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RESUMO

CUTCHMA, Tais R. Bioprospecgao de actinomicetos com atividade
lignocelulolitica para pré-tratamento da palha de cana-de-agucar. Dissertagcado
(Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Dois
Vizinhos, 2019.

O presente trabalho objetivou o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica presente
nos residuos lignocelulésicos como a palha da cana-de-agucar, utilizando,
inoculantes bacterianos do filo actinomicetos, que auxiliam na hidrélise desses
residuos transformando-os em compostos mais simples, possibilitando a reciclagem
da biomassa vegetal. Fez-se a prospecc¢éo dos actinomicetos, a partir de fertilizantes
organicos e palha de cana-de-agucar. Verificou-se a atividade enzimatica celulolitica
dos isolados in vitro. Selecionou-se os mais eficientes, para determinacdo da
atividade das enzimas lignina (utilizando a enzima lacase) e celulose (pelo método
DNS), em substrato palha de cana-de agucar. Fez-se também a identificacdo
morfoldgica, por meio da coloragdo de Gram e molecular utilizando a regido génica
ACTINO e 16S. Como resultado, encontrou-se boa atividade enzimatica nos dois
isolados, identificados como bactéria Gram-positiva com 95% de similaridade com
actinomiceto e Gram-negativa, com 96% de similaridade com Alcaligenes sp., a qual
apresenta a necessidade de uma busca maior sobre o funcionamento de suas
enzimas celuloliticas. Para o teste da enzima celulose foi verificado boa degradacéao
para ambas, no entanto, observou-se queda nos dias seguintes aos picos de
produgcdo, o que pode ocorrer devido as enzimas serem inibidas quando o meio
apresenta alta concentragcéo de glicose ou nos tratamentos nao esterilizados, o que
pode ter ocorrido é o consumo simultdneo da glicose produzida. Ja na verificagdo da
atividade da enzima lignolitica o resultado nao foi significante. Concluindo dessa
forma que a utilizagao de inoculantes bacterianos isolados de biofertilizantes tem

potencial para a biodegragao da biomassa lignoceluldsica.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade enzimatica. Degradacao da biomassa vegetal.
Prospeccao de bactéria.



ABSTRACT

CUTCHMA, Tais R. Bioprospecting of actinomycetes with lignocellulolytic
activity for pre-treatment of sugarcane straw. Dissertation (Master Degree in
Biotechnology) — Federal University of Technology - Parana, Dois Vizinhos, 2019.

The present work aimed to reduce the cost of pre-treatment of lignin and cellulose
present in lignocellulosic residues such as sugarcane straw, using bacterial
inoculants of phylum actinomycetes, which help in the lysis of these residues turning
them into simpler compounds. , enabling the recycling of plant biomass.
Actinomycetes were prospected through organic fertilizers and sugarcane straw. The
cellulolytic enzymatic activity of the isolates was verified in vitro. The most efficient
ones were selected to determine the activity of the enzymes lignin (through the
laccase enzyme) and cellulose (through the DNS method) in sugarcane straw
substrate. Morphological identification was also made by Gram and molecular
staining using the ACTINO and 16S gene region. As a result good enzymatic activity
was found in both isolates, identified as Gram-positive bacteria with 95% similarity
with actinomycete and Gram-negative, with 96% similarity with Alcaligenes sp., which
presents the need for a greater search for the functioning of their cellulolytic
enzymes. For the cellulose enzyme test good degradation was verified for both,
however a decrease was observed in the days after the production peaks, which may
occur due to the enzymes being inhibited when the medium presents high glucose
concentration or in non-sterile treatments. What may have occurred is the
simultaneous consumption of the glucose produced. In the verification of lignolytic
enzyme activity, the result was not significant. In conclusion, the use of bacterial
inoculants isolated from biofertilizers has potential for biodegradation of
lignocellulosic biomass.

KEYWORDS: Bacterial prospecting. Plant biomass degradation. Enzymatic activity.
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1. INTRODUGCAO

O Brasil tem se destacado no cenario mundial de cana-de-agucar, cuja
producao foi de 633,26 milhdes de toneladas de cana-de-agucar na safra de
2017/2018 em uma area aproximada de 8,73 milhdes de hectares. E apontada
como potencial para o setor de biocombustivel, devido a grande capacidade de
producdo de etanol e acgucar. Além desses fatores, tem-se buscado aumentar a
eficiéncia, através da geracdo de energia elétrica, permitindo a utilizagdo deste
produto com custo reduzido, além de contribuir com a sustentabilidade do setor
(CONAB, 2019).

No entanto, tém-se verificado que ha uma grande quantidade de residuo nas
plantagcdes de cana (GAMBARATO, 2010). Cuja colheita pode ser feita de forma
manual, ou mecanica. Como o processo manual é dificultado pela falta de mao de
obra e ha proibigdo gradativa do residuo, em que no estado de Sdo Paulo a queima
foi extinta no ano de 2017, tem se investido muito no trabalho mecéanico. Pois além
de ndo ser necessaria a queima prévia, as folhas, bainhas, ponteiros, e quantidades
variaveis de pedagos de colmo, sdo cortados, triturados e langados sobre a
superficie do solo, formando uma cobertura de residuo vegetal denominada palha ou
palhada (Lei n® 11.241, de 19 de setembro de 2002).

Essa cobertura quando se decompde, com acgao fisica, quimica e bioldgica,
reduz a utilizagao de fertilizantes no replantio, além de ser fonte de nutrientes e
matéria orgénica, ou seja, uma forma sustentavel de lidar com a eliminacédo deste
residuo (FORTES, 2010).

De acordo com Costa (2011), ao considerar a crise petrolifera e as mudancgas
no clima causadas pela emissdo de gases do efeito estufa, cria-se um desafio em
produzir energia utiizando as fontes renovaveis, destacando residuos
agroindustriais ou de madeira, compostas especialmente de biomassa
lignoceluldsica. A hidrdlise da lignocelulose tem sido estudada objetivando a
produgdo de bioetanol através da hidrolise enzimatica pelos microrganismos, ou
ainda pela producgao de biogas por digestao anaerdbica. Esta ultima mais vantajosa
que o bioetanol ambientalmente, pois reduz o numero de influéncias negativas no
ambiente, como é o caso das queimadas durante a colheita na lavoura.

Porem ha dificuldades na degradagdo deste, seja em solo ou em
biodigestores, pois a biomassa vegetal € composta basicamente de celulose,
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hemicelulose e lignina (SAINI et al., 2015). Este material pode ser convertido em
glicose por métodos quimicos ou hidrélise enzimatica (MOSIER et al., 2005)
utilizando microrganismos, entre eles, fungos e actinomicetos, por apresentarem um
complexo enzimatico com atividade lignolitica e celulitica, que permitem a
degradagao da biomassa lignoceluldsica. Diante disso, faz-se necessario um pré-
tratamento eficiente que auxilie na quebra destes polissacarideos, em mondémeros
de glicose (DAS et al., 2007; YU et al., 2007).

Ja foram desenvolvidos varios trabalhos que utilizam métodos diversificados
nesta area, Os principais pré-tratamentos realizados para o processo de hidrdlise da
hemicelulose, s&o: fisico, mecanico, fisico-quimico (explosédo de vapor), radiagcado de
microondas, quimicos, alcalino, acido, bioldgico, microbioldégico e microaerdbico
(AMIN et al. 2017). Porém os métodos e os custos empregados ainda continuam
inviaveis. Verificando assim, a necessidade de desenvolver novas tecnologias que
reduzam o custo e aumentam a eficiéncia deste processo, agregando novas
oportunidades para o produtor rural e para a agroindustria.

Custos estes, que podem ser reduzidos utilizando para a degradacao de
residuos lignoceluldsicos, comunidades microbianas, pois é uma abordagem
promissora, por fornecer uma decomposicdo eficiente da biomassa, e
posteriormente convertida em valor agregado ao produto (SILVA 2009).

Embora alguns estudos indiqguem que esses microrganismos produzem
quantidades relativamente baixas de celulases, alguns grupos como o Streptomyces
(actinomicetos) sdo capazes de produzir enzimas termoestaveis. Alani, Anderson e
Moo-Young (2008) conseguiram isolar uma linhagem de Streptomyces produtora de
celulases termoalcalofilicas. Outra linhagem de Streptomyces, a M23, isolada no
Japao, produz um tipo de exoglucanase que apresenta termoestabilidade a 100°C.
Considerando que em um biodigestor a temperatura pode ser superior a 60°C, a
descoberta de novos microrganismos que produzam enzimas com atividade
lignoceluloliticas e termoestaveis é extremamente importante para a decomposi¢ao
da cama de aviario e de outras biomassas que apresentam caracteristicas similares.

Os actinomicetos, em especial o género Streptomyces, degradam moléculas
complexas, como a lignocelulose, celulose, xilana e lignina, que se encontra em
abundancia na biomassa vegetal (HEUER et al., 1997; DING et al., 2004). Esse
processo de degradagéo ocorre devido a capacidade de o microrganismo produzir
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fenol-oxidase, uma enzima que esta envolvida na degradagéo da lignina (CASTRO,
2009).

Desta forme o presente trabalho objetiva um pré-tratamento da lignina e
celulose do residuo da palha da cana-de-agucar, utilizando para este fim,
inoculantes bacterianos do filo actinomicetos, que auxiliam na lise da lignina e
celulose a transformando em compostos mais simples, possibilitando com essa

quebra, a reciclagem da biomassa vegetal.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetiva um pré-tratamento que auxilie na lise da lignina e
celulose, como residuo da palha de cana-de-agucar a transformando em compostos
mais simples, por meio de inoculantes bacterianos do filo actinomiceto, permitindo a

reciclagem da biomassa vegetal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a bioprospecgédo de actinomicetos a partir de material lignocelulésico
em decomposigao, tais como pilhas de compostagem e biodigestores anaerdbios.

o Purificar e caracterizar as colonias de actinomicetos em meios de cultura
seletivos.

e Avaliar in vitro a agao lignocelulolitica dos isolados a partir de meios de cultura
sintéticos e compostos derivados da palha da cana de agucar.

¢ |dentificar bioquimicamente e molecularmente as espécies que apresentarem

maior eficiéncia verificada nos ensaios in vitro.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PALHA DE CANA-DE-ACUCAR COMO RESIDUO ENERGETICO

De acordo com dados do Balango Energético Nacional (BNE, 2018), o Brasil
apresentou uma utilizagdo de 42,9% de energia proveniente de fontes renovaveis no
ano de 2017, destas, 17% sao do bagaco da cana. Além disso, a palha da cana
como residuo posterior a colheita da cana-de-agucar torna-se importante por ter
grande potencial na geragao de produtos com alto valor agregado, em que cerca de
30% da energia total da planta esta neste material, o qual é composto pelas

ponteiras e folhas da planta, conforme apresenta Figura 1 (ALMEIDA, 2008).

Figura 1 Estrutura da biomassa da cana-de-aglicar
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Fonte: Matsuoka et al. ,2010.

A recuperacao dos residuos de cana-de-agucar ocorre devido a agao do setor
canavieiro, da versatilidade produtiva das usinas em transformar a matéria-prima
bruta, subprodutos e também os residuos em produtos comercializaveis. Além disso,
o tratamento como insumo agricola e bioenergético foi motivado principalmente

devido &4 queima da palha como residuo ser prejudicial e causar doengas
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respiratorias (PARAISO e GOUVEIA, 2015) além de prejuizos no efeito estufa
(FIGUEIREDO et al., 2010).

Como subproduto, ou residuo, tém-se verificado que atualmente ha uma
grande quantidade de residuo no canavial. Com isso, os produtores de cana acabam
queimando os residuos deixados apds a colheita, como é o caso da palha, ou o
bagaco, que é deixado apds sua utilizagdo por empresa sucroalcooleira. No entanto,
a queima desta, esta sob eliminagcado gradativa, de acordo com a Lei n° 11.241, de
19 de setembro de 2002. O art. 2° desta Lei nos traz que os plantadores que dispde
como método de pré-colheita a queima da palha, tém o dever de reduzir essa
queima. Desta forma € preciso que sejam tomadas providéncias para a redugéo

desta pratica, como traz a Tabela 1.

Tabela 1 Eliminagao gradativa da palha da cana-de-agtcar

Ano Area mecanizavel onde n3o se pode efetuar Percentagem de
a queima eliminagao da queima
1° ano (2002) 20% da éarea cortada 20% da queima eliminada
5° ano (2006) 30% da area cortada 30% da queima eliminada
10° ano (2011) 50% da area cortada 50% da queima eliminada
15° ano (2016) 80% da area cortada 80% da queima eliminada
20° ano (2021) 100% da area cortada Eliminacao total da queima
Area niao mecanizavel, com declividade Percentagem de
Ano superior a 12% ou menos de 150ha3, _ = :
o . eliminagao da queima
proibido queima
10° ano (2011) 10% da éarea cortada 10% da queima eliminada
15° ano (2016) 20% da area cortada 20% da queima eliminada
20° ano (2021) 30% da area cortada 30% da queima eliminada
25° ano (2026) 50% da area cortada 50% da queima eliminada
30° ano (2031) 100% da area cortada 100% da queima eliminada

Fonte: BRASIL (2002).

Ao ser proibido a queima da palha de cana-de-acucar, a cultura desta, esta
sob cultivo de sistema de colheita de cana crua e mecanizada, funcionando através
da palhada, onde as folhas secas e ponteiras sdo langadas na superficie do solo.
Desta forma, se decompondo com acgao fisica, quimica e biolégica, o que reduz a
utilizacao de fertilizantes. Além disso, € fonte de nutrientes e matéria organica, ou
seja, uma forma sustentavel de lidar com a eliminacdo deste residuo (FORTES,
2010).

O material biolégico mais abundante e renovavel disponivel na Terra é
matéria-prima lignoceluldésica. Composta principalmente de celulose, hemicelulose e
lignina, fortemente associadas entre si. Os métodos de pré-tratamento estao

envolvidos especialmente na cisdo efetiva dessas complexas fragdes interligadas e



15

permitem a acessibilidade de cada componente de forma individual, tornando-se
uma etapa indispensavel em diversas aplicagbes, sobretudo na valorizagdo da
biomassa. No entanto, um grande obstaculo € a remogédo da lignina, altamente
resistente a solubilizacdo e um importante inibidor da hidréolise da celulose e da
hemicelulose (KUMAR e SHARMA, 2017).

Os insumos lignoceluldsicos sao estudados como agucares fermentaveis com
0 objetivo de produzir etanol, por ser um material com grande disponibilidade e de
baixo custo. Dentre essas fontes estao residuos agroindustriais como casca e palha
de arroz, palha de cevada e trigo, forragem de milho e sabugo, destacando, o
bagaco e a palha de cana-de-actcar (MARTIN; KLINKE; TOMSEN, 2007).

No entanto, ha necessidade de um pré-tratamento na palha da cana-de-
acucar possibilitando a conversdo deste material em monOmeros de glicose, e
posteriormente o produto final, como adubo orgénico, produ¢do de biogas e/ou
bioetanol.

Na degradacgao da celulose em glicose, conforme apresentado na Figura 2,
estdo envolvidas trés enzimas principais, a endoglucanase (endo-1,4-B-D-
glucanase), celobiohidrolase (exo-1,4-B-D-glucanase) e [-glicosidase (1,4-B-D-
glicosidase). A acédo da endoglucanase é aleatéria, fragmentando as ligagdes beta
presentes na molécula de celulose. A enzima celobiohidrolase retira as unidades de
celobiose iniciando pelas extremidades da cadeia da celulose. E por fim a enzima (3-

glicosidase lisa celobiose em duas glicoses (LEE et al., 2002).

Figura 2 Acao catalitica do complexo enzimatico sobre a celulose na geragao de glicose
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Fonte: Adaptada de Tébéka et al. (2009).
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3.2 COMPONENTES PRINCIPAIS DA PALHA DE CANA-DE-AGUCAR

A matéria lignocelulésica (lignocelulose) é formada por estruturas fibrosas e
organizada, assim como qualquer célula vegetal, a parede celular da palha de cana-
de-agucar € constituidas principalmente por celulose, hemicelulose e lignina
(SANTOS et al., 2012; LIMA, 2014), conforme Figura 3.

Figura 3 Estrutura da lignocelulose, antes e apés pré-tratamento.

. | e ; .
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Hemicelulose

Fonte: Adaptada de US DOE (2007).

A lignocelulose é um dos principais componentes estruturais das plantas, e
rico em carboidratos. Essa biomassa € dividida em trés grandes partes, em que a
celulose corresponde de 40 a 50% da biomassa da planta, sendo um homopolimero
cristalino de glicose. Outro componente, a hemicelulose, corresponde entre 25 e
35% da biomassa lignocelulésica, sendo um polimero com diferentes pentoses e
hexoses. Outra parte da biomassa lignocelulésica que representa de 25 a 35%, é a
lignina, ligada a celulose e a hemicelulose, compondo barreira fisica, impenetravel,
inferindo resisténcia e protecdo a microrganismos e estresse oxidativo
(DOUGHERTY et al., 2012).

3.2.1 Celulose

A celulose é formada por monémeros de D-glicoses conectados por ligagdes
glicosidicas do tipo B-1,4, como mostra a Figura 4. A conformac&o dos residuos de
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glicose para os adjacentes é de 180°, resultando em uma cadeia molecular que

apresenta estrutura fibrosa e cristalina, resistente a tensdo (LIMA, 2014).

Figura 4 Estrutura quimica da celulose
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Fonte: Lima (2014).

As interagdes fisico-quimicas presente entre as macromoléculas e os grupos
funcionais em sua estrutura, determinam a reatividade da celulose (SANTOS et al.,
2012). As camadas adjacentes da celulose s&o agregadas por de forgas de Van der
Waals, formando assim uma estrutura compacta com capacidade de impedir a
entrada de enzimas, e moléculas menores como a agua. No entanto, as regides
amorfas, cristalinas da celulose, sdo mediadas por regides menos condensadas, ou
seja, os polimeros exibem distancia maior entre eles. Além das regides cristalinas,
as fibras possuem irregularidades, que permitem o acesso de moléculas maiores
que as da agua, como enzimas celuloliticas (ALVES, 2011).

O que mantem as redes cristalinas, fazendo com que a celulose seja muito
resistente a tratamentos, sejam eles quimicos e bioldgicos, sdo as ligagbes de
hidrogénio inter e intramolecular (GAMBARATO, 2010).

A celulose funciona como estrutura das plantas, inferindo protecao osmotica e
resisténcia mecanica a célula. A menor unidade desta estrutura é a celobiose que
apresenta sucessivos residuos de glicose, representando através da degradagéao
desta, uma etapa do ciclo do carbono na biosfera (TURNER et al., 2007).

O que forma a celulose é uma cadeia linear de moléculas de glicose que sao
ligadas entre si. As ligagdes possuem energia livre, e quando quebradas liberam
agucares fermentaveis. No entanto a celulose € protegida para que os predadores
nao a utilizem. Desta forma, a conversdo da celulose em glicose livre e posterior
etanol, ainda é pouco eficiente. Ao permitir um melhor aproveitamento da quebra de
celulose, é possivel a utilizagdo de grande parte da biomassa vegetal que é
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desperdigada, como as encontradas no bagaco e na palha da cana (BUCKERIDGE,
SOUZA e SANTOS, 2010).

3.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose apresenta baixa massa molecular e é um polissacarideo
associado a celulose e a lignina. Além de possuir baixo grau de polimerizagao,
compreende mistura de polimeros de pentoses, formando uma cadeia de agucares.
Destacam-se a D-xilose e a L-arabinose e aparecendo em menor quantidade, as
hexoses D-glicose, D-galactose, D-manose e acidos glucurdnicos (FERREIRA et al.,
2009) ligados entre si por de ligagdes glicosidicas B-1,4 e as vezes por (3-1,3
(ABDEL-HAMID; SOLBIATI; CANN, 2013) conforme Figura 5.

Figura 5 Estrutura quimica da hemicelulose
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Fonte: LIMA (2014).

Depois da celulose, a hemicelulose € o segundo maior constituinte da
lignocelulose, representando 15 a 30% da parede celular da planta. Com estrutura
aleatdria e amorfa, é altamente ramificada, pois € formada por cadeias de acucares
ramificadas. A constituigdo desse polimero depende da planta originaria. Ela difere
da celulose pelo aparecimento de cadeias laterais curtas que sao formadas por
diversos agucares, variando de acordo com a xilose (ABDEL-HAMID, SOLBIATI e
CANN, 2013).

As hemiceluloses encontram-se intercaladas as microfibrilas da celulose,

possibilitando elasticidade do vegetal, além de impedir que se toquem. As
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hemiceluloses ndo sao cristalinas e variam na estruturagcdo e composigao do vegetal
decorrendo de sua fonte natural (FERREIRA et al., 2009).

3.2.3 Lignina

A lignina é localizada nas plantas terrestres, associada a celulose e
hemicelulose, dando a planta rigidez, impermeabilidade, resisténcia a ataques
microbiolégicos e mecanico aos tecidos vegetais (MANSFIELD, MOONEY,
SADDLER, 1999).

A derivagdo da lignina é um polimero de unidades fenilpropandides, como
mostra a Figura 6. Amorfa e insolivel em agua, estruturalmente apresentam nove
atomos de carbono, repetidos irregularmente, proveniente da polimerizagao do
alcool coniferilico, alcool sinapilico e alcool cumarilico, conforme representada na
Figura 7 (SANCHEZ, 2009).

Figura 6 Estrutura quimica da lignina

- , ' 0
T _< >_(|: T
L =
A { 3\ . -
I’_-'i' 0 C\O l—I\“rJI* r. 'OI O
/.- | __.'I
= L@ - e C/\\/
T
C
|
=C
|
C—

Fonte: LIMA (2014).

Figura 7 Precursores basicos na formacgéao de lignina
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3.3 IMPORTANCIA DO PRE-TRATAMENTO PARA A BIOMASSA VEGETAL
COMO RESIDUO

Metade do peso seco dos vegetais € composto por lignocelulose e na maioria
das vezes a utilizagdo desta resulta em grande quantidade de residuo
lignoceluldsico (TURNER et al., 2007). Utilizava-se para este fim a incineragao, que,
no entanto € uma acao que é proibida atualmente de forma gradativa. Uma saida é a
degradagao do material lignoceluldsico.

Tem se investido muito em tecnologias para converter a biomassa
lignocelulésica em acgucares fermentaveis, pois € uma alternativa que vem para
atender a demanda mundial de combustiveis. O problema das tecnologias no
processamento da celulose sdo técnicas e econémicas (ZHENG et al., 2009). No
entanto, esse processo tem sido estudado objetivando a producdo de bioetanol
através da hidrdlise enzimatica pelos microrganismos, ou ainda pela producéo de

biogas por digestdao anaerdbia (COSTA, 2012), conforme mostra Figura 8.
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Figura 8 Representacao da importancia de um pré-tratamento utilizando enzimas degradantes

da biomassa vegetal
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Varios fatores auxiliam no processo de biodigestdo anaerdbia dos residuos
lignoceluldsicos. Como a composi¢ao de residuos, teor de agua, pH, temperatura,
tamanho das particulas, densidade, presenca de nutrientes destacando os que estao
relacionados ao carbono e nitrogénio (MUDAU, 2012).

Para que os microrganismos se desenvolvam, ha a necessidade de fontes
nutritivas como carbono, nitrogénio. Fésforo e potassio, além de outros elementos
traco. Carbono, inicialmente funciona como energia aos microrganismos. Nitrogénio
€ um elemento critico, por ser um dos componentes das proteinas, acidos nucleicos,
aminoacidos, enzimas e coenzimas, sendo obrigatério para o crescimento e
funcionamento das células. Quando o nitrogénio funciona como limitante no
processo de compostagem, este sera lento, e do contrario, quando em excesso, é
perdido como gas aménia (TUOMELLA et al., 2000).

Atualmente as formas de biodegradar os materiais lignocelulésicos podem ser
conduzidas de forma controlada, utilizando fungos e bactérias pré-selecionadas.

Pois a biotecnologia permitiu a descoberta da produgdo de enzimas eficientes na
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degradagdo desses materiais. Sendo esta, uma forma de reciclar os residuos
lignocelulésicos (VILELA, 2013).

Os principais pré-tratamentos realizados para o processo de hidrolise da
hemicelulose, permitindo a obtencdo de uma conversdo enzimatica eficiente, séo:
fisico, mecanico, fisico-quimico (explosdo de vapor), radiagdo de microondas,
quimicos, alcalino, acido, biolégico, microbiolégico e microaerdbico (AMIN et al.
2017).

Os tratamentos fisicos ocorrem através de diferentes tipos de irradiacéo ou
também por ultra-sons, que permitem uma maior acessibilidade aos polimeros
hidrolisaveis da biomassa vegetal (AMIN et al., 2017). Ja o mecanico utiliza
diferentes moinhos para o procedimento, que permite acessibilidade a enzima
(BARAKAT et al., 2014). No fisico-quimico (explosdo de vapor) o material € exposto
ao vapor saturado de alta pressao com temperatura de 160 a 260°C, onde a pressao
€ de 5 a 50 atm por alguns minutos (AGBOR et al., 2011).

O tratamento que utiliza radiacdo de micro-ondas acelera os processos
quimico, fisico e biolégico por conta do calor aplicado e das extensas colisdes
provocadas pelas vibragées de moléculas polares e pelo movimento iénico (AMIN et
al., 2017). Ja nos quimicos sao utilizados principalmente acido cloridrico (HCI), acido
acético (CH3COOH), hidréxido de sédio (NaOH), hidréxido de potassio (KOH),
amoniaco aquoso (NHj3; - H2O), peréxido de hidrogénio (H.0O;) (US e PERENDECI,
2012). Para o tratamento alcalino utiliza-se o hidroxido de sédio e hidréxido de
potassio. Ja o tratamento acido é feito com acido cloridrico e acido sulfurico (SUN e
CHENG, 2005).

A desconstrucao de estruturas na parede celular utilizando microrganismos
e/ou enzimas como catalisadores ¢é utilizada como pré-tratamento bioldgico e ocorre
na primeira fase de hidrélise com outros processos de pré-tratamento (TANJORE e
RICHARD, 2015). Ja& os pré-tratamentos biolégicos utilizam fungos e algumas
bactérias, especialmente actinomicetos (SARITHA, 2012).

E preferivel a utilizagdo de hidrolise enzimatica &s hidrolises quimicas, pois
requerer menos energia, nao apresentam problemas de corroséo, e sua condigao de
acao é em condicdes que vao de um pH de 4,8 a 6,0 e sua temperatura de 45-50°C
(SARKAR et al., 2012).
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3.4 BIOPROSPECGAO DE BACTERIAS

Bioprospecgdo € a busca por novas moléculas com aplicagdes
biotecnolégicas (SHANNON et al., 2012) para extragcdo de compostos com interesse
comercial (SYNNES, 2007). No século XX, essa busca por fungos e bactérias foi
concentrada principalmente na busca de metabdlitos secundarios com valor
medicinal (como a penicilina e lovastatina) ou ainda para enzimas que apresentarem
novas aplicagbes, como enzimas degradadoras de biomassa e termofilos
(SHANNON et al., 2012).

Esta busca continua, pois ha a necessidade de investigar a biodiversidade
visando a producdo de novos metabdlitos. Os microrganismos sao uma fonte
poderosa para o desenvolvimento de novos bio-produtos. Além de que, foi verificado
que os compostos obtidos dos microrganismos, apresentam diversidade quimica
estrutural funcional (SYNNES, 2007).

Muitas bactérias sao tolerantes a condi¢cdes extremas de temperaturas e pH,
apresentando-se como fonte para a busca e isolamento de novas enzimas
celuloliticas (WATANABE TOKUDA, 2010). No entanto, as celulases produzidas em
laboratérios de pesquisa, tem apresentado dificuldades no isolamento dos
microrganismos (KLEIN-MARCUSCHAMER et al., 2012), alguns géneros de
actinomicetos sao raros por apresentarem dificuldade em seu isolamento (JOSE e
JEBAKUMAR, 2013).

No solo €& encontrado um numero de microrganismos que dependem
diretamente de suas condicdes fisicas, quimicas e nutricionais. Em que as bactérias
s30 0s maiores representantes, com contagens entre 10° a 10° por gramas de solo
seco (WHITMAN, COLEMAN e WIEBE, 1998). E isso refere-se somente as bactérias
cultivaveis em laboratorio, pois ha problemas na reproducéao in vitro para a maioria
dos microrganismos, ja que ainda ndo se tem mecanismos que supram as
necessidades nutricionais destes (HARGREAVES, 2008).

3.5 BACTERIAS LIGNOCELULOLITICAS E SUAS ENZIMAS DEGRADANTES DA
BIOMASSA VEGETAL
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Os microrganismos celuloliticos fazem parte de grupos taxonémicos muito
variados e sua maioria € pertencente as bactérias e fungos. Sua ocorréncia € em
biotas com acumulo de residuos de celulose (RODRIGUES, 2006).

Para que os microrganismos produzam celulases é preciso um controle que
ajuste os mecanismos genéticos e bioquimicos. Estes microrganismos tém
desenvolvido um complexo enzimatico com diferentes especificidades, atuando em
regides amorfas ou cristalinas da celulose, ou substratos de cadeias com
comprimentos distintos. Parte desta diversidade é pela necessidade de competicao
com a forma do substrato, pois a celulose é modificada estruturalmente durante o
processo de hidrdlise, exigindo enzimas em diferentes tempos para sua degradagao
(BEGUIN e AUBERT, 1994; BISARIA e GHOSE, 1981).

As bactérias, como actinomicetos tém sido consideradas como eficazes em
gramineas, enquanto os fungos ganharam popularidade como fontes de enzimas de
decomposicdo de paredes celulares de plantas comerciais (fungos de podridao
branca), produzindo multiplas enzimas hidrolisantes degradantes de celulose,
hemicelulose e lignina. Durante o processo, estes microrganismos secretam enzimas
extracelulares como lignina peroxidases e lacases que ajudam a remover uma
quantidade consideravel de lignina da biomassa (SARITHA, 2012).

Outra bactéria que tem sido destaque nos processos biotecnolégicos é
Alcaligenes faecalis, que é estudada na degradagao da lignocelulose através da
quebra das ligagdes B-glicosidicas. Como o que foi encontrado por Han e Srinivasan
(1969), na busca pelo isolamento, purificacdo e caracterizagdo da enzima -

glucosidase, que em bagaco da cana, isolou a bactéria Alcaligenes faecalis.

3.5.1 Actinomiceto

Actinobactéria € uma palavra de derivagéo grega “aktis” (trago) e “mykes”
(fungo) (LECHEVALIER; LECHEVALIER, 1967). Actinomicetos sao procariotos,
Gram-positivos, alguns apresentam morfologia filamentosa e produzem esporos,
outros se apresentam como bacilos alongados. Encontrados em diversos ambientes,
como solo, agua doce e agua do mar, folhas e raizes (PASSARI et al., 2015).

As actinobactérias também sao conhecidas por produzirem filamentos com
formato de micélio, muito parecido com as hifas dos fungos, o que permite a

producdo de esporos, responsaveis pela multiplicacdo. Cada esporo tem a
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possibilidade de germinar e crescer, permitindo a origem de um novo organismo
(VENTURA et al., 2007).

Esses microrganismos contém alta concentragdao de guaninas e citosinas em
seu DNA (ADEGBOYE e BABALOLA, 2013) que faz com que sobrevivam a altas
temperaturas, além de apresentarem propriedades metabdlicas, o que possibilita
habitar diversos ambientes, e também exibem variedade morfologica e fisiologica
(NETT, IKEDA, MOORE; 2009).

A analise molecular é realizada utilizando o sequenciamento do gene 16S
rRNA, pois o gene escolhido permite diferenciar os géneros e também algumas
espécies de procariotos (MADIGAN et al., 2010). Em alguns casos, o gene 16S
rRNA nao apresenta informacéao suficiente para distinguir as espécies de um género,
sendo possivel diferenciar através de sequenciamento multi locos (MLSA) (SAVI et
al., 2016).

Na medicina, agricultura e industria, destacam-se as actinobactérias, por
produzirem novos produtos naturais (STROBEL et al., 2004). Estas bactérias
representam as produtoras de compostos bioativos, sendo o maior grupo de
microrganismos produtores de metabdlitos (BERDY, 2005). Além de sintetizarem
proteinas rapidamente (ALAM et al.,, 2011), produzem compostos como enzimas
extracelulares e antibidticos, com capacidade de degradacdo de compostos
organicos diversificados (VASCONCELLOS et al., 2010). A exemplo das enzimas
produzidas pelos actinomicetos, que auxiliam na degradagdo de matérias organicos
complexos, seja no solo ou em sedimentos, como a protease, celulases, amilase,
gelatinase, lectinase, catalase, quitinase e uréases (GULVE e DESHMUKH, 2012).

Os microrganismos produzem metabdlitos primarios e especializados. Os
primarios atuam na sobrevivéncia e manutengao do microrganismo (NETZKER et al.,
2015). Os metabdlitos secundarios possuem baixo peso molecular, podendo exibir
atividade bioldgica, sua producdo esta relacionada com sua forma de cultivo e
interacao entre espécies (BRAKHAGE, 2013).

Os actinomicetos também apresentam a capacidade de induzir as enzimas
celulases para fora da célula (IBRAHIM e EL-DIWANY, 2007), as quais sao
produzidas enquanto ocorre o crescimento celular em material celulésico. Desta
forma, os microrganismos celuloliticos ao serem introduzidos em biomassa vegetal,

tornam-se ferramenta microbiologica benéfica para a recuperagédo de energia, além
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de sua ampla aplicabilidade em varios processos industriais (BALAMURUGAN,
2011).

3.5.2 Alcaligenes sp.

As bactérias pertencentes ao género Alcaligenes apresentam forma cocoide,
além de flagelos, e sao habitualmente encontradas em solo, agua, estagdes de
tratamento de esgoto e também associadas a plantas, apesar de pouco se conhecer
sobre seus mecanismos de adaptacado e colonizacdo do solo, rizosfera e filosfera
(OBATA et al., 2010; NAKANO et al., 2014). Alcaligenes faecalis é considerada uma
bactéria ndo patogénica, porem oportunista, por causar infecgées, como a de urina
(POLETO, 2014).

As bactérias do género Alcaligenes sp. fazem parte do filo das
proteobactérias, e identificadas como aerdébias Gram-negativas, apesar de alguns
grupos sobreviverem em condigdes anaerobias, e em nitrato ou nitrito. Apresentando
a capacidade de desnitrificar, ou seja, reduzir o nitrato do ambiente para nitrogénio
molecular (LOPEZ et al., 1998; OLIVEIRA, 2012), e além disso, sob determinadas
condigdes ambientais, pode nitrificar de forma heterotréfica e desnitrificar de maneira
aerobia (JOO, HIRAI e SHODA, 2005). Diante disso, ela tem sido estudada em
aplicagdes no tratamento de esgoto (NAKANO et al., 2014).

Uma linhagem de Alcaligenes faecalis foi encontrada atuando na
biorremediagdo, apresentando-se eficiente na degradacéo de fenol (KOEHNTOPP,
1998). Em determinadas condi¢gdes atuam na biodegradacdo de contaminantes
organicos e xenobidticos (KONG et al., 2014). Além de também ter sido descrita com
a capacidade de neutralizar ambientes contaminados com arsénio (PHUNG et al.,
2012), na produgdo de compostos que promovem o crescimento vegetal, e no
biocontrole de patdégenos de plantas (YOKOYAMA et al., 2013).

Algumas espécies de Alcaligenes sp. podem crescer em diferentes fontes de
carbono, além de estarem relacionadas com a biodegradagao de alguns poluentes,
como benzoato e clorobenzoato, policlorados bifenilos, piridina, fenol (BOTT e
KAPLAN, 2002; RONEN e BOLLAG, 1992). Além disso, também apresenta a
capacidade de sintetizar celulose (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).
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3.6 ENZIMAS DEGRADANTES DA BIOMASSA VEGETAL

As enzimas sao consideradas catalisadores biologicos, por apresentar
propriedades que as tornam interessantes para os processos de biotransformacéo.
Na industria se destaca por apresentar alto desempenho catalitico ao comparar com
os catalisadores convencionais (CARVALHO, 2007).

Estes catalizadores s&o encontrados em células de tecidos animais e
vegetais, além dos microrganismos, 0s quais se destacam pela ampla
disponibilidade, custo de producao relativamente baixo, ampla especificidade pelo
substrato, e diversas caracteristicas fisico-quimicas, além de ser mais suscetivel a
manipulacado genética (CARVALHO, 2007).

Apesar de alguns microrganismos produzirem uma quantidade limitada de
enzimas, o que dificulta a aplicagdo industrial, alguns que se destacam por uma alta
producdo. Como os actinomicetos, que sao destaque na producdo de metabdlitos
especializados, pois produzem aproximadamente dois ter¢os do total de antibi6ticos
conhecidos (ADEGBOYE; BABALOLA, 2013). Em torno de 23.000 metabdlitos
secundarios produzidos por microrganismos estdo relatados (MOHSENI et al.,
2013). Dentre estes, os actinomicetos produzem mais de 10.000 e as espécies do
género Streptomyces produzem aproximadamente 7.600 metabdlitos secundarios.

Esses metabdlitos produzidos por actinomicetos sdo muito utilizados na
industria farmacéutica, com acao antibiética, antifungica, antiviral, antiprotozoario, e
imunossupressores (ADEGBOYE; BABALOLA, 2013; SAVI et al., 2015).

No entanto existem também os de interesse para a agroindustria, destacando-
se os degradantes da biomassa vegetal, como as enzimas extracelulares, entre elas,
quitinases, proteases, amilases e celulases (SILVA et al., 2012). Estas enzimas
atuam na mineralizagdo de nutrientes e decomposicdo de moléculas organicas
presentes no solo (GORLACH-LIRA e COUTINHOA, 2007; LIMA et al., 2014).

Apesar de a celulose ser um polissacarideo complexo, com estrutura cristalina
insoluvel (IRFAN et al.,, 2012), a introdugdo de um microrganismo celulolitico é
benéfico para recuperagdo da bioenergia quando atua na degradagado da celulose
(BALAMURUGAN et al., 2011). Diante disso torna-se viavel a introdugdo das
actinocelulases, pois sdo enzimas extracelulares produzidas juntamente com o

processo de crescimento celular em material celulésico (IBRAHIM e EL-DIWANY,



28

2007). Tornando as actinobactérias importantes na industria, por apresentar
aplicabilidade em processos industriais.

A enzima celulase também é definida como um complexo capaz de formar
glicose a partir da hidrdlise da celulose. Sendo assim, sua classificagao é feita de
acordo com o local em que ela atua no substrato celulésico, em que, as
endoglucanases quebram as ligacdes glicosidicas [3-1,4 das fibras celuldsicas; as
exoglucanases atuam na regiao externa da celulose; e as B-glicosidases hidrolisam
celobiohidrolases que sao soluveis em glicose (CASTRO e PEREIRA, 2010). No
entanto, B-glicosidase é limitante da taxa de hidrolise da celulose, pois atua na etapa
final do processo lignocelulésico (SINGHANIA et al., 2017).

Ja as enzimas envolvidas na biodegradacao da lignina sao a lignina
peroxidase, a manganés peroxidase e a lacase, as quais estdo presentes no fungo
da podridao branca, Phanaerochatae chrysosporium, e actinomicetos representando
as bactérias. Essas enzimas possuem grande potencial de aproveitamento para as
industrias de celulose e papel, e também para o tratamento de efluentes dificeis de
serem degradados (BREEN e SINGLETON, 1999).

3.7 APLICAGOES DOS RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS POSTERIORES AO
PRE-TRATAMENTO

Os insumos lignoceluldsicos sao estudados como agucares fermentaveis com
0 objetivo de produzir etanol, por ser um material de grande disponibilidade e baixo
custo (MARTIN; KLINKE; TOMSEN, 2007). Mas esta ndo é a Unica aplicagdo do
residuo posterior ao pré-tratamento, além da geracao de energia, através do etanol
de segunda geracao e o biogas, tem-se também a aplicabilidade em solo como
biofertilizante.

No processo industrial a co-digestdo anaerdbica, composta por substratos
ricos em energia (como € o caso da palha-de-cana) séo utilizados para obtengéo de
carga organica ideal, visando a melhora da viabilidade econdmica (CAVINATO et al.,
2010). Tem-se aplicabilidade do bagago da cana-de-agucar, que € destinado para
co-geracdo de energia elétrica, e ha pouco tempo também a palha, apesar da
necessidade de um pré-tratamento, para a producédo de etanol de segunda geragao
(ROSSETTO et al., 2013).



29

Torta de filtro e vinhaga s&o subprodutos extraidos durante o processo
industrial que utiliza biomassa vegetal, e que apos pré-tratamento adequado, podem
ser empregados como fertilizantes no proprio setor (SCHMIDT FILHO et al., 2016).

Ja o biogas, sendo uma mistura de gases, composto por metano e dioxido de
carbono, principalmente, € obtido por meio de biodegradagdo anaerdbia, feita por
microrganismos, utilizando residuos domésticos, agropecuarios e industriais
(CIBIOGAS, 2010). Sua composigao é basicamente, 60% metano, 35% CO; e 5%
outros gases. E quando ocorre a purificagdo deste, onde boa parte do CO, é
removida, transforma-se o biogas em biometano (CEMPRE, 2016), um dos
principais gases do efeito estufa.

Ao ser aproveitado o biogas e o biometano € possivel substituir os
combustiveis fosseis, 0 que contribui para a reducdo das emissdes de gases de
efeito estufa, além de ser economicamente viavel. Pois este gas pode ser utilizado
na venda da energia elétrica gerada ou comercializada nos créditos de carbono no
Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL), advindo do Protocolo de Quioto
(ICLEI, 2010).

O Brasil apresenta potencialmente a producdo de aproximadamente 78
milhdes de m? diariamente de biogas e biometano de segunda geragdo, em que 56
milhdes de m*® provém dos setores sucroenergético, 15 milhdes de m? de alimentos e
7 milhdes de m? originados do saneamento basico. Este volume representa 73% de
gas natural do pais, ou seja, pode ser um combustivel que faz com que o pais nao
dependa de terceiros, permitindo que a energia seja gerada dentro do pais ou das

préprias industrias, além de ser possivel estocar este combustivel (ABIOGAS, 2017).

4. METODOS E PROCEDIMENTOS

O presente estudo foi realizado nos laboratérios da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos. De forma especifica, nos laboratérios de
microbiologia, biologia molecular e biotecnologia.

Para a prospecgao dos actinomicetos foram utilizadas amostras de
fertilizantes organicos disponibilizados pela empresa Solo Forte da cidade de
Itapejara do Oeste, Parana e palha de cana-de-agucar previamente moida,
disponibilizada por um produtor rural. Das amostras de fertilizantes, foram
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selecionados quatro tipos: in natura, 15 dias de compostagem, 45 dias de
compostagem e o fertilizante in natura com acréscimo de casca de ovo.

As amostras de palha assim que colhidas foram moidas no moinho de facas
tipo Willye Star FT 50, do Laboratério de Biotecnologia da UTFPR Dois Vizinhos,
com granulometria de 10 Mesh.

A partir disso, os microrganismos amostrados, foram isolados dos fertilizantes
organicos, selecionados e caracterizados como descreve 0s procedimentos

representados na Figura 9.

Figura 9 Representagédo Geral dos procedimentos realizados
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41 ISOLAMENTO E SELEGAO DE ACTINOMICETOS COM ATIVIDADE
LIGNOCELULOLITICA

4.1.1 Prospeccao de actinomicetos em biomassa vegetal

Das amostras de fertilizantes disponibilizadas, separadamente foram
homogeneizadas 1 g de cada amostra bruta em 9 mL de solugédo salina (0,85%
NaCl) esterilizada. Essa suspensdo foi diluida em até 10° e aliquotas 1000 uL
espalhadas na superficie dos meios de cultivo comercial seletivo para actinomicetos
(Tabela 2), em que é adicionado 5g de glicerol. O glicerol € um composto organico

1,2,3-propanotriol, com funcdo de alcool, liquido & temperatura ambiente,
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higroscopico e inodoro (QUISPE et al., 2013). E obtido através da saponificagdo de
acidos graxos com hidroxidos de sédio ou potassio, coprodutos na fabricagdo de
biodiesel.

ApOs esse procedimento, as amostras foram incubadas a 25°C e 45°C por 10
dias, conforme mostra a Figura 10. Posteriormente, as amostras que apresentaram
bom crescimento e sem contaminagdo foram armazenados em geladeira para

analises seguintes.

Tabela 2 Concentragdo dos compostos do meio comercial seletivo para actinomiceto

Composto Concentragdo (g L)
Caseinato de sédio 2
Aspargina 0,1

Proprio de sédio 4

Fosfato dipotassico 0,5

Sulfato de magnésio 0,1

Sulfato ferroso 0,001

Agar 15

Glicerol 5

Fonte: autoria prépria (2019)

Figura 10 Isolamento de actinomicetos de amostras de compostagem
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4.1.2 Pré-inéculo em meio sélido contendo palha de cana de agucar

Os microrganismos crescidos em meio seletivo para actinomiceto, foram
avaliados quanto a capacidade de crescimento em meio contendo palha de cana de
agucar formulado em estado bruto. Pesou-se 20 g L™ de palha de cana moida,
adicionou-se a 1000 mL de &gua destilada contendo 20 g L' de agarose e
posteriormente autoclavado por 20 min a 121 atm. Apds preparo do meio, o0s
microrganismos foram inoculados nas placas, utilizando alga bacteriolégica. Essa
etapa € essencial para ativagao metabdlica dos isolados, conforme apresentado na
Figura 11.

Figura 11 Selecao e ativagao celular dos isolados
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Fonte: autoria prépria (2019)

4.1.3 Determinacao in vitro da atividade lignocelulolitica dos actinomicetos
isolados

A atividade lignocelulolitica das bactérias isoladas foi determinada através do
método descrito por Bispo (2010). As linhagens cultivadas em meio contendo palha
de cana foram posteriormente cultivadas em meio seletivo mineral (MM) contendo
1% de carboximetilcelulose (Tabela 3). A amostragem foi de trés para cada isolado

placa, e incubagéo a 25°C e 45°C por 10 dias, conforme Figura 12.
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Tabela 3 Composi¢gdo do meio mineral (MM)

Composto Concentragdo (g L)
NaNO; 1,2
KH,PO, 3,0
K;HPO 6,0
MgSO, 0,2
CaCl, 0,05
ZnS0, 0,001
MnSQO, 0,01
Agar 15,0
Carboximetilcelulose 10,0
Agua destilada 1000 mL

Fonte: autoria prépria (2019)

Figura 12 Procedimento inicial para teste in vitro da atividade lignocelulolitica
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Fonte: autoria propria (2019).

Para determinar as atividades lignoceluloliticas foram retirados discos de
micélio-agar previamente crescidos em meio contendo palha-de-cana (20 g L™)
previamente moidas, mais agar (20 g L'1), com diametros de 5 mm, e posteriormente
foram inoculadas no centro da placa de Petri contendo meio mineral. Incubadas por
10 dias a 25°C e 45°C. Em seguida, as placas que apresentaram melhor
crescimento, foram verificadas quanto a atividade lignocelulolitica em 5 e 10 dias,
através da adigdo de 10 mL de solugdo corante de vermelho congo (2,5 g L™ em
tampao Tris HCI 0,1 M, pH 8), o qual foi mantido em placa por 30 minutos. A solugéo

foi descartada, e a cultura lavada por duas vezes com solucdo de NaCl 0,5 M. O
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indice enzimatico foi verificado através de uma correlacéo direta entre o tamanho do
halo e a capacidade de degradagdo dos microrganismos (IE = Dh/Dc), conforme
Figura 13 (NOGUEIRA e CAVALCANTI, 1996).

Figura 13 Determinagéo in vitro da atividade lignocelulolitica dos isolados
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Fonte: autoria propria (2019).

Diam mento

4.2 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA CELULOLITICA E
LIGNOLITICA DOS ACTINOMICETOS ISOLADOS

4.2.1 Obtencao dos extratos enzimaticos dos actinomicetos

Apos verificagdo da atividade lignocelulolitica em meio mineral, determinando
que a melhor temperatura para o desenvolvimento das bactérias é de 45°C,
considerando que em biodigestores as temperaturas chegam a 60°C, as amostras
foram crescidas novamente em meio solido contento palha de cana moida,

incubadas em estufa a 45°C por 10 dias. Sobre este material, adicionou-se 10 mL de



35

agua destilada, espalhou-se com auxilio de uma alg¢a de Drigalski, e apds transferir 2
mL para o eppendorf, centrifugou-se por 10 minutos a 15000 rpm, e quantificou-se
em espectrofotbmetro a 595 nm (adaptado de BISPO, 2010). Em seguida, aos
microrganismos transferiu-se agua destilada esterilizada, totalizando 100 mL de
in6culo mais agua, o qual foi transferido aos erlenmeyers de 250 mL, que ja continha
5 g de palha-de-cana. Este procedimento foi feito para determinagéo da atividade de
enzimas lignolitica e celulolitica de cada cepa isolada. Este mesmo procedimento foi
feito, sem acréscimo dos microrganismos isolados, para o controle. Por 10 dias
consecutivos, eram retiradas e pesadas em balanca 3 g de amostra (palha
umedecida) de cada tratamento, para a determinagdo enzimatica, conforme Figura
14.
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Figura 14 Procedimento para obtengcao dos extratos enzimaticos

cepas crescidas em meio
contendo palha-de-cana

Espalhar com auxilio de
uma alga de Drigalski

~
D)
{

--t.._.y,

>

£ \ 4
]
10mL de dgua o< Transferir o in6culo
destilada esterilizada ; ’ para o epperndorf

Diluiu-se os microrganismos
em agua destilada esterilizada

Centrifugar por 10
min. a 15000 rpm

"~

)
=D y Quantificagdo de in6culo em
{ espectrofotdmetro a 595nm

—
1mL doinéculo diluido em 100mL de agua

agua completando 100mL destilada esterilizada

Transferiu-se aos
Erlenmeyers contendo
5g de palhadecana

esterilizado
esterilizado

250ml 250ml
—
1mL do inéculo diluido em 100mL de 4dgua
agua completando 100mL destilada esterilizada
Estufaa45°C por
. ° 8
10 dias, com = -9
leituras diarias o o
B 3
B @
o L]
=] =]
10 g
e c
o 250ml 250ml

Fonte: autoria propria (2019)

Cada amostra foi preparada, conforme descrito: a 12 continha palha
esterilizada e o in6culo (um erlenmeyer para cada uma das quatro cepas isoladas)
diluido em agua destilada esterilizada; a 22, palha esterilizada e agua destilada

esterilizada sem in6culo; a 32, palha nao esterilizada e inéculo (um erlenmeyer para
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cada uma das quatro cepas isoladas) diluido em agua destilada e esterilizada; e a 42
repeticdo, palha ndo esterilizada e agua destilada esterilizada sem indculo, todos
completando para 100 mL de agua, conforme Quadro1. O objetivo de utilizar
amostras com substrato esterilizado e n&o esterilizado é a verificagdo da
necessidade ou ndo de se esterilizar esse material antes de inocular os isolados, se

isto ira alterar ou ndo os resultados finais.

Quadro 1 Amostragens selecionadas para quantificagao lignocelulolitica

SUBSTRATO CEPAS
Palha-de-cana Esterilizada IN 45 CO
Palha-de-cana Esterilizada Sem inéculo
Palha-de-cana nao esterilizada IN 45 CO
Palha-de-cana nao esterilizada Sem inéculo

Legenda: IN: compostagem in natura; 45: 45 dias de compostagem; CO: Compostagem com

acréscimo de casca de ovo.

Apos incubacgéo a 45°C, fez-se a determinagéo da atividade enzimatica a cada
24 horas. Em que foi acrescentado 25 mL de agua destilada no tubo falcon, que
continha 3 g da amostra (palha umedecida, com e sem indculo) agitou-se por 1
minuto e filtrou a palha-de-cana, em seguida, foi mensurado o pH do filtrado, e
centrifugado a 15000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante separado para os testes

seguintes, conforme Figura 15.
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Figura 15 Preparo do extrato enzimatico para analises seguintes
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Fonte: autoria prépria (2019).

4.2.2 Determinacgao da atividade de enzimas celuloliticas

As enzimas celuloliticas foram determinadas conforme Ghose (1987) em que
a atividade é medida em termos de unidades de papel de filtro por milimetro da
solugdo enzimatica inicial, com incubacdo de 1 hora a 50°C. A avaliacdo de
substancias redutoras foi verifica da através da adigdo do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). O qual foi preparado uma solugédo com 25 mg de acido 3,5-dinitrosalicilico,
75 g de tartarato de sodio e potassio em 50 mL de NaOH 2 M e agua destilada até
volume de 250 mL. Adicionou-se uma aliquota de 500 yL da amostra com volume
igual ao do reagente acido 3,5-dinitrosalicilico em microtubos e fervido por 5 minutos
em banho-maria. Posterior ao resfriamento fez-se leitura em espectrofotbmetro a
575 nm.

Em um tubo de ensaio, adicionou-se 50 mg de papel filtro; 4 mL de tampao

citrato de sodio 0,05 M e 1 mL do sobrenadante das amostras. A incubacdo do
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material foi a 50°C por 1h. Apos esse periodo, foi acrescentado 3 mL do reagente
acido 3,5-dinitrosalicilico bloqueando a reagdo. Em seguida, as amostras foram
fervidas por 5 min. e apds, adicionadas em gelo. Seguido do resfriamento
completou-se para 15 mL com agua destilada e fez-se leitura em espectrofotdmetro

com absorbancia de 540 nm, conforme Figura 16.

Figura 16 Analise quantitativa da enzima celulolitica
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[Ad%cionar dguadestilada ] h !%

atévolumede 15mL

Banho degelo
por 5 min.

Leituraem
espectrofotdmetro
com abs 540nm

Fervuraem banho-
maria por 5 min.

Fonte: autoria propria (2019).

Os tubos padrées foram incubados em solugao de 1 mL de glicose com
adicao de 4 mL de tampao. Com a utilizagdo de uma curva de calibragao realizada
com glicose, foi determinada a concentragdo de glicose liberada em cada reacgéo
enzimatica. De acordo com Ghose (1987), em uma unidade de agao enzimatica é
liberado 1 pmol de agucar redutor por mL de caldo por minuto (U= pmol mL™" min.™).
Os resultados da agdo enzimatica sd3o expresso em U mL". Foi determinada a
concentragdo conforme apresentado na Tabela 5 e absorbéancia obtida na leitura da

curva de glicose (Grafico 1), utilizada posteriormente no teste de celulose.
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Tabela 4 Curva padrao de glicose

Concentragido (mg mL™) Absorbancia (nm)

1,0 0,185
0,9 0,159
0,8 0,135
0,7 0,111
0,6 0,089
0,5 0,065
0,4 0,040
0,3 0,020
0,2 0,001

Grafico 1 Curva Padrao de Glicose

0,20 -
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0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,10 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0,00

N

ABSORBANCIA

y =0,2172x - 0,0389
R2? = 10,9875

0 0,5 1 1,5
CONCENTRACAO mg mL"!

4.2.3 Determinacao da atividade de enzimas lignoliticas

Para determinar a atividade de enzimas lignoliticas fez-se testes com a
enzima Lacase, descrita por Szklarzet et al. (1984).

O teste de Lacase é mensurado através da utilizagdo de siringaldazina como
substrato enzimatico. Para este, utilizou-se 0,6 mL do sobrenadante das amostras
de actinomicetos; 0,1mL de tampao citrato-fosfato a 0,05 M e pH 5; 0,1 mL de agua
destilada e 0,1 mL de siringaldazina a 0,1%. A siringaldazina é oxidada até quinona,
sendo monitorada por 10 minutos a 525 nm, conforme Figura 17, e a sua atividade &

expressa em Ul L™ (unidade internacional/litro, sendo Ul = pmol™ min.™).



41

Figura 17 Analise quantitativa da enzima lignolitica

0,6 mL do sobrenadante

0,1 mL de tampdo citrato-fosfato 0,05 M pH 5
0,1 mL de dgua destilada

0,1 mL de siringaldazina a 0,1%

siringaldazina € oxidada até quinona, com
monitoramento por 10 min. a 525nm

Fonte: autoria propria (2019).
A agao enzimatica é calculada atraves da equacgao:

Enzima Ul/L = A Abs x 10°
EXRXxT
Em que: A Abs: Absorbancia final — Absorbancia inicial, €: coeficiente de
extincdo da enzima, dependente do comprimento de onda em que é lida
(siringaldazina: 525nm= 65000 L/M.cm), R: volume, em mL, do sobrenadante

utilizado na reacao; T: tempo de reacao.

4.3 IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA DE ACTINOMICETOS

Os isolados obtidos em meio seletivo para actinomicetos foram examinados
quanto sua morfologia celular utilizando a técnica de coloragdo de Gram. E uma
técnica que permite diferenciar as bactérias Gram-positivas das Gram-negativas,
onde o esfregago é tratado com reagentes na seguinte ordem: primeiramente é
acrescentado uma gota da suspens&o contendo os microrganismos selecionados em
uma lamina, apds fixagdo em chama, acrescenta-se uma gota do corante purpura
cristal violeta; apés um minuto a lamina é lavada com agua corrente e acrescentado
uma gota de solugdo de iodo (substéncia que permite a fixagdo do corante no
interior das células), apés um minuto de reagao, a lamina é novamente lavada com

agua corrente, e posteriormente com alcool-cetona (que ird remover o corante de
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algumas das células); por ultimo, é acrescentado uma gota do corante vermelho,
safranina ou fucsina fenicada, ap6s um minuto de reacdo, a lamina € finalmente
lavada com agua corrente e posta sobre o esfregagco uma laminula para posterior
visualizagdo em microscopio (PELCZAR, 1997, p. 91), conforme apresentado na

Figura 18.

Figura 18 Preparo de coloragado de Gram

Uma a duas gotas %
do isolado \ \

‘ Corante cristal violeta Solugéo de iodo Lavagem com alcool Corante vermelhosafranina

[ ] . 1 minuto ‘ 1 minuto 1 minuto .
l ® ® ®
Fixacdo em chama ’ 1 e
] e
_'_ i B microscépio

- Ll

Visualizagdo em

Fonte: autoria prépria (2019).

Como as actinobactérias sdao Gram-positivas, a coloragdo desejada é o
violeta-escuro, pois bactérias Gram-positivas retém o corante cristal violeta. Esta
coloragao sera visualizada em microscopio, € 0s microrganismos que apresentarem
a coloracdo violeta-escura serdo selecionados para analise molecular, para
confirmacéao de actinobactérias (PELCZAR, 1997).

4.4 IDENTIFICAGAO MOLECULAR DAS CEPAS DE ACTINOMICETO

Para identificacdo molecular dos actinomicetos, cultivou-se uma placa
contendo a cepa em meio de cultura especifico para actinomiceto. Apds obter o
crescimento da cepa realizou-se a extragdo do DNA gendmico utilizando o kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega) segundo as recomendagdes do
fabricante. Apds obtencdo do DNA gendmico realizou-se a quantificacdo do mesmo
em gel de agarose 1%, revelado através do aparelho transluminador UV, para
verificar a qualidade do material.

Para a amplificagdo do DNA gendmico, realizou-se uma reagao em cadeia da

Polimerase (PCR) utilizando a regiao génica, especifica ACTINO para a amostra in
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natura, através do:s oligonucleotideos S-C-Act-0235-a-S-20 (5)
CGCGGCCTATCAGCTTGTTG (3) e S-C-Act-0878-a-A-19 (5)
CCGTACTCCCCAGGC-9+GGGG (3’), ja para as demais amostras, devido a
dificuldade na realizagdo do PCR, devido ao fato de que elas ndo pertencem ao
grupo dos actinomicetos, optou-se pela utilizagdo da regido génica especifica
16Spois o permite diferenciar os géneros e também algumas espécies de
procariotos (MADIGAN et al., 2010), através dos oligoucleotideos 1541r (5’)
AAGGAGGTGATCCAGCC e 634r (3') GAGTTTGATCCTGGCTACG. Um mix para a
reacdo de PCR foi feito contendo a solugédo de tampéo buffer 10x (2,5pl), mg+
(1,5ul), dNTPsmix (2,5ul), primers (1ul), Tag (0,4ul), DNA (1ul), agua (15,1ul)
completando um volume final 25 pl.

As condigbes usadas na reagao foram de 98°C por 3 minutos; 40 ciclos de
98°C por 30 segundos; 68°C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto e temperatura final de
72°C por 15 minutos para a cepa da amostra in natura. Para as demais amostras,
utilizaram-se as condigdes de reagao, 94°C por 3 minutos; 39 ciclos de 94°C por 30
segundos; 55°C por 1 minuto; 72°C por 3 minutos, com extensao final de 72°C por
10 minutos, e os produtos do PCR foram purificados e sequenciados.

As amostras foram sequenciadas utilizando o aparelho AB13730 com
corridas em capilares utilizando polimero POP7. E para visualizar os resultados das
sequéncias nucleotidicas que foram obtidas foi através da utilizacdo do software
BigDye® Terminator v3.1. As analises filogenéticas utilizadas possuem varias
sequéncias disponibilizadas pelo banco de dados do GenBank do NCBI
(www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank). = Comparou-se com as sequéncias ja
disponibilizadas no GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn, a qual mostra a
porcentagem de similaridade dos isolados.

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As anadlises de Microscopia Eletronica de Varredura foram realizadas na central
de analises da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana - Campus Pato Branco
(UTFPR/PB). As amostras selecionadas foram as mesmas para quantificacao
lignocelulolitica (Quadro 1) apos 30 dias em estufa a 45°C.

Aproximadamente 5 g de cada amostra foi congelada para posterior liofilizagao,
objetivando a retirada do liquido presente nos tratamentos, por 3 (trés) dias no
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Liofilizador L108, do Laboratorio de Analise de alimentos da Universidade
Tecnolégica Federal do Parana — Campus Dois Vizinhos (UTFPR/DV). Em seguida,
obteve-se micrografias em um microscépio eletrénico de varredura marca HITACHI
TM3000, operando com tensdao de aceleragao variavel (5kV e 15 kV), com
capacidade de aumento de 30 a 1000 vezes. As imagens obtidas foram registradas
em arquivo digital. As micrografias permitiram visualizar a superficie da palha de
cana-de-agucar depois de ocorrido o pré-tratamento com o0s microrganismos

isolados.

5. RESULTADOS

51 ISOLAMENTO E SELECAO DE ACTINOMICETOS COM ATIVIDADE
LIGNOCELULOLITICA

No total, 3 (trés) cepas foram isoladas das amostras: in natura, 45 dias de
compostagem e compostagem com acréscimo de casca de ovo. Estas linhagens
indicaram bom crescimento inicial em meio seletivo para actinomiceto, conforme
Quadro 2. Desta forma, posteriormente foram verificadas quanto ao crescimento em

meio contendo somente palha como substrato, importante para ativacdo das cepas.

Quadro 2 Isolamento e selegdo das cepas

In Nra

45 dias de compostagem  Acréscimo de casca de ovo

Na determinagdo in vitro da atividade lignocelulolitica dos actinomicetos

isolados, também indicaram bom crescimento, sendo verificado através das medidas
do halo de acdo enzimatica. Em que a zona mais clara em torno das coldnias,

corresponde ao halo indicador da agdo enzimatica, ou seja, degradagao da celulose
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presente no meio. Esta acdo esta representada no Quadro 3, em que apoés

acréscimo do corante vermelho congo revelou a agao enzimatica.

Quadro 3 Resultado da agédo enzimatica dos isolados

Inéculo in natura Inéculo 45 dias de Inéculo compostagem
compostagem com acréscimo de casca
de ovo

Por meio das medidas de crescimento do organismo e de agdo enzimatica,
representadas na Tabela 5, foi possivel verificar que as cepas isoladas
apresentaram bom resultado para a enzima celulolitica. Também foi verificado que
ao comparar as diferentes temperaturas de crescimento dos isolados, as cepas se
desenvolveram melhor & 45°C, apresentando assim uma melhor agédo enzimatica.
De acordo com Tuomella et al. (2000), a temperatura 6tima para os fungos
termofilicos é de 40 a 50 ° C, apresentando-se também como temperatura ideal para
a degradacéo de lignina. Além de que a hidrdlise enzimatica age em condi¢des que
vao de um pH de 4,8 a 6,0 e temperatura ideal de 45-50°C (SARKAR et al., 2012).

Sendo a analise da atividade enzimatica uma propriedade microbiologica da
qualidade do solo (CARNEIRO et al., 2008).

Tabela 5 indice enzimatico dos isolados em milimetros

T. Cepa Diametro de Halo de IE Diametro de Halo de IE
crescimento agao crescimento acao
enzimatica enzimatica
25°C IN 26,2 1,1 23,8 442 53 8,3
45 19,2 1,4 13,7 40,6 2,1 16,2
CO 55 0,8 6,8 12,3 1 12,3
45°C IN 37,2 7.4 5,02 44 .4 15,4 2,8
45 24,6 2,2 11,1 60 4,5 13,3
CO 7,6 1,2 6,3 18,7 1,6 11,7
5 dias de crescimento 10 dias de crescimento

Legenda: T: temperatura; |IE: indice enzimatico; IN: amostra da compostagem in natura; 45: amostra
com 45 dias de compostagem; CO: amostra de compostagem com acréscimo de casca de ovo.
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Fungaro e Maccheroni (2002) sugerem que o indice enzimatico € indicativo de
excrecdo enzimatica quando for maior do que 1,0 mm, assim como foi encontrado
neste trabalho, em que as cepas apresentaram um |E superior a 1,0 mm.

Assim como Silva, Martins e Martins (2015), que obtiveram resultados da
acao enzimatica em 21 cepas de actinobactérias isoladas do solo no Parque
Nacional de Ubajara, no Estado do Ceard, destacando o indice enzimatico de uma
cepa que apresentou o valor de 6,90 mm, e 36% das demais apresentaram um
resultado de IE (indice enzimatico) superior a dois milimetros.

Ja Bispo (2010) ao avaliar 80 cepas de actinobactérias, de uma regidao da
Caatinga, encontrou atividade celulolitica em 33% dos isolados, em que uma cepa
se destacou por apresentar um halo de ac&do enzimatica de 3,2 cm.

Bomba, Cotta e Marriel (2018), ao avaliar a atividade enzimatica, observou
em actinomicetos um indice enzimatico (IE) maior que 2,0 em 92,3 % das cepas
avaliadas para producdo de celulase, demonstrando o alto potencial dos
actinomicetos para prospecgao em processos biotecnoldgicos.

Ja Rodrigues (2006), ao isolar 195 actinomicetos, verificou in vitro a atividade
celulolitica, em que 178 (91%) isolados apresentaram crescimento em meio minimo
com 0,5% de carboximetilcelulose. Os géneros isolados que se destacaram sao
Terrabacter (100%), Nocardia (85%), Nocardiopsis (50%) e Streptomyces (93%).

Mergel (2014), ao verificar halos de hidrdlise de 42 linhagens de
actinomicetos, constatou que a maioria das cepas apresentaram bom desempenho
em testes em meio solido contendo CMC (carboximetilcelulose), concluindo que os
actinomicetos sdo bons produtores de enzimas celuloliticas, e hemiceluloliticas,
assim como encontrado neste trabalho, em que em meio contendo
carboximetilcelulose, os isolados apresentaram halos de hidrolise que indicam boa

acao enzimatica.

5.2 IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA DE ACTINOMICETOS

Com esta etapa foi possivel verificar que a bactéria isolada do tratamento in
natura (a) € Gram-positiva, pois apresentou uma parede celular com coloragéo
violeta e forma de bacilo alongado. Ja os tratamentos 45 dias de compostagem (b) e

compostagem com acréscimo de casca de ovo (c), apresentaram coloragao
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vermelha, constatando que sdo Gram-negativas, além de forma cocdide. O teste de

coloracao de Gram é apresentado no Quadro 4.

Quadro 4 Resultado do teste de Coloragao de Gram nos isolados

Compostagem in natura 45 dias de compostagem Acréscimo de casca de
ovo

# \

5.3 IDENTIFICAGAO MOLECULAR DAS CEPAS DE ACTINOMICETO

A sequéncia obtida utilizando os primers ACTINO foi do inéculo in natura,
constatando 96% de significancia com a sequéncia “EU532511.1”, de acordo com o

banco de dados do GenBank do NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank), que foi

utilizado na montagem da arvore filogenética (Figura 19) a qual apresenta a
similaridade do isolado com actinobactéria. Este banco de dados é aplicado na
comparacao do DNA de organismos, utilizando a ferramenta BLASTn, que apresenta
a porcentagem de similaridade dos isolados em relagdo as sequéncias ja

disponibilizadas no GenBank.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
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Figura 19 analise do sequénciamento do indculo obtido do biofertilizante in natura.

@lcl|Query 112625
"Uncultured bacterium clone S6-69 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacterium MS-AsIII-67 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

‘ high GC Gram+ and bacteria | 50 leaves

luMicrobacterium kyungheense strain K8A¢M1Y005 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Microbacterium sp. strain KEAcM1Y004 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

4Mhigh GC Gram+ | 4 leaves

‘h1gh GC Gram+ and b-proteobacteria | 12 leaves

@ Microbacterium sp. strain BPSCV59 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

& 'Microbacterium sp. GIC27y 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Unculiured bacterium gene for 168 rRNA, partial sequence, clone: cIK2 5c¢

LAY | * ‘high GC Gram+ and bacteria | 26 leaves

*Uncultured actinobacterium clone HI10SS67 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Na arvore filogenética, destacado em amarelo, esta representado o
sequenciamento desejado. Nas representagbes a baixo, estdo os microrganismos
com sequencias parciais com 96% de significancia ao comparados com a sequéncia
obtida. Podendo assim verificar que o sequenciamento do microrganismo tem 96%
de possibilidade de pertencer as actinobactéria (acesso EU532511.1), bactéria
(acesso JF177308.1, JF215590.1) ou microbactérias que sdo gram-positivas (acesso
MH394203.1, MF666752.1, MG016448.1, MF767916.1).

Tuomella et al. (2000) apresentaram como géneros predominantes,
encontrados em material em decomposicdo, Micromonospora, Nocardia,
Sccharomonospora, Saccharopolyspora, Streptomyces, Thermoactinomyces e
Thermomonospora.

Charousova et al. (2017) nos apresentaram que os actinomicetos, como
Streptomyces scabrisporus, Streptomyces sparsogenes, Streptomyces misakiensis,
Streptomyces cirratus, Streptomyces lincolnensis, Streptomyces endophyticus,
Streptomyces chartreusis e Streptomyces alboniger, mostrou um amplo espectro de
atividades enzimaticas, além de servirem como produtores de antibidticos e de
enzimas.

De acordo com Tuncer et al, (2004), os géneros dos actinomicetos com boa
atividade celulolitica sa&o Microbispora, Streptomyces, Thermoactinomyces e
Thermomonospora, e também os mesofilicos e termofilicos. Destacando as
celulases produzidas por Streptomyces sp. por apresentar uma 6tima atividade em
temperaturas de 50°C a 55°C, além de apresentarem estabilidade em ampla faixa de
pH (LI et al., 1998).
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Ja para os isolados dos tratamentos com 45 dias de compostagem e com
acréscimo de casca de ovo, utilizando o primer 16S, constatando que, os isolados
com 45 dias de compostagem e com acréscimo de casca de ovo, ambos, com 95%
de similaridade, de acordo com o GenBank, sdo pertencentes ao grupo Alcaligenes,
possivelmente sao Alcaligenes faecalis, conforme apresentado nas arvores

filogenéticas construidas, nas Figuras 20 e 21.

Figura 20 Arvore filogenética da cepa do tratamento com 45 dias de compostagem

@lel|Query_40675
Alcaligenes faecalis strain AN70 chromosome, complete genome

~}:J-b-prmeohameria and a-proteobacteria | 4 leaves

Uncultured bacterium clone B171 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
wAlcaligenes faecalis strain Fal.3 1685 ribosomal RNA gene, partial sequence
Alecaligenes sp. 1S-17 168 ribosomal RNA gene, complete sequence
@ Uncultured bacterium clone Winter_MachineA_3d02 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

a‘hacteria and b-proteobacteria | 79 leaves

] Uncultured bacterium clone Summer MachineA&B_HEPAoff 2f02 168 ribosomal RNA gene, ..

® @ Uncultured bacterium clone Summer_MachineA&B_HEPAon_3g07 168 ribosomal RNA gene, part

Uncultured bacterium clone Winter MachineB_HEPAoff 2d05 168 ribosomal RNA gene, partial s
0.005 | Uncultured bacterium clone Summer MachineA&B_HEPAon_4b05 16S ribosomal RNA gene, part...

b-proteobacteria | 8 leaves

Na arvore filogenética, em amarelo esta representado o sequenciamento
selecionado para analise, os demais sdo 0s microrganismos que apresentam
sequencias parciais com 95% de significancia com a sequéncia obtida. Desta forma,
o isolado do tratamento com 45 dias de compostagem tem 95% de probabilidade de
pertencer a Alcaligenes faecalis (total de CP036294.1) (parcial de KU860464.1).

Figura 21 Arvore filogenética da cepa do tratamento com acréscimo de casca de ovo

Qunknown
Alcaligenes faecalis strain DEP8 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Alcaligenes faecalis strain Bl 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

b-proteobacteria | 9 leaves
%]
ol bacteria and b-proteobacteria | 12 leaves

o Alcaligenes faccalis strain CM91 168 ribosomal RNA gene. partial sequence
b-proteobacteria | 3 leaves

Alcaligenes faccalis subsp. faccalis strain SY1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

& Alcaligenes faccalis strain TG4.48 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

o ‘Multip]e organisms | 68 leaves
(]

Alcaligenes faecalis strain E3CS1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

0.005 ]
I—| Aleahigenes sp. BAB-5500 168 ribosomal RNA gene. partial sequence

Alecaligenes faccalis stram P156, complete genome
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Na arvore filogenética, em amarelo esta representado o sequenciamento
selecionado para analise, os demais sdo 0s microrganismos que apresentam
sequéncias parciais com 96% de significancia com a sequéncia obtida. Desta forma,
o isolado do tratamento com acréscimo de casca de ovo, tem 96% de possibilidade
de pertencer a Alcaligenes sp. (acessoKT316401.1), Alcaligenes faecalis (acesso
KP761416.1, KC172062.1).

Cassman et al. (2018) ao caracterizarem os componentes microbianos da
vinhagca como residuo de uma industria de etanol e acgucar, encontrou 6 (seis)
principais géneros bacterianos, dentre eles: Lactobacillus, Megasphaera e
Mitsuokella (filo Firmicutes, 35-97% das amostras lidas); Arcobacter e Alcaligenes
(filo Proteobacteria, 0-40%); Dysgonomonas (Filo Bacteroidetes, 0-53%); e
Bifidobacterium (filo Actinobacteria, 0-18%).

Os resultados encontrados por Lima (2014) constataram que os organismos
apresentam similaridade com as sequencias do filo Proteobacteria (92% dos
identificados), Firmicutes (4,2%) e Actinobactérias, Streptophyla e Cynobacterias, os
mais abundantes.

Viana (2016) ao isolar bactérias associadas a bromélias de cangas, retirando
amostras da raiz, e utilizando para o sequenciamento o gene 16S, que mostrou
maior representatividade para o género Bacillus (54%), seguido por Alcaligenes,
Lysinibacilus e Paenibacillus.

Diante do objetivo do trabalho e dos resultados obtidos, tem-se a necessidade
de explicar o crescimento da bactéria Alcaligenes faecalis, em meio seletivo para
actinomiceto, e apesar de ser apresentada como Gram-negativa, optou-se por fazer
0 sequenciamento, diante do bom resultado obtido no decorrer das analises.

O crescimento inicial da Alcaligenes sp. no isolamento é explicado através da
presenga de glicerol no meio seletivo para actinomiceto, pois estas bactérias
apresentam bom crescimento e desenvolvimento em meio contendo glicerol. Alguns
estudos apontam o glicerol como nutritivo (como fésforo, enxofre, magnésio, calcio,
nitrogénio e sédio), em sua forma bruta, podendo ser utilizado pelos microrganismos
para seu crescimento em fermentagdes (SABARATMAN e ALI HASSAN, 2012).
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5.4 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DOS ISOLADOS

Antes da determinagao das atividades celuloliticas e lignoliticas, foi verificado

o pH das amostras no decorrer dos dias analisados, conforme Tabela 7.

Tabela 6 Determinagao diaria do pH dos tratamentos

Amostras dia1 dia2 dia3 dia4 dia5 dia6 dia7 dia8 dia9 dia10
CONTROLE 8,50 8,80 8,60 8,07 870 8,70 8,90 8,60 8,30 8,40

= in natura 790 8,70 8,60 7,50 6,70 8,50 8,60 8,00 7,40 7,30
i 45 dias 810 8,80 8,80 7,80 7,80 9,00 880 9,00 870 8,70

CO 7,90 890 9,00 860 850 840 9,00 9,30 8,60 8,90
= CONTROLE 8,70 9,00 890 7,10 6,20 840 8,50 8,00 7,00 6,80
% in natura 8,10 9,10 8,80 6,00 5,80 6,00 5,80 6,20 6,20 6,60
zg 45 dias 7,50 9,00 890 7,50 6,70 6,20 5,80 590 6,80 7,30
< CO 7,50 9,00 8,80 7,30 590 6,80 6,00 9,40 8,70 8,60

Confiabilidade 95% 92% 89% 93% 93% 93% 94% 89% 93% 95%

Agua destilada 9,00 9,50 8,20 9,50 9,00 8,20 8,20 9,30 7,70 7,30

Legenda: Controle: palha de cana sem inéculo; IN: amostra de compostagem in natura; 45: amostra
de 45 dias de compostagem; CO: amostra de compostagem com acréscimo de casca de ovo; Estéril:
palha de cana esterilizada; N&o estéril: palha de cana nao esterilizada; Confiabilidade: refere-se a
calibragdo do peagametro; Agua destilada: a qual foi utilizada para a diluigdo das amostras e
posterior leitura do pH.

Através das medidas de pH, foi observado que no decorrer dos dia, no geral
todos os caldos enzimaticos, dos trés diferentes tratamentos, manteve-se acima de
5,8 e a baixo de 9,4. Apresentando maior estabilidade do 1° ao 3° dia, com queda
em todas as amostras no 4° dia de analise, e oscilagao nos dias seguintes.

Os actinomicetos, no processo de degradacao, utilizam primeiramente fontes
de carbono de facil degradagcdo como mossacarideos, amido e lipideos, e a
presencga de acidos organicos resultantes, faz com que o pH diminua. Em seguida,
degradam moléculas maiores, como as proteinas, liberando amoénio e
consequentemente, aumentando o pH do meio, e por ultimo, degradam celulose,
hemicelulose e lignina (TUOMELLA et al., 2000).

Segundo McCarthy e Willians (1992), os actinomicetos sao favorecidos em pH
neutro a alcalino. Em processo de compostagem, o pH pode chegar a 4,8, devido a
fermentacao dos residuos, mas no decorrer do processo, pode chegar a 9,0, devido
a amonificagdo dos compostos nitrogenados presente (JANG et al., 2002).

O processo de amonificacdo, conhecido também por mineralizagcdo de

nitrogénio, é a conversdo do nitrogénio organico a amonio (NH,") e/ou aménia (NO3”
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), 0 qual ocorre através da degradacé&o enzimatica dos compostos organicos, pelos
microrganismos presente no solo, (CANTARELLA, 2007).

Vilella (2013) ao analisar a atividade celulolitica do género Streptomyces,
verificou a influéncia do pH (indo de 3,0 a 10,0), e da temperatura (40 a 80°C)
constatando que a atividade foi maior quando em pH 4,5 e temperatura de 50°C e a
atividade da enzima B-glicosidase em pH 4,5 na temperatura de 65°C.

Silva e Gouveia (2008) ao analisarem a produgdo de endoglucanases por
Streptomyces spp., em bagago de agucar de cana verificou um pH étimo de
produgcao em 4,8, variando de 4,0 a 8,0.

Bispo (2010), ao verificar a atividade celulasica de Streptomyces sp. em
bagaco de cana (fonte de carbono) e milhocina (fonte de nitrogénio), verificou um pH
otimo de producgao de 4,0, variando de 2,0 a 9,0.

Outros microrganismos também apresentam atuagdo enzimatica em uma
faixa de pH ampla, assim como as enzimas de Alcaligenes sp., que apresentam
faixa de pH entre 5,8 e 9,4, como apresentado nas leituras diarias deste trabalho.
Peng et al.,, (2010), com um sistema microbiano, o qual a Alcaligenes estava
presente, encontraram um pH 6timo de 6,0, para a enzima xilanase, sendo sua
atividade vista em uma ampla faixa de pH, de 3,0 a 10,0.

Han e Srinivasan (1969) em sua pesquisa, objetivando isolamento, purificagao
e caracterizagao da enzima B-glucosidase, isolaram do bagacgo da cana, a bactéria
Alcaligenes faecalis. Essa enzima apresentou ampla faixa de pH, com atividade
6tima entre 6,0 e 7,0, sendo estavel em pH 6,5 a 7,8 a 30°C, e destruida a
temperaturas acima de 55°C. E ao ser testado em celobiose, apresentou uma
atividade 6tima de 11,18 U g™

5.5 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS CELULOLITICAS

A conversao de celulose em glicose esta representado na Tabela 8.
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Tabela 7 Leitura diaria da agdao da enzima celulolitica dos isolados em absorbancia

AMOSTRAS dia1 dia2 dia3 dia4 dia5 dia6 dia7 dia8 dia9 dia10

Controle 0,209 0,225 0,225 0,216 0,209 0,211 0,223 0,219 0,224 0,216
— Innatura 0,204 0,213 0,228 0,214 0,220 0,223 0,230 0,232 0,237 0,225
‘g 45 dias 0,193 0,216 0,224 0,218 0,210 0,223 0,211 0,201 0,209 0,214
W co 0,198 0,203 0,207 0,213 0,228 0,214 0,215 0,220 0,230 0,217
= Controle 0,196 0,221 0,220 0,215 0,212 0,213 0,225 0,212 0,217 0,221
% in natura 0,198 0,214 0,225 0,230 0,211 0,218 0,233 0,212 0,220 0,227
S 45 dias 0,217 0,212 0,223 0,205 0,215 0,217 0,225 0,208 0,213 0,208
< co 0,210 0,212 0,230 0,217 0,220 0,212 0,229 0,209 0,219 0,228

Legenda: Controle: palha de cana sem inéculo; in natura: amostra de compostagem in natura; 45:

amostra de 45 dias de compostagem; CO: amostra de compostagem com acréscimo de casca de

ovo; Estéril: palha de cana esterilizada; Nao estéril: palha de cana n&o esterilizada.

A partir da curva padrao (y = 0,2172 x - 0,0389), os resultados obtidos sao

analisados no Grafico 2 (“a”,’b”, e “c”), comparando controle (em substrato

esterilizado) e os tratamentos com as cepas in natura (a), 45 dias de compostagem

(b) e com acréscimo de casca de ovo (c).

Grafico 2 Agao enzimatica dos isolados em substrato estéril
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Diante dos resultados apresentados foi possivel verificar que a cepa in natura
(a) formou mais mondbmeros de glicose, no 3° dia, e de forma crescente a partir do
5° dia de analise, apresentando uma queda na produg¢ao no dia 4 e 10. No isolado
do substrato com 45 dias de compostagem (b) foi verificar que nos dias 3 e 6
ocorreu maior formagado de monémeros de glicose. Ja os resultados obtidos com a
cepa isolada da compostagem com acréscimo de casca de ovo (c), nos mostra que
houve um pico de quebra de celulose em mondmeros de glicose no 5° dia, e apesar
da queda ocorrida no dia seguinte, posteriormente de forma crescente, apresentou
outro pico de producéo no 9° dia de analise.

Ja na comparacgao feita nos tratamentos controle (substrato ndo esterilizado)
e contendo as cepas isoladas das compostagens in natura (a), 45 dias de
compostagem (b) e com acréscimo de casca de ovo (c), com substratos (palha de

cana) nao esterilizados conforme Grafico 3 (“a”, “b”, e “c”).

Grafico 3 Acao enzimatica dos isolados em substrato nao estéril
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Verificamos que houve produgdo de mondmeros de glicose nos dias 4 e 7 de
analise das cepas in natura (a), no entanto houve reducéo, nos dias 5 e 8. Com o
isolado de 45 dias de compostagem (b) houve pico de producéo no dia 3 e 7, e nos
dias seguintes queda na quebra de celulose em mondmeros de glicose. A
compostagem com acréscimo de casca de ovo (c) apresentou pico de produgéo de
glicose nos dias 3, 7 e 10, com queda nos dias seguintes.

Nos Graficos 4 (“a”, “b”, e “c”), esta apresentado a comparagao dos substratos
contendo as cepas dos isolados da compostagem in natura (a), 45 dias de
compostagem (b), compostagem com acréscimo de casca de ovo (c), e controle (d),

em substrato esterilizado e nao esterilizado.

Grafico 4 Agao enzimatica dos isolados comparando os substratos esterilizados e nao

esterilizados
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De modo geral o tratamento com a cepa in natura (a), com o substrato

esterilizado apresentou producdo de mondmeros de glicose de forma crescente a
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partir do 4° dia de analise, apresentando um pico no 9° dia, e queda no dia seguinte.
Ja o tratamento contendo o substrato nao esterilizado, apresentou picos de
produgao de glicose nos dias 4, 7 e 10, com queda nos dias seguintes. Isso pode
ocorrer devido ao fato de que pode haver neste substrato microrganismos que
consomem a glicose produzida pela quebra das moléculas de celulose através do
microrganismo inoculado (cepa in natura).

Ao comparar as cepas do adubo com 45 dias de compostagem (b), foi
possivel verificar que apesar de ter produzido quantidade maior de glicose no 7° dia
em substrato nao esterilizado, houve queda na producgao, diferente do que ocorreu
em substrato estéril, em que também ocorreu queda na produgao de glicose, porém
menor.

Com os isolados da compostagem com acréscimo de casca de ovo (c), foi
verificado que a quebra de celulose em mondémeros de glicose ocorreu em dias
diferentes. Em substrato esterilizado, a produc¢ao de glicose ocorreu nos dias 5e 9, e
em substrato ndo esterilizado, a producao ocorreu nos dias 3, 7 e 10. Foi verificado
também que a producao de glicose do substrato esterilizado é crescente, diferente
do que ocorre no substrato nao esterilizado.

Ao comparar os tratamentos esterilizados e n&o esterilizados, pode-se
compreender a queda de glicose nos dias recorrentes ao pico nos tratamentos nao
esterilizados, devido a presenga de outros microrganismos ja presentes na palha de
cana, o qual podem ser consumidores de glicose. Quando, apds a hidrélise da
celulose em glicose, esta é consumida, chama-se de sacarificagdo e fermentagao
simulténeas (SILVA, 2015).

As quedas de producido nos dias recorrentes aos picos de glicose podem
ocorrer devido as altas concentragdes de glicose, como encontrado no trabalho de
Wachinger (1989), que observou uma forte inibicdo enzimatica quando em alta
presenca de glicose no meio.

Isso pode ocorrer devido aos mecanismos de controle e produgao enzimatica,
o feedback. Esse mecanismo permite que a enzima atue somente quando
necessario, e diante disso, nos processos industriais € desfavoravel, pois ao pensar
em larga escala, é esperado que a enzima funcione com capacidade maxima para
converter a maior parte do substrato de interesse em produto (agucares redutores),
para que o custo de producdo seja reduzido (NELSON et al., 2006). Sendo assim,

deve pensar em uma forma de retirar os produtos como a glicose para que o sistema
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seja mantido na conversao do substrato em produto pelas enzimas, evitando que a
atividade enzimatica seja inibida (INFORSATO e PORTO, 2016).

Esse feedback pode ser evitado quando se utiliza microrganismos em co-
cultura ou comunidades complexas, pois tem sido verificado com uma abordagem
altamente eficiente no uso biotecnolégico, por evitar problemas de regulagédo de
feedback e inibicdo de metabdlitos associados ao uso de isolados (HARUTA et al.,
2002).

A utilizacdo de um sistema microbiano com a finalidade de pré-tratamento é
benéfico para a producdo de biomassa em larga escala, pois no geral, a
esterilizagdo do material lignocelulésico com posterior inoculagdo de microrganismos
€ inviavel (ZHENG et al., 2014). Pois a presenca de lignina no meio torna dificil o
acesso de enzimas nos complexos celulésicos e hemicelulésicos (KUMAR e
WYMAN, 2009).

A capacidade dos actinomicetos de degradar celulose envolve uma acao
sinérgica de varias enzimas, em que a endoglucanase cliva os derivados da
celulose, como a carboximetilcelulose; exoglucanase libera as unidades de
celobiose; e a B-glucosidase catalisa a hidrdlise de celobiose e celooligossacaridios
a glicose (WACHINGER et al., 1989).

Bispo (2010) ao utilizar o método DNS para verificar a atividade da enzima
celulolitica de uma linhagem de Streptomyces sp., observou uma maior produgéo de
celulases (0,740 U.mL™") em bagaco de cana, apés 5 dias, & 60°C e pH 4,0.

Santos (2010) ao realizar o isolamento de 166 actinomicetos do solo e de
residuo da cultura de sisal, e estudar seus potenciais celuloliticos, encontrando 17
promissores, e devido ao crescimento rapido de uma estirpe, realizou a fermentagao
desta em meio contendo bagaco de sisal e bagaco de cana. Neste, encontrou boa
producao de enzima, atingindo 630 U L™ no bagaco de sisal e 260 U L' em bagaco
de cana, constatando que a fonte de nitrogénio que foi disponibilizada pela milhocina
influenciou a produgédo de enzima, o que nao ocorreu quando inseriu-se fontes de
carbono.

Isso sugere analise futura da produgdo enzimatica ao introduzir juntamente
com o carbono disponibilizado pela palha de cana-de-agucar, uma fonte de
nitrogénio, visando melhorar a produgao de enzima e consequentemente a quebra

de celulose em mondmeros de glicose.
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Como no que foi proposto em Bispo (2010), que encontrou uma produg¢ao
maxima da estirpe de Streptomyces sp. CDPA-01, ao acrescentar milhocina, como
fonte de nitrogénio, juntamente com o bagago de cana, como fonte de carbono, apés
5 dias de fermentagao (0,740 U.mL™).

PENG et al. (2010) ao estudar um sistema microbiano na degradagdo da
lignocelulose, composto por bactérias relacionadas aos géneros, Clostridium,
Bacteroides, Alcaligenes, Pseudomonas, entre outras, observou degradacédo da
palha de arroz em 60,3% apds 15 dias de fermentagéo, destacando a atividade da
enzima extracelular xilanase, no 6° dia de fermentacdo, com 8,357 UmL"' de
hidrolizagao lignolitica.

A producédo de enzimas hidrolases por bactérias pode ser melhorada com
adicdo de altas fontes de nitrogénio, devido & presenca de agucares simples. Ou
ainda a adicado de fontes complexas de extrato de levedura, triptona e peptona, ao
liberar amdnia no meio, estimulam o crescimento e aumenta o rendimento produtivo
da enzima (SUBRAMANIYAN et al., 2002)

Outro fator que auxilia na analise do resultado obtido € que como comentado
anteriormente a celulose € um polimero de glicose formado por ligagcbes B-1,4 e
influenciado pelas enzimas, endoglucanases, exoglucanases e [-glucosidase
(SINGHANIA et al., 2013). As quais agem de forma sinérgica convertendo o
polimero de celulose em mondmeros de glicose (SINGHANIA et al., 2010). Em que,
a endoglucanase atua de forma aleatério ao longo da cadeia, permitindo a atuagao
das exoglucanases (celobiohidrolases) que hidrolisam polimeros de celulose nas
extremidades redutoras ou ndo, produzindo assim, as celobioses e oligossacarideos.
As celobioses por sua vez, sao convertidas em glicose, pela acdo das pB-
glucosidases, que acabam sendo limitantes na conversao da celulose (SINGHANIA
et al.,, 2013). O acumulo de celobiose acaba inibindo a agdo da exoglucanase e
reduzindo a sacarificagdo, necessitando da conversdo em glicose, que por sua vez,
quando acumulada inibe a atividade das B-glucosidase. Sendo necessario, portanto,
outro componente que nao seja deficiente em B-glucosidase, que é o caso das
xilanases, também produzidas por alguns microrganismos, que permite um aumento
da eficiéncia geral da sacarificagao (HU et al., 2011).

A compreensao estrutural e conversdo da lignocelulose por enzimas
hidroliticas podem vir a fornecer melhores resultados de sacarificacdo, quando se

mistura diferentes microrganismos na biomassa como residuo (HU et al., 2011).
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Desta forma, faz-se necessaria uma melhor triagem de microrganismos e
bioprospecgédo de enzimas, que possam agir de forma sinérgica com as celulases
comerciais, permitindo a quebra da lignocelulose e posterior conversdo a agucares
fermentaveis (SINGHANIA et al., 2017).

Sindhu, Binod e Pandey (2016), também destacam a importancia de um pré-
tratamento utilizando um consorcio microbiano para a deslignificagdo da biomassa
vegetal.

De acordo com Ravindran e Jaiswal (2016) a escolha do pré-tratamento da
biomassa vegetal deve ser baseada nas propriedades fisico-quimicas desta, visando
a maxima liberacdo de agucares redutores, visa hidrolise enzimatica. Além de que,
nesses processos, ocorre a liberagdo de algumas moléculas que inibem a atividade
enzimatica, o qual deve ser evitado, necessitando de uma remocédo apds a sua
formacédo. E apos isso, essas técnicas podem ser elaboradas para sua utilizagdo em
larga escala, o que ird contribuir muito com a degradacdo de residuos

lignoceluldsicos, de forma sustentavel.

5.6 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS LIGNOLITICAS

Conforme oxidagdo da siringaldazina até quinona, a qual foi monitorada por
dez minutos em comprimento de onda de 525 nm, foi possivel verificar que os
actinomicetos isolados n&o apresentaram atividade lignolitica, pois ndo houve
alteracdo no comprimento de onda conforme verificado no monitoramento da
oxidagao da siringaldazina até quinona.

Como resultado foi verificado que nenhuma das cepas isoladas, da
compostagem in natura, 45 dias de compostagem e adubo com acréscimo de casca
de ovo néo apresentaram atividade lignolitica nos dias analisados, e isso pode ser
devido a lignina ser o composto de maior rigidez, que afere protegédo da biomassa a
ataques microbianos, restringindo assim o acesso as celuloses. No entanto esse
processo de quebra é possivel através da utilizacdo de enzimas como lacase,
apesar de estas enzimas serem bastante lentas (SAINI et al., 2016).

O que explica o fato de nao ter ocorrido a quebra de lignina nos primeiros dias
de analise, e consequentemente baixa produgdo de glicose diante do resultado
obtido na analise da atividade celulolitica.



60

Desta forma, o resultado obtido indica a necessidade de um periodo maior de
analise, para averiguar a fungdo de quebra da lignina da biomassa pelos
microrganismos. Assim também, verifica-se que esta ainda € uma das maiores

barreiras para a bioconversdo econémica da biomassa (SAINI et al., 2016).

5.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Nos quadros abaixo s&o apresentadas as micrografias com aproximacgao de
300x e 600x realizadas na palha de cana-de-agucar apo6s a agao dos
microrganismos isolados dos tratamentos: controle esterilizado (1a - 300x e 1b -
600x) e nao esterilizado (2a - 300x e 2b - 600x) na Quadro 5; in natura esterilizado
(1a - 300x e 1b - 600x) e nao esterilizado (2a - 300x e 2b - 600x) no Quadro 6; 45
dias de compostagem esterilizado (1a - 300x e 1b - 600x) e nao esterilizado (2a -
300x e 2b - 600x) no Quadro 7; compostagem com acréscimo de casca de ovo em
substrato esterilizado (1a - 300x e 1b - 600x) e ndo esterilizado (2a - 300x e 2b -
600x) no Quadro 8.
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Quadro 5 Micrografia em Microscoépio Eletronico de Varredura do tratamento Controle

Substrato esterilizado ~_Substrato n&o esterilizado

300x

2019/08/21 14:28H D80 300 um D

1a 2a

600x

UTFPR 2019/08/21 14:30H D6,0 100 um UTFPR 2019/08/21 14:16H D58 100 um

1b 2b

De acordo com as micrografias das amostras controle, € possivel verificar que
o substrato nao esterilizado (2a e 2b) apresentou pequena degradagao do substrato,
podendo ser observada comparando com o substrato esterilizado, pois a estrutura
da palha apresentar-se menor do que no observado em substrato esterilizado, que
foi somente moido. E apesar de, ndo ter sido inoculado nenhum microrganismo
nestas amostras, € identificado diante da degradagdo obtida, que a palha como
residuo, ja apresenta organismos degradantes, no entanto, de acordo com a
metodologia proposta, ndo sdo actinomicetos, pois ndo foram obtidos isolados com
capacidade de degradacgdo lignocelulolitica in vitro, sendo excluidos dos testes
seguintes. Mostrando a importancia de se isolar organismos diretamente da palha e
estudar sua atividade lignocelulésica.
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Quadro 6 Micrografia em Microscoépio Eletronico de Varredura do tratamento in natura

Substrato esterilizado Substrato ndo esterilizado

300x

P e

2019/08/21 1521 H D52 UTFPR 2019/0

8/21 1451H D59 300 u

1a 2a

600x

_

UTFPR 2019/08/21 1527H  DBS T00um UTEPR 2019/08/21 1455H D58 100um

1b 2b

As micrografias das amostras in natura apresentam a capacidade do isolado
actinomiceto na degradagao da celulose, sendo que em substrato néo esterilizado
(2a e 2b), sua degradacao foi maior, ao comparar com o substrato esterilizado (1a e
1b), que também apresentou degradacao. No entanto, verifica-se que o actinomiceto
quando se encontra em substrato nao esterilizado, a sua capacidade de degradacgéao
€ maior, indicando a agao de outros microrganismos ja existente na palha de cana-

de-acucar.
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Quadro 7 Micrografia em Microscoépio Eletronico de Varredura do tratamento com 45 dias de

compostagem

Substrato esterilizado zdo

Xee N

Substrato nao esterili

300x

2019/08/21 1541 H D52

600x

UTFPR 2019/08/21 16:03H D56 100 um UTFPR 2019/08/21 1548H D52 100 um

1b 2b

As micrografias das amostras do isolado Alcaligenes sp., do biofertilizante
com 45 dias de compostagem, apresentou o6tima degradagcédo em substrato ndo

esterilizado (2a e 2b), quando comparado ao substrato esterilizado (1a e 1b).
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Quadro 8 Micrografia em Microscoépio Eletronico de Varredura do tratamento com acréscimo

de casca de ovo

Substrato esterilizado __Substrato nao esterilizado

el

300x

300 um UTFPR 2019/08/29 1349H D64 300 um

600x

UTFPR 2019/08/29 14:25H D65 100 um UTFPR 2019/08/29 13:57H D64 100 um

1b 2b

Assim como para o tratamento com 45 dias de compostagem, as micrografias
das amostras do isolado Alcaligenes sp., do biofertilizante com compostagem com
acréscimo de casca de ovo, apresentou Otima degradacdo em substrato nao
esterilizado (2a e 2b), quando comparado ao substrato esterilizado (1a e 1b), nos
mostrando a importancia de se estudar mais a bactéria Alcaligenes sp., quando
utilizada na degradacgéao de celulose juntamente com outros microrganismos, além

de entender melhor o funcionamento de suas enzimas.
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6. CONCLUSAO

A bioprospeccao de actinomicetos é viavel em material lignocelulésico em
decomposicéo, pois este ambiente apresenta microrganismos diversificados que
atuam com a degradagao deste material.

No entanto a purificacdo e caracterizagdo do actinomiceto ainda sé&o
dificultadas, pois a maioria destes sdo bactérias com caracteristicas de fungos, além
de apresentarem bom crescimento em temperaturas variadas, sendo, a temperatura
de 45°C ideal, como verificado neste trabalho.

Além disso, os meios de cultura utilizados para o isolamento de determinados
microrganismos, apresentam propriedades que nao isolam somente uma espécie,
como ocorrido neste trabalho, em que um dos compostos do meio de cultura seletivo
para actinomicetos, apresentou-se como meio para crescimento de outra bactéria.

Ao avaliar in vitro a agao lignocelulésica dos isolados, é possivel a utilizagao
de meios diversificados, em que se tenha somente uma fonte de carbono, e a palha
de cana-de-agucar € apresentada como boa fonte de carbono, assim como meios
sintéticos contendo carboximetilcelulose, como fonte de carbono. Constatando
assim, que os isolados testados neste trabalho, actinomiceto e Alcaligenes faecalis,
apresentam enzimas com potencial de degradacéo de material celuldsico.

Observou-se a importancia da destinagdao adequada destes residuos, sendo o
pré-tratamento com microrganismos degradantes de celulose e lignina, uma forma
sustentavel de lidar com este problema. Além da possibilidade de gerar

biofertilizantes naturais, e energia, como o bioetanol e biogas.
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