UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA E RECURSOS NATURAIS

ESTUDO DA MICROBIOTA EDAFICA DA AREA CARSTICA DE
SAO DESIDERIO-BA E AVALIACAO DO SEU POTENCIAL
CELULOLITICO PARA  POSSIVEIS APLICACOES EM

MICROBIOLOGIA AMBIENTAL.

CAIO CESAR PIRES DE PAULA

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduagdo em Ecologia e Recursos
Naturais da Universidade Federal de Sdo
Carlos, como parte dos requisitos para

obtencdo do Titulo de Mestre.

Orientadora: Prof*. Dr". Mirna Helena Regali Seleghim

SAO CARLOS

2014



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

P324em

Paula, Caio César Pires de.

Estudo da microbiota edafica da area carstica de Sao
Desidério-BA e avaliagao do seu potencial celulolitico para
possiveis aplicagdes em microbiologia ambiental / Caio
César Pires de Paula. -- Sao Carlos : UFSCar, 2014.

108 f.

Dissertacao (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2014.

1. Microbiologia. 2. Fungos filamentosos. 3. Catao, Gruta

do (Séo Desidério, BA). 4. Biomassa microbiana. 5.
Celulase. I. Titulo.

CDD: 576 (20%)




Caio Cesar Pires de Paula

Dissertagio apresentada a Universidade Federal de Sio Carlos, como parte dos
requisitos para obtengdo do titulo de Mestre em Ecologia e Recursos Naturais.

Aprovada em 11 de fevereiro de 2014

BANCA EXAMINADORA

Presidente W_—k—'

Profa. D@l&ﬁ'ﬁ/@ena Regali Seleghim
rientadora)

1° Examinador /Lmaﬁuﬁ..# &-'N:L- Ao J‘Mﬂ

Profa. Dra. Maria Elina Bichuette
PPGERN/UFSCar

2° Examinador _M"‘w

Profa. Dra. Cristiane Sanches Farinas
EMBERAPA/Sdo Carlos-SP




Dedico este trabalho @ minha mae,
Maria Celeste, pelo exemplo de pessoa
que sempre me inspirou, a0 meu pai
Simal, e meus irmaos, Leonardo ¢ Ana
Laura, pelo amor, apoio, confianga e

amizade.



“Conhecimento ndo é aquilo que vocé sabe, mas o
que vocé faz com aquilo que vocé sabe."

Aldous Huxley



AGRADECIMENTOS

A minha mée,Maria Celeste, meu pai, Simal e meus dois irmaos, Leonardo e Ana Laura que me
apoiaram nessa trajetoria;

A Prof® Dr® Mirna Helena Regali Seleghim pelas suas orientacées e colaboracées ao meu projeto,
e pela sua contribui¢do na minha formagdo ética e profissional;

Ao Dr André Rodrigues pela oportunidade em conhecer mais sobre taxonomia morfolégica e
molecular de fungos;

A Dre Cristiane Sanchez Farinas pela oportunidade em conhecer e realizar as fermentacées na
Embrapa Instrumentagao Sdo Carlos,

A Prof* Dr® Maria Elina Bichuette (FAPESP 2010/08459-4) que tanto ajudou a compreender
melhor o ambiente subterrdaneo e me incentivou nos trabalhos académicos, alem de colaborar
ativamente na discussdo do trabalho;

Ao Prof Dr Igor Polikarpov do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (USP) pela oportunidade em
conhecer metodologias para andlises enzimaticas desenvolvidas em seu laboratorio;

A equipe do Laboratorio de Estudos Subterraneos (Camile Fernandes, Jonas Galldo, Luiza
Simaoes, Diego Monteiro e Emilio Manoel Calvo) que contribuiram com este estudo, ao coletarem
os fungos na caverna do Catdo;

A técnica do grupo de Biotecnologia Molecular do Intituto de Fisica de Sdo Carlos, Maria Luiza
Voltatodio, pelos seus ensinamentos referentes as andlises enzimaticas;

A doutoranda Camila Florencio por ter me auxiliado durante os exerimentos realizados na
Embrapa Instrumentagdo Sdo Carlos;

Ao Programa de Pos-graduagdo em Ecologia e Recursos Naturais pela oportunidade de
complementar a minha formacgdo profissional;

A Coordencio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio financeiro
dado ao projeto;

Ao Institituto Chico Mendes de Biodiversidade pela licenaga de coleta concedida (licenga
ICMBio/SISBIO 10215);

Ao Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da UFSCar por toda a infra-estrutura
oferecida;

A técnica do Laboratério de Ecologia de Microrganismos Aqudticos Darci da Consolagdo Diniz
Javaroti por todos os seus ensinamentos que me permitiu evoluir como microbiologista;

Ao técnico José Valdecir de Lucca pela sua colaboragdo nas andlises quimicas;

Aos amigos biologos conquistados durante toda a formagdo de mestrando;

Enfim, a todos aqueles que contribuiram de alguma forma para a realizagdo deste trabalho ou que

fizeram parte da minha vida neste periodo.



RESUMO

Os ambientes cavernicolas sdo oligotroficos e possuem caracteristicas especificas que
determinam a microbiota local. Poucos estudos tém investigado a composi¢do e
funcionalidade da microbiota edafica de ambientes subterraneos. Este trabalho teve como
objetivo ampliar o conhecimento sobre a microbiota cavernicola, discutir o papel funcional
da microbiota nesses ambientes, isolar e selecionar linhagens flingicas com potencial
biotecnoldgico para a degradacdo de celulose. Foram coletadas amostras de solo do meio
epigeo e de dois pontos no interior da caverna do Catdo, Sdo Desidério-BA. Nas amostras
foram avaliadas as quantidades de carbono organico total, a densidade microbiana, carbono
e nitrogénio da biomassa microbiana, bem como isoladas linhagens de fungos
filamentosos. Todas as linhagens foram avaliadas quanto as atividades de endoglucanase,
celulase total e B-glucosidases por meio de fermentagdo submersa. Dessas linhagens foram
selecioandas trés linhagens de Aspergillus, sendo uma linhagem padrdo, e uma linhagem
de Penicillium para o processo de fermentagao em estado solido, utilizando farelo de trigo
como substrato. Observamos uma diferenca significativa entre o meio epigeo e subterraneo
em relacdo aos parametros fisicos, quimicos e biologicos do solo avaliados. Obtivemos 20
isolados pertencentes aos géneros Aspergillus (SDC1.1, SDC 1.2, SDC 1.4, SDC 1.6, SDC
2.4, SDC 2.6, SDC 2.8, SDC 2.10, SDC 2.11, SDC 2.12), Penicillium (SDC 1.3, SDC 1.7,
SDC 2.2, SDC 2.7, SDC2.9, SDC 2.13), Trichoderma (SDC 2.3), Scopulariopses (SDC
2.1) e Purpureocillium (SDC 2.5). De todos os isolados 90% apresentaram atividade
celulolitica. Durante a fermentagdo submersa a atividade endoglucanase apresentou valores
maximos de 6,39 IU/mL em uma linhagem de Aspergillus sp6 e a atividade méaxima de
celulase total foi de 1,7 IU/mL para uma linhagem Aspergillus sp8. A linhagem
Aspergillus sp6 apresentou atividade B-glucosidase maxima de 13,67 IU/mL. Em relagdo a
fermentagdo em estado solido, as linhagens Aspergillus sp6 e Aspergillus sp8 se
destacaram em relacdo a linhagem padrao Aspergillus niger 3T5B8, com valores de
atividade endoglucanase e celulase total superiores € com um menor contetido proteico em
seus extratos enzimaticos. A partir desses resulados, concluimos que o ambiente
cavernicola apresenta singularidades em relacdo ao meio epigeo e que provavelmente
permite selecionar naturalmente microrganismos que utilizam fontes alternativas para

obtencdo de energia e nutrientes.

Palavras-chave: fungos, gruta do Catdo, biomassa microbiana, celulase.



ABSTRACT

The cave environments are oligotrophic and have specific characteristics that determine the
native microbiota. Few studies have investigated the composition and function of soil
microbiota of subterranean environments. This study aimed to expand the knowledge on
the cave microbiota, discuss the functional role of the microbiota in these environments,
isolate and select fungal strains with biotechnological potential for the degradation of
cellulose. Soil epigean environment and two poins inside the cave Catdo, Sdo Desiderio —
BA, were sampled. The amount of total organic carbon, carbon and nitrogen in the
microbial biomass and the microbial density was evaluated in the soil. All strains were
evaluated for the activities of endoglucanase, B-glucosidase and total cellulase by
submerged fermentation. Of these three strains of Aspergillus strains, one strain standard,
and a Penicillium the process of solid state fermentation using wheat bran as substrate were
selected. We observed a significant difference between epigeal and subterranean
environment in relation to physical, chemical and biological soil parameters evaluated. We
obtained 20 isolates belonging of the genus Aspergillus (SDC1.1, SDC 1.2, SDC 1.4, SDC
1.6, SDC 2.4, SDC 2.6, SDC 2.8, SDC 2.10, SDC 2.11, SDC 2.12), Penicillium (SDC 1.3,
SDC 1.7, SDC 2.2, SDC 2.7, SDC2.9, SDC 2.13), Trichoderma (SDC 2.3), Scopulariopses
(SDC 2.1) e Purpureocillium (SDC 2.5). Of all isolates showed 90% cellulolytic activity.
During the submerged fermentation endoglucanase activity showed maximum values of
6.39 IU/mL in a strain of Aspergillus sp6 and maximum total cellulase activity was 1.7
IU/ml for Aspergillus sp8 strain. The strain Aspergillus sp6 showed maximum [-
glucosidase activity of 13.67 IU/mL. Compared to solid-state fermentation, the Aspergillus
sp6 and Aspergillus sp8 strains stood out compared to mutant strain Aspergillus niger
3T5BS, with values of endoglucanase and total cellulase activity higher whole with a lower
protein content in their enzymatic extracts. From these resulados, we conclude that the
cave environment presents singularities compared to epigean environment which probably
allows you to select naturally microorganisms that use alternative sources for energy and

nutrients.

Key words: fungi, cave Catdo, microbial biomass, cellulase.
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INTRODUCAO

Os microrganismos possuem grande diversidade e capacidade de se adaptar,
colonizando diferentes ambientes (Portillo & Gonzallez, 2008). Dentre esses ambientes, as
cavernas podem ser consideradas oligotrdoficas extremas, com diferentes intensidades de
luz e que proporcionam nichos ecologicos altamente especializados. Pouco se sabe sobre a
distribui¢do, dinadmica populacional e bioquimica dos microrganismos das cavernas e
grutas (Geric et al., 2004; Northup & Lavoie, 2004). Dentre todos os microrganismos
cavernicolas, os fungos sdo, de longe, os que predominam devido a sua elevada taxa de
difusdo de esporos, melhor sobrevivéncia e capacidade de colonizacdo (Wang et al., 2010).
Atualmente ja ¢ de conhecimento cientifico que muitos fungos requerem um pulso de luz
para iniciarem a sua esporulacdo (Tisch & Schmoll, 2010), tornando a limitagdo de luz
uma barreira para a propagacao e sobrevivéncia de muitas espécies de fungos. Ao contrario
das plantas, os fungos utilizam a luz como uma fonte de informag¢do (estimulando a
expressdao génica, regulando a atividade enzimadtica e metabdlica) e ndo como uma fonte

de energia (Tisch & Schmoll, 2010).

As atividades enzimaticas, a densidade e a biomassa microbiana, sdo indicadores
sensiveis que podem ser utilizados no monitoramento de alteragdes no solo em
ecossistemas (Matsuoka et al., 2003), sendo a microbiota a principal responsavel pela
decomposicdo dos residuos organicos e pela ciclagem de nutrientes. Dentre esses
indicadores, a biomassa microbiana se destaca para a avaliacdo da qualidade do solo, pois
responde prontamente as mudangas ambientais, muitas vezes, mais cedo do que os
parametros fisicos e quimicos, incluindo a quantidade de carbono organico total (Kaschuk

et al.,2009).
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A principal fungdo dos fungos no solo ¢ a degrada¢do da materia orgénica, tendo
um papel importante na degradacdo da celulose e lignina, gerando biomassa protéica ou
mesmo servindo como alimento para outros organismos (Burke et al., 2011). Sabendo que
os rios subterraneos contém carbono organico dissolvido, matéria orginica particulada e
biopolimeros como celulose e lignina carriados do solo da superficie externa pela dgua de
percolagdo (Culver & Pipan, 2009), podemos inferir que esse ambientes possuem
organismos que sdo capazes de hidrolisar esses biopolimeros em moléculas que podem ser

assimilaveis aos microrganismos.

Dentre as varias atividades microbianas de interesse biotecnoldgico, a degradagao
de substratos lignoceluldsicos ¢ uma que tem sido foco de interesse por pesquisadores, pois
possuem diversas aplicagdes na area industrial e ambiental. A celulose, dentre os materiais
naturais, ¢ o biopolimero mais abundante do mundo e pode ser hidrolisado a glicose
através de complexos enzimaticos, representando a maior fonte de carbono para o solo. O
interesse na pesquisa de enzimas lignoceluloliticas fundamenta-se na utilizagdo destas na
reciclagem de residuos da agricultura e/ou rejeitos urbanos e também no tratamento de

solos e efluentes diversos. Estas enzimas possuem vantagens na remediagdo de diversos

tipos de contaminantes, por nao possuirem alta especificidade com os substratos.

A gruta do Catdo ¢ localizada no Parque Municipal da Lagoa Azul-BA e apresenta
bom potencial ao espeleoturismo, porém ainda nao possui um plano de manejo sustentavel
(Dantas et al,. 2013). Dessa forma o turismo em cavernas pode causar sérios impactos,
como: enriquecimento do ambiente por matéria organica e inorganica trazida pelos
visitantes; pisoteamento da fauna e microbiota terrestre; compactagcdo do solo; alteragdo da

biodiversidade entre outros.

Vanderwolf ef al. (2013) apontaram que existe uma lacuna no conhecimento sobre

a diversidade microbiana em cavernas brasileiras e destacaram a importancia da realizacao
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de estudos sobre a distribui¢do das comunidades de fungos e sua relagdo com esses
ambientes. Em contrapartida, o Centro Nacional de Prote¢do de Estudo e Gestdo das
Cavernas (CECAYV) criou um termo de referéncia (CECAV / IBAMA, 2008) no qual
exige uma variedade de estudos sobre a fauna e ecologia cavernicola brasileira, com pouca
aten¢do para estudos microbiologicos. Pelo fato das cavernas serem ambientes ainda pouco
estudados microbiologicamente, a atual problematica na determina¢do dos niveis de
relevancia para as cavernas brasileiras (de acordo com parametros ecoldgicos) ¢ a falta de

conhecimento do funcionamento do ecossistema subterraneo.

Considerando o exposto acima, o estudo de microambientes pouco explorados,
como as cavermas, nos permite adquirir um melhor entendimento sobre os processos
ecologicos realizados entre os microrganismos € sua importancia ecoldgica nesse
ecossistema. Além disso, como as cavernas sdo considerados ambientes extremos,
podemos explorar microrganismos com potenciais biotecnoldgicos e se possivel utiliza-los

em beneficio de nossa sociedade.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 AMBIENTES SUBTERRANEOS

A defini¢ao de caverna mundialmente aceita ¢ descrita por Gillieson (1986) como
sendo uma “cavidade natural em rocha — independente da litologia, que permite a
passagem de um ser humano”. No entanto em estudos biologicos tém-se utilizado a
defini¢ado de Culver & Pipan (2009), em que eles definem uma caverna como uma
cavidade em rocha macica, independente da litologia, e maior do que poucos milimetros de

diametro.

O processo de formacdo das cavernas estd diretamente relacionado a litologia na
qual a cavidade se desenvolve. Cavernas em rochas carbonaticas geralmente sdo originadas
através do processo de dissolugdo quimica, resultante da agao do acido carbdnico (H,COs)
em contato com o carbonato de célcio (CaCOj;), um processo diferente da erosdo,
formando as paisagens carsticas. A atmosfera e o solo da superficie rico em matéria
organcia contém didxido de carbono (CO,) em abundancia. Quando a agua da chuva passa
por eles, se enriquece deste dioxido e torna-se bastante 4cida, dando origem ao &cido
carbonico (H,CO3). A agua acidulada penetra pelas fendas da rocha calcaria, dissolve o
carbonato de célcio e produz bicarbonato de calcio (Ca(HCOs3),), soluvel e facilmente
transportado pela agua. Conforme o carbonato ¢ dissolvido pela agua, as fendas se alargam
e criam vazios e condutos que se ampliam no interior do maci¢o rochoso, originando as
cavernas. As paisagens cdarsticas sdo caracterizadas por apresentar sumidouros e

ressurgéncias de rios, vales cegos, cavernas e dolinas (Culver & Pipan, 2009).

As cavernas podem ser divididas em diferentes zonas, sendo delimitadas pela

quantidade de luz natural presente no local (Figura 1). Esse ecossistema podem apresentar
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até trés zonas distintas: 1) a zona de entrada (ZE), onde ha incidéncia direta de luz; ii) a
zona de penumbra (ZP), onde ha incidéncia indireta de luz, iii) zona afética (ZA), onde a

auséncia de luz é constante.

-— i

Zona de Entrada Zona de Penumbra Zona Afotica

Incidéncia indiretade | Auséncia total de

Luz solar direta
luz solar luz solar

Temperatura

T Temperatura menos Temperatura
variavel

variavel mais constante

Figura 1. Divisdo de uma caverna em zonas distintas, classificadas de acordo com a
incidéncia de luz (modificado de
HowStuffWorks:http://science.howstuffworks.com/life/biology-fields/cave-biology2.htm).

As cavernas sdo ambientes subterraneos caracterizados por sua alta estabilidade
ambiental, ou seja, fatores abidticos como temperatura e umidade sofrem poucas variagdes
em determinadas regides da mesma (Culver, 1982; Taylor et al, 2009). Podem ser
consideradas ambientes oligotroficos extremos e que proporcionam nichos ecologicos
altamente especializados. Nelas, a concentracdo de carbono organico total normalmente
fica abaixo de 0,5 mg por litro de agua (Engel, 2007). Entretanto, nem sempre os valores
sdo baixos, pois as cavernas muitas vezes recebem uma grande entrada de matéria organica
através de agua de gotejamento, enchentes, pela entrada de animais de ambientes externos

e de suas excretas (Jurado et al., 2010). A auséncia parcial ou total de luz, em zonas mais
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afastadas da entrada junto com a oligotrofia colaboram para a singularidade desses locais,

principalmente do ponto de vista biologico.

As espécies restritas ao meio subterraneo — denominadas troglobias - sdo
caracterizadas por uma série de especializacdes morfoldgicas, fisioldgicas, ecoldgicas e
comportamentais (Culver & Pipan, 2009). Dentre as especializagdes, as mais conspicuas
sdo: a reducdo, até mesmo auséncia, de olhos e de pigmentacdo melanica, observadas em
organismos como planarias, gastropodes, todos os grandes grupos de artrépodes terrestres,
peixes e salamandras (Bichuette, com. pess.). Assim podemos considerar o ambiente
subterraneo um nicho altamente especializado, possuindo fatores limitantes que permitem

a colonizagao por espécies adaptadas a tais condigdes fisicas, quimicas e biologicas.

As cavidades subterrdneas revelam uma consideravel fragilidade e grande
importancia ambiental, especialmente no que diz respeito ao controle da qualidade,
quantidade e periodicidade de oferta dos recursos hidricos, superficiais ou subterraneos, e
na manutencdo e preservacdo de diversas espécies de vertebrados e invertebrados, dos
quais varios se destacam com importante papel na dindmica ambiental do ambiente

subterraneo ou mesmo do meio superficial.

Entretanto, o ecossistema cavernicola ¢ constantemente visado pela exploracao
econdmica dos seus recursos naturais, principalmente pela exploragdo mineral. Esse
cenario gera um conflito entre as perspectivas de sua preservagdo/conservagado e os apelos

a exploragdo de seus recursos naturais ou mesmo a sua supressao.

A legislacdo ambiental brasileira apresenta dois instrumentos basicos relacionados
a regulagdo do uso e a protecdo do patrimonio espeleologico brasileiro: a Resolugdo
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), n°347 de 2004, que destaca a

importancia de atributos ecoldgicos, ambientais ou socioecondmicos na identificagdo do
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nivel de relevancia das cavidades; e o decreto n°. 99.556/1990, alterado pelo decreto n°.
6.640/2008, que define os diferentes graus de relevancia para fim de enquadramento das
cavidades e os niveis de protecdo a que estdo sujeitas, estendendo-se da preservacao a

supressao de cavidades.

Até dezembro de 2011, a base de dados geoespacializados do Centro Nacional de
Pesquisa e Conservagdo de Cavernas (CECAV) registrava cerca de 11.474 cavidades
naturais subterraneas, sendo que desse total aproximadamente 7.000 cavernas estdo
presentes em rochas carbonaticas (ICMBio, 2012). A Figura 2 apresenta um mapa
destacando as regides carsticas no Brasil e as cavernas catalogadas até dezembro de 2011
elaborado pelo CECAV, unidade descentralizada do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), voltada a pesquisa e conservagao das cavidades

naturais subterraneas.
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Figura 2. Mapa do Brasil destacando todas as areas carsticas no pais e as cavernas
catalogadas até dezembro de 2011 junto ao CECAV. O == destaca a area carstica estudada
( modificado ICMBio, 2012).
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1.2 MICRORGANISMOS NO SUBTERRANEO

O solo pode ser definido como um sistema complexo, dindmico e vivo, que pode
ser entendido como o resultado da combinacdo de matéria organica e mineral
inconsolidados que fornece habitas a uma ampla variedade de organismos. Dentre eles, os
microrganismos se adaptam a esse micro-habitats e formam consorcios, interagindo entre
si € com outras partes da biota do solo (Torsvik & Oseras, 2002). O solo representa um
ambiente altamente heterogéneo para a microbiota edafica, sendo que a complexidade
desse sistema ¢ definida pelas interagdes entre os componentes fisicos, quimicos e

biologicos que sao modulados pelas condigdes ambientais do solo (Buscot, 2005).

Os microrganismos estdo envolvidos em mais de 80% das reagdes que ocorrem no
solo. Portanto, a comunidade microbiana do mesmo ¢é essencial para a manuten¢do dos
ecossistemas terrestres, pois ¢ responsavel pela dindmica da matéria organica e ciclagem
de nutrientes nesse sistema, atuando na sua produtividade e qualidade (Moreira & Siqueira,
2006). Os processos de agregagdo do solo, decomposi¢do de residuos organicos,
mineralizagdo de nutrientes, estabelecimento de relagdes simbidnticas e o controle de
pragas e doengas sdo realizados com a participagao efetiva dos microrganismos (Moreira &

Siqueira, 2006).

O uso de técnicas independentes de cultivo tais como: contagem direta de células
em microscopio, andlise de acidos graxos de fosfolipideos (PLFA), reacdo em cadeia da
polimerase-eletroforese em gel com gradiente desnaturante (PCR-DGGE), polimorfismo
de comprimento de fragmentos de restricdo terminais (TRLFP), confirmam que os
microrganismos cultivaveis representam apenas 0,1 a 1% de toda a biodiversidade

microbiana existente no solo (Lambais et al., 2005).
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Uma consideravel variedade de microrganismos pode ser encontrada em cavernas,
como fungos filamentosos - principalmente em decorréncia da alta umidade destes locais e
temperatura praticamente estdvel -, bactérias heterotroficas - que exigem compostos
organicos de carbono e nitrogénio como fontes de energia - e autotrdficas - que utilizam
exclusivamente o CO, como fonte de carbono; incapaz de decompor as substancias
organicas; oxida substdncias minerais como unica fonte de energia para o seu
desenvolvimento (Northup & Lavoie, 2001; Taylor ef al., 2009; Novakova, 2009; Jurado et

al., 2010).

Os microrganismos presentes nas cavernas podem ser classificados como residentes
e transientes (Northup et al., 2004). Os transientes sdo levados para as cavernas em
correntes de ar, em fluxos da dgua, em insetos e normalmente sobrevivem onde a matéria
organica ¢ abundante e disponivel. Os microrganismos residentes ocorrem como habitantes
nativos de uma caverna. Em alguns casos estes microrganismos utilizam apenas os
minerais presentes nas rochas e substratos, como ¢ o caso de bactérias quimiolitotroficas

(Sarbu et al., 1996).

Os fungos, dentre os microrganismos, sdo os que predominam em ambientes
cavernicolas. Os taxons de fungos mais relatados em ambientes subterraneos sdo os
Ascomicota, seguidos por Basidiomycota, Zygomycota, Mycetozoa e Qomycota
(Vanderwolf et al., 2013). A maior parte dos gé€neros isolados nesse ambiente sdo
organismos de ampla distribui¢do e saprofiticos oportunistas, associados com solo, plantas

ou insetos.

Os fungos em cavernas atuam principalmente nas interagdes troficas como
decompositores e/ou parasitas (Benoit et al., 2004; Santamaria & Faille, 2007; Yoder et al.,
2009), disponibilizando nutrientes em formas assimilaveis para outros organismos € junto

com as bactérias constituem as principais fontes de alimento para protozodrios e
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invertebrados troglobios como is6podes e colémbolas. A micobiota subterrdnea também
pode ser uma reserva importante de nutrientes inorganicos pela solubilizacdo de rochas e

contribuir para a formacdo de espeleotemas (Cubbon, 1976).

A microbiota cavernicola ¢ sensivel a mudangas de fluxo de matéria organica de
origem externa, causando um crescimento acelerado de algumas espécies oportunisticas de
fungos (Chellius ef al., 2009). Um grande nimero de estudos tem investigado o quanto o
turismo interfere na diversidade de fungos em ambientes subterraneos, comprovando que
as visitas turisticas contribuem para o aumento da densidade e diversidade de esporos no ar
e no solo (Vaughan-Martini et al. 2000, Wang et al., 2010). Northup et al. (2000)
comprovaram que a entrada de matéria organica pelas visitas turisticas suportam o
crescimento de bactérias e fungos de origem externa ao ambiente subterraneo, eliminando
as espécies nativas e reduzindo a biodiversidade. Esse cendrio também pode ocorrer
quando ocorrem mudancas microclimaticas devido as visitagdes turisticas e iluminacao

artificial (Pulido-Bosh et al., 1997).

Pulsos de inundagdes de rios subterraneos sao considerados um controle natural
para muitas espécies de fungos terrestres em ambientes subterrdneos (Shacklette &
Hasenclever, 1968; Vanderwolf et al., 2013), alterando a composi¢do e diversidade de
fungos no solo cavernicola por até quatro meses apds o periodo de inundagdo. Além disso,
um estudo realizado por Tish & Schimoll (2010) destaca que mais de cem espécies de
fungos reagem a presenca/auséncia de luz. Apesar de ndo haver nenhum estudo que tenha
relacionado o gradiente de luminosidade em uma caverna com a diversidade micoldgica, ja
se sabe que a luz atua na inducdo a esporulacdo e influencia alguns processos metabolicos
em fungos, como o metabolismo do DNA, ciclo celular, metabolismo de proteinas,

carbono e nitrogénio e na biosinteses de carotenoides.
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A distribuicdo de fungos ao longo de uma caverna ¢ influenciada pela
disponibilidade de matéria organica, pelas condi¢cdes microclimdticas (disponibilidade
dgua, temperatura, pH, entre outros) e por pardmetros como composicdo mineral,
porosidade e permeabilidade da rocha (Gorbushina, 2007). Estudos tém demonstrado que
a abundancia de fungos difere entre a entrada e o interior da caverna, sendo que esses
trabalhos nao apresentaram um padrdo de abundancia verificado pelos autores ( Koiraj et
al., 1999; Fernandez-Cortes et al., 2011), demonstrando a necessidade de estudos mais
detalhados pra um melhor entendimento da dindmica e funcionamento dos ecossistemas

subterraneos.

Existem poucos estudos publicados referentes a micologia cavernicola. Em um
levantamento realizado por Vanderwolf ef al. (2013) foi contabilizado um total de 225
estudos publicados com essa tematica. Desse total, 132 estudos foram conduzidos na
Europa, 45 estudos na América do Norte, 25 na Asia, 18 na América Central e América do
Sul, 10 na Africa ¢ 6 na Oceania. Os paises com o maior nimero de publicagdes sdo
Estados Unidos (37 estudos publicados), Franca (25), Italia (23), Espanha (19) e Gra-
Bretanha (17). O mapa apresentado na Figura 3 foi elaborado pelo mesmo grupo de
pesquisadores (Vanderwolf et al, 2013) e apresenta essa distribui¢do de estudos

micoldgicos em cavernas em diferentes paises do globo.

Assim podemos verificar a grande auséncia de estudos micoldgicos em cavernas da
América do Sul, principalmente no Brasil. Através de estudos mais detalhados poderiamos
comparar a diversidade e o funcionamento desse ecossistema em diferentes regides do
planeta e verificar se ocorre uma generalizagdo da diversidade, composicdo e
distribuicdodos fungos cavernicolas e do seu papel atuante no funcionamento do ambiente

subterraneo.
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Figura 3 Distribui¢cdo de 225 estudos micologicos em cavernas ou minas. Cada localidade
foi categorizada em: sem estudos (no data), 1 estudo, 2-3 estudos, 4-8 estudos, ou > 9
estudos (Vanderwolf et al., 2013).
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1.3 BIOMASSA VEGETAL

A celulose ¢ o biopolimero renovavel mais abundante na Terra (Bhat & Bhat, 1997)
e o principal polimero constituinte da parede celular das plantas, representando cerca de
35-50% do peso seco da biomassa ligninoceluldsica, variando de acordo com o tipo de
célula e a maturidade da planta (Lynd ef al., 2002). Acreditava-se que plantas e algas eram
as fontes mais importantes da producdo de celulose, mas ja foi documentado que
organismos nao fotossintéticos como algumas bactérias, invertebrados marinhos, fungos e
amebas produzem uma grande quantidade dessa celulose na biosfera. A cada ano mais de
10" toneladas de CO, sdo fixados por meio da fotossintese derivada de material vegetal, e

metade desse material consiste em celulose (Filho, 2008).

A celulose nas plantas estd fortemente ligada a outros dois biopolimeros
(hemicelulose e lignina). Os trés juntos representam mais de 90% do peso seco da célula
vegetal. Em média, a propor¢do de hemicelulose e lignina observada na biomassa

lignoceluldsica é de 30% e 25% respectivamente.

A hemicelulose ¢ composta por polissacarideos amorfos de baixa massa molecular
(grau de polimerizagao), apresentando uma estrutura heteropolissacaridica, ramificada,
bem definida que ¢ formada, principalmente, por blocos de pentose (xilose, raminose e
arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose), acidos uronicos (&cidos 4-O-metil-

glucoronico e galacturdnico) e radicais acetila (Castro, 2010)(Figura 4).
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Figura 4 Monossacarideos constituintes da hemicelulose: D-glucose (1), D-galactose (2),
L-arabinose (3), D-xilose (4), 4-O-metil-D-glucorénico (6), E-L-ramnose (7). (Saha,
2005).

A lignina ¢ wuma macromolécula, ramificada e amorfa, constituida
predominantemente de compostos aromaticos com cadeia altamente irregular, e tem como
fun¢do primaria promover o suporte estrutural da planta e envolver as moléculas de
celulose e hemicelulose tornando-as de dificil acesso (Zuniga, 2010). Possui natureza
quimica bem distinta dos carboidratos, sendo caracterizada por uma estrutura aromatica de
natureza fendlica, denominado na maioria das vezes de polifendlicos, dentre eles
acetovalinina, acido p-cumadrico, acido fertlico, 4cido p-hidroxibenzodico, &acido p-
hicroxibenzaldeido, 4cido siringico, acido vanilico, hidroquinona e valina (Figura

5)(ICIDCA-GEPLACEA-PNUD, 1990).
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Figura 5 Estrutura hipotética de lignina (ICIDCA-GEPLACEA-PNUD, 1990).
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A celulose ¢ um polimero linear formado por subunidades de D-glicose, unidas por
ligagdes glicosidicas B-1,4, formando longas cadeias unidas entre si por pontes de
hidrogénio e forcas de Van der Waals, originando unidades maiores, denominadas
microfibrilas de celulose. As microfibrilas de celulose sdo conectadas de forma ordenada
que ndo sO as enzimas celuloliticas, mas até mesmo moléculas muito pequenas como a
dgua ndo conseguem penetrar nesse complexo celulolitico. Por outro lado, algumas partes
das microfibrilas de celulose sdo menos ordenadas, estruturas ndo cristalinas designadas
como regides amorfas (Arantes & Saddler, 2011). As regides amorfas sdo menos
resistentes a degradagdo, portanto mais suceptiveis a acdo das enzimas do que as regides
cristalinas (Figura 6). Essa cadeia linear ¢ constituida de forma que cada residuo de
glicose fique invertido 180° em relacdo ao residuo de glicose vizinho, portanto ¢ a
celobiose, e ndo a glicose, a unidade bésica de repeticdo da celulose (Delmer & Amor,

1995) como demonstra a Figura 7.
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Figura 6 Estrutura esquematica de uma fibrila de celulose, destacando as regides amorfas
e cristalinas (Filho, 2008).
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Duas importantes propriedades que auxiliam na diferenciacdo e classificagdo dos
polimeros celuldsicos sdo o grau de polimerizagdo (GP) e o indice de cristalimidade (IC).
O GP informa a frequéncia relativa das ligagdes glicosidicas internas e terminais,
disponiveis para atua¢do de endo e exoenzimas, respectivamente. Pode ser definido com
base no nimero médio de mondmeros e no peso médio do polimero. J& o IC esta associado
a reatividade do substrato. Assim quando substratos ligninoceluldsicos sofrem algum pré-
tratamento (fisico ou quimico), afim de aumentar a hidrélise enzimatica do mesmo, ocorre,
geralmente, reducdes nos valores de IC e GP. Moléculas com GP menor que seis sdo
soliveis em solugdes aquosas, enquanto que as moléculas com GP entre seis e quatorze sao
levemente soltuveis (Castro, 2006). Assim, a resiténcia do substrato a hidrolise ¢ definida
pelo grau de polimerizacdo e pelo indice de cristalinidade entre cada fibra de celulose,
estabilizada pelas inimeras pontes de hidrogénio. Algumas das celuloses utilizadas em
ensaios laboratoriais sdo listados na Tabela I, ilustrando as diferentes caracteristicas que
favorecem ou dificultam a a¢do das celulases, cujos resultados podem indicar a atividade

de determinadas enzimas.

Tabela I Propriedades de algumas celuloses modelo (Zhang, 2006).

Substrato I1C GP FA (%)
Celodextrina n.d. 2-6 100
CMC n.d. 100 — 2000 100
Algodao 0,8 -0,95 | 1000 - 3000 0,2
Papel Filtro Whatman n° 1 ~0,45 750 — 2800 1,8
Celulose cristalina 0,5-0,6 150 — 500 0,6
Celulose bacteriana 0,8-0,95 600 — 2000 6,0
Substratos lignoceluldsicos pré-tratados 0,4-0,7 400 — 1000 0,6

(IC) indice de cristalinidade, (GP) grau de polimerizagdo, (FA) fracdo de ligagdo [-
glicosidica acessivel as celulases.
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Figura 7 Representacdo esquematica das moléculas de celulose, hemicelulose e lignina na
parede celular das plantas. Em destaque a molécula de celulose e as suas subunidades
(Fonte: petrofutoficinadebioetanol.blogspot.com).

O Brasil, gragas a sua variada atividade industrial e agricola, possui uma grande
variedade de residuos agroindustriais cujo bioprocessamento seria de grande interesse
econdmico ¢ social, entre eles tem-se: as industrias de papel e celulose, serrarias
(serragem), usinas de agucar e alcool (bagago de cana-de-agucar) e, de um modo geral,
unidades de producdo agricola geradoras de residuos de culturas, como a palha de cereais,
de milho, de trigo, sabugo de milho, cascas de arroz e de aveia, dentre outros (Ramos,
2001). A utilizacdo destes residuos em bioprocessos, além de uma alternativa para
obtencdo de energia com base em matéria organica renovavel (biomassa), ¢ uma opgao

sustentavel para solucionar o problema da polui¢do ambiental.

A sacarificagdo da celulose pode ser realizada por duas vias: hidrélise acida e

hidrolise enzimdtica. A hidrdlise 4cida utiliza um é4cido concentrado ou diluido, porém esse
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processo ¢ limitado com baixo rendimento na produg¢do de agucares e alguns casos

produzem subtancias toxicas aos microrganismos (Castro, 2006).

A hidrolise enzimatica utiliza celulases na hidrolise da celulose e ocorre em
condi¢gdes mais suaves de pressao, temperatura ¢ pH em relagdo aos processos quimicos
citados acima. Como exibe elevada especificidade, essa técnica elimina a chance de
produzir substincias toxicas, como furfurais, ndo acarretando problemas as células
microbianas que serdo utilizadas para o processo de fermentagdo. Essas enzimas sdo
hidrolases que clivam ligagdes O-glicosidicas e trata-se de um complexo de enzimas
(Silva, 2010). Todo organismo que degrada celulose cristalina secreta um sistemas de
celulases. Esses sistemas sdao compostos de uma variedade de enzimas com diferentes
especificidade e modo de agdo, atuando em sinergismo para quebra da celulose, criando
sitios acessiveis umas para as outras ¢ diminuindo problemas de inibig¢ao pelos produtos da

hidrolise (Beguin, 1990).

1.4 MICRORGANISMOS CELULOLITICOS

Na natureza, o ciclo do carbono ocorre por meio de microrganismos celuloliticos,
incluindo fungos, leveduras e bactérias provenientes de uma variedade de habitats. A
quebra da celulose raramente ocorre por meio de um processo isolado, atuando entdo um
ataque conjunto desses organismos sobre um composto complexo de celulose unido a
lignina e hemicelulose. A acdo combinada das enzimas extracelulares com especificidade
complementar ¢ essencial (Fillho, 2008). A caracteristica semicristalina da celulose faz
com que sua degradacdo seja considerada um obstidculo & acdo de microrganismos, os

quais nao sdo capazes de assimilar agregados moleculares deste tamanho.

O conhecimento da biodiversidade e bioprospeccao de novos microrganismos

tornaram-se um dos focos principais das pesquisas nas ultimas décadas, devido a utilizagdo
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dos mesmos nas areas de alimento, satide, meio ambiente e industria (Delabona, 2011), que

vém crescendo de forma acelerada no atual cenario mundial.

Na natureza existe uma variedade de microrganismos que produzem celulase, e
dentre estes apenas alguns sdo conhecidos como celuloliticos verdadeiros, isto €, sdo
capazes de degradar a celulose natural. Nesse grupo inclui-se bactérias anaerdbicas
(Clostridium, Rominococcus) e aerobicas (Cellulomonas, Thermobifida), actinomicetos
(Streptomyces), fungos filamentosos (7Trichoderma, Bulgaria, Helotium, Aspergillus, etc),

além de plantas (Fragaria) e animais (moluscos, insetos) (Lynd et al., 2002).

Os fungos, juntamente com as bactérias heterotroficas, sdo os principais
responsaveis pela reciclagem e decompos¢do de matéria organica dos ecossistemas. Os
fungos filamentosos secretam enzimas digestivas no substrato onde crescem, hidrolisando
grandes moléculas, como a celulose, em moléculas suficientemente menores para serem

absorvidas pela célula fingica, nutrindo-se dessa forma por absorg¢ao.

Em geral, os fungos que decompdem materiais lignoceluldsicos ocorrem no solo,
colonizando vegetais, raizes e seus residuos, com importante fun¢do de reciclagem (Filho,
2008). Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem
celulases, entretanto apenas alguns sdo conhecidos como celuloliticos verdadeiros, isto &,
que sdo capazes de degradar a celulose natural. Os principais géneros de fungos
filamentosos descritos como produtores de celulases sdo Aspergillus, Trichoderma e

Penicillium (Zhang et al.,2006; Singhania ef al., 2010).

Os fungos degradadores de materiais celulosicos podem ser dividos em trés grupos
distintos: fungos da degradac¢do branca, da degradacdo marrom e da degradagdo branda,

classificados de acordo com a morfologia da degradagao.
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e Fungos da degradagdo branca — a maior parte desse grupo corresponde a
basidiomicetos ¢ oxidam compostos fendlicos, relacionados a lignina, que esta
principalmente associada a enzimas extracelulares lignoceluloliticas (Jorgensen et
al., 2005).

e Fungos da degradacio marrom — esses fungos promovem a degradagdo dos
polissacarideos de celulose e hemicelulose, e deixam a lignina intacta. Com essa
caracteristica, o material restante desse processo tem uma coloragdo amarronzada e
fragil (Filho, 2008).

e Fungos da degradagdo branda — geralmente pertencentes a classe dos Ascomicetos
e Deuteromicetos, esses fungos podem causar a degradacdo celulolitica de forma
suave (Jorgensen et al., 2005). Essa degradacdao ocorre pela penetracao fina das
hifas fingicas nas camadas da parede celular. Esses fungos sao mais eficientes na
despolimerizag¢ao de compostos sintéticos de lignina (Filho, 2008).

Ao longo dos anos contribui¢des cientificas vém sendo dadas progressivamente,
quando discutimos o isolamento de fungos produtores de enzimas celuloliticas, ¢ também
em relagdo a demonstracao do potencial ambiental e industrial dessas enzimas ( Sédnchez,
2009; Liu et al., 2011). As enzimas microbianas que hidrolisam de forma eficiente oligo e
polissacarideos, sao classificadas de acordo com alguns critérios como a especificidade ao

substrato e no seu modo de agao.

As glicosil hidrolases (GHs), como sdo classificadas as celulases, fazem parte de
um grande grupo de enzimas que realizam a hidrolise entre dois ou mais carboidratos.
Com base na especificidade ao substrato essas enzimas podem ser classificadas com
critérios estabelecidos pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(International Union of Biochemistry and Molecular Biology — [UBMB). As enzimas do

complexo celulolitico, em particular as expressas por fungos, tém sido classificadas em
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trés grandes grupos, de acordo com seu modo de acdo catalitico, e mais recentemente com

suas propriedades estruturais. Dessa forma sdo encontrados trés classes principais: as

Endoglucanases, Exoglucanases (celobiohidrolases) e B-glucosidases (Lynd et al., 2002;

Castro, 2010).

Endoglucanases (EG) - sdo as enzimas responsaveis pelo inicio da hidrolise,
clivando a cadeia de forma randdmica em regides amorfas da celulose, liberando
oligossacarideos de varios graus de polimerizagdo e novos terminais, sendo um
redutor e outro ndo redutor. Sao responsaveis pela rapida solubilizagdo do polimero
celuldsico (redugdo do GP), devido a sua fragmentacdo em oligopolissacarideos
(Lynd et al., 2002)

Exoglucanases (ExG) - esse grupo ¢ formado pelas celobiohidrolases (CBHs),
atuam na fibra celulosica (GP > 3) de maneira progressiva sobre os terminais
redutores e ndo redutores, liberando celobiose pelas CBHs como seu principal
produto. De acordo com Lynd ef al. (2002) as exoglucanases podem possivelmente
atuar de forma a ‘descamar’ a estrutura da celulose microcristalina, acarretando na
desestratificacdo das fibras celulosicas, aumentando as regides intersticiais. As
CBHs ainda podem ser divididas em dois tipos: enzimas do tipo I (CBHs I) que
atuam na extremidade redutora (R) da cadeia de celulose, enquanto que as enzimas
do tipo II (CBHs II) clivam na extremidade nao redutora (NR).

B-glucosidases (BG) - sdo responsaveis pela hidrolise de celobiose e
oligossacarideos soluveis (GP < 6) em glicose. Essas enzimas sdo geralmente
responsaveis pela regulacdo do processo de hidrolise da celulose, atuando como
fator limitante na velocidade da reagdo durante a hidroélise enzimatica. Essa classe

enzimatica ndo somente produz glicose como também reduz a inibicdo das
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celobiohidrolases pela celobiose, dando maior eficiéncia a todo processo. No
entanto, também sdo inibidas por altas concentragdes de glicose (Lynd et al., 2002).
Essas trés classes de enzimas ndo hidrolisam de forma eficiente o substrato
celulésico separadamente, sendo necessdria uma acdo sinérgica entre elas (Figura 8).
Sinergismo ¢ determinado quando a atividade exibida por uma mistura de componentes ¢
maior do que a soma das atividades desses componentes avaliados separadamente (Wood

et al., 1979 in: Filho, 2008).
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Figura 8 A. Modo de acdo sinérgico das celulases em celulose cristalina. B. Estrutura
molecular da celulose (modificado de Voltatodio, 2012).

Para a agdo dessas enzimas, sdo conhecidas pelo menos trés formas de sinergia

(Lynd et al., 2002; Castro, 2006):
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Sinergia EG-ExG — a acdo das endoglucanases nas regides amorfas da fibra celulosica,

disponibilizam terminais redutores e ndo redutores para atuacdo das CBH I e CBH II,
respectivamente;

Sinergia ExG-ExG — a a¢do das CBH I e CBH II sdao simultaneas na hidrolise dos terminais

redutores e ndo redutores liberados pela acdo das endoglucanases;

Sinergias ExG-BG e EG-BG - as celobiohidrolases e endoglucanases liberam celobiose e

oligossacarideos como seus produtos de hidrolise, respectivamente, que sdo substratos para
as B-glicosidases.

A viabilidade para uso comercial das celulases depende: da alta produtividade,
utilizacdo de substratos mais baratos, baixo custo de produgdo e que a produ¢do em massa
seja praticavel.

1.5 APLICACAO DAS CELULASES

Embora exista relatos da utilizacdo de enzimas celuldsicas na modificacao de
polpas celulosicas datados do ano de 1959, a producao dessas enzimas em escala industrial
comegou em meados da década de 80, como um aditivo para racdo animal e, em seguida,
com outras aplicagcdes na industria de alimentos. Um pouco mais tarde, as enzimas
celuloliticas comecaram a ser utilizadas em larga escala nas industrias téxteis, de polpa e

papel e em lavanderia (Castro, 2006).

Durante as duas ultimas décadas o uso dessas enzimas tem crescido
consideravelmente, chegando as celulases e hemicelulases a representar atualmente, mais
de 20% do mercado mundial enzimatico (Bhat, 2000). A seguir sdo descritas as principais

aplicagdes das enzimas celuloliticas no ambito industrial.
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a) Industria alimenticia
As celulases sdo usadas na extracdo de suco de frutas e oOleos de grdos, na
clarificagdo de sucos, para aumentar a absorcao da dgua dos cereais, remo¢do da camada

protetora da soja na produgdo de alimentos fermentados como molho de soja (shoyu).

As celulases também sdo utilizadas afim de favorecer a qualidade dos alimentos,
atuando na remocao da parede celular de vegetais e frutas facilitando a liberagdo de sabor e

aroma, enzimas, polissacarideos e proteinas (Bhat, 2000).

b) Industria de bebidas e sucos

Utilizada na producdo de sucos de frutas, as celulases sdo adicionadas para
promover a hidrolise parcial de componentes da parede celular, reduzindo a viscosidade e
mantendo a textura dos sucos. Dessa forma, obtém-se uma melhora na liberagdao de
componentes desejaveis, como aromas e antioxidantes. Ainda, as celulases promovem a
clarificagdo dos sucos, pela remocdo de particulas pequenas em suspensdo. O uso de
celulases aumenta a conversdo das frutas em sucos de 5 a 15%, reduzindo a geracdo de
residuos solidos, além de converter as fibras em agucares soliveis, promovendo uma maior

recuperagao total dos sélidos do suco (Tolan & Foody, 1999).

¢) Industria de racdao animal
As celulases sdo utilizadas para aumentar a digestibilidade das ragdes, atuando
sinergicamente com as enzimas que existem naturalmente no sistema digestivo dos animais
(amilases, proteases e outras glucanases), eliminando fatores anti-nutricionais presentes em
graos e vegetais e aumentando o valor nutricional dos alimentos. Como consequéncia
ocorre um aumento no ganho de peso e uma melhora no desempenho dos animais, em

especial os ruminantes e monogastricos (Bhat, 2000).
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Elas podem ser adicionadas diretamente na forma liquida ou na forma de pequenos
graos. Na alimentacdo de frangos e porcos, que ¢ a principal aplicacdo das celulases nesse
setor, as referidas enzimas atuam juntamente com as xilanases na redu¢do da viscosidade
de polissacarideos, em especial glucanas, encontradas no trigo e na cevada ingeridos por
esses animais, resultando em uma melhora de seu funcionamento intestinal (Tolan &

Foody, 1999).

d) Industria téxtil
A aplicacdao das enzimas celuloliticas na industria téxtil baseia-se na remog¢do do
excesso de corante em jeans (bioestonagem), remocao de microfibrilas que se prendem as
malhas de algodao apos os ciclos de lavagem e restaurar a maciez e brilho dos tecidos

(biopolimento) (Tolan & Foody, 1999; Castro, 2006).

e) Industria de papel e polpa

As celulases sdo aplicadas na indlstria de papel e polpa para a modificagdo
controlada de propriedades mecanicas da polpa, hidrdlise parcial de carboidratos, liberagdo
de tintas da superficie das fibras a ser recicladas e hidrolise de coloides no processamento
do papel (Jefries et al., 1996). No processo de reciclagem do papel as enzimas celuloliticas
sdo utilizadas no biodescoramento, reduzindo as concentracdes de algumas substancias
quimicas que eram utilizadas nesse processo, como perdxido de hidrogénio, hidrossulfito
de sodio ou até alvejantes mais agressivos como ozonio ¢ didxido de cloro (Tolan &

Foody, 1999).

f) Limpeza doméstica
Nesse segmento as celulases sdo adicionadas durante a formulacdo de sabao em p6
para aumentar o brilho das cores, remover sujeiras das fibras de algoddo, aumentar a
maciez dos tecidos e, principalmente, amenizar o desgaste dos tecidos. Também nesse

setor as celulases possuem importante papel na redugdo de problemas ambientais
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ocasionados pela utilizagdo de amaciantes catidonicos (Castro, 2006). O maior desafio para
uma aplica¢do mais ampla das celulases nessa industria ainda ¢ o custo de produgdo, que

representa cerca de 0,4% do custo total de producdo dos detergentes (Bhat, 2000).

g2) Biorrefinarias
A biorrefinaria € o nome dado ao processo em que se utiliza materiais renovaveis
(biomassa ligninocelulosica) e seus residuos, numa forma mais integrada e diversificada
para a producao de combustiveis, produtos quimicos e energia, gerando o minino de
residuos e de emissdes de gases poluentes. Nesse contexto, a biorrefinaria apresenta uma
rota promissora para criagdo de uma industria baseada em biomassas, onde os produtos,
produtos secundarios e residuos da agricultura e agroindustria, serdo base para diferentes

processos (Pereira Jr, 2008).

Apesar das biorrefinarias ndo serem economicamente vidveis no patamar
tecnologico atual, diversas plantas pilotos estdo operando e outras estdo sendo construidas
para buscar as respostas necessarias para a implantacdo dessas unidades em escala

industrial de producdo do bioetanol de segunda geracao.

1.6 PROCESSOS FERMENTATIVOS

As duas principais estratégias para a producao de celulases sdo a fermentagdo no
estado solido (FES) e a fermentacdo submersa (FS), que diferem entre si em relagdo as

suas condi¢des ambientais e formas de condugao.

Entre esses processos a FS tem sido a mais utilizada, no entanto, nos tltimos anos
tém aumentado a tendéncia do uso da FES para a producdo de algumas enzimas, em
especial aquelas envolvidas na degradag¢do de polimeros vegetais complexos (Lever et al.,
2010; Singhania et al., 2010). Tanto o processo de FES e quanto o de FS apresentam

caracteristicas importantes que devem ser consideradas para avaliar as vantagens e
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desvantagens de cada processo dependendo do tipo de produto desejado e o grupo de

microrganismos utilizados (Delabona, 2011).

Um dos parametros mais exaltados na diferenciacao desses dois tipos de processos
¢ o teor de adgua presente no meio reacional. Na FES hé auséncia ou a quase auséncia de
agua livre (Catro, 2006). A 4gua presente nesses sistemas encontra-se complexada com a
matriz solida de substrato ou como uma fina camada absorvida na superficie das particulas.

Em geral, nesses processos o teor de umidade varia entre 30-85% (Raimbault, 1998).

A 4gua possui diversas fungdes em um bioprocesso, tais como: a difusdo de
nutrientes no meio reacional e a absor¢ao destes pelos agentes microbianos, bem como a
remocdo de metabolitos; a manutencdo da funcdo e estabilidade de estruturas bioldgicas,
como proteinas, nucleotideos e carboidratos e a conservacdo da permeabilidade da
membrana plasmatica. Em rela¢do ao cultivo de fungos filamentosos, a limitagdo de agua
pode causar a desnaturagdo de enzimas-chave do metabolismo das células, ocasionando um
desequilibrio nas vias metabdlicas, afetar os processos de germinacdo, esporulagdo e
formagdo de metabolitos, assim como reduzir a taxa de crescimento microbiano ¢ aumentar
o periodo de aclimatagdo celular (Raimbault, 1998). Por outro lado, maiores niveis de
umidade podem levar a aglomeragdo de particulas, limitando a transferéncia de gas e

aumentando a competi¢do caso seja uma cultura mista (Krishina, 2005).

Na FS a agua chega a constituir cerca de 90-99% da massa total do material a ser
fermentado. Dentre as principais vantagens dos processos FS frente a FES temos (Castro,

2006):

e Facil inoculacdo das células e possibilidade de operagdo continua do bioprocesso;
e O alto teor de agua e a natureza diluida do meio facilitam o controle da temperatura

de cultivo, reduzindo a perda do produto, em especial se esse for uma enzima,
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e Os processos difusionais e de mistura sdo facilitados pelo carater homogéneo do
sistema;

e H4 uma ampla divulgacdo de informagdes sobre cinéticas de crescimento e
produgdo e fendmenos de transporte;

e Um processo facilitado de purificagdo do produto pela auséncia de particulas de
substrato;

e Existéncia de tecnologias de monitoramento de variaveis on line disponiveis; e

e Facilidade no controle do processo e adicao de solucdes desejadas;

Segundo Couto & Sanroméan (2005) e Singhania et al. (2010) a definicdo de
fermentagdo no estado sdlido é o processo em que 0s microrganismos crescem em
substratos so6lidos na auséncia de liquido entre as particulas. De acordo com Auria et
al.(1993) a FES ¢ um processo com um sistema de quatro fases: a fase continua € o ar ou
de uma mistura de gases que flui através das camadas de um substrato solido; a fase sélida
¢ composta por uma parte insolivel em agua que contém uma solucdo aquosa de
nutrientes; essa solucao ¢ fortemente absorvida dentro da matriz insoluvel; e a quarta fase ¢
0 microrganismo que cresce no interior do suporte e/ou na sua superficie ou no interior dos

espagos livres.

Além da umidade 6tima da FES existem varios fatores que afetam o processo de
fermentagdo, dependendo do tipo de substrato e dos microrganismos utilizados, ¢ também
sobre a escala do processo. O principal fator limitante da FES refere-se a dificuldade de
varios grupos microbianos em crescer sob baixos teores de umidade, o que acaba por
restringir o processo ao uso de fungos filamentosos, que se adaptam bem a essa condicao,
ao se considerar a possibilidade de reproducao das condigdes de crescimento natural desses

organismos (Couto & Sanroman, 2005; Delabona, 2011). A Tabela II destaca os principais
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aspectos positivos e negativos na utilizacdo da FES em processos para obtencdo de

produtos enzimaticos.

Tabela II Vantagens e desvantages do processo de fermentagdo no estado sélido (Krishna,
2005; Singhania et al., 2005; Delabona, 2011).

Vantagens

O meio de cultivo ¢ simples, na maioria das
vezes natural. Condigdes proximas as
naturais.

Desvantagens
Pré-tratamento do substrato pode ser
necessario em alguns casos, podendo

modificar negativamente a estrutura do
substrato

Efluentes liquidos reduzidos

Dificil regulacdo dos parametros de cultivo
(pH, umidade, temperatura, etc)

Diminui¢do das contaminac¢des devido a
baixa umidade

Possibilidade de elevagdo excessiva de
temperatura ( falta de transferéncia de calor
e perda de umidade em processos mais
longos)

Facil aeracdo devido a porosidade do
substrato; baixa demanda de energia

A utilizagao de inimeros materiais organicos como residuos agricolas, florestais e

da industria alimenticia tem sido proposta como substratos para a FES (Kalogeris et al.,

2003). A utilizagdo desses residuos promovem um substrato alternativo e barato para a

fermentagdo ¢ a reducdo de problemas ambientais causados pelo grande actimulo de

biomassa lignocelulésica produzidos pela agroindistria (Couto & Sanroman, 2005).

Alguns residuos agroindustriais como o farelo de trigo, bagaco de cana-de-agucar, farelo

de arroz e farelo de mandioca ja vém sendo utilizados com sucesso como substratos na

producdo de enzimas por FES (Singhania et al., 2010; Chen & Qiu, 2010). A Tabela III

ilustra o levantamento da producdo mundial de diferentes residuos lignocelulosicos

derivados de fonte agricola.
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Tabela III Residuos ligninoceluldsicos gerados de diferentes fontes agricolas (Sanches,
2009).

Residuos lignoceluloliticos 10° toneladas/ano
Bagago de cana-de-agucar 317 —380
Palha de milho 159 — 191
Casca de arroz 157 — 188
Farelo de Trigo 154 — 185
Farelo de soja 54 — 65
Fibra de algodao 17-20
Farelo de feijao 49-59
Farelo de café 1,6 -1,9

1.7 RESIDUOS LIGNOCELULOLITICOS

O Brasil ¢ um pais onde a agricultura ¢ a principal atividade econdémica e os
residuos e os subprodutos agricolas e agroindustriais sdo abundantes, e sao pouco
aproveitados para a geragao de energia, enquanto uma grande parte ou ¢ queimada ou ¢
simplesmente depositada no campo, tornando-se muitas vezes um problema ambiental

(Delabona, 2011).

Em relagdo a esse problema, a Figura 9 apresenta séries historicas de geragdo de
materiais lignocelulosicos no Brasil entre os anos de 1990 - 2005, com as massas
representadas em base umida (Faostat, 2006). O bagaco de cana-de-aglcar, dentre as
biomassas consideradas, ¢ a predominante, com uma geracao em 2007 de 147 milhdes de
toneladas. Igualmente, ¢é notéria a quantidade gerada das demais biomassas
lignoceluldsicas: juntos, no ano de 2007, os materiais apresentados na Figura 9 somaram
uma massa gerada no Brasil de 606 milhdes de toneladas, das quais cerca de 105 milhdes

de toneladas correspondem a fracao celulésica (Castro & Junior, 2010).
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Figura 9 Série historica de geracdo de residuos ligninoceluldsicos no Brasil (FOASTAT,
2000).

Além da utilizagdo dos residuos ligninocelulésicos na producdo de enzimas
microbianas em grande escala, existe outra possibilidade promissora de utilizagdo que ¢ a
completa conversao desses residuos em etanol (Sakumaran, 2009; Balat, 2011, Delabona,
2011), porém seria necessario uma abundante geracdo de residuos, como por exemplo o
que ocorre com o bagago de cana-de-acucar no Brasil. Uma segunda possibilidade de

utilizagdo desses residuos ¢ na producgdo de enzimas microbianas em grande escala.

Tratando-se da participagdo nacional na comercializagcdo de enzimas celuloliticas, a
Figura 10 apresenta algumas informagdes. A Figura 10a ilustra séries histéricas de
importacdo e exportacdo brasileiras de preparados a base de celulases, a partir do ano de
1996. Pode ser observado que o volume de compra e venda desses produtos foi bastante
intensificado no ano de 1998. Tal fato pode ser justificado pelo lancamento de novos
produtos nos segmentos de padaria, téxtil, papel e celulose e alimentagdo animal no ano
anterior. J& no ano de 2005, o governo nacional registrou a exportacdo de
aproximadamente 64 toneladas de preparados a base de celulases, as quais tiveram como

destino diversos paises latino-americanos e os paises baixos (Figura 10.b). A figura 10.c
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apresenta os principais paises que o Brasil importou as enzimas para utilizagdo nas

aplicagdes industriais.
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Figura 10 Comercializagdo de celulases: a) Série historica de importagdo (-) e exportagdao
brasileira (--); b) Paises para os quais o Brasil exportou em 2005; c) Paises dos quais o
Brasil importou em 2005. (ALCEWEB, 2006 in: Castro, 2006).

Os valores acima mostrados ressaltam ainda mais a importdncia do
desenvolvimento de novas tecnologias, mais baratas, para a produgdo de celulases, bem
como a descoberta e o desenvolvimento (por técnicas de biologia molecular, por exemplo)

de novas linhagens superprodutoras dessas enzimas.
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JUSTIFICATIVA

A area carstica escolhida para a realizagdo dos trabalhos possui caracteristicas impares,
com uma grande diversidade de organismos troglomorficos terrestres (redugdo de
olhos/ocelos e pigmentagdo) e uma gama de novas espécies a serem descritas,
representando seguramente um novo hotspot de biodiversidade brasileira (Bichuette, com.
pess.). Assim, o conhecimento sobre a micobiota das cavernas e, em especial desse local
escolhido, ¢ uma ferramenta de grande importancia para a preservacdo das mesmas e da
biodiversidade subterrdnea. Além disso, ja se sabe que ambientes extremos, como as
cavernas, que possuem baixa luminosidade e concentra¢do de carbono organico, possuem
organismos especificos adaptados a esse local que podem possuir vias metabolicas pouco
conhecidas e um grande potencial biotecnologico a ser aplicado na microbiologia
ambiental em biorremediagdo. O isolamento, caracterizagdo da biodiversidade e
conservagdo da micobiota cavernicola pode levar a identificagdo de novas espécies,
obtencdo de linhagens de interesse biotecnoldgico, medidas preventivas contra

microrganismos patogénicos ao homem em grutas turisticas e desenvolvimento de planos

de manejo de grutas a serem suprimidas ou exploradas.

HIPOTESES

Ambientes cavernicolas, por serem ambientes extremos, com condi¢des fisico-quimcas
especificas, sdo pouco explorados. Assim, nossa hipotese € que esse ecossistema apresente
caracteristicas singulares, em compara¢ao com o seu entorno, € provavelmente apresente
novos microrganismos a serem descritos, com rotas metabdlicas alternativas, aptas para

sua sobrevivéncia nesse ambiente, e com grande potencial biotecnoldgico.
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OBJETIVO GERAL

Este projeto tem como objetivo avaliar o papel dos fungos na ciclagem de nutrientes em

ambientes cavernicolas, bem como apontar linhagens fungicas com potencial

biotecnoldgico para a degradacdo de polimeros (atividade celulolitica). Com isso contribuir

para ampliar conhecimento sobre a microbiota cavernicola

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Q

Q

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica do solo dos locais de coleta;
Caracteriza¢dao da biomassa microbiana do solo dos locais de coleta;

Isolamento de cepas de fungos coletados em solos e rochas do ambiente
cavernicola;

Descrever as linhagens isoladas;

Avaliar a producdo e a atividade enzimatica da endoglucanase, B-glucosidade e
celulase total pelos microrganismos isolados em fermentacao submersa;

Discutir a atuagdo funcional dos fungos e de suas enzimas extracelulares secretadas
no solo;

Analisar o crescimento das cepas fungicas, que apresentarem a melhor atividade
enzimatica, em substrato lignoceluldsico e avaliar a producdo enzimatica sob

fermentagdo em estado solido.
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MATERIAIS E METODOS

VI.1 Area de estudo

O local de estudo escolhido foi o Sistema Carstico do Rio Jodo Rodrigues (SCJR),
situado na regido dos municipios de Sao Desidério, Catolandia, Cristopolis e Baianopolis —
BA (Figura 11a), e influenciado pelo rio subterraneo que d4 nome ao sistema fluvial
(Figura 11b). A caverna amostrada foi a Gruta do Catdo (Lat.-12.368360, Long -
44.867630), localizada no interior da Unidade de Consevacdo do Parque Municipal da
Lagoa Azul, situado a aproximadamente 15 kildmetros do municipio de Sao Desidério e
abrangendo uma area do SCJR. O municipio de Sdo Desidério, oeste da Bahia, estende-se
sobre porgdes significativas dos calcarios do Grupo Bambui. Abrange uma area onde a
cobertura vegetal natural é caracterizada por diferentes fisionomias de Cerrado com
transicdo para mata seca e vem sendo, de forma acelerada, substituida por monoculturas

irrigadas e mecanizadas ou por pastagens para sustentacdo da pecuaria de corte.

A gruta do Catdo possui duas entradas, com aproximadamente 50 m de largura por
7 m de altura, e o desenvolvimento da caverna ¢ de aproximadamente 160 m (cerca de 15
mil m?) (Figura 12). Tem o pavimento predominantemente formado por depositos fluviais
areno-argilosos e acredita-se que nessa gruta encontra-se a primeira ressurgénica do rio
subterraneo Jodo Rodrigues. Essa caverna ndo apresenta uma regido afotica desenvolvida,
sendo que a luminosidade da zona de entrada (100-200 Lux) e da zona de penumbra (50

Lux no méaximo) difere do meio epigeo (500-700 Lux).

Apresenta bom potencial ao espeleoturismo, como visitagdes de pequenos grupos,
porém sem nenhum plano de manejo. Esta gruta abriga alta diversidade de morcegos,

incluindo espécies raras e com importante fungao ecoldgica e mais de 85 espécies de
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. Locais amostrados
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Figura 12 Planta baixa, corte transversal e escala grafica da Gruta do Catdo, destacando a
zona de entrada e zona de penumbra e os pontos amostrados (®) no interior da caverna
(Grupo Bambui de Pesquisas Espeleologicas).
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Figura 13 Imagens das areas amostradas. A) Meio epigeo, externa a Gruta do Catao; B)
Zona de entrada da Gruta do Catdo; C) Zona de Penumbra da Gruta do Catdo, com
destaque para o banco de argila (Laboratorio de Estudos Subterraneos (LES) — UFSCar).

invertebrados terrestres (Bichuette, com. pess.). A Figura 13 apresenta algumas fotos da

caverna amostrada, destacando os diferentes pontos amostrados.

A Gruta do Catdo esta sujeita a periodicos alagamentos, especialmente determinada
pela entrada e saida das dguas do rio Jodo Rodrigues (Dantas et al., 2013), porém sem uma
periodicidade bem definida. Destacamos que a zona de penumbra desta caverna geralmente
ndo sofre o processo de inundagdo, sendo que esse evento ¢ mais frequente na zona de
entrada da caverna. Além disso, durante os periodos de chuva, o escoamento superficial da
agua sobre o solo do meio epigeo pode carrear residuos e matéria organica para o interior

da caverna.
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VI.2 Coleta das amostras

A coleta foi realizada pela equipe do Laboratorio de Estudos Subterraneos da
UFSCar, coordenada pela Prof'. Dr®. Maria Elina Bichuette (licenca ICMBio/SISBIO
10215) em Outubro/2012. Foram amostrados quadrantes de aproximadamente 0,25 m* em
trés pontos da caverna: um na area Epigea (ponto externo a caverna), um na Zona de
Entrada (ZE — ponto 1) ¢ um na Zona de Penumbra (ZP — ponto 2) da caverna (meio
hipdgeo). Nesses pontos, o solo foi coletado sempre a uma profundidade de 0 a 10 cm,
com auxilio de uma p4é, e armazenado em recipientes plasticos previamente esterilizados.
Em cada quandrante foram coletados cerca de 300 g de solo em dois pontos distintos como
mostra a Figura 14. As amostras foram transportadas para o laboratorio, homogeneizadas e
peneiradas (malhas de 2 mm) e armazenadas em geladeira a 4°C. Em seguida, cada ponto
amostrado deu origem a quatro subamostras, totalizando um total de oito subamostras por
quadrante (Figura 14). As amostras foram processadas no Laboratdério de Microbiologia do
Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da Universidade Federal de Sao Carlos em

até 7 dias ap0s a coleta.

Quadrante 0,25 m*

A
— WACAVACE
£ 8 %
o o Q999

homogeneizados (em cada frasco)

Nuomero final de subamostras

Figura 14 Desenho esquematico da amostragem realizada em cada quandrante, nos
diferentes pontos amostrados.

Foram mensurados os valores de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) em
cada ponto amostrado com um minimo de intervalo de tempo entre as medigdes

(Termohigrometro Instruntherm THAL-300). As varidveis abioticas da dgua do rio Jodo
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Rodrigues como temperatura, pH, condutividade, oxigénio dissolvido (OD) e solidos totais
dissolvidos (TDS) foram determinados utilizando-se o analisador de 4gua (HORIBA

U50G) equipado com sonda multifungao.
V1.3 Isolamento e Caracterizacdo das linhagens

Para o isolamento dos fungos foi utilizado o método de diluigdo seriada da
suspensdo das amostras de solo e inoculagdo em meios de cultura especificos, com 3
repeticdes por dilui¢do. Para 5,0g de cada amostra, aproximadamente, foram adicionados
50 mL de solugdo salina 0,85% como diluente, agitado a 150 rpm por 30 minutos para o
preparo da suspensdo. Esta sofreu diluigdes decimais (até¢ 1/100.000) e inoculadas por
espalhamento em superficie em meio sélido Malte 3% (acrescido do corante rosa Bengala
0,05 g.L'") e incubadas por 15 dias, 4 25 °C. No sétimo e no décimo quinto dia as colonias
obtidas foram (Wollum II, 1982) isoladas por estrias até a obtenc¢do de culturas puras.
Cada linhagem isolada recebeu um codigo SDC x.y, onde SD conrresponde ao municipio
do local de coleta (Sao Desidério), C corresponde a caverna amostrada (Catdo), x define o

ponto de coleta e y refere-se ao nimero da linhagem.

A fim de garantir a estabilidade genética das cepas, estas foram preservadas em
refrigerador por meio da técnica de dgua destilada segundo Castellani (1939) e em tubos
contendo agar Malte 3% inclinado (extrato de malte 30,0g.L", peptona de Soja 3,0g.L™,
agar 20,0g.L", pH 5,5- 6,0). A caracterizacio das linhagens foi baseada nos seus
morfotipos e a identificacdo das linhagens foi de acordo com a taxonomia tradicional,
baseado nos caracteres morfologicos, até o nivel de género. A identificagdo de grupos
similares foi realizada por observagao do aspecto da estrutura reprodutiva, esporos e hifas
ao microscopio Optico e estereoscOpico pela técnica de microcultivo em laminulas, com
auxilio de literatura especializada (Barnet & Hunter, 1998) e com a colaboragao do Prof Dr

André Rodrigues, do Laboratorio de Ecologia e Sisteméatica de Fungos, Unesp Rio Claro.
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VI.4 Pardmetros quimicos e bioldgicos do solo
a) Carbono orgdnico total (COT)

Para a determinacdo da quantidade de carbono organico total do solo (COT) foi
utilizado o Método Walkley & Black (1934). Cada amostra de 0,5 g de solo seco ao ar foi
transferida para um erlenmeyer de 500 mL, adicionando-se 10 mL da solucao de K,Cr,0;
0,167 mol L' e 20 mL de H,SOy4; o erlenmeyer foi agitado por aproximadamente um
minuto e deixado em repouso por 30 minutos. Apos esse intervalo, adicionou-se 200 mL
de agua destilada e, apds agitacdo de um minuto, adicionou-se 10 mL de H;POq4
concentrado ¢ 10 mL da solucdo indicadora difenilamina. A titulagdo foi feita com
FeSO4.7H,0 0,25 mol L. Foram feitas, em paralelo, tréplicas para amostras controle, sem

solo. O teor de COT foi calculado da seguinte forma:

C orgénico (g kg™) =[(1 - Va/ Vbs) (10) (0,003) (1,2987) (100)] / Pam
Onde: Vbs = volume de sulfato ferroso gasto na titulagdo do branco (mL); Va = volume
de sulfato ferroso gasto na titulagio da amostra (mL); 10 = volume de dicromato
adicionado (mL); 0,003 = equivalente do C (mg); 1,2987 = fator de recuperagdo do

método, e Pam = peso da amostra de solo (mg).

Soluc¢iao de K;Cr,0; 0,167 mol L}

Dissolver 49,025¢g de K,Cr,07 em 1000 mL de dgua destilada.

Solucio indicadora de difenilamina

Dissolver 0,5g de difenilamina em 100 mL de H,SO4 Acrescentar em seguida 20 mL de

agua destilada.
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Solucio de sulfato ferroso amoniacal 0,25 mol/L
Dissolver 156,8g de FeSO4.7H,O em 100 mL de 4cido sulfarico concentrado. Em seguida,
diluir vagarosamente a solugdo com 1500 mL de agua destilada. Completar para um

volume total de 2000 mL.

b) Biomassa microbiana
O carbono e nitrogénio presentes na biomassa microbiana (respectivamente CBM e
NBM) foram analisados, em quadruplicatas, em amostras de solo (10,0 g) previamente
ajustadas a 40% de umidade e os resultados expressos em peso seco. A umidade relativa do
solo foi determinada pelo método gravimétrico, obtido apds o solo apresentar um peso

constante em estufa a 105 °C.

O CBM foi avaliado pelo método de fumigacgao-extracao (Vance et al., 1987), e o
NBM pelo método de Brookes et al. (1985). Duas réplicas foram fumigadas com
cloroféormio (CHCl3) em um recipiente herméticamente fechado por 24 horas, como
descrito por Vance et al. (1987), e as outras duas réplcas ndo foram fumigadas. Apos esse
processo foi realizado uma extragdo do solo (K;SOs 0,5M como extrator) e as
concentracdes de carbono nos extratos foi determinada pela oxidagdo com Mn®" e estimada
por colorimetria em espectrofotdometro (Bartlett & Ross, 1988). O contetido de CBM nos
extratos foi calculado a partir da diferenca entre as concentracdes obtidas das amostras
fumigadas e nao-fumigadas, utilizando o fator de correcdo (Kcg) de 0,41 conforme
recomendado para solos tropicais para evitar superestimar os resultados (Babujia et al.,

2010).

O NBM do solo foi determinado pela adi¢do de 1,5 mL de H,SO4 concentrado e 50
mg de uma mistura catalisadora (K;SO4+CuSQOs, 10:1) a 20 mL de extrato. Apos a digestao

a 350°C em bloco digestor, os residuos foram diluidos em &4gua destilada e as
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concentragdes de N foram determinadas por espectrofotometria de NHy4-N, utilizando o
método colorimétrico do indofenol azul (Feije & Anger, 1972) e o valor de 0,54 como

fator de corre¢do Kng (Brookes ef al., 1985).

¢) Densidade microbiana

A densidade de bactérias e fungos no solo foi determinada em unidades formadoras
de colonias (UFC/g de solo), utilizando-se o método de diluicdo seriada das amostras e
inoculagdo de suspensodes diluidas de solo em meios de cultura especificos, com 3
repeticoes por diluigdo. Cerca de 5,0g de cada amostra foram adicionados a 50 mL de
solugdo salina 0,85%, sofrendo agitacdo de 150 rpm durante 30 minutos seguindo de
diluicdes em série at¢ 1/100.000, em seguida cada dilui¢do foi inoculada por espalhamento
em superficie nos meios de cultura especificos. Os meios utilizados foram: dgar nutriente
(extrato de carne 3,0 g.L”', peptona de carne 5,0 gL, 4gar 15,0 g.L"', pH 6,8 — 7,0) para
bactérias totais e meio Martin (glicose 10 g.L™', K;HPO, 1,0 g.L”!, MgS0,.7H,0 0,2 gL,
peptona de soja 5,0 gL', rosa de bengala 0,06 g.L"', agar 15,0 g.L"', pH 5,5- 6,0) para
fungos totais, segundoWollum II (1982). As placas inoculadas foram incubadas a 27°C e as

coldnias obtidas foram avaliadas apds 3 dias (bactérias) e 7 dias (fungos).

V1.5 Selegio de fungos produtores de enzimas celuloliticas

Para avaliar a produ¢do de enzimas celuloliticas, as linhagens foram cultivadas em
meio sintético com carboximetilcelulose (CMC) como Unica fonte de carbono (CMC 10,0
gL, FeS04.7H,0 10,0 mg.L", KC1 0,5 g.L"', K,HPO, 1,0 g.L”', MgSO,4 0,5 g.L™!, NaNO;
3,0 g.L'l, agar 20,0 g.L'l, pH 5,6 - 6,0). Os in6culos foram obtidos com a insercdo de
agulha de platina no centro da placa de Petri. Estas foram incubadas por 14 dias a 25 °C e
ao sétimo e ao décimo quarto dia de cultivo a formacao de halo de degradacdo foi revelada
apos adigdo de 10 mL de solugdo corante de vermelho congo (2,5 g.L™") em tampéo Tris

HC10,1 M, pH 8,0. Apdés 30 min a solucao foi descartada e as culturas foram lavadas com

56



S5mL de solugdo de NaCl 0,5 M neste mesmo tampdo. Os diametros das colonias e dos
halos produzidos foram medidos com paquimetro (Nogueira & Cavalcanti, 1996) e foram
estimados o Indice Enzimatico (Ie), sendo a razdo entre o didmetro do halo ¢ o didmetro da

colOnia.

V1.6 Producdo de enzimas celuloliticas

As linhagens fingicas que apresentaram a formagao de halo de degradagdo em
meio sintético com carboximetilcelulose foram testadas quanto a atividade enzimatica por
meio de fermentacdo submersa. Para isso foi utilizado o meio sintético adaptado de
Mandels (1969) (Uréia 0,3 g.L ™", KH,PO4 2,0 g L™, (NH4),S04 1,4 gL', CaCl,.2H,0 0.4
g.L_], MgS0,4.7H,0 0,3 g.L_l, extrato de levedura 0,6 g.L_l, FeSO4.7H,O 5,0 mg.L_l,
MnS04.4H,0 1,6 mg.L™!, ZnS04.7H,0 1,4 mg.L™', CoCL.6H,0 2,0 mg.L™", pH 5,6). Em
50 mL de meio sintético, adicionado de 10 g L de glicose, foi inoculado uma suspensio
de 10° esporos.mL™" e mantido a 28°C com agitacdo (130 rpm) por trés dias para a obtengio

de um pré-cultivo.

Para o experimento, 700 mL de meio Mandels contendo 10g Avicel L™ foi
inoculado com 10% (v/v) do pré-cultivo, incubados em um agitador 28 °C(130 rpm) por 7
dias. Diariamente uma aliquota de 7mL do cultivo foi retirada de forma estéril e
centrifugado a 3000 rpm, por 20 min. O sobrenadante foi utilizado como extrato bruto

enzimatico para as analises de expressao das celulases.

VL.7 Determinacgdo do teor protéico

O conteudo protéico extracelular total dos extratos brutos foi determinado segundo
Bradford (1976). A um tubo de ensaio, adicionamos 800 puL de amostra, 800 pL de agua
destilada e 400 pL de reagente Bio Rad (a base do corante Coomassie blue G-250). Em
seguida os tubos sdo agitados e deixados em repouso durante 5 min. a temperatura

ambiente. Apos o tempo reacional, as absorbancias das solu¢des foram determinadas em
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espectrofotometro, utilizando-se comprimento de onda (A) de 595 nm. O branco reacional

continha 800 pL de 4gua, ao invés de amostra. Cada analise foi realizada em quadruplicata.

A curva padrdao que correlaciona valores de absorbancia ao contetido protéico de
solucdes foi obtida utilizando-se albumina bovina sérica como padrdao em concentragdes na
faixa de 5 a 50 mg.L"'. Cada concentraco padrio foi submetida as mesmas etapas que as
amostras dos extratos enzimaticos, para sua quantificacdo. O corante Coomassie blue G-
250 liga-se fortemente a residuos de arginina, que possui um lado de sua molécula
carregada positivamente e liga-se mais fracamente a residuos basicos (histidina e lisina) e

aromaticos (tirosina, triptofano e fenilalanina) (Mikkelsen & Corton, 2004).

VI.8 Quantificacdo das atividades enzimadticas

A determinag¢do da atividade de endoglucanase (CMCase) foi realizada PELO
metodo modificado segundo Ghose (1987), utilizando 30puL do extrato enzimatico, S0uL
de substrato carboximetilcelulose sodica a 1%, em 20 pL tampdo citrato 0,05 mol L™ (pH,
5,0). A reagdo foi incubada a 50°C por 15 minutos, interrompida com a adi¢do de 300uL
de acido dinitrosalicilico (DNS) e novamente incubada a 95°C por 15 minutos. O DNS
confere uma cor caracteristica para a reagdo, sendo a quantidade de glicose liberada
determinada em espectrofotometro (Novaspec II Visible Spectrophotometer — Pharmacia
Biotech), utilizando-se comprimento de onda (A) de 540 nm.

A atividade da p-glucosidase foi determinada segundo Voltatodio (2012),
utilizando como substrato celobiose 2% preparada em tampéo citrato 0,05 mol L™ (pH,
5,0). A reacdo com 50puL de substrato mais 50pL do extrato enzimatico, ocorreu a 50°C
por 15 minutos. A reagdo foi interrompida em banho fervente (10 minutos a 95°C). Em
seguida foi adicionado 1 mL de reagente GOD (glucose-oxidase-peroxidase — Kit Glicose
Bio Liquid, Laborclin) e incubado a 37°C por 15 minutos. Neste passo também foi

preparada uma amostra de glicose padrdo (10 mg L™), componente do kit. A concentragio
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de glicose foi determinada em espectrofotometro, utilizando comprimento de onda (A) de
505nm.

Para determinar a atividade enzimatica em papel de filtro (Fpase ou celulase total),
foi utilizado, como substrato, discos de papel filtro (Whatman® 1) com didmetro de 7mm.
Em cada tubo de reacdo foi adicionado um disco, acrescido de S50uL de extrato enziméatico
e 50uL de solugdo tampdo citrato 0,05 mol L™ (pH, 5,0). A reagio foi incubada por 60
minutos a 50°C. Em seguida foi adicionado 300uL de DNS e incubado por mais 15
minutos a 95°C. Os agucares redutores foram medidos em 540 nm de comprimento de
onda () utilizando um espectrofotometro.

Para todas as atividades enzimaticas foram utilizados controles da reacao
colorimétrica para descontar as contribuicdes do extrato enzimdtico (branco da enzima) e
do substrato (branco da reacdo), separadamente, dos valores de absorbancia obtidos. Os
valores de absorbancia foram convertidos em quantidades equivalentes de glicose,
mediante curvareir-padrdo previamente estabelecida. Uma unidade de atividade enzimatica
(IU) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir Immol de glicose
mL™" min™ nas condi¢des do ensaio (IU = pmol mL" min™). As atividades enzimaticas
foram expressas em atividade especifica em relagdo ao contetido de proteinas nos extratos
enzimaticos.

V1.9 Fermentacdo em Estado Solido

As linhagens que mais se destacaram na quantificagdo da atividade enzimadtica
durante a fermentacao submersa foram submetidas a fermenta¢ao em estado sélido. Para a
fermentagdo em estado sélido foi utilizado como substrato o farelo de trigo (FT) em
solucdo de sulfato de amonio ((NH4)>SO4), sem adigdo de glicose, sendo o FT a tnica

fonte de carbono.
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Esse substrato foi escolhido pois analisando diferentes estudos realizados por
outros autores, verifica-se uma alta produtividade quando utilizaram o farelo de trigo
(Silva et al., 2005; Delabona, 2011). Esse substrato ¢ conhecido por apresentar fonte de
carbono e nitrogénio de facil acesso, sendo considerado na literatura cientifica como

substrato solido ideal.

Para a determinacao da umidade do substrato levou-se uma aliquota de 100g do
substrato a estufa (65 °C £ 5°C) até obter massa constante (cerca de 72 horas). A umidade
inicial utilizada foi de 72% e para o calculo da quantidade de meio liquido a ser adicionado

para o ajuste da umidade, foi utilizada a equagdo abaixo:
mH,0 = ms*(xl - Xz) / (1 - Xz)

onde, mH,O ¢ a massa de meio liquido a ser adicioando no substrato, ms ¢ a massa do
substrato seco, x; ¢ a porcentagem inicial de umidade do substrato e x, ¢ a porcentagem

final da umidade desejada para o substrato.

A FES ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 mL utilizando-se 5,0 g de substrato
FT comprados no comércio local, com a umidade ajustada para 72%. Os isolados
escolhidos na fermentagdo submersa foram crescidos em tubos contendo agar Malte 3%
inclinado por sete dias. Apo6s esse periodo de crescimento, os esporos foram
ressuspendidos em solucao salina estéril (NaCl 9 g/L + Tween 80 0,1%) utilizando-se alga
de platina. Uma aliquota foi retirada para a contagem de esporos em camara de Neubauer.
Para a inoculacio adicionou-se o volume de suspensio de esporos na concentragio de 10’
esporos/mL ao substrato, homogeinizados em seguida com auxilio de um bastdo de vidro
estéril. Todos os cultivos foram realizados em triplicatas, a 30 °C durante 48 horas sem

agitacdo. Para fins comparativos utilizamos uma linhagem padrdo conhecida por altos
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valores de atividade enzimadtica. Essa linhagem mutante Aspergillus niger 3T5B8 foi

cedida pela Embrapa Agroindustria de Alimentos - Rio de Janeiro/R1J.

Ap0s o periodo de cultivo foram adicionados 50 mL de acetato de sodio 0,2 M pH
4,5 e os frascos foram agitados a 200 rpm (30 °C), durante 40 minutos. Para obter o extrato
enzimatico, o cultivo foi filtrado em bomba a vacuo utilizando-se papel Whatman n° 1 e
posteriormente o filtrado foi centrifugado por 15 minutos a 10000 rpm (4°C), sendo o

sobrenadante considerado o extrato bruto enzimatico.

Para a quantificacao da atividade enzimatica de CMCase, B — glucosidade e FPAse,
foram utilizados os mesmo substratos ¢ metodologias descritas no item VI.8. Todas as
quantificagdes enzimaticas foram realizadas em triplicatas. As atividades enzimaticas
foram expressas em unidades internacionais por grama de substrato seco (IU.g™") obtidos

de acordo com equagdo abaixo:
IU.g'1 = (enzima) * Viampao * ms 1

onde, (enzima) corresponde a concentragdo enzimatica (IU.mL '1), Viampio € 0 volume do

tampao utilizado na extracdo e ms corresponde a massa do substrato seco.

VI.10 Anadlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado, em parcelas subdivididas, com trés repeticdes. As varidveis quimicas
bioldgicas foram submetidas a estatistica descritivas basicas como a média aritmética,
desvio e erro padrdo e o teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade dos
dados. Se o W era significante (p<0,05), a hipdtese de que a distribui¢do seria normal era
rejeitada, e a comparagdo das médias foi realizada por testes ndo paramétricos. Para
compara¢do das médias das amostras foi escolhido a andlise paramétrica teste ¢ para dados

normais e o teste ndo paramétrico bicaudal U de Mann-Whitney (Wilcoxon) usado para
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testar se as medianas de duas amostras independentes sdo diferentes, todos a 5% de
probabilidade. Para as andlises estatisticas e produ¢do dos graficos foi utilizado o programa

PAST versao 8.2 (Hammer O, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

VII. 1 Parametros quimicos e biologicos do solo

Os valores de temperatura, umidade relativa do ar e do solo no meio epigeo € nos
diferentes pontos de coleta na Gruta do Catdo, foram determinados (Tabela V). A
temperatura média no interior da caverna foi de 25,1 °C e a média da umidade relativa do
ar variou entre 70,7% e 75,2% entre os pontos, sendo que o meio epigeo apresentou uma
temperatura maior, 27,4°C, e uma menor umidade relativa, 64,3%. Comparando os valores
obtidos para a umidade relativa do solo, observamos que as amostras coletadas no meio
epigeo e na zona de entrada da caverna apresentaram maiores valores (14,5% e 10,3%,
respectivamente) em relacdo ao solo coletado na zona de penumbra (5,71%),
provavelmente devido a maior distancia da ZP ao rio Joao Rodrigues. Essas analises

demonstram que ha diferencas entre as variaveis fisicas avaliadas em cada ponto de coleta.

A Tabela V também apresenta as variaveis abidticas mensuradas no monitoramento
da 4gua do rio Jodao Rodrigues in situ (temperatura, pH, condutividade, oxigénio dissolvido
e solidos totais dissolvidos). Devemos levar em consideragdo as caracteristicas hidricas
apresentadas por esse sistema carstico, pois ele representa uma importante entrada de
matéria organica e mineral no ecossistema subterraneo, influenciando inclusive a éarea

terrestre durante os pulsos de inundagao.
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Tabela IIV Parametros abioticos (temperatura, pH, condutividade, oxigénio dissolvido,
solidos totais dissolvidos) da dgua do rio Joao Rodrigues. Temperatura e umidade relativa
do ar e umidade relativa do solo nos dos diferentes pontos amostrados.

Variaveis abioticas dgua Meédias + desvio padrdo
Temperatura (°C) 26,6 + 0,04
pH 7,4 +0,03
Condutividade (mS/m) 0,515 +£0,0008
OD (%) 51,66 + 7,25
TDS (g/L) 0,32 +0,0005

Epg ZE /7P
Temperatura ar (°C) 27,4 25,8 £0,32 25,1 £0,75
Umidade relativa ar (%) 64,3 70,7+ 0,55 75,2 +£1,85
Umidade relativa solo | 14,5+0,27 | 10,3+ 0,28 5,71 £0,21
(%)

a) Carbono orgdnico total (COT)

Os valores de COT nos pontos amostrados apresentaram valores diferentes entre si
(p £0,0028) (Figura 15), sendo que no meio epigeo foi de 2,41 gC/g de solo, em média, e
as zonas de entrada e de penumbra apresentaram valores médios de 1,3 gC/g de solo ¢ 0,49
gC/g de solo, respectivamente. Isso evidencia que a quantidade de matéria organica difere

nos trés ambientes, sendo 0 meio epigeo mais rico em fontes de carbono.

A entrada de carbono organico no ambiente subterrdneo ocorre por duas vias
principais: por meio de pequenas aberturas, fendas e sumidouros de rios que permitem a
entrada de folhas, madeiras e detritos de rios e solos; ou carreado junto 4 agua de
percolacdo das rochas, do solo da superficie e do ambiente epicarstico (Gibert, 1986, in
Simon, Pipan & Culver, 2007). Além disso, devemos considerar particulas de carbono
carregadas junto com animais que entram e saem do ambiente cavernicola (Graening &

Brown, 2003), bem como as suas excretas ¢ carcagas de animais mortos.
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Figura 15 Variacao dos parametros quimicos e bioldgicos estimados para o solo da Gruta
do Catdo em trés pontos distintos: meio epigeo, Zona de entrada (ZE) e Zona de Penumbra
(ZP). Valores em destaque sobre as caixas representam as médias seguido do desvio
padrao. Valores seguidos por letras iguais em cada grafico nao diferem entre si (p<0,05).1.
gC/g de solo; 2. mgC/g de solo; 3. mgN/g de solo; 4 e 5. UFC/g de solo.
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A presenca de compostos organicos e inorginicos contribui ou interfere na
condutividade da 4gua, de acordo com suas concentragdes na amostra e a DBO representa
a quantidade de oxigénio necessaria para oxidar a matéria organica por decomposi¢dao
microbiana. Dessa forma, os dados referentes aos padrdes fisicos da dgua do rio Jodo
Rodrigues como a condutividade e TDS reforcam que esse sistema hidrico subterraneo
influencia na deposicdo de ions e matéria orgdnica no ambiente subterraneo. Esses
pardmetros também nos permite inferir que a regido superficial do sistema carstico
contribui a entrada de matéria organica e inorganica no ambiente subterrdneo por meio da
agua de percolacdo. Por isso ¢ fundamental a preservacdo e conservacdo da vegetagao
nativa das dreas de entorno de um ambiente subterraneo, pois sdo areas de influéncia direta

no sistema carstico e por consequéncia nos ambientes subterraneos.

b) Biomassa microbiana

A quantidade de C e N da biomassa microbiana apresentou valores maiores no
meio epigeo, e menores valores na ZP. A quantidade de CBM variou entre 59,9 mgC/g de
solo, na ZP, a 1428,1 mgC/g de solo, no meio epigeo. Os valores médios de CBM
apresentaram diferencas significativas entre os trés ambientes (p < 0,0001832). A
quantidade de nitrogénio da biomassa microbiana apresentou diferengas significativas
entre os trés ambientes amostrados (p < 0,002082), apresentando valores entre 0,51 mgN/g

de solo, na ZP, a 6,5 mgN/g de solo, no meio epigeo (Figura 15).

Segundo Matsuoka, Mendes & Loureiro (2003) a diversidade floristica de areas
nativas e a presenca de vegetacdo durante todo o ano influenciam na produgdo e qualidade
da serrapilheira, contribuindo para maiores niveis de biomassa microbiana. Feldhake
(1986) verificou que o contetido de matéria organica, a atividade e a biomassa microbiana
foram muito menores no solo cavernicola do que no solo de florestas em estudos realizados

em quatro cavernas norte-americanas (estado de Kentucky) (Lavoie & Northup, 2005).
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Apesar das cavernas serem ambientes oligotroficos, a presenca de uma comunidade
microbiana ativa pode fornecer material organico para as futuras atividades metabolicas
por meio da liberagdo de compostos organicos (Gadd, 2004), liberacdo de elementos

quimicos pela dissolugdo mineral e ciclagem da biomassa microbiana.

Além disso, uma comunidade microbiana ativa no ambiente subterraneo influencia
diretamente a cadeia trofica: atuando diretamente na decomposi¢do de residuos organicos
disponilizando nutrientes em formas assimilaveis a outros organismos; atuando em passos
limitantes no processo de decomposicao, liberando enzimas extracelulares que degradam
residuos mais recalcitrantes como lignina e celulose; além de constituirem fontes de
alimento importantes para alguns organismos de bases de cadeia, como protozoarios e
pequenos invertebrados como isopodes e colémbolas. A taxa de decomposi¢ao de matéria
organica no solo ¢ influenciada pela composicdo da comunidade decompositora, pelas

relagdes ecofisiologicas microbianas com as variaveis ambientais ¢ da interacdo com

outros organismos.

Evidéncias recentes em experimentos em mesocosmos de solos de florestas
temperadas tém demonstrado, por exemplo, que a umidade do solo influencia o padriao de
decomposicdo de matéria organica (A’Bear et al., 2014), principalmente alterando a
difusdo do substrato, o crescimento do micélio fungico e o metabolismo de enzimas
extracelulares. Por fim, esses estudos demonstram que a supressdo da comunidade de
microfungos no solo pode limitar o tamanho de populagdes de colémbolas (A’Bear et al,
2013), interfirindo diretamente na rede tréfica. Ainda que o ecossitema desses estudos seja
diferente de um ambiente subterraneo, podemos assegurar que a umidade do solo interfere
na comunidade microbiana no seu papel funcional, e que a supressio de alguns

microrganismos altera a comunidades de organismos que se interrelacionam.
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Podemos observar que a razdo C/N no meio epigeo ¢ maior do que os valores
encontrados para o interior da caverna. Segundo Engel (2001), a razdo entre o carbono e o
nitrogénio (C: N) da biomassa microbiana em cavernas esta relacionada com a qualidade
nutricional e disponibilidade de nutrientes, pois quanto mais baixa for a razdo, melhor sera
a qualidade por causa do fluxo e processamento limitado do material derivado da

superficie, aumentando o teor de nitrogénio disponivel.

¢) Densidade microbiana

Quanto a densidade bacteriana observamos que o meio epigeo apresentou valores
superiores ao encontrado no interior da caverna (p < 0,001572), entretanto, ndo houve
diferenca significativa entre valores encontrados para os pontos amostrados no interior da
caverna (p = 0,6087) (Figura 15). Em relagdo a densidade fingica ndo houve diferengas
significativas entre os trés ambientes amostrados (p > 0,8074), porém o meio epigeo
apresentou um maior coeficiente de variacdo (CV) da sua média em relagdo ao ambiente

subterrdneo (CVgpe = 66,9; CVzg = 35,2; CVzp = 37,4).

A biomassa fungica apresenta um maior teor de carbono em relacdo ao de
nitrogénio quando comparado a biomassa bacteriana (Paul & Clark, 1996), e o fato da
densidade flingica ndo variar entre a ZE e ZP corroboram com os dados obtidos para C e N
biomassa microbiana, com uma maior varia¢do na quantidade de NBM em relacdo a CBM
no interior da caverna. Entre o exterior e o interior da caverna, a diminui¢do da quantidade
de NBM ¢ mais expressiva e acompanha a diminui¢do da densidade bacteriana, e a
quantidade de CBM diminui drasticamente, porém como ndo houve diferengas
significativas entre as densidades de fungos nesses locais ocorre uma menor variacao da

quantidade de CBM no interior da caverna.

67



Foi observado que a densidade de fungos no meio epigeo apresentou uma maior
variagdo em relacdo aos pontos internos a caverna (ZE e ZP). O solo ¢ um ambiente
heterogéneo constituido por um mosaico de microhabitats, e neste caso o ambiente epigeo
apresenta uma vegetagdo nativa bem conservada. Dessa forma, a complexidade do solo e
dos recursos nutritivos no meio epigeo apresenta um maior heterogeneidade de
microhabitas em relacao ao solo no interior da caverna, influenciando diretamente em uma

maior variabilidade na densidade fingica.

O gradiente de UFC bacterianas encontrado do meio epigeo para a ZP pode ser
explicada pela auséncia de luz e pela menor quantidade de nutrientes disponiveis no
interior da caverna, como demostrado pela anélise de COT nesses pontos. Bahia (2007),
em diferentes pontos da Gruta do Brega, MG, observou que a densidade bacteriana em
guano de morcego e solo cavernicola variaram entre 3.10° a 1.10" UFC/g. Segundo Mulec
(2008), a densidade bacteriana em solos nos sistemas carsticos da Eslovénia variaram de
1,3.10% a 1,1.10° UFC/g de solo. O mesmo padrio ¢ observado para a densidade de fungos
no nosso estudo, mesmo ela se apresentando mais homogénea ao longo da caverna. Um
estudo na Caverna dos Morcegos, na Espanha, realizado por Urzi et al. (2010) revelou que
a densidade de fungos variou entre 1.10% a 6.10* UFC/g de solo. Além disso, estudos
recentes demonstram que a concentracao da comunidade fungica pode ser maior no interior
da caverna do que no exterior dela, devido a maior estabilidade de temperatura e umidade,
e baixa flutuacdo sazonal de nutrientes (Aira et al., 2007; Saiz-Jimenez & Gonzales, 2007).
Os fungos também podem ser a base para o desenvolvimento de uma maior atividade
microbiana, pois seus exsudatos fornecem nutrientes assimilaveis para absor¢do pelas
comunidades bacterianas, principalmente em ecossistemas terrestres (Toljander et al.,

2006).
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Fazendo uma andlise dos componentes principais das varidveis discutidas até o
momento (Figura 16) observamos que a varidvel que se destaca das demais explicando a
maior parte da varidncia dos dados ¢ a densidade de fungos. O primeiro eixo explicou
76,2% da variancia dos dados, e o segundo eixo explicou 16,5%. Além disso, observamos
que os pontos amostrados ficaram todos agrupados de acordo com o local de coleta, mais
uma vez demosntrando que existem diferengas biodticas e abidticas entre as trés pontos
estudados.

Considerando os pontos relacionados ao meio epigeo (Epg) na Figura 16,
observamos que estes ficaram mais dispersos em relacdo aos demais, deixando evidente
que a heterogeneidade do solo nesse local ¢ maior do que nos outros pontos amostrados
(ZE e ZP). Os pontos referentes aos dados obtidos na zona de entrada (ZE) e zona de
penumbra (ZP) ficaram mais proximos entre si, sendo que os pontos da ZP ficaram mais
agrupados, demonstrando uma maior uniformidade dos dados obtidos. A zona de entrada
de uma caverna ¢ uma 4rea de transi¢do entre dois ecossistemas distintos, possibilitando

que esse local apresente uma maior variabilidade de nichos e substratos.
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Figura 16. Andlise de componentes principais destacando as varidveis que tem maior
participagdo nas distribui¢des dos dados. Pontos azuis = meio epigeo, pontos vermelhos =
zona de entrada e pontos amarelos = zona de penumbra.
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VIL.2 Isolamento e caracterizagdo das linhagens fungicas

No total foram isolados 20 morfotipos fungicos, sendo que 7 foram isolados na
zona de entrada da caverna (Figura 17) e 13 na zona de penumbra (Figura 18). Apds a
analise macro e microscopica das linhagens, identificamos que esses isolados pertencem
aos seguintes géneros: Aspergillus (50,0%), Penicillium (35,0%), Trichoderma (5,0%),
Purpureocillium (5,0%) e Scopulariopsis (5,0%). O numero de isolados de fungos foi
relativamente baixo comparando com dados obtidos por outros autores estudando solo de
outros ecossitemas, como Mata Atlantica e Floresta Tropical, onde obervaram entre 80 —
110 linhagens isoladas (Ruegger & Tauk-Tornisielo, 2004; Delabona, 2011). Essa redugao
ocorreu provavelmente devido a selecdo de algumas cepas pelos seguintes motivos: 1)
algumas espécies de fungos necessitarem de luz para inducdo a esporulacdo e a atividade

metabdlica, tornando esse fator um filtro ambiental,

SDC 11 SDC 12 SDC 13 SDC 14

Aspergillus spd Aspergillus sp6

Aspergillus sp3 I Penicillium I

Penicillium Aspgrgffus sect. Nigri Penicillium

Figura 17. Fungos isolados do solo da zona de entrada da Gruta do Catao.
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Purpureocillium lilacinum Aspergillus spd Penicillium Aspergillus sp8

SDC 2.10 SDC 2.11 2 SDCZ213

S

Penicillium Aspergillus sect Flavi Aspergillus sp? Aspergillus sp7 Penicillium

Figura 18. Fungos isolados do solo da zona de penumbra da Gruta do Catao.

2) a entrada de microrganismos por agua de gotejamento e inundagdes periddicas do rio
podem carrear organismos que ndo sobrevivem as condigdes cavernicolas e que sdo
utilizados por fungos oportunistas como fonte de nutrientes € 3) o uso de um meio rico em
nutrientes pode restringir o crescimento de fungos que sdo melhor adaptados as condi¢des
de ambientes oligotroficos, como Tomova et al. (2013) observou em seus estudos.

Deve-se ressaltar que o método de isolamento nesse trabalho foi dependente de
cultivo, limitando a amostragem da comunidade micologica geral pois nessa etapa do
trabalho ndo foi utilizado meio de cultura seletivo para fungos celuloliticos. Acredita-se
que mais de 90% dos microrganismos do solo ndo sdo cultivaveis, e por fim, ainda nao
existe um método de amostragem e de isolamento padronizado para o estudo micologico

em ambientes subterraneos, justamente devido a singularidade de cada local.
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Observamos que o numero de isolados foi maior nas amostras do interior da
caverna em relacdo a zona de entrada. Devido a limitagcdo de luz e a menor quantidade de
fontes nutritivas encontradas no interior da caverna, esperdvamos que a zona de entrada
apresentasse um maior numero de taxons isolados devido a essa heterogeneidade. Porém,
j& € de conhecimento centifico (Shacklette & Hasenclever, 1968; Vanderwolf et al., 2013)
que os periodos de inundag¢des em cavernas podem ser considerados um controle natural
para a diversidade e distribui¢dao de fungos no solo, sendo que o ambiente subterraneo leva
2-3 meses para recuperar uma comunidade proxima a composi¢do original. Dessa forma
como a zona de entrada na Gruta do Catdo ¢ a regido que mais sofre com os pulsos de
inundagdo, podemos considerar que esse fator provavelmente foi um fator limitante para o
isolamento e cultivos de um maior nimero de tdxons.

O género Aspergillus e Penicillium pertencem a ordem Eurotiales, Familia
Trichocomaceae. O género Aspergillus possui mais de 260 espécies e embora seja
estudado desde 1729, sua sistematica estd em estado de fluxo. Tanto Aspergillus quanto
Penicillium sdo géneros cosmopolitas, geralmente isolados do solo e residuos vegetais em
zonas tropicais e sub-tropicais. Apesar de algumas espécies produzirem micotoxinas
prejudiciais a saude humana, muitas espécies sdo organismos-chave atuando nos processos

de decomposi¢do no solo e na ciclagem biogeoquimica (Alexopoulos ef al., 1996).

O género Trichoderma inclui fungos cosmopolitas capazes de colonizar diferentes
substratos e com diversas condi¢cdes ambientais. Um dos mais significantes nichos
ecoldgicos ocupados pelas espécies de Trichoderma é o solo. Esse género tem sido

estudado extensivamente como fonte potencial de celulases (Voltatodio, 2012).

O fungo Purpureocillium lilacinus ¢ considerado um fungo saprofitico, comumente
isolado em solos, vegetacio em decomposicdo, insetos, nematdides e vertebrados.

Algumas linhagens podem causar infecc¢des ao homem e outros vertebrados (Luangsa-ard
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et al., 2011). O género Scopulariopsis é encontrado em solos de diversos ecossistemas e ¢

conhecido por infectar unhas e quitina presente por exemplo em carapagas de insetos.

Os géneros obtidos no presente trabalho sdao os mais comumente isolados em
diferentes ambientes cavernicolas, como foram observados em outras cavernas brasileiras
(Casirillion et al., 1976, Taylor et al., 2013 ) e no mundo (Nieves - Rivera , 2003; Ulloa et
al., 2006 ; Nieves — Rivera et al., 2009 ; Novakova, 2009; Vanderwolf et al. , 2013).
Taylor et al. (2013) obtiveram esses mesmos géneros como os mais abudantes e em
propor¢des semelhantes na Gruta Lapa Nova. A comparacdo da microbiota com outros
estudos em cavernas ¢ dificil, pois além de serem escassos, t€ém diferentes enfoques de
estudo como a identificacdo de Basidiomycetos (Pedro & Bononi, 2007), isolamento de
dermatofitos (Casirillion et al. , 1976; Silveira, 1985), resposta a drogas antifiingicas
(Resende - Stoianoff ef al. , 2012) e associagao de fungos com outros invertebrados

(McCarthy et al., 2011).

VI3 Selegdo de fungos celuloliticos

As linhagens isoladas na zona de entrada da caverna e na zona de penumbra foram
avaliadas quanto a produ¢do de enzimas celuloliticas, cultivadas em meio sintético com
carboximetilcelulose (CMC) como unica fonte de carbono. A Figura 19 apresenta os
indices enzimaticos obtidos ap6s o cultivo dos fungos em meio sintético. O halo indicador
da degradacdo de CMC, que corresponde a zona mais clara ao redor das coldnias, foi
observada em 18 linhagens, ou seja, 90% dos fungos estudados.

Os maiores indices enzimaticos foram superiores ou iguais a 2,4 (Penicillium (SDC
2.13)- 2,40 -, Scopulariopsis (SDC 2.1) — 2,46-, Penicillium (SDC 2.9)- 2,48). Todas as
linhagens apresentaram um indice enzimatico maior no sétimo dia de cultivo do que no 14*
dia, com excessdo dos géneros Aspergillus sp4 (sect. Nigri) e Trichoderma que nao

apresentaram halo de degradacdo em nehuma réplica.
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Figura 19. indice enzimatico de fungos filamentosos isolados do solo da Gruta do Cat#o,
cultivados em meio sintético com carboximetilcelulose por 7 e 14 dias a 25 °C.

O género Trichoderma ¢ reconhecido como um fungo produtor de celulases,
entretanto, estudos comprovam que algumas espécies sao influenciadas pela presenca de
luz para a regulagdo de enzimas hidroliticas necessarias para a degradacao do substrato
(Schmoll et al., 2005; Casas-Flores et al., 2006). A visualizacdo do halo também depende
de varios fatores, além da composi¢ao do meio de cultura, algumas substancias quimicas
podem interferir no corante provocando sua precipitacdo ou inibindo a ligagdo deste aos
polissacarideos (Castro, 2006). O indice enzimatico ¢ adequado como uma ferramenta de
selecao de linhagens produtoras, porém nao € um parametro adequado para comparar a

atividade enzimatica entre diferentes linhagens.
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De acordo com os resultados referentes a presenga/auséncia do halo de degradacao
no meio sintético, todas as linhagens foram submetidas a fermentacdo submersa para a
quantificagdo da atividade enzimatica diaria. Apesar dos géneros Aspergillus sp4 e
Trichoderma nao terem apresentado o halo de degradagdo, as linhagens também foram
submetidos aos testes em fermentagdo submersa, considerando-os como controles

negativos, além de validar a triagem realizada anteriormente.

VII.4 Fermentacdo submersa

a) Teor protéico

Analisando o teor protéico dos extrato brutos dos isolados observamos que todas as
linhagens apresentaram uma concentragcdo de proteina secretada no meio liquido (Tabela
VI). Em geral, a concentrag¢do proteica variou entre 0,02 — 0,04 mg/mL. O menor valor
protéico foi de 0,017 mg/ mL nas linhagens SDC 2.2 e SDC 2.4, sendo que a linhagem
SDC 2.13 apresentou a maior concentragcdo em seu extrato enzimatico (0,082 mg/mL). A
secrecdo de proteinas no meio de cultivo demonstra a atividade metabdlica das células,
sendo que a secrecdo proteica ocorre durante o crescimento apical das hifas, liberadas pela
parede celular recém-sintetizadas. Hargreaves (2008) trabalhando com bioprospeccdo de
celulases de fungos sobre diferentes substratos concluiu que a concentracao final do teor
protéico depende da complexidade estrutural da fonte de carbono, atingindo maiores
valores de concentragdo com substratos de menor complexidade (como a glicose e CMC),
devido ao fato de que a glicose ¢ prontamente metabolizada e o CMC, por causa da sua
estrutura amorfa, é hidrolisado mais facilmente, liberando taxas maiores de celobiose e, em

seqiiéncia de glicose.

Enzimas sdo proteinas com atividade catalitica, portanto sdo constituidas por uma

parte proteica. Dessa forma, o acompanhamento da produgdo proteica durante o cultivo ¢é
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importante para compreender melhor a expressdo enzimatica dos fungos e determinar o
melhor tempo de cultivo para analisar essa expressao. Caso o cultivo seja interrompido no
comeco hd uma grande chance da enzima de interesse ndo ter sido produzida, ou se
produzida, com baixo rendimento. Por outro lado, se for finalizado tardiamente o fungo ja
pode ter comegado a expressar proteinas proteoliticas e comprometido todo o extrato

produzido.

Tabela V. Concentragdo didria de proteinas (mg/mL) nos extratos brutos dos cultivos
(meio de Mandels Avicel 10%, 28 °C, 130 rpm) das linhagens isoladas da Gruta do Catao.

Cddigo Género Concentragdo de proteinas (mg/mL) nos dias de cultivo
1 2 3 4 5 6 7

SDC 1.1 Aspergillus sp3 0,029a 0,029a 0,030a 0,026a 0,030b 0,031c 0,035d

SDC 1.2 Aspergillus sp6 0,037a 0,030a 0,023a 0,021a 0,021a 0,023a 0,041b

Zona de SDC 1.3 Penicillium 0,045a 0,028a 0,034a 0,030a 0,030a 0,039b 0,036b
SDC 1.4 Aspergillus sp5 0,028a 0,026a 0,031b 0,024a 0,024a 0,025a 0,027a

Entrada oo 1 s penicillium 0,030a 0,031a 0,031a 0,025a 0,028a 0,029a  0,032a
SDC 1.6 Aspergillus nigri 0,020a 0,026a 0,025a 0,022b 0,021b 0,023b 0,022b

SDC 1.7 Penicillium 0,031a 0,029a 0,031a 0,030a 0,040b 0,031a 0,036a

SDC 2.1 Scopulariopsis 0,032a 0,021b 0,024b 0,027b 0,018c 0,027b 0,033a

SDC 2.2 Penicillium 0,028a 0,017b 0,023a 0,025a 0,019b 0,019b 0,022a

SDC 2.3 Trichoderma 0,021a 0,021a 0,022a 0,023a 0,021a 0,024a 0,023a

SDC 2.4 Aspergillus spl 0,021a 0,017a 0,030b 0,025b 0,022a 0,027a 0,022c

Zona de SDC 2.5 P. lilanicus 0,027a 0,021a 0,027b 0,034c 0,025a 0,027b 0,021a
SDC 2.6 Aspergillus sp5 0,033a 0,024b 0,021b 0,023b 0,022b 0,021b 0,026b

Penumbra SDC 2.7 Penicillium 0,022a 0,018a 0,020a 0,026b 0,021a 0,027c 0,022a
SDC 2.8 Aspergillus sp8 0,028a 0,024b 0,028a 0,029a 0,032a 0,031a 0,036¢

SDC 2.9 Penicillium 0,031a 0,022b 0,023b 0,027b  0,021c 0,024b 0,023b

SDC 2.10  Aspergillus Flavi 0,032a 0,016b 0,023c 0,023c 0,021c 0,021c 0,026d

SDC 2.11  Aspergillus sp2 0,030a 0,018 0,021b 0,025c 0,019b 0,022b 0,031a

SDC 1.12  Aspergillus sp 7 0,040a 0,029 0,025b 0,031b 0,040a 0,032b 0,031b

SDC 2.13  Penicillium 0,036a 0,041a 0,029 0,031b 0,082c 0,074c 0,022d

Valores seguidos por letras iguais, na mesma linha para cada linhagem, nao diferem entre
si (p>0,05).

a) Endoglucanase

Observamos que a producdo enzimadtica ndo foi constante e homogénea para todas
as linhagens. Em relacdo a atividade das endoglucanases (CMCase), os valores de
atividade enzimdtica variaram entre 0,01 IU/mL (SDC 2.5) e 6,39 IU/mL (SDC 1.2),

linhagens do género Purpureocillium e Aspergillus, respectivamente. Os maiores picos de
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atividade enzimadtica foram observados do 3° (72h) ao 6° dia (144h) de cultivo como pode
ser verificado na Tabela VII. A linhagem SDC 2.8, também pertencente ao género
Aspergillus, apresentou valores intermedidrios € com pouca varia¢do de intensidade nos
quatro primeiros dias de cultivo. As linhagens de Trichoderma e Aspergillus sect nigri nao

apresentaram nenhuma atividade de endoglucanase em seus extratos enzimaticos.

Tabela VI. Atividade diaria de endoglucanase (IU/mL) durante o cultivo (meio de
Mandels Avicel 10%, 28 °C, 130 rpm) de linhagens isoladas na zona de entrada e zona de
penumbra da Gruta do Catao, BA.

Codigo Género Atividade da endoglucanase (IU/mL) nos dias de cultivo

1 2 3 4 5 6 7

SDC 1.1  Aspergillus sp3 1,16 - - 0,4 - - -

SDC 1.2 Aspergillus sp6 0,05 - 2,31 1,42 - 6,39 2,14

Zonade SDC 1.3  Penicillium 0,69 0,35 1,83 2,83 - 1,69 1,21
SDC 1.4  Aspergillus sp5 - - - 1,64 - - -
Entrada  SDC 1.5 Penicillium 0,45 - 3,16 0,29 1,38 3,35 -
SDC 1.6 Aspergillus nigri - - - - - - -
SDC 1.7 Penicillium - - 0,06 3,17 - - -
SDC 2.1 Scopulariopsis - - 1,68 - - - -
SDC 2.2 Penicillium - 0,66 - - - - -
SDC2.3 Trichoderma - - - - - - -
SDC 24  Aspergillus spl 0,34 0,02 0,88 0,67 - - -
Zonade  SDC2.5  P.lilanicus - - - - - 0,33 -
SDC 2.6  Aspergillus sp5 - - - - - 0,34 -

Penumbra  SpC 2.7 Penicillium - 09 187 - - - 1,70

SDC 2.8  Aspergillus sp8 3,65 3,89 3,85 3,26 0,61 0,4 0,35

SDC2.9  Penicillium - - - 0,03 0,60 0,21 0,16
SDC 2.10  Aspergillus Flavi 1,05 - 0,75 - - - -

SDC 2.11  Aspergillus sp2 - 0,26 - - - - 0,01
SDC 1.12  Aspergillus sp 7 - - - 1,98 - - -

SDC 2.13  Penicillium - 0,12 - 0,08 - - 0,82

Dados em negrito destacam os maiores valores de atividade enzimatica.

Desde meados de 1990 diferentes espécies de Aspergillus t€ém recebido uma maior
atencdo e ja sdo reconhecidas como produtoras de exo e endoglucanases e de elevadas
concentragdes de B-glucosidases (Vries & Visser, 2001; Castro et al., 2010). Resultados
semelhantes foram obtidos por Jahanger et al. (2005), que constataram uma melhor
atividade de endoglucanase para o gé€nero Aspergillus do que para os demais géneros
estudados, como Trichoderma e Penicillium. A Tabela VIII apresenta resultados de

diversos estudos que envolveram diferentes espécies de fungos em processos de
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Tabela VII. Dados referentes a produgdo de celulases por diversos microrganismos em
diferentes condi¢des de cultivo em processo de fermentacdo submersa.BG: IU/mL de B-
glicosidase, EG: IU/mL de endoglucanase e FP: IU/ mL de celulase total.

Microrganismo Substrato Condicao Atividade maxima Referéncia
de cultivo:
Aspergillus phoenicis Glicose 30°% pH 5,8 1,29 BG Jager et al., 2001
Aspergillus niger 0,77 BG
Aspergillus carbonarius 0,48 BG
Tricodherma. reesei Rut Avicel 30°C 0,03 BG Krogh et al., 2004
C30 0,54 FP
Penicillium brasilianum 1,09 BG
IBT 20888 0,68 FP
P. verruculosum 1IBT 0,97 BG
18366 0,37 FP
P. pinophilum 1BT 10872 2,45BG
0,32 FP
P. minioluteum IBT 21486 25°C 1,70 BG
0,29 FP
Penicillium funiculosum Carboximetilcelulose 30°C 0,44 EG Castro et al., 2010
0,31 BG
0,07 FP
Avicel 2,70 EG
0,92 BG
0,19 FP
Aspergillus caespitosus Sabugo 30°C 0,29 BG Sonia et al., 2008
Aspergillus terreus 0,87 BG
Penicillium lagena 0,09 BG
Aspergillus fumigatus Farelo de milho 30°C 0,365 EG Grigorevski-Lima ef al., 2009
Farelo de trigo 0,153 EG
Aspergillus fumigatus Meio sintético + 30°C 1,8 EG Hamilton & Wase, 1991
peptona
Aspergillus niger Farelo de mandioca 30°C 0,12 EG Pothiraj et al., 2006
Trichoderma harzianum Bagaco de cana —de- 30°C 0,55 EG Castro et al., 2010.
10C-4038 agucar 0,74 BG
0,09 FP
Aspergillus terreus Avicel Células 0,15 FP Hui et al.,, 2010
livres
Aspergillus flavus Células 0,13 FP
imobilizada
s
Aspergillus niger ATCC — Bagaco de cana —de- 30°C 1,48 EG Castro et al., 2010
16404 agucar 4,54 BG
0,39 BG
Aspergillus niger Celulose 30°C 0,19 EG Jahanger et al., 2005
0,12 FP
Penicillium sp 0,04 EG
0,07 FP
Scopulariopsis carbonaria  Papel filtro Watmann 28 °C 0,21 EG Ruegger & Tauk-Tornisielo,
n°1 0,02 FP 2004
Aspergillus niger 1,01 EG
0,018 FP
0,59 EG
Penicillium sp. 0,016 FP
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fermenta¢do submersa. Na Tabela VIII também estdo compilados os valores maximos
obtidos em cada ensaio enzimadtico, para que seja feita uma melhor comparagdo com os

resultados obtidos em nosso trabalho.

De acordo com os dados da Tabela VIII, Jargenger et al,. (2001), Aguiar e Lucena
(2011) e Pothiraj et al, (2006) obtiveram valores semelhantes aos valores obtidos em
nossos resultados. Observando os resultados da atividade da endoglucanase desses estudos
verificamos que apenas o trabalhos de Hamilton & Wase (1991) e Castro et al.(2010)
apresentaram atividades de endoglucanase que se destacam dos demais autores. Hamilton
& Wase, testaram duas linhagens diferentes de A4. fumigatus quanto a producdo de
endoglucanases e a maior atividade de CMCase foi em torno de 1,8 IU/mL, porém usando
um meio de alto custo, contendo peptona e uréia, entre outros nutrientes. No estudo
realizado por Castro e colaboradores, um fungo do género Penicillium atingiu uma

atividade méaxima de endoglucanase de 2,7 IU/mL.

Assim podemos considerar que as duas linhagens que mais destacaram no nosso
estudo apresentaram valores superiores a resultados obtidos por outros autores. Em relagdo
as demais linhagens, estas apresentaram atividades que se assemelham aos resultados

obtidos em outros estudos cientificos.

b) p-glucosidase

Analisando os valores de atividade enzimatica da B-glucosidase ao longo dos dias
de cultivo verificamos que a sua atividade ¢ mais constante em relacdo as outras enzimas
analisadas. Além disso, todas as linhagens apresentaram atividade enzimatica (-
glucosidades) em seu extrato bruto (Tabela 1X), com excessdo das linhagens do género
Trichoderma e Aspergillus sect nigri. Os menores valores de atividade B-glucosidase foram

encontrados para a linhagem SDC 1.1 (4spergillus sp2), que apresentou uma atividade
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maxima de apenas 0,58 IU/mL. As linhagens que mais se destacaram na atividade -
glucosidica foram as linhagens SDC 1.2 (Aspergillus sp6) e a SDC 2.7 (Penicillium), que
apresentaram valores méaximos de 13,67 IU/mL e 11,71 IU/mL, respectivamente. Além
disso, devemos destacar duas linhagens de Penicillium (SDC 2.2 e SDC 1.3) que, apesar
de apresentarem valores de atividade enzimatica menores do que as linhagens citadas
anteriormente, apresentaram altos valores de atividade distribuidos uniformemente durante

o periodo de cultivo, apresentando valores entre 1,0 a 9,0 [U/mL.

Tabela VIIIVIIIL. Atividade da B-glucosidase (IU/mL) durante o cultivo (meio de
Mandels Avicel 10%, 28 °C, 130 rpm) de linhagens isoladas na zona de entrada e zona de
penumbra da Gruta do Catao, BA.

Codigo Género Atividade da B-glucosidase (IU/mL) nos dias de cultivo

1 2 3 4 5 6 7
SDC 1.1 Aspergillus sp3 - 1,16 0,35 0,32 0,22 0,58 0,41
SDC 1.2 Aspergillus sp6 1,6 - 1,51 2,69 4,27 11,71 13,67

Zonade SDC 1.3  Penicillium 4,78 - 0,85 3,18 4,43 1,83 2,68
SDC 1.4 Aspergillus sp5 0,24 0,02 0,34 0,76 0,38 1,12 0,77
Entrada  SpC 1.5  Penicillium - 1,26 2,55 2,70 2,96 3,75 4,49
SDC 1.6 Aspergillus nigri - - - - - - -
SDC 1.7  Penicillium - - 0,31 0,60 0,25 0,51 0,53
SDC 2.1 Scopulariopsis 0,91 1,00 0,14 0,42 1,61 1,29 -
SDC 2.2  Penicillium 2,15 5,31 4,76 8,18 4,55 4,54 3,27
SDC 2.3 Trichoderma - - - - - - -
SDC 2.4  Aspergillus spl 1,32 0,82 0,17 1,44 1,26 1,50 1,68
Zona de SDC2.5  P. lilanicus - 0,02 0,80 0,47 1,11 1,36 0,87
SDC 2.6  Aspergillus sp5 - 0,82 0,44 0,35 0,79 1,30 1,34
Penumbra  SpC 2.7  Penicillium 0,49 2,82 5,57 1,43 9,20 11,71 0,49

SDC 2.8  Aspergillus sp8 - 0,22 0,52 0,48 0,38 0,51 0,33
SDC2.9  Penicillium 1,13 1,61 0,24 0,27 2,67 2,48 2,83
SDC 2.10  Aspergillus Flavi 0,14 2,15 0,28 0,57 3,65 5,44 0,01
SDC 2.11  Aspergillus sp2 0,31 0,37 0,58 0,06 0,08 0,10 0,09
SDC 1.12  Aspergillus sp 7 - 0,01 0,71 0,41 0,18 0,57 1,09
SDC 2.13  Penicillium 1,00 0,39 424 9,02 5,01 3,71 4,64

Dados em negrito destacam os maiores valores de atividade enzimatica.

Jager et al. (2001), compararam a producdo de B-glucosidase em trés espécies de
Aspergillus, obtendo um valor maximo de apenas 4,87 IU/mL. Na literatura cientifica altos
valores de producdo e atividade de B-glucosidase sdo relatados para o género Penicillium

(Krogh et al., 2004; Jorgensen et al., 2005). Comparando os resultados obtidos em nosso
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trabalho com os dados publicados por outros autores (Tabela VIII) destacamos que as
linhagens isoladas no presente estudo apresentaram valores semelhantes ou superiores de
atividade da pB-glucosidase, destacando-as assim como boas produtoras de enzimas

celuloliticas.

O complexo de celulases de uma gama de fungos ¢ limitada pela baixa producao de
B-glucosidase, pela inibicdo da hidrélise por glicose e, na maioria das vezes, a -
glucosidase ¢ inibida pelo seu proprio substrato, a celobiose (Schimid & Wandrey,1987).
Considerando isto, uma B-glucosidase que ¢ insensivel ou até mesmo tolerante a glicose e

celobiose, ¢ altamente desejada para a conversao de biomassa celuldsica em glicose.

¢) Celulase total

Considerando a atividade sobre o Papel Filtro (FPAse) observamos que a presenca
de atividade enzimatica também ndo foi didria para todas as linhagens (Tabela X). Os
géneros Scopulariopsis e Purpureocillium apresentaram baixa produgdo e atividade
enzimdtica da endoglucanase e FPAse em relacdo aos dados obtidos. As linhagens do
género Penicillium apresentaram valores intermediarios de atividade da FPAse, sendo que
duas linhagens nao apresentaram nenhuma atividade enzimatica em seu extrato bruto (SDC
2.9 e SDC 1.3). A auséncia de atividade enzimatica também foi observada nos extratos
brutos das linhagens do género Trichoderma e Aspergillus sect nigri. Por fim, as linhagens
do género Aspergillus também apresentaram valores intermedidrios, com excessdo da
linhagem SDC 2.8 que apresentou atividade enzimatica ente 1,07 a 1,70 IU/mL e com

pouca variacdo enzimatica ao longo do cultivo.

Ruegger & Tauk-Tornisielo (2004), também obtiveram valores de atividade de
FPAse menor do que a atividade de CMCase para os gé€neros Scopulariopsis e

Purpurocillium. Hui et al. (2010) com linhagens de Aspergillus flavus, verificaram que em
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20 dias de cultivo a atividade enzimatica maxima observada da FPAse foi semelhante aos
resultados obtidos em nosso trabalho. Também podemos observar valores de atividade
enzimatica semelhantes nos estudos desenvolvidos por Jahanger ef al. (2005) e Castro et
al. (2010) para fungos do género Aspergillus e Penicillium. A atividade enzimatica das
linhagens testadas no presente trabalho foi semelhante ou superior as observadas na
literatura pelos autores acima citados. Porém Emtiazi ef al. (2001) obtiveram valores de 7
IU/mL de atividade de FPAse para fungos da espécie Aspergillus terreus em meio

suplementado com SmM de glicose.

Tabela IIX. Atividade diaria sobre Papel Filtro, FPAse (IU/mL) durante o cultivo (meio
de Mandels Avicel 10%, 28 °C, 130 rpm) de linhagens isoladas na zona de entrada e zona
de penumbra da Gruta do Catao, BA.

Codigo Género Atividade da FPAse (IU/mL) nos dias de cultivo
1 2 3 4 5 6 7
SDC 1.1  Aspergillus sp3 - - - - - 0,24 0,07
SDC 1.2 Aspergillus sp6 0,03 0,02 0,04 - - - -
Zonade SDC 1.3  Penicillium - - - - - - 0,09
SDC 1.4  Aspergillus sp5 - - - - - 0,04 -
Entrada  SDC 1.5 Penicillium 0,14 0,06 - - - 0,07 0,03
SDC 1.6 Aspergillus nigri - - - - - - -
SDC 1.7 Penicillium - 0,45 - - - 0,24 -
SDC 2.1 Scopulariopsis - - - - 0,12 0,25 -
SDC 2.2 Penicillium 0,08 - - - - 0,36 -
SDC 2.3 Trichoderma - - - - - - -
SDC 2.4  Aspergillus spl - 0,48 - - - - -
Zonade  SDC2.5 P lilanicus - - - - - 0,26 0,22
SDC 2.6  Aspergillus sp5 - - - - 0,82 0,65 0,18
Penumbra  SpC2.7  Penicillium - 044 - - - 0,27 -
SDC 2.8  Aspergillus sp8 1,43 1,7 1,23 1,07 1,32 1,14 1,12
SDC 2.9  Penicillium - - - - - - -
SDC 2.10  Aspergillus Flavi - - - 0,02 - 0,04 0,02
SDC2.11  Aspergillus sp2 - - 0,03 - - 0,07 -
SDC 1.12  Aspergillus sp 7 - - - - 0,24 0,41 -

SDC 2.13  Penicillium - - - - - -

Dados em negrito destacam os maiores valores de atividade enzimatica.

O teste enzimatico sobre o Papel Filtro (FPAse) ¢ utilizado comumente como uma
forma de avaliar a presenca das trés classes enzimaticas envolvidas no processo de
hidrélise da celulose, além de avaliar a sinergia das enzimas atuantes. Os extratos que nao

apresentaram uma atividade de FPAse possivelmente ndo produziram uma das classes
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enzimaticas necessdrias para realizar a hidrdlise completa, e quando produz todas as
enzimas, a quantidade ¢ tdo baixa que a reacdo enzimatica completa ndo produz uma
concentragdo de acucares redutores suficiente para deteccdo. Fungos que ndo apresentam
atividade de FPAse, mas sdo capazes de produzir pelo menos uma das enzimas
celuloliticas ndo sdo denominados fungos celuloliticos verdadeiros. Esses microrganismos
ndo produzem todas as enzimas necessdrias para a hidrdlise completa dos residuos
celuldsicos, mas in situ eles utilizam parcialmente a celulose degradada durante o seu
crescimento, se beneficiando também da acdo enzimdtica de outros microrganismos
presentes no solo que liberem as enzimas necessdrias para completar a reacdo enzimatica.
Podemos considerar que mesmo as linhagens que ndo apresentaram atividade enzimatica
da FPAse, mas que apresentaram resultados positivos para endoglucanase ou B-
glucosidase, podem ter um papel funcional importante na ciclagem do carbono no solo,
atuando em um consodrcio de microrganismos, se beneficiando e acelerando o processo de

hidrolise.

Fungos com baixa atividade FPAse podem conter enzimas especificas com
propriedades interessantes, como uma maior atividade especifica ou uma menor inibi¢ao
pelo seu produto, como verificado por Brown et al. (1987) e Krogh et al. (2004). Assim
linhagens que apresentem baixa atividade FPAse ndo devem ser descartadas de imediato,
pois deve-se analisar o quao eficiente pode ser seu complexo enzimatico e se a atividade
enzimatica possui uma grande variagao de valores dependendo da disponibilidade de

substrato no meio de cultivo.

Algumas linhagens ndo expressaram atividade diaria de endoglucanase e f-
glucosidase possivelmente pelo fato que as celulases ndo possuem cinética linear em
substratos poliméricos, supostamente devido a heterogeneidade de cada substrato (Zhang

et al.,,1999). Além disso, microrganismos celuloliticos geralmente sdo aptos a utilizar
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proteinas ou lipideos como fonte de energia para o seu crescimento e a sintese de celulase
pode ser interrompida por repressdo pela presenca de glicose, quando a geragdo de glicose
¢ mais rapida do que o proprio consumo.

Como essas linhagens fungicas foram isoladas de um ambiente com pouca
disponibilidade de nutrientes, provavelmente ndo requerem muita energia para o seu
metabolismo. Consequentemente, a hidrolise desse biopolimero por essas linhagens deve
ser mais lenta para satisfazer as necessidades metabolicas do crescimento celular e de suas
funcdes ativas. Assim, niveis mais baixos de glicose podem inibir a produ¢do de celulase,

interrompendo a liberagdo de celulase no meio de cultura.

Um estudo realizado por Semikolennykh et al.,(2005) avaliou a comunidade
microbiana e a velocidade de degradacdo de celulose no interior de cavernas da Russia e
no seu entorno (meio epigeo) durante 8 semanas. Uma das conclusdes de seus estudos €
que a velocidade de degradagdo da celulose no ambiente subterraneo ¢ menor quando
comparado aos resultados obtidos no meio epigeo. Esses resultados evidenciam que o
metabolismo da comunidade microbiana no ambiente subterraneo ¢ mais lento quando

comparado a outras comunidades microbianas do solo em outros ecossistemas, que

possuem um fluxo de energia mais dindmico.

Comparando os locais amostrados quanto a atividade enzimatica, percebemos que
as linhagens isoladas da zona de entrada da caverna possui uma maior atividade CMCase e
uma menor atividade FPAse em relacdo as linhagens isoladas da zona de penumbra. A
zona de entrada de ambientes cavernicolas ¢ uma regido de transicdo entre dois
ecossistemas distintos, e dessa forma possui uma heterogeneidade de fonte celuldsica
maior do que a que encontramos no interior da caverna. Assim, particulas maiores de

matéria organica e uma maior competitividade por nutrientes provoca um aumento dessa
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producdo enzimatica de CMCase, que em geral inicia a reacdo com a solubilizacdo do

substrato e acelerando a hidrolise celulolitica.

Sabendo que os rios subterraneos contém carbono organico dissolvido, matéria
organica particulada e biopolimeros como celulose e lignina carreados do solo da
superficie externa pela dgua de percolagdo (Culver & Pipan, 2009), podemos concluir que
as inundagdes periddicas do rio subterraneo Jodo Rodrigues na Gruta do Catdo provocam
uma descarga de nutrientes no solo, inclusive de celobiose que ¢ um dissacarideo, produto
da hidrolise incompleta da celulose. Dessa forma, uma maior quantidade de celobiose
nesse ambiente possibilita uma maior producdo e atividade de B-glucosidase, porém esse
substrato pode também inibir a produgdo de endo e exoglucanases em algumas linhagens.

Microrganismos de mesmo género ou espécie podem expressar proteinas em
quantidades maiores ou menores dependendo do seu metabolismo e da sua necessidade
nutricional em seu habitat (Delabona, 2011). Muitos microrganismos requerem
quantidades diferentes de carbono e nitrogénio para inducdo da producdo das celulases
(Sakumaran et al., 2009) e portanto, a analise dos dados de produgdo e atividade
celulolitica deve ser feita considerando que os parametros fermentativos sdo fixados em
laboratoério e, portanto, as condigdes de fermentagao podem nio ter sido as mais adequadas
para algumas linhagens.

As celulases atuam sinergicamente para degradar a celulose cristalina. Esses
sinergismos podem resultar em aumentos da atividade enzimadtica de até quinze vezes a
mais do que qualquer atividade de uma celulase individual (Irwin et al, 1993; Wilson,
2008). Analisando as linhagens que mais se destacaram (SDC 1.2 e SDC 2.8) na
quantificac¢do da atividade enzimatica de CMCase, B-glucosidase e FPAse compreendemos
melhor a agdo sinérgica das enzimas. A linhagem SDC 2.8 (Figura 20a ) apresentou

grandes picos de atividade de endoglucanase, porém ndo apresentou muito destaque na
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atividade B-glucosidica. Observando a atividade dessas duas enzimas destacamos que o
pico de atividade da endoglucanase precede o pico maximo de atividade B-glucosidica, ja
que o substrato da B-glucosidase ¢ o produto da acdo hidrolitica da endoglucanase.

Considerando a atividade da FPAse, destacamos que ela ¢ mais intensa no inicio do
cultivo, diminuindo sua atividade apds o quarto dia de cultivo (~ 96 horas). Esse
decaimento pode ter ocorrido possivelmente devido ao acumulo de glicose no meio de

cultivo, inibindo a acdo das enzimas, deixando mais claro a a¢do conjunta entre elas.
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A Figura 20b destaca mais uma vez que a linhagem SDC 1.2 apresentou alta
atividade de endoglucanase e de P-glucosidase e os maiores picos de atividade
endoglucanse precedem os picos de B-glucosidase, como ocorre na linhagem SDC 2.8.
Porém esses picos ocorrem no 6° € 7° dia de cultivo (144 horas e 168 horas) e a atividade
de FPAse nao se destacou tanto quanto a linhagem SDC 2.8. Isso provavelmete ocorreu
devido a auséncia, ou baixa atividade da enzima exoglucanase. Assim, mesmo com a
atividade da endoglucanse ocorrendo no inicio do cultivo, a liberagdo do produto
(celobiose e oligossacarideos com GP < 7) ndo era o suficiente para elevar a atividade de
B-glucosidase, ocorrendo ap6s um periodo maior de atuagao da endoglucanase e acumulo
do substrato para a PB-glucosidase. Assim a falta de sinergia interfere diretamente da

atividade hidrolitica total sobre a celulose.

Supde-se que a degradagdo de material vegetal em ecossitemas terrestres depende
de muitos microrganismos que atuem em sinergia. Um dos problemas na compreensao da
degradacdo de residuos celuldsicos ¢ que ainda ndo se sabe exatamente o substrato
adequado para a maioria dos microrganismos, pois pode haver diferentes microrganismos
especializados em determinadas regides da parede celular vegetal. Um exemplo ¢ uma
cultura mista estavel, contendo quatro microorganismos, que degrada a celulose, mas
somente um deles pode hidrolisar a celulose, sendo que os demais possuem uma fungao

nesse consdrcio que nao estd diretamente ligada a hidrélise de celulose (Kato et al, 2008).

VIL.5 Fermentacdo em estado solido

A producao de enzimas celuloliticas pelos fungos em fermentacdo em estado solido
foram analisadas somente nas linhagens que mais se destacaram em relagao a atividade
enzimatica durante a fermentagdo submersa. As linhagens SDC 1.2 e SDC 2.8 foram

escolhidas pelo seus altos valores apresentados de atividade enzimatica e a linhagem SDC
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2.7 também foi escolhida pois apresentou valores baixos de FPAse e CMCase, mas se
destacou na atividade da B-glucosidase. Essa linhagem também serd considerada o controle
negativo em relacdo a atividade da celulase total (FPAse). A Figura 21 apresenta os
resultados da atividade enzimatica e teor proteico dos extrato brutos obtidos apds a o
cultivo das linhagens em farelo de trigo. Destacamos que o processo de FES foi um teste
preliminar para avaliar a atividade enzimdtica das linhagens selvagens sob essas condigdes
de cultivo. Assim, as condigdes de temperatura e tempo de cultivo escolhidass foram
estabelecidas conforme resultados obtidos previamente em estudos com a linhagem

referéncia Aspergillus niger 3T5BS (Pirota et al., 2013).

Analisando o teor de proteinas nos extratos enzimaticos observamos que nao houve
muita variagdo entre as linhagens testadas. A variacdo de concentragdo proteica variou de
0,38 mg/mL a 0,57 mg/mL, linhagens SDC 2.8 e linhagem Aspergillus niger 3TSBS8
respectivamente, sendo a maior concetracdo média proteica observada na linhagem
Aspergillus niger 3T5B8. Estatisticamente a concentragdo de proteinas no extrato
enzimatico da linhagem Aspergillus niger 3T5B8 apresentou diferencas significativas (p <
0,034) em relacao as linhagens testadas, sendo que dentre as linhagens isoladas da Gruta
do Catao ndo houve diferenca significativa entre os teores de proteinas quantificados nos
extratos enzimaticos (p > 0,76). Assim as linhagens selvagens apresentaram uma menor

producado proteica durante o periodo de cultivo.

Analisando a atividade da endoglucanase (CMCase) ap6s o periodo de cultivo,
observamos que a minima e a maxima atividade enzimatica dentre as réplicas variou entre
0,94 TU/g a 16,3 1U/g (linhagens SDC 2.8 e SDC 1.2 respectivamente), sendo a maior
atividade média observada na linhagem SDC 1.2 (7,88 IU/g). Nao houve diferenca
significativa entre as linhagens SDC 2.8, SDC 2.7 e Aspergillus niger 3T5B8 (p > 0,07).

No entanto quando comparamos os dados obtidos para a linhagem SDC 1.2 e Aspergillus
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niger 3T5B8 observamos que houve diferenga significativas entre as atividades médias de
endoglucanase (p = 0,042), destacando a linhagem SDC 1.2 com uma atividade enzimatica

de endoglucanase maior do que a linhagem referéncia testada.
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Figura 21. Teor proteico e atividades enzimaticas de endoglucanase, p-glucosidase e
FPAse em estratos brutos obtidos ap6s fermentacao em estado solido com farelo de trigo.
Valores em destaque sobre as caixas representam as médias seguido do desvio padrio.

Considerando a atividade da B-glucosidase observamos que a minima ¢ a maxima
atividade enzimatica entre as réplicas variaram entre 17,02 IU/g a 69,7 1U/g, referente as
linhagens SDC 1.2 e Aspergillus niger 3T5B8. A linhagem Aspergillus niger 3T5BS8

apresentou a maior atividade média de B-glucosidase, diferindo significativamente (p =
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0,0001) das demais linhagens, sendo que ndo houve diferenca significativa (p = 0,1954)
apenas entre as linhagens SDC 1.2 e SDC 2.8.

Por fim, ao analisar a atividade da celulase total (FPAse) destacamos a linhagem
SDC 2.8 por apresentar uma atividade média FPAse de 1,05 IU/g. Os resultados obtidos
para as linhagens testadas apresetam uma variagdo de minima e maxima atividade de
celulase total entre 0,18 IU/mL a 1,28 IU/mL, linhagens Aspergillus niger 3TSB8 e SDC
2.8 respectivamente. ApoOs a analise estatitica destacamos que a linhagem SDC 2.8
apresentou diferengas significativas de atividade de FPAse em relacdo as demais linhagens,
incluindo a linhagem referéncia Aspergillus niger 3T5B8 (p = 0,001). A atividade média
de FPAse da linhagem Aspergillus niger 3T5B8 também apresentou diferencas
significativas em relagdo a linhagem SDC 2.7, que apresentou valores menores do que
linhagem padrao (p = 0,017).

Pirota et al. (2013) também avaliaram a atividade enzimatica da celulase durante
um processo de fermentacdo no estado sélido com a linhagem mutante Aspergillus niger
3T5BS, utilizando o mesmo substrato, porém testando diferentes condi¢des de cultivo
(umidade e temperatura). Comparando com os nossos resultados observamos que os testes
realizados por esses autores apresentaram valores de atividade da celulase total entre 0,23
IU/g a 0,51 IU/g, dependendo do teor de umidade que o cultivo era submetido, enquanto
que em nosso estudo a atividade enzimatica dessa linhagem variou entre 0,18 IU/g a 0,58
IU/g. Considerando as condi¢des de cultivo admitidas para o processo de FES no nosso
trabalho (72% de umidade, 30° C), esses autores obtiveram uma atividade de FPAse de 0,
44 + 0,02 IU/g, um valor proximo ao que obtivemos quando analisamos a atividade de
FPAse para essa linhagem. Assim, podemos considerar que a linhagem selvagem SDC 2.8
se destaca em relacdo a linhagem referéncia, sendo que as outras linhagens apresentaram
valores proximos ou semelhantes a lihagem de referéncia. Em ralagdo a atividade B-

glucosidica, observamos que Pirota e colaboradores (2013) obtiveram em seu estudo
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valores semelhantes aos dados obtidos em nosso trabalho, em que a linhagem Aspergillus
niger 3T5B8 apresentou uma atividade enzimatica entre 52,0 [U/g a 72,5 1U/g.

Considerando a atividade da endoglucanase observamos que os dados obtidos por
Pirota et al. (2013) para a linhagem Aspergillus niger 3T5B8 apresentou uma atividade
enzimatica 50 vezes maior quando comparados aos valores obtidos em nosso trabalho . No
trabalho desenvolvido por eles a atividade enzimatica de endoglucanase sobre as mesmas
condi¢des de cultivo foi de 201,4 [U/g. Essa diferenga na expressdo dos valores em cada
trabalho ndo permite uma comparagdo entre os nossos resultados com os de outros estudos.
Essa dissimilaridade ocorre devido a grande variedade de microrganismos utilizados no
processo de FES, das diferentes condi¢des de cultivo e maneiras de expressar a atividade
enzimdtica, além da diferenga entre os equipamentos utilizados pelos laboratérios,
originando um amplo intervalo de valores na literatura (Pavarina, 1997).

Afim de testar a reprodutibilidade de nossos resultados, todos os testes de
atividades enzimaticas (CMCase, B-glucosidase e FPAse) foram refeitos paras as linhagens
SDC 1.2, SDC 2.7, SDC 2.8 e Aspergillus niger 3T5BS, utilizando os extratos enzimaticos
obtidos da FES e que estavam congelados em freezer. Utilizando a mesma metodologia e
as mesmas proporcdes entre extrato enzimdtico e substrato, observamos que o mesmo
padrdo foi obtido ao fim da andlise dos dados, validando a reprodutibilidade dos
resultados.

Assim, podemos destacar que algumas das difrencas notdveis do nosso estudo em
relacdo ao trabalho desenvolvido por Pirota ef al. (2013) ¢ o tempo reacional ao quantificar
as atividades enzimadticas no extrato bruto e a propor¢ao estabelecida entre concentragdo de
extrato enzimatico e substrato. No presente estudo nossas andlises foram realizadas em
microensaios, utilizando um volume menor de extrato enzimatico e substrato especifico.
Além disso, no estudo realizado por Pirota e colaboradores, o meio de cultivo utilizado

para o ajuste de umidade foi o meio de Mandels, que apresenta uma maior concentragdo de

91



nutrientes na sua formulagdo. Segundo Rodriguez-Zuniga ef al. (2011) as diversas fontes

de nitrogénio organico (uréia, peptona e extrato de levedura) presentes no meio de Mandels
intensificam a atividade de enzimas celuloliticas.
Alguns resultados de artigos publicados mostraram semelhangas aos dados obtidos

no presente trabalho. No estudo realizado por Rodriguez-Zuniga et al. (2011) uma

linhagem de Aspergillus niger submetida a fermentacao em estado solido, utilizando farelo
de trigo como substrato, apresentou atividades enzimaticas de 0,4 IU/g e 13,0 IU/g de
FPAse e endoglucanase respectivamente em 72 horas de cultivo. Em outro estudo
realizado por Chandra et al.(2007) foi avaliada a atividade enzimatica de um Aspergillus
niger em diferentes substratos. A atividade maxima de FPAse e endoglucanase em farelo
de trigo foi de 2,9 IU/g (em 72 horas de cultivo) e 3.24 [U/g, e a atividade B-glucosidica
nao ultrapassou 0,014 IU/g de substrato. Por fim, Basso et a/ (2010) publicou um trabalho
em que diferentes fungos, dentre eles Aspergillus fumigatus, Penicillium verruculosum e
duas linhagens padrdes de Trichoderma, foram submetidos ao processo de fermentagdo no
estado so6lido em bagaco de cana-de agucar. A atividade maxima de endoglucanase e
celulase total foi observada para o fungo Trichoderma reesei QM9414, sendo que todas as
outras linhagens apresentaram valores de atividade de CMCase e FPAse inferiores a 8,0
IU/g e 4,0 IU/g.

Comparando os nossos resultados com os dados da literatura observamos que as
linhagens testadas no processo de FES se destacam em relagdo aos resultados obtidos pelos
autores citados (Chandra et al., 2007, Basso et al., 2010, Rodriguez-Zuniga et al., 2011).
Essas linhagens nativas do ambiente subterraneo se destacam pelo maior valor de atividade
enzimatica e também por apresentar valores elevados em apenas 48 horas de cultivo, o que
¢ interessante para fins comerciais quanto a producdo de celulases, em comparagdo ao

tempo de cultivo de outros fungos celuloliticos. Um melhor estudo a fim de otimizar a
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producdo enzimatica poderia melhorar o processo de fermentagdo, tornando essas
linhagens de grande interesse para a industria biotecnologica. Em um ambito ecoldgico, a
bioprospeccdo de enzimas celuloliticas de linhagens selvagens possibilita a utilizacdo da
biomassa lignocelulésica que se acumula todos os anos dos residuos agroindustrias e
elimina a utiliza¢do de linhagens mutantes nos processos fermentativos.

Observando a concentragao de agucares redutores nos extratos brutos de cada
linhagem apds a FES (Figura 22), verificamos que a linhagem padrdo Aspergillus niger
3T5B8 foi a que apresentou uma maior concentragdo média de aglcar no extrato
enzimatico (3,0 g/L) em relacdo as demais. Esse resultado ja ¢ esperado considerando que
a linhagem Aspergillus niger 3TSB8 apresentou maiores valores de atividade de B-
glucosidase, enzima que completa a hidrolise enzimatica.

Compilando os dados, verificamos que as linhagens isoladas de um ambiente
subterraneo apresentaram uma concentragdo proteica semelhante a linhagem padrdo, uma
menor concentracao de glicose no extrato enzimatico e uma maior atividade enzimatica em
FES. Esses dados podem indicar que a eficiéncia das enzimas celuloliticas produzidas por
esses fungos selvagens ¢ maior, ja que com uma concentracao proteica semelhante entre os
isolados verificamos diferencas na atividade enzimatica. Esse fato pode ser explicado pelas
condi¢des oligotroficas do ambiente de origem dessas linhagens. Com um nimero de
fontes celuldsicas mais reduzidas, provavelemente esses microrganismos sdo selecionados
no ambiente subterrdneo por apresentarem aparatos enzimaticos mais eficientes, afim de
produzirem uma menor quantidade de material extracelular e uma economia de energia no
processo de sintese enzimadtica, resultando em uma maior eficiéncia na competicdo por
nutrientes.

Podemos inferir também que a taxa metabolica dos fungos nativos do ambiente
subterraneo provavelmente ¢ menor, pois apds um mesmo periodo de cultivo essas

linhagens apresentaram uma menor concentragdo de glicose no extrato bruto e uma menor
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atividade enzimatica da B-glucosidase em relagdo a linhagem Aspergillus niger 3T5BS.
Sabemos que a o fungo secreta enzimas no meio extracelular até ser inibido pela alta
concentragdo do produto da hidrolise celulolitica. Assim, se ha concentragcdes menores de
glicose no extrato bruto isso indica que hd uma menor necessidade energética para suas

atividades funcionais.
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Figura 22. Concentragdo de agucares redutores nos extratos enzimaticos apos 48 horas de
cultivo em farelo de trigo.

Consideragaes finais

Apesar do solo ser um ambiente heterogéneo, descontinuo e apresentar uma gama
de diversidade microbiana atuando em diferentes funcdes ecoldgicas, os resultados desse
trabalho indicam que os microrganismos isolados em ambientes subterraneos sdo aptos em
produzir enzimas que hidrolisam a celulose. Assim, podemos inferir que a hidrolise

celulolitica pode ser uma das vias de entrada de energia e de carbono no ecossistema
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subterraneo. Devido as diferengas entre os experimentos que sdo realizados em laboratério
seguindo uma forma padrdo e a real atividade enzimatica que ocorre no solo in situ, ndo
podemos determinar qual, ou quais, organismos especificamente atuam no processo de
degradacdo da celulose, pois os experimentos sdo realizados com cultivos individuais e no
ambiente natural nds encontramos uma diversidade de microrganismos atuando sobre um
mesmo substrato. Para uma melhor compreensdo da atuacdo microbiana no solo de
ambientes subterraneos, seria necessario estudo em micro € mesocosmos, reproduzindo
caracteristicas semelhantes do substrato do local natural e das varidveis abidticas e
inoculando o solo com microrganismos ja isolados desse ambiente, formando um
consorcio microbiano. Assim poderiamos analisar o fluxo de carbono e de energia entre os
grupos microbianos, obtendo resultados mais proximos do ambiente in natura.

Um acompanhento da composic¢ao e distribuicdo da comunidade de fungos durante
um ciclo hidrolégico em diferentes cavidades de uma éarea cérstica poderia nos orientar
sobre alguns padrdes de distribuigdes dessa comunidade e a influéncia dos periodos de
cheias e de secas dos rios subterrdneos na diversidade micoldgica e funcional da
microbiota edafica. Esse procedimento também seria importante para estipular as variagdes
na abundanicia de fungos durante os periodos com maior fluxo turistico e se essa atividade
interfere negativamente na biodiversidade cavernicola. No mais, ¢ necessario realizar
estudos em cavidades de diferentes litologias no nosso pais, possibilitando uma melhor
avaliacdo dos processos ecoldgicos e da manutencao desses ecossistemas e permitindo uma
melhor comparacdo entre cada ambiente, tornando mais robusta uma avaliacdo da

relevancia de cada cavidade.

Para estudar microbiologia de caverna é de importancia crucial preservar esse
ambiente em seu estado natural, para evitar a introducdo de microbiota externa e de

matéria organica aloctone. Os resultados obtidos no presente estudo mostram que a
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microbiologia cavernicola oferece um imenso potencial para estudar as relacdes evolutivas
ou a utilizacdo de fontes alternativas de energia desenvolvidas por microrganismos para a
absorcdo e eliminagdo de nutrientes escassos em ambientes oligotroficos. Segundo Mulec
(2008) esses ambientes também podem dar respostas dos limites nutricionais e nos ajudam
a identificar assinaturas geoquimicas da vida. Além disso, apds submetermos as linhagens
isoladas desse ambiente aos processos de fermentacdo submersa e fermentagdo em estado
solido, destacamos que o ambiente subterrdneo ¢ um ecossistema que pode conter uma
gama de variedade de microrganismos que poderiam ser de interesse biotecnoldgico e que

poderiam ser aplicados em microbiologia ambiental.

CONCLUSAO

Observamos que o ambiente subterraneo apresenta diferencas entre pardmetros
quimicos e biologicos quando comparado ao meio epigeo. Essas diferengas no ambiente
subterraneo proporcionam nichos especializados para os organismos e condi¢des

singulares para a comunidade microbiana.

Constatamos uma diversidade micologica no solo cavernicola com uma gama de
géneros que comumente sdo isolados nesse ecossistema. Entretanto, 90% das linhagens
apresentaram atividade celulolitica, indicando que esse ambiente favorece o
desenvolvimento e propagacao de microrganismos que possuem mecanismos alternativos e
mais complexos para obtengdao de energia e nutrientes como, por exemplo, a hidrdlise
celulolitica. Essa alta propor¢ao de fungos celuloliticos isolados sugere que os mesmos sao
organismos importantes que atuam na ciclagem de nutrientes, contribuindo para a

qualidade e a manutengao do ecossistema cavernicola.
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As linhagens testadas durante a fermentagdo submersa se destacaram na atividade
endoglucanase, B-glucosidase e celulase total. Dentre todas as linhagens, um maior
enfoque deve ser dado a linhagem SDC 1.2 (A4spergillus sp6), por altos valores de
atividade endoglucanase e -glucosidase, e a linhagem SDC 2.8 (4spergillus sp8), pela alta
atividade endoglucanase e celulase total, e por apresentar de forma mais clara o

sinergismo entre as trés enzimas avaliadas.

Considerando a fermentacao no estado solido, concluimos que as linhagens SDC
1.2 e SDC 2.8 se destacando na atividade de endoglucanase e celulase total quando
comparadas a linhagem padrdo. Além disso, a linhagem SDC 2.7 se destacou mais uma
vez em relagdo a atividade B-glucosidica, quando comparada as linhagens selvagens.
Observamos que com uma concentragao proteica menor do que a linhagem padrao e uma
atividade enzimatica mais elevada essas linhagens podem possuir um complexo enzimatico
mais eficiente, podendo ser utilizadas em processos de bioprospec¢do de enzimas

celuloliticas.

A densidade, riqueza e atividade enzimatica de fungos ao longo de uma caverna
mostra a importancia de um acompanhamento microbiano periddico, antes e apds os
periodos de inundagdo. Futuros planos de manejos deverao incluir estudos microbiolégicos
mais detalhados, para entender melhor as relagdes entre a microbiota cavernicola e o seu
ecossistema e assim permirtir uma melhor gestdo de parques e unidades de conservacao,
principalmente quando nos referimos ao tamanho de grupos de turistas e suas rotas.
Esforcos devem ser feitos para que as diversas areas envolvidas em um plano de gestdo
atuem em conjunto a fim de diminuir o risco de perturbagdo do solo em cavernas e
minimizar a dispersdo de esporos pelas atividades turisticas, causando o minimo de

impacto na comunidade nativa.
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