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RESUMO

A rizosfera representa um ambiente altamente complexo e biologicamente ativo, no qual
interacdes entre plantas hospedeiras e microrganismos do solo exercem papel na decomposicéo
da matéria organica e na manutencdo da fertilidade do solo. Dentre esses processos, a
degradacéo da celulose destaca-se por sua relevancia ecoldgica e biotecnolédgica, uma vez que
esse polimero constitui o principal componente estrutural da biomassa vegetal. Nesse contexto,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial celulolitico de rizobactérias
amazonicas associadas as plantas Pueraria phaseoloides e Inga edulis, investigar a influéncia
da planta hospedeira na sele¢do funcional desses microrganismos e analisar a producdo de
enzimas celuloliticas em sistemas de monocultivo e co-cultivo. Os isolados bacterianos foram
inicialmente reativados e submetidos a triagem qualitativa em meio contendo
carboximetilcelulose (CMC), com determinacdo do indice enzimético (IE) como critério de
selecdo. Observou-se expressiva heterogeneidade entre os isolados, com predominancia de
rizobactérias apresentando IE igual ou superior a 2,0, indicativo de elevado potencial
biotecnologico. A analise comparativa entre as plantas hospedeiras revelou influéncia
significativa da identidade vegetal sobre o potencial celulolitico, com isolados provenientes de
P. phaseoloides com valores médios de IE superiores aos observados para I. edulis. Os isolados
com maiores indices enzimaticos foram caracterizados morfologicamente, submetidos a
coloracdo de Gram e identificados por meio de analise molecular. Os resultados indicaram
predominancia de espécies pertencentes ao género Bacillus, com destaque para Bacillus sp. 1,
Bacillus sp. 2 e Bacillus sp. 3. Com base nesses critérios, linhagens selecionadas foram
utilizadas para avaliacdo da producéo de celulases totais (FPase), endoglucanases (CMCase) e
B-glicosidases. Os ensaios enzimaticos demonstraram que, embora os cultivos individuais
apresentem capacidade limitada e instavel de producdo de celulases, os sistemas de co-cultivo
promoveram aumentos expressivos na intensidade e na estabilidade da atividade enzimaética. O
co-cultivo triplo composto por Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774) e
Bacillus sp. 3 (INPA R-762) destacou-se como o arranjo mais eficiente, evidenciando
interacbes sinérgicas e complementaridade funcional entre as linhagens bacterianas. A
utilizacdo estratégica de consorcios bacterianos do género Bacillus mostra-se uma abordagem
eficiente para a intensificacdo e estabilizacdo da producdo de enzimas celuloliticas,
contribuindo para o avanco do conhecimento sobre a ecologia funcional da rizosfera e
oferecendo subsidios para o desenvolvimento de processos de degradacdo da biomassa
lignocelulosica.

PALAVRAS-CHAVE: Rizobactéria; Amazonia; Celulose; Celulases; Hidrolise



ABSTRACT

The rhizosphere represents a highly complex and biologically active environment in which
interactions between host plants and soil microorganisms play a central role in the
decomposition of organic matter and the maintenance of soil fertility. Among these processes,
cellulose degradation stands out for its ecological and biotechnological relevance, as this
polymer constitutes the main structural component of plant biomass. In this context, the present
study aimed to evaluate the cellulolytic potential of Amazonian rhizobacteria associated with
Pueraria phaseoloides and Inga edulis, to investigate the influence of the host plant on the
functional selection of these microorganisms, and to analyze the production of cellulolytic
enzymes under monoculture and co-culture systems. Bacterial isolates were initially reactivated
and subjected to qualitative screening on carboxymethylcellulose (CMC) medium, with the
enzymatic index (EI) used as a selection criterion. A marked heterogeneity among isolates was
observed, with a predominance of rhizobacteria exhibiting EI values equal to or greater than
2.0, indicative of high biotechnological potential. Comparative analysis between host plants
revealed a significant influence of plant identity on cellulolytic potential, with isolates from P.
phaseoloides showing higher mean EI values than those from I. edulis. Isolates with the highest
enzymatic indices were morphologically characterized, subjected to Gram staining, and
identified through molecular analysis. The results indicated a predominance of species
belonging to the genus Bacillus, particularly Bacillus sp. 1, Bacillus sp. 2 and Bacillus sp. 3.
Based on these criteria, selected strains were further evaluated for the production of e total
cellulases (FPase), endoglucanases (CMCase), and p-glucosidases. Enzymatic assays
demonstrated that, although individual cultures exhibited limited and unstable cellulase
production, co-culture systems promoted substantial increases in both the intensity and stability
of enzymatic activity. The triple co-culture composed of Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus
sp. 2 (INPA R-774) and Bacillus sp. 3 (INPA R-762) emerged as the most efficient
arrangement, evidencing synergistic interactions and functional complementarity among
bacterial strains. The strategic use of Bacillus-based bacterial consortia represents an effective
approach to enhance and stabilize cellulolytic enzyme production, contributing to advances in
the understanding of rhizosphere functional ecology and providing a foundation for the
development of lignocellulosic biomass degradation processes.

Keywords: Rhizobacteria; Amazon; Cellulose; Cellulases; Hydrolysis
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1. INTRODUCAO

A busca por microrganismos capazes de produzir metabolitos secundarios e enzimas
de interesse biotecnologico se intensificou nas dltimas décadas, impulsionada pela necessidade
de solugBes sustentaveis em bioindustria, manejo de residuos e producéo agricola (BERDY,
2005; DEMAIN e FANG, 2000). Microrganismos isolados de ambientes extremos, como solos
tropicais, areas polares, sistemas marinhos e solos vulcanicos, revelaram wma diversidade
funcional significativa, especialmente na producéo de enzimas hidroliticas especificas, como
celulases, pectinases e amilases, que desempenham papel essencial na degradacédo de polimeros
complexos (MARTINEZ-ROSALES ¢ CASTRO-SOWINSKI, 2011; SRINIVAS et al., 2011;
PENGetal., 2014; ZHAO et al., 2016). As enzimas microbianas estdo entre as mais importantes
para aplicacdes industriais, com ampla utilizacdo em setores como bioenergia, papel, celulose,
téxtil, alimentos e agricultura, além de serem consideradas um componente estratégico de
biorrefinaria sustentavel de biomassa lignocelulésica (KIRK et al., 2002; ADRIO e DEMAIN,
2014; GUSAKQV, 2017).

A rizosfera é definida como a zona de solo diretamente influenciada pelas raizes,
extremamente dindmico e rico em intera¢fes entre plantas e microrganismos, apresentando
densidade microbiana maior em relacdo ao solo ndo rizosférico devido a liberagdo de exsudatos
radiculares que funcionam como fontes de carbono e sinais quimicos para a microbiota
(HILTNER, 1904; LYNCH e WHIPPS, 1990; BAIS et al.,, 2006). Essas comunidades
microbianas participam da mineralizacdo da matéria organica, ciclagem de carbono e
disponibilidade de nutrientes, influenciando diretamente processos ecoldgicos essenciais para
a salde do solo e o crescimento das plantas (AZEVEDO et al., 2024).

As rizobactérias, especialmente aquelas associadas a leguminosas e outras plantas
hospedeiras, sdo amplamente estudadas por sua capacidade de promover crescimento vegetal
atraves da fixacdo de nitrogénio e pela producdo de metabdlitos organicos (EADY e
POSTGATE, 1974, BHATTACHARYYA e JHA, 2012; GUPTA et al., 2015). Embora a
fixacdo de nitrogénio seja um dos aspectos mais estudados dessas intera¢fes simbioticas, ha
uma lacuna no conhecimento acerca do perfil enzimatico funcional que essas rizobactérias
podem apresentar. Particularmente na producédo de enzimas hidroliticas extracelulares como as
celulases, que séo essenciais para a degradacdo de celulose, o polimero mais abundante da
biomassa vegetal. O estudo de enzimas microbianas como a celulase é relevante ndo apenas

para o entendimento ecoldgico da ciclagem de carbono, mas também para diversas aplicacées
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industriais, como producdo de bioetanol, processamento téxtil ou reciclagem de papel (KIRK
etal., 2002; ADRIO e DEMAIN, 2014).

O processo de degradacdo da celulose depende da acdo coordenada de um complexo
enzimatico formado por endoglucanases, celulases totais e B-glicosidases, que atuam de
maneira sinérgica na clivagem das ligagoes B-1,4 do polimero, resultando na liberacdo de
glicose e oligossacarideos soltveis (TEERI, 1997; SUN e CHENG, 2002; HORN et al., 2012).
Apesar disso, grande parte das pesquisas sobre a producdo enzimatica em cultivos puros ndo
considera a potencial sinergia entre linhagens bacterianas quando cultivadas em consorcio, 0
que representa uma lacuna metodolégica relevante. Tal limitacdo é ainda mais significativa
quando se considera que, em ambientes naturais, as interacdes comunitarias sdo determinantes
para a eficiéncia de processos como a degradacdo da matéria organica.

Dessa forma, a identificacdo e caracterizacao de rizobactérias amazénicas com elevado
potencial de producéo de celulases, bem como a anélise de interacdes sinérgicas em co-cultivos
bacterianos, representam um avango tanto para a compreensdo da ecologia funcional da
rizosfera quanto para o desenvolvimento de processos biotecnoldgicos sustentaveis, capazes de
agregar valor ao manejo de residuos lignocelulésicos, a bioenergia e a saude do solo
(COMPANT et al.,, 2010). Enzimas microbianas, incluindo aquelas produzidas por
rizobactérias, se destacam como fontes promissoras para aplicagdes em setores industriais,
como alimentos e bebidas, papel e celulose, téxtil, farmacéutica e agricola, devido a sua
especificidade, eficiéncia catalitica e adaptabilidade a diferentes condicGes de processo
(ADRIO e DEMAIN, 2014; KAPOOR et al., 2015).

Tradicionalmente, fungos filamentosos séo amplamente utilizados como produtores de
enzimas lignoceluloliticas em escala industrial, sendo Trichoderma reesei uma das principais
fontes de celulases comerciais devido a sua alta secrecdo enzimatica e capacidade de inducéo
sob diferentes substratos (VIIKARI et al., 2007). Entretanto, o uso exclusivo de fungos limita
a diversidade funcional explorada, especialmente em processos que requerem consorcios
enzimaticos complexos ou maior tolerancia a variaveis ambientais e industriais. As enzimas
celuloliticas de origem microbiana sdo essenciais ndo apenas para a producdo de
biocombustiveis de segunda geracdo, mas também para aplicacbes em alimentos e racfes
animais, processamento de bebidas e na producéo de fibras téxteis modificadas (MENENDEZ
etal., 2015; SAJITH et al., 2016).

Apesar da importancia reconhecida de fungos filamentosos como produtores
enzimaticos, ha crescente interesse na identificacdo de novas espécies microbianas com

potencial biotecnoldgico, especialmente aquelas associadas a substratos alternativos, como a
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rizosfera ou a serrapilheira de florestas tropicais, ambientes ricos em rizobactérias, leveduras,
fungos e outros grupos bacterianos com capacidades hidroliticas ainda pouco exploradas
(GUPTA et al.,, 2011; WONGPUTTISIN et al., 2014; ZHAO et al., 2016). Esses ecossistemas
tropicais podem abrigar microrganismos com repertorios enzimaticos Unicos, capazes de
superar limitacOes de eficiéncia, estabilidade e atividade em condic¢Oes industriais, abrindo
novas fronteiras para aplicagfes biotecnoldgicas e valorizacdo de biomassa lignocelulésica
(COMPANT et al., 2010b; BERG e SMALLA, 2009).

O presente trabalho busca preencher lacunas de conhecimento relacionadas ao
potencial biotecnoldgico das rizobactérias amazonicas, especialmente no que se refere a
producdo de enzimas celuloliticas, abordando a capacidade dessas bactérias em produzir tais
enzimas. Também a identificacdo das espécies com maior potencial produtivo e a quantificacdo
da producdo enzimatica sob condicbes especificas de inducdo, tanto em cultivos individuais
quanto em consorcio.

A relevéncia desse estudo se baseia ha compreensdo aprofundada das interacfes entre
rizobactérias e plantas, bem como na exploracdo do potencial biotecnoldgico desses
microrganismos na producdo de enzimas com aplicac¢fes industriais, como biocombustiveis,
processamento de alimentos, racdes animais, papel e celulose, e industrias téxtil e farmacéutica
(MENENDEZ et al., 2015; SAJITH et al., 2016). A investigacio desses aspectos permitira o
desenvolvimento de estratégias sustentdveis e inovadoras na bioinddstria, alinhadas as
demandas contemporaneas por processos mais eficientes, econdmicos e ambientalmente
responséaveis (GONZALEZ-SISO e BECERRA, 2023; CHAKRABORTY, 2023; SANTANA
et al., 2024). Dessa forma, a pesquisa ndo apenas expande o repertdrio de microrganismos com
potencial industrial, mas também fortalece a base cientifica necessaria para aplicacGes

biotecnologicas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Plantas hospedeiras de microrganismos

As plantas coexistem com uma enorme diversidade de microrganismos, incluindo
bactérias, fungos, arqueias, virus e protistas, formando um holobionte vegetal que influéncia
diretamente na nutricdo, o crescimento, a tolerancia a estresses e a resisténcia imunoldgica da
planta (PANTIGOSO, 2022). Essas associa¢Ges nao sdo aleatorias, elas sugerm de processos
ecoldgicos e bioquimicos complexos em que a planta funciona como um ambiente seletivo e
um filtro ecoldgico para microrganismos especificos (BULGARELLI et al., 2013).

A rizosfera € um dos nichos microbianos mais ativos devido a intensa liberacdo de
exsudatos radiculares, compostos por agucares, aminoacidos, acidos organicos, flavonoides e
outras moléculas de sinalizacdo que moldam a estrutura e a funcdo da microbiota ao redor da
raiz (HILTNER, 1904; PANTIGOSO, 2022; OLANREWAJU e BABALOLA, 2022). Os
exsudatos funcionam como sinalizadores quimicos que atraem microrganismos benéficos,
incluindo rizobacteria e fungos micorrizicos, capazes de aumentar a disponibilidade de
nutrientes e promover crescimento vegetal (PANTIGOSO, 2022; BAIS et al., 2006;
OLANREWAJU e BABALOLA, 2022). A colonizacdo microbiana também depende de fatores
como espécie e gendtipo da planta, idade e estagio de desenvolvimento, além de variaveis
ambientais como pH, temperatura e umidade do solo (BERENDSEN et al., 2012; TRIVEDI et
al., 2022).

As interacOes entre plantas hospedeiras e microrganismos abrangem um espectro
funcional que inclui mutualismo, comensalismo e patogenicidade. No mutualismo, ambas as
partes sdo beneficiadas; por exemplo, associa¢fes simbidticas entre leguminosas e rizobios
permitem a fixacdo de nitrogénio atmosférico em formas assimilaveis para a planta
(BERENDSEN et al., 2012). Da mesma forma, fosforo e outros nutrientes essenciais podem ser
mobilizados por microrganismos que solubilizam minerais e os tornam disponiveis para
absorcao pelas raizes (KUMAR et al., 2015; TRIVEDI et al., 2022). Bactérias promotoras do
crescimento, como Bacillus, Pseudomonas e Azospirillum, sintetizam fitohormonios (auxinas,
citocininas, giberelinas) que modulam a divisdo celular, a formacéo de raizes laterais e a
arquitetura radicular, melhorando a absorcédo de agua e nutrientes (HASHEM et al., 2017;
OLANREWAJU e BABALOLA, 2022; GLICK, 2012; SPAEPEN, VANDERLEYDEN e
REMANS, 2007; VESSEY, 2003). Outro mecanismo importante é a producao de sideroforos,
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que sequestram ferro em formas disponiveis para a planta, e a sintese de enzimas como ACC
desaminase, que reduz o etileno, um hormdnio associado ao estresse que favorece a resisténcia
a condicOes adversas (KLOEPPER et al., 1980; GLICK et al., 2007; GLI CK, 2014).

O comensalismo descreve microrganismos que colonizam a planta sem efeitos
imediatos Obvios no crescimento ou na saude, mas que podem modular a composi¢do e
diversidade de espécies, dificultando a proliferacdo de patdgenos por competi¢do por espacgo e
recursos (ANDREWS, 1992; BERENDSEN et al., 2012; LEBEIS et al.,, 2015). Ja os
microrganismos patogénicos ultrapassam as defesas da planta, causando doencas que
comprometem funcdes fisioldgicas, e geralmente desencadeiam respostas imunes sistémicas
mediadas por hormonios como &cido salicilico (BERENDSEN et al., 2012; PIETERSE et al.,
2014).

Mecanismos moleculares de interacdo entre plantas e microrganismos envolvem
maltiplas vias de sinalizacdo bidirecional. Plantas liberam compostos como flavonoides e
strigolactonas que atuam como sinais quimicos para microrganismos especificos, estimulando
a colonizacdo e sinergias simbioticas (OLANREWAJU e BABALOLA, 2022).
Microrganismos, por sua vez, produzem padrées moleculares associados a micrébios que
podem ativar respostas de tolerancia e resisténcia nas plantas, além de moléculas volateis que
podem modular tanto o desenvolvimento vegetal quanto a expressdo génica relacionada a
imunidade e ao metabolismo (BAKER et al., 2007; BOLTON, 2009; RYU et al., 2003;
KANCHISWAMY et al., 2015).

Ecologicamente, essas interacdes favorecem a ciclagem de nutrientes e a estruturacao
da comunidade microbiana, impactando diretamente na salde do solo e a produtividade de
sistemas agricolas (PANTIGOSO, 2022). A microbiota da rizosfera estd associada a resisténcia
a estresses bidticos e abidticos como seca e salinidade, indicando que microrganismos
especificos desempenham papéis funcionais criticos em ambientes desafiadores
(MICROBIOME, 2025; OLANREWAJU e BABALOLA, 2022).

A exploracdo desses mecanismos tem aplicac6es biotecnoldgicas promissoras: inoculantes
microbianos ou consorcios sintéticos (SynComs) podem aumentar a tolerancia das plantas a
estresses ambientais, reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos e promover agricultura
sustentavel (VAN DER HEIJDEN et al., 2008; BERENDSEN et al., 2012; VORHOLT et al.,
2017; TOJU et al., 2020). A integracdo desses conhecimentos com praticas agronémicas
representa uma das fronteiras da pesquisa moderna em microbiomas de plantas, oferecendo

alternativas ecologicamente amigaveis para melhorar a produtividade e a resiliéncia dos
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cultivos frente as mudancas climaticas e a degradacdo dos solos (OLANREWAJU e
BABALOLA, 2022; TRIVEDI Et al., 2022).

2.2.Producdo de enzimas por rizobactérias

Hé& diversos ambientes onde se pode isolar microrganismos produtores de metaboélitos
secundarios com aplicacdes na bioindustria, sendo os solos de florestas, um ambiente propicio
para microrganismos mesofilos produtores de celulases (ZHAO et al., 2016). Em ambientes
marinhos, foram isoladas bactérias haldfilas produtoras de lipases (PENG Q et al., 2014).
Foram encontradas bactérias psicrofilas em sedimentos da Antértida, sendo capazes de produzir
proteases (MARTINEZ-ROSALES; CASTRO-SOWINSKI, 2011). Em solos de vulcdo foi
possivel identificar bactérias hipertermdfilas produtoras de catalases (SRINIVAS et al., 2011).

Outras enzimas produzidas por microrganismos sao as lipases e esterases que constituem
um importante grupo de enzimas que estéo associadas ao metabolismo e a hidrélise dos lipideos
(LUZ et al., 2016; LIU; KOKARE, 2017; PAMPHILE et al., 2017). Ja as proteases catalisam
a quebra das ligacdes peptidicas e participam de inimeros processos fisiolégicos com varias
aplicacdes nas industrias de detergente e de alimentos (NIGAM, 2013; PAMPHILE et al.,
2017). As pectinases sdo enzimas utilizadas na industria téxtil com diversas atuagdes como a
degradacdo da pectina que recobre as fibras de celulose (MONTEIRO; SILVA, 2009). As
celulases de origem microbiana sdo amplamente utilizadas nas inddstrias de papel, vinho, racdo
animal e téxtil, bem como para producdo de biocombustivel (GUPTA et al., 2011).

As rizobactérias sdo bactérias de solo associadas as raizes de plantas, sendo a maioria
destas bactérias simbiontes que formam nddulos nas raizes. As bactérias Rhizobium spp. sdo
isoladas no interior dos nédulos de leguminosas e sdo responsaveis pelo complexo nitrogenase,
reduzindo o nitrogénio atmosférico em amonia utilizada pelas plantas (EADY; POSTGATE,
1974; BHATTACHARYYA e JHA, 2012; GUPTA et al., 2015). Essa interacdo simbiotica
entre bactérias e plantas é essencial na ecologia global do nitrogénio, e de grande importancia
econdmica no contexto agricola (PEIX et al., 2001). Os estudos relacionados as rizobactérias
sdo principalmente direcionados ao complexo nitrogenase, havendo poucos estudos sobre o
perfil enzimatico. Também ha estudos voltados principalmente a atividade hidrolitica de
enzimas produzidas por rizobios no processo de infeccao radicular de leguminosas (HUBBELL,
etal., 1978; MARTINEZ-MOLINA et al., 1979; MORALES et al., 1984; LOPEZ et al., 1987;
SALEH-RASTIN et al., 1991; JIMENEZ-ZURDO et al., 1996).
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Dessa forma, se torna interessante pesquisas sobre microrganismos com capacidades de
quebrar e modificar substratos especificos, sendo muitas ainda ndo descritas, acabam por ser
objetos perfeitos para o estudo de novas enzimas (LACAVA e AZEVEDO, 2013; GUPTA et
al., 2015). As principais enzimas hidroliticas produzidas por microrganismos sao as amilases,
celulases, lipases, esterases, pectinases e proteases (MONTEIRO e SILVA, 2009; CASTRO et
al., 2014; SILVA, 2015). Essas enzimas podem ser produzidas por microrganismos nas células
vegetas, como, por exemplo, as amilases que degradam o amido, um polimero de glicose que é
utilizado como fonte de energia para seu metabolismo (ARAUJO e MARTINS, 2018).

Embora a eficiéncia de rizobactérias na fixacdo de nitrogénio nas interacfes simbidticas
com plantas leguminosas seja bem conhecida, recentemente foi relatado que cepas pertencentes
ao género Rhizobium também sdo excelentes promotoras de crescimento de plantas nédo
leguminosas (GARCIA-FRAIILE et. al., 2012; FLORES-FELIX et al., 2013; OSORIO FILHO
et al., 2014). Essas bactérias podem beneficiar diretamente o crescimento das plantas
fornecendo nutrientes e hormonios vegetais, e indiretamente por meio da producgéo de enzimas
hidroliticas, como a celulases (COMPANT et al., 2005; DODD et al., 2010; GLICK, 2012;
GAIERO et al., 2013; AHEMAD e KIBRET, 2014).

Esse processo de colonizacdo da superficie radicular e formacdo dos nddulos sdo
considerados etapas-chave em uma relacdo simbidtica eficaz (ROBLEDO et al., 2012). A
colonizagdo radicular por rizébios envolve a formacdo de biofilme (NAPOLI et al., 1975;
DAVEY e O’TOOLE, 2000; FUJISHIGE et al., 2006). Essas estruturas sdo formadas,
principalmente, por microfibrilas de celulose que auxiliam a fixacdo das bactérias as raizes da
planta hospedeira (DAZZO et al., 1984; MATEQS et al., 1995). Todas as cepas de Rhizobium
spp. produzem celulases (ROBLEDO et al., 2008; ROBLEDO et al., 2012), sendo que um dos
melhores produtores de celulase é R. cellulosilyticum ALA10B2T, formando ndédulos em
algumas leguminosas (GARCIA-FRAILE et al., 2007; ROBLEDO et al., 2008; ROBLEDO et
al., 2012).

2.3.Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelul6sica, também chamada de biomassa vegetal, possui uma estrutura
complexa de 3 fragdes poliméricas principais: celulose, hemicelulose e lignina (US DOE,
2006), conforme é mostrado na figura 1. A composi¢éo da massa lignocelulésica a torna muito
resistente, fato que dificulta 0 seu em processos industriais de larga escala sem um pre-

tratamento de degradacdo (HIMMEL et al., 2007). O principal composto da biomassa vegetal
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é a celulose, compreendendo de 40 a 50%, sendo um homopolissacarideo linear ndo ramificado
com grande parte da sua estrutura cristalina insoltvel em &gua e resistente a despolimerizagdo
(GALBE e WALLBERG, 2019). A hemicelulose compde de 25 a 30% da massa vegetal seca,
sendo um heteropolissacarideo ramificado composto por polissacarideos de baixa massa
molecular (GUPTA et al., 2016). J& a lignina corresponde de 15 a 20% da biomassa vegetal,
uma molécula hidrofobica, amorfa com estrutura tridimensional e bastante ramificada (GUPTA
etal., 2016). Essas trés principais estruturas que compdem a biomassa vegetal variam conforme
a fonte da matéria-prima e parte da planta utilizada (SARKO, 1997; BON et al., 2008).

Parede celular

Microfibrila

Lignina

Celobiose

U Celulose
\!/Glicose

Figura 1. Estrutura da parede celular vegetal e estrutura lignocelulésica da biomassa vegetal.
Fonte: Adaptado de US DOE (2005).

2.4.Celulose

Na natureza, a celulose é o produto primario da fotossintese (ZHANG et al., 2006) e é
essencialmente sintetizada por vegetais, mas também por algumas bactérias e algas. Matéria-
prima de origem celulésica possuem cerca de 20% a 60% de celulose e esta pode ser totalmente
convertida em glicose através de lise enzimatica (CASTRO; PEREIRA-JUNIOR, 2010).

A celulose, um dos componentes da matéria lignocelulésica, ¢ um homopolissacarideo

linear de 10.000 a 15.000 unidades de D-anidroglicopiranoses (D-glicose ciclicos) unidas por
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ligacBes glicosidicas p 1,4 (NELSON e COX, 2004). A resisténcia a hidrolise é devido ao seu
alto grau de cristalinidade (ZANG e LYND, 2004). Dessa forma, para a quebra da celulose

ocorrer é necessaria a acao de diversas enzimas denominadas celulases (Figura 2).

(A) Amorfogéneses da celulose cristalina

lento IGISDEFSQD-'\HCHQQD das fibras de celulose)

(2) Hidrolise das cadeias insoluveis de celulose
lento (GP=8)

(s Hidrdlise dos celo-oligossacarideos soluveis

GP=6)
rapido e

’ Hidralise principalmente da celobiose

"r\ Endoglucanase

@) (GP<6)
, Celobiohidrolase rapido 4
, B-glicosidase o~ - - &
@ Glicose ﬁ(_\ F{_\ )
y 4
: y

GP- Grau de Polimerizacdo

Figura 2. Modelo simplificado de acdo das celulases sobre a cadeia da celulose. Regido
cristalina representada pelas linhas retas e regido amorfa representada pelas linhas onduladas.
Fonte: Adaptado de Arantes e Sadler (2010).

Pesquisas envolvendo a conversdo de biomassa lignocelulosica em glicose e aglcares
sollveis acontecem ativamente desde a década de 1950 (BHAT, 2000; COUGHLAN, 1985).
Sé&o varios os exemplos do uso desses recursos em diversas atividades socio-econémicas, como:
a producdo de compostos comerciais ou para transformacéo de substratos em produtos de maior
valor agregado (plastico biodegradavel); produgdo ou processamento de alimentos, como

clarificacdo de bebidas, panificacdo, producdo de queijos, acidos organicos; uso de
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microrganismos fixadores de nitrogénio e em controle biolégico de pragas e vetores;
recuperacdo de ambientes por meio da biorremediacdo; combustiveis alternativos, ou seja,
qualquer combustivel que tenha origem bioldgica, desde que ndo tenha passado por processo
de fossilizagédo (SU et al., 2013).

Apesar da dificuldade e da inviabilidade econémica para a bioconversdo induzida por
enzimas lignoceluldsicas, as pesquisas continuam e revelam seu potencial biotecnolégico na
industria, agricultura e alimentos (BHAT, 2000). Uma das enzimas utilizadas no processo de
conversao de biomassa € a celulase, podendo ser produzida por uma gama de bactérias e fungos,
aerdbicos ou anaerdébios, mesofilos e termdéfilos. Contudo, poucos fungos e bactérias sdo
capazes de produzir celulases em quantidades suficientes para solubilizar certos tipos de
celulose, como a celulose cristalina (BHAT e BHAT, 1997). Entretanto, o0 aumento da
concentracdo de acucares e de componentes aromaticos na conversdo industrial da
lignocelulose em etanol, bem como outras condigfes adversas, podem causar danos e restringir
as suas aplicagdes (ALPER e STEPHANOPOULOQS, 2009).

As moléculas da celulose se ligam por meio de pontes de hidrogénio, sendo divididas em
duas regides: 1- Uma regido mais complexa com maior nimero de interacbes moleculares,
denominada de regido cristalina, sendo insollvel e mais resistente a acdo enzimatica e a agentes
quimicos (LYND et al., 2002); 2- A regido amorfa, menos complexa e mais facilmente
hidrolisavel, sendo assim, facilmente hidratada e mais acessivel as enzimas do que agentes
quimicos, conforme a figura 3 (PERCIVAL ZHANG et al., 2006).
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(a) Molécula de celulose
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Figura 3. Esquemas de (a) uma uma cadeia de celulose. (b) microfibrilas de celuloses que
representam as disposicdes de regibes cristalinas e amorfas. (c) e nanocristais de celulose ap6s
hidrolise acida. Fonte: adaptado de Reddy et al. (2013).

2.5.Celulases

E necessaria a acdo de diversas enzimas denominadas celulases para a quebra da celulose.
O “complexo celulase” inclui trés grandes classes de enzimas hidroliticas: (1) Endoglucanase
(EG); (2) Celulases totais (CBH) e (3) B-glicosidase (BG) (MARTIN, 1983; TERRA e
FERREIRA, 1994; LYND et al., 2002). O Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) classifica as enzimas com um namero EC (Enzyme
Commission Numbers), as enzimas supracitadas estdo alocadas no grupo E.C 3.2.1 para
enzimas que degradam ligagdes glicosidicas. Esses trés grandes grupos trabalham
sinergicamente em seus respectivos locais de atuagdo no substrato celulésico da seguinte forma:

e Endoglucanase - Atua no processo de hidrélise aleatéria de ligacGes glicosidicas nas regides
amorfas da fibra de celulose, sendo gerado duas novas extremidades, uma redutora e uma ndo
redutora (CASTRO e PEREIRA JR., 2010) (Figura 4). Essas enzimas podem ser conhecidas
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como endo-1,4-B-glucanases e carboximetil celulases (CMCase), tendo como substratos
naturais celulose, xiloglicana, carboximetil celulose (CMC), avicel (celulose microcristalina),
B-glicana e xilana;

e Exoglucanase - Enzima que atua hidrélise das extremidades redutoras e ndo redutoras das fibras
de celulose, sendo gerada glicose ou celobiose como produto final. Essas enzimas também séo
chamadas de celulases totais ou 1,4-B-D-glucanocelobiohidrolase (EC 3.2.1.91 e EC 3.2.1.176)
ou avicelases (Figura 4);

e B-glicosidase — Essa enzima trabalha diretamente na liberacdo de monémeros de D-glicose por
meio de catélise da hidrolise de celobiose, atuando nas extremidades néo redutoras de celulose.
Podem também ser conhecidas como gentobiases, celobiases e amigdalases, possuem ampla
especificidade por B-D-glicosideos (DAVIES e HENRISSAT, 1995) (Figura 4).

Essas enzimas atuam na degradagdo da celulose alterando a funcdo, morfologia e a
conformacéo da estrutura cristalina e amorfa do arranjo celular presentes nas fibras celuloliticas
(PARK et al., 2009). Entretanto, as acGes sinérgicas dos trés tipos de enzimas sdo fundamentais
para a utilizagdo e viabilidade da celulose. Dessa forma, a inibi¢do ou auséncia de uma das trés

enzimas torna a degradacédo da celulose invidvel ou realizada parcialmente.
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2.6. Producéo de celulase de interesse biotecnolégico

A enzimas celuloliticas possuem grande importancia biotecnoldgica, contribuindo com
aproximadamente 20% do mercado global de enzimas (MRUDULA e MURUGAMMAL,
2011; PATEL et al., 2019). S&o caracterizadas como moléculas, em grande maioria de origem
proteica, capazes de acelerar diversos processos quimicos e ainda tem a vantagem de serem
ecologicamente viaveis, em comparacdo aos reagentes quimicos (NELSON e COX, 2004;
MONTEIRO e SILVA, 2009).

Os estudos sobre enzimas aumentaram a partir do século passado, com a determinagdo de
suas estruturas e funcdes. O conhecimento gerado possibilitou a utilizagcdo de enzimas em
diversos processos industriais nas areas médica, alimenticia, téxtil, quimica e celulose para
producdo, entre outras. As enzimas possuem diversa vantagens quando comparadas a
substancias quimicas em processos industriais, por exemplo: ndo toxicas, especificas para
determinadas acbGes e, podem alterar as caracteristicas de diversos tipos de residuos
contribuindo com a reducdo de poluicdo ambiental (MUSSATO, 2007; MCKELVEY e
MURPHY, 2017).

Os microrganismos destacam-se na bioindUstria de enzimas quando comparadas as de
origem animal e vegetal, sendo: maior variedade de atividades cataliticas; altos rendimentos; a
facil manipulacdo genética dos organismos maior regularidade na sua producédo; seguranca e
pureza (HASAN et al., 2006; GEOFFRY e ACHUR, 2018). Apesar das pesquisas com enzimas
celulotiticas serem realizadas tradicionalmente com plantas e fungos comerciais, ha poucos
relatos sobre a atividade celulolitica de rizobactérias (NAPOLI et al., 1975; DAZZO et al.,
1984; MATEOQS et al., 1995; DIEZ-MENDEZ et al., 2015). Estudos dessa natureza podem
direcionar a bioprospec¢do de microrganismos e suas interagdes, assim como a e caracterizacdo
e purificacdo de enzimas com aplicacdes biotecnolégicas. De acordo com Koeck et al. (2014)
e Medie et al. (2012), metade das espécies de bactérias conhecidas possuem genes que
expressam a sintese de celulase, sendo algumas descritas, qualitativamente, quanto a producédo

de celulases (Tabela 1).
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Tabela 1 - Espécies de bactérias produtoras de enzimas celuloliticas.

Microrganismos Enzima Autor

Bacillus megaterium CMCase Ferbiyanto et al. (2015)
Paracoccus yeei

Bacillus cereus aquatico = CMCase Chantarasiri (2015)
Bacillus vallismortisi Celulase Gaur e Tiwari (2015)
Bacillus subtilis Celulase Prakash et al. (2009)
Bacillus cereus

Cellulosibacter CMCase; celobiohidrolase, Baramee et al. (2015)
alkalithermophilus B-glicosidade

Klebsiella oxytoca CMCase Dantur et al. (2015)
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella variicola

Bacillus pumilus

Bacillus subtilis CMCase Yang et al. (2014)
Caldicellulosiruptor Celulase Brunecky et al. (2013)

bescii

Klebsiella oxytoca
Paenibacillus
barcinonensis
Paenibacillus
Cellulomonas sp.
Fervidobacterium
nodosum
Thermotoga neapolitana
Rhizobium
leguminosarum;
Streptomyces sp.
Rhizobium
cellulosilyticum

Rhizobium trifolli

Exoglucanase

Celulase

B-1,4-endoglucanase

Endoglucanase

Endoglucanase

B-glicosidase

Celulase

Celulase

Celulase

Tran et al. (2013)
Asha et al. (2012)

Adlakha et al. (2011)

Yin et al. (2010)

Zheng et al. (2009)

Kulkarni et al. (2017)

Mateos et al. (1995)

Diez-Mendez et al. (2015)

Napoli et al. (1975); Dazzo et
al. (1984)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Complexos enziméaticos séo utilizados por diversas industrias, incluindo as de
biocombustiveis, alimentos, bebidas, papel, téxteis e farmacéutica Nas industrias de alimentos,
as enzimas celuloliticas sdo combinadas com hemicelulases e pectinases na preparagdo de sucos
de frutas e legumes, e producdo de racdo animal (MENENDEZ et al., 2015; SAJITH et al.,
2016; SINGH et al., 2016). Essas enzimas celuloliticas sdo amplamente utilizadas combinadas
para promover o maceramento, melhorar o desempenho do processo e reduzir a viscosidade dos
néctares e purés de frutas como damasco, péssego, ameixa e mamao (MINUSSI et al., 2002;
DE CARVALHO et al., 2008; KUHAD et al., 2011). Na inddstria de alimentacéo animal, as
enzimas celuloliticas sdo muito utilizadas na digestibilidade dos alimentos a base de cereais
(HIMMEL et al., 1999; DHIMAN et al., 2002; BEAUCHEMIN et al., 2003). A exemplo disto,
o Bacillus subtilis € utilizado para producéo de celulases para degradacao da casca da soja com
intuito de enriquecer seu valor nutricional para alimentacdo monogastrica de animais
(WONGPUTTISIN et al., 2014; MENENDEZ et al., 2015).

Nas industrias de bebidas, as celulases sdo empregadas durante o processo de fermentacao
para melhorar a qualidade e rendimento das bebidas, sendo responsaveis por reduzir a
viscosidade e propriedade sensorial (KUHAD et al., 2011). No segmento industrial de tecido,
as celulases sdo empregadas para proporcionar limpeza, polimento e acabamento do tecido,
participando diretamente da hidrélise dos componentes celulésicos de superficie considerados
como impureza na producdo (SHAH, 2013; SINGH et al., 2016). A principal aplicacdo de
celulases na producdo de papel é prevenir efeitos adversos no meio ambiente, substituindo
compostos quimicos utilizado na fabricacao de papel e reduzindo o uso de consumo de aditivos
branqueadores, como o cloro (KUHAD et al., 2011; SHWETA, 2012).

2.7.Rizobacterias produtoras de celulases

A celulose, o polimero orgénico mais abundante na biosfera, constitui o principal
componente estrutural das paredes celulares de plantas e é caracterizada por cadeias lineares de
glicose unidas por ligagdes B-1,4 (LYND et al., 2002). A degradagdo dessa macromolécula, que
é altamente cristalina e resistente & hidrolise, depende da acdo de um complexo enzimético
denominado celulases, que inclui endoglucanases (EC 3.2.1.4), celulases totais ou
celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) e B-glicosidases (EC 3.2.1.21) (BEGUIN e AUBERT, 1994;
ZHANG e LYND, 2004). Tradicionalmente, fungos filamentosos como Trichoderma reesei
foram os principais organismos explorados industrialmente por sua elevada secrecdo de

celulases (VIIKARI et al., 2007). No entanto, o crescente interesse por fontes microbianas
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alternativas, como bactérias provenientes de rizosferas de plantas, tem revelado uma
diversidade funcional significativa com potencial biotecnoldgico (BHAT, 2000; SINGH et al.,
2016).

As rizobactérias sdo defindas como bactérias que colonizam a rizosfera, ou seja, a regido
de solo diretamente influenciada pelas raizes das plantas, apresentam repertorio metabdlico
diversificado e adaptado a degradacdo de substratos complexos, incluindo celulose e
hemiceluloses (COMPANT etal., 2010; MENDES et al., 2011). Essa capacidade esta associada
a elevada disponibilidade de residuos vegetais ricos em celulose na rizosfera e a dinamica de
exsudacdo radicular, que fornece fontes de carbono acessiveis e sinais quimicos que estimulam
a expressdo de genes codificadores de enzimas hidroliticas (BAIS et al., 2006; OLANREWAJU
E BABALOLA, 2022).

Historicamente, bactérias celuloliticas foram descritas em diversos géneros, incluindo
Cellulomonas, Fibrobacter, Ruminococcus e espécies de Bacillus e Pseudomonas (BHAT,
2000; DAS e MUKHERJEE, 2007). Entre as rizobactérias, estudos tém destacado linhagens de
Bacillus como produtoras eficientes de celulases, com vantagens ecoldgicas e fisioldgicas para
colonizacdo intensa da rizosfera e secrecdo de enzimas extracelulares (PRIEST, 1977;
SCHALLMEY et al., 2004; HASHEM et al., 2017). Essas bactérias apresentam notével
adaptabilidade a variacfes ambientais e capacidade de operar em consércios comunitarios, 0
que pode resultar em sinergias funcionais que potencializam a degradacdo da matéria
lignocelulésica (SINGH et al., 2016; JOHNS et al., 2016).

A producdo de celulases por rizobacteérias € de particular interesse tanto do ponto de vista
ecoldgico quanto biotecnoldgico. Ecologicamente, a atividade celulolitica microbiana contribui
para a degradacdo da serapilheira e residuos vegetais, facilitando a ciclagem de carbono e
nutrientes no solo, promovendo a disponibilidade de substratos para outros microrganismos e
para a planta hospedeira (LYND et al., 2002; MENDES et al., 2011). Em termos aplicados, as
enzimas celuloliticas bacterianas tém sido exploradas em contextos industriais variados, como
producéo de biocombustiveis de segunda geracao, processamento de alimentos, clarificacdo de
sucos, tratamento de residuos agricolas, biorremediagdo e producdo de produtos de alto valor
agregado (BHAT, 2000; KUMAR et al., 2008; SINGH et al., 2016).

Rizobactérias celuloliticas isoladas de solos tropicais e rizosferas apresentam
caracteristicas funcionais que podem superar limitacdes observadas em fontes fungicas
tradicionais, como maior tolerancia a condi¢des extremas de temperatura, pH e salinidade e
producdo enzimatica eficiente em ambientes heterogéneos (BERG e SMALLA, 2009;

COMPANT et al., 2010). Estudos de bioprospeccdo em ecossistemas tropicais tém revelado



33

novas espécies e cepas com repertdrios enzimaticos unicos, capazes de produzir celulases com
alta atividade catalitica e estabilidade em faixas amplas de condig¢des fisico-quimicas (ZHAO
etal., 2016; SINGH et al., 2016).

A producdo enzimatica bacteriana é frequentemente avaliada inicialmente por ensaios
qualitativos em meio contendo carboximetilcelulose (CMC), nos quais a formagéo de halos de
degradacdo ao redor das coldnias indica atividade celulolitica, com posteriores quantificacbes
de endoglucanases (CMCase), celulases totais (como FPase) ¢ B-glicosidases utilizando
métodos colorimétricos como o reagente DNS ou Kits especificos de quantificacdo de glicose
(MILLER, 1959; GHOSE, 1987). A expressdo de celulases bacterianas é regulada por
mecanismos induzidos por substratos, com genes especificos de celulases sendo ativados na
presenca de celulose ou oligossacarideos derivados de celulose, por meio de sinalizacdo
metabolica que integra vias de regulacéo transcripcional adaptativas (RATSOGI et al., 2009;
KUMAR et al., 2008).

A formacdo de consorcios microbianos ou co-cultivos se mostraram uma estratégia
promissora para intensificar a producéo de celulases, uma vez que diferentes linhagens podem
expressar classes complementares de enzimas ou metabolizar produtos intermediarios de forma
cooperativa, resultando em sinergias que aumentam a eficiéncia geral da degradacdo da celulose
(JOHNS et al., 2016; MEE et al., 2014). Por exemplo, a combinagdo de endoglucanases
robustas com P-glicosidases eficientes pode minimizar o acimulo de celobiose, que inibe a
atividade de outros componentes do complexo enzimatico, promovendo eficiéncia catalitica
superior a observada em culturas puras (HORN et al., 2012; SINGHANIA et al., 2013).

Além disso, o potencial biotecnoldgico de rizobactérias produtoras de celulases esta
sendo explorado em engenharia genética e bioprocessos industriais, onde genes codificadores
de celulases bacterianas sdo clonados e expressos em sistemas heterélogos (como Escherichia
coli e leveduras) para produgdo em larga escala de enzimas com caracteristicas desejaveis,
como termoestabilidade e atividade em pH amplo (ZHANG et al., 2014; SHARMA et al.,
2016). A integracdo de abordagens Omicas, gendmica, transcriptbmica e protebmica, tem
permitido a identificacdo de vias biossintéticas, sistemas de transporte de oligossacarideos e
redes regulatorias que controlam a producdo de celulases, abrindo perspectivas para otimizacao
dirigida por engenharia metabélica (RATSOGI et al., 2009; ZHAO et al., 2016).

Em sintese, as rizobactérias produtoras de celulases representam um grupo funcional de
grande relevancia ecoldgica e biotecnoldgica, cuja diversidade metabdlica e adaptabilidade

ecoldgica tornam esses microrganismos promissores para aplicacfes na valorizacao de residuos
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lignocelulosicos, produgdo de biocombustiveis, melhoria da qualidade do solo e incremento da
eficiéncia de bioprocessos industriais.

2.8. Consorcios de microrganismo para a producao de celulases

A producdo de celulases, enzimas que degradam a celulose em monossacarideos como
glicose, € um processo complexo que pode ser significativamente otimizado por meio da
utilizacdo de consorcios de microrganismos, ou seja, comunidades microbianas compostas por
duas ou mais espécies que interagem de forma sinérgica. Esses consércios podem ser naturais,
encontrados em ambientes ricos em matéria lignoceluldsica como solos, residuos agricolas e a
rizosfera, ou artificiais, desenvolvidos em laboratérios para maximizar a degradagéo de celulose
e a producdo enzimatica (HORN et al., 2012; LYND et al., 2002; ZHANG e LYND, 2004).

A sinergia entre os microrganismos é um dos fatores centrais para o aumento da eficiéncia
na producdo de celulases. Diferentes espécies possuem repertdrios enzimaticos
complementares: enquanto algumas secretam endoglucanases, capazes de quebrar ligacOes
internas da celulose, outras produzem celulases totais ou celobiohidrolases, que atuam nas
extremidades das cadeias de celulose, e B-glicosidases, que convertem oligossacarideos em
glicose (SINGHANIA et al., 2013; JOHNS et al., 2016). A interacdo coordenada entre essas
enzimas reduz a inibigdo por intermediarios como celobiose e aumenta a taxa de hidrdlise do
polimero celuldsico (HORN et al., 2012; KUMAR et al., 2008).

Estudos tém mostrado que consorcios artificiais podem superar limitacfes de culturas
monocultivo, permitindo o controle preciso de fatores como proporcao de espécies, ordem de
inoculagdo e tempo de crescimento, com consequente aumento da produtividade enzimética
(ZHAO et al., 2016; SINGHANIA et al., 2013). Por exemplo, a combinacdo de bactérias
celuloliticas como Bacillus subtilis e fungos filamentoso como Trichoderma reesei apresenta
sinergias significativas, em que os fungos produzem grandes quantidades de enzimas altamente
especificas e as bactérias degradam componentes menos cristalinos da celulose, liberando
oligossacarideos que estimulam a atividade enzimatica dos fungos (VIIKARI et al., 2007;
HORN et al., 2012).

Além das interagbes enzimaticas, 0s microrganismos em consorcios podem
compartilhar metabolitos secundérios, cofatores e nutrientes essenciais, criando um ambiente
microecologico favoravel a producdo continua de celulases. Estudos indicam que a presenca de

microrganismos nao celuloliticos pode ainda auxiliar na remocéao de produtos inibitorios ou na
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manutencdo do pH ideal, aumentando a estabilidade do sistema (MEE et al., 2014; SINGH et
al., 2016).

Os substratos lignocelulésicos utilizados pelos consércios podem variar desde residuos
agricolas como bagaco de cana, palha de milho, casca de arroz, até residuos florestais e
industriais. A natureza do substrato influencia diretamente a composicdo enzimatica do
consorcio e a eficiéncia da degradacdo, uma vez que diferentes microrganismos possuem
preferéncias por diferentes graus de cristalizacdo e composicdo quimica da celulose (KUMAR
etal., 2008; ZHANG et al., 2014).

No ambito industrial, consdrcios microbianos oferecem vantagens significativas,
incluindo reducdo de custos de pré-tratamento, aumento da estabilidade operacional e maior
tolerancia a variac6es ambientais, em comparacao com culturas puras. Eles sdo particularmente
importantes em processos de producdo de biocombustiveis, bioetanol, agcucares fermentaveis e
produtos de alto valor agregado (BHAT, 2000; SHARMA et al., 2016; ZHANG et al., 2014).

A analise moderna de consércios é reforcada por ferramentas de gendmica,
transcriptbmica e metabolémica, que permitem mapear interagdes microbianas, fluxos
metabolicos e expressdo génica, identificando combinacdes mais eficientes para degradacao
enzimatica (RATSOGI et al., 2009; JOHNS et al., 2016). Essas abordagens também permitem
a engenharia racional de consorcios, ajustando proporcdes, selecdo de espécies e expressdo
génica para maximizar a producdo de celulases, reduzindo subprodutos indesejaveis e
aumentando a produtividade do sistema (RATSOGI et al., 2009; VIIKARI et al., 2007).

Em termos ecoldgicos, consorcios de microrganismos refletem interacdes naturais
observadas em ambientes ricos em biomassa vegetal, como a rizosfera e o solo agricola, onde
diferentes espécies cooperam na degradacdo de matéria organica complexa (COMPANT et al.,
2010; MENDES et al., 2011). A replicacdo dessas interacdes em biorreatores industriais
permite a criacdo de sistemas robustos, estaveis e sustentaveis, com maior resisténcia a
flutuacGes ambientais e capacidade de adaptacéo a diferentes tipos de residuos lignocelulosicos
(HORN et al., 2012; JOHNS et al., 2016).

Portanto, os consércios de microrganismos representam uma estratégia promissora para
a producdo de celulases, integrando conhecimentos ecoldgicos, fisiologicos e biotecnologicos.
Eles oferecem solucdes eficientes, sustentaveis e economicamente viaveis para a bioconversao
de residuos lignoceluldsicos, com impactos positivos tanto para a industria quanto para 0 meio
ambiente. Também constituem uma area de pesquisa em expansao, com grande potencial para
inovacgdo em bioprocessos e bioeconomia. Portanto, a busca por novas espécies com potencial

biotecnologico associados a um substrato alternativo, rizosfera, € promissora para a bioinddstria
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de enzimas. Dessa forma, este estudo pode embasar estratégias sobre a utilizacdo da
rizobactérias amazonicas e determinacdo quantitativa de enzimas de microrganismos com
potencial biotecnoldgico. Para isso, esta pesquisa, buscou responder as seguintes perguntas:

o A rizosfera de plantas amaz6nicas abriga rizobactérias com capacidade de produzir enzimas
celuloliticas relevantes do ponto de vista ecoldgico e biotecnol6gico?

e As rizobactérias associadas as plantas hospedeiras Pueraria phaseoloides e Inga edulis diferem
guanto ao seu potencial celulolitico?

¢ Quais grupos bacterianos predominam entre as rizobactérias amaz6nicas com maior capacidade
de produgéo de celulases?

e As rizobactérias selecionadas apresentam capacidade individual eficiente e estavel para a
producdo de celulases totais, endoglucanases e 3-glicosidases?

e A formacdo de consorcios bacterianos (co-cultivos) pode intensificar e estabilizar a producéao
de enzimas celuloliticas em comparacédo aos cultivos individuais?

e A rizosfera amazonica pode ser considerada uma fonte estratégica para a bioprospeccdo de

bactérias produtoras de celulases de interesse industrial?

3. JUSTIFICATIVA

A crescente necessidade de desenvolvimento de tecnologias sustentaveis para a conversao
de biomassa lignoceluldsica em produtos de valor agregado, como agUcares, biocombustiveis,
enzimas industriais e bioinsumos agricolas, tem impulsionado a busca por microrganismos
capazes de produzir complexos enzimaticos celuloliticos eficientes. Embora avancos
significativos tenham sido obtidos nas Gltimas décadas, a maior parte das pesquisas permanece
concentrada em fungos filamentosos e em microrganismos oriundos de ambientes temperados,
0 que evidéncia uma lacuna relevante no conhecimento acerca do potencial celulolitico de
bactérias associadas a ecossistemas tropicais, particularmente da rizosfera amazonica.
Considerando a elevada biodiversidade da Amazonia e a complexidade funcional das interaces
planta—microrganismo nesse ambiente, é plausivel supor que esse ecossistema abriga
rizobactérias com elevada capacidade metabolica e enzimatica ainda pouco explorada sob a
perspectiva biotecnoldgica.

Do ponto de vista cientifico, ainda sdo escassos 0s estudos que avaliam de forma integrada
a influéncia da planta hospedeira na selegdo funcional de comunidades bacterianas produtoras
de celulases, bem como aqueles que investigam a contribuicdo das interacdes microbianas para
a intensificacdo da producdo enzimatica. Em ambientes naturais, a degradacdo da celulose

ocorre de forma cooperativa envolvendo diferentes microrganismos. No entanto, grande parte
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dos estudos laboratoriais avalia isolados em monocultivo, desconsiderando a complexidade
ecoldgica e funcional dos consércios microbianos. Essa abordagem limitada restringe a
compreensdo dos mecanismos de sinergismo metabdlico e reduz o potencial de aplicacédo
pratica dos microrganismos selecionados, configurando uma lacuna metodoldgica relevante na
area.

A execucdo desta tese justifica-se, portanto, pela necessidade de ampliar o conhecimento
sobre a diversidade funcional de rizobactérias amazoénicas, identificando linhagens com elevado
potencial celulolitico e avaliando sistematicamente o desempenho enzimético tanto em
monocultivo quanto em sistemas de co-cultivo. Ao investigar rizobactérias associadas a
diferentes plantas hospedeiras, com destaque para Pueraria phaseoloides e Inga edulis, este
estudo buscou compreender se plantas hospedeiras influenciam na selecdo de microrganismos
especializados na degradacdo da biomassa vegetal. Essa abordagem permite avancar na
compreensdo da ecologia funcional da rizosfera, integrando aspectos taxondmicos, fisioldgicos
e metabdlicos das comunidades bacterianas associadas as raizes.

Do ponto de vista aplicado, os resultados esperados incluem a identificacdo de bactérias
com elevada capacidade de producdo de celulases, especialmente espécies pertencentes ao
género Rhizobium ou Bacillus, amplamente reconhecidas por sua eficiéncia na secrecdo de
enzimas extracelulares, robustez fisioldgica e historico de uso em processos industriais. A
selecdo de isolados bacterianos com altos indices enzimaticos, aliada & formag&o de consorcios
bacterianos sinérgicos, podera resultar em sistemas microbianos mais eficientes e estaveis para
a producdo de endoglucanases, celulases totais e B-glicosidases. Esses sistemas apresentam
potencial para aplicacdo em processos fermentativos, degradacéo de residuos agroindustriais e
valorizacdo de biomassas lignoceluldsicas de origem agricola e florestal.

Adicionalmente, os conhecimentos gerados por esta tese podem contribuir para o
desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas sustentaveis voltadas ao manejo do solo e a
ciclagem de nutrientes, uma vez que rizobactérias celuloliticas desempenham papel central na
mineralizacdo da matéria organica e na disponibilizacéo de carbono no solo. A integracdo dos
resultados laboratoriais com perspectivas de aplicacdo ambiental e industrial reforca a
relevancia cientifica e tecnoldgica do estudo, posicionando a rizosfera amazénica como uma
fonte de microrganismos com elevado potencial para a producéo de celulases e para a inovagédo

biotecnologicas.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial celulolitico de rizobactérias associadas as plantas hospedeiras Pueraria

phaseoloides e Inga edulis, visando a identificacdo taxonémica de linhagens bacterianas com

elevada capacidade de producao de celulases e a analise da atividade celulolitica em sistemas

de monocultivo e co-cultivo, com foco na aplicacdo biotecnoldgica na degradagéo de biomassa

lignocelulosica.

4.2. Objetivos especificos

a)

b)

d)

Reativar, selecionar e caracterizar preliminarmente rizobactérias associadas as plantas
hospedeiras Pueraria phaseoloides e Inga edulis, provenientes da Colecdo de
Microrganismos do LEBMAM/INPA, quanto & viabilidade fisiol6gica, morfologia

celular e coloracdo de Gram.

Avaliar o potencial celulolitico das rizobactérias por meio de ensaios qualitativos e
semiquantitativos em meio contendo carboximetilcelulose (CMC), utilizando o indice

enzimatico (IE) como critério de triagem e selecdo de linhagens promissoras.

Comparar o potencial celulolitico das rizobactérias associadas as diferentes plantas
hospedeiras, analisando estatisticamente os valores de indice enzimatico, a fim de

verificar a influéncia da espécie vegetal na selecdo funcional da microbiota rizosférica.

Identificar taxonomicamente, por meio de analises moleculares do gene 16S rRNA, as
rizobactérias com maiores indices enzimaticos, visando a correta caracteriza¢do das

linhagens com potencial biotecnologico.

Avaliar a producdo de celulases totais (Fpase), endoglucanases (CMCase) ¢ [3-
glicosidases pelas rizobactérias selecionadas em sistemas de monocultivo,

determinando o perfil temporal da atividade enzimatica.

Investigar o efeito de sistemas de co-cultivo bacteriano sobre a intensidade e
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estabilidade da producdo de enzimas celuloliticas, comparando diferentes consércios

com cultivos individuais e com uma estirpe controle, visando a selecdo de arranjos

microbianos com maior potencial para aplicagdes biotecnologicas.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Selecéo e reativacao de microrganismos

Foi realizado um levantamento de rizobactérias que apresentaram capacidade de produzir

enzimas hidroliticas, degradacdo petroleo e surfactantes que estdo depositados na Colecdo de

Microrganismos do Laboratdrio de Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos do Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazonia (LEBMAM) — INPA. Foi estabelecido como critério que

as rizobactérias selecionadas tenham sido coletadas em nodulos de raizes ou solo préximo as

diferentes plantas isca. Selecionou-se um total de 133 bactérias armazenadas, sem

contaminacgdo, em tubos de ensaios com meio solido YMA (Yeast Manitol Agar), das quais 86

cresceram durante o processo reativacao (Tabela 2).

Tabela 2 - Rizobactérias reativadas, seus respectivos locais de coleta e plantas associadas, sendo

coletadas e isoladas em estudos anteriores intuito de identificar bactérias com atividade

hidrolitica.
Bactérias Local Planta
INPA R267
INPA R300 _ _ )
Rio Preto da Eva Rhynchosia phaseoloides
INPA R265
S 2°40'13" W 59°43'20,7" (Tento)
INPA R273
INPA R302
INPA R270 Rio Preto da Eva Mimosa pudica (Dorme-
INPA R341 S 2°39'35,5" W 59°43'25,5" dorme)
INPA R274 Rio Preto da Eva )
Inga edulis (Inga)
INPA R293 S 2°44'15,9" W 59°46'50,1"
Rio Preto da Eva Desmodium triflorum (Amor-
INPA R281
S 2°40'13" W 59°43'20,7" do-campo)
INPA R283 Rio Preto da Eva Oxalis acetosella (Trevinho)



INPA R307
INPA R313
INPA R314
INPA R315
INPA R316

INPA R332

INPA R401

INPA R552
INPA R547
INPA R555
INPA R565
INPA R571
INPA R583

INPA R598

INPA R613

INPA R666

INPA R685
INPA R686
INPA R692
INPA R695
INPA R720
INPA R727
INPA R723
INPA R729
INPA R738
INPA R735
INPA R734

S 2°40'13" W 59°43'20, 7"

Rio Preto da Eva
S 2°40'13" W 59°43'20,7"

Rio Preto da Eva
S 2°44'10,1" W 59°46'2,3"
Iranduba; Comunidade Jandira, Varzea
S 3°1520,7" W 60°15'15,5"

Iranduba: Ramal do Caldeirdo km3
S3012°26,9” W 600 12° 2,5”

Iranduba; Ramal do Caldeirdo km3
S3013°41,9” W 600 13° 27,8

Estrada para Jandira; Beira do Rio
Solimdes, Véarzea
S 03015 21,3 W 0600 15° 17,2
Estrada para Jandira; Propriedade S&o Jodo
S 030 15°20,3” W 0600 15° 33,1
INPA, campus V8
S 030 05° 28,6” W 0590 59’ 36,7”

Manacapuru; Estrada do Acajatuba

S 3°13'36,1" W 60°34'20,5"

Manacapuru; Lago do Paru
S 3°1524,7" W 60°32'3,4"

Manacapuru; Estrada do Acajatuba
S 3°13'36,1" W 60°34'20,5"

Indigofera sp. (Timbo)

Inga heterophylla

Bravo)

Bravo)

Inga edulis (Inga)

Vignia unguiculata (Feijao

Caupi)

Swartzia polyphylla (Arabd)

Desmodium ovalifolium

(Desmodio)

Inga edulis (Inga)

Bravo)

40

Tephrosia cinera (Anil bravo)

Pueraria phaseoloides (Feijdo

Pueraria phaseoloides (Feijdo

Pueraria phaseoloides (Feijdo



INPA R731
INPA R699
INPA R740
INPA R741
INPA R746
INPA R758
INPA R757
INPA R762
INPA R763
INPA R764
INPA R765
INPA R770
INPA R774
INPA R779
INPA R754
INPA R713
INPA R710
INPA R702
INPA R715
INPA R719
INPA R0OO1
INPA R012
INPA R0O14
INPA R0O15
INPA R028
INPA R034
INPA R046
INPA R178
INPA R262
INPA R233
INPA R236
INPA R266
INPA R268

Manacapuru; Ramal do Laranjal
S 3°1524,7" W 60°31'0,5"

Novo Ayrédo

Manaus: Ramal do Brasileirinho

Rio Preto da Eva

Rio Preto da Eva

41

Tephrosia cinera (Anil bravo)

Solo floresta

Inga edulis (Inga)

Inga sp. (Ingd)
Inga sp. (Ingd)
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Mimosa pudica (Dorme-

INPA R269 Rio Preto da Eva
dorme)
INPA R276 Rio Preto da Eva Inga edulis (Inga)
INPA R287 Rio Preto da Eva Trevinho
INPA R288 Rio Preto da Eva Inga edulis (Inga)
INPA R296 Rio Preto da Eva Inga sp. (Ingd)
INPA R318 Rio Preto da Eva Indigofera sp. (Timbd)
Manacapuru; Lago do Paru ) ;
INPA R721 Inga edulis (Inga)
S 3°1524,7" W 60°32'3,4"
Manacapuru; Lago do Paru ) )
INPA R722 Inga edulis (Inga)
S 3°1524,7"W 60°32'3,4"
Balbina, Km 2 Desmodium triflorum (Amor-
INPA R783
S 2°4'3,7" W 60°0'7,7" do-campo)
Balbina; Km 42 Sitio Marisa . )
INPA R792 Inga edulis (Inga)
S 2°3'5,2"W 59°40'11,1"
INPA R961 Itacoatiara; Novo Remanso ) ’
Inga edulis (Inga)
INPA R976 S 030 38,8” W 0580 58’ 31,9”
INPA R1001 Manacapuru; Lago do Paru ) )
Inga edulis (Inga)
INPA R1062 S 3°1524,7" W 60°32'3,4"

Manacapuru; Lago do Paru ) ’
INPA R1065 Inga edulis (Inga)
S 3°1524,7" W 60°32'3,4"

Fontes: VAZ, (2013); COSTA, (2017); CAUPER, (2018); OLIVEIRA et al. (2022).

Apos a selecdo, as rizobactérias foram reativadas por meio da técnica de estria simples
em placa de Petri contendo meio solido a base de extrato de levedura, manitol e agar (YMA)
como fonte de carbono (Tabela 3), sendo um meio bastante utilizado para o cultivo de
rizobacterias (VINCENT, 1970; SOMASEGARAN e HOBEN, 1985; HUNGRIA et al., 1994).
Apos a inoculagéo, as placas foram incubadas a 28°C até o crescimento de colonias de bactérias
(3 a 5 dias), sendo repicadas para novas placas nas mesmas condi¢fes com o intuito de evitar
contaminagdes. Posteriormente, os isolados reativados no segundo repique foram armazenados
em tubos de ensaio contendo 0 meio YMA inclinado, seguindo as recomendacdes de Vincent
(1970) e Somasegaran e Hoben (1985).

Tabela 3 - Meio de Cultura Yeast Manitol Agar — YMA (Adaptado)
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Compostos Quantidade
Agar 15,09
Manitol* 10,09
KH2PO4 059
MgS04.7H20 0,29
NaCl 0,19
Extrato de levedura* 0,29
Agua destilada 1000,0 mL

Fonte: Vicent (1970). *Composto substituido em ensaios enzimaticos utilizando CMC (1 %.) e

reducdo em 50% da quantidade de Extrato de levedura.

5.2.Avaliacdo da producdo de enzimas celuloliticas das rizobacterias

Foi realizada a selecdo de linhagem de bactérias quanto a capacidade destas em crescer
em meio contendo uma Unica fonte de carbono celulésica. Para isso foi utilizado 0 meio YMA,
com modificacdes, sendo retirado o manitol e adicionado 1 % de carboximetilcelulose (CMC)
ao meio (VINCENT, 1970; HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975; RUEGGER e TAUK-
TORNISIELO, 2004). As placas foram incubadas por 5 dias a 28 °C e em seguida submetidas
a choque térmico de 50 °C em estufa por 30 minutos para inativar a acdo enzimatica das
rizobécterias avaliadas. A atividade enzimatica foi verificada pela formacdo de halos de
degradacéo do polimero, os quais foram revelados a partir da incubacéo das placas em 10 mL
de solucdo corante de vermelho Congo (1%) em tampé&o Tris HCI 0,1 M, pH 8,0. Apds 30 min
a solugéo foi descartada e as culturas foram lavadas com 5 mL de solugdo de NaCl 0,5 M nas
mesmas condic¢des do tampdo supracitado (NOGUEIRA e CAVALCANTE, 1996) (Figura 5).
O meétodo de coloragdo com corante vermelho Congo é uma forma indireta e qualitativa para a
avaliagédo do potencial celulolitico de microrganismos. Para isso, 0s didmetros das coldnias e
dos halos produzidos foram medidos com auxilio de um paquimetro digital (mm). Os ensaios

foram realizados, em quadruplicatas, em uma unica placa de petri contendo CMC (Figura 5B).
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Figura 5. Avaliagdo semiquantitativa em meio com CMC. A — Revelagao dos halos de hidrdlise
com o corante vermelho Congo; B — Placa com repeti¢Ges de bactérias coradas.

A atividade enzimatica foi expressa em indice enzimatico (IE) mediante a relacdo do
didmetro médio do halo de degradacéo e o didmetro médio da coldnia (IE= dh/dc) (HANKIN e
ANAGNOSTAKIS, 1975; NOGUEIRA e CAVALCANTE, 1996; FLORENCIO et al., 2012).
Os diametros das coldnias e dos halos produzidos foram medidos com auxilio de um paquimetro
(mm). A partir desses resultados foram selecionadas as rizobactérias com maior potencial
biotecnoldgico, sendo consideradas as que alcancaram IE acima de 2,0 como potenciais

rizobactéria a para a producéo de enzimas celuloliticas (LEALEM; GASHE, 1994).

5.3. Avaliacdo de plantas hospedeiras para a bioprospeccdo de rizobactérias com

atividade celulolitica

Foram selecionados 50 isolados de rizobactérias previamente obtidos a partir de nddulos
radiculares de duas espécies vegetais de interesse, Pueraria phaseoloides e Inga edulis, com o
objetivo de identificar plantas para bioprospeccdo de bactérias na producdo de enzimas
celuloliticas. Padronizamos quantidade de isolados analisados, 24 foram provenientes de P.
phaseoloides e 26 de I. edulis, espécies amplamente estudadas devido a sua relevancia ecoldgica
e capacidade de associagdo com microrganismos do solo (Hernandez et al.,2013). A escolha
desses isolados baseou-se no fato de terem sido previamente coletados em P. phaseoloides e I.

edulis, sendo caracterizados como bactérias hidroliticas conforme os estudos de VAZ, (2013);
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COSTA, (2017); CAUPER, (2018); OLIVEIRA et al. (2022). Esses trabalhos forneceram
suporte quanto a diversidade microbiana associada as espécies vegetais avaliadas, bem como a

viabilidade dos isolados para aplicacdes biotecnoldgicas.

5.4. Coloracédo de Gram

O procedimento de coloracdo de Gram das rizobactérias foi realizado no Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), no Laboratdrio de Ecologia e Biotecnologia de
Microrganismos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (LEBMAM). Foi realizada a
coloracdo de Gram com o intuito de auxiliar da identificacdo molecular das rizobacterias com
resultado positivo para producédo de enzimas celuloliticas. As rizobacterias foram cultivadas a
28 °C, por sete dias, em placas de Petri com meio de cultura YMA (VINCENT, 1970;
SOMASEGARAN; HOBEN, 1985). Em seguida foi retirada uma pequena amostra da cultura,
com alca de platina e depositada em uma aliquota de agua destilada autoclavada em lamina
microscopia, sendo realizado um esfregaco de forma oval, uniforme e fino. As laminas de cada
rizobactéria avaliada foram identificadas e aquecidas no bico de Bunsen para fixacdo. Apos o
processo de fixacdo das bactérias, cada lamina foi tratada com o reagente Cristal Violeta,
deixando agir por um minuto e lavada com &gua esterilizada de forma corrente dos dois lados.
Cobriu-se com Lugol por um minuto e novamente lavada conforme procedimento anterior. Foi
descorada com alcool-cetona, lavada e, adicionado sob a lamina Fucsina por 30 segundos, e,
novamente lavou-se em agua corrente (MARTINS et al., 1997).

Posteriormente, as laminas foram visualizadas ao microscopio Optico Leica DM 5500
com camera acoplada, sendo utilizada a lente objetiva de 40x ou 100x sob éleo de imerséo. As
rizobactérias que apresentaram células de cor roxa foram identificadas como Gram positivas e
aquelas de coloracdo rosea como Gram negativas. A partir das caracteristicas morfologicas e
coloragdo de Gram, foram selecionadas as rizobactérias distintas e com os maiores resultados
obtidos de IE, sendo as mesmas utilizadas nos ensaios de determinacdo das celulases em mono

e co-cultivo.
5.5. Analise molecular
As rizobactérias com maiores IE foram reativadas em erlenmeyers contendo 50 mL de

de meio liquido YMA (K2HPO4 : 0,59 L-1; MgSO4 : 0,2 g L-1; NaCl: 0,1 g L-1; extrato de
levedura: 0,59 L-1; Manitol: 10,0 g L-1) a 28°C, em agitacdo a 125 rpm por 24 h. Para extracéo



46

do DNA gendmico utilizou-se os reagentes e o protocolo do Qiamp DNA Kit (250) (QIAGEN,
Alemanha) e de CHAPAVAL et al. (2008). As amostras foram identificadas e autenticadas a
nivel molecular através da amplificacdo do gene 16S onde utilizou-se os oligonucleotideos
iniciadores: 530 F (5'-TGA CTG ACT GAG TGC CAG CMG CCG CGG -3") e 1492R (5'-
TGA CTG ACT GAG AGC TCT ACC TTG TTA CGM YTT-3") recomendados por
BORNEMAN e amp; TRIPLETT (1997).Para a visualizagéo dos fragmentos amplificados, 4uL
do produto da PCR adicionado de 1 pL de loading buffer foram separados por eletroforese a
100 volts, por 60 minutos a temperatura ambiente, em gel de agarose a 2% adicionado de 2L
de gel red TM (Biotium), em cuba de eletroforese horizontal, utilizando tamp&o TAE 1X. Os
fragmentos de DNA foram visualizados no transiluminador iBrigth™ Imaging System. O
sequenciamento foi realizado em sequenciador ABI 3500 de 8 capilares, sendorealizado sob a
supervisdo da servidora Michele Silva de Jesus, vinculada ao ILMD/Fiocruz Amazonia.

A amplificagdo da regido 16S do rDNA foi realizada por meio da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), conduzida no Laborat6rio Multiusuario do Instituto Le6nidas e Maria Deane
(ILMD/Fiocruz Amazénia). O processo de identificacdo molecular dos isolados foi executado
sob a superviséo da servidora Michele Silva de Jesus, vinculada ao ILMD/Fiocruz Amazénia,

assegurando a padronizacdo e a confiabilidade das analises moleculares realizadas.

5.6. Identificacdo taxondmica

As sequéncias nucleotidicas obtidas a partir de ambas as fitas de DNA (forward e reverse)
das amostras analisadas foram inicialmente editadas, avaliadas quanto a qualidade e
posteriormente alinhadas para a geracdo das sequéncias consenso, utilizando o software
Geneious Prime® Trial versdo 9.0.5 (Kearse et al., 2012). Esse procedimento permitiu a
correcdo de possiveis ambiguidades e a obtencdo de sequéncias representativas e confiaveis
para as analises subsequentes.

A identificacdo taxondmica das rizobactérias celuloliticas foi realizada por meio da
comparacdo das sequéncias consenso ebtidas-com-sequéncias—de—referéneia disponiveis no
banco de dados de genomas depositados no GenBank. Para isso, foi utilizado o algoritmo Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al., 1990), disponibilizado pelo National
Center for Biotechnology Information (NCBI). A classificagdo dos microrganismos foi
determinada com base nos maiores valores de similaridade e cobertura das sequéncias,

considerando-se os alinhamentos com maior significancia estatistica.



47

5.7. Condig0es de cultivo, obtencao das estirpes das rizobactérias e controle

Para induzir as rizobactérias selecionadas a produzir celulases, optou-se como meio basal
para cultiva-las, o meio YMA liguido (Tabela 3) + glicose 1%, substituindo o composto Manitol
(1%) por celulose microcristalina (1%) (Avicel). As rizobactérias foram incubados em shaker,
sob agitacdo de 125 rpm, a 28 °C em frascos Erlenmeyers de 100 mL. Foram mantidas até que
a concentracdo celular alcance um valor entre 0,6 e 0,8 de absorbancia, mensurado em
espectrofotometro, a 600 nm, sendo o valor de absorbancia determinado correspondera a 1077
células/mL (DIAS, 2012; DAS e MUKHERJEE, 2007).

Em seguida, foi retirado um volume de 1 mL das bactérias crescidas em meio basal +
glicose 1% e adicionado em 250 mL de avicel em triplicata. Os fatores fisicos do pré-indculo
foram baseados com descrito na literatura para bactérias produtoras de enzimas celuloliticas: a
temperatura em torno de 28 a 30 °C, pH em torno de 5,0. A cada 12 h foi retirada uma amostra,

centrifugada e armazenada para a realizacdo dos ensaios.

5.8. Condic0es de cultivo, obtencéo das estirpes de controle

Para uma comparacdo mais efetiva da producdo de enzimas pelas rizobactérias
selecionadas em mono e co-cultivo, foi realizada uma avaliacdo controle através de comparagéao
com estipe INPA R302, sendo previamente indetificada como Paenibacillus sp nos estudos de
CAUPER et al. (2021 As Bacillus e Paenibacillus, possuem a capacidade de degradar tanto
carboximetilcelulose (CMC) quanto Avicel, forma cristalina da celulose (WANG et al. 2008;
SHETTY, et al. 2019), bem como residuos lignoceluloliticos provenientes da agroindustria
(LEE et al. 2008; KO et al. 2010). Apesar de uma identificacdo previa, a estipe INPA R302 foi
identificada taxonomicamente através da analise molecular.

Para induzir a producao de celulase de Paenibacillus sp (INPA R302) para comparacao,
optou-se por utilizar como fonte de carbono a celulose microcristalina (Avicel) nas mesmas
condicbes de meio basal utilizado nas rizobacterias avaliadas em mono e co-cultivo
supracitados.

Em seguida, foi retirado um volume de 20 mL do pré-inoculo crescido em meio basal +
glicose 1% e adicionado em 200 mL de Avicel em triplicata. Os fatores fisicos do pré-inéculo

foram baseados com descrito na literatura para fungos produtores de enzimas celuloliticas: a
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temperatura em torno de 30 °C, pH em torno de 5,0. A cada 12 h foi retirada uma amostra,

centrifugada e armazenada para a realizacdo dos ensaios.

5.9. Preparacédo da curva padréao

Foi utilizado os valores de glicose em concentracdes de 0,1 a 2,0 g/L para determinacao
da curva padrdo através do método do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS). Em tubos de ensaio
contendo 1 mL de solucdo DNS, foi adicionado 1 mL de cada solucéo padréo de glicose, sendo
agitados e aquecidos por 5 min a temperatura de 100 °C e ap0s atingir a temperatura ambiente
sendo adicionado 13 mL de &gua destilada. O tubo apenas com &gua destilada foi utilizado
como controle (branco) e as leituras de absorbancia foram realizadas a 540 nm, utilizando um

espectrofotdmetro de microplacas (Thermo Scientific, Multiskan® FC).

14 4

y =0,5761x-0.0944
R*=0.9724

0.8

Absorbéancia 540nm

b2
M
[

0.5 1 L5

Glicose mg/mL

Figura 6. Curva padréo de glicose e equacdo da reta utilizada nos ensaios de FPase e CMCase.

A curva padrdo foi construida a partir da quantificacdo da glicose liberada nas reacfes
utilizando o sobrenadante dos cultivos, em triplicata (Figura 6). Os valores de absorbancia de
glicose foram definidos como padréo conhecida: curva padrdo de DNS para endoglucanase e
kit GOD para B-glucosidase. De acordo com Miller, (1959) o método DNS ¢ adequado e possui
sensibilidade de detecgdo de 1 a 20 umol de glicose padrdo. Os resultados obtidos foram

medidos em U (unidade de atividade). Onde uma unidade de atividade foi definida como a
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quantidade de enzima que libera 1 umol de glicose por minuto (Figura 6). A atividade
enziméatica em U/ml foi calculada utilizando-se as equagdes para cada atividade enzimatica
definida pelas derivacdes de Ghose (1987). Foi utilizada a formula abaixo para estimar a
porcentagem das proteinas correspondentes as enzimas celuloliticas, calculando a atividade

especifica:

v _(ap)
e ()

Onde: U/mL = Atividade enzimatica; mg/mL = Concentra¢do de proteinas totais.

5.10. Determinacéo da Atividade de celulases totais — Fpase

Foi utilizada a metodologia de Ghose, (1987), onde uma tira de papel de filtro Whatman
n° 1 de 1x6 cm foi inserida em tubos contendo 1 mL de tampdo citrato pH 4,8 e 0,5 mL do
extrato enzimético, onde foram investigadas pelo menos duas dilui¢cdes que liberem
aproximadamente 2,0 mg (quantidade absoluta) de glicose e/ou agucares redutores como a
glicose nas condicdes da reacdo. Os tubos foram incubados imediatamente a 50 °C por 1 hora,
em seguida os tubos foram agitados em vortex e foi retirado 100 pL para outro tubo,
adicionando 200 pL de reagente DNS e incubando-0s a 100 °C por 5 min. Em seguida foi
adicionado 1,5 mL de &gua e homogeneizado por inversdo. A intensidade da cor formada foi
quantificada em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 540 nm. O branco reacional
foi constituido pela tira de papel de filtro e o tampdo, e utilizado para zerar o equipamento.
Além do branco reacional foi feito também o branco da enzima que se constituird de tampéo e
extrato enzimatico, sem adi¢do do substrato, os valores de absorbancia foram subtraidos dos

valores obtidos dos tubos de reacéo.

Para determinar a concentracdo de agucares redutores liberados na reacdo foi utilizada a
equacéo da curva padrao de glicose construida a partir de uma solucéo padrdo na concentracdo
de 10 mg/mL. Em seguida a atividade enzimatica foi calculada utilizando a equagéo abaixo,
onde [E] é a concentracdo expressa de acordo com a diluigdo de enzima adicionada necessaria

para liberar 2 mg de glicose (quantidade absoluta) durante o tempo de reacéo, e foi determinada
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por plotagem de duas dilui¢cdes que liberardo glicose varidvel em relacdo a quantidade absoluta
de glicose, através da representacdo grafica da glicose liberada (mg/mL) em fungdo da
concentracdo de extrato enzimatico.

Atividade(FPU) = 0,37 U/mlL
B [E]lpara liberar 2,0 mg de glicose m

Obtencéo de [E] a partir da diluicdo usada

1 (Volume de extrato enzimatico utilizado)

Concentra¢ao = ————— =
diluigao

Volume total da diluigao

5.11. Determinagdo de Atividade endoglucanasica — CMCase

A quantificacdo da atividade enzimatica endoglucanasica foi realizada de acordo com
Ghose (1987). Com objetivo de utilizar quantidades reduzidas de amostras e reagentes, 0S
ensaios de CMCase foram realizados em uma escala microvolumétrica com reducdo da escala
em 1 Log. Para a reagdo foram adicionados 50 pL de extrato enzimatico diluido em tampao
citrato pH 4,8, e 50 puL de solugdo de CMC 2% (m/v), em seguida foi incubado imediatamente
a 50 °C por 30 min. Apo6s o periodo de incubacdo foi determinada a quantidade liberada de
acucares redutores totais pelo método do DNS adicionando-se 300 uL de reagente de DNS, e
incubado a 100 °C por 5 min.. Apo6s foi completado o volume com agua destilada e
homogeneizado, sendo registro da absorbancia em espectrofotdmetro a 540 nm. O equipamento
foi zerado com o branco reacional, obtido nas mesmas condi¢des da amostra, sendo que durante
areacdo a 50 °C no tubo havera somente a solu¢do de CMC em tampdo. O branco reacional de
enzima contendo o extrato enzimatico em tampédo foram reagidos com DNS e os valores obtidos
das absorbancias foram subtraidos dos valores das reacGes apropriadas.

A quantidade de glicose foi comparada entre equacgéo da reta padrdo e para a atividade

enzimatica de endoglucanases utilizando a equacéo abaixo:

0,185

Atividade(CMC) = v/ml
tvidade( ) [E]paraliberar0,5mgdeglicose m
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Na equacéo [E] é a concentracédo expressa de acordo com a diluigdo de enzima adicionada
necessaria para liberar 0,5 mg de glicose durante o tempo de reacdo. Para valores de glicose
liberada encontrados abaixo de 0,5 mg de glicose no tempo de reacdo, mesmo tendo utilizado
0 extrato enzimatico nao diluido, a atividade endoglucanésica foi calculada conforme equacéo

abaixo:

Atividade(CMC) = mgdeglicoseliberadax0,37 U/mL

5.12. Determinacio de atividade B-glicosidase

A atividade B-glicosidase foi quantificada seguindo o protocolo de Ghose (1987),
utilizando 50 pL de celobiose dissolvida em tampéo citrato pH 4,8. A solucéo de celobiose foi
adicionada em microtubos tipo Eppendorf® de 2 mL, contendo 50 uL de extrato enzimatico
diluido no mesmo tampao. Em seguida, os tubos foram agitados em vértex e incubados a 50 °C
por 30 min. Decorrido o tempo de incubacdo, foi determinada a concentracdo de glicose
liberada utilizando o KIT GOD (glicose oxidase) seguindo-se instrucdes do fabricante. A leitura
da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 500 nm, sendo o branco utilizado para
zerar 0 equipamento. A equacdo abaixo foi utilizada para calcular a atividade enzimatica [3-
glicosidase, sendo que [E] é a concentracdo expressa de acordo com a diluicdo de enzima

adicionada necessaria para liberar 1,0 mg de glicose durante o tempo de reacéo:

0,0926

Atividade(Beta — glico) =
(Beta — glico) [Elparaliberar1,0mgdeglicose g icaocritica

U/mL

5.13. Anélise de dados

Os ensaios de formacéo de halo de degradacdo em meio contendo carboximetilcelulose
(CMC) foram realizados em quadruplicata, sendo os resultados expressos a partir da média das

repeticBes para cada bactéria avaliada. Os valores do indice enzimatico (IE) foram inicialmente
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submetidos a analise estatistica descritiva, com o objetivo de caracterizar a distribuicéo e a
variabilidade dos dados, incluindo o célculo de médias e desvios-padréo. Posteriormente, 0s
dados foram submetidos a teste t de Student para amostras independentes, com o objetivo de
comparar os valores de IE entre as rizobactérias associadas as diferentes espécies de plantas
hospedeiras (Pueraria phaseoloides e Inga edulis), bem como em relacéo aos diferentes locais
de coleta. Os isolados que apresentaram maiores valores de IE foram considerados detentores
de maior potencial biotecnoldgico e selecionados para etapas posteriores, incluindo a
identificacdo taxondmica por meio de analises moleculares, visando a caracterizacdo dos
microrganismos com maior atividade celulolitica. Os dados obtidos nos ensaios de atividade
enzimatica (Fpase, CMCase ¢ B-glicosidase) também foram analisados por meio de estatistica
descritiva com determinacdo dos desvios-padrdo para todos os conjuntos de dados. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares BioEstat® versdo 5.3 e ORIGIN®

versdo 8.0, adotando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05) para todos 0s testes.

6. RESULTADOS

6.1. Avaliacdo da producéo de enzimas celuloliticas das rizob&cterias

Foram reativadas e avaliadas 86 rizobactérias, sendo 54 isolados (62,8%) apresentaram
formacdo de halo de hidroélise, indicando atividade celulolitica (Tabela 4). Em meio contendo
CMC, os halos de hidrélise formados pelas rizobactérias apresentaram indices enzimaticos
variando de 1,1 a 5,0.

Do total de rizobactérias que formaram halos de degradacdo, 40 (74,1%) apresentaram
indice enzimatico (IE) igual ou superior a 2,0, sendo classificadas como potenciais produtoras
de celulases. Os valores de indice enzimatico foram obtidos a partir de avaliagGes realizadas
em quadruplicata, sendo calculadas as médias e os respectivos desvios-padrdo para cada
isolado. Os resultados referentes & formacdo dos halos de hidrélise, bem como os valores
individuais de indice enziméatico, média e desvio-padrdo, estdo apresentados na Tabela 4,
juntamente com a identificacdo da planta hospedeira, da qual cada rizobactéria foi isolada. A
representacdo visual da atividade celulolitica das rizobacterias com maior potencial enzimatico

observadas no ensaio com CMC encontra-se ilustrada na Figura 7.
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Figura 7. Placas de Petri contendo meio com CMC como principal fonte de carbono para
avaliacdo da degradacdo de celulose. A zona clara ao redor das coldnias corresponde ao halo
de degradacdo das respectivas rizobactérias avaliadas: A. INPA-R583; B. INPA-R314; C.
INPA-R 779; D. INPA-R774; E. INPA-R762 e F. CONTROLE (INPA-R302).

Quando comparadas, as médias do indice Enzimatico (IE), ndo foi observado diferenca
entre os valores médios, indicando uma distribuicdo relativamente homogénea do potencial
celulolitico entre os isolados selecionados (Tabela 4). Ainda assim, foi possivel identificar
linhagens com maior destaque na produgdo de enzimas celuloliticas, sobretudo aquelas com IE
médio superior a 4,0.

A rizobactéria INPA R583, isolada de Pueraria phaseoloides (feijao-bravo),
apresentou o maior IE médio (5,00 + 1,25), evidenciando elevado potencial para degradacédo de
celulose. Apesar da variabilidade observada entre as repeticdes, refletida pelo desvio padrdo
relativamente alto, todos os valores individuais permaneceram acima do limiar de selecéo (IE
> 2,0), reforcando sua capacidade celulolitica consistente. Resultados semelhantes foram
observados para os isolados INPA R314 (Indigofera sp.) e INPA R779 (P. phaseoloides), com
IE médios de 4,56 + 1,50 e 4,51 + 0,47, respectivamente, indicando desempenho enzimatico
elevado e estavel, especialmente no caso de INPA R779, que apresentou menor variabilidade

entre as repeticoes.
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Outros isolados oriundos de P. phaseoloides, como INPA R774, INPA R762, INPA
R741 e INPA R746, também apresentaram IE médios entre 3,50 e 4,18, confirmando que essa
planta hospedeira concentrou um numero expressivo de rizobactérias com alto potencial
celulolitico. Entre os isolados provenientes de Inga edulis, destacaram-se INPA R1001, INPA
R178, INPA R792 e INPA R276, com IE médios variando de 3,44 a 3,80, demonstrando
potencial celulolitico moderado a elevado. Isolados de outras plantas hospedeiras, como
Rhynchosia phaseoloides, Desmodium ovalifolium, Mimosa pudica e Tephrosia cinerea,
também apresentaram IE superiores a 3,0, como INPA R302, INPA R685, INPA R341 e INPA
R713.

Rizobactérias com IE médio entre 2,0 e 3,0 constituiram a maior parte dos isolados
avaliados, sendo consideradas moderadamente celuloliticas. Apesar do menor desempenho
relativo, essas linhagens ainda atenderam ao critério minimo de selecdo (IE > 2,0),
demonstrando capacidade de produzir celulases em meio contendo CMC como Unica fonte de
carbono. A maioria das rizobactérias apresentou atividade celulolitica, com destaque para

isolados associados a Pueraria phaseoloides.

Tabela 4 - Atividade celulolitica de rizobactérias e suas respectivas plantas hospedeiras,
cultivadas em meio sintético com carboximetilcelulose (CMC) por 4 dias a 28 °C. IE = indice
enzimatico; dh — didametro do halo/dc- didametro da coldnia. O indice enzimatico foi calculado

para cada repeticdo do teste, sendo destacadas em negrito as médias > 2,0 com potencial

enzimatico.
IE IE IE IE
_ Testede : IE  Desvio
Plantas isca Rizobactéria dh/dc dh/dc dh/dc dh/dc :
Gram média padréo
1 2 3 4
Pueraria

phaseoloides INPAR583 6,36 4,57 558 349 5,00 1,25
(Feijao Bravo)
Indigofera sp.

(Timbd)

Pueraria

INPAR314 432 435 6,58 297 4,56 1,50

phaseoloides INPAR779 409 4,70 508 419 451 0,47

(Feijao Bravo)



Pueraria
phaseoloides
(Feijéo Bravo)
Pueraria
phaseoloides
(Feijéo Bravo)
Rhynchosia
phaseoloides
(Tento)

Inga edulis (Inga)
Tephrosia cinera
(Anil bravo)
Inga edulis (Inga)
Desmodium
ovalifolium
(Desmadio)
Mimosa pudica
(Dormge-dorme)
Swartzia
polyphylla (Araba)
Pueraria
phaseoloides
(Feijéo Bravo)
Pueraria
phaseoloides
(Feijéo Bravo)
Inga edulis (Inga)
Inga edulis (Inga)
Inga edulis (Inga)
Indigofera sp.
(Timbd)

INPA R774

INPA R762

INPA R302

INPA R1001

INPA R713

INPA R178

INPA R685

INPA R341

INPA R666

INPA R741

INPA R746

INPA R792
INPA R276
INPA R233

INPA R318

5,09

3,73

3,21

3,99

4,17

3,94

3,65

4,00

3,98

3,84

3,57

3,88
3,72
3,54

2,88

3,57

4,58

3,93

3,30

5,36

3,34

3,62

4,20

3,87

3,97

3,46

2,56
4,26
3,43

2,31

4,15

3,60

3,55

4,23

1,29

4,42

2,71

3,48

3,15

3,20

3,75

3,87
2,02
3,38

5,73

3,90

3,95

4,62

3,68

4,37

3,25

4,70

2,96

3,95

3,35

3,23

3,66
3,77
3,26

2,35

4,18

3,96

3,83

3,80

3,80

3,74

3,67

3,66

3,64

3,59

3,50

3,49
3,44
3,40

3,32

55

0,65

0,44

0,60

0,40

1,75

0,55

0,81

0,56

0,37

0,37

0,22

0,63
0,98
0,12

1,63



Rhynchosia
phaseoloides
(Tento)

Inga edulis (Inga)
Pueraria
phaseoloides
(Feijéo Bravo)
Desmodium
ovalifolium
(Desmadio)
Tephrosia cinera
(Anil bravo)
Pueraria
phaseoloides
(Feijéo Bravo)
Inga heterophylla
Inga edulis (Ingd)
Pueraria
phaseoloides
(Feijéo Bravo)
Pueraria
phaseoloides
(Feijéo Bravo)
Inga edulis (Inga)
Rhynchosia
phaseoloides
(Tento)
Oxalis acetosella
(Trevinho)
Pueraria
phaseoloides

(Feijao Bravo)

INPA R267

INPA R296

INPA R735

INPA R692

INPA R332

INPA R757

INPA R401
INPA R236

INPA R565

INPA R764

INPA R729

INPA R300

INPA R287

INPA R571

3,19

2,95

2,18

SRS

2,86

2,99

2,82
3,07

2,82

2,57

2,32

5,73

2,38

3,21

3,14

2,83

3,08

3,00

2,57

2,61

3,05
2,72

3,34

2,90

2,85

2,23

2,37

1,97

3,26

3,93

4,27

3,08

3,70

3,41

2,83
2,81

2,38

2,82

2,87

2,63

2,45

2,05

3,50

3,00

3,17

3,09

3,01

2,73

2,57
2,39

2,25

2,41

2,64

0,00

3,25

3,07

3,27

3,18

3,17

3,13

3,04

2,94

2,82
2,75

2,70

2,67

2,67

2,65

2,61

2,58

0,16

0,51

0,86

0,15

0,48

0,35

0,20
0,28

0,49

0,22

0,25

2,36

0,43

0,66
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Rhynchosia
phaseoloides
(Tento)
Indigofera sp.
(Timbd)
Inga edulis (Inga)
Indigofera sp.
(Timbo)
Inga edulis
Oxalis acetosella
(Trevinho)
Pueraria
phaseoloides
(Feijéo Bravo)
Inga edulis (Ingd)
Pueraria
phaseoloides
(Feijéo Bravo)
Vignia
unguiculata
(Feijdo Caupi)
Inga edulis (Inga)
Inga edulis (Ingd)
Rhynchosia
phaseoloides
(Tento)
Oxalis acetosella
(Trevinho)
Solo floresta
Mimosa pudica
(Dorme-dorme)

Inga edulis (Inga)

INPA R273

INPA R316

INPA R722

INPA R315

INPA R274

INPA R307

INPA R555

INPA R266

INPA R552

INPA R613

INPA R046
INPA R262

INPA R265

INPA R283

INPA R0O14

INPA R269

INPA R034

2,66

1,72

2,54

3,61

1,53

1,95

2,13

2,31

2,47

1,30

2,20
1,72

1,80

1,10

1,05

1,35

1,27

2,40

3,94

1,99

1,92

2,21

2,13

3,50

1,62

2,54

1,48

1,41
1,68

1,41

1,08

1,42

1,29

1,32

2,42

1,33

2,27

2,02

2,63

2,50

0,00

2,08

1,03

3,28

1,36
1,72

1,50

1,48

1,49

1,35

1,34

2,38

2,88

2,94

2,20

2,65

2,16

3,01

2,24

1,87

1,46

2,04
1,78

1,47

2,10

1,32

1,20

1,26

2,46

2,46

2,44

2,44

2,26

2,18

2,16

2,06

1,98

1,88

1,75
1,72

1,55

1,44

1,32

1,30

1,30

0,13

1,18

0,40

0,79

0,52

0,23

1,55

0,31

0,70

0,94

0,43
0,04

0,17

0,48

0,19

0,07

0,04
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Mimosa pudica
- INPAR270 1,18 127 121 151 1,29 0,15
(Dorme-dorme)

Tephrosia cinera
- INPAR715 124 124 130 126 126 0,03

(Anil bravo)
Solo floresta - INPARO15 131 1,16 1,09 1,18 1,19 0,09
Pueraria
phaseoloides - INPAR699 1,17 109 1,12 1,08 1,12 0,04
(Feijéo Bravo)
Solo floresta - INPAR0O28 1,12 1,11 1,09 1,12 111 0,01

6.2. Avaliacdo de plantas hospedeiras para a bioprospeccdo de rizobactérias com

atividade celulolitica

Com base em estudos anteriores (Cauper, 2018; Costa, 2017; Oliveira et al., 2022; Vaz,
2013) e resultados dos ensaios enzimaticos qualitativos, observou-se que duas espécies de
plantas podem ser fontes para isolamento de bactérias com potencial celulolitico. As espécies
de plantas hospedeiras P.phaseoloides (Feijdo Bravo) e I. edulis (Ing4), foram comparadas
quanto a associa¢do de rizobacterias celuloliticas. Foram avaliadas um total de 50 isolados
rizobacterianos cresceram em meio YMA e foram avaliados quanto a sua capacidade de
produzir enzimas degradadoras de celulose, sendo avaliadas 24 isolados de nddulos radiculares
de P.phaseoloides e 26 de I. edulis. A formacéo de halos de degradacao foi observada em 31
cepas (62%). Em meio CMC, os isolados produziram halos de hidrélise com valores de indice
enzimatico (IE) variando de 1,0 a 5,57. Dentre estes, 22 rizobactérias foram consideradas
potenciais produtoras de celulase, uma vez que apresentaram valores de indice enzimatico (IE)
> 2,0 (Tabela 5).

Tabela 5. Rizobactérias celuloliticas isoladas de Pueraria phaseoloides e Inga edulis na regido

central da Amazonia brasileira. *IE = indice enzimatico (média + DP, n = 3).

) ) _ Coloragéo de
Plantas hospedeiras Rizobacterias IE*
Gram

Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

INPA R583 - 5.57 +0.62



Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Inga edulis Mart.
Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Inga edulis Mart.
Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Inga edulis Mart.

Inga edulis Mart.
Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Inga edulis Mart.

Inga edulis Mart.

Inga edulis Mart.
Pueraria phaseoloides (Roxb.)
Benth.

Inga edulis Mart.

Inga edulis Mart.

INPA R779

INPA R774

INPA R762

INPA R741

INPA R746

INPA R233

INPA R571

INPA R1001

INPA R555

INPA R735

INPA R757

INPA R296
INPA R178

INPA R764

INPA R565

INPA R236
INPA R729
INPA R792

INPA R552

INPA R266
INPA R276

4.69 +0.27

4.14 +0.62

3.94+0.44

3.84 £ 0.58

3.56 +0.14

3.38 £ 0.08

3.34+0.11

3.29+0.11

3.21+0.24

3.16 £ 1.04

2.99 +0.36

2.94 +0.08
2.94+0.31

2.89 +0.13

2.82+0.46

2.71+0.22
2.64 +0.26
2.56 +0.91

2.46 +0.56

2.07 +£0.32
2.02+0.15
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Inga edulis Mart. INPA R722 1.90 +0.10
Inga edulis Mart. INPA R261 1.71+0.01
Inga edulis Mart. INPA R274 1.53+0.21
Inga edulis Mart. INPA R046 1.36 £0.11
Inga edulis Mart. INPA RO034 1.31 +0.03
Pueraria phaseoloides (Roxb.)
INPA R699 1.11+£0.04
Benth.
Pueraria phaseoloides (Roxb.)
INPA R547 - 1+0
Benth.
Inga edulis Mart. INPA R721 - 1+0.57
Inga edulis Mart. INPA R293 - 1+£0

Com base no teste de normalidade de Lilliefors, verificou-se que a distribuicdo dos
dados apresentou um padrdo normal ao comparar as espécies vegetais e as bactérias isoladas,
uma vez que o valor de p ndo foi significativo (ns). De forma consistente, o teste de Shapiro—
Wilk também indicou distribuicdo normal dos dados, visto que os valores de p foram superiores
a 0,05, especificamente acima de 0,3 para ambos os indices enzimaticos analisados.

As bactérias isoladas de P. phaseoloides apresentaram uma média de IE = 3,25 (+1,19),
maior capacidade de produzir enzimas celuloliticas quando comparadas aquelas isoladas de I.
edulis, com média de IE = 2,15 (+0,79). Quando comparamos os IE das bactérias isoladas nas
diferentes plantas, observamos uma diferenca estatisticamente significativa (t = 3,05; gl = 29;
p = 0,0048), confirmando a hipétese alternativa de que existe uma diferenca significativa na
producdo enzimatica entre isolados bacterianos provenientes de diferentes plantas hospedeiras.
Portanto, esses resultados sugerem que a planta hospedeira pode exercer influéncia direta sobre
o perfil funcional das comunidades microbianas associadas.

Estudos com P. phaseoloides indicam que essa espécie leguminosa abriga uma
diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio, destacando seu potencial para enriquecer o
solo com nitrogénio biologicamente disponivel (Wedage et al., 2019). O valor de p utilizado
neste teste inferencial foi bicaudal, uma vez que o resultado poderia indicar trés possiveis
desfechos: (i) isolados de P. phaseoloides mais eficientes, (ii) isolados de I. edulis mais
eficientes ou (iii) auséncia de diferenca significativa entre os grupos. Em um nivel de confianca
de 95%, a diferenca média de IE entre os dois grupos foi de -1,1025, com intervalo de confianca
(IC) variando de -1,8415 a -0,3634.
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6.3. Coloracéo de Gram

De acordo com a coloracdo de Gram, a grande maioria das rizobactérias apresentou
coloracdo rosea, sendo portanto, Gram negativas. Apenas o0s isolados INPA R302 (controle),
INPA R296 e INPA R233 apresentaram coloragdo roxa (Gram positiva). Korpole et al. (2011)
e Alves et al. (2021), caracterizaram bactérias produtoras de celulase capazes de degradar
carboximetilcelulose (CMC) como unica fonte de carbono como Gram positivas. Entretanto,
estudos relacionados a rizobactérias amazonicas tendem a apresentar coloracdo Gram negativa
(VAZ, 2013; COSTA, 2017; CAUPER, 2018; OLIVEIRA et al., 2022), uma vez que foram
isoladas de nédulos de leguminosas e sao consideradas como rizobios.

Os resultados de coloracdo da Gram estdo descritos na tabela 4 e figura 8, que também
representam as principais rizobactérias com potencial enzimatico. Na coloracdo de Gram, foi
observado que as rizobactérias avaliadas, apresentaram os tipos morfoldgicos de cocos (Figura
7C, 7D, 7E) e a maioria, bastonetes com disposicdes de diplobacilos e estreptobacilos (Figura
TA, 7B, 7F, 7G, 7H). A partir desses resultados, selecionamos rizobactérias para a realizacdo
dos ensaios enzimaticos de determinacéo das celulases: INPA-R583, Gram negativa, bastonete
com estreptobacilos e com maior IE= 5,57; INPA R-774, Gram negativa, cocos e IE= 4.14 e
INPA R-762, Gram negativa, cocos e IE= 3,95. Também foi realizada a identificagdo molecular
de INPA-R302, gram positiva, bastonete com dibacilos e IE= 3,83, sendo considerada o
controle para comparacéo na determinagdo da atividade enzimatica de Fpase, endoglucanases
e beta-glucosidases.

As rizobactérias selecionadas apresentaram coloracdo de Gram e aspectos morfoldgicos
distintos, sendo considerados, até 0 momento, caracteristicas para avalia-las em monocultivo.
Entretanto, ha necessidade de mais parametros de selecao ap6s 0s resultados obtidos nos ensaios
de determinacdo de cada enzima em monocultivo. A partir desses resultados, as rizobactérias
em co-cultivos foram agrupadas para avaliar producdo das enzimas como complexo de

celulases que funcionardo em sinergia entre as rizobactérias.
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Figura 8. A coloracdo de Gram das nove rizobactérias com maiores IE para producdo de

celulase, sendo possivel observar tipos morfoldgicos e arranjos: A. INPA-R583; B. INPA-
R314; C. INPA-R 779; D. INPA-R774; E. INPA-R762 e F. INPA-R302; G. INPA-R1001; H.
INPA-R178; I. INPA-R741.

6.4. Analise molecular

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir de seis isolados de rizobactérias que
apresentaram os maiores IE para a producdo de celulases. Apos a extracdo, o rendimento e a
qualidade do DNA obtido foram avaliados por espectrofotometria utilizando o equipamento
Nanodrop™. As amostras de DNA (5 pL de cada) foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 0,5%, sendo distribuidas nos pogos do gel na seguinte ordem: 2. INPA-R302
(controle); 4. INPA-R314; 6. INPA-R762; 8. INPA-R583; 10. INPA-R583B; 12. INPA-R774,;
e 13. INPA-R779 (Figura 8). De modo geral, as extracOes apresentaram bons rendimentos e
adequada integridade do material genético, conforme evidenciado pelo padrdo de bandas

observadas na eletroforese (Figura 8).
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose das rizobactérias com maiores IE para a producdo de

celulases. As amostras de DNA (5 pL de cada) foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 0,5% e estdo distribuidas nos pocos do gel na seguinte ordem numeérica: 2. INPA-
R302 (Controle); 4. INPA-R314; 6. INPA-R762; 8. INPA-R583; 10. INPA-R583B; 12. INPA-
R774 e 13. INPA-R 779.

As concentragdes de DNA variaram entre 54,6 e 1.118,8 ng/pL (Tabela 6), indicando
variacdo no rendimento entre as amostras, 0 que é esperado em extracdes provenientes de
diferentes isolados bacterianos. Apesar dessa variacdo, todas as amostras apresentaram
qualidade satisfatoria para analises moleculares subsequentes. As razBes de absorbancia
260/280 nm e 260/230 nm, utilizadas como indicadores de pureza do DNA, permaneceram
dentro dos valores considerados ideais para DNA genoémico (entre 1,8 e 2,2), sugerindo baixa

contaminag&o por proteinas, fendis ou outros compostos organicos.
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Tabela 6 - Amostras de DNA quantificadas em equipamento Nanodrop das seis rizobactérias

com maiores IE.

Absorbancia (nm)  Absorbancia (nm)

Identificacdo Amostra Nanodrop™ Pureza DNA Pureza DNA
(ng/uL) (260/280) (260/230)
2 R302 1118,8 2,1 2,08
4 R314 948,4 2,06 2,05
6 R762 1014,6 2,1 2,12
8 R583.1 1020,9 2,14 2,03
10 R583.2 54,6 1,93 1,99
12 R774 89 1,91 1,98
13 R779 59,9 1,91 1,99

6.5. Taxonomia

A identificacdo molecular dos seis isolados bacterianos com maiores indices enzimaticos (IE) > 2,0
revelou a predominancia de espécies pertencentes ao género Bacillus (Tabela 7). Os isolados INPA R-
583, INPA R-779 e INPA R-774 foram identificados como Bacillus spp., apresentando percentuais de
similaridade de 99.39%, 90.91% e 98.39%, respectivamente, quando comparados as sequéncias
depositadas nos bancos de dados NCBI e UNITE. O isolado INPA R-762 foi identificado como Bacillus
sp. 3, com similaridade de 97.55% em relacdo as sequéncias de referéncia disponiveis nesses bancos de
dados.

Os isolados INPA R-583, INPA R-779, INPA R-774 e INPA R-762 foram todos obtidos da rizosfera
de P. phaseoloides e apresentaram elevados indices enzimaticos, indicando alto potencial para a
producdo de enzimas celuloliticas. Além dos isolados provenientes de P. phaseoloides, outros isolados
com indices enzimaticos elevados também foram identificados. O isolado INPA R-314, obtido de
Indigofera sp., foi identificado como Bacillus sp., apresentando 91,33% de similaridade com sequéncias
de referéncia. Ja o isolado INPA R-302 selecionado como controle, isolado da rizosfera de Rhynchosia
phaseoloides, foi identificado como Bacillus sp. 4, exibindo o maior percentual de similaridade entre os
isolados analisados (95,19%), o que confere maior robustez a sua identificacdo taxonémica.

Os resultados da identificagdo molecular indicam que espécies do género Bacillus estdo fortemente
associadas as plantas hospedeiras analisadas e apresentam elevado potencial funcional relacionado a
producdo de enzimas celuloliticas, reforcando a importancia desse género bacteriano em estudos

voltados a bioprospec¢do de microrganismos com aplicacdes biotecnoldgicas. Dentre as identificacdes,
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os isolados Bacillus sp.1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774) e Bacillus sp. 3 (INPA R-762)
tiveram os percentuais de similaridade acima de 97%, valor frequentemente adotado como limiar para
identificacdo inequivoca em nivel de espécie. Entretanto, utilizamos apenas género para maior
confiabilidade taxonimica. Essas cepas também foram selecionadas para andlises de atividade
enzimética celulolitica mais detalhadas, por apresentar os maiores indice enzimatico medio e coletadas

isoladas em P. phaseoloides.

Tabela 7. Identificagdo molecular dos isolados que apresentaram indice enzimatico > 2,0 apos
crescimento em meio sintético contendo carboximetilcelulose. IE = indice enzimético (média + DP, n =
3); (*) = porcentagem de similaridade entre nossas sequéncias e aquelas disponiveis nos bancos de dados
NCBI e UNITE.

Isolados Plantas hospedeiras Identificagéo Identidade  N° de acesso
(*)
INPA R-583 Pueraria phaseoloides  Bacillus sp. 1 99.39% 0OP115602.1
INPA R-779 Pueraria phaseoloides  Bacillus sp. 90.91% MN220534.1
INPA R-774 Pueraria phaseoloides  Bacillus sp. 2 98.39% MG004175.1
INPA R-762:  Pueraria phaseoloides  Bacillus sp. 3 97.55% CP021011.1
INPA R-314 Indigofera sp. Bacillus sp. 91.33% OM978656.1
INPA R-302: Rhynchosia phaseoloides Bacillus sp. 4 95.19% CP018197.1

6.6.Determinacédo da Atividade Enzimatica Celulolitica

O apedice A apresenta os valores sinérgicos de Fpase, CMCase e B-glicosidase produzida
por Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774) e Bacillus sp. 3 (INPA R-762)
em cultivos individuais, em diferentes combinagfes de co-cultivo, bem como pelo controle
Bacillus sp. 4 (INPA R-302), ao longo de 240 h de fermentagdo. Os dados evidenciam
diferengas entre os sistemas avaliados, tanto em relagdo a magnitude da produgéo enzimatica
qguanto sinergia, destacando-se o efeito positivo dos co-cultivos quando comparados aos

cultivos individuais e ao controle.

6.6.1. Determinacdo da Atividade de celulases totais — Fpase

Nos cultivos individuais, a produgdo de Fpase foi relativamente baixa e apresentou
variagoes discretas ao longo do tempo. B. sp. 1 (INPA R-583) mostrou o menor desempenho,
com atividade inicial de 0,031 U/mL em 24 h e valor maximo em 48 h (0,033 U/mL), seguido
por uma reducédo gradual até 120 h, quando atingiu 0,024 U/mL (Apéndice A). A partir desse


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP115602.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JZBD3ZK4013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN220534.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JZAW3YXE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG004175.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=JZB28PY8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021011.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JZB8DG7N016
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ponto, a atividade permaneceu praticamente constante até 240 h, indicando limitada capacidade
de manutencdo da producdo enzimética. B. sp. 2 (INPA R-774) apresentou comportamento
semelhante, porém com valores ligeiramente superiores, atingindo atividade maxima de 0,038
U/mL em 48 h, cerca de 15% maior que a observada para INPA R-583. Apos esse pico, houve
queda progressiva, com estabilizacdo entre 0,028 e 0,034 U/mL nos tempos finais (Apéndice
A). Entre os cultivos individuais, B. sp. 3 (INPA R-762) apresentou o melhor desempenho,
alcancando 0,038 U/mL em 48 e 168 h e mantendo valores relativamente mais constantes ao
longo do experimento. A comparacéo entre os cultivos individuais das linhagens B. sp. 1 (INPA
R-583), B. sp. 2 (INPA R-774) e B. sp. 3 (INPA R-762) com a bactéria controle B. sp. 4 (INPA
R-302) evidencia que as quatro bactérias apresentaram niveis semelhantes de producdo de
Fpase, com variacdes sutis ao longo do tempo e valores maximos concentrados entre 48 e 168
h de cultivo (Figura 10).
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Figura 10. Atividade da enzima Fpase (U/mL) produzida por Bacillus sp. 1 (INPA R-583),
Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3 (INPA R-762) e Bacillus sp. 4 (INPA R-302,
controle) em cultivos individuais, ao longo de 240 h de fermentacdo. Os valores correspondem
a média £ desvio-padrédo (DP) de trés repeticdes independentes (n = 3).

Em contraste, 0s co-cultivos promoveram aumentos expressivos na producédo de Fpase,
evidenciando efeito sinérgico entre as linhagens. O co-cultivo entre B. sp. 2(INPA R-774) e B.
sp. 3 (INPA R-762) destacou-se pela rapida inducdo da producdo enzimatica inicial em 24 h
com atividade de 0,056 U/mL, valor aproximadamente 70% superior & média dos cultivos

individuais nesse mesmo periodo (Apéndice B). O pico ocorreu em 48 h, com 0,064 U/mL,
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representando um incremento de cerca de 68% em relagdo ao melhor cultivo individual.
Entretanto, ap6s esse periodo, observou-se reducdo acentuada da atividade, que se aproximou
gradualmente dos niveis individuais a partir de 96-120 h, indicando um efeito sinérgico intenso,
porém pouco sustentado ao longo do tempo. Ja o co-cultivo entre B. sp. 1 (INPA R-583) e B.
sp. 2 (INPA R-774) apresentou um perfil intermediario, com atividade maxima de 0,057 U/mL
em 48 h, cerca de 50% superior aos valores maximos observados nos cultivos individuais
(Apéndice B). Embora tenha ocorrido reducéo progressiva ap0s esse pico, a producao manteve-
se consistentemente acima dos cultivos individuais até aproximadamente 168 h, sugerindo um
sinergismo moderado e relativamente estavel entre essas duas linhagens (Figura 11).
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Figura 11. Atividade da enzima Fpase (U/mL) produzida em diferentes sistemas de co-cultivo
de Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3 (INPA R-762) e
Bacillus sp. 4 (INPA R-302, controle), avaliados ao longo de 240 h de fermentacdo. Os valores
correspondem a meédia + desvio-padrao (DP) de trés repeti¢ces independentes (n = 3).

O maior destaque foi observado no co-cultivo triplo envolvendo B. sp. 1 (INPA R-583),
B. sp. 2 (INPA R-774) e B. sp. 3 (INPA R-762). Esse sistema apresentou atividade inicial
elevada em 24 h (0,041 U/mL) e aumento gradual ao longo do tempo, atingindo 0,064 U/mL
em 120 h e o maior valor registrado em todo o estudo em 144 h (0,076 U/mL). Esse pico
corresponde a aproximadamente o dobro da média observada nos cultivos individuais e a um

incremento de cerca de 19% em relacdo ao melhor co-cultivo duplo. Mesmo apds o pico, a
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atividade permaneceu relativamente elevada até 240 h, variando em torno de 0,040-0,044
U/mL, o que demonstra maior estabilidade produtiva (Apéndice A).

Quando comparado os co-cultivos bacterianos e a bactéria controle B. sp. 4 (INPA R-
302), hd uma diferenca marcantes na producéo de Fpase ao longo do tempo, confirmando que
a associacdo entre linhagens promove ganhos significativos de atividade enzimatica quando
comparada ao cultivo isolados. Em conjunto, os resultados indicam que os cultivos individuais
apresentam baixa e pouco duradoura producdo de Fpase, enquanto 0s co-cultivos,
especialmente o sistema triplo, favorecem tanto o aumento da atividade maxima quanto a
manutencdo da producdo ao longo do tempo. Esses resultados reforcam que o grau de interagao
microbiana exerce papel determinante na eficiéncia da producéo de Fpase, sendo o co-cultivo
das trés linhagens, uma estratégia mais promissora para aplicacGes biotecnoldgicas que

demandem alta e estavel producdo enzimatica provenientes de rizobactérias (Figura 11).

6.6.2. Determinacdo de Atividade endoglucanasica — CMCase

Nos cultivos individuais, todas as linhagens apresentaram producdo de CMCase ja nas
primeiras 24 h, com valores proximos ou ligeiramente superiores ao controle (0,190 U/mL). B.
sp. 1 (INPA R-583) destacou-se inicialmente, apresentando a maior atividade em 24 h (0,236
0,007 U/mL), valor cerca de 24% superior ao do controle. Entretanto, apds esse periodo,
observou-se queda gradual da atividade, com estabilizacdo entre 0,164 e 0,179 U/mL a partir
de 96 h, valores inferiores aos do controle nos tempos finais (Apéndice C). Esse comportamento
indica que, embora INPA R-583 apresente boa capacidade inicial de produgdo de CMCase, sua

eficiéncia ndo é sustentada ao longo do cultivo quando comparada ao controle (Figura 12).
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Figura 12. Atividade da enzima CMCase (U/mL) produzida por Bacillus sp.1 (INPA R-583),
Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3 (INPA R-762) e Bacillus sp. 4 (INPA R-302,
controle) em cultivos individuais, ao longo de 240 h de fermentag&o. Os valores correspondem
a média * desvio-padréo (DP) de trés repeticdes independentes (n = 3).

O pico de producdo ocorreu nos hoarios finais de avaliacdo, em 192 h (0,249 + 0,065
U/mL), valor aproximadamente 27% superior ao do controle no mesmo tempo (0,196 + 0,004
U/mL) (Apéndice C). Apesar desse aumento pontual, a atividade permaneceu préxima ou
apenas ligeiramente superior a do controle na maior parte do experimento, indicando
desempenho individual comparavel, mas ndo significativamente superior. Ja B. sp. 3 (INPA R-
762) apresentou perfil de producdo mais estavel ao longo de todo o periodo experimental. Em
48 h, atingiu 0,276 + 0,041 U/mL, valor semelhante ao do controle (0,269 £ 0,006 U/mL). Nos
demais tempos, a atividade variou entre 0,170 e 0,197 U/mL, permanecendo muito proxima a
do controle, sem apresentar aumentos expressivos (Figural3). O controle B. sp. 4 (INPA R-
302) apresentou producdo relativamente estdvel ao longo do cultivo, O maior valor foi
observado em 48 h (0,269 U/mL), seguido por manutencdo da atividade em torno de 0,185—
0,196 U/mL até 240 h. Esse perfil estavel torna o controle um bom parametro para comparacao,
evidenciando que as linhagens avaliadas individualmente ndo superam de forma consistente a

producdo basal de CMCase apresentada por B. sp. 4 (controle) (Apéndice C).

Nos co-cultivos, a quantidade de CMCase foi diferente, sendo observado valores de
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maiores quando comparados aos cultivos individuais e controle. O co-cultivo triplo (INPA R-
583 + INPA R-774 + INPA R-762) se destacou, pois teve uma atividade inicial semelhante a
do controle em 24 e 48 h, porém a partir de 72 h ocorreu aumento progressivo da producéo
(Apéndice D). Em 120 h, a atividade atingiu 0,313 £ 0,011 U/mL e alcangou o pico em 144 h
(0,318 + 0,032 U/mL), valores aproximadamente 70—74% superiores ao controle no mesmo
periodo (0,183 U/mL). Mesmo ap6s 0 pico, a atividade manteve-se igual ou superior a do
controle até 240 h, demonstrando sinergismo efetivo e sustentado entre as trés linhagens (Figura
13).
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Figura 13. Atividade da enzima CMCase (U/mL) produzida em diferentes sistemas de co-
cultivo de Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3 (INPA R-
762) e Bacillus sp. 4 (INPA R-302, controle), avaliados ao longo de 240 h de fermentac&o. Os
valores correspondem a média £ desvio-padrédo (DP) de trés repeticdes independentes (n = 3).

O co-cultivo INPA R-583 + INPA R-774 produziram CMCase muito proximos aos do
controle durante todo o experimento, variando entre 0,162 e 0,199 U/mL. Em nenhum dos
tempos avaliados esse sistema superou significativamente o controle, indicando que a interagédo
entre essas duas linhagens ndo favoreceu de maneira expressiva a produgdo de CMCase. O co-
cultivo INPA R-774 + INPA R-764 foram inicialmente semelhante ou inferior & do controle,

observou-se aumento nos tempos finais, com valores entre 0,224 e 0,236 U/mL entre 168 e 240
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h, ligeiramente superiores aos do controle nesses periodos (Apéndice D). Ainda assim, o ganho
foi moderado, sugerindo sinergismo limitado. O maior destaque entre os co-cultivos foi o
sistema INPA R-583 + INPA R-764, que apresentou producao elevada desde 0s tempos iniciais.
Esse co-cultivo atingiu 0,329 + 0,020 U/mL em 96 h e o maior valor de todo o estudo em 120
h (0,337 £ 0,020 U/mL), correspondendo a um aumento de aproximadamente 73% em relacdo
ao controle no mesmo periodo (0,195 + 0,008 U/mL). Embora a atividade tenha diminuido apds
esse pico, manteve-se comparavel ou superior a do controle até 240 h, evidenciando forte
interacdo positiva entre essas linhagens (Figura 13).

De forma geral, a comparacdo com Bacillus sp. 4 (INPA R-302) demonstra que,
enquanto os cultivos individuais apresentaram producdo de CMCase semelhante ou inferior a
do controle, alguns co-cultivos promoveram aumentos expressivos e prolongado da atividade
enzimatica. Em particular, o co-cultivo triplo e o co-cultivo INPA R-583 + INPA R-764
destacaram-sequando comparado ao controle e cultivos individuais, tanto em termos de valores
maximos quanto de estabilidade ao longo do tempo. Esses resultados reforcam que a producéo
de CMCase pode ser realizada através de estratégias de co-cultivo, sendo uma abordagem

promissora para potencializar a sintese dessa enzima em processos biotecnolégicos.

6.6.3. Determinacao de atividade p-glicosidase

Nos cultivos individuais, todos os isolados apresentaram produgdo inicial de f-
glicosidase em 24 h, com valores entre 0,212 e 0,309 U/mL, proximos ou ligeiramente
superiores ao controle (0,235 U/mL). B. sp. 3 (INPA R-762) destacou-se nas fases iniciais do
cultivo, apresentando a maior atividade em 24 h (0,309 U/mL), aproximadamente 31% superior
a do controle. Em 48 e 72 h, esse isolado manteve valores elevados (=0,300-0,332 U/mL),
semelhantes aos do controle, indicando desempenho equivalente nesse periodo inicial
(Apéndice E).
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Figura 14. Atividade da enzima B-glicosidase (U/mL) produzida por Bacillus sp. 1 (INPA R-
583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3 (INPA R-762) e Bacillus sp. 4 (INPA R-302,
controle) em cultivos individuais, ao longo de 240 h de fermentagéo. Os valores correspondem

a média £ desvio-padrdo (DP) de trés repeticdes independentes (n = 3).

O isolado B. sp. 2 (INPA R-774) se destacou aumentando o redimento expressivo da
producdo enzimatica a partir de 72 h. Em 96 e 120 h, atingiu 0,532 e 0,547 U/mL,
respectivamente. Esss valores sdo mais que o dobro da atividade apresentada pelo controle nos
mesmos tempos (0,239 e 0,293 U/mL) (Apéndice E). Esse padréo evidéncia elevada capacidade
desse isolado em sustentar e intensificar a produgdo de B-glicosidase em fases intermediarias
do cultivo. A B. sp. 1 (INPA R-583) apresentou producdo mais variavel, com aumento tardio e
pico em 168 h (0,476 U/mL), cerca de 69% superior ao controle no mesmo horério avaliado
(0,281 U/mL). O controle B. sp. 4 apresentou perfil relativamente estavel ao longo do tempo,
com valores intermediarios, entre 0,185 e 0,330 U/mL, atingindo seu méximo em 72 h (0,330
U/mL) (Apéndice E). No entanto, exceto nas fases iniciais, o controle foi consistentemente
superado pelos isolados INPA R-774 e, em alguns horarios avaliados, pela INPA R-583,
demonstrando que essas linhagens possuem maior potencial individual para producao de [3-

glicosidase (Figural4).
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Figura 15. Atividade da enzima B-glicosidase (U/mL) produzida em diferentes sistemas de co-
cultivo de Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3 (INPA R-
762) e Bacillus sp. 4 (INPA R-302, controle), avaliados ao longo de 240 h de fermentacdo. Os

valores correspondem a média + desvio-padrdo (DP) de trés repeticdes independentes (n = 3).

Nos co-cultivos, os ganhos em relacdo ao controle foram ainda mais evidentes. O co-
cultivo triplo (INPA R-583 + INPA R-774 + INPA R-762) apresentou atividade ja elevada em
24 h (0,472 U/mL), valor aproximadamente duas vezes maior que o do controle (Apéndice F).
Esse ocultivo atingiu o maior valor registrado em todo o experimento em 72 h (0,625 U/mL), o
que representa um redimento de cerca de 89% em relacdo ao controle (0,330 U/mL) e
desempenhos observados nos cultivos individuais (Apéndice F). Além disso, a atividade
manteve-se elevada ao longo do tempo (=0,456-0,528 U/mL até 216 h), evidenciando maior
estabilidade produtiva quando comparada ao controle, que apresentou declinio ap6s 72 h. O co-
cultivo INPA R-583 + INPA R-774 também se destacou, apresentando valores elevados entre
48 e 120 h, com pico de 0,589 U/mL em 72 h, cerca de 78% superior ao controle. Mesmo nas
avaliagOes finais (192-240 h), esse co-cultivo manteve atividades proximas ou superiores a
0,327 U/mL, enquanto o controle reduziu para valores entre 0,185 e 0,299 U/mL (Apéndice F).
Em contraste, os co-cultivos INPA R-774 + INPA R-764 e INPA R-583 + INPA R-764
apresentaram comportamento menos favoravel em comparacdo ao controle ao longo das
avaliacdes. Embora tenham exibido valores relativamente elevados nas primeiras 72 h (até

0,486 U/mL), a atividade de B-glicosidase caiu drasticamente apos 96 h, atingindo valores
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inferiores a 0,15 U/mL nos tempos finais. Nessas condic¢des, esses co-cultivos passaram a
apresentar producdo inferior a do controle, indicando interacdes microbianas desfavoraveis a
manutencdo da atividade enzimatica (Figura 15).

De forma geral, a comparagdo com B. sp. 4 (INPA R-302) demonstra que o controle
apresenta producdo basal de B-glicosidase moderada e relativamente constante, porém é
amplamente superado pelos co-cultivos mais eficientes, especialmente o co-cultivo triplo e o
co-cultivo INPA R-583 + INPA R-774. Esses sistemas ndo apenas duplicaram a atividade
observada no controle em determinados periodos, como também mantiveram niveis elevados
por mais tempo. Assim, 0s resultados evidenciam que a associacao estratégica das linhagens
potencializa significativamente a produgao de B-glicosidase em relagdo ao cultivo isolado da

bactéria controle (Figural5).

7. DISCUSSAO

7.1. Avaliacdo da producao de enzimas celuloliticas das rizobéacterias

A elevada taxa de reativacdo das rizobactérias avaliadas, com 65,15% dos isolados
apresentando crescimento em meio YMA, indica a viabilidade fisiol6gica da maior parte da
colecdo microbiana analisada, sugerindo que as condic¢des de preservacgdo e reativacdo foram
adequadas (BERG et al., 2014).Entre os isolados reativados, a expressiva proporcdo de
rizobactérias capazes de produzir enzimas celuloliticas (62,8%) evidencia o papel funcional
desses microrganismos na ciclagem de carbono no solo, uma vez que a celulose constitui o
principal polissacarideo estrutural da biomassa vegetal. Assim, sua degradacdo microbiana
representa um processo-chave para a mineralizacdo da matéria organica e a consequente
liberacdo de nutrientes essenciais para as plantas (LYND et al., 2002).

Os halos de hidrélise observados em meio contendo carboximetilcelulose (CMC)
confirmam a secrecdo extracelular de celulases (BEGUIN e AUBERT, 1994). A variacao dos
indices enzimaticos entre 1,11 e 5,0 constitui um forte indicativo de diferentes rendimentos
enzimaticos entre os isolados. Resultados semelhantes foram amplamente descritos na
literatura, evidenciando grande heterogeneidade funcional entre rizobactérias, mesmo quando
isoladas de um mesmo hospedeiro vegetal ou ambiente, refletindo diferencas genéticas,
fisiologicas e de adaptacdo ecoldgica entre os microrganismos (COMPANT et al., 2010; LYND
et al., 2002; MENDES et al., 2011; BULGARELLI et al.,, 2013). O fato de 74,1% das

rizobactérias celuloliticas apresentarem indice enzimatico igual ou superior a 2,0 reforga o
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potencial biotecnoldgico desses isolados. Indices enzimaticos elevados estdo geralmente
associados a maior eficiéncia na producdo e secre¢do de enzimas hidroliticas, sendo um critério
amplamente utilizado no screening de microrganismos promissores (KASANA et al., 2008).

O potencial celulolitico entre as rizobactérias avaliadas teve uma distribuicéo
relativamente homgénea, sugerindo que a capacidade de produzir celulases constitui uma
caracteristica funcional amplamente conservada na microbiota da rizosfera. Essa ampla
ocorréncia esta diretamente relacionada a grande disponibilidade de residuos vegetais ricos em
celulose nesse ambiente, o que favorece a selecdo de microrganismos capazes de hidrolisar
polimeros complexos e utilizad-los como fonte de carbono e energia (LYND et al., 2002;
COMPANT et al., 2010). A atuacdo dessas bactérias contribui de forma significativa para a
mineralizacdo da matéria organica, promovendo a ciclagem de nutrientes e influenciando a
fertilidade e a estrutura do solo (MENDES et al., 2011). Apesar dessa distribuicdo homogénea,
alguns isolados destacaram-se por apresentar indice Enzimatico (IE) superior a 4,0, o que indica
maior eficiéncia na produgdo e secregdo extracelular de celulases. Microrganismos com alta
atividade celulolitica tendem a apresentar maior competitividade ecoldgica, pois conseguem
explorar nichos ricos em substratos recalcitrantes e estabelecer interacbes mais estaveis com as
raizes das plantas (BHAT, 2000; KUHAD et al., 2011).

A maioria dos isolados com alto IE foram coletados em P. phaseoloides, sugerindo forte
influéncia da planta hospedeira na selecdo funcional da microbiota rizosférica. Estudos
anteriores demonstram que plantas leguminosas atuam na modulacdo da diversidade e do
potencial metabdlico das comunidades microbianas do solo, favorecendo microrganismos
envolvidos na ciclagem de carbono (BERENDSEN et al., 2012; PHILIPPOT et al., 2013;
BADRI e VIVANCO, 2009; BULGARELLLI et al., 2013).

Os isolados que apresentaram IE entre 2,0 e 3,0, foram classificados como
moderadamente celuloliticos, mas ainda funcionalmente relevantes no contexto ecolégico, no
qual a degradacdo da celulose ocorre de forma cooperativa entre diferentes microrganismos
(LYND etal., 2002; TRIVEDI et al., 2020). Esses resultados reforcam que a selecéo de isolados
com potencial biotecnoldgico deve considerar ndo apenas o valor médio do IE, mas também a
estabilidade da atividade enzimatica e o contexto ecoldgico dos isolados, especialmente quando
se busca aplicagdo em processos de degradacéo de residuos lignocelulésicos ou melhoria da

qualidade do solo.

7.2. Avaliacdo de plantas hospedeiras para a bioprospeccdo de rizobactérias com

atividade celulolitica



76

As espécies Pueraria phaseoloides e Inga edulis constituem fontes relevantes de
microrganismos com elevado potencial enzimatico. Esses resultados podem ser explicados
pelas caracteristicas fisioldgicas e ecologicas dessas espécies, que favorecem o estabelecimento
de comunidades microbianas metabolicamente ativas e funcionalmente diversificadas na
rizosfera. Ambas as espécies possuem elevada producdo de exsudatos radiculares ricos em
carboidratos, aminoacidos e compostos fendlicos, os quais atuam como sinais quimicos e fontes
de carbono, estimulando o recrutamento e a manutencdo de bactérias com capacidade de
degradar polimeros complexos, como a celulose (BAIS et al., 2006; BADRI e VIVANCO,
2009).

Em relacdo a P. phaseoloides, a associacdo com rizobactérias € intensificada pela
simbiose com microrganismos fixadores de nitrogénio (HUNGRIA, 1994; COSTA, 2017b).
Esse ambiente favorece a selecdo de bactérias com elevada atividade metabolicas, como a
degradacéo da biomassa vegetal e ciclagem de nutrientes, especialmente carbono e nitrogénio,
contribuindo para a melhoria da qualidade do solo (LYND et al., 2002; MENDES et al., 2011).
Inga edulis, por sua vez, é uma espécie arborea tipica de sistemas agroflorestais, caracterizada
por elevada producdo de serapilheira e pela presenca de raizes finas de rapida renovacéo, o que
resulta em maior aporte de material lignocelulésico ao solo e favorece a atividade de
microrganismos decompositores (VAZ, 2013; LEBLANC et al., 2005; SCHROTH et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2022).

Esse acumulo de residuos vegetais cria um ambiente favoravel para microgroganimas
degradadores de mateéria rica em celulose, hemicelulose e lignina (VAZ, 2013; OLIVEIRA et
al., 2022; LYND et al., 2002; BHAT, 2000). Além disso, espécies arboreas nativas favorecem
maior diversidade funcional microbiana no solo, devido a heterogeneidade de exsudatos
radiculares e serapilheira, ampliando o potencial de bioprospec¢do de microrganismos com
aplicacdes biotecnologicas. (COMPANT et al., 2010; BERG et al., 2014; MENDES et al.,
2011; BERG e SMALLA, 2009). A presenca de P. phaseoloides e I. edulis ndo apenas favorece
a ocorréncia de rizobactérias celuloliticas, mas também evidencia o papel dessas plantas na
manutencdo da dindmica microbiana do solo, com implicagdes diretas para a sustentabilidade
de sistemas agricolas e para a prospeccdo de enzimas de interesse industrial (KUHAD et al.,
2011; BHAT, 2000; BERG e SMALLA, 2009).

Foi observada a formacéo de halos de degradacdo em 62% no ensaio qualitativo com
CMC, sendo um ensaio amplamente utilizado para a deteccéo inicial de atividade celulolitica,

permitindo a triagem eficiente de isolados com potencial biotecnologico (KASANA et al.,
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2008). A variacdo observada nos valores de indice enzimético (IE), entre 1,0 e 5,57, evidencia
uma expressiva heterogeneidade funcional entre os isolados, mesmo quando provenientes de
plantas hospedeiras especificas. A elevada proporcdo de isolados celuloliticos reforca o
potencial dessas plantas hospedeiras como reservatorios naturais de bactérias com capacidade
de degradacdo de polimeros lignoceluldsicos. Um total 22 isolados apresentaram IE > 2.0,
sendo considerados potenciais produtores de celulases. Esse critério de selecdo ¢ amplamente
empregado em estudos de prospeccao de microrganismos produtores de enzimas hidroliticas,
uma vez que valores de IE superiores a 2,0 indicam secrecao extracelular eficiente e relevancia
funcional para aplicac@es biotecnoldgicas (BHAT, 2000; KUHAD et al., 2011).

A andlise estatistica dos dados revelou que os valores de IE apresentaram distribuicdo
normal, conforme indicado pelos testes de Lilliefors e Shapiro—-Wilk, o que valida a aplicacéo
de testes paramétricos para a comparacdo entre os grupos. A diferenca estatisticamente
significativa observada entre os isolados provenientes de P. phaseoloides e 1. edulis (p =
0,0048) demonstra que a planta hospedeira exerce influéncia direta sobre o potencial funcional
das comunidades bacterianas associadas. O maior valor médio de IE observado para os isolados
de P. phaseoloides sugere que essa espécie cria um ambiente rizosférico mais favoravel a
selecdo de bactérias com maior capacidade de producéo de celulases. O intervalo de confianca
obtido para a diferenca entre o IE entre os grupos de bactérias associadas as plantas, reforca a
robustez estatistica dos resultados e indica, que os isolados de P. phaseoloides apresentam
desempenho celulolitico superior aos de I. edulis. Esses achados estdo em consonancia com
estudos que demonstram que a identidade da planta hospedeira pode ser um dos fatores para
avaliar o potencial enzimatico dos microrganismos associados (BERENDSEN et al., 2012;
BULGARELLI et al., 2013).

7.3. Identificacéo dos isolados

A caracterizacdo morfoldgica e a coloracdo de Gram das rizobactérias avaliadas
revelaram predominancia de isolados Gram negativos, sendo os isolados INPA R302, INPA
R296 e INPA R233 classificados como Gram positivos. Esse padrao esta em concordancia com
estudos conduzidos com rizobactérias amazonicas associadas a leguminosas, nos quais a
predominancia de bactérias Gram negativas é frequentemente relatada, especialmente aquelas
pertencentes ao grupo dos Rhizobium sp. e Bacillus sp., isoladas de nddulos radiculares (VAZ,
2013; COSTA, 2017; CAUPER, 2018; OLIVEIRA et al., 2022).
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Com base nos resultados de coloracdo de Gram, morfologia celular e indice enzimatico
(IE), foram selecionadas trés rizobactérias para 0s ensaios de determinacao das celulases em
monocultivo: INPA R583 (Gram negativa, bastonete em estreptobacilos, IE = 5,57), INPA R-
774 (Gram negativa, cocos, IE =4.14) e INPA R-762 (Gram negativa, cocos e IE=3,95) INPA.
A selecdo dessas linhagens contempla perfis fisiologicos distintos, permitindo avaliar possiveis
diferencas na producdo de endoglucanases, celulases totais e 3-glicosidases.

Apesar da coloragcdo de Gram e a morfologia celular constituirem importantes critérios
iniciais de caracterizacdo, esses parametros, isoladamente, ndo sdo suficientes para predizer o
desempenho enzimatico das rizobactérias. E necessario realizar a identificagio molecular
desses microrganismos e para buscar informagfes na literatura sobre os mecanismos de
secrecdo e interacdo com o substrato, 0s quais variam amplamente entre 0s microrganismos
(BEGUIN e AUBERT, 1994; BHAT, 2000).

A identificacdo molecular revelou a predominancia de espécies pertencentes ao género
Bacillus entre os isolados com maiores indices enzimaticos, sendo identificadas as espécies
Bacillus sp. 1, Bacillus sp. 2, Bacillus sp. 3 e Bacillus sp. 4. Esse resultado € similar com
diversos estudos que apontam espécies de Bacillus como importantes produtoras de enzimas
extracelulares, incluindo celulases, devido a sua elevada capacidade de secrecdo e adaptacdo a
diferentes ambientes, especialmente solos e rizosferas (BHAT, 2000; PRIEST, 1977,
SCHALLMEY et al., 2004).

A recorrente identificacdo de Bacillus spp. entre os isolados com elevado potencial
celulolitico reforca o papel dessa espécie como um microrganismo-chave em processos de
degradacdo de polissacarideos vegetais. A espécies de Bacillus € amplamente reconhecida por
seu repertorio enzimatico diversificado, incluindo endoglucanases e [-glicosidases, além de
apresentar vantagens biotecnoldgicas como rapido crescimento, facilidade de cultivo e status
de organismo GRAS (Generally Recognized As Safe) (FERREIRA et al., 2018; VAN DIJL e
HECKER, 2013). Da mesma forma, B. sp. 3 é descrita como uma espécie com elevado potencial
para producéo de enzimas hidroliticas e metabolitos bioativos, além de desempenhar funcoes
relevantes na promocéo do crescimento vegetal e no biocontrole de fitopatégenos (FAN et al.,
2018; RABBEE et al., 2019).

Os isolados provenientes da rizosfera de Pueraria phaseoloides destacaram-se tanto
pelo elevado indice enzimatico quanto pela predominancia de espécies de Bacillus, sugerindo
que essa planta hospedeira exerce forte influéncia na selecdo de microrganismos
funcionalmente especializados. A rizosfera de leguminosas é caracterizada por elevada

disponibilidade de compostos organicos liberados pelas raizes, como agucares, aminoacidos e
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acidos organicos, os quais atuam como fontes de carbono e energia para a microbiota associada,
favorecendo o estabelecimento de bactérias com alta capacidade metabdlica e enzimaética
(DAKORA e PHILLIPS, 2002; MENDES et al., 2011; BADRI e VIVANCO, 2009).

Espécies de Bacillus sdo frequentemente relatadas na rizosfera de leguminosas devido
a sua versatilidade metabdlica, capacidade de formar enddsporos e producdo de uma ampla
gama de enzimas extracelulares, como celulases, proteases e fosfatases, que desempenham
papel fundamental na degradacdo da matéria organica e na ciclagem de nutrientes no solo
(VESSEY, 2003; COMPANT et al., 2005; SANTOYO et al., 2012). Além disso, esses
microrganismos podem contribuir para o crescimento vegetal por meio da solubilizagdo de
nutrientes, producéo de fitormonios e supressao de fitopatégenos, reforcando a importancia das
interacdes planta—microrganismo na rizosfera (LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009;
BHATTACHARYYA e JHA, 2012).

Embora os percentuais de similaridade obtidos para algumas identificacbes estejam
abaixo de 97%, valor frequentemente adotado como limiar para identificagdo inequivoca em
nivel de espécie, esses resultados ainda sdo suficientes para inferir a afiliacdo taxonémica ao
género Bacillus (STACKEBRANDT e GOEBEL, 1994; JANDA e ABBOTT, 2007). Essa
limitacdo ressalta a necessidade de abordagens complementares, como analises filogenéticas
mais robustas, sequenciamento de multiplos genes (MLSA) ou gendmica comparativa, para
refinamento taxonémico futuro.

De forma integrada, os resultados da extracdo de DNA, da qualidade molecular e da
identificacdo taxondmica reforcam que as rizobactérias selecionadas pertencem a um grupo
bacteriano amplamente reconhecido por sua relevancia biotecnoldgica, além do seu elevado
potencial celulolitico. A sele¢do dos isolados Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA
R-774) e Bacillus sp. 3 (INPA R-762), provenientes de P. phaseoloides, para analises de
producdo de endoglucanases, celulases totais e [B-glicosidases, mostra-se estratégica,
considerando seus altos indices enziméticos, maior similaridade taxondmica e historico de
aplicacdo em processos industriais (SCHALLMEY et al., 2004; CHEN et al., 2025).

7.4. Determinacdo da Atividade Enzimatica Celulolitica

Foi avaliado o desempenho de producdo das enzimas celulases totais (Fpase),
endoglucanases (CMCase) e -glicosidases por isolados Bacillus em sistemas de monocultivo
e co-cultivo. A degradacdo eficiente da celulose depende da agdo sinérgica desse complexo

enzimatico, uma vez que cada enzima atua em etapas complementares do processo hidrolitico,
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desde a ruptura das regides amorfas até a liberagdo final de glicose (BEGUIN e AUBERT,
1994; LYND et al., 2002; HORN et al., 2012).

A producdo de enzimas celuloliticas é tradicionalmente atribuida a fungos filamentosos,
como Aspergillus spp., Penicillium spp. e Trichoderma spp. reconhecidos pela producéo de
celulases e pelo forte sinergismo enzimatico (LYND et al., 2002; BHAT, 2000). Em contraste,
bactérias tendem a apresentar menor atividade celulolitica (SUKUMARAN et al., 2005) quando
comparados com fungos filamentos. De forma geral, os resultados desse-ensaies demonstraram
0 potencial dos consércios de Bacillus para aplicacGes biotecnoldgicas na degradacdo de
biomassa lignocelulésica. As estratégias de co-cultivo bacteriano potencializam
significativamente a producdo de Fpase, CMCase e B-glicosidase, aproximando o desempenho
bacteriano daqueles observados em alguns sistemas fungicos (CARDOSO, 2012; KUMAR et
al., 2016; SALIHU et al., 2015). O co-cultivo, em certos casos, oferece beneficios em
comparacao ao monocultivo, incluindo atividades enziméticas mais elevadas, reducédo de custos
pela obtencédo de coquetéis mais robustos e variados, maior resisténcia a contaminantes e maior
eficiéncia na hidrdlise (SPERANDIO e FILHO, 2019).

7.4.1. Determinacéo da Atividade de celulases totais — Fpase

A determinacdo da atividade de celulases totais, avaliada por meio da enzima Fpase,
evidenciou diferencas entre os sistemas de cultivo individuais e os diferentes arranjos de co-
cultivo. De modo geral, os cultivos individuais de Bacillus sp. 1 (INPA R-583). Bacillus sp. 2
(INPA R-774), Bacillus sp. 3 (INPA R-762) e do controle Bacillus sp. 4 (INPA R-302)
apresentaram baixos niveis de atividade de Fpase, com picos de producdo entre 48 e 168 horas
de fermentacdo. Esse comportamento é amplamente descrito na literatura, uma vez que a
producdo de celulases totais em monocultivo tende a ser limitada pela auséncia de
complementaridade funcional entre as diferentes classes de enzimas necessarias para a
degradacéo eficiente da celulose cristalina (BEGUIN e AUBERT, 1994; LYND et al., 2002;
KOSTYLEV e WILSON, 2012). Entre os cultivos individuais, B. sp. 3 (INPA R-762) destacou-
se por apresentar maior estabilidade temporal da producdo de Fpase, mantendo valores
relativamente constantes ao longo da fermentacdo. Esse resultado é similar com relatos que
descrevem B. sp. 3 como uma espécie com expressdes génicas de enzimas hidroliticas e elevada
capacidade secretora, podendo ser favorecem sua adaptacdo a ambientes complexos como a
rizosfera (FAN et al., 2018; RABBEE et al., 2019; CHEN et al., 2020). Ainda assim, mesmo o
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melhor desempenho em monocultivo permaneceu inferior aos valores alcangados nos sistemas
de co-cultivo, reforgando as limitagdes inerentes a culturas puras.

Em contraste, 0s co-cultivos promoveram aumentos expressivos na atividade de Fpase,
evidenciando um claro efeito sinérgico entre as rizobacterias avaliadas. O co-cultivo entre B.
sp. 2 (INPA R-774) e B. sp. 3 (INPA R-762) apresentou rapida inducdo da producgdo enzimatica
nas primeiras 24 horas, com valores significativamente superiores aos observados nos cultivos
individuais. Contudo, a reducdo acentuada da atividade apds 96 horas indica que esse
sinergismo inicial ndo foi sustentado, possivelmente em funcdo da competicdo por substratos,
alteracOes na proporcdo populacional ou estresse metabdlico ao longo do cultivo (ZUROFF e
CURTIS, 2012; BERNSTEIN e CARLSON, 2012). No co-cultivo pode haver seis tipos
deinteracbes entre os fungos: mutualismo, comensalismo, parasitismos, amensalismo,
neutralismo e competicdo (CHE e MEN, 2019). Presumivelmente, ocorreu amensalismo no
co-cultivo de B. sp. 2 (INPA R-774) e B. sp. 3 (INPA R-762), uma vez que as bactérias possam
ter produzido metabdlitos que inibiram mutuamente a producéo enzimatica, considerando que
essa enzima foi produzida nos cultivos individuais.

O comportamento observado no co-cultivo entre B. sp. 1 (INPA R-583) e B. sp. 2 (INPA
R-774) sugere maior compatibilidade fisiol6gica entre as diferentes linhagens de bactérias do
mesmo género, o que pode reduzir antagonismos metabolicos e favorecer a maior producao de
FPase. Estudos indicam que consércios compostos por espécies ou linhagens do mesmo género
tendem a apresentar maior estabilidade ecoldgica e melhor coordenacdo na producdo de
enzimas extracelulares (MEE et al., 2014; JOHNS et al., 2016).

O maior destaque foi observado no co-cultivo triplo envolvendo B. sp. 1 (INPA R-583),
B. sp. 2 (INPA R-774) e B. sp. 3 (INPA R-762), que apresentou ndo apenas os maiores valores
de atividade de Fpase, mas também maior estabilidade produtiva ao longo do tempo. O pico
registrado em 144 horas, aproximadamente duas vezes superior a média dos cultivos
individuais, indicando que a combinac&o de trés linhagens aumenta producdo de FPases. Além
do aumento da atividade méxima, a manutencédo de niveis relativamente elevados de Fpase até
240 horas no co-cultivo triplo sugere maior robustez e estabilidade sistema, caracteristicas
altamente desejaveis para aplicacfes industriais. A literatura mostra que consorcios
microbianos sdo mais eficientes na degradacdo, quando comparados a culturas puras
(BERNSTEIN e CARLSON, 2012; CORTES et al., 2017; ZHOU et al., 2021). Nesse contexto,
0 desempenho superior do co-cultivo triplo reforca o potencial do uso racional de consércios
bacterianos como estratégia para otimizacdo de processos fermentativos voltados a producéo

de enzimas lignoceluloliticas.
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Quando comparados ao controle B. sp. 4 (INPA R-302), todos os sistemas de co-cultivo
apresentaram ganhos substanciais de atividade de Fpase, confirmando que a associagdo entre
linhagens é determinante para maior redimento. Esses resultados corroboram com estudos que
demonstram que a producédo de celulases em sistemas consorciados ndo é meramente aditiva,
mas resulta de interagdes sinérgicas entre microrganismos (KOSTYLEV e WILSON, 2012;
SINGHANIA et al., 2013; JOHNS et al., 2016). Em conjunto, os dados indicam que, embora
os cultivos individuais de Bacillus apresentem capacidade limitada e pouco duradoura de
producdo de Fpase, 0s co-cultivos, especialmente os consércios bacterianos de rizobactérias
amazonicas (B. sp. 1 - INPA R-583, B. sp. 2 - INPA R-774 e B. sp. 3 - INPA R-762), pode ser
uma boa estratégia para aplicacbes biotecnoldgicas relacionadas a degradacdo da biomassa

lignocelulésica ou a producdo de enzimas industriais.

7.4.2. Determinacéo de Atividade CMCase (endoglucanases)

A atividade CMCase (endoglucanases) observada neste estudo evidenciou diferencas
marcantes entre cultivos individuais e sistemas de co-cultivo, refor¢cando que a organizacéao
microbiana e suas interagdes pode contribuir na eficiéncia da degradacdo da celulose. Nos
cultivos individuais, Bacillus sp. 1 (INPA R-583) apresentou elevada atividade inicial CMCase,
sugerindo rapida inducdo enzimatica em resposta a presenca de CMC. Esse comportamento é
consistente com relatos que descrevem espécies de Bacillus como um microrganismo altamente
responsivo a degradacédo da parede celular vegetal (PRIEST, 1977; SCHALLMEY etal., 2004).
Contudo, a queda progressiva da atividade ao longo do cultivo indica limitagdo na manutencéo
da producdo, possivelmente associada a reducdo da disponibilidade de nutrientes ou a
competicdo metabolica intracelular (ZHANG e LYND, 2004; HORN et al., 2012;
SINGHANIA et al., 2013).

A linhagem B. sp. 2 (INPA R-774) apresentou perfil distinto, com producdo inicial
inferior ao controle, mas incremento gradual ao longo do tempo, culminando em maior
atividade nos tempos finais. Esse padréo sugere expressao tardia das endoglucanases, o que
pode estar relacionado a regulacéo dependente da fase de crescimento bacteriano (KUHAD et
al., 2011; RATSOGI et al., 2009). Embora tenha apresentado aumento pontual, sua produgéo
permaneceu proxima a do controle durante grande parte do experimento, indicando
desempenho individual limitado. Bacillus sp. 3 (INPA R-762) demonstrou producdo de
endoglucanases relativamente estavel e semelhante a do controle ao longo de todo o periodo

experimental. Essa estabilidade € compativel com estudos que descrevem B. sp. 3 como uma
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espécie metabolicamente versétil, frequentemente associada a rizosfera e capaz de manter
atividade enzimatica constante em diferentes ambientes (FAN et al., 2018; RABBEE et al.,
2019; CHEN et al., 2020a; CHEN et al., 2020b). O controle B. sp. 4 (INPA R-302) apresentou
comportamento semelhante, corroborando sua utilizacdo como referéncia basal confiavel para
comparacéo entre os sistemas avaliados.

Em contraste, os sistemas de co-cultivo evidenciaram ganhos expressivos na atividade
CMCase, destacando-se como estratégia eficiente para potencializar a a producao desta enzima.
O co-cultivo triplo (B. sp. 1 INPA R-583 + B. sp. 2 INPA R-774 + B. sp. 3 INPA R-762)
apresentou aumento progressivo e linear, atingindo valores significativamente superiores aos
do controle e dos cultivos individuais. Esse resultado indica forte sinergismo metabdlico,
provavelmente decorrente da complementaridade funcional entre as linhagens e da cooperacéo
na degradacdo do substrato celulésico (LYND et al., 2002; BADER et al., 2010; ZUROFF e
CURTIS, 2012). O destaque observado no co-cultivo INPA R-583 + INPA R-762, com
producdo elevada desde os tempos iniciais, sugere comperacao entre as linhagens para liberacéo
de oligossacarideos soluveis ou sinais metabdlicos que atuam como indutores enzimaticos
(BRENNER et al., 2008; BERNSTEIN e CARLSON, 2012; CORTES et al., 2017). Esse tipo
de interacdo positiva € amplamente descrito em consoércios microbianos naturais e artificiais,
nos quais a degradacdo eficiente de polimeros complexos depende da acdo coordenada de
maltiplos microrganismos (MEE et al., 2014; JOHNS et al., 2016; ZHOU et al., 2021).

Por outro lado, co-cultivos que ndo apresentaram ganhos expressivos corroboram que
nem todas as combinacGes microbianas resultam em sinergismo efetivo. Interacdes
competitivas, sobreposicdo funcional ou desequilibrio metabolico podem limitar a produgéo
enzimatica, evidenciando a necessidade de selecdo racional das linhagens para formacdo de
consorcios eficientes (BRENNER et al., 2008; GRORKOPF e SOYER, 2014). De forma
integrada, os resultados demonstram que a producédo de CMCase em monocultivo € limitada e,
em geral, semelhante a producdo basal do controle, enquanto sistemas de co-cultivo,
especialmente 0 o0 concorsio com as trés linhagens e o consorcio INPA R-583 + INPA R-762,
promovraem aumentos expressivos atividade CMCasica. Esses achados reforcam o potencial

do uso de consorcios bacterianos de rizobactérias para otimizar a producdo de CMCase.

7.4.3. Determinacio de atividade B-glicosidase

A produgdo de B-glicosidase converte oligossacarideos como celobiose em glicose,

mitigando o efeito inibitorio sobre outras enzimas celuloliticas, promovendo uma hidrélise mais
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eficiente do substrato (BEGUIN e AUBERT, 1994; LYND et al., 2002). Nos cultivos
individuais, a atividade betaglucosidasica inicial por Bacillus sp. 3 (INPA R-762) destacou-se
em 24 h, com atividade cerca de 31% superior a do controle, evidenciando resposta rapida ao
substrato CMC. Esse padrdo é consistente com relatos que descrevem B. sp. 3 como
metabolicamente versatil, capaz de expressar rapidamente genes hidroliticos quando exposta a
polissacarideos complexos (RABBEE et al., 2019; FAN et al., 2018). Entretanto, a manutencdo
dessa producédo ao longo do tempo foi limitada. Padrdes semelhantes com maior producao incial
foram observados em outros estudos com B-glicosidases bacterianas (LU e RALPH, 2011;
ABDULLAH et al., 2019).

Em contraste, Bacillus sp. 2 (INPA R-774) apresentou perfil de producdo gradual e
sustentado, com atividade maxima entre 96 e 120 h. Essa producdo superior em fases
intermediarias indica ndo apenas capacidade producdo de PB-glicosidase, mas também
manutencdo da atividade enziméatica em condicdes fermentativas prolongadas. Estudos sobre
producdo de B-glicosidases por Bacillus destacam sua aptiddo para secrecdo eficiente de
enzimas extracelulares e adaptacdo a ambientes ricos em oligossacarideos sollveis
(SCHALLMEY et al., 2004; ZHANG et al., 2014). A producdo mais variavel observada para
B. sp. 1 (INPA R-583), com pico tardio em 168 h, sugere que diferentes cepas de um mesmo
género podem possuir regulacdo enzimatica distintos (KIM et al., 2009).

A utilizacdo de sistemas de co-cultivo revelou uma intensificacdo significativa da
produgdo de B-glicosidase, destacando os beneficios das interagdes microbianas. No co-cultivo
triplo, os valores de atividade foram significativamente superiores as médias observadas nos
cultivos individuais e quase dobraram os valores do controle em 72 h. Esse comportamento
sinérgico € amplamente relatado na literatura sobre consorcios microbianos: a cooperacéo entre
diferentes espécies pode modular positivamente processos enzimaticos e reduzindo efeitos
inibitdrios entre espécies (LYND et al., 2002; BADER et al., 2010; BERNSTEIN e CARLSON,
2012; CORTES et al., 2017).

A elevada e sustentada produgdo de B-glicosidase no co-cultivo triplo sugere que a
complementaridade funcional entre as linhagens, promove maior estabilidade produtiva ao
longo do tempo. Trabalhos com consorcios microbianos naturais e artificiais reforcam essa
sinergia: comunidades diversificadas tendem a superar monoculturas tanto na intensidade
quanto na persisténcia da atividade enzimatica (ZUROFF e CURTIS, 2012; MEE et al., 2014).

O co-cultivo INPA R-583 + INPA R-774 apresentou também desempenho notavel, com
picos de produgdo compardveis ao co-cultivo. Esse resultado sugere que mesmo combinagdes

de duas linhagens podem gerar interacfes positivas, como indicado em outros estudos que
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relatam cooperagdo entre cepas de Bacillus em processos hidroliticos (JOHNS et al., 2016;
CORTES et al., 2017). Os resultados deste estudo confirmam que, embora algumas linhagens
apresentem boa capacidade individual para produzir B-glicosidase, a formacgéo de consércios
microbianos, potencializa de forma expressiva tanto a intensidade quanto a estabilidade da

producdo enzimatica.

8. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstram de forma consistente que a rizosfera constitui
um ambiente altamente funcional para a selecdo de rizobactérias com potencial celulolitico,
refletindo a estreita interagdo entre plantas hospedeiras, microbiota do solo e processos de
ciclagem de carbono. A elevada taxa de reativacdo dos isolados bacterianos e a expressiva
proporcao de rizobactérias capazes de produzir enzimas celuloliticas confirmam ndo apenas a
viabilidade fisioldgica da colecdo microbiana avaliada, mas também a relevancia ecoldgica
desses microrganismos na degradacdo da matéria organica vegetal.

A triagem qualitativa em meio contendo carboximetilcelulose (CMC) revelou ampla
ocorréncia de atividade celulolitica entre os isolados, com variacéo significativa dos indices
enzimaticos, evidenciando heterogeneidade funcional mesmo entre bactérias associadas a uma
mesma planta hospedeira. A predominancia de isolados com indices enzimaticos iguais ou
superiores a 2,0 reforca o elevado potencial biotecnologico da microbiota rizosférica analisada
e valida a eficiéncia do indice enzimatico como ferramenta de selecdo inicial para
microrganismos produtores de celulases.

A anélise comparativa entre as plantas hospedeiras evidenciou que Pueraria
phaseoloides exerce influéncia mais pronunciada na selecdo de rizobactérias com maior
capacidade celulolitica quando comparada a Inga edulis, conforme demonstrado pelos valores
de indice enzimatico e pela diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos. Esses
achados reforgam que a identidade da planta hospedeira é um fator determinante na estruturago

funcional das comunidades bacterianas da rizosfera, influenciando diretamente o potencial
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metabolico dos microrganismos associados. Nesse contexto, plantas leguminosas, como P.
phaseoloides, destacam-se como sistemas estratégicos para a bioprospec¢do de bactérias
envolvidas na ciclagem de carbono e na degradacdo de biomassa vegetal.

A caracterizacdo morfoldgica, associada a identificacdo molecular, revelou a
predominancia de espécies pertencentes ao género Bacillus entre os isolados com maiores
indices enzimaticos, com destaque para Bacillus sp. 1, Bacillus sp. 2 e Bacillus sp. 3. A
recorrente identificacdo dessas espécies confirma sua elevada capacidade de secrecdo de
enzimas extracelulares e sua adaptacdo a ambientes ricos em substratos poliméricos, como a
rizosfera.

A avaliacdo da producdo de celulases totais, endoglucanases e B-glicosidases em
sistemas de monocultivo evidenciou que, embora as linhagens selecionadas apresentem
capacidade individual de producdo enzimatica, essa producdo é limitada e pouco estavel ao
longo do tempo. Esses resultados indicam que culturas puras ndo sao suficientes para promover
degradacéo eficiente da celulose, corroborando a ideia de que a hidrélise desse componente
vegetal depende da acdo coordenada de multiplas enzimas e microrganismos.

Em contraste, os sistemas de co-cultivo promoveram aumentos expressivos tanto na
intensidade quanto na estabilidade da producdo enzimaética, evidenciando a ocorréncia de
interagBes sinergicas e complementaridade funcional entre as linhagens bacterianas. O co-
cultivo triplo envolvendo B. spp. (INPA R-583 e INPA R-774 e INPA R-762) destacou-se
como o arranjo mais eficiente, apresentando os maiores valores de atividade para Fpase,
CMCase e B-glicosidase, além de maior rendimento ao longo do tempo.

A rizosfera amazonica, particularmente associada a Pueraria phaseoloides, representa
uma fonte promissora de rizobactérias com elevado potencial celulolitico. Os resultados
reforcam que a utilizacdo estratégica de consorcios bacterianos, especialmente aqueles
compostos por espécies do género Bacillus, constitui uma abordagem eficaz para a
intensificacdo e estabilizacdo da producéo de enzimas celuloliticas. Assim, esta tese contribui
para 0 avanco do conhecimento sobre a ecologia funcional da rizosfera e oferece subsidios
cientificos para o desenvolvimento de processos biotecnoldgicos sustentaveis voltados a
degradacdo da biomassa lignoceluldsica

Embora o estudo tenha avancado na caracterizacdo do potencial celulolitico de
rizobactérias amazonicas e na identificacdo de consorcios bacterianos promissores, ainda ha
lacunas a serem exploradas, especialmente quanto aos mecanismos moleculares e fisiol6gicos
envolvidos nas interagdes observadas. Pesquisas futuras podem empregar abordagens 6micas

(gendmica, transcriptdmica e protedmica) para elucidar genes, vias metabdlicas e sistemas
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regulatorios relacionados a producéo de celulases, bem como refinar a identificacao taxonémica
das linhagens por meio de andlises filogenéticas mais robustas, contribuindo para uma
compreensdo mais precisa da diversidade funcional presente na rizosfera.

Ha necessidade de investigar a influéncia de parametros fisico-quimicos na producao
enzimatica, visando a otimizacdo e escalabilidade dos consércios bacterianos, bem como
avaliar sua estabilidade e eficiéncia em condi¢Ges proximas as ambientais ou industriais.
Estudos futuros também devem considerar os efeitos da inoculacdo desses microrganismos no
solo e a caracterizacdo bioquimica detalhada das enzimas produzidas, ampliando seu potencial
de aplicacdo agricola, ecoldgica e industrial. Em conjunto, essas perspectivas reforcam que 0s
resultados obtidos constituem uma base soOlida para o desenvolvimento de solugdes

biotecnolodgicas sustentaveis voltadas a degradacdo da biomassa lignocelul6sica.
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762) e Bacillus sp. 4 (INPA R-302 -Controle) em cultivadas individualmente.

APENDICES
APENDICE-A: producio de Fpase pelas linhagens Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3 (INPA R-

Bacillus sp. 1 (INPA R-583)

Bacillus sp. 2 (INPA R-774)

Bacillus sp. 3 (INPA R-762)

Bacillus sp. 4 (INPA R-302 -

Controle)

Tempo (h) Atividade U/mL DP Atividade U/mL DP Atividade U/mL DP Atividade U/mL DP
24 0,031 0,002 0,037 0,002 0,033 0,002 0,036 0,005
48 0,033 0,001 0,038 0,002 0,038 0,001 0,038 0,001
72 0,029 0,003 0,035 0,002 0,034 0,001 0,034 0,001
96 0,026 0,003 0,027 0,002 0,032 0,003 0,031 0,003

120 0,024 0,004 0,029 0,002 0,030 0,004 0,032 0,003
144 0,028 0,004 0,032 0,002 0,035 0,004 0,035 0,005
168 0,031 0,001 0,034 0,002 0,038 0,002 0,039 0,001
192 0,024 0,001 0,028 0,002 0,030 0,001 0,035 0,003
216 0,026 0,001 0,029 0,002 0,028 0,002 0,032 0,004
240 0,024 0,001 0,028 0,002 0,026 0,001 0,029 0,002
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APENDICE-B: Producio de Fpase pelas linhagens Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3 (INPA R-
762) e Bacillus sp. 4 (INPA R-302 -Controle) cultivadas em co-cultivos tripo e duplos.
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INPA R583, INPAR774 ¢

Bacillus sp. 4 (INPA R-

INPA R762 INPA R583 e INPAR774 INPA R774 e INPAR764 INPA R583 e INPA R765 302 -Controle)
Tempo (h)y  Atividade U/mL DP Atividade U/mL DP  Atividade U/mL  DP  Atividade U/mL  DP  Atividade U/mL  DP
24 0,041 0,003 0,040 0,004 0,056 0,002 0,040 0,005 0,036 0,005
48 0,040 0,001 0,057 0,003 0,064 0,001 0,040 0,004 0,038 0,001
72 0,035 0,002 0,048 0,001 0,042 0,001 0,041 0,002 0,034 0,001
96 0,051 0,003 0,054 0,006 0,040 0,002 0,046 0,007 0,031 0,003
120 0,064 0,007 0,039 0,004 0,036 0,005 0,047 0,007 0,032 0,003
144 0,076 0,003 0,044 0,004 0,038 0,004 0,056 0,006 0,035 0,005
168 0,044 0,002 0,044 0,002 0,040 0,0008 0,043 0,001 0,039 0,001
192 0,039 0,003 0,034 0,002 0,032 0,0005 0,033 0,003 0,035 0,003
216 0,040 0,001 0,035 0,002 0,033 0,0008 0,032 0,001 0,032 0,004
240 0,040 0,001 0,032 0,002 0,031 0,002 0,029 0,001 0,029 0,002

APENDICE-C: Producio de CMCase pelas linhagens Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3 (INPA
R-762) e Bacillus sp. 4 (INPA R-302 -Controle) cultivadas individualmente.



Bacillus sp. 1 (INPA R-583)

Bacillus sp. 2 (INPA R-774)

Bacillus sp. 3 (INPA R-762)

Bacillus sp. 4 (INPA R-302 -

Controle)
Tempo (h) Atividade U/mL DP Atividade U/mL DP Atividade U/mL DP Atividade U/mL DP
24 0,236 0,007 0,168 0,007 0,181 0,005 0,190 0,007
48 0,201 0,009 0,203 0,043 0,276 0,041 0,269 0,006
72 0,181 0,003 0,206 0,018 0,194 0,007 0,194 0,007
96 0,179 0,004 0,214 0,034 0,181 0,005 0,185 0,009
120 0,178 0,004 0,187 0,013 0,176 0,005 0,195 0,008
144 0,166 0,002 0,191 0,011 0,183 0,005 0,183 0,005
168 0,166 0,004 0,161 0,005 0,170 0,004 0,186 0,005
192 0,169 0,005 0,249 0,065 0,179 0,012 0,196 0,004
216 0,164 0,006 0,210 0,012 0,189 0,005 0,195 0,006
240 0,164 0,004 0,200 0,012 0,197 0,005 0,188 0,021
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APENDICE-D: Producio de CMCase pelas linhagens Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3 (INPA
R-762) e Bacillus sp. 4 (INPA R-302 -Controle) cultivadas em co-cultivos tripo e duplos.



INPA R583, INPA

INPA R583 e INPA

INPA R774 e INPA

INPA R583 e INPA R764

Bacillus sp. 4 (INPA R-

R774 e INPA R762 R774 R764 302 -Controle)
Tempo (h) Atividade DP  Atividade U/mL DP Atividade DP  Atividade U/mL DP Atividade DP
U/mL U/mL U/mL
24 0,181 0,008 0,162 0,003 0,192 0,013 0,245 0,013 0,190 0,007
48 0,178 0,004 0,166 0,012 0,171 0,010 0,251 0,017 0,269 0,006
72 0,236 0,016 0,198 0,008 0,187 0,010 0,242 0,009 0,194 0,007
96 0,251 0,012 0,199 0,006 0,186 0,005 0,329 0,020 0,185 0,009
120 0,313 0,011 0,194 0,007 0,192 0,006 0,337 0,020 0,195 0,008
144 0,318 0,032 0,195 0,002 0,186 0,006 0,240 0,010 0,183 0,005
168 0,253 0,010 0,176 0,008 0,224 0,011 0,209 0,021 0,186 0,005
192 0,223 0,028 0,175 0,015 0,232 0,008 0,214 0,005 0,196 0,004
216 0,181 0,009 0,178 0,010 0,236 0,008 0,167 0,007 0,195 0,006
240 0,195 0,019 0,180 0,015 0,231 0,008 0,183 0,013 0,188 0,021
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APENDICE-E: Producio de Beta-glicosidase pelas linhagens Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3

(INPA R-762) e Bacillus sp. 4 (INPA R-302 -Controle) cultivadas individualmente.



Bacillus sp. 1 (INPA R-583)

Bacillus sp. 2 (INPA R-774)

Bacillus sp. 3 (INPA R-762)

Bacillus sp. 4 (INPA R-302 -

Controle)

Tempo (h)  Atividade U/mL DP Atividade U/mL DP Atividade U/mL DP Atividade U/mL DP
24 0,212 0,081 0,225 0,129 0,309 0,118 0,235 0,111
48 0,241 0,104 0,196 0,086 0,300 0,020 0,284 0,036
72 0,241 0,094 0,317 0,036 0,332 0,004 0,330 0,057
96 0,319 0,125 0,532 0,092 0,225 0,023 0,239 0,013

120 0,301 0,117 0,547 0,037 0,242 0,048 0,293 0,038
144 0,279 0,110 0,490 0,081 0,328 0,019 0,278 0,054
168 0,476 0,188 0,408 0,061 0,327 0,025 0,281 0,022
192 0,348 0,139 0,512 0,086 0,312 0,040 0,299 0,030
216 0,458 0,102 0,452 0,023 0,337 0,009 0,328 0,014
240 0,178 0,072 0,258 0,009 0,266 0,021 0,185 0,042
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APENDICE-F: Producéo de Beta-glicosidase pelas linhagens Bacillus sp. 1 (INPA R-583), Bacillus sp. 2 (INPA R-774), Bacillus sp. 3

(INPA R-762) e Bacillus sp. 4 (INPA R-302 -Controle) cultivadas em co-cultivos tripo e duplos.
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INPA R583, INPA R774

INPA R583 e INPA

INPA R774 e INPA

INPA R583 e INPA

Bacillus sp. 4 (INPA R-302

e INPA R762 R774 R764 R764 -Controle)
Tempo (h) Atividade U/mL  DP  Atividade U/mL  DP At\;:ide DP  Atividade U/mL DP Atividade U/mL DP
24 0,472 0,199 0,397 0,172 0,405 0,188 0,380 0,144 0,235 0,111
48 0,509 0,067 0,537 0,103 0,315 0,130 0,265 0,124 0,284 0,036
72 0,625 0,076 0,589 0,105 0,486 0,089 0,370 0,016 0,330 0,057
96 0,521 0,073 0,470 0,067 0,345 0,036 0,073 0,033 0,239 0,013
120 0,456 0,059 0,521 0,138 0,325 0,142 0,137 0,027 0,293 0,038
144 0,515 0,064 0,474 0,083 0,069 0,022 0,128 0,017 0,278 0,054
168 0,459 0,080 0,444 0,091 0,096 0,068 0,112 0,014 0,281 0,022
192 0,500 0,071 0,509 0,092 0,090 0,016 0,101 0,010 0,299 0,030
216 0,528 0,115 0,430 0,082 0,104 0,009 0,102 0,014 0,328 0,014
240 0,333 0,048 0,327 0,010 0,101 0,030 0,094 0,018 0,185 0,042
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