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Resumo

Os sistemas organicos de compostagem sao uma tecnologia barata e
eficiente para reciclagem de biomassa, transformando material vegetal em
produtos Uteis para a agricultura. Diversos grupos de microrganismos
atuam degradando os compostos da biomassa até sua estabilizacdo. Neste
trabalho isolou-se um grupo de bactérias capazes de produzir complexos de
enzimas celuloliticas, ou seja, capazes de degradar a celulose presente no
material lignocelulolitico da compostagem. Esta caracteristica foi avaliada
comparativamente através de testes de formacao de halo de degradacao.
A hidrdlise da hemicelulose também foi avaliada nestes isolados. Foram
identificados treze isolados bacterianos aparentemente distintos, com base
na morfologia das col6nias. Estes foram cultivados em meio mineral
contendo capim-elefante como Unica fonte de carbono, e foram capazes de
degradar parte da biomassa vegetal, produzindo enzimas hidroliticas em até
10 dias de cultivo.

' Académica do curso de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
bolsista de Iniciacdo cientifica PIBIC/CNPg/Embrapa Agrobiologia.

2 Académica do curso de Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

% Analista, Embrapa Agrobiologia.
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Isolation of bacteria

with the ability to promote
biomass hydrolysis

in a composting system

Abstract

Organic composting systems are cheap and efficient technologies for
biomass recycling. They are useful procedures for the transformation of
plant materials into profitable products intended for plant nutrition. Several
groups of environmental microorganisms can degrade the main compounds
of biomass to their complete stabilization. This work was conducted in
order to isolate a group of lignocellulolytic bacteria capable of producing
enzyme complexes for degrading plant material into these composts. This
feature was estimated with halo degradation tests. The hydrolysis of
hemicellulose was also assessed in these isolates. Based on colony
morphology, it was obtained a group of thirteen distinct bacterial isolates.
These bacteria were grown in mineral medium containing elephant grass as
the sole carbon source, and they were compared as for the ability to
partially degrade plant biomass, producing hydrolytic enzymes in up to

10 days of cultivation.

Keywords: cellulolytic; biodegradation; enzymes.
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Introducao

Os materiais de origem vegetal sdo constituidos essencialmente por
celulose, hemicelulose e lignina, configurando as chamadas fibras vegetais,
a principal fonte de matéria organica do planeta. Aproximadamente

500 milhoes de toneladas de residuo agroindustrial lignocelulésico sao
gerados todos os anos, sendo que a maior parte permanece sem nenhuma
utilizacao especifica (SAHA, 2003).

As fibras polissacaridicas sao a celulose, totalmente insollvel, e as
hemiceluloses, com baixa solubilidade. A celulose, polimero organico
renovavel mais abundante do planeta, € composta por unidades de glicose
na forma piranosidica, unidas em ligagdes do tipo 3-1,4, o que a torna n&o
digerivel por qualquer animal superior. No tecido vegetal as moléculas de
celulose estao alinhadas em unido formando microfibrilas, e a estabilidade
desta estrutura ordenada resulta na sua insolubilidade e resisténcia
(KAMIDE, 2005). Aproximadamente 50% dos tecidos vegetais é celulose
sendo que hemicelulose e lignina correspondem a 23% e 25%,
respectivamente. A fibra de celulose possui regides mais cristalinas e
outras mais amorfas, e sua quebra na natureza se da pela acao sinérgica
de varios grupos de enzimas hidroliticas produzidas por microrganismos:
endo-celulases (como a endo-B-1,4-glicohidrolase, EC 3.2.1.4) que podem
atuar nas regioes relaxadas da fibra ou nas regides mais cristalinas; e
exo-celulases, que atuam nas extremidades redutoras e liberam pequenos
sacaridios, como a exocelobiohidrolase (EC 3.2.1.74) e as B-glicosidases
(EC 3.2.1.21), que atuam sobre celobiose liberando duas unidades de
glicose. Microrganismos que excretam enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas no ambiente em que habitam, desempenham um
importante papel na natureza por sua capacidade de reciclar o carbono
decompondo residuos lignocelulésicos (ZHANG e LYND, 2004).

Visto que se observa um aumento da producao agricola em sistemas
organicos, e uma disponibilidade crescente destes subprodutos
agroindustriais, e mesmo urbanos, cresce o interesse pela maior
compreensao e utilizacdo dos processos de compostagem visando,
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principalmente, a obtencao de fertilizantes organicos, estaveis, passiveis de
serem utilizados como condicionadores de solo e como fonte orgéanica de
nitrogénio e outros nutrientes. Desse modo, é crescente o interesse pela
compostagem no pais, principalmente nas regioes Sul e Sudeste, bem
como a demanda por técnicas de compostagem adaptadas as condicoes

de clima, mercado, disponibilidade de matéria-prima e caracteristicas
sécio-econdmicas das diferentes regides do pais. Ampliando a compreensao
sobre o processo serd possivel definir as caracteristicas da matéria-prima
que influenciam de modo geral a qualidade do produto final (LEAL, 2006).

As celulases sao intensamente demandadas na indUstria de detergentes
domésticos e no setor téxtil especializado, para melhorar a suavidade,
brancura e refinamento de tecidos, e no processo de 'stonagem’ (IBRAHIM
e EL-DIVANY, 2007).

Inimeras aplicacdes importantes podem ser atribuidas ao processo de
compostagem e seus produtos, incluindo a estabilizacao de materiais
organicos, a reducao ou eliminacao de organismos indesejaveis, substancias
téxicas e poluidoras, aumentarem a disponibilidade ou concentracédo dos
nutrientes, condicionamento do solo, e agregar valor a subprodutos das
atividades agropecuadrias e industriais, entre outros. Embora alguns
eucariotos como os fungos da podridao branca e parda sejam capazes de
degradar estes materiais na natureza, algumas bactérias tem demonstrado
alta capacidade hidrolitica e melhor facilidade de serem posteriormente
inseridas em programas de desenvolvimento de bioprocessos em escala
industrial (JORGENSEN et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi de isolar bactérias com habilidade em
degradar material vegetal, visando sua utilizacdo futura no aprimoramento
de processos que buscam promover, otimizar ou acelerar a bioconversao de
materiais lignoceluloliticos para aplicacoes diretamente no campo e em
nivel industrial, no desenvolvimento de uma gama de produtos de interesse
como biocombustiveis, enzimas e biocompostos (SAHA, 2003; TENGERDY
e SZAKACS, 2003).
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Material e Métodos

O trabalho foi realizado na sua maior parte nos Laboratérios de Microbiologia
de Gramineas e Bioprocessos, na Embrapa Agrobiologia, Seropédica (RJ).

Isolamento dos microrganismos

O substrato utilizado para compostagem foi preparado com aparas de
grama de jardim (principalmente Axonopus sp.) e residuos nao triturados
resultantes da poda de uma cerca viva de sabia (Mimosa caesalpineafolia).
Estes componentes foram obtidos na area residencial do Bairro Ecologia,
em Seropédica (RJ). O material foi misturado na proporcao aproximada de
1:1 (v/v), e agrupado em uma pilha aberta, diretamente sobre o solo, com
volume de aproximadamente 1 m3. Apds 4 meses, em repouso,
transcorrida a fase termofilica do processo, realizou-se uma amostragem na
regiao central interna do material, aproximadamente 10 cm de
profundidade, retirando-se aproximadamente 20 g. Esta amostra foi
cuidadosamente submetida a extracdo em solucao salina estéril, a
temperatura ambiente, durante 1 h em mesa agitadora a 100 rpm.
Posteriormente, aliquotas foram plaqueadas em meio basico sélido
contendo solucao mineral e carboximetilcelulose (CMC), mais o inibidor
fungico cicloheximida na concentracao de 10 ug-mL", adaptado de Pointing
(1999). O processo de repicagens foi repetido até o isolamento de col6nias
individuais, baseando-se na andlise visual.

Identificacdo de atividade celulolitica

As culturas isoladas foram crescidas em placas contendo meio CMC, e
foram coradas com uma solucao de Vermelho do Congo 1% por 10 minutos
e descoradas com NaCl 0,5% até o aparecimento de halo indicativo de
degradacéao. O contraste de cor foi realizado com &cido acético 0,1 M
(WOOD, 1981). Para cada microrganismo estabeleceu-se um indice de
hidrélise, que € a relacao entre o diametro médio do halo de degradacéao e o
tamanho da col6nia, em milimetros. As col6nias e seus respectivos halos
foram medidos com um paquimetro digital (Stewart-Macdonald, EUA) e o
valor médio de quatro leituras foi usado para comparar a atividade
hidrolitica dos isolados.
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Teste comparativo da formacéao de halo

Os mesmos isolados utilizados no teste anterior foram crescidos em
duplicata, e o teste do iodo de Gram foi também utilizado para determinar a
formacéo de halo de degradacao (KASANA et al., 2008). Os testes de
Gram foram realizados no Laboratério da Colecao de Culturas Diazotréficas
da Embrapa Agrobiologia (EMBRAPA, 2009).

Determinacéo da atividade enzimatica

A atividade celulolitica total (endo- mais exo-celulolitica) foi determinada
pela técnica do papel-filtro (FPase), no qual a amostra é incubada com
tiras de papel filtro Watman n° 1 cuja composicao sao fibras de celulose
insoluvel (GHOSE, 1987). As amostras foram equilibradas em tampao
Citrato de sédio 50 mM em pH 4,8, e a seguir incubadas com o
substrato por 30 min. a 50°C. A reacao foi finalizada pela adicao de

1,0 mL do reagente DNSA (ver a seguir). Todos os ensaios foram
realizados em duplicata.

A atividade de xilanase foi determinada pela técnica de Bailey et al. (1992).
As amostras foram incubadas em duplicata, juntamente com uma
suspensao de xilana a 1% durante 30 minutos a 50°C. Os aclcares
redutores liberados foram quantificados pela técnica do DNSA,

descrita a seguir.

Determinacdo dos acucares redutores

Os acucares redutores liberados nas condicdes dos métodos apresentados
acima foram quantificados pela técnica espectrofotométrica do acido
dinitrosalicilico (DNSA), utilizando-se uma solucao de D-glicose ou D-xilose
como padrao (MILLER, 1960). Uma unidade de atividade enzimatica foi
estabelecida como a quantidade de enzima capaz de formar 1,0 mol de
glicose, por minuto, nas condi¢oes descritas.

Cultivo sobre capim-elefante

As bactérias selecionadas foram crescidas em frascos com 200 mL de
meio liquido, contendo solugcdo mineral minima e uma suspensao de 10% ou
20% de capim-elefante a 30°C, em incubadora com agitacao orbital
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durante uma semana ou até 10 dias. O indculo foi preparado em meio LB, e
foi adicionado na razao de 5% do volume final. O capim-elefante da
variedade Cameroon foi obtido na Area Experimental da Embrapa
Agrobiologia (Terraco, Seropédica, RJ), em dois cortes realizados em julho
de 2010, e picado em um triturador de forragem. Este material foi secado
durante 3 dias, quando a umidade manteve-se ao redor de 10%, e apés foi
moido em moinho tipo Wiley e armazenado em sacolas plasticas até o uso.

Resultados e Discussao

O isolamento dos microrganismos celuloliticos do processo de
compostagem identificou 13 isolados aparentemente distintos no que diz
respeito a morfologia do crescimento em col6nias. Nos testes em placa
(Fig. 1) verificou-se a formacao de um halo de degradacao em torno das
colénias das bactérias, indicando a atividade hidrolitica das mesmas. Estes
isolados estao sendo identificados na Embrapa Agrobiologia. Na Tab. 1
temos os indices de hidrélise para os isolados ap6és 24 e 48h de incubacao a
30°C, e areacao do isolado quanto ao teste de Gram.

Fig. 1. Teste de

(c)

formacdo de halo em
placas de Petri com
meio mineral contendo
carboximetilcelulose
como Unica fonte de
carbono. (a) Teste do
Vermelho Congo, isolado
J, apdés 24h de cultivo;
(b) Teste VC, isolado N,
48h; (c) Teste do lodo
de Gram, isolado J, 24h
de cultivo; (d) Teste IG,
isolado B, 48h.
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Tabela 1. Isolados com atividade celulolitica avaliados quanto ao indice de
hidrélise pelo método do Vermelho Congo e lodo de Gram, apds crescimento por

24 e 48 horas em meio sdlido contendo carboximetilcelulose.

A 1,03 (0,029) 1,01 (0,015) 1,04(0,019) 1,03 (0,020) +
B 1,03 (0,031) n.d. - 1,09 (0,062) 2,97 (0,192) -
© 1,01 (0,010) 1,02 (0,041) 1,06(0,018) 1,05 (0,043) +
D 1,65 (0,236) 1,01 (0,010) 1,04 (0,058) 1,04 (0,019) -
E 1,00 (0,004) 1,00 (0,002) 1,09 (0,030) 1,10 (0,014) +
F 1,03 (0,041) 1,00 (0,046) 1,03 (0,022) 1,01 (0,058) -
G 1,00 (0,001) 1,01 (0,010) 1,14 (0,131) 1,04 (0,044) +
H 1,04 (0,036) 1,03 (0,024) 1,10(0,035) 1,00 (0,044) +
| 1,00 (0,003) 1,04 (0,037) 1,02(0,027) 1,03 (0,022) +
J 1,68 (0,032) 1,28 (0,099) 2,48 (0,095) 2,33 (0,097) +
L 1,01 (0,011) n.d. - 1,01 (0,049) 2,23 (0,084) +
M 1,00 (0,001) 1,04 (0,047) 1,07 (0,042) 1,06 (0,022) +
N 2,12 (0,101) 2,69 (0,059) 1,02 (0,014) 1,00 (0,001) +

Observa-se uma predominancia de Gram positivos (10 isolados) sobre Gram
negativos (3 isolados). Em geral, o indice de hidrélise se mantém pouco
variavel de um dia para o outro, principalmente com o teste do Vermelho
Congo. Neste teste fica bastante evidente, para a maioria dos isolados, que
o indice de hidrdlise se estabiliza ou mesmo se reduz ligeiramente ao longo
do tempo. Isto pode ser explicado pelo fato de que o crescimento da
colénia é maior do que a producao de celulases. De fato, visto que as
enzimas celuloliticas excretadas pelas células na colénia ndao devem perder
sua atividade nas condicdes de incubacao, os sacarideos resultantes desta
digestao sao suficientes para suprir as necessidades nutricionais. Assim, os
microrganismos produzem uma grande quantidade de celulases
extracelulares logo no inicio do crescimento da colbnia, e reduzem sua
excrecao ao longo do tempo, enquanto que a prépria colénia continua se
desenvolvendo. Para os isolados B e L, no teste do iodo de Gram, o IH foi
maior ap6s 48 h. Isto pode ter sido o resultado de uma producao
aumentada de enzimas, crescente com o tempo de incubacao e o aumento
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das colbnias, ou mesmo da maior habilidade de difusdo destas enzimas na
matriz de Agar solidificado. Esta Uultima situacao pode estar relacionada a
presenca de enzimas de baixo peso molecular. Este comportamento é
observado tanto para compostos quimicos que atuam como inibidores da
atividade enzimatica quanto para enzimas avaliadas (JUNG e KIM, 2006).

Estes dois testes foram utilizados para verificar se existe alguma correlacao
direta entre si na expressao indicativa da eficiéncia de hidrélise. Kasana et
al. (2008) propdoem o uso do método com iodo de Gram como alternativa
ao tradicionalmente usado, com Vermelho Congo, pois afirmam que o
primeiro é mais rapido e sensivel. Os resultados obtidos deste trabalho nao
permitem assegurar qualquer relacao entre os dois métodos, porém pode-se
afirmar que o contraste de cor é mais visivel no método com iodo de Gram,
o que facilita a medicao mais precisa de halos e coldnias.

Na segunda etapa, o capim-elefante foi usado como fonte de carbono nos
cultivos com as bactérias isoladas, por ser uma graminea bem adaptada as
mais diversas condi¢cOes edafoclimaticas brasileiras, por sua habilidade de
produzir grande quantidade de biomassa, e por sua caracteristica de obter
uma parcela de sua demanda de nitrogénio pela fixacao bioldgica realizada
por bactérias endofiticas.

O crescimento dos microrganismos em meio de cultura contendo capim-
elefante a 10% estimulou a producéo de enzimas celuloliticas por alguns
isolados. Como pode ser observado na Fig. 2, o comportamento dos
isolados que melhor produziram enzimas que hidrolizaram a biomassa é
semelhante no que diz respeito a producao de celulases, ou seja, ocorre um
pico de atividade ao redor de 4-5 dias, porém a atividade é variavel, com
outros momentos de producéao. Isto é comum para todas as enzimas do
complexo hemicelulolitico, onde o produto da reacdo de uma enzima tipo
endocelulase, favorece a maior atuacao de exocelulases pela maior
exposicao de extremidades redutoras passiveis de hidrélise. Para todos os
isolados testados o padrao de expressao enzimatico foi semelhante. Além
disso, como o produto possui composicao variada, a digestao parcial da
fibra de celulose expbe a hemicelulose e vice-versa, fazendo com que
ocorram variagdes ao longo do processo (SAHA, 2003).
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Os isolados E e B foram os que produziram as maiores quantidades de
unidades de atividade enzimatica, quando a concentracao de substrato
passou para 20%, destacando-se dos demais que, contudo, ainda assim
foram capazes de hidrolizar parte da biomassa presente nas condicdes
descritas (Fig. 3). Nem todos os isolados foram capazes de crescer nesta
concentracao de substrato lignocelulésico. A maxima atividade para
celulase foi de 0,84 U/mL, obtida aos 5 dias, e de 0,62 U/mL aos 6 dias
para xilanase, para os seis melhores isolados testados. Muitos trabalhos
tem sido realizados a respeito da producao de celulases e outras enzimas
que hidrolisam biomassa, principalmente com fungos (SKOMAROWSKY et
al., 2005) que sao reconhecidamente bons degradadores de biomassa.
Adsul et al. (2007) obtiveram até 3,4 U/mL de linhagens mutantes de
Penicillium jantinelium, duas vezes maior que a selvagem. Bactérias
geralmente nao produzem todo complexo hidrolitico, e frequentemente sao
deficientes na hidrélise de algum componente da biomassa (TSENG et al.,
2002). Todavia sao mais faceis de cultivar pois os parametros de reologia e
transferéncia de massa em cultivos submersos sdo menos problematicos
que para os fungos, que ainda por cima se desenvolvem em estruturas
filamentosas (HECK et al., 2005).

Uma questao extremamente importante na hidrélise de biomassa é a sua
necessidade de pré-tratamento, principalmente quando se deseja altos
indices de extracao e aproveitamento dos polissacarideos em processos de
producao de biocombustiveis (SZENGYEL et al., 2000). Neste trabalho o
capim-elefante nao passou por nenhum pré-tratamento visando a
modificacao estrutural de suas fibras. No momento, busca-se aperfeicoar
as condicOes de meio de cultura, principalmente o condicionamento do
capim-elefante, tempo e temperatura de cultivo para se determinar as
condicdes 6timas de crescimento e maxima expressao da atividade
celulolitica. Cabe ressaltar que o tempo para se atingir estes resultados
deve ser compativel com os processos industriais desenvolvidos para
fungos, que sao reconhecidamente os organismos que mais produzem esse
grupo de enzimas na natureza.
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Fig. 2. Curva de producdo de celulase para os isolados B (H) e C (®) em meio
contendo capim-elefante a 10% (p/v). Cultivo realizado em incubadora "shaker" a
30°C e 150 rpm.
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Fig. 3. Atividade celulolitica (5 dias) e xilanolitica (6 dias) dos isolados que melhor
produziram quantitativamente estas enzimas (metodologia descrita acima). Cultivos

realizados a 30°C sob agitacdo a 120 rpm, com 20% (p/v) de capim-elefante.
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Conclusao

O processo de compostagem pode ser fonte para o isolamento de bactérias
que apresentam atividade celulolitica expressiva. Mesmo com a obtencao
de treze isolados, sua habilidade hidrolitica é varidvel. A selecao destes
microrganismos pode levar ao desenvolvimento de produtos biotecnolégicos
especificos para acelerar o processo de biocompostagem. Porém, mesmo
isolados com baixa atividade nas condicoes testadas podem apresentar
melhor desempenho em processos alternativos, em condicdes diferentes
das que foram testadas neste trabalho. A variacdo dos meios de
crescimento, temperatura e proporcao de substrato também podem
conduzir a diferentes niveis de expressao de enzimas hidroliticas, como
observado para as duas concentracoes de capim elefante.
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