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INTRODUCAO

A maioria dos processos biotecnoldgicos de interesse industrial envolvem enzimas dos
mais variados tipos e fungdes, e as bactérias sdo amplamente utilizadas no processo de produgéo
dessas enzimas, seja por expressdo heterdloga, ou por cultivo de cepas que naturalmente
produzem as enzimas de interesse. A Biotecnologia contemporanea tem investido esfor¢os na
producéo dessas enzimas, especialmente nas hidrolases, haja visto que sdo compostos de alto
valor comercial devido as suas fun¢des em diversos bioprocessos. Os micro-organismos tém
sido os principais produtores de hidrolases industriais devido a sua plasticidade metabdlica, e
sua capacidade quase ilimitada de sintetizar diversos compostos bioativos. Estudos de
bioprospeccéo de enzimas e compostos bioativos tem sido o enfoque da biotecnologia de
recursos naturais na busca por essas moléculas, no entanto, ainda h&4 uma grande diversidade a
ser explorada. A regido do Macico de Baturité, no estado do Ceard, abriga uma pequena area
de Mata Atlantica cujos recursos naturais ainda sdo pouco estudados. Ndo ha na literatura
trabalhos descritivos ou investigativos acerca da diversidade microbiana para essa area, €, a
regido se mostra como uma area que potencialmente abriga grande diversidade genética ainda
inexplorada e que pode render resultados animadores para a pesquisa em tecnologia enzimatica
e na aplicacdo biotecnologica dos achados. Este trabalho buscou isolar a microbiota de bactérias
do trato digestorio de isdpteros (cupins), tendo em vista a extensa literatura descrevendo micro-
organismos associados a esses animais, auxiliando na digestdo de diversos compostos da sua

dieta, e que sdo de interesse em bioprocessos. Para tanto, os animais foram coletados, e destes
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isolados 20 cepas bacterianas. Até 0 momento, os isolados foram testados quanto a capacidade

de producdo de trés tipos de hidrolases, amilases, celulases e proteases. Foram obtidos
resultados positivos de 40% para para atividade amilolitica, 55% para atividade proteolitica e
25% para atividade celulolitica. Testes estdo sendo realizados para lipases e esterases além da
caracterizagdo fisiologica dos isolados. As cepas promissoras serdo submetidas a identificacéo

molecular.
METODOLOGIA

Para o isolamento das cepas bacterianas do trato digestério dos isdpteros, as coldnias
foram manualmente coletadas e conduzidas ao laboratorio de Microbiologia da UNILAB e feito
uma triagem dos individuos dos restos de solo, folhas e madeira. Os espécimes foram
dissecados para a coleta do trato digestdrio. Utilizando uma seringa descartavel com agulha de
1 mL foi feito uma incisdo no abdome e sugado o conteudo interno, o intestino foi separado do
resto dos orgdos internos. Os intestinos de dez individuos de cada amostra estudada, foram
transferidos para um microtubo contendo 900 uL de solucdo salina estéril. O indculo foi
macerado e agitado por 1 min em vortex e posteriormente diluido até 10° da concentracéo
inicial do extrato. Em seguida, aliquotas de 50 uL foram plaqueadas em diferentes meios de
cultura tradicionais, agar nutriente; plate count agar (PCA); TSB, e incubadas a temperatura
ambiente até o surgimento de colénias. As coldnias foram inicialmente isoladas de acordo com
aspectos morfologicos (cor, formato, textura e tamanho). E, os isolados submetidos a
capacidade de producdo das enzimas celulases, amilases, e proteases pela realizacdo do método
de difusdo em Agar. Para tanto, os isolados foram cultivados em placas de meio PCA contendo
os devidos substratos, amido (0,1% p/v) conforme descrito por Coon et al. (1957), caseina (1%
p/v) como descrito por Sousa et al., (2008), e carboxi-metil-celulose (0,5% p/v) de acordo com
WOOD et al., (1982). No geral, a leitura dos resultados dos ensaios enzimaticos se deu pela
deteccdo de zonas claras ao redor das colonias (Rodon et al., 2000; Henne et al., 2000; Lorenz
et al., 2002). Para a deteccdo de amilase e celulase foi necessario a adi¢do de lugol (I> 1%/KI
2%) e vermelho congo 0,5% respectivamente (Theater; Wood, 1981). As atividades hidroliticas
das enzimas amilase, celulase, e protease foram estimadas através do calculo do indice
enzimatico (IE), utilizando-se a seguinte equagdo: IE= Dh/Dc, sendo Dh o didmetro em mm do
halo de hidrolise e Dc o diametro em mm das col6nias dos isolados (Stamford et al., 1998; Silva

et al.,, 2015). A avaliacdo dos indices enzimaticos (I.E) considerou valores > 2,0 como

indicativo de atividade enzimatica em meio sélido (Lealem; Gashe, 1994; Stamford; Araujo,
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1998; Oliveira et al., 2006; Oliveira et al., 2010). Todos os testes foram realizados em

triplicatas, e os resultados foram analisados pelo teste ANOVA e Tukey, a 5% de probabilidade,
por meio do programa PAST (Paleontological Statistic, version 2.1).

DESENVOLVIMENTO

Os micro-organismos figuram atualmente entre as principais fontes de producdo de
enzimas de interesse industrial, devido a algumas caracteristicas interessantes para producao
destas, como a grande quantidade de produto gerado em tempo relativamente curto, a nao
dependéncia de condigdes ambientais e geograficas apropriadas e gasto reduzido no uso de
matérias primas (Zimmer et al., 2009). As enzimas de origem microbiana estdo, atualmente
entre os principais produtos naturais de interesse biotecnologico. Utilizando-se de manipulagéo
genética de micro-organismos € possivel a producdo de qualquer enzima, com isso a tendéncia
no futuro € que todas as enzimas utilizadas industrialmente sejam de origem microbiana
(Mussatto; Fernandes; Milagres, 2007). As enzimas sdo catalisadores biologicos
extraordinarios, ou seja, aumentam a velocidade de rea¢Ges quimicas sem interferir no processo,
pois ndo sdo consumidas na reacdo e nao alteram o equilibrio quimico da mesma, sendo,
portanto, preferenciais em relacdo aos catalisadores quimicos cléssicos, pois sd8o muito
eficientes e ambientalmente compativeis, apresentam elevada especificidade, estabilidade
reacional e algumas funcionam independentes de cofatores (Lorenz; Schleper, 2002). No
entanto, apesar do desempenho promissor em laboratério, a aplicagdo dessas enzimas em escala
industrial ainda tem sido limitada (Beloqui et al., 2008). Esta limitacdo deve-se principalmente
a falta de moléculas disponiveis que possam realizar reagBes quimicas desejaveis,
principalmente pelo nimero de enzimas microbianas disponiveis ainda limitado, devido a
maioria dos micro-organismos ndo ser cultivavel em laboratério (Vieites et al, 2009). As
enzimas hidroliticas tem sido alvo de grande interesse por parte de diversos setores da industria
especialmente o setor energético devido ao esforcos para producéo de biocombustiveis e a

diminuicdo das emissdes de gases do efeito estufa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia utilizada para o isolamento das bactérias do trato digestorio de isOpteros
(cupins), ja descrita anteriormente, possibilitou o isolamento de vinte cepas bacterianas sendo
denominadas 1S04, 1S05, 1S06, 1S08, 1S09, 1S15, 1S16, 1S17, 1S19, 1S20, 1S21, 1S23, 1S24,

IS25, 1S27, 1S28, 1S32, 1S34, 1S37 e 1S38. Dentro os isolados apenas 1S19 apresentou todas as
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atividades testadas, 07 (sete) isolados foram positivos para duas atividades enzimaticas, 06

(seis) foram positivos para pelo menos uma das atividades testadas, e 06 (seis) isolados ndo
apresentaram nenhuma atividade enzimatica testada.

Somente 08 (oito) isolados foram capazes de degradar o amido, o isolado 1S08 apresentou
0 indice enzimatico igual 4,05, o maior encontrado. A analise de variancia dos dados
demonstrou um valor de p = 0,00067 (p<0,05) indicando variagéo estatisticamente significativa
entre os valores de indice enzimatico de amilases. As amilases ttm uma gama imensa de
aplicacOes industriais, tais como fabricacdo de racdo animal, indUstria de papel, industria téxtil,
industria de alimentos e energia renovavel (Sun et al., 2010).

A protease foi encontrada em 11 (onze) dos isolados, 0 maior indice enzimatico encontrado
foi igual a 4,64 no isolado 1S37. A analise de variancia dos dados demonstrou um valor de p =
0,01182 (p<0,05) indicando variacdo estatisticamente significativa entre os valores de indice
enzimatico de proteases. As proteases sdo utilizadas na indUstria farmacéutica ha tempos para a
preparacdao de medicamentos, como pomadas para o tratamento de feridas (Bhosales et al., 1995),
além de industria de bebidas, alimentos (Whitaker; Law, 2001; Mussatto; Fernandes; Milagres,
2007).

A atividade celulolitica foi detectada em 05 (cinco) dos vinte isolados, sendo 2,89 o0 maior
valor de I.E, encontrado em 1S27. A analise de variancia demonstrou um valor de p = 0,00000640
(p<0,05) indicando variacdo estatisticamente significativa entre os valores de indice enziméatico de
celulase. As celulases foram as que apresentaram 0 menor percentual de isolados positivos. ESses
resultados podem ser explicados pelo fato de que micro-organismos em cultura pura regularmente
demonstram atividades lignocelulésicas insatisfatorias (Kim et al., 2006), muitas vezes
precisando de enzimas auxiliares para otimizar a atividade (Franco Cairo et al., 2016). Cupins
tém sido fontes de varias enzimas microbianas, especialmente celulases com objetivo de
degradacdo de material lignoceluldsico para producdo de biocombustiveis (Okuma, 2003;
Scharf; Boucias, 2010; Franco Cairo et al., 2016; Aparicio; Freitas, 2017).

CONSIDERACOES FINAIS

Os micro-organismos estudados se mostraram capazes de degradar celulose, amido e
proteinas, demonstrando potencial de aplicagdo em diversos bioprocessos inddstriais e
biotecnoldgicos. No entanto sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre as caracteristicas

fisico-quimicas e bioquimicas dessas enzimas, como também a identificacdo molecular dos

isolados, a purificacdo e caracterizacdo das enzimas. A identificacdo e clonagem dos genes

responsaveis pela via biossintética das enzimas também mostra-se necessario afi
P P (%3{33933222

contato@conapesc.com.br
www.conapesc.com.br



CONGRESSO
NACIONALde

\ PESQUISA eENSINO
emCIENCIAS

CONAPESC

possibilitar estudos mais aprofundados da viabilidade de aplicacdo dessas enzimas em escala

industrial.

Palavras-chave: hidrolases bacterianas, isopteros, Maci¢o de Baturité
REFERENCIAS

APARICIO, J. F.; FREITAS, A.D.G. Atividade enzimética de microrganismos associados aos
cupins Nasutitermes sp. no municipio de Coari, Amazonas. Scientia Amazonia, v. 6, n.3, 31-
37, 2017.

BELOQUI, A.; DE MARIA, P. D.; GOLYSHIN, P. N.; FERRER, M. Recent trends in
industrial microbiology. Current Opinion Microbiology, v. 11, p. 240-248, 2008.

FRANCO CAIRO, J. P. L.; CARAZZOLLE, M. F.; LEONARDO, F. C.; ET AL. Expanding
the Knowledge on Lignocellulolytic and Redox Enzymes of Worker and Soldier Castes from
the Lower Termite Coptotermes gestroi. Frontiers in Microbiology, v. 7, 2016.

COON, H. J.; JENNISON, M. W.; WEEK, O. B. Routine tests for the identification of bacteria.
In: SOCIETY OF AMERICAN BACTERIOLOGISTS. Manual of microbiological methods.
New York: McGraw-Hall, 1957. p. 239-262.

HENNE, A.; SCHMITZ, R. A.; BOMEKE, M.; GOTTSCHALK, G.; DANIEL, R. Screening
of environmental DNA libraries for the presence of genes conferring lipolytic activity on
Escherichia coli. Appl. Environ. Microbiol., v. 66, p. 3113-3116, 2000.

LORENZ, P.; SCHLEPER, C. Metagenome — a challenging source of enzyme discovery.
Journal of molecular catalysis B: Enzymatic, v. 19-20, p. 13-19, 2002.

LORENZ, P.; LIEBETON, K.; NIEHAUS, F.; ECK, J. Screening for novel enzymes for
biocatalytic processes: accessing the metagenome as a resource of novel functional sequence
space. Curr. Opin. Biotechnol., v. 13, p. 572-577, 2002.

MUSSATTO, S. I.; FERNANDES, M.; MILAGRES, A. M. F. Enzimas: poderosa ferramenta
na inddstria. Ciéncia Hoje, v. 41, n. 242, p. 28-33, 2007.

OHKUMA, M. Termite symbiotic systems: efficient bio-recycling of lignocellulose. Journal
of Industrial Microbiology & Biotechnology, n.61, p.1-9, 2003.

RONDON, M. R.; AUGUST, P. R.; BETTERMANN, A. D.; BRADY, S. F.; GROSSMAN, T.
H.; LILES, M. R.; ET AL. Cloning the soil metagenome, a strategy for accessing the genetic
and functional diversity of uncultured microorganisms. Appl. Environ. Microbiol., v. 66, p.
2541-2547, 2000.

SCHARF, M.E.; TARTAR, A. Termite digestomes as sources for novel lignocellulases.
Biofuels, Bioproducts & Biorefining, v.6, n.2, p.540- 552, 2008.

SOUSA, O.V.; MACRAE, A.; MENEZES, F.G.R.; GOMES, N.C.M.; VIEIRA, RH.S.F. ;
MENDONCA-HAGLER, L.C.S. The impact of shrimp farming effluent on bacterial

(83) 33223222
contato@conapesc.com.br
www.conapesc.com.br



https://bv.fapesp.br/pt/publicacao/123154/expanding-the-knowledge-on-lignocellulolytic-and-redox-enzym
https://bv.fapesp.br/pt/publicacao/123154/expanding-the-knowledge-on-lignocellulolytic-and-redox-enzym
https://bv.fapesp.br/pt/publicacao/123154/expanding-the-knowledge-on-lignocellulolytic-and-redox-enzym

CONGRESSO
NACIONALde
PESQUISA e ENSINO

emCIENCIAS

CONAPESC

communities in mangrove waters, Ceard, Brazil. Marine Pollution Bulletin, v. 52, p. 1725—
1734, 2006.

SUN, H; ZHAO, P; GE, X. Recent advances in microbial raw starch degrading enzymes.
Applied Biochemistry and Biotechnology, China, v. 160, p. 988-1003, 2010.

ZIMMER, K.R.; BORRE, G.L.; TRENTIN, D.S.; JUNIOR, C.W.; FRASSON, A.P.; GRAEFF,
A.A.; et al. Enzimas microbianas de uso terapéutico e diagnostico clinico. Revista Liberato,
v.10, n.14, p. 123-137, jul/dez. 2009.

VIEITES, J. M.; GUAZZARONI, M. E.; BELOQUI, A.; GOLYSHIN, P. N.; FERRER, M.
Metagenomics approaches in systems microbiology. FEMS Microbiol. Rev., v. 33, p. 236-
255, 2009.

WOOD, T. M. Properties and mode of action of cellulases. Biotechnology and Bioengineering
Symposyum, v. 5, p. 111-137,1975.

(83) 3322.3222
contato@conapesc.com.br
www.conapesc.com.br




