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RESUMO: A busca por novas fontes de energia
alternativa avanga a medida que a disponibilidade
de recursos petréleo dependentes diminuem.
Bactérias do género Bacillus spp. séo produtoras
de enzimas do complexo ligninocelulolitico e
apresentam grande potencial de uso na produgéao
de biocombustiveis. Todavia, algumas espécies
do género Bacillus ainda carecem de maiores
investigacOes para identificar tais enzimas, como
€ o0 caso do Bacillus thuringiensis. Portanto,
0 objetivo do presente trabalho é identificar e
descrever a presenga 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
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THURINGIENSIS

de programacgéo 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
construcao de arvore filogenética das espécies/
estirpes coletadas. Foram encontrados 4
diferentes tipos de enzimas no proteoma de
B.  thuringiensis:  6-phospho-B-glucosidase,
a-glucosidase, a-amilase e laccase. Ao analisar
outras espécies do género, foi identificado
um maior numero e diversidade de enzimas
do complexo ligninocelulolitico principalmente
em B. amyiloliquefaciens, B. licheniformis, B.
velezensis e B. subtilis. Conclui-se que apesar
de B. thuringiensis apresentar um potencial na
degradacdo de biomassa, outras espécies do
género podem ser mais eficientes em aplicagbes
reais. Esses achados podem ampliar o potencial
biotecnoldgico de B. thuringiensis, para produgao
de biocombustiveis, antes restrito a producéo de
bioinseticidas e plantas resistentes a praga.
PALAVRAS-CHAVE: Bacillus thuringiensis;
Biocombustiveis; Enzimas; Ligninocelulolitico.

IN SILICO PROSPECTION OF
LIGNOCELLULOLYTIC COMPLEX
ENZYMES IN BACILLUS THURINGIENSIS

ABSTRACT: The search for new alternative
energy sources advances as the availability of
petroleum dependent resources decreases.
Bacterias of Bacillus spp. genus are producers
of lignocellulolytic complex enzymes and present
a great potential in biofuels production. However,
some species in the Bacillus genus still need
further investigations to identify these enzymes,
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which is the case of Bacillus thuringiensis. Therefore, the objective of this work is to identify and
describe the presence of lignocellulolytic complex enzymes in B. thuringiensis. The proteomes
of the bacterias in this study were collected from the NCBI data bank and the data were
pretreated using python programming language. A scriptin VBA was written to semi automate
the search for the enzymes of interest in the bacteria’s proteome files through Excel interface.
Lastly, Clustaw Omega program was used to generate a phylogenetic tree for the species/
lineages collected. Four different enzymes from B. thuringiensis proteome were identified:
6-phospho-B-glucosidase, a-glucosidase, a-amylase and laccase. Analyzing other’s species
in the genus, it was found a bigger number and a greater diversity of lignocellulolytic complex
enzymes, specially in B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. velezensis and B. subtilis. It
is concluded that although B. thuringiensis has a potential for biomass degradation, other
species of the genus may be more efficient in real applications. These findings may expand
the biotechnological potential of B. thuringiensis to biofuel production, previously restricted to
the production of bioinsecticides and plants resistant to pests.

KEYWORDS: Bacillus thuringiensis; Biofuels; Enzymes; Lignocellulolytic.

11 INTRODUGAO

O amplo uso e queima de derivados do petréleo representa grande parte da matriz
energética consumida mundialmente. O diesel, por exemplo, € um combustivel muito
utilizado na movimentacgao de veiculos, seja para transporte ou para aplicagdes industriais.
Tais 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 producgéo e pesquisa de vias energéticas alternativas vém ganhando notoriedade
devido ao potencial de menor producéo de gases poluentes e continuo esgotamento dos
combustiveis fosseis (AKIA et al., 2014). Todavia, dificuldades de implantagéo de matrizes
energéticas “verdes” sdo consideraveis, em parte pelo alto custo da substituicdo da
infraestrutura mundial petr6leo-dependente e pelo baixo rendimento energético comparado
as fontes fosseis em utilizacéo atualmente (CARNEIRO et al., 2017).

As biomassas séo, potencialmente, todas e quaisquer formas de matéria organica
capazes de serem convertidas em energia (BRACMORT, 2013). Devido a abundéancia de
biomassas na natureza e nas formas artificialmente produzidas, a partir de residuos de
colheita, desperdicio alimentar ou residuos solidos de esgoto, as biomassas tornaram-se
uma fonte viavel e importante para produgéo de energia pela converséo das biomassas em
biocombustiveis de segunda geracéo (TUCK et al., 2012).

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

A descoberta de enzimas em microrganismos capazes de degradar biomassa
possibilitou a aplicacdo de agentes bioldégicos no pré-tratamento da biomassa e consiste
numa abordagem promissora na produgao de biocombustiveis (AGBOR et al., 2011). Alguns
fungos, por exemplo, sdo excelentes produtores de celulases e enzimas degradadoras 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).

O género Bacillus spp. € constituido por bactérias, em sua maioria, gram-positivas,
aerObicas e formadoras de esporos que podem garantir grande resisténcia e longa vida
destes microrganismos em ambientes hostis. Esses microrganismos s&o encontrados
em abundancia na natureza como no solo, vegetacéo, aguas, alimentos, insetos e, em
determinadas situagdes, em seres humanos (FANGIO; ROURA; FRITZ, 2010).

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 Bacillus
thuringiensis (Bt). O estudo dessa bactéria especifica em busca de enzimas do complexo
ligninocelulolitico poderia, ndo somente ampliar o nUmero de bactérias descritas com
potencial degradador de biomassa, mas também expandir as propriedades biotecnoldgicas
ja descritas nesse microrganismo (SANAHUJA et al., 2011).

Com isso, o objetivo do presente trabalho foi identificar e descrever a presenca de
enzimas do complexo em B. thuringiensis.

21 METODOLOGIA

2.1 Coleta dos dados

Os dados utilizados para realizagéo 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 basicas a respeito de genomas
montados e proteomas elucidados de diferentes organismos. Ap6s o download dos
proteomas das bactérias desejadas, os arquivos foram convertidos do formato .faa para
xt.

2.2 Tratamento de dados

O grande volume de dados obtidos requisitou um pré-tratamento basico. Foi utilizado
um script em linguagem python (versédo 3.6.9) utilizando o IDE (do inglés, Integrated
Development Environment) Atom (versdo 1.50), para conversao e formatagcéo dos arquivos
dos proteomas completos em outros arquivos .txt separados e menores.
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2.3 Identificacao 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
automatizagcéo da procura das enzimas nos arquivos dos proteomas via interface gréafica
Excel. A procura das enzimas desejadas se deu pela inser¢do dos nomes das enzimas,
em inglés, no programa, descritas pela literatura e associadas a degradacéo 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 correlagéo ao propésito da pesquisa foram excluidas.

2.4 Construcio da Arvore Filogenética

Por fim, a inferéncia de similaridade entre as diferentes espécies e estirpes
coletadas foi realizada pelo programa Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011) utilizando o
gene gyrA. A partir da arvore filogenética construida péde-se propor relagdo evolutiva e
de semelhanca entre as espécies e estirpes estudadas. O fluxograma 1 esquematiza as
etapas do trabalho.

Tratamento . Arvore
Coleta dos Identificacdo . .
de Dados ) Filogenética
Dados . das Enzimas (Clust
inguagem ustaw
(Proteoma) (Linguag (VBA)
Python) Omega)

Fluxograma 1. Metodologia de trabalho.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram coletadas nove diferentes espécies de Bacillus e para cada espécie
foram estudadas trés estirpes cada, resultando na coleta total de vinte e sete proteomas
diferentes. Na tabela 1 encontra-se a relagéo das espécies analisadas e suas respectivas
estirpes.
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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. Relagéo 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 degradacéo de biomassa
(JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007). A producao de enzimas ligninoceluloliticas
por Bacillus ndo 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-xilanase, em B. amyloliquefaciens
propicia novas aplicagcdes desse microrganismo na sacarificacao de gréos de interesse na
producéo de biocombustiveis (AMORE et al., 2015).

Apesar da grande relevancia biotecnologica de B. thuringiensis na produgao de
bioinseticidas e desenvolvimento de plantas resistentes a pragas (SANAHUJA et al., 2011),
seu potencial na produgao de enzimas ligninoceluloliticas ainda n&o é totalmente conhecido.
Lin e colaboradores (2012) reportaram a producéo 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 andlises de bioinformatica
conduzidas no presente estudo identificaram no total quatro classes distintas de enzimas
em B. thuringiensis capazes de degradar biomassa. Sdo essas: 6-fosfo-a-glicosidase,
a-glicosidase, a-amilase e lacase (tabela 2).

B. thuringiensis

Enzimas identificadas

ATCC 35646 ATCC 10972 Ci5
6-phospho-B-glucosidase (o) (0] (0]
a-glucosidase X (0} o
a-amylase o (0] (0}
laccase X o o

Tabela 2. Enzimas presentes no proteoma de diferentes estirpes de B. thuringiensis. O - Enzimas
encontradas, X - Enzimas ndo encontradas.
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As a-amilases, assim como, a-glicosidases, 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
mondmeros de acuUcar conectados por ligagdes a-1,4-glicosidicas e ramificados por
ligagcOes a-1,6-glicosidicas (BERTOFT, 2017). A grande abundancia de aglcares presentes
no amido, o faz um substrato viavel e factivel para fermentagéo e possivelmente para
producao de biocombustiveis (MARQUES et al., 2018).

O uso de a-amilases de microrganismos para degradacgéao de amido ja foi amplamente
descrito na literatura, sendo essa enzima responsavel pela hidrolise das ligagbes a-1,4-
glicosidicas liberando produtos como glicose e maltose, agucares esses importantes para
processo de sacarificagcdo e para producdo de biocombustiveis (RUIZ et al., 2011). As
a-glicosidases promovem o rompimento tanto das liga¢des a-1,4-glicosidicas quanto a-1,6-
glicosidicas dos agUcares ndo redutores do amido para producéo de glicose (HIl et al.,
2012). Ainda, as enzimas da familia glicosil hidrolases (GH4), na qual a 6-fosfo-glicosidase
incluem-se, também s&o relacionadas a ruptura de ligagcbes Beta de dissacarideos
naturalmente fosforilados (YIP; WITHERS, 2004). As lacases s@o enzimas polifenoloxidases
capazes de promover a oxidagdo de componentes aromaticos de substratos organicos,
tendo como oxigénio o aceptor de elétrons final (MADHAVI; LELE, 2009).

Ap6s a identificacdo das classes enzimaticas 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, onde
destas, sete sdo a-amilases, quatro sao a-glicosidases, quatro 6-fosfo-B-glicosidase e duas
lacases. Nao houve diferengas significativas quanto ao total produzido por cada estirpe. No
entanto, a estirpe ATCC 10972 possui uma a-amilase a mais que as demais, e a ATCC
35646 apresenta uma 6-fosfo-B-glicosidase adicional (grafico 1).
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A 6-fosfo-B-glicosidase B a-glicosidase
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Gréfico 1. (A) Numero total de 6-fosfo-B-glicosidase nas diferentes estirpes de B. thuringiensis. (B)
Numero total de a-glicosidase nas diferentes estirpes de B. thuringiensis. (C) Nimero total de a-amilase
nas diferentes estirpes de B. thuringiensis. (D) Nimero total de Lacase nas diferentes estirpes de B.
thuringiensis.

Devido a sua complexidade e abundancia de polimeros aromaticos, oriundas
da polimerizagdo de monoligndis, a lignina é uma fracdo da biomassa muito suscetivel
a agdo das lacases (VANHOLME et al., 2010; RALPH; LAPIERRE; BOERJAN, 2019). A
identificacéo de lacases em diferentes membros do género Bacillus ja foram muito bem
descritas na literatura (SONDHI et al., 2014; RAJESWARI; BHUWANESVARI, 2016). No
entanto, apesar das descri¢cbes de lacases em B. thuringiensis ndo serem consideraveis,
Olukanni e colaboradores (2013) indicaram a possivel produgdo de lacases em B.
thuringiensis estirpe RUN1 e seu envolvimento na degradacéo de corantes industriais.

A avaliagéo do potencial total de degradacéo 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 consideravel na degradagdo de substratos de
amido. Um estudo conduzido por Bozic e colaboradores (2011) identificou uma a-amilase
termoestavel altamente eficiente na degradagdo de amido bruto em B. licheniformis. A
eficacia das a-amilases, quanto a degradacéo de biomassa, de B. thuringiensis ainda deve,
no entanto, ser avaliada. A presenca de lacases em B. thuringiensis amplia o potencial da
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bactéria em processos de deslignificacdo (ROTH; SPIESS, 2015), podendo favorecer a
producdo de monémeros de agucar de biomassa total, e amplia o potencial biotecnoldgico
da bactéria na degradacéo de poluentes e descoloragéo de rejeitos industriais (GUAN et
al., 2018)

A identificac@o das enzimas do complexo ligninocelulolitico nas varias espécies de
Bacillus identificou uma grande diversidade entre as espécies (Tabela 3). As espécies B.
amyloliquefaciens, B. velezensis, B. subtilis, B. licheniformis e B. pumilus foram as espécies
nas quais foram identificadas a maior diversidade enzimética. As enzimas mais comumente
encontradas entre as espécies incluem: 6-fosfo-B-glicosidase, a-glicosidase, a-amilase,
lacase, sacarose-6-fosfato hidrolase e pectato liase. A enzima lacase foi encontrada em
todas as espécies estudadas, indicando um alto grau de conservagéo no género.

Agrande 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 construgdo da arvore filogenética, com os dados coletados,
apontou uma elevada proximidade evolutiva entre as espécies B. cereus, B. thuringiensis
e B. anthracis. Essa proximidade era esperada, pois tais bactérias sdo membros do grupo
B. cereus apresentando entre 99.5% e 100% de similaridade genética, muitas vezes sendo
necessarios outros métodos de anélise para diferenciacdo (PORWAL et al., 2009). Ademais,

as demais espécies e suas respectivas estirpes permaneceram proximas entre si.

Espécies de Bacillus

Enzimas Amyloque- An- Ce- Licheni- Megate- Pu- Subiti- Thurin-  Velezen-
faciens thacis reus formis rium milus lis giensis sis

endoglucanase X X X (0] X O X X X
B-glucanase X X X X X X (0] X
glucohydrolase X X X X X X X X
6-phospho-a-
glucosidase (0} X X (0] X (0] (0] X (0]
6-phospho--
glucosidase (0] (0] (0] (0] (0] O (0] (0] (0]
a-glucosidase (0] (0] (0] o (0] O (0] (0] O
aryl-phospho-#-D-
glucosidase X X X X X X (0] X X
a-amylase X (0] (0] (0] (0] X (0]
glycoside hydrolase
43 family (o} X X o X O O X O
arabinoxylan X X X X X X X X X
arabinofuranohy-
drolase X X X X X X o X X
glucuronoxylanase (0} X X X X (0] X X (0]
arabinan endo-1,5-
a-L-arabinosidase X X X X X X X X X
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Endo-a-(1-

5)-L-arabinanase X X X X X X X X X
a-N-arabinofura-

noside X X X X X O X X X
B-mannosidase (0] X X (0] X X O X O
endo-1,4-B-

galactanase X X X (0] X X (6] X X
6-phospho--

galactosidase (0} X X X X X X X X
laccase o}

sucrose-6-

phosphate

hydrolase (0] X X o (0] O (0] X O
pectate lyase (0] X X (0] X O (0] X (0]
endo-1,4-beta-

xylanase 0} X X X X X O X (6]
alpha-N-arabinofu-

ranosidase (o} X X o X X o X O
acetylxylan

esterase (0] X X X X (@] (0] X O

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

A figura 1 mostra a relacéo filogenética das espécies e estirpes estudadas. A maior
parte das espécies e suas respectivas estirpes sdo mais préximas entre si do que das
demais. A grande proximidade entre B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis é evidente.

O uso do gene gyrB para constru¢édo da arvore filogenética foi preferido em relacédo
ao gene 16S. Isso se deu pela baixa taxa de mutacdo evolutiva do gene 16S, podendo
acarretar dificuldades na classificagéo e discriminagéo 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 conducéo
eficiente de estudos taxondmicos em bactérias (TAKEDA et al., 2010).

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 4 “



B_pumilus_145 0.0143885
B_pumilus_SH-B9 0.0143885
B_licheniformis_BL1202 0
B_licheniformis_DSM13 0
B_licheniformis_SCDB34 0

B subtilis 168 0

B_subtilis_PY790

B_subtilis MB301 0.000609013
B_amyloliquefaciens_ FS1092 0.000610501
B_amyloliquefaciens Y2 0.000610501

B velezensis FZB42 0.00152625
B_amyloliquefaciens KC41 0

B velezensis 9912D 0

B wvelezensis CBMB205 0.000610501
B_megaterium_M4 0.00149522
B_megaterium_AFS057444 0.000538086
B_megaterium_ATCC14581 0.000598086
B_anthracis 2000013094 0

B_anthracis 20000310210

B anthracis AFS72084 0

B_cereus ATCC14579 0
B_thuringiensis_C150

B_cereus MLY1 0

B_cereus_SB10

B_thuringiensis ATCC10972 0
B_thuringiensis_ATCC35646 0.00558036

ninnlininlnlnn

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

Ao comparar as enzimas produzidas entre B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis
pode-se observar que ambas as espécies produzem as mesmas classes de enzimas
lignoceluloliticas, um potencial similar, sendo idéntico na degradacéo de biomassa (tabela
3). Se esses membros do género sdo uma Unica espécie e cada espécie na realidade é
uma variante, ainda ha de ser esclarecido (RASKO et al., 2005; PATINO-NAVARRETE;
SANCHIS, 2017). Esse achado, todavia, é interessante pois mostra que mesmo bactérias,
como B. anthracis e B. cereus, relacionadas a doengas em humanos e animais (BOTTONE,
2010; CARDOSO; VIEIRA, 2015), podem ser fontes de enzimas de potencial biotecnolégico.

A investigacdo de enzimas do complexo ligninocelulolitico em outras espécies do
género Bacillus também foi conduzida, tendo como objetivo avaliar e comparar a produgéo
das enzimas de interesse em relacédo ao Bt. Comparativamente ao B. anthracis, B. cereus
e B. thuringiensis, os demais membros apresentaram uma quantidade e variabilidade
consideravelmente maior de enzimas do complexo ligninocelulolitico. No entanto, enzimas
como 6-fosfo-glicosidase, a-glicosidase, a-amilase e lacase foram encontradas em todas as
espécies e praticamente todas as estirpes, indicando que essas enzimas sdo conservadas
entre o género. Provavelmente, a abundéncia de biomassa nos habitats naturais dos
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Bacillus pode ter impulsionado a manutencdo de enzimas eficientes na degradacédo de
plantas e extratos vegetais ao longo da historia evolutiva do género.

A enzima mais presente, em numero total, nas espécies estudadas, e em suas
respectivas estirpes, apontam a a-glicosidase como a mais comum e frequente dentro do
género, seguida pelas pectato liase e lacase. No entanto, outras enzimas como a-amilase
e hidrolases da familia 43 também s&o abundantes, como mostrado pelo grafico 2.

Enzimas mais Abundantes

Densidade

60
40

20

Enzimas Totais

ylanase 3
laccase

B-glucanase
o-amylase 1

o-glucosidase 4

endoglucanase
B-mannosidase 4
pectate lyase =

glucuronox

acetylxylan esterase =

o-MN-arabinofuranoside 4

6-phospho-B-galactosidase 4
arabinofuranohydrolase 4
endo-1-4-f-galactanase 4

aryl-phospho-B-D-glucosidase 4
endo-1-4-beta-xylanase =
E-phospho-o-glucosidase 4
alpha-M-arabinofuranosidase
sucrose-6-phosphate hydrolase 4
glycoside hydrolase 43 family 4

Tipo

Grafico 2. Enzimas mais presentes em todas as espécies do género Bacillus spp.

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) etc. Tais resultados mostram que o género Bacillus,
em sua totalidade, possui potencial biotecnolégico na degradacéo de biomassa. Ainda,
apesar do Bt apresentar enzimas relevantes, essa espécie em particular provavelmente
ndo € a mais promissora no uso biotecnoldgico na produg¢do de biocombustiveis, tendo
representantes como B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. velezensis e B. subtilis
com potencial muito maior. Isso pode explicar, em parte, 0 motivo de estudos sobre B.
thuringiensis serem escassos quanto a capacidade enzimatica da bactéria, e investigacbes
em outras bactérias do género Bacillus serem mais abundantes e promissoras.

O grafico 3 aponta o numero total de enzimas do complexo ligninocelulolitico
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produzidos por cada espécie e suas estirpes, indicando o possivel potencial biotecnologico
quanto & degradacédo de biomassa. As espécies B. subtilis, B. amyloquefaciens e B.
velezensis apresentam o0 maior nimero total de enzimas, sendo as estirpes PY79 e

MB901, Y2 e FZB42 mais promissoras na degradacdo de biomassa para cada espécie,
respectivamente.

Potencial Biotecnoldgico

254

204

=]
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-
wn
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15
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Grafico 3. Espécies com o maior nimero de enzimas ligninoceluloliticas do género Bacillus spp.

E, por fim, comparando a identificagcdo das espécies usando-se o gene da girase A
e o0 espectro de producao de enzimas foi possivel observar a separacéo das espécies em
dois grupos. Um grupo, constituido pelas espécies B. anthacis, B. cereus, B. megaterium,
B. pumilus e B. thuringiensis. Nesse grupo est@o as espécies nas quais foram encontradas
as menores quantidades totais 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 enzimas de interesse.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se, com o presente trabalho, que B. thuringiensis é uma bactéria
potencialmente capaz de degradar biomassa, podendo, portanto, ser usada como agente
bioldgico na produgéo de biocombustiveis. Todavia, se as enzimas sintetizadas pelas suas
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respectivas estirpes sdo capazes de promover uma degradacgéo eficiente, ainda devera
ser melhor avaliado em proximos 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
ampliacao do potencial biotecnolégico da bactéria, ndo somente para combate de insetos e
pragas, mas na producéo de biocombustiveis de 2° geragéo, além de implicagdes possiveis
no tratamento de rejeitos industriais e até mesmo no combate a poluicdo gerado por
residuos lignoceluloliticos.
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