hass adicionado de 1% de manose, glicose, sacarose, lactose ou galactose

como unica fonte de carbono.
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O crescimento foi acompanhado pela retirada de aliquotas em tempos
regulares para leitura da densidade 6tica e contagem do numero de células viaveis e,
indicou bom crescimento dos isolados nos cultivos enriquecidos com manose,
glicose e sacarose. Ao final de 24 horas, as bactérias haviam entrado na fase
estacionaria. Nos meios de cultivo que continham galactose como fonte de carbono
observou-se pouco crescimento. Todos os resultados observados, foram similares
para ambos isolados BL16 ¢ BL20. Os resultados obtidos em cultivos com a bactéria
BL20 podem ser analisados na FIGURA 14.

Uma nova curva de crescimento em meio mineral contendo galactose foi
acompanhada, e em paralelo foram preparados meios de cultivo enriquecidos com
lactose

Observamos que ao final de 100 horas de cultivo houve crescimento rapido
quando adicionado lactose no meio, entretanto, os cultivos enriquecidos com
galactose caracterizaram-se novamente pelo crescimento lento de ambos
microrganismos, visto que apenas ao final de 70 horas estes atingiram o mesmo
crescimento alcangado em cultivos enriquecidos com manose, sacarose, glicose ou

lactose (FIGURA 15).
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FIGURA 14. Curva de crescimento do microrganismo BL20 em meio
mineral Buschnell-Hass enriquecido com manose (Vv),
sacarose (v), glicose (A) e galactose (o) durante 48 horas
de cultivo. Temperatura de incubagio de 30°C. Os

resultados representam a média de duas determinagoes.
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FIGURA 15. Curva de crescimento dos isolados em meio mineral
Buschnell-Hass enriquecido galactose, BL16 (o) e BL20
(v) e com lactose, BL16 (A) BL20 (v) durante 100 horas
de cultivo. Temperatura de incubagio de 30°C. Os

resultados representam a média de duas determinagoes.

4.3 ATIVIDADE ENZIMATICA

4.3.1 Determinacao da atividade de celobiohidrolase e B-glicosidase
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Atividades de B-glicosidase e celobiohidrolase foram monitoradas no
sobrenadante das culturas. O ensaio enzimatico, realizado a partir dos substratos
especificos  p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo e p-nitrofenil-B-D-celobiosideo,
determinou a liberagdo do p-nitrofenol posteriormente detectado em leitura em
espectrofotometro 405 nm.

A atividade de celobiohidrolase foi detectada somente no sobrenadante das
culturas da BL20. Atividade de B-glicosidase ndo foi detectada.

Resultados positivos de atividade associada as celulases poderiam sugerir a
presenca de enzimas unidas a membrana. Se considerarmos a possibilidade destes
microrganismos serem originarios de ambientes aquaticos, a presenga de enzimas de
membrana pode ser uma caracteristica adaptativa destes microrganismos visando
minimizar a distancia de difusdo do produto e a probabilidade deste ser perdido para
outros microrganismos (Eveleigh et al., 1995; Moo Young, 1994).

Existe a possibilidade dos isolados BL16 ¢ BL20 produzirem endoglucanases
que também apresentem atividade de exoglucanases, ndo sendo detectadas em
substratos sintéticos. Clostridium thermocellum possui alta atividade de B-
glicosidase, mas apresenta baixa afinidade por celobiose ou p-nitrophenyl-B-D-
glucopyranoside (Ait et al., 1982).

A auséncia de atividade de B-glicosidase em ambos isolados confirma a
observacdo de que muitas bactérias ndo produzem B-glicosidases, utilizam
fosforilases na degradagao da celobiose. Celobioses e celo-oligossacarideos menores
ao entrar na célula sdo metabolizados por fosforilases especificas (Mawadza et al.,

2000; Singh e Hayashi, 1995; Robson e Chambliss, 1989).
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4.3.2 Atividade de CMCase em meio LB com pH modificado com
incubacido em diferentes temperaturas

O efeito do pH e temperatura na producao de celulases foi pesquisado. A
produ¢do de carboximetilcelulase (CMCase) pelos isolados BL16 e BL20 foi
acompanhada em meio LB nas temperaturas de 25°C, 30°'C, 37'C e 45°C. Paralelo a
isso, os meios de cultura tiveram os valores de pH ajustados em 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0
e 10,0.

Atividade enzimatica foi detectada quando os isolados foram crescidos em
meios de cultura com ajuste de pH entre 6,0 ¢ 9,0 ¢ quando incubados nas
temperaturas de 25°C, 30°'C, 37°C ¢ 45°C.

As curvas de atividade enzimadtica obtidas apds crescimento da BL16 e BL20
nas condi¢Oes descritas anteriormente, mostraram-se similares € com menor
atividade enzimatica a 25°C (FIGURA 16 e 17) e 37'C (FIGURA 20 e 21) para
ambos isolados apés 24 horas de cultivo. Atividade maxima de CMCase foi
observada quando ambos microrganismos foram cultivados a 30°'C (FIGURA 18 e
19) apdés 24 horas de cultivo. Os microrganismos, quando incubados a 45°C
apresentaram menor crescimento, a produ¢ao de enzimas ocorreu de forma mais
lenta e gradual, e a atividade maxima foi alcangada somente ao final de 48 horas de
cultivo (FIGURA 22).

O pH o6timo para producdo de celulases pelas bactérias BL16 ¢ BL20 foi
similar e entre 6,0 ¢ 9,0. Nao foi detectada atividade enzimatica em meios de cultura
com pH inicial de 5,0 e 10,0, concomitante a auséncia de crescimento dos isolados

nas mesmas condi¢des de cultivo.
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Constatou-se que houve maior liberacdo de enzimas celuloliticas até 24 horas
de cultivo, quando os microrganismos entraram na fase estaciondria. Em muitos
casos, esse comportamento deve-se ao fato das celulases estarem altamente fixadas
ao substrato celuldsico, sendo detectadas no meio de cultura somente com o término
da fase exponencial. Celulases produzidas por bactérias aerdbias, tais como espécies
de Cellulomonas, foram descritas apresentando esse comportamento caracteristico

(Singh e Hayashi, 1995; Moo Young 1994).
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FIGURA 16. Producdo de carboximetilcelulase pelo isolado BL16 durante
48 de cultivo em meio LB com ajuste de pH em 6,0 (v), 7,0
(m) e 8,0 (6) com temperatura de incubagdo de 25°C. Os

resultados representam a média de duas determinagdes.

55



2000 -
A
=
S 1500 -
=
S
[P
2
=
= 1000 -
@)
]
=
D
=
s
= 500 -
2
<

0 - T T T T !
0 10 20 30 40 50
Tempo (h)

FIGURA 17. Producdo de carboximetilcelulase pelo isolado BL20 durante
48 de cultivo em meio LB com ajuste de pH em 6,0 (v), 7,0
(m) e 8,0 (6) com temperatura de incubagio de 25°C. Os

resultados representam a média de duas determinagdes.
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FIGURA 18. Producdo de carboximetilcelulase pelo isolado BL16 durante
48 de cultivo em meio LB com ajuste de pH em 6,0 (v), 7,0
(m) e 8,0 (6) com temperatura de incubagdo de 30°C. Os

resultados representam a média de duas determinagdes.
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FIGURA 19. Produgdo de carboximetilcelulase pelo isolado BL20 durante
48 de cultivo em meio LB com ajuste de pH em 6,0 (v), 7,0
(m) e 8,0 (6) com temperatura de incubagdo de 30°C. Os

resultados representam a média de duas determinagdes.
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FIGURA 20. Produgdo de carboximetilcelulase pelo isolado BL16 durante
48 de cultivo em meio LB com ajuste de pH em 5,0 (v), 6,0
(m) e 7,0 (o) com temperatura de incubagdo de 37°C. Os

resultados representam a média de duas determinagdes.
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FIGURA 21. Producao de carboximetilcelulase pelo isolado BL20 durante
48 de cultivo em meio LB com ajuste de pH em 5,0 (v), 6,0
(m) e 7,0 (c) e temperatura de incuba¢io de 37°C. Os

resultados representam a média de duas determinagdes.
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FIGURA 22. Produgdo de carboximetilcelulase pelos isolados BL16 (v) e
BL20 (v), durante 48 de cultivo em meio LB com pH 7,0.
Temperatura de incubagio de 45C. Os resultados

representam a média de duas determinagdes.

4.3.3 Atividade de CMCase em meio mineral com diferentes fontes de

carbono
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O crescimento dos microrganismos BL16 e BL20 foi constatado quando
estes foram cultivados em meio mineral Buschnell-Hass (Apéndice 6) contendo
manose, lactose, galactose, sacarose ou glicose como unica fonte de carbono.

Entretanto, a produg¢do de carboximetilcelulase pelos isolados ndo foi
detectada nos meios de cultivo acrescidos de manose, glicose e sacarose. Em meio
contendo lactose a BL20 ndo apresentou atividade enzimatica enquanto a BL16
obteve atividade maxima de 500 unidades em 20 horas de cultivo. Pouca atividade de
CMCase foi observada nos cultivos enriquecidos com galactose, tanto para BL16
quanto para BL20.

O efeito de diferentes fontes de carbono no crescimento de microrganismos
foi observado por alguns autores. Jin Cai et al. (1999) observou o crescimento de
Volvariella volvacea em diferentes fontes de carbono, e os resultados indicaram bom
crescimento do microrganismo em culturas suplementadas com celobiose, galactose,
glicose, lactose, manose ¢ maltose, porém, nos mesmos cultivos ndo foi detectado
atividade de endoglucanase e celobiohidrolase.

Existe a possibilidade das enzimas ndo detectadas no sobrenadante estarem
ligadas a célula ou ao substrato. Segundo Moo Young (1994) esta ¢ presumivelmente
a razdo pelo qual os mais vigorosos microrganismos celuloliticos como Cytophaga

sp. ¢ Bacillus succinogenes produzam pouca celulose detectavel.

4.3.4 Atividade de CMCase em meio LB acrescido de carboidratos
A atividade enzimatica foi observada apds 48 horas de incubagdo de ambos

1solados em meio LB acrescido de 0,5 % dos agucares: celobiose, celulose, lactose,



63

glicose, carboximetilcelulose, metil-glicopiranose, galactose, sacarose, manose,
maltose, arabinose e amido. O controle utilizado foi o meio LB.

O sobrenadante foi obtido por centrifugacao e inoculado em placas de CMC
que foram coradas e analisadas quanto a formagao de halos incolores, indicativos de
atividade celulolitica.

A utilizagdo de diferentes fontes de carbono para o crescimento bacteriano,
resultou em diferentes niveis de producao da enzima pelos isolados.

Segundo Singh e Hayashi (1995), Moo Young (1994) ¢ Persson et al. (1991)
os melhores indutores do complexo enzimatico sao celulose, celobiose e lactose,
entretanto sdo necessarias em altas concentragdes. Maior produgdo de
carboximetilcelulase (CMCase) foi observada quando foi adicionado celobiose,
celulose ou manose no meio, quando comparado ao controle realizado em meio LB
(FIGURA 23).

As enzimas celuloliticas sdo normalmente induzidas na presenca de celulose
e inibidas na presenca de glicose, entretanto, nao foi observado menor producao de
enzimas pela BL16 e BL20 em cultivos contendo glicose, provavelmente porque a

concentracdo de glicose no meio tenha sido insuficiente para causar inibigao.
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FIGURA 23. Produgdo de carboximetilcelulase pelos isolados BL16 (v) e
BL20 (v) em caldo LB enriquecido com diferentes fontes de
carbono, incubados a 30°C durante 48 horas a 125 rpm. As

barras representam a média de duas determinagdes.

4.3.5 Atividade de CMCase em placas contendo 0,1% de CMC com

diferentes valores de pH e incubadas em diferentes temperaturas
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A hidrélise de carboximetilcelulose em placas contendo 0,1% de CMC foi
observada em tratamentos onde o pH foi ajustado em 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 ¢ 10,0 e as
placas incubadas nas temperaturas de 25°C, 30°'C, 37'C e 45°C.

As bactérias foram cultivadas em meio LB durante 24 horas, tempo
apropriado para obtencao de sobrenadante com atividade. Amostras de 80 puL do
sobrenadante foram inoculadas nas placas de CMC com pH modificado e incubadas
durante 16 horas nas temperaturas citadas. Ao término do periodo de incubagdo os
halos foram medidos.

Observou-se aumento progressivo na hidrolise de carboximetilcelulose
(CMC) pelos isolados BL16 (FIGURA 24) e BL20, paralelo ao aumento da
temperatura de incubacdo. A taxa de hidrolise de CMC foi similar para ambos
isolados.

Atividade maxima de carboximetilcelulase foi observada quando as placas
foram incubadas a 37°C e 45°C e tiveram seu pH ajustado entre 5,0 e 8,0. Menor taxa
de hidrolise foi observada em placas incubadas a 25°C na faixa de pH entre 5,0 e

10,0.
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FIGURA 24. Produgdo de carboximetilcelulase pelo isolado BL16

apos 24 de crescimento em meio LB. O sobrenadante foi
inoculado em placas contendo CMC com ajuste de pH
entre 5 ¢ 10 e incubados nas temperaturas de 25°C (v),
30°C (v), 37°C (o), 45°C (). Os resultados representam a

média de dois experimentos.
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4.3.6 Avaliacio do crescimento e atividade enzimatica em diferentes
concentracoes de cloreto de sédio

O crescimento da BL16 e BL20 e a produgdo de carboximetilcelulase
(CMCase), foram acompanhados em meio LB contendo diferentes concentracdes de
NaCl. O sobrenadante obtido por centrifugacao foi utilizado para analise enzimatica
pelo método do vermelho congo.

O crescimento dos microrganismos foi constatado nas diferentes
concentragdes de NaCl testadas. A atividade de CMCase caracterizou-se pela
diminui¢do proporcional da atividade enzimatica a partir do aumento da

concentragdo de cloreto de sodio no meio (FIGURA 25).
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FIGURA 25. Producdo de carboximetilcelulase pelos isolados BL16 e
BL20 em meio LB contendo diferentes concentragdoes de
cloreto de sédio. Incubacdo a 30°C durante 24 horas. Os

resultados representam a média de duas determinagoes.
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4.4 DEGRADACAO DOS RESIDUOS AGRICOLAS PELAS BACTERIAS
AMAZONICAS

Os residuos de arroz e trigo foram submetidos a diferentes métodos de pré-
tratamento e incubados com os microrganismos BL16 ¢ BL20. A quantidade de
celulases produzidas e actcares redutores liberados durante a hidrélise dos substratos
foi monitorada. O meio de cultivo foi preparado com 1% de residuos em meio
mineral Buschnell-Hass (Apéndice 6) e tiveram o pH ajustado em 7,0.

Inicialmente, a palha de trigo picada foi pré-tratada com NaOH 1IN a 90°'C
durante 5 horas e, os resultados observados indicaram pouca liberagdo de agtcares
redutores e producdo de enzimas celuloliticas pelos microrganismos. O crescimento
alcancado pelos microrganismos apos 15 dias de cultivo foi de aproximadamente 10°
U.F.C /mL, a partir de um indculo inicial de 10° U.F.C /mL. A atividade enzimatica,
foi sempre inferior a 200 unidades.

Embora tratamentos com dalcali para lignoceluldsicos sejam amplamente
descritos, ndo foram efetivos para melhorar a degradagao quando aplicados em palha
de trigo e incubados com os isolados BL16 e BL20. Sabe-se que a eficacia de pré-
tratamentos quimicos varia significativamente de acordo com o residuo utilizado.
Segundo Ryu (1989), a degradabilidade da palha de trigo pode ser aumentada em até
31% apds métodos de tratamentos quimicos, enquanto o bagaco de cana-de-agucar
apds as mesmas condigdes de tratamento pode aumentar sua degradabilidade em
57%.

Em novo experimento, palha de arroz, palha de trigo e cascas de arroz, foram

moidas e incubadas com os microrganismos BL16 ¢ BL20. Pré-tratamentos com
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quimicos nao foram utilizados, visto que os resultados obtidos indicaram baixa
producao de celulases.

O efeito de pré-tratamentos na hidrolise da palha de arroz, cascas de arroz e
palha de trigo pela BL16 e BL20, indicaram os tratamentos fisicos como mais
eficazes. Maior concentragao de agucares redutores foi observada em cultivos com a
BL16, embora a BL20 tenha obtido melhores resultados na hidrélise da palha de
arroz. Atividade enzimatica maxima foi observada durante o crescimento dos
microrganismos na palha de arroz. A liberagdo de agucares redutores e produgdo de
enzimas celuloliticas nos substratos celuldsicos podem ser observados na TABELA

4.

TABELA 4. Indugdo de celulases em meio com substratos celuldsicos.

Palha de trigo Palha de arroz  Casca de arroz

Hidrdlise por BL16
Celulase (Unidades) 110 450 160
Acgucar redutor (ng/mL) 50 25 12
Hidrolise por BL20
Celulase (Unidades) 160 500 150

Agucar redutor (pg/mL) 20 35 0

Valores determinados em 50 horas de cultivo

Os resultados indicaram que tratamentos fisicos para materiais celuldsicos

foram efetivos na aceleragdo de sua sacarificag@o pelas celulases bacterianas BL16 e
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BL20. A atividade de celulase foi maior quando os residuos agricolas foram
fisicamente tratados (FIGURA 26 e 27). Processos de moagem para materiais
celulosicos, descritos por Ryu (1989), mostraram-se eficazes na diminui¢dao da
cristalinidade e no grau de polimerizacdo na molécula de celulose.

Os microrganismos BL16 ¢ BL20 ndo foram efetivos na degradacdo dos
residuos agricolas com a finalidade de obter-se aglicares fermentaveis. Entretanto,
foram capazes de crescer e produzir enzimas em meio minimo mineral contendo 1 %
de material vegetal rico em celulose. Os microrganismos ndo apresentaram
crescimento quando cultivados em meio minimo mineral contendo celulose
purificada como tUnica fonte de carbono, entretanto quando monossacarideos ou
dissacarideos foram adicionados no meio, crescimento vigoroso foi observado. Sabe-
se que muitos microrganismos nao crescem bem em meios contendo celulose
purificada como tnica fonte de carbono, no entanto, em substratos vegetais estéreis,
0s mesmos microrganismos utilizam vigorosamente o polissacarideo. A adicdo de
compostos organicos prontamente metabolisaveis, igualmente aceleram a

decomposicdo da celulose (Alexander,1982).
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FIGURA 26. Produgdo de carboximentilcelulase pela bactéria BL16 a
partir de palha de arroz (v), palha de trigo (v) e cascas de

arroz (c), em meio mineral Buschnell-Hass incubado a 30°C.
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FIGURA 27. Producdo de carboximentilcelulase pela bactéria BL20 a
partir de palha de arroz (v), palha de trigo (v) e cascas de

arroz (o), em meio mineral Buschnell-Hass incubado a

30°C.
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5. CONCLUSOES

Entre os 87 microrganismos isolados na regido amazodnica, dois foram
selecionados por apresentarem atividade celulolitica. Os microrganismos foram
classificados na Classe Scotobacteria. Novos estudos estdo sendo realizados na busca
da identificacdo dos isolados, apesar de existir a possibilidade de tratarem-se de
microrganismos nao descritos anteriormente.

Os microrganismos BL16 e BL20 apresentam ampla diversidade metabdlica e
atividade enzimatica no intervalo de pH entre 6,0 € 9,0 e temperatura de 25°C 4 45°C.
A produgdo de carboximetilcelulase pelos isolados ocorreu até 24 horas de cultivo,
quando os microrganismos entraram na fase estacionaria.

O crescimento dos isolados em meio minimo mineral suplementado com
carboidratos foi constatado em cultivos contendo glicose, manose, sacarose,
galactose, celobiose e lactose, entretanto, em cultivos enriquecidos com celulose ndo
foi observado crescimento.

Os isolados BL16 e BL20 foram capazes de utilizar materiais celulosicos

como fonte de carbono para o crescimento e producao de enzimas celuloliticas.
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7. APENDICES



APENDICE 1

84



Agar LB ( Luria Broth )

85

Reagentes g/L
Peptona Bacteriologica 10
Extrato de Levedura 5
NaCl 10
Agar 15

Dissolver em 1 litro de 4gua destilada.

APENDICE 2
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Agar Celulose

Reagentes g/L
Celulose 1
Carboximetilcelulose 1
Glicose 5
Agar 15

Dissolver em 1 L de dgua de destilada.

APENDICE 3



Agar Cérebro Coragdo ( BHI )

87

Reagentes g/L
Infusdo de cérebro bovino 12,5
Infusdo de coragdo bovino 5
Peptona 10
Glicose 2
Cloreto de s6dio 5
Fosfato disodico 2,5
Agar 15

Dissolver 37 gem 1 L de 4gua destilada.

APENDICE 4



88

Agar Nutriente

Reagentes g/L
Peptona 5
Extrato de carne 1
Extrato de levedura 2
Agar 15

Dissolver 8 g em 1 L de agua destilada.

APENDICE 5



&9

Agar CMC para o teste do Vermelho Congo

Reagentes g/L
Carboximetilcelulose ( CMC ) 1
Agar 15

Dissolver em 1 L de tampao fosfato 0,1M e pH ajustado para 6,0.

APENDICE 6



Meio Mineral Buschnell-Hass

90

Reagentes g/L
MgSO4 0,2
CaClz 0,02
KH2PO4 1,0
K2HPO4 1,0
NH4NOs3 1,0
FeCl2.6H20 0,05

Dissolver em 1 L de dgua destilada.

APENDICE 7



Solugdao Vermelho Congo

91

Reagente

g/L

Vermelho Congo

Dissolver em 1 L de 4gua destilada.

APENDICE 8
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PBS

Reagentes g/L
Na2H PO4. 12 H20 3,046
Na Hz PO4. H2O 0,207
NaCl 8,766

Dissolver em 1 L de 4gua destilada.

APENDICE 9



93

Tampao Fosfato 0,1 M

Reagentes g/L
NaH2PO4H>0 4.47
Na:HPO4.12 H20 25,81
NaN3 0,2

Dissolver em 1 L de dgua destilada e ajustar o pH em 6,0.

APENDICE 10



Tampao Citrato 0,25 M

94

Reagentes

g/L

CsHsNa3.07.2 H20

73,5

Dissolver em 1 L de dgua destilada e ajustar o pH em 5,0.

APENDICE 11



95

Solucao Carbonato/Bicarbonato

Reagentes g/L
NaHCOs3 42
Na2COs3 53

Dissolver em 1 L de dgua destilada e ajustar o pH em 10,0.

APENDICE 12



Acido Dinitrosalicilico

96

Reagentes g/ 250 mL
Acido 3,5 dinitrosalicilico 0,25
Tartarato de sodio e potassio 75

Dissolver em 50 mL de solu¢do aquosa NaOH 2 M.

Diluir a solugao resultante com dgua destilada até completar 250 mL.
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