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RESUMO

Estudo de consércios microbianos na degradacédo da celulose

A biomassa lignocelulésica é a fonte de energia renovavel mais abundante no
planeta, sendo fonte de acglcares que podem ser fermentados para a obtencdo de
etanol. No entanto, devido a sua alta recalcitrancia, poucos microrganismos
conseguem hidrolisar a celulose com alta eficiéncia. Na natureza, esta degradacéo &
realizada por diferentes espécies de microrganismos atuando de modo sinérgico. O
objetivo principal deste trabalho é verificar a degradacéo de celulose por consorcios
microbianos. Vinte e sete microrganismos isolados do manguezal da Estacdo
Ecoldgica de Carijos (Florianopolis, Brasil), foram agrupados em comunidades e
cultivados utilizando como substratos bagaco de cana-de-agucar, celobiose e
carboximetilcelulose. Apdés o periodo de incubacdo, a geracdo de acUcares
fermentaveis foi avaliada utilizando-se o método do &cido 3,5-dinitrosalicilico, assim
como a formacéo de biofilme na biomassa lignocelulésica através de microscopia
eletrbnica de varredura. Para as comunidades crescidas em carboximetilcelulose,
também foi determinada a atividade das enzimas celuloliticas, pelo método do papel
filtro. As comunidades ndo demonstraram muita eficiéncia na degradagéao do bagaco
de cana-de-acucar e carboximetilcelulose, possivelmente devido a alta recalcitrancia
destes substratos. Por outro lado, as comunidades demonstraram capacidade de
degradacdo de celobiose, acumulando uma quantidade de acguUcar equivalente a até
cerca de 60% do valor inicial. Os resultados relativos a atividade enzimética néo
foram conclusivos e novos experimentos serdo realizados. Os experimentos
apontaram a comunidade J e os isolados JAG02, JAGO2BA e JAGO6A como
candidatos a novos estudos, envolvendo consoércios com um menor ndmero de

isolados.

Palavras-chave: biomassa lignocelulosica; hidrélise; acucares fermentaveis;

bioetanol; consoércios microbianos.



ABSTRACT

Study of microbial consortia on the degradation of cellulose

The lignocellulosic biomass is the main source of renewable energy available on the
planet, providing sugars that can be fermented to produce ethanol. However, due to
its high recalcitrance, few microorganisms are able to hydrolyse cellulose with high
yields. In nature, this degradation is realized by different species of microorganisms
acting synergistically. The main objective of this study is to verify degradation of
cellulose by microbial consortium. Twenty seven microorganisms isolated from the
Carijos Ecological Station’s mangrove (Floriandpolis, Brazil), were grouped in
communities and cultivated wusing sugarcane bagasse, cellobiose and
carboxymethylcellulose as substrates. After the incubation period, release of
fermentable sugars was evaluated using the 3,5-dinitrosalicilic acid assay, as well as
the biofilm formation over the lignocellulosic biomass by scanning electron
microscopy. For the communities grown on carboxymethylcellulose, activity of
cellulolytic enzymes was also determined, using the filter papel assay. The
communities did not release high yields of fermentable sugars derivated from the
degradation of sugarcane bagasse and carboxymethylcellulose, probably due to the
high recalcitrance of these substrates. However, the communities were able to
degrade cellobiose, generating sugar on the quantity equivalent to 60% of the initial
value. Results relative to the enzymatic activity were not conclusive and new
experiments should be made. The experiments pointed community J and the isolates
JAGO02, JAGO2BA e JAGO6A as candidates to new studies, using consortia with

fewer isolates.

Keywords: lignocellulosic biomass; hydrolysis; fermentable sugars; bioethanol;

microbial consortia.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda global de energia e a dificuldade para encontrar novas
reservas de petrdleo, aliadas a preocupacfes a respeito da concentracdo
atmosférica de gases do efeito estufa, tém despertado o0 interesse no
desenvolvimento de formas de energia alternativas, como o etanol produzido a partir
da fermentacdo de carboidratos derivados de plantas como a cana-de-agucar
(HIMMEL et al., 2007). Entretanto, como este tipo de cultura também é utilizado para
a producao de alimento, e como a reducdo na emissao de gases do efeito estufa a
partir do uso destas fontes ndo é tao alta quanto desejavel, a producdo em larga
escala de etanol dependerd da exploracdo da biomassa lignoceluldsica, como
residuos florestais e agricolas (HAHN-HAGERDAL et al., 2006). Portanto, a
habilidade de fermentar acUcares derivados de material lignocelulésico € uma
qguestao de grande importancia, pois pode prover uma fonte de combustivel ndo-
dependente de petréleo, é capaz de reduzir emissbes de gases do efeito estufa e
Nao compete com 0S recursos necessarios para a producao de alimento (PIENKOS
e ZHANG, 2009).

A biomassa lignocelulésica é considerada o recurso biolégico renovavel mais
abundante no planeta, sendo produzida pela natureza a uma taxa de 0,85 x 10
ton/ano, o equivalente a mais de quatro vezes a energia consumida anualmente no
mundo (LO et al., 2009). Em termos de custo inicial de matéria-prima, s6 ndo € mais
barata que o carvéo ($50/ton para biomassa lignocelulésica e $20/ton para carvao),
sem considerar o custo antecipado do sequestro de carbono, o que eleva o preco do
carvao para $106/ton. Em relacdo a produtividade, possui rendimento estimado em
135 GJ/ha, maior que o etanol derivado do milho (85 GJ/ha) e o biodiesel de soja (18
GJ/ha). Assim, o fator que impede a emergéncia de uma industria que converta
biomassa lignocelulésica em energia ndo é o custo ou disponibilidade da matéria-
prima, mas sim o alto custo do processo de conversao desta biomassa em acucares.
Este processo é responsavel por um aumento de 100% no valor final do produto,
eliminando a sua vantagem sobre outras fontes de energia. Portanto, todos os
beneficios potencialmente gerados pela producdo em larga-escala de energia
derivada de biomassa lignocelulésica dificilmente serdo alcancados, a menos que

novas tecnologias permitam a obtencdo de acuUcares destes estoques de uma



maneira economicamente mais competitiva (LYND et al., 2008).

O bagaco de cana-de-acucar € um dos residuos agro-industriais mais
gerados no mundo todo, como resultado da quebra e extracdo de acucar (PANDEY
et al., 2000). S6 no Brasil, de acordo com o Balango Energético Nacional, realizado
pela Empresa de Pesquisa Energética, foram geradas mais de 143 bilhdes de
toneladas de bagaco de cana-de-acucar no ano de 2008 (BRASIL, 2009). Grande
parte deste material € utilizada pelas préprias induUstrias como combustivel,
entretanto, recentemente tem-se observado uma tendéncia cada vez maior para
uma utilizacdo mais eficiente dos residuos agro-industriais. Uma das alternativas,
portanto, € utilizar essa biomassa como fonte de celulose para a producdo de
bioetanol.

A producdo de biocombustiveis no Brasil data de 1975, com o inicio do
Programa Nacional do Alcool (Pro-Alcool). Este programa foi implantado com o foco
no desenvolvimento de tecnologias para a substituicdo da gasolina por etanol como
combustivel veicular. Como resultado, o Brasil agora conta com capacidades
institucionais e tecnoldgicas para o uso deste tipo de energia em larga escala, sendo
0 maior exportador e segundo maior produtor de bioetanol depois dos Estados
Unidos (BALAT e BALAT, 2009).

1.1 A biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica é um complexo heterogéneo de celulose,
hemicelulose e lignina. A celulose, polissacarideo mais abundante na natureza, é um
polimero linear formado por moléculas de glicose conectadas por ligacdes B-(1,4)-
glicosidicas e ordenadas em uma estrutura cristalina insolivel e resistente a
despolimerizacdo. A hemicelulose — polimero ramificado de glicose ou xilose,
podendo conter arabinose, xilose, galactose, fucose, manose, glicose ou acido
glicurdnico nas cadeias laterais — se liga as microfibrilas de celulose, formando uma
rede que faz parte do esqueleto da parede celular das plantas. Na biomassa
lignocelulésica, este esqueleto esta conectado a moléculas de lignina — um polimero
complexo de subunidades de fenilpropanol — proporcionando uma maior resisténcia

contra ataques e doencas (MOSIER et al., 2005).



Celulose e hemicelulose séo fontes potenciais de aguUcares fermentaveis. No
entanto, diversos fatores contribuem para a recalcitrancia da biomassa
lignocelulésica: (i) o tecido epidérmico da planta, particularmente a cuticula e ceras
epicuticulares; (i) o arranjo e densidade dos feixes vasculares; (ii) a quantidade
relativa de tecido esclerenquimatoso; (iv) o grau de lignificacdo; (v) a
heterogeneidade estrutural e complexidade dos constituintes da parede celular como
microfibrilas e polimeros da matriz; (vi) insolubilidade; e (vii) os inibidores de
fermentagéo que ocorrem naturalmente na parede celular ou sdo formados durante
0 processo de conversao (HIMMEL et al.,, 2007). Assim, a questdo central na
conversdo de biomassa celulésica em biocombustiveis é o desenvolvimento de
tecnologias que suplantem a recalcitrancia deste material (LYND et al., 2008). A
descoberta de novos microrganismos com a habilidade de converter de modo
eficiente os componentes da biomassa lignocelulésica em acgUcares €, portanto, de
grande importancia (YANG et al., 2009).

1.2 Conversédo de material lignocelulésico em acUcares fermentéveis

O processamento de material lignocelulésico em etanol consiste de quatro
operacdes principais: pré-tratamento, hidrolise, fermentacéo e separacao/purificacao
do produto, conforme a Figura 1 (MOSIER et al., 2005).

O pré-tratamento é 0 passo mais caro do processo de conversdo de biomassa
em combustivel e é conduzido para reduzir a recalcitrancia através da
despolimerizacdo e solubilizacdo da hemicelulose, convertendo-a em mono e
oligossacarideos. A remocdo da hemicelulose das microfibrilas expde o nucleo
cristalino celulésico, que se torna mais acessivel as enzimas que convertem este
polimero em agucares fermentaveis (HIMMEL et al., 2007).

A hidrélise compreende a conversdo dos polimeros de carboidratos em
acucares monomeéricos. Glicose, galactose e manose — acucares de seis carbonos
(hexoses) — sao imediatamente fermentadas em etanol por muitos microrganismos,
mas as pentoses xilose e arabinose sao fermentadas por algumas poucas linhagens
e geralmente com baixo rendimento (MOSIER et al., 2005). A hidrélise enzimatica da

celulose é realizada sinergicamente por um grupo de enzimas chamadas coletiva-
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mente de celulases, constituido por trés componentes principais: endo-B-
glucanases, que atacam regifes de baixa cristalinidade na fibra celulosica,
originando extremidades livres; exo-B-glucanases (ou celobio-hidrolases), que
removem unidades de celobiose das extremidades livres; e B-glicosidases, que
hidrolisam celobiose gerando glicose (CHAMPAGNE e LI, 2009). Também
participam da hidrdlise da parede celular de plantas hemicelulases e outras enzimas
acessorias — incluindo nessa classe tanto enzimas que desramificam a hemicelulose
guanto enzimas que degradam e/ou modificam a lignina (HIMMEL et al., 2007). Apos
a hidrdlise e fermentacdo dos carboidratos liberados, o etanol é entdo recuperado
através de destilacao ou destilacdo/adsorcdo (MOSIER et al., 2005).

Atualmente, o pré-tratamento do material lignocelulésico é realizado por
diferentes métodos quimicos e fisicos. Entretanto, além de serem custosos e
apresentarem baixa eficiéncia, tipicamente geram diversos compostos que inibem o
crescimento dos microrganismos utilizados na fermentacdo (PIENKOS e ZHANG,
2009). A nossa hipotese € que comunidades microbianas seriam capazes de
superar as dificuldades impostas pela insolubilidade e toxicidade da lignina, visto

gue na natureza essa degradacédo efetivamente ocorre.

Biomassa Etanol
Sacarificagdo e fermentacdo
simultaneas (SFS)
Hidrolise F 5 :
Pré-tratamento el ermentacao Destilagao
(Solubilizagao da Al (Converszo de e

3 (Converséo de agticares em

: evaporacao
celulose em acucar) etanol)

hemicelulose)

Recirculagéo dos Manejo de Lignina

fluxos do processo residuos

Lavagem

dos filtros

Produgao
de energia

Figura 1. Representacdo esquematica da conversdo de biomassa em etanol (adaptado de HAHN-
HAGERDAL et al., 2006).
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1.3 Diversidade de microrganismos celuloliticos

A habilidade de digerir celulose é amplamente distribuida entre muitos
géneros do dominio Bacteria e em fungos do dominio Eukarya, embora nenhum
microrganismo celulolitico do dominio Archaea tenha sido identificado. Dentre as
eubactérias, principalmente as ordens Actinomycetales (filo Actinobacteria) e
Clostridiales (filo Firmicutes) apresentam alta concentracdo de espécies celuloliticas.
Do ponto de vista fisiolégico, a capacidade celulolitica pode ser observada em trés
grupos principais: (i) bactérias anaerobias fermentativas, normalmente Gram-
positivas (Clostridium, Ruminococcus e Caldicellulosiruptor), mas também algumas
Gram-negativas (Butyrivibrio, Acetivibrio e Fibrobacter); (ii) bactérias Gram-positivas
aerdbias (Cellulomonas e Thermobifida); e (iii) bactérias deslizantes aerdbias
(Cytophaga e Sporocytophaga) (LYND et al., 2002).

A microbiologia das ultimas décadas vem privilegiando o isolamento dos
microrganismos de seus habitats. No entanto, muitos microrganismos nao podem
ser cultivados em laboratério, dificultando o estudo e a caracterizacdo de uma varie-
dade de parametros e processos microbianos. Por outro lado, o estudo de comuni-
dades muito complexas é dificultado pela inexisténcia de tecnologias capazes de
medir a enormidade de interagcbes que ocorrem simultaneamente. Deste modo, o
conhecimento das estratégias utilizadas pelos microrganismos para superar as
dificuldades enfrentadas em seus ambientes é limitado.

A elucidacéo do processo de hidrélise da celulose pode ser feito com diversas
abordagens: a partir do estudo do sistema enzimatico da celulase ou de parte dele,
de culturas puras de microrganismos celuloliticos ou de culturas mistas (co-culturas).
Assim, apesar de muito ainda precisar ser elucidado no nivel de componentes
enzimaticos e dos processos genéticos envolvidos, o entendimento da hidrélise em
culturas puras é mais limitado ainda, e a hidrélise em co-culturas é a menos
entendida de todas (LYND et al., 2002). Neste contexto, projetos que envolvam o
estudo da estrutura, dindmica, metabolismo e controle de consoércios microbianos
modelos — buscando elucidar a funcdo de cada microrganismo dentro da
comunidade — tém recebido atencdo especial recentemente (KIM et al., 2008).
Considerando a importancia desse tipo de estudo, a interacdo entre distintas

espécies, e até mesmo @géneros de microrganismos — via construcdo de
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comunidades microbianas artificiais — tem sido cada vez mais aceita como uma
importante ferramenta biotecnoldgica na busca de solu¢des para problemas como a
degradacdo de substratos insolUveis em agua e de alta recalcitrancia.

Na natureza, a degradacao da celulose é realizada ndo por culturas puras de
microrganismos, mas por multiplas espécies celuloliticas coexistindo umas com as
outras e com muitas espécies nao-celuloliticas. Enquanto espécies celuloliticas
competem diretamente por celulose, tanto espécies -celuloliticas como néo-
celuloliticas competem pelos produtos da hidrélise da celulose e na producdo de
compostos inibitérios. De fato, a maioria das espécies de bactérias aerdbias
celuloliticas comumente encontradas em solos é classificada dentro de géneros bem
conhecidos por um distinto metabolismo secundério, incluindo a formacdo de
estruturas de laténcia (Bacillus, Micromonospora e Thermobifida) e/ou producao de
antibioticos (Bacillus e Micromonospora) e outros metabdlitos secundarios. Embora
nao tenha sido investigada sistematicamente, € possivel que a producao de tais
compostos e estruturas pode prover uma vantagem seletiva para compensar a baixa
taxa de crescimento com substratos celulésicos (LYND et al., 2002).

De modo geral, a remocdo de certos polissacarideos da parede celular da
planta por uma espécie ou grupo de microrganismos pode aumentar 0 acesso de um
segundo grupo a celulose ou hemicelulose. Neste sentido, € interessante o fato de
algumas bactérias celuloliticas serem capazes de despolimerizar certas
hemiceluloses e pectinas, mas nao poderem utilizar efetivamente o0s
monossacarideos e oligossacarideos formados, mesmo em culturas puras (isto é, na

auséncia de competicdo com espécies ndo-celuloliticas) (LYND et al., 2002).

1.4 Objetivos

e Estudar a capacidade de comunidades microbianas oriundas do manguezal

da Estacédo Ecoldgica de Carijés de degradar biomassa lignocelulosica;

e Avaliar a geracdo de acucares fermentaveis a partir da degradacdo de

material celulésico;
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Verificar a formacdo de biofiilmes microbianos sobre a biomassa

lignoceluldsica;

Avaliar a utilizacdo de substratos purificados — celobiose e
carboximetilcelulose — por consorcios microbianos e por microrganismos em

cultura pura.
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2 METODOLOGIA

2.1 Local de trabalho

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia
Bioquimica, Departamento de Producdo de Matéria-Prima, Faculdade de Farméacia
da UFRGS, entre agosto e novembro de 2009.

2.2 Isolados

Neste trabalho, foram utilizados 27 microrganismos pertencentes a cole¢ao do
laboratério, isolados previamente a partir de amostras de solo e sedimento coletados
no manguezal da Estacdo Ecolbégica de Carijés, no municipio de Florianépolis,
Brasil, em maio de 2008. As caracteristicas fenotipicas basicas dos isolados foram
obtidas por visualizacdo em lupa com aumento de 40x, em &gar nutriente com 48h
de crescimento, e em microscopio Optico com aumento de 1000x, depois de

submetidos a coloracao de Gram.

2.3 Preparo das suspensdes celulares

Os isolados foram mantidos em agar nutriente e repicados semanalmente.
Previamente a inoculacéo, as células de uma cultura de 48h foram suspendidas em
solugcao salina 0,5%, utilizando-se uma concentracdo correspondente ao padréo 1
da escala de MacFarland (3,0 x 108 UFC/mL).
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2.4 Degradacédo de biomassa lignocelulésica

Neste experimento, foram montadas comunidades artificiais de
microrganismos, de modo a analisar a biodegradacdo da biomassa lignocelulésica.
Para isso, foram utilizados como substrato fragmentos de bagaco de cana-de-
acucar.

As comunidades foram montadas de modo aleatério (Tabela 1). Cada
comunidade foi cultivada em um frasco Erlenmayer de 250 mL contendo 1 mL da
suspensao de cada isolado participante, trés fragmentos de bagaco de cana-de-
aclicar de cerca de 0,5 cm? (esterilizados separadamente em autoclave) e agua
destilada no volume final de 75 mL. As culturas foram incubadas a temperatura
ambiente com agitacao por nove dias. Trés frascos foram utilizados como controles
negativos: dois mantidos néo inoculados (C-A e C-g) € um mantido néo inoculado e
sem adicao de agua (C-c). No momento da inoculacdo e apés dois, seis e nove dias
foram coletadas duas aliquotas de 1 mL para quantificacdo dos agucares redutores,

mantidas congeladas a - 20 °C até a realizacdo do ensaio.

Tabela 1. Composi¢cdo das comunidades utilizadas no experimento de degradagdo de biomassa
lignocelulésica.

Comunidade Isolados

1 JAGO02BA, JAG04

2 JAGO02BA, JAGO7B, JAG09, JAG11

3 JAGO07B, JAGO09, JAG15

4 Todos

5 JAGO1A, JAGO02, JAGO2BA, JAG04B, JAGO6A, JAGO09, JAG10, JAG11,

JAG11A, JAG13, JAG14
JAGO01B, JAG09, JAG10, JAG13
JAGO5, JAG06B, JAGO08, JAG11B
JAGO09, JAG11B, JAG13

© 00 N O

JAGO05, JAGOS, JAG12
10 JAGO04B, JAG10, JAG14
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2.4.1 Visualizagdo em microscopia eletronica de varredura

Para visualizar a formacgdo de biofilme e o grau de deterioragdo da biomassa
lignoceluldsica, os fragmentos de bagaco de cana-de-acucar das comunidades 4 e
6, assim como dos controles C-p, e C-c, foram, apos o término da incubacdo,
submetidos a processo de fixacdo para visualizacdo em microscopia eletronica de

varredura, de acordo com o seguinte protocolo:

1. Imersdo em solucéo de glutaraldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de sodio
100 mM (ajustado para pH 7,2) por 2h30min;
Lavagem com tamp&o cacodilato de sodio (2x);

3. Imerséo em solucéo de tetroxido de 6smio 2% em tampao cacodilato de sédio
por 2h;
Lavagem com tampdao cacodilato de sodio (3x);
Imersdo em solugdes de acetona 30%, 50%, 70%. 80%, 90% e 100% por 5
minutos cada;

6. Manutencdo das amostras em acetona 100%.

Apos a fixagéo, as amostras foram submetidas ao processo de Ponto Critico,
no qual ocorre a completa desidratacdo e substituicdo da acetona por CO; liquido.
As amostras foram entdo metalizadas e visualizadas em microscopio eletrénico de
varredura. Todas as etapas apOs a fixacdo foram realizadas no Centro de

Microscopia Eletronica da UFRGS.

2.5 Degradacéao de celobiose

Neste experimento, 0s microrganismos foram comparados em relacdo a
degradacdo de celobiose quando cultivados isoladamente e em consércios. Para
isso, foram montadas dez comunidades artificiais (Tabela 2) utilizando-se onze
microrganismos, um de cada grupo fenotipico com excecédo do grupo Bg (ver Tabela

3, secdo Resultados).



17

Cada comunidade foi cultivada em um frasco Erlenmayer de 125 mL contendo
1 mL da suspensdo de cada isolado participante, 0,1% de celobiose e agua
destilada no volume final de 50 mL. Adicionalmente, os onze isolados foram
cultivados isoladamente nas mesmas condi¢des. Os frascos foram incubados com
agitacdo a 30 °C por nove dias. Dois frascos foram mantidos n&o inoculados como
controle negativo (C-ao e C-g). No momento da inoculagéo e apés um, quatro e nove
dias foram coletadas duas aliquotas de 1 mL para quantificacdo dos acUcares re-
dutores. As aliquotas foram mantidas congeladas a - 20 °C até a realizacdo do

ensaio.

Tabela 2. Composicéo das comunidades utilizadas nos experimentos de degradacédo de celobiose e
degradacdo de carboximetilcelulose.

Isolados
<
Comunidade S 2 N S i} 3 S 3 3 s 5
o N — - o
Q o Q o Q V) Q
e < < < 0} e < < < e 9
< < < <
- bap) Lap] bap] g - bap) Lap] bap] - -
A + + + + + + + + + + +
B - + + + + + + + + + +
C - - + + + + + + + + +
D - - - + + + + + + + +
E - - - - + + + + + + +
F - - - - - + + + + + +
G - - - - - - + + + + +
H - - - - - - - + + + +
| - - - - - - - - + + +
J - - - - - - - - - + +

(+) = presente; (-) = ausente.

2.6 Degradacéao de carboximetilcelulose

Este experimento foi realizado de modo semelhante ao anterior, porém, neste

caso, foram utilizados carboximetilcelulose como substrato e um meio de cultura
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consideravelmente mais rico. As comunidades foram cultivadas em frascos
Erlenmayer de 125 mL contendo 1 mL da suspensao de cada isolado participante,
1% de carboximetilcelulose, 0,1% de glicose anidra, 0,1% de KNO3 e 4gua destilada
no volume final de 75 mL. A composi¢cdo das comunidades e as condi¢cbes de
incubacdo foram as mesmas do experimento anterior (Tabela 2), com excecéo do
tempo de incubacdo que, neste experimento, foi de seis dias. No momento da
inoculacdo e apés um, quatro e seis dias foram coletadas duas aliquotas de 1,5 mL
para quantificacdo de agucares redutores e atividade enzimética, mantidas a - 20 °C

até a realizacdo dos ensaios.

2.6.1 Atividade enziméatica

Para a quantificacdo da atividade de celulase, uma aliquota de 1,5 mL de
cada cultura foi centrifugada a 10.000 g por 15 minutos a 10 °C. Em um tubo de
ensaio contendo uma tira de 1 x 6 cm de papel filtro Whatman n° 1, foi adicionado 1
mL do sobrenadante e 1 mL de tampao citrato de sédio 50 mM (com o pH ajustado
em 7,0). Apés incubagdo em banho-maria a 50 °C por 30 minutos, foi coletada uma
aliquota de 1 mL para quantificacdo dos acUcares redutores, mantida congelada a
- 20 °C até a realizacdo do ensaio. Uma unidade (U) de atividade enzimética foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 mg de glicose em

30 minutos.

2.7 Quantificacdo de acucares redutores

A quantidade de acucares redutores originados da degradacdo da biomassa
lignocelulésica e dos carboidratos foram estimados através da técnica do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). O reagente DNS foi preparado como segue:
25 mg de acido 3,5-dinitrosalicilico, 75 g de tartarato de sédio e potassio em 50 mL
de NaOH 2M, e 4gua destilada até o volume final de 250 mL. Uma aliquota de 500

pL da amostra, em duplicata, foi adicionada a um volume igual do reagente DNS em
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um microtubo, e fervida em banho-maria por 5 minutos. Apés o resfriamento da
solucdo a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 575
nm. A quantidade de acuUcares foi determinada utilizando-se uma curva padrédo de
glicose. O valor resultante para cada cultura em cada tempo analisado foi obtido

através da média das duas repeticdes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolados

Apés a visualizacdo em lupa e microscOpio 6ptico, os 27 isolados foram
agrupados em 12 grupos de acordo com suas caracteristicas fenotipicas bésicas,
como morfologia colonial e tipo de célula (Figura 2, Tabela 3). Esta abordagem foi
utiizada com a finalidade de evitar a repeticdo de espécies na montagem das
comunidades.

Figura 2. Isolados representantes de cada grupo fenotipico. (A) isolado JAGO1A — grupo Ay
(B) JAG13 — A, (C) JAGO2 — By; (D) JAG11 — B, (E) JAGO2BA — Bg: (F) JAG 11A — By
(G) JAG10 - Bs; (H) JAG14 — Bg; (1) JAG09 — B+; (J) JAG19A — Bg; (K) JAG04B — By; (L) JAGO6A — C.
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Tabela 3. Agrupamento fenotipico dos isolados.

Grupo Morfologia colonial © Tipo de célula Isolados

A amarela bastonete Gram - JAGO1A, JAGO1B, JAGO05, JAGO7,
JAGO7B

A, amarela bastonete Gram + JAG13

B, branca bastonete comprido Gram +  JAG02, JAG03, JAGO06B, JAG12

B, branca levedura JAG02C, JAG11, JAG11B

Bs branca bastonete pequeno Gram - JAGO02BA, JAG04, JAGO0S,
JAG11AB, JAG14A

B, branca bastonete comprido Gram - JAG11A, JAG19B

Bs branca coco Gram + JAG10

Bs branca bastonete pequeno Gram +  JAG14

B, branca, irregular bastonete em cadeia Gram + JAGO09

Bs branca, irregular bastonete Gram + JAG19A

Bo branca, fastidiosa bastonete grande Gram - JAG04B

C creme bastonete Gram - JAGOG6A, JAG15

* Em &gar nutriente, com 48 h de crescimento.

3.2 Degradacéo de biomassa lignocelulésica

Como é possivel observar na Tabela 4, as comunidades 2 e 4 foram as
Unicas que apresentaram a maior quantidade de acglUcar no nono dia. As
comunidades 3, 5, 8 e 9 obtiveram o valor mais alto no sexto dia enquanto que a
comunidade 10 apresentou a maior quantidade de acucar no segundo dia. As
comunidades 1, 6 e 7 apresentaram, em todos os pontos, menor quantidade de
acucar do que no inicio do experimento.

Se considerarmos o rendimento (R), neste trabalho calculado pela equacéo

R = Qméx - QO Equa(s:éo 1

onde Qmax € igual ao valor maximo de acucar obtido e Qo a quantidade de acgucar
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existente no inicio do experimento, podemos observar que na comunidade 4 ocorreu
o0 maior acumulo de acucar (0,038 mg de glicose/mL), sendo que nas comunidades
1, 6 e 7 o rendimento foi negativo (Tabela 4). E possivel que a nio-adi¢do de fontes
de nitrogénio e outros nutrientes essenciais ao meio de cultura tenha limitado o
crescimento microbiano e, consequentemente, a degradacdo da biomassa
lignoceluldsica. Em adicdo, mesmo com uma rapida clivagem hidrolitica das ligacdes
glicosidicas, a hidrélise da celulose pode ser impedida pela incapacidade das
enzimas de acessarem o substrato. Isto pode ser principalmente atribuido ao fato de
muitas cadeias de celulose estarem inacessiveis no interior das microfibrilas (LYND
et al., 2002).

Tabela 4. Quantidade de aclcares redutores (em mg de glicose/mL) em cada ponto amostrado,
produzidos pelas comunidades a partir da degradacao de bagaco de cana-de-agucar.

Tempo
Comunidade R
O dias 2 dias 6 dias 9 dias

1 0,052 0,025 0,023 0,051 -0,001
2 0,028 0,004 0,020 0,034 0,006
3 0,037 0,031 0,039 0,025 0,002
4 0,045 0,053 0,053 0,083 0,038
5 0,044 0,025 0,046 0,039 0,002
6 0,027 0,011 0,020 0,024 -0,003
7 0,021 0,007 0,018 0,018 -0,003
8 0,020 0,023 0,030 0,015 0,010
9 0,011 0,025 0,032 0,028 0,021
10 0,037 0,039 0,037 0,027 0,002
C-a 0,058 0,024 0,044 0,024 -0,014
C-s 0,008 0,014 0,042 0,021 0,034
C-c ND ND ND ND ND

R =rendimento (ver Equacédo 1); ND = ndo determinado. Os valores sublinhados correspondem ao
valor maximo obtido em cada cultura.
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E sabido que as taxas de hidrélise da celulose s&o inibidas pelo acimulo dos
produtos de hidrolise assim como dos produtos de fermentacdo, em um processo de
“feedback” negativo. Este mecanismo atua no sentido de priorizar a utilizacdo de
acucares mais facilmente metabolizados, como a glicose (LYND et al., 2002). Assim,
com o acumulo de monossacarideos gerados a partir da degradacdo da biomassa
lignoceluldsica, € possivel que tenha ocorrido uma diminuicdo na taxa de hidrélise
da celulose, até que uma grande parte dos acucares simples tenha sido consumida
pelos microrganismos. Este mecanismo pode ter sido responséavel pelo padrdo de
degradacdo obtido, onde se pode observar uma alta variacdo na quantidade de
acucares redutores com o tempo, alternando periodos de maior geracdo de
acucares com periodos de maior consumo.

E importante salientar que o valor observado em cada ponto representa a
guantidade de acucar gerada a partir da degradacdo da biomassa lignoceluldsica
diminuida da quantidade incorporada a biomassa microbiana, ou seja, da fracdo de
acucares gerados que foi utilizada para o crescimento celular. Portanto,
desconhecendo-se a porcentagem da biomassa original que foi degradada, nédo é
possivel determinar a quantidade total de acucar que foi gerada em cada
comunidade.

Os resultados obtidos para os controles C-, e C-g foram diferentes do
esperado, pois houve uma diminuicdo na quantidade de aclUcares em alguns dos
pontos amostrados. A ocorréncia de contaminacdo dos controles pode ser
descartada, pois as culturas ndo apresentaram nenhum sinal de turvacao ao final do
experimento. Ao que tudo indica, estes valores alterados podem ter sido
consequéncia de um erro amostral na realizagcdo do ensaio para a quantificacdo dos
acucares. Devido a isto, os rendimentos foram mantidos inalterados, sem descontar

o valor correspondente aos controles.

3.2.1 Microscopia eletronica de varredura

Ao final do experimento, ndo foi possivel notar uma diferenca aparente nos
graus de degradacdo do material lignocelulésico entre as comunidades e o0s

controles, fato confirmado pela visualizagdo em microscoépio eletrénico de varredura.
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Como mostra a Figura 3, ndo ha diferenca entre os fragmentos de bagaco de cana-
de-acucar utilizados na comunidade 4 (Figura 3 A) e nos controles C-, (Figura 3 B) e
C-c (Figura 3 C).

Nas duas comunidades cujos fragmentos de bagaco de cana-de-agucar foram
visualizados em microscopio eletrbnico de varredura, foi possivel verificar a
formacédo de biofilme sobre a matéria lignocelulésica (Figura 3 D-F), embora de
maneira ndo muito pronunciada. Segundo Lynd et al. (2002), apesar de muitas
bactérias aerdbias aderirem a celulose, o contato fisico entre as células e a celulose
nao parece ser necessario para a hidrolise. De fato, a separacgao entre as células e a
celulose, através de uma camada de agar ou membranas, pode aumentar a hidrélise
da celulose. As bactérias anaerObias, por outro lado, apresentam uma maior
tendéncia (ou uma necessidade, em alguns casos) de aderir a celulose.

Foi possivel observar nas comunidades 4 e 6 a presenca de estruturas
arredondadas, de diversos tamanhos, mas geralmente medindo cerca de 1 um
(Figura 3 G-H). De acordo com a escassa bibliografia disponivel, aparentemente se
trata de polimeros de lignina que foram liberados do material lignocelulésico
(CARVALHO e FROLLINI, 1999; KUMAR et al., 2009).
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Figura 3. Microscopia eletronica de varredura dos fragmentos de bagaco de cana-de-aclcar ao final
do experimento. (A) comunidade 4, (B) C-5 e (C) C-¢; (D)-(E) formagéo de biofilme nas comunidades
4 e (F) 6; (G)-(H) estruturas esféricas encontradas nas comunidades 4 e 6, provavelmente polimeros

de lignina.




26

A lignina é um polimero heterogéneo composto principalmente de
subunidades de fenilpropanol conectadas por ligacbes éter que protege
eficientemente as plantas dos ataques de microrganismos, sendo que apenas
alguns fungos e bactérias sao capazes de degrada-la (SAHA e BOTHAST, 1997).
Phanerochaete chrysosporium, um fungo de degradac&o branca (“white-rot fungi”), é
0 mais estudado organismo lignolitico (BRODA et al., 1996; BRUMER et al., 1999;
BAK et al.,, 2009), embora existam alguns estudos também com actinobactérias
(GODDEN et al., 1992; TUNCER et al., 2004; GOTTSCHALK et al., 2008). Nestes
organismos, a remocdao da lignina € realizada, principalmente, pelas enzimas lignina
peroxidase e manganés peroxidase. Outra enzima, celobiose desidrogenase, parece
estar associada tanto com a degradacdo de lignina quanto de celulose
(HENRIKSSON et al., 2000). Mais recentemente, uma enzima descoberta em fungos
do género Pleurotus foi nomeada de peroxidase versatil, por combinar as funcdes
cataliticas das enzimas lignina e manganés peroxidases (MARTINEZ et al., 2005).
As lacases, presentes em muitas bactérias (CLAUS, 2004), possuem baixo potencial
redox, e somente degradam lignina e outros compostos recalcitrantes na presenca
de mediadores redox (RUIZ-DUENAS e MARTINEZ, 2009).

Certos compostos resultantes da solubilizagcdo da lignina — principalmente
acidos orgéanicos e compostos fendélicos — possuem potencial de inibir a fermentacao
(HIMMEL et al., 1997). Em adicéo, a lignina pode atuar como um adsorvente para as
celulases, competindo com a celulose e resultando em uma diminui¢cdo nas taxas de
hidrélise (LYND et al., 2002). Assim, € possivel que a remocao de lignina pelos
microrganismos, apesar de ter contribuido para a exposicao das microfibrilas de
celulose, tenha também atuado como inibidora da hidrolise e da fermentacdo da

biomassa.

3.3 Degradacéao de celobiose

Como é possivel observar na Tabela 5, todas as comunidades, com excecédo
das comunidades A, B e D, assim como todos os isolados, com excecdo de
JAGO1A, apresentaram a maior quantidade de acucar no nono dia. As comunidades

A e B e o isolado JAGO1A obtiveram o valor mais alto no quarto dia, enquanto que a
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comunidade D apresentou a maior quantidade de acucar no primeiro dia.

A celobiose (Figura 4) € um dissacarideo constituido de duas moléculas de
glicose unidas por uma ligacdo B-(1,4)-glicosidica. O carbono anomérico (C;, em
destaque na figura) faz parte de um grupo hemiacetal, conferindo a celobiose o
carater de acUcar redutor. Logo, os valores obtidos para a quantidade de acucares
redutores no inicio do experimento correspondem a quantidade de celobiose que foi
adicionada como substrato.

O rendimento ficou entre 0,026 mg de glicose/mL (comunidade D) e 0,515 mg
de glicose/mL (comunidade J) (Tabela 5). Se considerarmos o rendimento

proporcional (Ryrop), calculado pela equagao

_ Qméx - QO

prop =5 X 100 Equacdo 2
0

onde Qmax € igual ao valor maximo de aguUcar obtido e Qg a quantidade de acucar
existente no inicio do experimento, podemos observar que a quantidade de acucar
acumulada pelas comunidades D e J, no nono dia, corresponde, respectivamente, a
2,0% e 62,0% do valor inicial. Se levarmos em conta que uma parte do acucar
gerado foi consumida pelas popula¢cdes microbianas em crescimento, embora esta
fracdo néo tenha sido estimada, € possivel concluir que, de modo geral, tanto as
comunidades quanto os isolados obtiveram um bom desempenho no acumulo de
acucares.

Na comunidade J, na qual foi obtido o melhor desempenho neste
experimento, estavam presentes os isolados JAG19A e JAGO6A. Se somarmos 0S
rendimentos proporcionais obtidos por estes isolados em cultura pura (15,6% e
41,0%, respectivamente) e compararmos com o rendimento da comunidade J,
podemos observar uma diferenca de 5,4%. Assim, € possivel atribuir esta pequena
diferenca a acédo sinérgica dos isolados. A comunidade I, por outro lado, que difere
da comunidade J apenas pela presenca do isolado JAGO09, obteve um rendimento
proporcional inferior (13,6%), apesar do rendimento do isolado JAG09 quando
cultivado em cultura pura ter sido relativamente alto (24,3%). Neste caso, a

competicdo entre os microrganismos pode ter prevalecido, aumentando a demanda



28

energética da comunidade.

Tabela 5. Quantidade de agucares redutores (em mg de glicose/mL) em cada ponto amostrado,
produzidos pelas comunidades e pelos isolados a partir da degradacédo de celobiose.

_ Tempo R
Comunidade/lsolado R osP Riq
Odias  1dia  4dias  9dias (%)
A 1,186 1,189 1,274 1,258 0,088 7,4 -3,2
B 1,285 1,235 1,403 0,570 0,118 9,2 -1,4
C 1,090 0,973 1,153 1,496 0,406 37,3 21,8
D 1,284 1,310 1,287 1,183 0,026 2,0 -2,2
E 1,080 1,132 1,142 1,510 0,430 39,8 24,3
F 1,249 1,345 1,310 1,435 0,186 14,9 -0,6
G 1,200 1,268 1,318 1,391 0,191 15,9 0,4
H 1,303 1,290 1,348 1,373 0,070 54 -10,1
I 1,227 1,309 1,355 1394 0,167 13,6 -1,9
J 0,830 1,183 1,232 1,345 0,515 62,0 46,5
JAGO1A 1,260 1,336 1,386 1,284 0,126 10,0 -0,6
JAG13 1,115 1,266 1,402 1,556 0,441 39,5 24,0
JAGO02 1,244 1,236 1,325 1,496 0,252 20,3 4,8
JAG11 1,263 1,323 1,416 1,583 0,320 25,3 9,8
JAGO02BA 1,247 1,258 1,377 1,556 0,309 24,8 9,3
JAG11A 1,219 1,273 1,285 1,537 0,318 26,1 10,6
JAG10 1,405 1,441 1,556 1,592 0,187 13,3 -2,2
JAG14 1,262 1,337 1,410 1,547 0,285 22,6 7,1
JAGO09 1,232 1,310 1,381 1,531 0,299 24,3 8,8
JAG19A 1,151 1,181 1,285 1,331 0,180 15,6 0,1
JAGO6A 0,945 1,191 1,266 1332 0,387 41,0 25,5
C-a 1,180 1,246 1,318 1,370 0,191 16,1
C-g 1,206 1,241 1,321 1,386 0,180 14,9

R = rendimento (ver Equagéo 1); Ry, = rendimento proporcional (ver Equagéo 2); Ry = rendimento
liquido (ver Equacdo 3). Os valores sublinhados correspondem ao valor maximo obtido em cada
cultura.
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Foi possivel observar que a quantidade de acucares redutores nos controles
negativos aumentou com o tempo (Tabela 5). Apesar de nao ter sido encontrada
nenhuma referéncia na literatura, € possivel que esta degradacdo tenha sido
causada pela agitacdo. Assim, o rendimento liquido (Rjg), representado pela

equacao

Rliq = Rprop — Reont Equagéo 3

onde Rt € a média dos rendimentos proporcionais dos controles no periodo
considerado para o calculo de Rpp, ilustra a fragcéo da degradagdo que pode ser
atribuida a atividade microbiana. Deste modo, levando-se em conta o efeito da acao
fisica na degradacado do substrato, observa-se que as comunidades A, B, D, F, H e |,
assim como os isolados JAGO1A e JAG10, obtiveram um rendimento inferior ao

resultante da degradacéo fisica.

HO
heg:il;?:(;tal ‘ O H
O /1 o

£

HO\F/\;

OH

Figura 4. Estrutura quimica da celobiose.
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3.4 Degradacao de carboximetilcelulose

Como é possivel observar na Tabela 6, apenas as comunidades G e J, assim
como o isolado JAG13, apresentaram a maior quantidade de aclUcar no sexto dia.
Os isolados JAG02, JAG11, JAGO2BA, JAG14, JAGO09 e JAG19A obtiveram o valor
mais alto no quarto dia. As comunidades B, D, F e H, assim como o isolado JAGO6A,
apresentaram a maior quantidade de agucar no primeiro dia. As comunidades A, C,
E e I, assim como os isolados JAGO1A, JAG11A e JAG10, apresentaram, em todos
0s pontos, menor quantidade de acucar do que no inicio do experimento.

A carboximetilcelulose € um polimero de moléculas de glicose, unidas por
ligagbes [-(1,4)-glicosidicas, com a substituicdo parcial de grupos hidroxila por
grupos carboximetil (CH,COOH). Como a celobiose, o carbono da ultima molécula
de glicose do polimero faz parte de um grupo redutor hemiacetal. No entanto, a
carboximetilceluose apresenta proporcionalmente menos grupos redutores em
relacdo a celobiose, pelo fato de ser formada por muitas moléculas de glicose.
Portanto, descontando o valor correspondente a glicose que foi adicionada como
substrato (1 mg/mL), a quantidade de acucares redutores restante medida no inicio
do experimento corresponde a quantidade de carboximetilcelulose que foi
adicionada como substrato.

Em relacdo ao rendimento, podemos observar que na comunidade F ocorreu
0 maior acumulo de acucar (0,195 mg de glicose/mL, correspondente a 13,6% do
valor inicial), sendo que nas comunidades A, C, E e I, assim como nos isolados
JAGO1A, JAG11A e JAG10, o rendimento foi negativo (Tabela 6). Nao foi observado
neste experimento o fendmeno de sinergia observado na comunidade J do
experimento anterior. E possivel que a maior recalcitrancia da carboximetilcelulose
tenha estimulado uma competicdo mais acentuada entre os microrganismos. Desse
modo, uma quantidade maior de energia teria sido consumida pela comunidade,
devido ao custo energético da ativacdo de mecanismos de defesa, como a producéo

de metabdlitos secundarios.
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Tabela 6. Quantidade de aclcares redutores (em mg de glicose/mL) em cada ponto amostrado,
produzidos pelas comunidades e pelos isolados a partir da degradacdo de carboximetilcelulose.

) Tempo R
Comunidade/lsolado R plop
Odias  1dia  4dias  6dias (%)
A 1,610 1,496 1,066 1,269 -0,114 -7,1
B 1,534 1572 1,293 1,288 0,038 2,5
C 1,671 1,657 1,217 1,315 -0,014 -0,8
D 1,440 1,474 1,214 1,284 0,034 2,4
E 1,595 1,562 1,266 1,345 -0,033 -2,1
F 1,432 1,627 1,342 1,384 0,195 13,6
G 1,581 1,531 1,337 1,592 0,011 0,7
H 1,551 1,570 1,466 1,468 0,019 1,2
I 1,660 1,658 1,529 1,633 -0,002 -0,1
J 1,512 1,545 1,369 1,611 0,099 6,5
JAGO1A 1,810 1,728 1,723 1,618 -0,082 -4,5
JAG13 1,614 1,515 1,633 1,660 0,046 2,8
JAGO02 1,592 1,655 1,734 1,551 0,142 8,9
JAG11 1,644 1,482 1,660 1,377 0,016 1,0
JAGO02BA 1,477 1,408 1,640 1,537 0,163 11,0
JAG11A 1,695 1,430 1,649 1,635 -0,046 -2,7
JAG10 1,712 1,504 1,591 1,468 -0,121 -7,1
JAG14 1,622 1,537 1,668 1,474 0,046 2,8
JAGO09 1,647 1,555 1,693 1,592 0,046 2,8
JAG19A 1,643 1,658 1,748 1,594 0,105 6,4
JAGO6A 1,569 1,729 1,550 1,460 0,160 10,2
C-a 1,860 1,868 1,603 1,863 0,008 0,4
C-p 1,709 1,890 1,851 1,542 0,181 10,6

R = rendimento (ver Equagéo 1); Ry, = rendimento proporcional (ver Equagéo 2). Os valores
sublinhados correspondem ao valor maximo obtido em cada cultura.

Segundo Lynd et al. (2002), as necessidades nutricionais para o crescimento
de espécies celuloliticas incluem nitrogénio, fosforo e enxofre, além de outros macro
e micronutrientes e vitaminas. Apesar de nutrientes adicionais presentes em meios
complexos (peptonas e extrato de levedura, por exemplo) ndo serem normalmente

necessarios, freqliientemente estimulam o crescimento de algumas linhagens de
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microrganismos, em alguns casos dramaticamente. Assim € possivel que o0s
rendimentos obtidos tenham sido baixos devido a deficiente suplementacéo
nutricional dos meios de cultura utilizados, aliada a alta recalcitrancia do substrato.
Entretanto, se compararmos o0s valores obtidos a partir da degradacdo de
carboximetilcelulose com os obtidos com celobiose (Tabela 7), é possivel concluir
gue a recalcitrancia do substrato foi o fator determinante para o desempenho dos
microrganismos, Vvisto que os rendimentos foram maiores a partir da degradacao de
celobiose, mesmo em um meio de cultura com menos nutrientes.

Além da comunidade J citada anteriormente, a Tabela 7 também evidencia
alguns isolados que obtiveram rendimentos acima da média nos dois experimentos,
guando cultivados em cultura pura, tais como JAG02, JAGO2BA e JAGO6A. Estes
microrganismos podem ser alvos de novas investigacdes, juntamente com o isolado

JAG19A pertencente a comunidade J.

Tabela 7. Comparacdo entre os rendimentos proporcionais (em mg de glicose/mL) obtidos com
celobiose e carboximetilcelulose.

Comunidade Rporop CelObiose  Rpop CMC Isolado Rorop CelObiose Ry CMC
A 7,4 -7,1 JAGO1A 10,0 -4.5
B 9,2 2,5 JAG13 39,5 2,8
C 37,3 -0,8 JAGO02 20,3 8,9
D 2,0 2,4 JAG11 25,3 1,0
E 39,8 -2,1 JAGO2BA 24,8 11,0
F 14,9 13,6 JAG11A 26,1 -2,7
G 15,9 0,7 JAG10 13,3 -7,1
H 54 1,2 JAG14 22,6 2,8
[ 13,6 -0,1 JAGO09 243 2,8
J 62,0 6,5 JAG19A 15,6 6,4
JAGOGA 41,0 10,2

Rprop = rendimento proporcional (ver Equagéo 2); CMC = carboximetilcelulose.



33

3.4.1 Atividade enzimética

Como é possivel observar na Tabela 8, a maior atividade enzimética da
maioria das culturas foi obtida no momento da inoculacéo. Este resultado nao era
esperado, visto que 0s microrganismos tinham sido mantidos em agar nutriente, sem
a adicdo de substrato celuldsico. Portanto, as enzimas celuloliticas presentes no
estagio inicial foram possivelmente produzidas no pré-inéculo. Nenhuma cultura
obteve maior atividade enzimética no sexto dia, nem mesmo aquelas que obtiveram
o melhor desempenho na degradacéo de carboximetilcelulose neste mesmo dia.

Segundo Lynd et al. (2002), em diversos microrganismos a producao de
enzimas para a utilizacdo de celulose é induzida na presencga do substrato e inibida
guando acUcares mais facilmente utilizaveis, como glicose, estao presentes. Assim,
a adicdo de glicose no meio de cultura pode ter inibido a producdo de enzimas
celuloliticas pelos microrganismos.

Os resultados obtidos para os controles C-» e C-g nos ensaios de
guantificacdo de acucares redutores e atividade enzimética foram diferentes do
esperado. Eventualmente pode ter ocorrido a contaminacdo dos controles — embora
nao tenha sido observado visualmente. Devido a isto, os dados referentes aos
controles ndo puderam ser levados em conta na interpretacdo dos resultados, e

novos experimentos serao realizados a fim de complementar estas informacoes.



Tabela 8. Atividade enzimética (em U/mL) do sobrenadante das culturas sobre papel filtro.

Tempo

Comunidade/Isolado

0 dias 1dia 4 dias 6 dias
A 1,594 1,515 1,134 1,027
B 1,562 1,377 1,210 1,292
C 1,726 1,241 1,084 1,106
D 1,314 1,550 1,166 1,128
E 1,386 1,452 1,229 1,014
F 1,578 1,364 1,210 1,103
G 1,326 1,175 1,247 1,323
H 1,487 1,619 1,329 1,090
I 1,688 1,622 1,556 1,166
J 1,515 1,210 1,559 1,373
JAGO1A 1,852 1,597 1,540 1,588
JAG13 1,635 1,540 1,550 1,446
JAGO02 1,506 1,166 1,534 1,380
JAG11 1,638 1,351 1,427 1,553
JAGO02BA 1,681 1,386 1,430 1,386
JAG11A 1,629 1,581 1,484 1,370
JAG10 1,723 1,433 1,503 1,332
JAG14 1,493 1,566 1,348 1,458
JAG09 1,603 1,433 1,320 1,556
JAG19A 1,490 1,588 1,484 1,329
JAGO6A 1,613 1,512 1,443 1,370
C-a 1,720 1,575 1,685 1,468
C- 1814 1,745 1,528 1,427

Os valores sublinhados correspondem & atividade enzimatica maxima de cada cultura.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As comunidades ndo foram muito eficientes na degradacdo do bagaco de
cana-de-acUcar e geracao de acucares fermentaveis. A comunidade 4 foi a
gue obteve o melhor rendimento, gerando 0,038 mg de glicose/mL apo6s nove
dias. Destacam-se quatro fatores que podem ter sido responsaveis pelo baixo
rendimento observado: (1) baixo nivel de nutrientes do meio de cultura; (2)
impossibilidade das enzimas de acessarem a celulose; (3) inibicdo da

hidrélise pelo acumulo do produto; e (4) inibicdo pela solubilizacéo da lignina.

Na analise por microscopia eletrbnica, ndo foi possivel observar diferenca
significativa na estrutura dos fragmentos de bagaco de cana-de-acucar
utilizados nas comunidades e nos controles. Nas comunidades 4 e 6, foi
possivel observar a formacgédo de biofilme e liberacdo de estruturas esféricas
de cerca de 1 um de diametro, provavelmente pequenos oligdbmeros de
lignina. Novos ensaios se fazem necessarios para confirmar esta importante
hipétese, visto que poucos relatos na literatura demonstram a capacidade de

bactérias de decompor eficientemente a lignina.

Tanto as comunidades quanto os isolados demonstraram capacidade de
hidrélise de celobiose e geracdo de glicose. A comunidade J, no nono dia,
acumulou o equivalente a 62,0% do valor de acUcares redutores
correspondente ao inicio do experimento. Uma fracdo deste rendimento
(5,4%) pode ser atribuida a acdo sinérgica dos dois isolados presentes
(JAG19A e JAGO6A). Por outro lado, a comunidade 1, que difere da
comunidade J somente pela presenca do isolado JAGO09, obteve um
rendimento inferior (13,6%). Este experimento apontou os isolados presentes
na comunidade J como candidatos para novos estudos, assim como outros
isolados que obtiveram rendimentos individuais acima da meédia, como
JAG02, JAG02BA e JAGOG6A.

Os rendimentos obtidos a partir da degradacéo de carboximetilcelulose foram

inferiores aos obtidos com celobiose, provavelmente devido a maior
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recalcitrancia do substrato.

Os resultados relativos a atividade enziméatica nao foram conclusivos, e novos
experimentos seréo realizados. Especula-se que a adicdo de glicose no meio
de cultura possa ter inibido a producéo de enzimas celuloliticas.

O uso de comunidades microbianas tem-se mostrado em diversos estudos
como uma boa alternativa aos estudos envolvendo culturas puras. No
entanto, a complexidade das interacdes entre 0os microrganismos torna-se um
fator importante e de dificil elucidacdo. Ainda assim, temos convicgdo que 0s
estudos de comunidades é uma alternativa interessante para a degradacao
de compostos recalcitrantes, visto que este evento ocorre desta maneira na
natureza. Neste sentido, seria interessante, em um proximo estudo, diminuir o

nuamero de isolados na construcdo de novas comunidades artificiais.

Os estudos de comunidades microbianas contribuem, sobretudo, para o
entendimento dos processos de degradacdo que ocorrem nha natureza,
buscando elucidar as interacbes microrganismo-microrganismo e
microrganismo-planta, resultado de milhdes de anos de co-evolugdo. Cabe
salientar que os resultados aqui obtidos ndo s&o muito promissores para
aplicacdes industriais, devendo ser considerados como uma contribuicdo para

estudos de interacdes microbianas.
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