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1. INTRODUCAO

Dentre os grupos de micro-organismos, as bactérias degradadoras de celulose
apresentam uma grande importancia e um alto diferencial quanto ao seu papel na
natureza para degradar a matéria orgéanica, considerando que as condi¢cbes e
caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas, bioquimicas e ecoldgicas, variam
para cada espécie de acordo com seu lugar de origem. (HERNANDEZ, 2016)

A base metodologica para estudar a utilizagdo de celulose microbiana é
considerada em relacdo a quantificacdo de células e enzimas na presenca de
substratos solidos, na descricdo quantitativa de hidrolise da celulose em relacéo
as enzimas, as taxas de hidrélise enzimética, utilizacdo bioenergética da celulose
microbiana, estudos cinéticos na utlizacdo de celulose microbiana em
comparacao a cinética de substratos soluveis (SALAMONE, 2011)

As enzimas utilizadas para a degradacao da celulose possuem um amplo
mercado industrial, desde o0 uso na industria de papel reciclado, bem como para a
producdo de vinagres e chas na industria alimenticia, producdo de bioetanol,
biodiesel e biomassa na industria energética, enzimas para limpeza de superficies
na industria de produtos de limpeza e até mesmo na area de inovaches
tecnoldgicas, como na biomedicina, onde estas sédo estudadas para a producdo
de scafollds para vasos sanguineos artificiais (KLEMM et al., 2001), recuperacéo
de ferimentos e queimaduras (CIECHANSKA, 2004) biomaterial para cornea
(WANG et al., 2010) entre outras diversas aplicacdes.

Assim, este estudo visa isolar novas bactérias degradadoras de celulose, a
partir de testes de degradacgéao, utilizando metodologia do papel filtro padronizado
e da formacdo de halos de consumo em meios de cultura contendo
carboximetilcelulase (CMC). Os resultados permitem inferir a potencialidade de
cada isolado para a producdo de enzimas como Endo B-endoglucanases, Exo -
glucanases e B-glucosidases, as quais séo responséaveis pela quebra da celulose
em seus monodmeros, verificando assim, bactérias que possuam uma maior
capacidade degradativa e uma maior producdo destas enzimas.

2. METODOLOGIA

As amostras de solo foram coletadas em dois ecossistemas distintos: em
fragmento da floresta amazoénica, na cidade de Belém do Para (Estado de Para),
e em agroecossistemas familiares sob o sistema de integracdo Lavoura-Pecuaria
e de campo aberto rural em Arroio do Padre e Cangucu (Estado de Rio Grande do
Sul). Os isolados promissores para degradacéo de celulose foram BC1, BC2, BC9
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e BC10(Cangucu), BC3, BC4, BC5, BC7 (Floresta Amazénica) e BC6 e BC8
(Arroio do Padre).

As amostras foram coletadas utilizando pa de corte em uma camada de
aproximadamente 0,00-0,20cm de profundidade. Posteriormente, elas foram
condicionadas em sacos plasticos e levadas para o Laboratério de Microbiologia
Ambiental, do Instituto de Biologia da UFPEL. A partir das amostras coletadas
obtiveram-se 10 isolados, os quais foram analisados quanto a sua capacidade de
degradar a celulose analisada a partir de dois testes. O da degradacéo de papel
filtro e 0 da degradacao de carboximetilcelulase (CMC) em placas.

Para o teste de degradacao do papel filtro os isolados foram padronizados
em 108 UFC ml?, sob densidade otica de OD600, incubados a 37°C sob agitacéo
de 100rpm em meio mineral. Aos tubos foram adicionados pedacos de papel filtro
Whatman N° 1, padronizados no tamanho de 1x6cm e 12,5mg de peso seco. O
controle negativo consistiu de solucéo salina a 0,8% como inoculo. Apos 10 dias
de incubacéo os papeis filtro foram pesados e comparados com seu peso seco
inicial, verificando assim a capacidade de cada isolado para degradar o polimero
de celulose. (GUPTA, 2012).

O teste de degradacdo em meio solido foi realizado em placas contendo o
meio Luria-Bertani acrescido de 0,2%de CMC e incubado a 30°C por trés dias.
Apos este periodo as placas foram mergulhadas em uma solucéo reveladora de
lugol (1 mg mL-1) por 3 minutos. Observou-se um halo de degradacdo nas placas
contendo isolados com capacidade de degradar celulose. (REINHOLD-HUREK et
al., 1993).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Para o teste de degradacdo do papel filtro, apenas o isolado,BC5,
apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle. A porcentagem de

degradacéo de BC5 foi de 10,71 % como é possivel visualizar na Tabela 1.

Tabela 1
Porcentagem de degradacéo do papel filtro(peso seco) para cada isolado.

Bactéria Degradacéo (%)
BC1 3,6
BC2 3,6™
BC3 ons
BC4 7,14
BC5 10,71*
BC6 7,15M
BC7 3,6™
BC8 ons
BC9 ons

BC10 ons

"S Sem significancia comparado com o controle e * com significancia, teste de
Tuckey com p < 0,05.

Quanto ao teste de degradacdo em meio solido foi calculado o diametro da
colonia e do halo de degradagéo da CMC nas placas. O isolado BC6 apresentou
0 maior diametro de col6nia 6,55mm, seguido do isolado BC9 com 2,45mm. E
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para o halo de degradacédo o isolado com melhor diametro foi também o isolado
BC6, o qual atingiu 7,85mm.

Foi realizada, também, a estimativa da producéo de enzima extracelular no
meio solido a partir de uma relacdo entre o didmetro da colénia e o halo de
degradacdo, a partir do seguinte calculo: Didmetro da colénia + Halo de
degradacao/ Diametro da colbnia.

Tabela 2
Estimativa do didametro das colbnias, halos de degradacédo do CMC e indice
enzimatico de cada isolado.

Bacteria | Didmetro da colonia (mm) | Didmetro do Halo (mm) | indice enzimatico (IE)
BC1 0,65+0,12" 1,55+0,10 3,55+0,33
BC2 0,97+0,35 3,35+0,25 5,33+0,90
BC3 1,87+0,08 4,10+0,04 3,20+0,08
BC4 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
BC5 1,75+0,18 3,80+0,08 3,25+0,25
BC6 6,55+0,16 7,85+0,09 2,20+0,03
BC7 1,80+0,40 4,25+0,25 3,68+0,48
BC8 1,62+0,02 3,92+0,02 3,42+0,04
BC9 2,45+0,14 4,42+0,05 2,82+0,10
BC10 1,55+0,28 3,35+0,43 3,23+0,12

Y Average (+standard error), teste de Tuckey com p<0,05 e Dunnett test p < 0,05.

4. CONCLUSOES

Com este estudo foi possivel isolar bactérias de diferentes lugares do pais
e verificar a diferenca metabdlica para a producdo enzimatica. Para o teste de
degradacdo em papel filtro o isolado BC5 apresentou o melhor resultado, com
10,71% a mais em comparagao ao controle. No teste de degradagcdo do CMC em
meio sélido, para a formacéo de colbnias e diametro do halo o melhor isolado foi 0
BC6 com 6,55mm e 7,85mm respectivamente. Assim, depois de estudos mais
aprofundados nestes isolados, espera-se o0 melhoramento de suas condi¢cbes de
producdo enziméatica, seja de forma molecular ou otimizacdo de caracteristicas
fisico-quimicas como temperatura, ph e afins; aumentando sua producédo e
possivel interesse e competitividade nas diversas industrias da area.
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