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RESUMO

As hidrolases sdo enzimas que catalisam a quebra de moléculas orgéanicas utilizando
agua, entre elas as amilases, proteases, celulases e lipases, cuja aplicacdo € de interesse
em diversos bioprocessos como na industria de alimentos, téxtil, farmacos,
biocombustiveis entre outras. Os isdpteros sdo uma fonte excepcional de microrganismos
produtores de enzimas, sua dieta diversa e nutricionalmente pobre exige um pool de
enzimas necessarios a digestao mais eficiente possivel dos compostos lignocelulésicos e
proteicos de sua dieta. Neste contexto, tendo em vista a extensa literatura descrevendo
uma bacteriofauna diversa associada ao trato digestorio de cupins (iséptera) auxiliando
na digestdo de diversos compostos da sua dieta, este estudo teve como objetivo isolar e
caracterizar a bacteriofauna do trato digestorio de isOpteros e avaliar sua capacidade de
producdo de hidrolases de interesse em processos biotecnoldgicos. Para tal, foram
dissecados os intestinos de 10 individuos da amostra de is6pteros e cultivados as bactérias
heterotroficas ali presentes. Os isolados obtidos foram submetidos ao crescimento em
meios especificos para detec¢do das quatro enzimas testadas. Entre os isolados testados
40 % foram capazes de degradar amido, 55% caseina e 25% celulase, no entanto, nenhum
dos isolados foi capaz de degradar lipideos nas condicdes testadas. Posteriormente a
espécie de isopteros utilizada neste estudo sera identificada e as cepas mais promissoras
sera feita a identificacdo molecular por meio do sequenciamento do RNA ribossomal 16S.
Estudos mais detalhados precisam ser feitos a fim de isolar, purificar e caracterizar a
atividade bioldgica das hidrolases detectadas e analisar seu potencial de aplicagdo em

bioprocessos.

PALAVRAS-CHAVE: hidrolases, isopteros, Macico de Baturité, biotecnologia
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ABSTRACT

Hydrolases are enzymes that catalyze the breakdown of organic molecules using
water, including amylases, proteases, cellulases and lipases, whose application is of
interest in various bioprocesses such as the food industry, textiles, pharmaceuticals,
biofuels and others. Isopters are an exceptional source of enzyme-producing
microorganisms, their diverse and nutritionally poor diet requires an enzyme pool
necessary for the most efficient digestion of the lignocellulosic and protein compounds
in their diet. In this context, in view of the extensive literature describing a diverse
bacteriofauna associated with the termite digestive tract (isoptera) assisting in the
digestion of various compounds of their diet, this study aimed to isolate and characterize
the bacteriofauna of the isopteran digestive tract and evaluate its hydrolases production
capacity of interest in biotechnological processes. For this, the intestines of 10 individuals
from the isoptera sample were dissected and the heterotrophic bacteria present therein
were cultivated. The isolates obtained were submitted to growth in specific media to
detect the four enzymes tested. Among the isolates tested 40% were able to degrade
starch, 55% casein and 25% cellulase, however, none of the isolates were able to degrade
lipids under the tested conditions. Later the species of isoptera used in this study will be
identified and the most promising strains will be molecularly identified by 16S ribosomal
RNA sequencing. More detailed studies need to be done in order to isolate, purify and
characterize the biological activity of the detected hydrolases and analyze their potential

application in bioprocesses.

KEYWORDS: Hydrolases, termites, Macico de Baturité, biotechnology
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1 INTRODUCAO

Os processos biotecnoldgicos de interesse industrial envolvem em grande maioria
a producdo de enzimas dos mais variados tipos e funces, e as bactérias sdo amplamente
utilizadas no processo de producdo dessas enzimas, seja por expressdo heterdloga, seja
por cultivo de cepas que naturalmente produzem as enzimas de interesse. As enzimas sao
substancias orgéanicas com estrutura molecular altamente especifica compostas por
polimeros de amino&cidos, que atuam como catalisadores no metabolismo dos seres vivos
(ROSAS, 2003). Segundo HARGER (1982), enzimas sdo catalisadores biologicos de
estrutura proteica globular terciaria ou quaterndria, termolabeis, que aceleram a
velocidade de uma reacdo quimica termodinamicamente vidvel, sendo assim, atuam
reduzindo a barreira energética destas reagdes. As enzimas da classe das hidrolases
catalisam reacdes de quebra em meio aquoso, utilizando a &gua como receptor de grupos
funcionais de outras moléculas e sdo amplamente utilizadas em bioprocessos industriais,
podendo ser aplicadas na degradacdo de diversas substancias naturais. Em geral sdo
utilizadas em setores como nas indudstrias téxteis (amilases, celulases, pectinases), de
detergentes (celulases, lipases, proteases), alimenticia (celulase, lactase, lipase, pectinase,
protease), de papel (lipase, xilanase), de couro (lipase, protease), entre outras (OLIVEIRA
et al., 2006).

O setor energético também tem investido fortemente em pesquisas para producao
de biocombustiveis como o bioetanol e biodiesel a partir da hidrolise enzimatica da
biomassa vegetal de cana-de-agucar, mamona e soja entre outros.

Atualmente, ha um grande interesse na utilizacdo dos residuos agroindustriais
como o bagaco da cana-de-agucar, devido a alta demanda por produtos de atividades
agricolas, pois 0 acumulo desses residuos podera levar a degradacdo do meio ambiente e
perda de recursos naturais, com contribuicdo para o problema da reciclagem de matéria
organica e conservacdo da biomassa vegetal.

Diversos processos biotecnoldgicos estdo em desenvolvimento para a utilizagdo
desses materiais, transformando-os em compostos quimicos e bioprodutos com alto valor
agregado como etanol, enzimas, acidos organicos, aminoacidos e outros (PANDEY et al.,
2000; PANDEY, 2003; SINGHANIA et al., 2009). A prospec¢do de microrganismos com
potencial biotecnoldgico para a producdo dessas hidrolases, utilizando residuos agricolas
e industriais como substrato, tem se mostrado uma alternativa viavel em um pais como o

Brasil que apresenta uma producdo agricola expressiva e elevada taxa de Biodiversidade,
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aumentando em muito a possibilidade de obtencdo de novas fontes microbianas
produtoras de enzimas, contribuindo dessa forma para a reducdo do custo final da
producdo dessas enzimas (BUCKERIDGE, 2008).

Dentre as enzimas de interesse em bioprocessos, produzidas por microrganismos,
foram abordadas neste estudo as celulases, amilases, lipases e proteases. A biotecnologia
contemporanea tem investido esforcos na produgdo dessas enzimas, haja visto que séo
compostos de alto valor comercial devido as suas fungdes em diversos bioprocessos. Os
microrganismos tem sido os principais produtores de enzimas utilizados na industria
devido as suas propriedades de alta taxa metabdlica e sua capacidade quase ilimitada de
sintetizar diversos compostos bioativos. Estudos de bioprospeccdo de enzimas e
compostos bioativos tem sido o enfoque da biotecnologia de recursos naturais na busca
por essas moléculas em diversos organismos, no entanto, ainda hd uma alta diversidade a
ser explorada. A regido do macico de Baturité no estado do Ceara, abriga uma pequena
area de mata atlantica cujos recursos naturais sdo pouco estudados. N&o ha na literatura
trabalhos descritivos ou investigativos acerca da diversidade microbiana para essa area,
portanto, se mostra com 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 biotecnolégica dos achados. Este estudo, entdo, empenhou-se
no estudo do potencial enzimatico da bacteriofauna do trato digestivo de isopteros tendo
em vista a extensa literatura descrevendo microrganismos associados ao trato digestivo
desses animais com o papel de auxilia-los na sintese de enzimas que participam na
digestdo de diversos compostos da sua dieta, e que sdo de interesse em diversos
bioprocessos.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Potencial biotecnologico dos micro-organismos

A bioprospeccdo de micro-organismos tem sido o principal foco da biotecnologia
atualmente, tendo em vista o potencial de utilizacdo destes organismos e/ou seus produtos
em diversos setores industriais, na saude e meio ambiente, com elevado crescimento nos
altimos anos. (OLIVEIRA; SETTE; FANTINATTI-GARBOGGINI, 2007). Os
microrganismos figuram atualmente entre as principais fontes de producgéo de enzimas de
interesse industrial, devido a algumas caracteristicas interessantes para producdo de

enzimas como a grande quantidade de produto gerado em tempo relativamente curto, a
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ndo dependéncia de condi¢cdes ambientais e geogréaficas apropriadas e gasto reduzido no
uso de mateérias primas (ZIMMER et al., 2009). O elevado potencial biotecnolégico dos
microrganismos esta relacionado a sua capacidade metabdlica de produzir uma grande
diversidade de moléculas bioativas. A busca de principios bioativos de microrganismos
tem recebido investimentos macicos em paises desenvolvidos, principalmente nas
pesquisas de bioprospeccdo realizadas pelas industrias farmacéuticas (PINTO et al.,
2002). A grande diversidade metabdlica dos microrganismos explica sua extraordinéria
atividade e os torna uma fonte importante de recursos genéticos para 0 avanco
biotecnologico e para o desenvolvimento sustentavel (BURKE, 2011; DELABONA,
2011).

A luz das recentes descobertas da genética, da fisiologia e do metabolismo
microbiano surge a biotecnologia moderna. Entre os beneficios cientificos e econbmicos
esperados, inclui-se a descoberta de novos farmacos, produtos quimicos, enzimas e
polimeros de interesse industrial, biorremediacao de poluentes entre outros. (OLIVEIRA;
SETTE; FANTINATTI-GARBOGGINI, 2007). Os avancos atuais na biotecnologia,
deve-se em muito a sistematica e a ecologia microbiana, a bioinformatica, a genébmica, a
metagendmica, bem como os centros de recursos bioldgicos e o perfil das novas empresas
de base tecnoldgica (CANHOS; MANFIO, 2003) As enzimas de origem microbiana
estdo, atualmente entre os principais produtos naturais de interesse biotecnol6gico.
Utilizando-se de manipulacdo genética de micro-organismos é 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 bioldgicos extraordinarios, ou seja, aumentam a
velocidade de reacfes quimicas sem interferir no processo, pois ndo sdo consumidas na
reacdo e ndo alteram o equilibrio quimico da mesma. Deve-se ressaltar que as enzimas
sdo biocatalisadores preferenciais em relacdo aos catalisadores quimicos classicos, pois
sdo muito eficientes e ambientalmente compativeis, apresentam elevada especificidade,
estabilidade reacional e algumas funcionam independentes de cofatores (LORENZ;
SCHLEPER, 2002). Enzimas de origem microbiana tém sido utilizadas comercialmente
hé& décadas. No entanto, apesar do desempenho promissor em laboratério, a aplicacao
dessas enzimas em escala industrial ainda é limitada (BELOQUI et al., 2008). Esta

limitacdo deve-se principalmente & falta de moléculas disponiveis que possam realizar
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reacOes quimicas desejaveis, principalmente pelo nimero de enzimas microbianas
disponiveis ainda limitado, devido & maioria dos micro-organismos ndo ser cultivavel em
laboratério (VIEITES et al, 2009).

2.2 Hidrolases

As enzimas apresentam diferentes classes, entre elas a classe das hidrolases, que
incluem as lipases, esterases, proteases, amilases, celulase e outras, que destacam-se
devido a sua ampla especificidade de substrato, alta estereoespecificidade e
regioseletividade, independéncia de cofatores e estabilidade e atividade em solventes
organicos (LAMMLE et al., 2007). As hidrolases constituem mais de 75% do mercado
das enzimas industriais comercializadas (BHAT, 2000). No entanto, considerando a
demanda de mercado, as lipases sdo o terceiro maior grupo de enzimas comercializadas
apos proteases e carboidrases como a amilase e celulase, com uma perspectiva de grande
crescimento nos proximos anos, e representam um bilhdo de ddlares por ano (CASAS-
GODOQY etal., 2012; SARROUH et al., 2012).

As enzimas sao denominadas de acordo com o substrato especifico sobre o qual
atuam, portanto, o termo amilase indica 0 amido como o substrato da enzima (HARGER,
1982). As amilases sdo capazes de hidrolisar as ligagdes glicosidicas a-1,4 ¢ a-1,6 do
amido, gerando diversos produtos, incluindo dextrinas e progressivamente pequenos
polimeros compostos de unidades de glicose (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al.,
2005). As amilases formam um dos mais importantes e antigos grupos de enzimas de
interesse industrial com aplicacbes em diferentes ramos industriais, como alimentos,
téxtil, quimica, farmacéutica e detergentes (NANDY, 2016).

O interesse industrial na producdo de glicose a partir de materiais amilaceos
impulsionou a producdo de amilases no comeco do seculo passado. Takamine
desenvolveu um método pioneiro para a producdo microbiol6gica, em larga escala, da
enzima a-amilase fungica, denominada Takadiastase (TAKAMINE, 1914). As técnicas e
0S processos utilizados para este fim, desde entdo, foram aprimorados. As enzimas
amilotiticas sdo responsaveis por 25-33% do mercado mundial de enzimas, vindo em

segundo lugar, apos as proteases (NGUYEN et al., 2002).

Dentre as enzimas com atividades amiloliticas, a mais importante é a a-amilase,

pois desempenha um papel fundamental na hidrolise do amido gerando produtos de baixo
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peso molecular, que podem ser utilizados por outras enzimas do mesmo grupo. As
enzimas amiloliticas compreendem as hidrolases, que convertem as moléculas de amido
em produtos, como dextrinas, e pequenos polimeros compostos por unidades de glicose
(GUPTA et al., 2003). Conforme o seu modo de acdo, as amilases podem ser divididas
em duas grandes categorias: as endoamilases e exoamilases. As endoamilases hidrolisam
ligacGes glicosidicas do tipo a-1,4, de uma maneira aleatoria, no interior da molécula de
amido. Sua acdo tem como resultado a formacdo de oligossacarideos ramificados e
lineares de varios comprimentos de cadeias. Por outro lado, as exoamilases catalisam a
quebra sucessiva de ligacbes glicosidicas a partir da extremidade ndo redutora das

mesmas, resultando em produtos finais pequenos (GUPTA et al., 2003).

Dentre as aplicacdes mais relevantes, destaca-se a etapa de liquefacdo do amido no
processo de producao de agucar, alcool e cerveja. Entretanto, as amilases tém conquistado
um amplo espectro de aplicagdes industriais, sendo também utilizadas na producéo de
detergentes, na industria téxtil, panificadora e farmacéutica, no tratamento de esgotos e
na alimentacdo animal (KHEMAKHEM et al., 2013). As enzimas proteoliticas formam
um dos grupos mais importantes de enzimas produzidas comercialmente (UYAR &
BAYSAL, 2004), e sdo conhecidas como proteases. As proteases Sdo enzimas que
catalisam a clivagem de ligacGes peptidicas em outras proteinas e sdo de fundamental
importancia para o metabolismo e para 0 sucesso dos processos fisioldgicos necessarios
a manutencdo da vida. Além disso, em condic¢des patologicas, realizam funcdes sintese e
degradacéo e executam uma larga variedade de funcdes celulares e organicas, produzindo
sistemas de cascata tais como hemostase e inflamacdo (RAO et al, 1998, TOSHIHIKO et
al, 1999).

Estima-se que cerca de 2% do genoma dos seres vivos codificam proteases, as quais
sdo responsaveis por diferentes funcdes, desde a regulacdo de processos fisiologicos e
patoldgicos, degradacdo de proteinas, defesa contra invasores, entre outras. A producao
destas macromoléculas é regulada por mecanismos de controle da expressao génico,
producdo de zimogéneos, ou ativacao e inibicdo enzimatica (GARCIA-CARRENO &
DEL TORO, 1997). A grande variedade de proteases em contraste com sua alta
especificidade de acdo tem atraido atencdo mundial devido a possibilidade de sua
exploracdo para aplicacGes médicas e biotecnoldgicas (TUNGA et al., 2003). Dentre estas
se destacam as proteases alcalinas, que séo utilizadas principalmente como aditivos para

a industria de detergentes (BANERJEE et al.,1999). As proteases sdo fisiologicamente
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necessarias a sobrevivéncia de todos os seres vivos (RAO et al., 1998), elas podem ser
obtidas de diversas fontes como animais, plantas, fungos e bactérias. Embora as proteases
microbianas, geralmente, sejam produzidas em cultura submersa, culturas solidas também
tem sido utilizadas em um menor grau para producdo dessas enzimas (GEORGE et al.,
1995)

De acordo com Gacesa e Hubble (1990), é possivel identificar uma série de etapas
ao longo do desenvolvimento da inddstria enzimatica. Inicialmente, as preparagdes eram
obtidas basicamente de extratos animais e vegetais com pequena contribuicdo
microbiana. O aumento da demanda por enzimas microbianas surgiu devido uma
limitacdo de materiais animais e vegetais que até entdo eram as principais fontes de
enzimas, a partir de entdo comecgam a ser utilizadas enzimas microbianas em larga escala.
A natureza é abundante em microrganismos dos quais apenas uma pequena fracdo é
atualmente conhecida, dai o interesse em estudar e prospectar microrganismos nestes
ambientes. A terra e a agua sao as principais fontes de microrganismos. Um grama de
solo pode conter milhdes e milhdes de bactérias, fungos e outros organismos. Amostras
sdo coletadas em todo o mundo, desde a tundra artica até fontes termais. Mas, 0s
microrganismos que produzem enzimas estdo presentes também em lugares comuns. De
uma amostra de solo do Jardim Botanico de Copenhagen na Dinamarca foi isolado o
microrganismo que produz uma das enzimas utilizadas atualmente para extrair agicar do
amido (NOVOZYME, 2002). A ampla diversidade bioquimica e susceptibilidade a
manipulacdo genética dos microrganismos, 0s tornam uma excelente fonte de enzimas.
Com isso as proteases microbianas respondem hoje por aproximadamente 40% do
mercado mundial de enzimas, sendo preferidas em relacdo as de animais ou de plantas,
por apresentarem quase todas as caracteristicas desejaveis para sua aplicacdo
biotecnolodgica (Rao et al., 1998; KUMAR e TAKAGI, 1999).

Quando comparadas as enzimas de plantas e animais, as enzimas microbianas tem
muitas vantagens devido a sua grande variedade catalitica, alem de serem obtidas em
elevadas quantidades, com preco relativamente reduzido, possuindo bastante
homogeneidade e qualidade. Além disso, apresentam maior estabilidade que seus
homdlogos obtidos de plantas e animais e seu processo de producao é mais facil e seguro
(WISEMAN, 1985). Os metodos de obtengdo destas enzimas podem ser facilmente

otimizados e as proteases microbianas podem ser mantidas sob armazenamento por um
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longo periodo, ndo necessariamente em suas condi¢Bes Otimas de atuacdo, sem perda
significativa de sua atividade (Gupta et al., 2002a).

Dentre 0s microrganismos, as bactérias sdo os principais produtores de proteases,
com destaque para o género Bacillus sp. (Haki e Rakshit, 2003). As enzimas de origem
microbiana podem ser intracelulares ou extracelulares. As proteases intracelulares
participam em Vvarios processos metabdlicos e celulares, como na esporulagéo,
diferenciagdo, ¢ manutencdo do “pool” de proteinas intracelular, enquanto que as
proteases extracelulares sdo importantes para a hidrolise de proteinas no meio externo,
permitindo a absorcao dos nutrientes pelos microrganismos (Gupta et al., 2002b). Gacesa
e Hubble (1990) e Wiseman (1985) afirmam que as enzimas extracelulares possuem uma
série de vantagens sobre as intracelulares. Por serem secretadas no meio de cultura, ndo
requerem técnicas de ruptura celular que séo de dificil aplicacdo em larga escala, deve-se
considerar também como vantagem o numero limitado de enzimas secretadas, sendo
relativamente facil separar a enzima de interesse no meio de crescimento e por fim, as
enzimas extracelulares sdo mais compactas, sendo menos susceptiveis a desnaturacao que
as intracelulares. As enzimas microbianas extracelulares, devido a sua secrecéo direta no
meio de crescimento, também apresentam vantagens sobre as proteases de origem animal
ou vegetal (Gupta et al., 2002a). Atualmente, as proteases microbianas sdo amplamente
utilizadas no processamento de alimentos, industria téxtil e farmacéutica, na producédo de
detergentes (bioldgicos), quimica bio-orgéanica, biologia molecular e aplicacdes médicas.
A ampla utilizacdo destas enzimas € reflexo da elevada especificidade de sua acdo como
biocatalizadores (Phadatare, et al., 1993, Mandigan et al., 1996; Horikoshi, 1999;
Kanekar, et al., 2002).

A celulose ¢ a molécula organica mais abundante na Terra e é o principal
componente estrutural das plantas. E um homopolimero fibroso, insoltvel e de alto peso
molecular de unidades de glicose anidra ligadas pelas ligacdes glicosidicas p-1, 4. E o
principal constituinte da biomassa lignoceluldsica, que é um material organico renovavel
de baixo custo e inesgotavel na natureza e tem um potencial significativo como fonte
alternativa de combustivel e substancias quimicas de base bioldgica. Na biomassa
lignocelulésica, as fibras de celulose estdo embebidas em uma matriz de diferentes
biopolimeros, incluindo hemiceluloses e lignina (LYND et al., 2008)

Estruturalmente, longas cadeias de celulose sdo agrupadas por numerosas liga¢des

cruzadas, tais como interaces de hidrogénio e vander Waal para embalar a celulose em
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microfibrilas. O arranjo paralelo de cadeias de celulose resulta no desenvolvimento da
regido cristalina enquanto a regido amorfa da estrutura da celulose é devido ao arranjo
menos ordenado das correntes (SAHA, 2000 e LI X-H et al.,, 2009). O grau de
polimerizacdo da cadeia de celulose é altamente variavel, variando de 250 a 10000 e
influencia as propriedades fisiologicas, mecanicas e biologicas da celulose. O
comprimento da cadeia de celulose ou grau de polimerizacgdo depende da fonte de material
e métodos de tratamento (SANTOS et al.,2016 e KOLAKOVIC, 2013)

A celulose é o principal constituinte da biomassa lignocelulésica e também
considerada o mais forte candidato potencial para a producéo sustentavel de combustivel,
devido as suas caracteristicas favoraveis ao meio ambiente, tais como renovabilidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade. Celulase € o nome dado a um complexo de
enzimas que apresentam atividades hidroliticas sobre materiais lignocelulésicos liberando
acucares, dos quais, o de maior interesse industrial é a glicose, devido a possibilidade de
sua conversdao em etanol por meio de processos fermentativos. Dessa forma, sdo
classificadas de acordo com o local de atuacdo da enzima no substrato celulésico, sendo estas:
as endoglucanases, as que clivam ligagdes glicosidicas (3-1,4 internas da fibra celulésica; as
exoglucanases, as que atuam na regido externa da celulose; e as [B-glicosidases, que
hidrolisam celo-oligossacarideos soltveis em glicose (CASTRO e PEREIRA, 2010). A
atuacdo conjunta das enzimas celuloliticas apresenta um rendimento melhor do que a
soma dos rendimentos individuais, ou seja, quando atuam isoladamente umas das outras.
Tal efeito é conhecido como sinergia. Os processos de hidrélise acontecem
simultaneamente. A hidrdlise priméaria que ocorre na superficie de substratos sélidos,
libera agUcares solUveis com grau de polimerizacdo até 6. A etapa de despolimerizacéo
realizada por EGases e ExGases € 0 passo limitante para todo o processo de hidrdlise da
celulose. A hidrolise secundaria envolve a hidrolise de celobiose em glicose pelas [3-
glicosidases, embora algumas B-glicosidases também hidrolisem celodextrinas (ZHANG
e LYND, 2004). As celulases possuem grande importancia econdmica, podendo ser
aplicadas em uma ampla variedade de atividades industriais. As principais aplicacdes sdo
nas industrias alimenticias, racdo animal, téxtil, detergente, e cervejarias. Outras areas
incluem a industria de polpa e papel, gestdo de residuos e industria médico-farmacéutica
(BHAT e BHAT, 1997).

O mercado de celulases devera expandir-se dramaticamente quando as celulases

forem usadas para hidrolisar materiais lignocelulésicos pre-tratados em aguUcares, que
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podem ser fermentados para commodities como o etanol de 22 geracdo e produtos com
base bioldgica em larga escala (CHERRY e FIDANTSEF, 2003; HIMMEL et al., 1999;
VAN BEILEN e LI, 2002). As enzimas do complexo celulolitico sdo indispensaveis no
processo de transformacdo de biomassa lignoceluldsica e a producdo de etanol e
bioprodutos. No entanto, o alto custo destas enzimas, apresenta um obstaculo
significativo a comercializacdo de etanol e produtos quimicos. Devido a heterogeneidade
e complexidade da biomassa lignocelul6sica, a bioconversdo demanda inumeras
atividades enzimaticas. Um sistema de enzimas eficiente e de baixo custo deve conter
atividades balanceadas de celulases (endo, exoglucanases e -glicosidade), xilanase, entre
outras (BRIJWANI et al., 2010). A reducéo dos custos das enzimas é importante para a
aplicacdo comercial em biorrefinarias. Estratégias baseadas na utilizacéo de celulases em
biorrefinarias para um processamento econémico incluem: aumento da produtividade
volumétrica das enzimas comerciais, producdo das enzimas a partir de substratos mais
baratos, producdo de coquetéis enzimaticos com maior estabilidade para processos
especificos, além de produzir celulases com maior atividade especifica sobre substratos
solidos (ZHANG et al., 2006)
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Figura 1. Acdo sinérgica das celulases.
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As lipases (triacilglicerol éster hidrolase, E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas da classe das
hidrolases que "in vivo" catalisam a hidrolise de triacilglicerois de cadeia longa (acima
de 10 4tomos de carbono), sendo a trioleina o seu substrato padrdo, aos acidos graxos
correspondentes e glicerol (Figura 1), constituindo uma classe especial de carboxil
éster hidrolases (Diaz et al., 2006; Jaeger e Eggert, 2002). As lipases atuam também
“in vitro” como catalisadores de diversas reacdes, com alta especificidade, estabilidade e
condigdes reacionais moderadas, incluindo-se as reagOes de esterificacdo,
transesterificacdo, lactonizacdo, acilacdo regioseletiva e amindlise, quando a quantidade
de &gua no sistema em que estdo presentes é baixa o suficiente para deslocar o equilibrio
termodinamico no sentido da sintese (Foresti e Ferreira 2006; Ghanem e Aboul-Enein,
2004; Rassy et al., 2004; Gotor et al., 2002, Krishna e Karanth 2001).
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Figura 2. Reacdo geral de hidrélise de um triacilglicerol.
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Dentre 0s processos bioquimicos descritos na literatura, as lipases representam
cerca de 35% das enzimas utilizadas. Seguida pelas proteases e amilases, esse grupo de
enzimas é responsavel pelo terceito maior volume de vendas, movimentando bilhdes de
ddlares. No entanto, apesar da variedade de lipases microbianas disponiveis hoje, 0 uso
dessas enzimas em escala industrial ainda € limitado pelos elevados custos de producéo
(PAQUES e MACEDO, 2006). As principais fontes de obtencéo de lipases para aplicacao
industrial tém sido os micro-organismos, embora estas sejam também produzidas plantas
e animais. Tanto micro-organismos eucariotos (leveduras e fungos) como procariotos
(bactérias, incluindo-se os actinomicetos), sdo produtores de lipases e suas propriedades
variam de acordo com a procedéncia (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001; SAXENA
et al., 2003). Em comparagédo com lipases de plantas e animais, as lipases bacterianas séo
mais estudadas. Apresentam-se como glicoproteinas em sua maioria, no entanto algumas
lipases extracelulares bacterianas sdo lipoproteinas. As lipases de Pseudomonas foram
provavelmente as primeiras a serem estudadas e tém papel importante nas industrias.
Outras bactérias, como Achromobacter sp., Alcaligenes sp., Staphylococcus sp., e
Chromobacterium sp. também foram utilizadas para a producéo de lipases. Para as lipases
bacterianas o pH &timo situa-se entre 4,0 e 10,0; a temperatura varia de 27 a 800C e 0
peso molecular varia de 11 a 176 kDa (PATIL et al., 2011).

As lipases desempenham papel importante na degradacdo de materiais naturais,
poluentes industriais e outros produtos toxicos, também possuem potencial de aplicacdo
na agricultura, indastrias de alimentos e farmacéutica (PANDA & GOWRISHANKAR,
2005). O crescente mercado de lipases exige a identificacéo e isolamento de novos micro-
organismos produtores com maiores taxas de produgdo com o objetivo de reduzir custos,
afim de aumentar a produtividade e obter enzimas com diferentes propriedades. Os

estudos cientificos tem cada vez mais destacado a procura por novas fontes de
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microrganismos produtores de lipases avaliando as aplica¢@es futuras que requerem nao
somente a especificidade enzima-substrato, como tambem a estabilidade do processo, tal
como a tolerancia a altas taxas de pH e temperatura (SHU, XU e LIN, 2006)

Para a selecdo de microrganismos produtores de enzimas, empregam-se métodos
de deteccdo qualitativos ou quantitativos (GUPTA et al., 2004). Um dos métodos
qualitativos empregados na deteccdo de atividade lipolitica consiste em obter halo
diferenciado ao redor da colonia, devido as substancias adicionadas ao meio, que podem
ser baseados em Tween 20, Tween 80, tributirina e 6leo de oliva (GUPTA et al., 2004 e
FREIRE, 1996). Os microrganismos se mostram atualmente como as principais fontes de
producdo de enzimas usadas industrialmente, devido a algumas caracteristicas
interessantes para producdo de enzimas como a grande quantidade de produto em tempo
relativamente curto, a ndo dependéncia de condi¢cBes ambientais e geograficas
apropriadas e gasto reduzido no uso de matérias primas (ZIMMER et al., 2009). As fontes
de enzimas sdo diversas e especificas para cada objetivo a ser utilizada. Enzimas
lipoliticas e surfactantes tem sido detectadas em comunidades microbianas isoladas de
oOleos, petroleo e derivados com o objetivo de aplicacdo na biorremediacdo de areas
contaminadas com petroleo. Da mesma forma enzimas capazes de degradar materiais
lignocelul6sicos tem sido prospectadas de comunidades microbianas isoladas de
diferentes fontes como o rimen de animais ruminantes (BERCHIELLI, 2006), trato de

digestivo de isopteros (INOUE et al., 1997), e entre outros .

2.3 Técnicas de estudo dos microrganismos
2.3.1 Isolamento dos microrganismos

Um dos primeiros procedimentos necessarios para se realizar estudos sobre micro-
organismos é a obtencdo de culturas puras, que sdo adquiridas atraves do isolamento. Os
meétodos mais eficientes para o isolamento de micro-organismos, chamados métodos de
plagueamento s6 foram possiveis com o desenvolvimento de meios de cultura sélidos. O
principio geral desses métodos reside no fato de que uma célula viavel, ao ser colocado
em um meio adequado, cresce, originando uma col6nia visivel a olho nu. Essa col6nia
pode ser entdo, transferida para novo meio onde se multiplicara livre da presenca de
outros micro-organismos, obtendo-se, desta forma, uma cultura pura (SILVA FILHO;
OLIVEIRA, 2004).
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Culturas puras de micro-organismos tém sido empregadas ha mais de 100 anos em
bioprocessos, e mesmo com o passar do tempo sua importancia econdmica continua a ser
enorme. As reagOes catalisadas por micro-organismos possuem um elevado valor
agregado na indUstria quimica (€ 10 bilhdes), sendo que nos proximos 10 anos estima-se
que 60% do segmento da quimica fina sejam baseados nas conversées microbianas
(LYND et al., 2008).

2.3.2 Caracterizacao morfologica dos isolados

A avaliacdo das caracteristicas morfolégicas € o primeiro passo para a identificacéo
de um novo grupo taxondmico de micro-organismos. Essas caracteristicas podem
identificar diferencas fisiologicas importantes em micro-organismos, 0s quais podem ser
detectadas posteriormente mediante estudos mais refinados (PELCZAR et al., 1981).

Caracteristicas culturais relevantes que podem ser avaliadas sdo o tempo de
formagédo de colbnias isoladas e alteracdo do pH do meio de cultura com azul de
bromotimol como identificador de diferencas fisioldgicas entre géneros (JORDAN, 1984;
MOREIRA; PEREIRA, 2001). Além destas, outras caracteristicas utilizadas sao
producdo de exopolissacarideos, tamanho, cor, borda, forma e aspecto da coldnia.
(VINCENT, 1970; MOREIRA et al; 1993, ODEE et al., 1997)

2.4 Simbiose entre microrganismos e cupim

Os insetos compdem a classe mais abundante de animais no planeta, com mais de
um milhdo de espécies conhecidas. Estima-se que 20% dos insetos abriguem algum
microrganismo simbidtico de forma mutualista. A simbiose contribui para o sucesso
ecoldgico dos insetos fornecendo vantagens nutricionais ou protecdo. Alguns simbiontes
sdo encontrados na superficie externa dos insetos ou em seu trato digestorio.
Endossimbiontes sdo bactérias intracelulares, e estdo localizadas geralmente em 6rgaos
especializados dos insetos (MICROBIOLOGIA DE BROCK, 2016). A relacdo
simbiotica de microrganismos que habitam o trato digestivo de insetos com seu
hospedeiro é conhecida desde 1929 (WIGGLESWORTH, 1929). Insetos submetidos a
dietas pobres em nutrientes, como madeira e himus, necessitam de bactérias simbiontes
para auxiliarem na sintese de amino&cidos e fixacdo de nitrogénio atmosférico (TERRA,
1990). De acordo com o tipo de dieta a qual um inseto &€ submetido, enzimas

diferenciadas, ou seja, aquelas que ndo s@&o comumente produzidas pelo inseto, séo
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necessarias para o sucesso do processo digestivo (KAUFMAN & KLUG, 1991; SANTO-
DOMINGO et al., 1998)

Os microrganismos endosimbiontes relacionam-se ecologicamente com seu
hospedeiro de formas essenciais, como as mutualisticas, e ndo benéficas como as
patogénicas. Muitos deles apresentam-se como componentes obrigatdrios da
bacteriofauna intestinal sendo incapazes de sobreviver fora do hospedeiro (DILLON &
DILLON, 2004). A interagdo entre insetos e microrganismos é essencial quando
consideramos a capacidade desses microrganismos de decompor e modificar compostos
quimicos presentes em vegetais ingeridos pelos insetos em sua dieta, diminuindo assim,
o efeito toxico dessas substancias no hospedeiro (CAMPBELL, 1990; DOUGLAS, 1992;
DILLON & DILLON, 2004; GENTA et al., 2006; TERRA & FERREIRA, 2005). Pode-
se definir a simbiose como uma relacdo intima entre inseto e microrganismo, onde a
obtencdo e manutencdo desses microrganismos podem resultar em novas estruturas e em
novas vias metabodlicas (ZOOK, 1998). Os endossimbiontes podem ser obrigatdrios ou
facultativos e essa classificagdo tem relacdo com o grau de dependéncia do inseto em
relacdo ao microrganismo simbionte. Simbiontes obrigatérios normalmente estdo
associados a estruturas especiais de seu hospedeiro, os bacteridcitos ou micetocitos, sdo
transmitidos verticalmente e sua associacdo é crucial para a sobrevivéncia e/ou
reproducdo do hospedeiro (BAUMANN, 2005). Ja os simbiontes facultativos podem ser
encontrados em diferentes tecidos do hospedeiro, podendo ser transmitido vertical ou
horizontalmente, mantendo relacdes de simbiose com o inseto que podem variar entre
mutualismo e parasitismo(MORAN; BAUMANN, 2000; BAUMANN, 2006; SIOZIOS
et al.; 2008).

Wolbachia é o exemplo mais conhecido de endossimbiose inseto-microrganismo,
induzindo alteracGes reprodutivas tais como: (1) imcompatibilidade citoplasmatica
direcional ou bidirecional, quando ndo ha producéo de progénie; (2) inducao de telitoquia,
na qual ovos haploides originam individuos diploides do sexo feminino; (3) feminizacéo,
guando machos genéticos sdo convertidos em fémeas funcionais (ZCHORI-FEIN et al.,
2004; SERBUS et al., 2008).

Os insetos também podem abrigar simbiontes extracelulares, os quais podem ser
encontrados em diversas partes do corpo do hospedeiro, principalmente no trato
digestorio. Diversos fatores influenciam diretamente na colonizag&o do trato intestinal de

insetos, uma vez que a diversidade da microbiota esta relacionada com estruturas
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especializadas no intestino, o tipo de alimento ingerido pelo inseto e as enzimas
necessarias para digestdo deste alimento, além do efeito do pH e do potencial redox. A
figura 3 demonstra a estrutura e as regides do trato digestorio de isopteros, Dillon e Dillon
(2004) observaram que insetos que apresentam trato digestivo com estruturas e
compartimentalizacdo mais complexas, também apresentam microbiota intestinal mais

diversa quando comparados aqueles com estruturas mais simples

Os cupins ou térmita sdo insetos eusociais da ordem Isoptera, com cerca de 2.800
espéecies descritas no mundo. No Brasil, as principais familias encontradas s&o:
Kalotermitidae, Termopsidae, Rhinotermitidae, Termitidae e Serritermitidae, entre as
quais apenas Kalotermitidae, Rhinotermitidae e Termitidae sdo de importancia
econémica (GALLO et al., 2002). Os cupins podem ser considerados insetos benéficos,
pois atuam na decomposicdo da matéria organica e colaboram na ciclagem dos nutrientes
e na aeracao do solo. Entretanto, também podem se destacar como pragas de espécies
florestais e algumas culturas agricolas, como milho, cana-de-agucar, arroz, mandioca,

entre outras.

Os organismos biodeterioradores apresentam caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas e comportamentais especiais que 0s tornam capazes de utilizar a material
lignocelulolitico como substrato, abrigo e alimento. Nesse contexto, destaque especial é
dado aos cupins ou térmitas que, por causa da capacidade de digerir celulose
proporcionada por fauna microbioldgica simbionte presente em seu intestino, sdo atraidos
por todo o material de origem celulésica, como a madeira em seu estado bruto, papel,
tecidos e outros (GRACE, 1982; OLIVEIRA et al., 1976).

Figura 3: Esquema mostrando a morfologia do aparelho digestorio de is6pteros
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Fonte: Microbiologia de Brock, 2016
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Os isdpteros sdo fontes excepcionais de microrganismos produtores de enzimas. Os
diferentes recursos alimentares explorados por esses organismos sdo de baixo valor
nutricional e dificil digestdo (Waller & La Fage 1986), requerendo um “pool” de enzimas

para digestdo mais eficiente possivel desses compostos.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Realizar a bioprospecgdo de bactérias produtoras de hidrolases associadas ao trato
digestivo de cupins (Isoptera) de uma area da APA (area de protecdo ambiental) da Serra

de Baturité para futuras aplicacdes biotecnoldgicas.

3.2 Objetivos especificos

l. Coletar espécimes de cupins da regido da Serra de Baturité;

Il. Isolar cepas bacterianas associadas ao trato digestorio;

I Caracterizar morfologicamente os isolados do trato intestinal de isdpteros;
IV.  Avaliar acapacidade de producdo de hidrolases (amilases, proteases celulases,

e lipases) dos isolados.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacdo da area de coleta

O trabalho foi realizado em uma area do macico de Baturité que abriga um dos
resquicios da Mata Atlantica no estado do Ceard (CAVALCANTE, 2005). Constitui, em
parte, um enclave Umido em relacdo ao dominio morfoclimatico das depressdes
intermontanas semiaridas cobertas por diferentes tipos de Caatinga.

A Serra de Baturité localiza-se na regido do Maci¢o de Baturité, com coordenadas
geogréficas extremas entre 4°08” ¢ 4°27’ de latitude sul e 38°50 a 30°05° de longitude
oeste (Figura 4 ), “representa um enclave timido de floresta serrana no contexto semiarido

do estado do Cearad (FRACALOSSI JUNIOR, 2000).
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Figura 4: Organizacdo da Macrorregido de Baturité
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Segundo Nascimento e colaboradores (2010), o enclave imido da Serra de Baturité
contempla integralmente as areas dos municipios de Guaramiranga (59 km?), Pacoti (112

km?), Aratuba (143 km?) e Mulungu (135 km?). Abrange também parte dos Municipios
de Baturité, Capistrano, Palmécia e Redencéo.

4.2. Coleta e processamento das amostras

Colbnias de isdpteros foram manualmente coletadas durante o més de fevereiro de
2019 (periodo chuvoso), durante o dia, na mata de Caatinga localizada atrds do Campus
Auroras da UNILAB. Os pontos de coleta foram marcados com o uso do GPS (sistema
de posicionamento global) do app Google Maps da empresa Google. Foram escolhidos
dois pontos de coleta de acordo com a presenca de ninhos epigeos e arboreos,
P1(4°13°03.9” S 38°42°55.3” W) e P2 (4°13°03.6” S 38°42°55.2” W). As amostras foram
conduzidas ao laboratério em caixas organizadoras e feito a triagem dos individuos de
restos de solo, folhas e madeira.

4.3. Isolamento e cultivo de bactérias associadas ao trato digestério de

isbpteros

Para o isolamento da bacteriofauna cultivavel associada ao trato digestivo dos
isépteros, 10 individuos foram desinfetados superficialmente por meio de imersdo em
solucdo desinfetante (0,5% de hipoclorito de sédio e etanol 70%) por 5 min em agitacao

magnética. Em seguida os espécimes foram submetidos a trés banhos sucessivos em agua
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destilada estéril (5min/cada), em agitacdo magnética, para retirar o excesso de solugdo
desinfetante. Os espécimes foram dissecados para a coleta do intestino (Figura 5).
Utilizando uma seringa descartavel para insulina com agulha, de 1 mL, foi feito uma
incisdo no abdome e sugado o conteddo interno, o intestino foi separado do resto dos
6rgaos internos.

Figura 5: Espécimes em processo de dissecacao para obtencdo do intestino. A: inseto morto e
desinfetado superficialmente pronto para dissecacdo; B: intestino obtido da dissecac¢éo do animal.

Fonte: Autor

Os intestinos de dez individuos da amostra estudada foram transferidos para um
microtubo tipo eppendorf contendo 900 uL de solugdo tampéo fosfato de sodio bibasico-
monobasico pH 7 (0,1 M). O indculo foi macerado e agitado por 1 min em agitador de
tubos tipo vortex e transferido um volume de 100 uL para outro microtubo contendo 900
uL da mesma solugdo tampdo, diluindo seriadamente até concentragio de 10° da

concentracdo do extrato inicial conforme ilustrado abaixo.
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Figura 6: Método de dilui¢o seriada para obtencéo de col6nias isoladas.

bibasico-monobasico pH 7.0 (0,1 M)

“’j 900 pL solucdo tampdo fosfato de sodio
- contendo intestinos de 10 individuos
macerados

100 uL IV

= 14 100 uL
900 puL de ( ] ( |
tampao \ / \ / \ /
\/ \/ \U/
10! diluigdo 107 diluigdo 107 diluigdo
l 50 uL l 50 uL l 50 ulL

Quando uma amostra é plaqueada,
cada colonia que cresce representa
uma célula Unica (ou esporo) na
amostra original

Placa B Placa C
107! dilui¢do 10 diluigdo 1073 diluigdo

Fonte: adaptado de Ayala (2017)

Em seguida, cada diluicdo foi agitada em vortex e aliquotas de 50 uL foram
plaqueadas pelo método do espalhamento em placa (Spread plate) em diferentes meios
de cultura, sendo: 1) &gar nutriente (ATLAS, 2005); 2) Plate Count Agar; 3) TSB
(Acumedia®), e cultivadas a 28° C por 24h, ou até o surgimento de colbnias.

As col6nias foram inicialmente isoladas em placas contendo meio agar nutriente
de acordo com aspectos morfologicos (cor, formato, textura e tamanho). Posteriormente,
cada cepa isolada foi cultivada em caldo nutriente, e preservada em 15% glicerol a

temperatura de -80° C.

4.4. Caracterizacdo morfoldgica dos isolados

Apb6s a obtencdo dos isolados endossimbiontes, foi realizada a analise das
caracteristicas coloniais por lupa estereoscopica (Fieldman Wild Leitz FWD-SMZ 7.5).
Caracteristicas como formato, cor, textura, e relevo foram observadas e utilizadas como
parametros para diferenciar os isolados em morfotipos. A caracterizagdo celular foi
realizada por meio da técnica de coloracdo de Gram, seguindo protocolo descrito por
Levy (2004) cuja finalidade é verificar as caracteristicas estruturais da parede celular dos

isolados bacterianos.
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Por meio da coloragdo de Gram € possivel classificar as células bacterianas em dois
grandes grupos, as Gram positivas e Gram negativas. O teste envolve os seguintes
processos: a|) esfregaco das bactérias em lamina de vidro; b) coloracéo do esfregago com
solucéo corante Cristal Violeta por 1 min; c) lavagem em agua destilada; d) adi¢do de
solucéo de Lugol por 1 min.; e) descoloracdo com solucéo de alcool absoluto e lavagem
com agua destilada corrente; f) coloragdo com o contra corante solucdo Safranina por 30
seg e g) lavagem em agua destilada corrente.

Depois de secas, as laminas foram observadas em microscopio dptico com objetiva
de imersdo (100x), onde a morfologia, arranjos e a coloracao da parede celular foram

classificadas.

4.5. Pesquisa da producéo de hidrolases em meio solido

As bactérias isoladas foram testadas quanto a capacidade de producdo das enzimas
amilase, celulase, protease e lipase pela realizacdo do método de difusio em Agar. Para
tanto, os indculos de micro-organismo foram adicionados (1 uL) em meios de culturas
especificos para deteccdo de cada atividade enzimatica e incubados a 28 °C. Os diametros
dos halos de hidrélise ao redor das coldnias foram medidos com paquimetro (mm). As
atividades hidroliticas foram estimadas através do célculo do indice enzimatico (IE),
utilizando-se a seguinte equacdo: IE= Dh/Dc, sendo Dh o didmetro em mm do halo de
hidrélise e Dc o didmetro em mm das col6nias dos isolados (Stamford et al., 1998; Silva et
al., 2015). A avaliacdo dos indices enzimaticos (I.E) considerou valores > 1,0 como indicativo
de atividade enzimatica em meio s6lido (LEALEM; GASHE, 1994; STAMFORD; ARAUJO,
1998; OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010). Todos os testes foram realizados em
triplicatas, e as médias foram analisadas pelo teste ANOVA, a 5% de probabilidade, por meio

do programa PAST (Paleontological Statistic, version 2.1).

45.1. Amilase
A producéo de amilase foi determinada conforme descrito por Coon et al. (1957).

Os isolados foram suspensos em solucgdo salina (NaCl 0,9%) e inoculados no meio agar
amido (0,5 g/L de NaCl, 3 g/L de extrato de carne, 5 g/L de peptona caseina, 1 g/L de
amido e 15 g/L de agar) em triplicata. As culturas foram incubadas por 7 dias a 28°C.
Para visualizagdo do resultado foram adicionados de 10 ml de solugéo lugol (5 g/L de
iodo, 10 g/L de iodeto de potassio) em cada placa. A producdo da enzima foi detectada
pela formac&o de uma zona amarela ao redor da colénia indicando degradagéo do amido.
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4.5.2. Protease
Para deteccéo da atividade proteolitica foi utilizado o meio Agar-leite (18g/1 de &gar

e 10g/I de leite em pd desnatado). A producdo de proteases € observada nas placas de
Agar-leite sem a necessidade de um revelador, onde o resultado positivo é identificado

pela formacéo de halos claros ao redor da colonia (SOUSA et al., 2008).

4.5.3. Celulase
A atividade celulolitica dos isolados foi avaliada conforme metodologia descrita

por WOOD et al., (1982), utilizando-se de meio de cultura PCA (Plate Count Agar)
suplementado com de carboximetilcelulose (0,5%). Os isolados foram inoculados no
meio de cultura e incubados por 10 dias a 28°C. Para deteccdo da atividade, foram
adicionados 10 mL da solucdo de vermelho congo 0,5 % (m/v) em cada placa, deixando-
se agir por 30 minutos. Em seguida, o0 excesso da solucédo foi descartado e adicionou-se
10 mL de solucdo de NaCl 1 M, deixando-se agir por 15 minutos sob temperatura
ambiente. A producdo da enzima celulase foi detectada através da descoloragédo

alaranjada ao redor das coldnias devido a reacdo da celulose com o vermelho congo.

45.4. Lipase
Para deteccdo de atividade lipolitica foi realizado o teste descrito GUPTA et al

(2004) utilizando meio de cultura Plate Count Agar (23,5 g/l), de 6leo de oliva (1%) e
Tween 80 (0,1%). O meio foi inoculado e incubado a temperatura de 28° C durante 7 dias.
A atividade positiva foi observada pela formacdo de um halo diferenciado ao redor da
col6nia, devido as substancias adicionadas ao meio (GUPTA et al., 2004; FREIRE, 1996).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Isolamento e cultivo de bactérias associadas

O cultivo das bactérias associadas ao trato digestivo de isdpteros nos diversos meios
de cultura utilizados, permitiu a deteccdo de uma microbiota morfologicamente
diversificada (Figura 7 e 8). No total foram isolados 38 morfotipos de cepas bacterianas,
no entanto, como é relativamente dificil simular em laboratorio as condi¢des nas quais
esses micro-organismos estdo adaptados em suas condicdes vitais, ao longo do estudo
alguns isolados foram tornando-se inviaveis para o cultivo. Além disso, é bastante
laborioso manter todas essas espécies em in vitro visto que as condi¢cdes de cultivo sdo

diferentes entre as diversas espécies isoladas.
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Foi realizado um estudo morfologico das coldnias, que muitas vezes, sdo Uteis na

sua identificacdo preliminar, mas em muitos casos, elas sdo essenciais e, as vezes,

representam a Unica caracteristica que permite a distin¢do e a identificacdo das espécies

(ANDRADE, 2008). Na tabela 1 estdo apresentadas as caracteristicas morfologicas

observadas para os isolados. Houve um predominio de bactérias de coloracéo clara, sendo

a maioria esbranquicgada, e algumas de coloragdo amarela. Foram observadas coldnias

achatadas, elevadas e convexas; com bordas puntiforme, circular ou lisa e irregular. Em

relacdo a umidade, 85% das col6nias sdo Umidas e 15% sdo secas e apresentam aspecto

opaco e translucido. Nenhuma das coldnias produz goma.

Tabela 1. Caracterizacdo morfolégica celular e colonial dos isolados

Isolados Cor Elevacéo Borda Opaca/ Morfologia ~ Gram
translucida celular
1S04 Amarela Convexa Circular Opaca Bastonete -
1S05 Branca Achatada Puntiforme Opaca Bastonete +
1S06 Branca Elevada Irregular Translicida Bastonete +
1S08 Branca Convexa Irregular Opaca Filamentosa +
1S09 Branca Elevada Circular Translicida Bastonete +
IS15 Branca Convexa Circular Translicida Coco +
1S16 Branca Elevada Circular Transllcida Coco +
1IS17 Branca Elevada Irregular Opaca Bastonete +
1S19 Branca Elevada Irregular Opaca Bastonete +
1S20 Branca Elevada Irregular Opaca Filamentosa +
1S21 Branca Elevada Circular Transllcida Bastonete +
1S23 Branca Elevada Circular Translicida Bastonete +
1S24 Amarela Convexa Circular Opaca Coco +
1S25 Amarela Achatada Irregular Opaca Bastonete -
1S27 Branca Elevada Circular Opaca Bastonete +
1S28 Amarela Achatata Irregular Transllcida Bastonete +
1S32 Branca Convexa Circular Translicida Cocobacilo +
1S34 Branca Convexa Circular Translicida Coco +
1S37 Branca Elevada Irregular Opaca Bastonete +
1S38 Branca Convexa Circular Opaca Filamentosa +
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Figura 7: Caracterizacdo morfoldgica das col6nias isoladas do trato digestério de cupins.

Fonte: Autor

A analise morfologica celular revelou que dentre os isolados 20% (4) apresentaram
morfologia de cocos, sendo encontrados 0s arranjos estreptococos, estafilococos,
cocobacilos e diplococos; 65% (13) com morfologia bacilar, sendo encontrados os
arranjos de estreptobacilos e 15% (3) dos isolados apresentaram uma morfologia celular
filamentosa (Figura 8).

A coloracdo de Gram revelou que 95% (18) dos isolados foram gram-positivos e
10% (2) gram-negativos. Estudos sobre a microbiota intestinal de insetos flebotomineos
revelaram uma prevaléncia de bactérias gram-negativas pertencentes ao grupo dos nao
fermentadores de acucar (OLIVEIRA et al, 2000).
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Figura 8: Morfologia celular, método de coloracéo de Gram

Fonte: Autor

5.2 Producéo de hidrolases por bactérias associadas ao trato digestorio de cupins
Os resultados da deteccdo de diferentes enzimas pelos isolados podem ser
observados na tabela 2 e figuras 9, 10 e 11. Foi detectada a produgéo das enzimas amilase,
protease e celulase, no entanto nas condic¢des determinadas nenhum micro-organismo foi
capaz de formar halo determinando a produgdo de lipase. A figura 9 apresenta o
percentual de atividades positivas para cada uma das enzimas testadas. A protease se
destaca por apresentar o maior percentual 55% (11) de isolados positivos, além de
apresentar o maior indice enzimético de 4,64 conforme a tabela 2. Dentre os isolados
destaca-se 1S19 que apresentou trés das quatro atividades testadas, 35% dos isolados
foram positivos para duas atividades enzimaticas, 30% foram positivos para pelo menos
uma das atividades testadas, e 30% nédo apresentaram nenhuma das atividades enziméticas
testadas. Os cupins consomem madeira morta s& em varios estagios de decomposicao.

Segundo Martin (1979) este comportamento apresenta vantagens pois os alimentos em
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decomposicdo apresentam uma pré-digestdo, o que pode explicar a auséncia de bactérias
capazes de degradar lipideos e gorduras neste estudo.
Figura 9: Percentual de atividades positivas para cada uma das enzimas testadas

ATIVIDADES ENZIMATICAS

60%

50% +

40% +

30% +

20% +

10% -+

Percentual de atividades positivas

0% -

= Amilase = Protease m Celulase m Lipase

Fonte: autor

Tabela 2. Atividades enzimaticas apresentadas pelos isolados bacterianos obtidos a partir
do trato digestivo de isopteros e média do indice enzimatico (IE) das enzimas produzidas
pelos isolados, calculado apds 7 dias de incubagdo.

Isolados Amilase/IE Protease/IE Celulase/IE Lipase/IE
1S04 - - - -
1S05 +/1,41 +/2,53 - -
1S06 - +/2,25 - -
1S08 +/4,05 +/3,23 - -
1S09 - - - -
1S15 - - - -
1S16 - - - -
1S17 - +/3,0 +/2,39 -
1S19 +/3,36 +/2,29 +/2,38 -
1S20 +/3,31 +/4,0 - -
1S21 - - - -
1S23 - - - -
1S24 +2,7 - - -
1S25 - +/2,37 - -
1S27 - +/2,32 +/2,89 -
1528 - +/2,02 - -
1S31 - - - -
1S32 +3,9 - - -
1S34 - - +/1,16 -
1S37 +/3,58 +/4,64 +/2,51 -
1S38 +/2,45 +/2,78 - -

* |E = Indice de atividade enzimética - é a razéo entre o diametro do halo de atividade enzimatica
(mm) e o diametro da col6nia (mm) medidos apdés 7 dias de cultivo.
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Somente oito isolados foram capazes de degradar o amido, o isolado 1S08
apresentou o indice enzimatico igual 4,05, o maior encontrado. A analise de variancia dos
dados demonstrou um valor de p igual a 0,00067 (p<0,05) indicando variagdo
estatisticamente significativa entre os valores de indice enzimatico de amilases. As
amilases tém uma gama imensa de aplica¢Oes industriais, tais como fabricagéo de ragéo
animal, industria de papel, industria téxtil, industria de alimentos e energia renovavel
(SUN et al., 2010).

Figura 10: Halo indicativo da producéo de amilase em meio solido apresentado pelos isolados
testados

Fonte: Autor

A protease foi encontrada em onze dos isolados, o maior indice enzimatico
encontrado foi igual a 4,64 no isolado IS37. A analise de variancia dos dados demonstrou
um valor de p igual a 0,01182 (p<0,05) indicando variacao estatisticamente significativa
entre os valores de indice enzimatico de proteases. As proteases sdo utilizadas na industria
farmacéutica para a preparacdo de medicamentos, como pomadas para o tratamento de
feridas (BHOSALES et al., 1995).
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Figura 11: Halo indicativo da produgdo de protease (Caseinase) apresentado pelos isolados
testados

Fonte: Autor

A atividade celulolitica foi detectada em cinco dos vinte isolados, sendo 2,89 o
maior valor de I.E, encontrado em 1S27. A analise de variancia demonstrou um valor de
p igual a 0,00000640 (p<0,05) indicando variagéo estatisticamente significativa entre os
valores de indice enzimético de celulase. As celulases foram as que apresentaram o
menor percentual de isolados positivos. Esses resultados podem ser explicados pelo fato
de que micro-organismos em cultura pura regularmente demonstram atividades
lignocelulosicas insatisfatorias (KIM et al., 2006). A hidrolise enzimatica da matéria-
prima celul6sica tem vérias vantagens sobre 0s processos quimicos, devido a sua
potencial eficiéncia de sacarificagdo, bem como menor consumo de energia (SARATALE
et al, 2008; SARATALE et al, 2010).
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Figura 12: Halo indicativo da producéo de celulase apresentado pelos isolados testados

Fonte: Autor

A producdo de lipase ndo foi observada em nenhum dos isolados. As lipases sdo
enzimas que tém aplicacbes importantes na area de biotecnologia, especialmente na
producéo de bioenergia, onde o setor encontra-se em expansao, resultado do aumento da
demanda mundial de energia renovavel (COLLA et al., 2010).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os micro-organismos estudados mostraram uma diversidade morfolégica celular e
col6nial e os testes enzimas revelaram algumas cepas capazes de degradar celulose, amido
e proteinas, em meios so6lidos e de baixo custo, o que os confere um potencial de aplicacdo
em diversos bioprocessos industriais e biotecnolégicos, uma vez que tem se buscado
otimizacgdo da producdo dessas enzimas no sentido de baratear os custos de produgédo dos
produtos finais gerados partir desses bioprocessos. No entanto, mais estudos sdo
necessarios sobre as caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas dessas enzimas, como
também a identificacdo molecular dos isolados por meio do sequenciamento do RNA
ribossomal 16S. A identificacdo das espécies de isopteros utilizados neste estudo sera
realizada futuramente afim de trazer informacdes mais profundas acerca da diversidade

bacteriana associada ao trato digestério destes animais.
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