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A busca por fontes de energia alternativa avancam a medida que a disponibilidade de
recursos petréleo dependentes diminuem. As biomassas sdo matrizes organicas capazes de
serem convertidas em energia. Bactérias do género Bacillus spp. sdo produtoras de enzimas
do complexo ligninocelulolitico e apresentam grande potencial de uso na producdo de
biocombustiveis. Algumas espécies do género ainda carecem de maiores investigacdes na
busca destas enzimas, como é o caso do Bacillus thuringiensis. Portanto, o objetivo do
presente trabalho é identificar e descrever a presenca de enzimas do complexo
ligninocelulolitico em B. thuringiensis. Os proteomas das bactérias utilizadas no estudo foram
coletados no banco de dados NCBI e os dados foram pré-tratados utilizando linguagem de
programacdo Python. Um script em VBA foi escrito para semi automatizar a procura das
enzimas desejadas nos proteomas das bactérias via interface grafica Excel. Por fim, foi
utilizado o programa Clustal Omega para construcdo de arvore filogenética das espécies
coletadas. Foram encontradas 4 diferentes enzimas no proteoma de B. Thuringiensis: 6-
phospho-B-glucosidase, a-glucosidase, a-amilase e laccase. Todas estas com potencial de
degradacdo de biomassa, principalmente amido e lignina. Ao analisar outras espécies do
género, foi indentificado um maior nimero e diversidade de enzimas do complexo
ligninocelulolitico principalmente em B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. velezensis e B.
subtilis. Conclui-se que apesar de B. thuringiensis apresentar um potencial na degradac¢ao de
biomassa, outras espécies do género podem ser mais eficientes em aplicagdes reais. Esses
achados ampliam o potencial biotecnolédgico de B. thuringiensis, antes restrito a producdo de
bioinseticidas e plantas resistentes a praga.

Palavras chave: Biomassa; Bacillus; Bacillus thuringiensis; Biocombustiveis.
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1. INTRODUCAO

O amplo uso e queima de derivados do petréleo representa grande parte da matriz
energética consumida mundialmente. O diesel, por exemplo, é um combustivel muito
utilizado na movimentacao de veiculos, seja para o transporte ou para aplica¢des industriais.
Esses combustiveis, de fontes ndo renovaveis, possuem esgotamento premeditado para um
futuro préximo, podendo colocar em risco grande parte da estrutura energética global
(FERREIRA et al., 2014).

A producdo e pesquisa de vias energéticas alternativas vém ganhando notoriedade
devido ao potencial de menor producdo de gases poluentes e continuo esgotamento dos
combustiveis fosseis (AKIA et al., 2014). Todavia, dificuldades de implantacdo de matrizes
energéticas “verdes” sdo consideraveis, em parte pelo alto custo da substituicdo da
infraestrutura mundial petrdleo-dependente e pelo baixo rendimento energético
comparado as fontes fosseis em utilizacdo atualmente (CARNEIRO et al., 2017).

As biomassas sdo, potencialmente, todas e quaisquer formas de matéria organica
capazes de serem convertidas em energia (BRACMORT, 2013). Devido a abundancia de
biomassas na natureza e nas formas artificialmente produzidas, a partir de residuos de
colheita, desperdicio alimentar ou residuos sélidos de esgoto, as biomassas tornaram-se
uma fonte vidvel e importante na producdao de energia pela conversdao dessa matriz em
biocombustiveis de segunda geragao (TUCK et al., 2012).

A descoberta de enzimas em microrganismos capazes de degradar biomassa
possibilitou a aplicacdo de agentes bioldgicos no pré-tratamento da biomassa, e consiste
numa abordagem promissora na producgdo de bicombustiveis (AGBOR et al., 2011). Os
fungos sdo excelentes produtores de celulases e enzimas degradadora de lignina, mas
diversas bactérias produtoras de enzimas do complexo ligninocelulolitico ja foram descritas
na literatura e sdo importantes focos de estudo (MAKI; LEUNG; QIN, 2009).

Dentro desse contexto, varias espécies de bactérias do género Bacillus spp. foram
descritas como produtoras de enzimas ligninoceluloliticas (RASTOGI et al., 2010). Alguns
membros, no entanto, ainda carecem de investigacdes mais aprofundadas a respeito do seu
potencial enzimatico quanto a degradacdo de biomassa como é o caso do B. thuringiensis.
O estudo dessa bactéria especifica em busca de enzimas do complexo ligninocelulolitico

poderia, ndo somente ampliar o nimero de bactérias descritas com potencial degradador de
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biomassa, mas também expandir as propriedades biotecnolédgicas ja descritas nesses
microrganismos (SANAHUJA et al., 2011).
Com isso, o objetivo do presente trabalho foi identificar e descrever a presenca de

enzimas do complexo ligninocelulolitico em B. thuringiensis.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

O género Bacillus spp. é constituido por bactérias, em sua maioria, Gram-positivas,
aerdbicas e formadoras de esporos que podem garantir grande resisténcia e longa vida
destes microrganismos em ambientes hostis. Esses microrganismos sdo encontrados em
abundancia na natureza como no solo, vegetacdo, aguas, alimentos, insetos e, em
determinadas situacdes, em seres humanos (FANGIO; ROURA; FRITZ, 2010; JAWETZ et al.,
2014).

Alguns membros do género Bacillus sdo particularmente de grande destaque.
Determinadas espécies possuem grande relevancia clinica especialmente B. anthracis e B.
cereus causadores do antraz e intoxicacdo alimentar, respectivamente. Outras espécies
como B. thuringiensis sao de relevancia biotecnoldgica e economica significantes, sendo
utilizadas amplamente como bioinseticida e no desenvolvimento de plantas resistentes a
pragas (SANAHUJA et al., 2011). Algumas outras ainda apresentam grande potencial em
areas de biodegradacgao, remediagao e uso como probidtico (LATEEF; ADELERE; GUEGUIM-
KANA, 2015).

A busca por fontes de energia alternativa e o desenvolvimento de tecnologias
voltadas para a maximizacdo energética e producdo de biocombustiveis, tem sido
impulsionada nas ultimas décadas em decorréncia do esgotamento de combustiveis fésseis e
pelo aquecimento global (CHUNDAWAT et al., 2011). A queima de derivados do petréleo é
uma das principais e mais importantes causas da polui¢cdao do ar, estando associadas a danos
ao meio ambiente e a saude humana (ANDERSON; THUNDIYIL; STOLBACH, 2011; XUE et al.,
2015).

Os recursos e matérias-primas utilizadas para producdao de biocombustiveis sdo
derivados principalmente da cana de acucar (GOLDEMBERG, 2009). No entanto, discussdes
guanto a sustentabilidade dessa abordagem quanto aos impactos ambientais e seguranca
alimentar mundial tem levantado grandes questionamentos sobre a relevancia e reais

beneficios dos biocombustiveis de primeira geragdo (G1) atualmente (MOHR; RAMAN,
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2013). O potencial uso de residuos organicos alternativos, também chamados de biomassa,
tem ganhado grande relevancia. Os grandes volumes de biomassa produzidos como
residuos, por exemplo, pelo agronegdcio, fornecem uma fonte enorme de matéria-prima e a
matriz rica em acucares e carbono das biomassas favorecem a fermentacdo para producao
de biocombustiveis de segunda geracdo (G2) (GRACA et al., 2012; ANWAR; GULFRAZ;
IRSHAD, 2014).

As matrizes estruturais basicas das paredes celulares das biomassas sdo muito
similares, apesar da proporcdo de cada componente variar dependendo da origem e do tipo
do substrato organico (STEFANIDIS et al., 2013). Trés principais componentes formam a
biomassa: celulose, hemicelulose e lignina. O entendimento da organizagcdo e composicao
primordial das biomassas ligninoceluloliticas sdo essenciais para o design de métodos de
degradacdo e reaproveitamento eficazes e inteligentes, e influenciam o grau de degradacao
da biomassa (JIMENEZ-FLORES et al., 2010; CHEN, 2014).

A celulose é o principal polissacarideo de parede celular de plantas e consiste na
porcdo mais abundante da biomassa, representando até 50% do peso seco total de plantas
(XU et al., 2013). A organizacdo estrutural da celulose é complexa, sendo formada por
centenas de residuos glicoliticos, altamente polimerizados, ligados entre si por ligagcdes B-
1,4-glicosidicas e que formam agregados de microfibrilas estabilizados via interagdes intra e
extramoleculares (GUERRIERO et al., 2016).

A hemicelulose pertence a um grupo de polissacarideos que apresenta uma elevada
diversidade de composicdes e estruturas dependendo da planta e tecido onde é extraida
(WAYMAN, 2013). Comumente sao divididas em quatro principais grupos como xilose,
manose, arabinose e galactose, além de muitos outros derivados. Por fim, a lignina é um
polimero fenilpropandide complexo derivado de estruturas pertencentes aos alcodis, que
interage e se entrelaca com a celulose e hemicelulose formando paredes celulares firmes e
resistentes a biodegradacdo, tornando-se portanto, um dos maiores empecilhos para
degradacdo da biomassa (MARTINEZ et al., 2009; CHEN, 2014).

O uso de biomassas como matéria basica para producdo de biocombustivel requer
alguns processos bdsicos de tratamento. O pré-tratamento inicial da biomassa é conduzido
com o objetivo de modificar caracteristicas fisico-quimicas da biomassa e dos componentes
ligninoceluloliticos, a fim de facilitar a hidrélise dos grupos carboidrato para geracdo de

mondmeros de agucar, capazes de serem fermentados para produgao de biocombustiveis
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(ZHENG; PAN; ZHANG, 2009). Tratamentos fisicos como a moagem e fragmentac¢do da
biomassa, aplicacdo de altas temperaturas e abordagens quimicas como inducgdo de hidrdlise
por acidos concentrados, sdo abordagens vidveis como via de pré-tratamento, todavia
muitas vezes sdo caras, ineficientes, energeticamente custosas e podem levar a degradacao
de acucares durante o processo (KUMAR et al., 2009; ZHU; PAN; ZALESNY, 2010).

Amplos estudos e investigacOes possibilitaram a identificacdo de agentes bioldgicos
produtores de enzimas do complexo ligninocelulolitico capazes de degradar biomassa, tais
como celulases, hemicelulases e enzimas degradadoras de lignina. Fungos do género
Trichoderma e Aspergillus sp. sdo particularmente conhecidos como microrganismos modelo
na producdo de celulases (SRIVASTAVA et al., 2017) e, ainda, bactérias do género Clostridium
(DESVAUX, 2005), Acinetobacter (EKPERIGIN, 2007), Streptomyces (VINHA et al., 2011) e
diversos outros géneros de bactérias (LIANG et al., 2014) foram identificados como
produtores de uma vasta diversidade de enzimas do complexo ligninocelulolitico.

Esses microrganismos ganharam grande notoriedade no contexto de degradacdo de
biomassa, pois sdo uma alternativa economicamente viavel em relacdo a métodos fisico-
guimicos de degradacdo, sdo ecologicamente corretos pela diminuicdo do custo energético
envolvidos no processo e pela diminui¢do da produgdo de rejeitos finais (WAN, LI, 2012).

Membros do género Bacillus spp. tém sido citadas como importante fonte de
enzimas ligninoceluloliticas, como B. subtilis (BIEN et al., 2014), B. pumilus
(BALASUBRAMANIAN; SIMOES, 2014) e B. amyloliquefaciens (AMORE et al.,, 2015). A
descricdo de celulases em B. thuringiensis também ja foi demonstrada (LIN et al., 2012), no
entanto mais investigacdes ainda sdo necessdrias para identificar o real potencial de

producdo de enzimas por Bacillus thuringiensis.

3. METODOLOGIA

3.1 Coleta dos dados

Os dados utilizados para realizagdo do presente trabalho foram coletados do banco
de dados Assembly administrado pelo NCBI (do inglés, National Center for Biotechnology
Information). Essa base de dados prové informacdes basica a respeito de genomas montados
e proteomas elucidados de diferentes organismos. Apds o download dos proteomas das

bactérias desejadas, os arquivos foram convertidos do formato .faa para .txt.
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3.2 Tratamento de dados

O grande volume de dados obtidos requisitou um pré-tratamento basico. Foi utilizado
um script em linguagem python (versao 3.6.9) utilizando o IDE (do inglés, Integrated
Development Environment) Atom (versao 1.50), para conversao e formatacdo dos arquivos

dos proteomas completos em outros arquivos .txt separados e menores.

3.3 Identificacdo de enzimas

Para busca das enzimas desejadas no proteoma das estirpes de cada espécie, foi
escrito um script em VBA (do inglés, Visual Basic Applications) que possibilitou a
automatizacdo da procura das enzimas nos arquivos dos proteomas via interface grafica
Excel. A procura das enzimas desejadas se deu pela insercdo dos nomes das enzimas, no
programa, descritas pela literatura e associadas a degradacdo de biomassa (JORGENSEN;
KRISTENSEN; FELBY, 2007; SAINI; SAINI; TEWARI, 2015; GONG et al., 2017; CHEN et al., 2018).
As enzimas que, eventualmente, possam ter sido selecionadas, mas que ndo tenham

correlacdo ao propédsito da pesquisa foram excluidas.

3.4 Construgdo da Arvore Filogenética

A inferéncia de relagdes evolutivas entre as diferentes espécies e estirpes coletadas
foi realizada pelo programa Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011) utilizando o gene gyrA. As
enzimas mais abundantes e frequentes entre as espécies também foram avaliadas para

andlise de possivel correlacdo e homologia. O fluxograma 1 esquematiza as etapas do

trabalho.
Tratamento . Arvore
Coleta dos Identificacdo ) L
de Dados ) Filogenética
Dados (L das Enzimas (Clust
(Proteoma) HER (VBA) Hstaty
Python) Omega)

Fluxograma 1. Metodologia de trabalho empregada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
No total foram coletadas nove diferentes espécies de Bacillus e para cada espécie
foram estudadas trés estirpes cada, resultando no estudo total de vinte e sete proteomas

diferentes (tabela 1).

Espécie de Bacillus spp. Estirpe 1 Estirpe 2 Estirpe 3
B. amyloliquefaciens FS1092 KC41 Y2

B anthracis 2000013094 2000031021 AFS072084
B. cereus ATCC14579 MLY1 SB1

B. licheniformis BL1202 DSM13 SCDB34

B. megaterium AFS057444 ATCC14581 M4

B. pumilus 145 SH-B9 SH-B11

B. subitilis 168 MB9_01 PY79

B. thuringiensis ATCC35646 ATCC 10972 C15

B. velezensis 9912D CBMB205 FZB42

Tabela 1. Relagdo de espécies e estirpes coletadas para estudo.

Em todas as espécies e estirpes, investigadas no presente trabalho, foram
encontradas enzimas descritas na literatura com potencial de degradacao de biomassa
(JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007). A producdao de enzimas ligninoceluloliticas por
Bacillus nao é novidade. Estudos conduzidos por Jones e colaboradores (2012) permitiram a
identificacdo de complexos multienzimaticos em B. subtilis capazes de degradar xilana, um
importante componente da hemicelulose de biomassas. Ainda, a identificacdo de novas
enzimas, como endo-1,4-B-xylanase, em B. amyloliquefaciens propicia novas aplicacdes
desse microrganismo na sacarificacdao de graos de interesse na producdo de biocombustiveis
(AMORE et al., 2015).

Apesar da grande relevancia biotecnolégica de B. thuringiensis na producdo de
bioinseticidas e criacdo de plantas resistentes a pragas (SANAHUJA et al., 2011), seu
potencial na producdo de enzimas ligninoceluloliticas ainda ndo é totalmente conhecido. Lin
e colaboradores (2012) reportaram a producdo de celulases de B. thuringiensis com
potencial hidrolitico contra carboximetil celulose (CMC). Apesar disso, a identificacdo e
caracterizagdo estrutural das enzimas nao foi realizada. As analises de bioinformatica

conduzidas no presente estudo identificaram no total quatro classes distintas de enzimas em
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B. thuringiensis capazes de degradar biomassa. Sdo essas: 6-phospho-a-glucosidase, a-

glucosidase, a-amilase e lacase (tabela 2).

Enzimas identificadas

B. thuringiensis

ATCC 35646

ATCC 10972

C15

endoglucanase

X

X

B-glucanase

glucohydrolase

glucohydrolase

6-phospho-a-glucosidase

6-phospho-B-glucosidase

a-glucosidase

aryl-phospho-B-D-glucosidase

a-amylase

glycoside hydrolase 43

arabinoxylan

arabinofuranohydrolase

glucuronoxylanase

arabinan endo-1,5-a-L-arabinosidase

Endo-a-(1- 5)-L-arabinanase

a-N-arabinofuranoside

B-mannosidase

endo-1,4-B-galactanase

6-phospho-B-galactosidase

laccase

sucrose-6-phosphate hydrolase

pectate lyase

endo-1,4-beta-xylanase

alpha-N-arabinofuranosidase

X| X| X[ X| X[ X| X[ X| X[ X| X| X| X| X| X| O] X[ X| O X| X[ X| X

X| X| X[ X| O X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| O] X[ O] Of X| X[ X| X

xX| X| X| X| O X| X| X| X| X| X| X| X| X[ X[ O| X| O] O| X| X[ X[ X| X

acetylxylan esterase

X

X

X

Tabela 2. Enzimas presentes no proteoma de B. thuringiensis. O - Enzimas encontradas, X - Enzimas ndo

encontradas.
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As a-amilases, assim como, a-glucosidases, sdo consideradas enzimas degradadoras
de amido (MARQUES et al.,, 2018). As macromoléculas de amido sdo polimeros de
carboidratos de plantas que atuam como reservas de carboidratos e sdo formados por
monoémeros de acucar conectados por ligacdes a-1,4-glicosidicas e ramificados por ligacOes
a-1,6-glicosidicas (BERTOFT, 2017). A grande abundancia de acgucares presentes no amido, o
faz um substrato vidvel e factivel para producdo de biocombustivel (MARQUES et al., 2018).

O uso de a-amilases de microrganismos para degradacdo de amido ja foi
amplamente descrito na literatura, sendo essa enzima responsdvel pela hidrélise das
ligagdes a-1,4-glicosidicas liberando produtos como glicose e maltose, agucares esses
importantes para processo de sacarificacdo e para producdo de biocombustiveis (RUIZ et al.,
2011; SOUSA et al., 2017). As a-glucosidases promovem o rompimento tanto das ligacdes a-
1,4-glicosidicas quanto a-1,6-glicosidicas dos acgucares ndo redutores do amido para
producao de glicose (HIl et al., 2012). Ainda, as enzimas da familia glicosil hidrolases (GH4),
na qual a 6-phospho-glucosidase incluem-se, também sao relacionadas a ruptura de ligacoes
Beta de dissacarideos naturalmente fosforilados (YIP; WITHERS, 2004). As lacases sdo
enzimas polifenoloxidases capazes de promover a oxida¢cdo de componentes aromaticos de
substratos organicos, tendo como oxigénio o aceptor de elétrons final (MADHAVI; LELE,
2009).

Apds a identificacdo das classes enzimdticas encontradas no proteoma de B.
thuringiensis foram investigadas a quantidade total de enzimas ligninoceluloliticas. O script
desenvolvido identificou no total 17 enzimas, produzidas pelas 3 estirpes coletadas, sendo
estas, sete sdo a-amilases, quatro sdo a-glucosidases, quatro 6-phospho-B-glucosidase e
duas lacases. Nao houve diferencas significativas quanto ao total produzidos por cada
estirpe. No entanto, a ATCC 10972 possui uma a-amilase a mais que as demais, e a ATCC
35646 apresenta uma 6-phospho-B-glucosidase adicional (grafico 1).

Devido a sua complexidade e abundancia de polimeros aromaticos, oriundas da
polimerizacdo de monoligndis, a lignina é uma fracdao da biomassa muito suscetivel a agao
das lacases (VANHOLME et al., 2010; RALPH; LAPIERRE; BOERJAN, 2019). A identificacdo de
lacases em diferentes membros do género Bacillus ja foi muito bem descrita na literatura
(MIN ZHAO et al., 2010; SONDHI et al., 2014; RAJESWARI; BHUWANESVARI, 2016). No

entanto, apesar das descricdes de lacases em B. thuringiensis ndo serem consideraveis,
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Olukanni e colaboradores (2013) indicaram a possivel producdo de lacases em B.

thuringiensis estirpe RUN1 e seu envolvimento na degradagao de corantes industriais.

Enzimas presentes nas estirpes de B.
Thuringiensis (ATCC35646; ATCC 10972;ATCC
10972)

SR NWBRWUO N O

Quantida de enzimas

a-glucosidase
a-amylase

@
vy
[1°]

=
wy
o
o

=
e

o
=

=
=4
wv
o

=
=
w0

Enzimas

Grafico 1. Numero total das enzimas mais abundantes em B. thuringiensis.

A avaliagdo do potencial total de degradagao de biomassa em B. thuringiensis é dificil
principalmente pela falta de dados e estudos na literatura. O nimero consideravel de a-
amilases pode indicar capacidade considerdvel na degradacdo de substratos de amido.
Estudo conduzido por Bozic e colaboradores (2011) apontaram a-amilase termoestavel
altamente eficiente na degradacdo de amido bruto em B. licheniformis. A eficacia das a-
amilases, quanto a degrada¢ao de biomassa, de B. thuringiensis ainda deve ser avaliada. A
presenca de lacases em B. thuringiensis amplia o potencial da bactéria em processos de
deslignificacdo (ROTH; SPIESS, 2015), podendo favorecer a producdo de monbémeros de
acucar de biomassa total, e amplia o potencial biotecnolégico da bactéria na degradacao de
poluentes e descoloragdo de rejeitos industriais (GUAN et al., 2018)

A identificacdo das enzimas do complexo lignocelulolitico nas varias espécies de
Bacillus identificou uma grande diversidade entre as espécies (Tabela 3). As espécies B.
amyloliquefaciens, B. velezensis, B. Subtilis, B. licheniformes e B. pumilus foram as espécies

nas quais foram identificadas o maior nimero de enzimas hidroliticas. As enzimas mais



21

comuns que foram encontradas em todas as espécies foram a glucohydrolase,
arabinoxilanase, arabinan endo-1,5-a-L-arabinosidase, Endo-a-(1- 5)-L-arabinanase e endo-

1,4-B-galactanase.

Espécies de Bacillus

Enzimas Amylo- . tha- ce- licheni- mega- PY" subi- thurin- Vele-
quefaci- ] . . mi- - .. .
cis reus formis terium tilis giensis zensis
ens lus

endoglucanase X X X @] X @) X X X

B-glucanase X X X X X X @) X X

glucohydrolase X X X X X X X X X

glucohydrolase X X X X X X X X X

6-phospho-a-

glucosidase X X X 0] X X @) X @)

6-phospho-f-

glucosidase (0] (0] @) 0] 0] O O O O

a-glucosidase (0] (0] (0] 0] 0] @) X X @)

aryl-phospho-p-D-

glucosidase X X X X X X 0] X X

a-amylase X (0] (0] @) @) X @) @) X

glycoside hydrolase 43

family (0] X X X X o X X 0]

arabinoxylan X X X X X X X X X

arabinofuranohydro-

lase X X X X X X o X X

glucuronoxylanase (0] X X X X @) X X @)

arabinan endo-1,5-0-L-

arabinosidase X X X X X X X X X

Endo-o-(1- 5)-L-

arabinanase X X X X X X X X X

a-N-arabinofuranoside X X X X X 0] X X X

B-mannosidase (0] X X @) X X @) X @)

endo-1,4-B-galactanase X X X X X X X X X

6-phospho-f-

galactosidase (0] X X X X X X X X

laccase (0] (0] O O O o @) X @)

sucrose-6-phosphate

hydrolase (0] X X (@) (@) @) @) X @)

pectate lyase (0] X X @] X 0] O X @)

endo-1,4-beta-xylanase (0] X X X X X @) X @)

alpha-N-

arabinofuranosidase (0] X X O X X X X @)
(0] X X X X @) X X 0]

acetylxylan esterase

Tabela 3. Enzimas presentes no proteoma das vdrias espécies de Bacillus. O - Enzimas encontradas, X - Enzimas
ndo encontradas.

A grande abundancia de distintas espécies de Bacillus encontradas nos mais diversos
ambientes é um indicativo da heterogeneidade e diversidade do género (OGUNTOYINBO,
2007; CIHAN et al., 2012). A construcao de arvore filogenética, com os dados coletados,

apontou uma elevada proximidade evolutiva entre as espécies B. cereus, B. thuringiensis e B.
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anthracis. Essa proximidade era esperada, pois tais bactérias sdo membros do grupo B.
cereus apresentando entre 99.5% a 100% de similaridade genética, muitas vezes sendo
necessarios outros métodos de analise para diferenciagdo entre si (PORWAL et al., 2009).
Ademais, as outras espécies e suas respectivas estirpes permaneceram préximas entre si.

A figura 1 mostra a relacdo filogenética das espécies e estirpes estudadas. A maior
parte das espécies sdo mais proximas entre si do que de outras, com excecdo da grande

proximidade entre B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis.

B_pumilus_145 0.01166
B_pumilus_SH-B9 0.0124
B_megaterium_M4 0.00183
B_megaterium_AFS057444 0.00057
B_megaterium_ATCC14581 0.00089
B_anthracis_2000013094 0
B_anthracis_2000031021 0
B_anthracis_AFS72084 0
B_cereus_ATCC14579 0
B_thuringiensis_C15 0

B_cereus_MLY¥1 0
E B_cereus_SB1 0
B_thuringiensis_ ATCC10972 0
| I
I

HH% g

B_thuringiensis_ATCC35646 -0.01405
B_licheniformis_BL1202 0
B_licheniformis_DSM13 0
B_licheniformis_SCDB34 0
B_subtilis_168 0

B_subtilis_PY79 0

B_subtilis_ MB901 0.00035
B_amyloliguefaciens_FS51092 0.00078
B_amyloliguefaciens_Y2 0.00044
B_velezensis_FZB42 0.00148
B_amyloliguefaciens_KC41 0
B_velezensis_9912D 0

B_velezensis_ CBEMB205 0.00122

[

Figura 1. Arvore filogenética das espécies e suas respectivas estirpes coletadas.

O uso do gene gyrB para construcdo da arvore filogenética foi preferido em relagao
ao gene 16S. Isso se deu pela baixa taxa de mutacao evolutiva do gene 16S, podendo
acarretar dificuldades na classificacdo e discriminacdo de espécies similares (NICHO et al,
2009; TAKEDA et al., 2010). Também presentes universalmente em espécies de bactérias
gram negativas e positivas, o gene gyrB torna-se um alvo importante para conducgao
eficiente de estudos taxondmicos em bactérias (TAKEDA et al., 2010).

Ao comparar as enzimas produzidas entre B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis
pode-se observar que ambas as espécies produzem as mesmas classes e nimero total de
enzimas lignoceluloliticas, um potencial similar, sendo idéntico na degradacao de biomassa.

Se esses membros do género sdo uma Unica espécie e cada espécie na realidade é uma
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variante, ainda ha de ser esclarecido (RASKO et al., 2005; PATINO-NAVARRETE; SANCHIS,
2017). Esse achado, todavia, é extremamente interessante pois mostra que mesmo
bactérias, como B. anthracis e B. cereus, comumente relacionadas a doencas em humanos e
animais (BOTTONE, 2010; CARDOSO; VIEIRA, 2015), podem ser fontes de enzimas de
potencial biotecnoldgico.

A investigacdo de enzimas do complexo ligninocelulolitico em outras espécies do
género Bacillus também foi realizada. Em relacdo B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis, 0s
demais membros apresentaram uma quantidade e variabilidade consideravelmente maior
de enzimas do complexo ligninocelulolitico. No entanto, enzimas como 6-phospho-
glucosidase, a-glucosidase, a-amilase e laccase foram encontradas em todas as espécies e
praticamente todas as estirpes, indicando que essas enzimas sdo conservadas entre o
género. Talvez a abundancia de biomassa nos habitats naturais dos Bacillus possa ter
impulsionado a manutencdo de enzimas eficientes na degradacdo de plantas e extratos
vegetais ao longo da histdria evolutiva do género.

A enzima mais presente nas espécies estudadas, e suas respectivas estirpes, apontam
a a-glucosidase como a mais comum e frequente dentro do género, seguida pelas pectato

liase e lacase. No entanto, outras enzimas como da-amilase e hidrolases da familia 43

também sdo abundantes, como mostrado pelo grafico 2.

Enzimas mais presentes

Quantidade de enzimas

B-glucanase
a-amylase
laccase

a-glucosidase
pectate lyase

1)
]
©
c
@
o
3
[T
(=]
=}
c
7]

6-phospho-a-glucosidase
aryl-phospho-p-D-glucosidase
glycoside hydrolase 43 family
arabinofuranohydrolase
glucuronoxylanase
a-N-arabinofuranoside
B-mannosidase
endo-1,4-B-galactanase
6-phospho-p-galactosidase
sucrose-6-phosphate hydrolase
endo-1,4-beta-xylanase
alpha-N-arabinofuranosidase
acetylylan esterase

Enzimas

Grafico 2. Enzimas mais presentes em todas as espécies do género Bacillus spp.
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Esses dados corroboram com a literatura. Enzimas ligninoceluloliticas ja foram
descritas em B. pumilus (ARIFFIN et al, 2006), B. licheniformis (VAN DYK et al, 2009), B.
subtilis (RAWAT; TEWARI, 2012) entre outros. Tais resultados mostram que grande parte,
sendo todo o género Bacillus, possui um enorme potencial biotecnolédgico na degradacado de
biomassa. Também, apesar de B. thuringiensis apresentar enzimas relevantes, essa espécie
em particular provavelmente ndo é a mais promissora no uso biotecnoldgico na producao de
biocombustiveis, tendo representantes como B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B.
velezensis e B. subtilis com potencial muito maior. Isso pode explicar, em parte, o motivo de
estudos sobre B. thuringiensis serem escassos quanto a capacidade da bactéria em produzir
tais enzimas, e investigacbes em outras bactérias do género Bacillus serem mais abundantes
e promissoras.

E, por fim, comparando a identificacdo das espécies usando-se o gene da girase Ae o
espectro de producdo de enzimas foi possivel observar a separacdo das Espécies em dois
grupos. Um grupo foi constituido pelas espécies B. anthacis, B. cereus, B. megaterium, B.
pumilus, e B. thuringiensis. Nesse grupo estdo as espécies nas quais foram encontradas as
menores quantidade de genes codificadores de enzimas do complexo lignocelulolitico. Ja no
outro grupo composto pelas espécies B. amyloquefaciens, B. licheniformis, B. subitilis e B.
velezensis foram encontradas as espécies com a maior quantidade de genes codificadores
das hidrolases analisadas.

O grafico 3 aponta o numero total de enzimas do complexo ligninocelulolitico
produzidos por cada espécie e suas estirpes, indicando o possivel potencial biotecnoldgico
na degradacdo de biomassa de cada uma. As espécies B. amyloquefaciens, B. subtilis e B.
velezensis apresentam o maior numero total de enzimas, sendo as estirpes Y2, PY79 e FZB42

mais promissoras na degradac¢ao de biomassa para cada espécie, respectivamente.
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Maior potencial biotecnolégico na degradacao
de biomassa.
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Grafico 3. Espécies com o maior nimero de enzimas ligninoceluloliticas do género Bacillus spp.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se, com o presente trabalho, que B. thuringiensis é uma bactéria com
capacidade em potencial em degradar biomassa, podendo, portanto, ser usado como agente
biolégico na producdo de biocombustiveis. Todavia, se as enzimas sintetizadas pelo
microrganismo sdo capazes de promover uma degradacao eficiente, ainda devera ser melhor
avaliado em préximos estudos. Apesar de produzir enzimas do complexo ligninocelulolitico,
B. thuringiensis possui uma diversidade e quantidade total de enzimas muito menor que
outros membros do género, ndo sendo provavelmente a “primeira escolha” em possiveis
aplicagbes reais. Finalmente, a identificacdo dessas enzimas propicia a ampliacdo do
potencial biotecnoldgico da bactéria, ndao somente para combate de insetos e pragas, mas

também no tratamento de rejeitos industriais e até mesmo poluicdo por residuo

lignoceluloliticos.
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