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RESUMO

A diversidade e a abundancia relativa de comunidades de microrganismos existentes no trato
gastrointestinal de abelhas protagonizam complexas e diversas relagdes simbidticas,
importantes para a manutencdo das funcdes imunologicas, além de atuarem na fisiologia
intestinal, protecdo contra patdgenos e processamento de nutrientes. No intestino de abelhas
sem ferrdo, estdo presentes bactérias e leveduras responsaveis por processos fermentativos,
onde ocorre inumeras rea¢@es enzimaticas, constituindo um potencial de descobertas de novas
enzimas e processos. Este trabalho teve como objetivo é identificar bactérias associadas ao
intestino de abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta e verificar quanto a producéo de
enzimas de interesse industrial. Assim, foram coletadas abelhas sem ferréo S. polysticta de trés
meliponarios, 20 individuos de abelhas cada, e a descri¢do da microbiota intestinal da abelha
S. polysticta foi realizada por meio de métodos dependentes de cultivo, onde foram usados
cinco meios de cultura, em trés diferentes condi¢des: aerdbica, anaerdbica e microaerofilico
(5% COy), na temperatura de 35 °C, sendo analisadas a cada 24 horas por 72 horas. Foram
obtidos um total de 110 bactérias no primeiro isolamento, entretanto apenas 76 bactérias foram
purificadas e identificadas. Sendo 27 tipos de bactérias encontradas, onze familias e trés filos
bacterinas. Dos 76 isolados, 26 apresentaram producdo enzimatica, sendo que proteases e
amilases foram as enzimas mais produzidas. Dos 26 isolados produtores de enzimas
hidroliticas, 17 bactérias com potencial para producao enzimatica, com indice enzimatico >2,
foram selecionadas para a quantificacdo de enzimas proteoliticas e amiloliticas. Como
resultados, das 17 bactérias selecionadas apenas 7 bactérias tiveram producdo enzimaética.
Bacillus sp. CIM3D2AE 26, apresentou maior producdo de a-amilase com 7,677 + 0,111
U/mL, e as cepas Bacillus sp. CIM2D1MI 11, Bacillus sp. CLIM3D2AE 26 e Bacillus sp.
C3M1D2MI 68 obtiveram maiores atividades proteoliticas com 11,700 + 0,002 U/mL, 11,733
+ 0,004 U/mL e 12,067 + 0,001 U/mL de proteases, respectivamente, ndo tendo diferenca
estatistica entre si. Os resultados demonstram que abelha sem ferrdo S. polysticta, ndo possuem
microbiota padrdo ou core como descritas para abelhas meliferas e para outras espécies de
abelhas. Além disso, foi observado que essas bactérias possuem propriedades de interesse
biotecnoldgico, podendo assim serem uma alternativa vidvel para producdo de enzimas
amilolitica e proteoliticas.

Palavras-Chaves: Bactérias intestinais, insetos sociais, simbiontes, enzimas hidroliticas,
enzimas: potencial de producgéo, biotecnologia.



ABSTRACT

The diversity and relative abundance of communities of microorganisms existing in the
gastrointestinal tract of bees play a leading role in complex and diverse symbiotic
relationships, important for the maintenance of immune functions, in addition to acting in
intestinal physiology, protection against pathogens and nutrient processing. In the intestine of
stingless bees, bacteria and yeasts responsible for fermentation processes are present, where
numerous enzymatic reactions occur, constituting a potential for discovering new enzymes and
processes. This work aimed to identify bacteria associated with the intestine of stingless bees
Scaptotrigona polysticta and verify the production of enzymes of industrial interest. Thus,
stingless bees S. polysticta were collected from three meliponaries, 20 bee individuals each,
and the description of the intestinal microbiota of the S. polysticta bee was carried out using
culture-dependent methods, using five culture media, in three different conditions: aerobic,
anaerobic and microaerophilic (5% CO.), at a temperature of 35 °C, being analyzed every 24
hours for 72 hours. A total of 110 bacteria were obtained in the first isolation, however only
76 bacteria were purified and identified. There are 27 types of bacteria found, eleven families
and three bacterial phyla. Of the 76 isolates, 26 showed enzyme production, with proteases
and amylases being the most produced enzymes. Of the 26 isolates producing hydrolytic
enzymes, 17 bacteria with potential for enzyme production, with an enzyme index >2, were
selected for the quantification of proteolytic and amylolytic enzymes. As a result, of the 17
bacteria selected, only 7 bacteria had enzyme production. Bacillus sp. CIM3D2AE 26, showed
the highest production of a-amylase with 7,677 £ 0,111 U/mL, and Bacillus sp. CLM2D1MI
11, Bacillus sp. CIM3D2AE 26 and Bacillus sp. C3M1D2MI 68 had higher proteolytic
activities with 11,700 + 0,002 U/mL, 11,733 + 0,004 U/mL and 12,067 + 0,001 U/mL of
proteases, respectively, with no statistical difference between them. The results demonstrate
that stingless bees, S. polysticta, do not have a pattern or core microbiota as described for
honey bees and other bee species. Furthermore, it was observed that these bacteria have
properties of biotechnological interest, thus being a viable alternative for the production of
amylolytic and proteolytic enzymes.

Key words: Intestinal bacteria, social insects, symbionts, hydrolytic enzymes, enzymes:
production potential, biotechnology.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sdo os principais agentes polinizadores na maioria dos ecossistemas e s6 no
Brasil aproximadamente 60% das culturas agricolas dependem da polinizacdo por abelhas, o
que traduzido monetariamente significa um agregado econémico da ordem de pelo menos U$
12 bilhdes ao ano (GIANNINI et al., 2015a).

A destruicdo de habitats e a reducdo da diversidade floral associada a agricultura
intensiva e de monocultivos, pastagens e avanco de areas urbanas, tem contribuido para o
declinio das populagdes de vérias espéecies de abelhas nativas (CARVALHO-ZILSE; NUNES-
SILVA, 2012; SANCHEZ-BAYO; WYCKHUYS, 2019). Uma situacio preocupante, que vem
mobilizando pesquisadores, conservacionistas e 0 poder publico (GOULSON et al., 2015;
GIANNINI et al., 2015b).

Um dos aspectos pouco explorados em estudos com meliponineos (abelhas nativas sem
ferrdo) € a interacdo desses insetos com sua microbiota associada. Sendo cada vez mais
consensual, o entendimento de que tais microrganismos fazem parte dos elementos chave para
a homeostase, tanto do ninho quanto do individuo (KWONG et al., 2017). Neste contexto, a
diversidade e a abundancia relativa de comunidades de microrganismos existentes no trato
gastrointestinal de abelhas impactam o estado nutricional e a imunidade do hospedeiro
(ZHENG et al., 2017; KHAN et al., 2020). As abelhas abrigam comunidades bacterianas
intestinais especializadas, as quais poderiam tracar um paralelo & microbiota de mamiferos,
pois ambas sdo compostas principalmente por microrganismos anaerébios facultativos e
microaerofilicos. No entanto, ao que se sabe até 0 momento, essa microbiota é de baixa
complexidade (comparada com a de mamiferos), e é transmitida por meio das interacfes
sociais entre individuos.

A microbiota de Apis mellifera, abelha de origem africana e europeia, é normalmente
composta por 8 a 9 tipos bacterianos com a maioria dessa diversidade sendo encontrada no
intestino posterior (KWONG; MORAN, 2016; KWONG et al., 2017). Essas bactérias
protagonizam complexas e diversas relagdes simbiéticas, importantes para a manutencao das
funcdes imunoldgicas, além de atuarem na fisiologia intestinal, protecdo contra patdgenos e
processamento de nutrientes em seus hospedeiros (ZHENG et al., 2017; RAYMANN;
MORAN 2018; WANG et al., 2018; KWONG; STEELE; MORAN, 2018). Essas descobertas
chamaram a atencdo para o papel da microbiota, ndo somente na saude das abelhas, bem como

seu potencial como um modelo para o estudo da ecologia e evolugdo de simbiontes intestinais
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(KWONG; MORAN, 2016; RAYMANN; MORAN 2018; WANG et al., 2018; ZHENG et al.,
2018; KHAN et al., 2020).

Kwong et al. (2017) realizaram o primeiro estudo que registra a analise comparativa
entre as trés tribos taxonémicas de abelhas sociais: Apini, Bombini e Meliponini. Abelhas da
tribo Apini sdo as mais estudadas até o momento no quesito simbiose entre abelhas e
microorganismos, seguido de Bombini, e por fim, ainda muito escasso, a tribo Meliponini,
cuja diversidade e distribuicdo Pantropical lhe garante o primeiro lugar no “podium” das
abelhas sociais corbiculadas. Assim, a variabilidade encontrada na microbiota de Meliponini
pode ser uma marca evolutiva, que ainda é pouco explorada e compreendida.

Diante disto, este trabalho é voltado para o estudo de bactérias cultivaveis do
microbioma intestinal de Scaptotrigona polysticta (Hymenoptera, Apidae, Meliponini,
Scaptotrigona) e de seu potencial biotecnolégico para a producdo de enzimas de interesse
industrial. Apesar de sua importancia, tanto ecolégica quanto econémica, esta espécie de
abelha ainda detém poucos estudos relacionados a sua microbiota. Tal conhecimento podera
auxiliar no entendimento de aspectos biologicos sobre esta espécie bem como contribuir com

0s escassos dados acerca da microbiota das abelhas nativas da Amazonia.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Abelhas nativas sem ferrdo

As abelhas sem ferrdo sao pertencentes a tribo Meliponini tendo ocorréncia Pantropical
(OLIVEIRA et al., 2013). Na regido Neotropical sdo registradas 417 espécies, das quais uma
grande diversidade dessas abelhas é encontrada no Brasil, onde ocorrem 244 espécies em 29
géneros (PEDRO, 2014). Esses insetos possuem o ferrdo atrofiado, sem funcdo de defesa,
tendo funcéo apenas de ovipositor, dai o termo “abelhas sem ferrdo” (MICHENER, 2013).
Estdo posicionadas taxonomicamente na tribo Meliponini e constituem um dos grupos das
abelhas eussociais da familia Apidae, a qual inclue também a tribo Apini (abelhas do género
Apis, contendo a espécie mais conhecida, Apis mellifera) e a tribo Bombini, onde estdo
alocadas as abelhas do género Bombus e correlatos (mamangavas). Ha ainda a presenga da
tribo Euglossini dentro das Apidae, abelhas de glossa longa, ou abelhas das orquideas, as quais
ndo apresentam comportamento eusocial, sendo mais gregario ou para-social. Ndo obstante,

0s Meliponini compdem um mosaico de espécies, sendo 0 mais complexo e diverso, no grupo
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das abelhas eusociais e porque nao dizer dos insetos reconhecidos como sociais (KERR et al.,
1996; GRUTER, 2020).

Os meliponineos nidificam principalmente em ocos de arvores, podendo algumas
espécies nidificar em cavidades no solo, em cupinzeiros ou formigueiros, em ninhos de
passaros abandonados ou em paredes de casas (Figura 1). Algumas espécies por sua vez,
constroem ninhos expostos ou semi-expostos em galhos de arvores ou fendas rochosas. As
entradas dos ninhos sdo formadas por um tubo de cera ou cerume, cujo comprimento varia
com a espécie, podendo ndo haver em algumas espécies (CAMARGO, 1989; ROUBIK, 1989;
2006; MICHENER, 2000; LOPES, 2012).

As colbnias apresentam castas bem definidas com cada um cumprindo seu papel. Sdo
compostas, em geral, por unica fémea fértil (monogenia) a rainha, machos com funcéo
reprodutiva e um grande nimero fémeas inférteis, as operarias, que cuidam das crias, assistem
a rainha, coletam os recursos para alimentagéo, para crescimento e manutencdo da colbnia
(KERR et al., 1996).

Figura 1. Abelhas sem ferrdo nitificando tronco de arvore oca.

Fonte: Elaborada pela autora.

No interior do ninho, as atividades realizadas pelas operarias se ddo conforme a faixa
etaria; em média, apds o 25° dia de vida a operaria concentra suas atividades especialmente
fora da colénia, quando saem para 0 campo em busca de polen, néctar, barro, resina e outros
recursos para manutencao e alimentacéo da colonia (KERR et al., 1996).

As visitas em flores promovem a polinizacdo, que é a forma de reproducéo de grande
parte das angiospermas (TOREZAN-SILINGARDI, 2012). Assim, os Meliponini séo cruciais
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para a manutencdo de florestas e sdo os principais agentes polinizadores de varias espécies
silvestres e cultivadas, prestando um servigo ecoldgico de fundamental importancia
(GARIBALDI et al., 2013, GIANNINI et al., 2014b; WOLOWSKI et al., 2018).

2.1.1 Scaptotrigona spp.

O género Scaptotrigona é formado por 22 espécies distribuidas por toda regido
neotropical (CAMARGO; PEDRO, 2007). Destas, nove espécies sdo descritas no Brasil, das
quais duas tem registro no Estado do Amazonas: Scaptotrigona fulvicutis e Scaptotrigona
tricolorata (CAMARGO; PEDRO, 2013). Contudo, especula-se existir um grande nimero de
espécies ndo descritas em varias regides brasileiras (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002),
0 que torna possivel haver um nimero maior espécies nao catalogadas na regido amazonica.

Este género apresenta um tamanho médio de 4-7mm (COSTA, 2019). Nos ninhos é
possivel observar a existéncia de células maiores no favo de cria das quais nascem rainhas,
chamadas "células reais" ou "realeiras" (KERR et al., 1996). Sdo comumente encontradas em
cavidades de troncos de arvores e a entrada dos ninhos é caracterizada por um tubo de cerume
que varia de comprimento dependendo da espécie (Figura 2) (NOGUEIRA-NETO, 1997;
ROUBIK, 2006).

Figura 2. Entrado do ninho de abelhas sem ferréo _qup_totrig_ona p
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Fonte: Elaborada pela autora.
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O interior de seus ninhos é composto por células de cria em favos horizontais,
formando uma sobreposicdo de placas (Figura 3) (NOGUEIRA-NETO, 1997). Possuem
normalmente uma rainha fecundada, milhares de operarias, machos e rainhas virgens,
formando uma populacéo que varia de 2000 a 50000 abelhas (GRUTER, 2020).

Fiiura 3. Ninho de abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta.

2.1.1.1 Scaptotrigona polysticta

A espécie apresenta uma coloragédo preta com asas foscas amareladas, com tamanho de
aproximadamente 7 mm de comprimento. Sdo chamadas popularmente de canudo, mijui, bijui,
bui-kaiaki, abelha-canuddo ou imré-tié e estdo presentes em varios estados do Brasil, inclusive
nidificam grande parte da Amazénia legal (MOURE, 1950).

Esta espécie, assim como outras espécies nativas ha séculos vem sendo usadas por
indios Kayapo que habitam a Amazonia brasileira para a obtencdo de mel, ninhada e polen
CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006). E bastante apreciada para a criagdo, pois pode
produzir em média 3 litros de mel ao ano, considerado saboroso e suave (MAGALHAES;
VENTURIERI, 2010).

No municipio de Iranduba - Amazonas, ha o meliponario da empresa Amazomel
Produtos e Servigos Apicolas que atualmente cria abelhas para fins comerciais com uma
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variedade de abelhas sem ferréo, incluindo as abelhas Scaptrigona polysticta, que em sua
maioria foram desabrigadas através do desmatamento para a producéo de carvao usados pelas

olarias da regido, fazendo o papel de conservagdo das mesmas.

2.2 Relaco entre microrganismos e abelhas

A réapida expansdo da pesquisa sobre microbiomas intestinais foi impulsionada por
descobertas nas quais as bactérias intestinais geralmente estdo diretamente associadas a salde
de seus hospedeiros (KHAN et al., 2020). Especificamente, muitos estudos documentaram
déficits de aptiddo em animais experimentalmente privados de uma microbiota intestinal
normal, seja com antibiéticos ou criando individuos em ambientes estéreis para evitar a
colonizacdo (RYU et al., 2008; YUN et al., 2018; ZHENG et al., 2018). Além disso, foi
observado que 0s hospedeiros podem se beneficiar de sua microbiota intestinal na
metabolizacdo de alimentos, nutri¢do, desintoxicacao, protecdo contra a invasdo por patégenos
e desenvolvimento da imunidade (Tabela 1).

Tabela 1. Papel da microbiota intestinal de abelhas.

Colonizadores
bacterianos Espécie hospedeira Beneficio Referéncias
intestinais

Abelhas sem ferrdo
(Trigona, Meliponula
bocandeei, Melipona
beecheii). Apis
Lactobacillus e andreniformis, A.
Bifidobacterium sp. cerana, A.
koschevnikovi, A.
nuluensis, A. dorsata, A.
laboriosa, A. florea, A.
nigrocincta, A. mellifera.

Estimulacdo imunoldgica, e
consequente promocéo da
protecdo contra patdgenos

(larvas de Paenibacillus

e Melisococcus plutonius).

Forsgren et al., 2010;
Vasquez et al., 2012; Wu
et al., 2013; Killer et al.,
2014; Asenjo et al., 2016.

Reducéo da infecgéo por Koch & Schmid-Hempel,

Gilliamella sp. Bombus spp. Crithidia bombi 2011; Cariveau et al.,
2014,
. . L Inlblgap do cresmm_ento de Yoshiyama & Kimura,
Bacillus spp. Apis cerana japdnica um patogeno bacteriano (P. 2009
larvae) '
Nutrigdo das abelhas . )
através do metabolismo de Bottacini et_al., _2012’
acucares, além da producéo Engel & Martison; Moran,
- de enzir7nas que degradam 2012; Engel & Moran,
Gilliamella 2013; Kwong et al., 2014;

Apis mellifera e Bombus carboidratos e aglcares
spp. téxicos encontrados na
dieta das abelhas. Tendo
papéis importantes na
melhoria das tolerancias
dietéticas e na manutencéo

Kwong, Engel, Koch &
Moran, 2014; Lee et al.,
2015; Zheng et al., 2016;
Kesnerova et al., 2017;
Lee, et al., 2018.

apicola, Lactobacillus
e Bifidobacterium
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da salde de seus
hospedeiros.
Estimulo de ganho de peso
do hospedeiro, a
sensibilidade & sacarose do
Apis mellifera hospedeiro e 0 aumento da Zheng et al., 2017.
expressdo de genes
relacionados a sinalizacao
hormonal.
Modificacdo das vias de
Apis mellifera desintoxicacdo dos Wu et al., 2020.
xenobidticos do hospedeiro.

Comunidade
bacteriana intestinal

Comunidade
bacteriana intestinal

S. alvi, Gilliamella
apicola, Frischella
perrara,
Bifidobacterium spp.
e Lactobacillus Firm-4

Estimulo a producéo de
peptideos antimicrobiano e
Apis mellifera consequente contribuicéo
para o sistema imunoldgico
inato das abelhas.

Kwong, Mancenid &
Moran, 2017.

e Firm-5
Kakumannuet et al., 2016;
As alteracdes da microbiota Schwarz, Moran & Evans,
. intestinal afetam 2016; Raymann, Shaffer
Comunidade & Moran, 2017,

Apis mellifera homeostase do hospedeiro,
aumentam suscetibilidade a
invasdo de patégenos.

bacteriana intestinal Raymann, Bobay &
Moran, 2018; Motta,
Raymann & Moran, 2018;
Nogrado et al., 2019.
Engel, Bartlett & Moran,
2015; Emery, Schmidt &

Engel, 2017.

Estimulacéo da resposta

Frischella perrara Apis mellifera . 3
P P imunoldgica em abelhas.

Fonte: Rodrigues et al. (2021)

As abelhas eusociais tém comunidades intestinais caracteristicas e altamente
especificas, dominadas por linhagens bacterianas que nunca ou raramente sdo detectadas fora
de seus hospedeiros, sendo restritos ao ambiente intestinal (MORAN; OCHMAN; HAMMER,
2019). Em contrapartida, intestinos de abelhas ndo sociais, séo dominadas por espécies
bacterianas presentes no néctar e em outros ambientes (MARTINSON et al., 2011;
MCFREDERICK et al., 2012; KWONG et al., 2017). Desta forma, supde-se que exista um
compartilhamento ancestral da comunidade intestinal em abelhas sociais, e que com o passar
do tempo esses microrganismos vao sendo passado as geracdes através de interacdes sociais
(KWONG et al., 2017).

Do ponto de vista de aquisicdo e desenvolvimento da colonizagdo microbiana, as
abelhas recém emergidas apresentam uma microbiota ainda pouco desenvolvida, sendo
adquirida principalmente através da transferéncia direta de fluidos orais via alimentacdo boca
a boca, como também através das fezes frescas das abelhas enfermeiras, bem como de
conteudo do intestino posterior via alimentacdo anus-boca, além da transferéncia por contato
direto com material de colmeia contaminado com simbionte, como cera, polen, mel e célula
de cria, nos casos da microbiota transiente (ONCHURU et al., 2018; KHAN et al., 2020). Foi


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pollen
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/brood-cells
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observado também que ao fundar uma nova col6nia, a rainha (de Apis mellifera) repassa
simbiontes verticalmente a seus descendentes (MARTINSON et al., 2011; ONCHURU et al.,
2018; RAYMANN; MORAN, 2018; KHAN et al., 2020).

A compreensdo dos processos e 0s meios pelos quais a microbiota intestinal evoluiu é
um desafio para os estudos de comunidades intestinais (COYTE; SCHLUTER; FOSTER,
2015, FOSTER et al., 2017). As indmeras possibilidades de interacdo microrganismos-
hospedeiro, oferece uma oportunidade excelente para investigar a evolucdo de diferentes
estratégias de simbiose, além de como o estilo de vida do hospedeiro influencia na evolugéo
da microbiota associada e vice versa (ENGEL et al., 2016). Sendo assim, as abelhas
representam um excelente modelo para as abordagens dessas questfes, uma vez que estas
possuem uma microbiota associada a qual, até onde sabemos, € bastante conservada e

complexa.

2.3 Bactérias associadas ao intestino de abelhas

Nas abelhas, assim como na maioria dos animais, a secdo distal do intestino (ileo
e reto ) abriga a maior parte das comunidades bacterianas, isso se da devido a presenca
abundante de alimentos ndo digeridos pelo hospedeiro que sdo depositados nessa regido,
tornando-se fontes acessiveis de carbono e nitrogénio disponiveis para a microbiota
(BONILLA-ROSSO; ENGEL, 2018).

O intestino posterior das abelhas Apis mellifera, por exemplo, é o lar de uma
comunidade bacteriana relativamente simples, porém altamente especifica (Figura 4). E
composto por cinco membros principais, que normalmente estdo presentes em quase todas as
abelhas do género Apis (95% a 99,9%), e outros membros denominados de transientes,
totalizando um pequeno nimero de 8 grupos bacterianos. As bactérias dominantes do intestino
de abelhas do género Apis sdo em sua maioria anaerobias facultativas ou microaerofilas, pouco
frequentes em ambientes da col6nia e provavelmente dependem das interagfes sociais para
serem transmitidos de hospedeiro para hospedeiro (KWONG; MORAN, 2016; BONILLA-
ROSSO; ENGEL, 2018; RAYMANN; MORAN, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/rectum
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/microflora
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Figura 4. Composicdo da microbiota em uma tipica abelha operaria adulta de Apis mellifera e a localizagao de
bactérias nos diferentes compartimentos do intestino.

Intestino anterior
Intestino medio
Intestino posterior

F 4

St

%
¢
%

Alpha 2-1 Gilliamela apicola Frischella perrara Snodgrassella alvi
o = = §
Lactobacillus Firm-5 Bartonella apis Lactobacillus Firm-4 Bifidobacterium spp.

Fonte: Rodrigues et al. (2021).

Em um estudo pioneiro conduzido por Kwong et al. (2017) a microbiota intestinal de
abelhas corbiculadas (Apini, Bombini, Meliponini e Euglossini) de diferentes continentes foi
comparada. Detectou-se OTUs correspondentes ao género Snodgrassella em todas as espécies
de Apis e Bombus pesquisadas, bem como em 9 de 13 espécies de abelhas sem ferrdo. Da
mesma forma, Gilliamella, Bifidobacterium, Lactobacillus Firm-4 e Lactobacillus Firm-5 s&o
predominantes nas trés tribos eusociais (Apini, Bombini e Meliponini), sugerindo que parte da
comunidade microbiana intestinal de abelhas eussociais € composta por um conjunto central
de bactérias (core) bem estabelecidas e, portanto, adaptadas a este ambiente. Alguns filotipos
estudados parecem ser especificos, como por exemplo Bartonella apis e Frischella perrara
em abelhas Apis melifera, Bombiscardovia e Schmidhempelia em abelhas Bombus e
Acetobacter em abelhas sem ferrdo. Entretanto, esse estudo compreende um pequeno nimero

amostral de espécies das abelhas sem ferrdo, ndo representativo da diversidade do grupo, sendo
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apenas cinco de ocorréncia no Brasil, além de serem dados baseados em sequenciamento de
regides do gene 16s rRNA, ndo sendo realizado isolamento e cultivo de linhagens.

Diante do exposto, vale ressaltar que apesar de registrarmos uma das maiores
diversidade de meliponineos do mundo, de acordo com PEDRO (2014), séo poucos 0s estudos
relacionados a microbiota de abelhas sem ferrdo, ndo podendo ser afirmado a existéncia de
uma microbiota intestinal de abelhas “central” ou core, do inglés, como ja vem sendo

confirmado em abelhas do género Apis e Bombus.
2.4 Identificagdo de microrganismos

Os microrganismos outrora ndo detectados em testes bioquimicos agora podem ser
identificados via técnicas de biologia molecular (MADIGAN et al., 2016), ndo excluindo, no
entanto, 0os métodos convencionais jA consagrados e indispensaveis para validacdo de
resultados advindos de técnicas de alto desempenho.

As metodologias tradicionais dependentes de cultivo, baseadas no uso de condigdes
seletivas, permitem a recuperacdo de grupos microbianos especificos. Esses métodos séo
limitados para a real avaliacdo da diversidade microbiana (HUGENHOLTZ, 2002; ROMERO
etal., 2019). Entretanto estes métodos sdo usados para enriquecer uma amostra intestinal antes
da anéalise genémica. A selecdo ou direcionamento de espécies microbianas especificas €
possivel por meio da manipulacéo de diferentes variaveis, como fonte de carbono, elementos
presentes no meio de cultivo, concentragdes de carbono, nitrogénio, oxigénio e temperatura.
Abordagens baseadas em cultivo tornaram viavel a caracterizacdo genémica, morfoldgica e
bioquimica de todas as espécies principais da microbiota de abelhas Apis (OLOFSSON;
VASQUEZ, 2008; KESNEROVA et al., 2016; KWONG; MORAN, 2016; ROMERO et al.,
2018).

Para a identificacdo genotipica utiliza-se a amplificacdo molecular do gene 16S
ribossomal, por meio de da técnica de PCR e seu posterior sequenciamento. O gene 16
ribossomal estd entre as macromoléculas mais bem conservadas evolutivamente, tendo sua
sequéncia altamente conservada e presente na maioria das bactérias, e tendo variacdes 0
suficiente para identificar as maiorias dos géneros bacterianos (ROMERO et al., 2019). Suas
sequéncias podem ser usadas para medir distancias filogenéticas, mesmo entre 0s organismos
mais distintamente relacionados. As regides altamente conservadas permitem o alinhamento

das sequéncias, enquanto que as regides altamente variaveis oferecem grandes possibilidades
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para o desenho de sondas e primers universais, e estas podem ser usadas para identificacdo de
espécies (ENGEL et al., 2016; ROMERO et al., 2019).

Apenas o sequenciamento de regides do gene 16S rRNA nédo fornece informacdes
suficientes para a identificacdo de uma espécie, limitando os estudos a classificacdo de taxa na
hierarquia de género ou superior (SUNDQUIST et al., 2007). De acordo com Clarridge (2004)
e Romero et al. (2019), bactérias pertencem a mesma espécie se suas sequéncias apresentam
99,5% de similaridade ou mais e pertencem ao mesmo género se suas sequéncias apresentarem
entre 95 e 99% de similaridade. As comparacGes de sequéncias de RNAs ribossomais se
constituem numa ferramenta poderosa para deduzir relagdes filogenética evolutivas entre
bactérias (CLARRIDGE, 2004). Através da utilizacao de sequéncias de 16S rRNA é possivel
maior confiabilidade acerca de identificacdo de espécies bacterianas. Assim, o advento das
técnicas de reacdo da polimerase em cadeia (PCR) (SAIKI et al., 1988) e sequenciamento de
DNA (SANGER et al., 1977), bem como o incremento exponencial de dados de nucleotideos
disponiveis em bancos genéticos para a comparagdo de sequéncias como o GenBank® do
National Institutes of Health, e o banco de sequéncias 16S rRNA do The Ribosomal Database
Project — RDP, tém sido fundamentais a genotipagem acurada, ou até mesmo como uma
abordagem inicial na descoberta de novos microrganismos.

Todas essas técnicas trabalhadas em conjunto, permitem uma caracterizacdo mais
fidedigna da diversidade de microrganismos de um dado material. Desta forma, comunidades
bacterianas associadas ao intestino de abelhas podem ser acessadas por meio da associac¢do do

isolamento, cultivo e sequenciamento.

25 Enzimas

No interior da colmeia de abelhas sem ferrdo, os potes de alimento, repletos de pdlen
ou néctar, sofrem transformacGes na sua composicdo por intermédio de bactérias e leveduras
por processos fermentativos. Podendo-se considerar que os potes de alimentos nesses insetos
sdo verdadeiros pequenos biorreatores onde ocorrem inimeras reagdes enzimaticas. Portanto,
um potencial de descobertas de novas enzimas e processos (GILLIAM, 1990).

Enzimas sdo conhecidas industrialmente como biocatalisadores, sendo formadas por
longas cadeias de aminoéacidos com ligacOes peptidicas, sintetizadas por células vivas, atuando
em quase todas as reacdes quimicas do metabolismo dos organismos vivos; aceleram processos
e convertem assim, uma substancia conhecida como substrato, em outra denominada produto
(CHAPMAN et al., 2018).
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A producdo de enzimas é um vasto campo de estudo quando se trata de processos
biotecnoldgicos, devido a sua especificidade para as reacGes que catalisam (SAYALI et al.,
2013). Elas constituem um dos mais importantes grupos de produtos bioldgicos de necessidade
humana, possuindo varias aplicacBes nas mais diversas areas de processos industriais e
biotecnoldgicos, sendo ferramentas Uteis em analises clinicas, analises de alimentos, analises
quimicas, de contaminacdo ou poluicdo de ambientes (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO,
2004).

Entre as enzimas encontram-se as proteases, que Sse sobressaem devido sua
multifuncionalidade e por corresponderem com cerca de 60% do mercado de enzimas, sendo
utilizadas frequentemente em industrias de detergentes, couro, produtos farmacéuticos,
alimentos e biotecnologia (RAVEENDRAN et al., 2018).

As amilases clivam liga¢Bes glicosidicas interna da cadeia de amido produzindo
oligossacarideos mais curtos. Estas enzimas constituem uma classe de enzimas industriais que
cobrem cerca de 30% do mercado mundial de enzimas (GUPTA et al., 2003; WHITCOMB;
LOWE, 2007; AZAD et al., 2009), e séo de grande importancia no campo da biotecnologia,
encontrando aplicacBes em uma série de processos envolvendo téxteis, papel, detergentes e
indUstrias alimenticias (EL-FALLAL, et al., 2012; RANA; WALIA; GAUR, 2013).

As celuloses, um polissacarideo com parede celular composta por biomassa
lignocelul6sica, sendo polissacarideo mais abundante que auxilia como fonte renovavel de
carbono na producdo de produtos de valor agregado (ZHENG et al., 2016). As celulases
microbianas sdo produzidas principalmente por fungos e bactérias, que participam da quebra
polimérica de acUcares simples (SHAIKH et al., 2013). Essa enzima é amplamente usada para
a hidrdlise de celulose em varios empreendimentos biologicos como: papel, téxteis, lavanderia,
alimentos e ragdes, cerveja e industrias agricolas (JAYASEKARA; RATNAYAKE, 2019;
YUAN et al., 2016).

As lipases (triacilglicerol acilidrolase) uma enzima Gnica que pode catalisar varios tipos
de reacgBes, como hidrdlise, esterificacdo, alcoolise, etc. (SINGH; MUKHOPADHYAY,
2012). Séo consideradas excelentes biocatalisadores em numerosos processos industriais nas
mais diversas areas, tais como alimentos, processos farmacéuticos, formulacdo de detergentes,
oleoquimica, entre outras (GRBAVCC et al., 2007; FRANKEN et al., 2009).

Essas enzimas podem ser obtidas de animais, plantas e microrganismos, sendo este
Gltimo, um dos principais produtores devido as suas vantagens econdmicas e técnicas, além de
sua diversidade bioquimica e a possibilidade de manipulacdo genética (LAXMAN et al.,

2015). Assim, a crescente demanda por enzimas com especificidade e estabilidade ao pH, ions
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metéalicos, temperatura, compatibilidade com compostos detergentes como os surfactantes e
solventes organicos, continua a estimular a busca por novas fontes de enzimas (SAVITHA et
al., 2011).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar bactérias associadas ao intestino de abelhas sem ferrdo Scaptotrigona

polysticta e verificar quanto a producdo de enzimas de interesse industrial.

3.2 Objetivos especificos

a. Isolar bactérias intestinais associadas as abelhas sem ferrdo do género Scaptotrigona

polysticta;

b. Identificar por métodos morfoldgicos, bioguimicos e genotipagem molecular 0s

isolados bacterianos obtidos do intestino abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta;

c. Realizar a analise comparativa da microbiota do intestino de abelhas sem ferrdo

Scaptotrigona polysticta com a microbiota intestinal de outros Apidae;

d. Verificar a producdo enzimatica das bactérias isoladas (Amilase, Protease, Lipase e

Celulase).

e. Quantificar as enzimas produzidas por bactérias intestinais de abelhas sem ferrdo

Scaptotrigona polysticta.
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Esta dissertacéo foi dividida em trés capitulos:

I: Bactérias associada ao intestino de abelha de sem ferrdo Scaptotrigona polysticta

(Hymenoptera, Apidae, Meliponini);

Il: Atividade enzimética de bactérias intestinais de abelha de sem ferrdo Scaptotrigona

polysticta (Hymenoptera, Apidae, Meliponini);

I11: Determinacdo da atividade amilolitica e proteolitica de bactérias intestinais de abelha de

sem ferrdo Scaptotrigona polysticta (Hymenoptera, Apidae, Meliponini).
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RESUMO

As abelhas apresentam complexas interagcdes simbioticas com microrganismos, 0s quais em
troca de abrigo e alimento fornecem a seus hospedeiros uma série de beneficios, como
metabolizacdo de alimentos, desintoxicacdo, fornecimento de nutrientes essenciais, protecao
contra a invasdo por patdgenos, modulacéo do desenvolvimento e a imunidade. Essas relacdes
simbioticas muitas vezes sao essenciais para a sobrevivéncia destas abelhas. Considerando que
sdo poucos ou inexistentes estudos da microbiota intestinal de abelhas sem ferrdo, sendo
grande parte da literatura voltada para as abelhas Apis mellifera, além da Amazonia abrigar a
maior diversidade de meliponineos do mundo, o objetivo deste capitulo foi estudar as bactérias
que colonizam o intestino posterior das abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta, usando
métodos dependentes de cultivo e comparar os resultados com a microbiota intestinal de outras
abelhas. As abelhas foram coletadas de trés meliponarios, 20 individuos de abelhas de cada, e
a descricdo da microbiota intestinal da abelha Scaptotrigona polysticta foi realizada por meio
de métodos dependentes de cultivo, onde foram usados cinco meios de cultura: agar triptona
de soja (TSA), agar triptona de soja soja +5% de sangue desfibrinado (TSA + Sangue), agar
De Man, Rogosa e Sharpe (MRS), dgar Sabouraud dextrose (SDA), agar de cérebro coracédo
(BHI), em trés diferentes condicGes: aerdbica, anaerdbica e microaerofilico (5% CO3y), na
temperatura de 35 °C, sendo analisadas a cada 24 horas por 72 horas. Os isolados bacterianos
obtidos pelo cultivo dos intestinos posteriores da abelha Scaptotrigona polysticta foram
submetidos a identificacdo fenotipica (métodos bioquimicos) e identificacdo molecular pela
amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA, seguidos de analises filogenéticas dos
grupos bacterianos presentes. Foram obtidos um total de 110 bactérias no primeiro isolamento,
entretanto apenas 76 bactérias foram purificadas e identificadas. Sendo 27 tipos de bactérias
encontradas, onze familias, e trés filos bacterinas (Actinobactérias, Proteobactérias e
Firmicutes). As bactérias identificadas foram comparadas com as bactérias de outras Apidae,
onde foi observado que em abelhas Scaptotrigona polysticta ndo ha a presenca de nenhum
género bacteriano core estabelecido para Apis mellifera, como ja visto em outras espécies de
abelhas.

Palavras-Chaves: Bactérias intestinais, intestino posterior, insetos sociais, simbiontes.
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ABSTRACT

Bees have complex symbiotic interactions with microorganisms, which in exchange for shelter
and food provide their hosts with a series of benefits, such as food metabolism, detoxification,
supply of essential nutrients, protection against invasion by pathogens, modulation of
development and immunity. These symbiotic relationships are often essential for the survival
of these bees. Considering that there are few or no studies on the intestinal microbiota of
stingless bees, with a large part of the literature focused on Apis mellifera bees, in addition to
the Amazon being home to the greatest diversity of meliponis in the world, the objective of
this chapter was to study the bacteria that colonize the hindgut of stingless bees Scaptotrigona
polysticta, using culture-dependent methods and comparing the results with the gut microbiota
of other bees. The bees were collected from three meliponaries, 20 bee individuals each, and
the description of the intestinal microbiota of the bee Scaptotrigona polysticta was carried out
using culture-dependent methods, using five culture media: tryptone soybean agar (TSA) ,
tryptone soy soy agar +5% defibrinated blood (TSA + Blood), De Man, Rogosa and Sharpe
agar (MRS), Sabouraud dextrose agar (SDA), brain heart agar (BHI), in three different
conditions: aerobic , anaerobic and microaerophilic (5% CO2), at a temperature of 35 °C, being
analyzed every 24 hours for 72 hours. Bacterial isolates obtained by culturing the hind
intestines of the bee Scaptotrigona polysticta were subjected to phenotypic identification
(biochemical methods) and molecular identification by amplification and sequencing of the
16S rRNA gene, followed by phylogenetic analysis of the bacterial groups present. A total of
110 bacteria were obtained in the first isolation, however only 76 bacteria were purified and
identified. There are 27 types of bacteria found, eleven families, and three bacterial phyla
(Actinobacteria, Proteobacteria and Firmicutes). The identified bacteria were compared with
bacteria from other Apidae, where it was observed that in Scaptotrigona polysticta bees there
is no established core bacterial genus for Apis mellifera, as seen in other bee species.

Key words: Intestinal bacteria, hindgut, social insects, symbionts.
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1 INTRODUCAO

A polinizacdo é um dos mais importantes servicos prestados pelos insetos, com forte
impacto ecoldgico, econdémico e cultural. A manutencdo da diversidade genética nas
populacOes de plantas, a produtividade das lavouras e pomares para nutricdo humana e a
variedade floral no meio ambiente sdo inequivocamente asseguradas e satisfeitas por este
Servigo ecossistémico, cuja preservacao também depende da acdo humana (GILL et al., 2016).

As abelhas sdo os principais agentes polinizadores, e elas veem sendo afligidas por
uma série de fatores bidticos e abidticos que afetam a salde e a produtividade. Além de
patdgenos, pesticidas e falta de flores, cujas implicagbes na saude dos insetos foram
profundamente estudadas, as mudancas climaticas, perda de habitat e espécies invasivas estao
se tornando igualmente cruciais para a integridade da colmeia (POTTS et al., 2010; BOND et
al., 2014; GOULSON et al., 2015; PORRINI et al., 2016). Desta forma, estudar os fatores
relacionados a manutencdo desses polinizadores tornam-se de suma importancia.

A sua microbiota intestinal esta envolvida em varios processos fisiolégicos, como na
digestdo do pdlen, degradacéo dos metabdlitos das plantas, producédo de hormonios associados
ao desenvolvimento, desintoxicacdo de xenobidticos e defesa contra patdgenos
(KESNEROVA et al., 2017; RAYMANN; MORAN, 2018; WU et al., 2020; MORAN et al.,
2012). Sdo adquiridas logo apo6s a emersdo da abelha adulta por meio de interacGes sociais e
contato com o meio ambiente (KWONG; MORAN, 2016).

A maioria dessas bactérias vive em comunidades geneticamente diversificadas e
complexas sob condigdes naturais e, sua evolugéo e ecologia sdo ditadas por fatores ambientais
externos e interagdes microbianas internas (SHAPIRO; POLZ, 2014). No entanto, em abelhas
Apis, a microbiota parece ser especifica do intestino, independentemente da origem geografica
das abelhas amostradas, sua idade ou estacdo anual (KWONG et al., 2017; ROTHMAN et al.,
2018).

As bactérias da comunidade microbiana intestinal da abelha melifera pertencem aos
filos Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria (Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria) que compreendem mais de 95% das sequéncias de 16S rRNA
detectadas e sdo consideradas a bactéria intestinal central ou core, do inglés (COX-FOSTER
et al., 2007, KWONG; MORAN, 2016, MORAN et al., 2012, MARTINSON et al., 2011).
Além das bactérias centrais, uma diversidade de bactérias transitorias também é encontrada
nas abelhas e no ambiente da colmeia, que podem ser transmitidas por fontes ambientais
(MCFREDERICK et al.,, 2013). Entretanto, grande parte dos estudos sdo voltados
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conhecimento das comunidades intestinais de abelhas do género Apis, e poucos para abelhas
sem ferrdo, sendo esta ultima a mais diversa com mais de 500 espécies no mundo.

Sabendo disso, 0 objetivo deste capitulo foi isolar e identificar por meio de métodos
morfoldgicos, bioquimicos e genotipagem molecular as bactérias que colonizam o intestino
posterior das abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta, usando métodos dependentes de

cultura e comparar os resultados com a microbiota intestinal de outras abelhas.

2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho encontra-se cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen, no projeto intitulado Insetos e
microrganismos associados: genética, evolucao e potenciais biotecnoldgicos, da Universidade
Federal do Amazonas, sob o nimero de acesso A256E82.

Para auxiliar na compreensao foi desenvolvido uma esquematizacdo das principais

atividades desenvolvidas neste capitulo(Figura 5).
Figura 5. Fluxo de procedimento para a obtencdo, isolamento e identificacdo de bactérias do intestino de
Scaptotrigona polysticta.

Coleta de amostras de abelhas
Seaptotrigona polysticta.
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20% Agar Nutriente Agar Liria Bertani
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[ Identificagdo Fenotipica ] [ Identificagio Molecular J

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.1 Coleta de Material Bioldgico

Os individuos utilizados neste trabalho sdo provenientes de trés colonias de abelhas da
espécie Scaptotrigona polysticta, coletadas em diferentes lugares, nos municipios de Iranduba
e Cacau Piréra. A distancia entre cada colonia coleta foi medida. Da Col6nia 1 para a Colonia
2 sdo 13,57 Km de distancia, Colbnia 2 para a Colénia 3 sdo 13,05 Km e Colonia 3 para a

Colbnia 1, 2,87 Km de distancia, como mostrada na figura 6.

Figura 6. Mapa de localizacdo das trés coldnias de abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta.
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Fonte: Google Earth

A Colo6nia de abelha 1 é proveniente do Meliponarios da empresa Amazomel Produtos
e Servigos Apicolas, localizada na rodovia Manuel Urbano, zona rural de Iranduba-Am (Figura
7), a Coldnia de abelha 2 ¢ originaria do Meliponarios da empresa Amazomel Produtos e
Servicos Apicolas, rua Massaranduba, Bairro alto, Iranduba-Am (Figura 8) e a Colonia de

abelha 3 do Meliponéario Novo Tempo, Ramal do Janauary, Cacau Piréra-Am (Figura 9).
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Figura 7. Colénia 1: Meliponérios da empresa Amazomel Produtos e Servigos Apicolas, rodovia Manuel Urbano,
s/n, Iranduba-AM (3°10'56.3"S 60°07'12.7"W).

B

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 8. Col6nia 2: Meliponérios da empresa Amazomel Produtos e Servigos Apicolas, rua Massaranduba, s/n,
Bairro alto, Iranduba-Am (3°16'50.9"S 60°11'47.9"W).
A B : Y eid g i

IV

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 9. Col6nia 3: Meliponario Novo Tempo, Ramal do Janauary, s/n, Cacau Piréra-Am (3°12'12.0"S
60°06'16.2"W).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Para a obtencdo dos intestinos, foram coletados 20 individuos de abelhas campeiras de
cada coldnia, as quais foram dissecadas para a remocao dos intestinos posteriores. As abelhas
foram coletadas vivas e transferidas para frascos aerébicos esterilizados e identificados, onde
foram mantidas a uma temperatura de aproximadamente 4 °C e conduzidas ao Laboratério de
Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos da Amazonia, do Instituto Nacional de Pesquisas

da Amazonia — INPA V8 para posteriores procedimentos.

2.2 Dissecacdo dos Intestinos

As dissecagdes dos intestinos posteriores foram realizadas no Laboratério Ecologia e
Biotecnologia de Microrganismos da Amazénia — INPA V8. Antes do procedimento, as
abelhas foram lavadas com alcool a 70% por aproximadamente 30 segundos. A dissecacao foi
realizada com kit de dissecacdo entomoldgica previamente esterilizados, sendo que a cada
troca de amostras o material de procedimento foi esterilizado com alcool a 70% e flambado.
O intestino posterior foi retirado de cada abelha (Figura 10) e agrupados em pool por coldnia,
onde foi armazenado em 1000 ul solucdo PBS 1X em tubos criogénicos de 2000 pl com 350
uL de beads de vidro (Glass beads 0.5mm — cat# 11079.105) e submetido a 15 minutos de
vOrtex para a lise da parede intestinal.

Figura 10. Dissecacdo do intestino de abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polyticta.

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.3 Cultivo Bacterioldgico

O cultivo bacteriologico foi realizado utilizando os seguintes meios de cultura: agar
triptona de soja (TSA), agar triptona de soja +5% de sangue desfibrinado, agar De Man,
Rogosa e Sharpe (MRS), &gar infusdo de cérebro-coracdo (BHI), agar Sabouraud dextrose
(SDA), de acordo com as diretrizes de cultivo de microrganismo intestinais de abelhas Apis
mellifera descritos por Romero et al. (2019), na temperatura de 35 °C e nas seguintes

condic@es de cultivo: aerdbica, microaerofilico 5% CO,, anaerobicas.

2.3.1 Preparo de diluigOes seriadas e plagueamento

Apos lise da parede intestinal o sobrenadante foi homogeneizado com auxilio de um
misturador de ultra velocidade (Vortex GEHAKA) e a partir desta solucéo foi realizada uma
série de diluicOes até a ordem 107°. Duzentos microlitros de cada diluicdo foram semeados pela
técnica de spread plate nas superficies de cada meio (MRS, TSA, TSA+ 5% sangue
desfibrinado, SDA, BHI), com o auxilio de swabs estéreis. As suspensdes foram espalhadas
na placa a fim de se obter boa distribuicdo e isolamento bacteriano (BUSSE et al., 1996;
MADIGAN et al., 2016). As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35 °C em
diferentes condicGes: aerobica, microaerofilico 5% CO, (método da vela) e anaerdbicas
(Sistema GasPak EZ Incubating Container), sendo analisadas a cada 24 horas por 72 horas (3
dias) (BRASIL, 2013)

2.3.2 Contagem e selecdo de bactérias

Com o decorrer do tempo de incubagdo das culturas bacterianas, realizou-se a
contagem de bactérias totais e de morfotipos por placa e, posteriormente, a estimativa do
numero de Unidades Formadoras de Colonia por grama de amostra (UFC/g). Seguiu-se a
seguinte formula para os calculos: “[UFC/mL] = UFC observadas x fator de dilui¢do da placa
(mL)”, sendo o resultado expresso em poténcia de 10. Como critério, adotou-se a diluicao de
placas que obtiveram maior nimero de col6nias isoladas, tendo como principal critério
caracteristicas morfoldgicas distintas entre si tais como: borda, didmetro, brilho, elevacéo,

textura e cromogénese, as quais foram plaqueadas de modo a obter culturas axénicas.
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Apos selecdo, cada bactéria foi classificada de acordo com o cddigo explicitado na

Figura 11.
Figura 11. Cddigo de classificacdo bacteriana.
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Fonte: Elaborada pela autora.

2.3.3 Preservacdo Microbiana

Apbés a realizacdo da purificacdo os isolados bacterianos obtidos foram
homogeneizados em 1,5 mL de PBS com 20% de glicerol e, criopreservados em ultra freezer
a -80 °C em microtubos criogénicos, na colecdo de linhagens do Laborat6rio ecologia e
biotecnologia de microrganismos da Amazénia (INPA V8). Além disso, as bactérias foram
preservadas em tubos a vacuo contendo meio de cultura semi-sélido, Agar Luria Bertani e

Agar nutriente, mantidos em temperatura ambiente e a 4 °C.

2.3.4 Caracterizagdo Morfologica

A caracterizacdo morfologica macroscépica das bactérias foi realizada de acordo com
a metodologia empregada por Vincent (1970), Hungria e Araudjo (1994), Zilli et al. (2000) e
Prescott et al. (2004). Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: forma da col6nia (Circular
ou irregular), borda (regular ou irregular), a elevacéo foi observada inclinando a placa de petri
contra a luz (plana e elevada), densidade (transparente ou opaca), coloracdo, aparéncia da
col6nia (homogénea ou heterogénea). J& com relagdo ao muco, foram avaliadas conforme sua

aparéncia (homogénea ou heterogénea), tipo (viscoso, leitoso e seco) e quantidade do muco
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(pouco, moderado, muito) podendo esse critério ndo se aplicar em casos de mucos do tipo
seco.

Ja a caracterizacdo microscopica foi realizada pela analise morfotintorial através da
técnica de Gram, onde diferenciou-se as bactérias de acordo com as caracteristicas da parede

celular e morfologia geral.

2.4  Caracterizacdo Bioquimica

2.4.1 Catalase

A caracterizacao bioquimica foi realizada a partir do teste de catalase onde foi retirada
uma porgéo da cultura microbiana de crescimento de 24 horas, feito um esfregaco em lamina
microscopica e posteriormente foi adicionado uma gota de peréxido de hidrogénio (H20>) a
3%. A confirmacdo da presenca da catalase foi observada a partir da formacéo de bolhas de

ar, indicativo de teste positivo para catalise (MADIGAN et al., 2016).

2.4.2 KOH 3%

A reacdo de Gram direto foi realizada com hidroxido de potassio (KOH) 3%, com o
objetivo de confirmar o resultado obtido através da coloracdo de Gram. Em lamina
microscopica foi adicionado uma gota de KOH 3% e uma alcada bacteriana foi
homogeneizada. Como resultado, bactérias Gram-negativas apresentaram viscosidade devido
a dissolucgéo de sua parede celular, permitindo que seu DNA entra em contato com o reagente,
sendo considerada positivas no teste. JA as bactérias Gram-positivas nao apresentaram
viscosidade, pois as paredes celulares destas por serem mais espessas ndo foram lisadas, sendo
negativas para o teste (BRASIL, 2010; OLIVEIRA, 2000).

2.5 Anélises Moleculares

As analises moleculares foram realizadas no laboratério de Biologia Molecular —
ICB2/UFAM e no Centro Académico Multidisciplinar-CAM.
Os isolados bacterianos foram reativados em placa de petri, cada um em seu meio de

origem, e incubados por 48 horas a 35 °C. A extracdo do DNA foi realizada usando um Kit de
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isolamento de DNA gendmico de bactérias QlAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook
(QIANGEN Sample and Assay Technologies), seguindo as recomendacdes do fabricante. A
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), foi realizada a partir de oligonucleotideos iniciadores
de DNA (primers) desenhados com base nas sequéncias nucleotidicas que compdem as regides
variaveis V1 e V9 do gene bacteriano 16S rRNA (ROMERO et al. 2019). Os iniciadores
utilizados na reacdo sdo 27F-5-AGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3’; 907R-5’
CCGTCAATTCMTTTRRAGTTT - 3°, gerando fragmentos de ~880 pares de bases. A
amplificacao foi realizada em uma reagao de 25 pL contendo 2 ul. de DNA gendmico, 0,3 puL
de Taq DNA polimerase - Platinum® 5 U/uL, 1,25 pL de tampao de reagdo (10 x), 2,5 uLL de
dNTPs (2,5 mM cada), 2,5 pL de MgCl (50 mM), 0,5 pL de cada primer (10 uM) e 15,95 pLL
de agua Milli-Q estéril com a seguinte programacéo: 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos
de desnaturacdo a 94 °C por 30 s; anelamento a 55 °C por 30 s; extensdo a 72 °C por 40 s e
extensdo final a 72 °C por 5 min. Os amplicons foram confirmados por eletroforese em gel de
agarose a 0,8% (p/v), purificados com kit de purificacdo de bandas de gel PCR clean-up Gel
extraction (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) e sequenciados seguindo o protocolo
BigDye® V3.1 em um sequenciador ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA).

2.5.1 ldentificacdo taxondmica

As sequéncias obtidas foram avaliadas quanto a sua qualidade e alinhadas utilizando o
programa MEGA X (KUMAR et al., 2018). O alinhamento comparativo das sequéncias foi no
banco de dados do GenBank por meio da ferramenta BLASTn (ALTSCHUL, et al., 1990) do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), na qual foram consideradas

sequéncias do com no minimo >95% de identidade taxonémica.

2.5.2 Filogenia

A analise filogenética foi conduzida pelo programa MEGA X versdo 10.2.6 e 0 modelo
evolutivo utilizado foi realizado pelas inferéncias de Neighbor-Joining e as distancias
evolutivas foram calculadas usando o método de maxima verossimilhanca (SAITOU; NEI,
1987; TAMURA; NEI; KUMAR, 2004; KUMAR et al., 2018)

3 RESULTADOS
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3.1 Coleta, Isolamento e purificagdo

Os pools intestinais por coldnias foram plagueados em cinco meios de cultura (&dgar
MRS, agar TSA, agar TSA+ 5% sangue desfibrinado, &gar SDA, agar BHI), em triplicata, e
apos 48 horas foi realizado a contagem das Unidades Formadoras de Coldnia (UFC), como
mostrado na tabela 2. Os meios TSA, TSA+Sangue e BHI, renderam maior densidade
populacional bacteriana.

Foram obtidos um total de 110 bactérias no primeiro isolamento, tendo perda de 34
bactérias devido sensibilidade da mesma quanto técnica utilizada (dependente de cultura),

sendo 76 bactérias foram purificadas e identificadas.
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Tabela 2. Densidade populacional bacteriana expressa em UFC/g "t de amostra intestinal de abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta em diferentes meios de cultura.

Meio Col6nia 01 Col6nia 02 Colbnia 03
de Diluicbes . . - - L . - - s . - -
Cultura Anaerobico Microaerofilico Aerdbico Anaerobico Microaerofilico Aerdbico Anaerobico Microaerofilico Aerobico
101 8,1x10* 6,2 x 10° 5,6 x 10t 8,2 x 10° 8,2 x 10° 1,0 x 10* 1,5x 10° 2,1x10* 3,7 x 107
107 7,7 x10° 1,1 x 10° 1,3 x 10° 3,2x10* 1,3 x 10* 1,8 x 10* 3,1x10° 3,7x10° 1,6 x 10?
TSA 103 7,2 x10% 3,0x10° 1,5 x 10* 4,0 x 10* 3,3x10* 1,0 x 10* 5,4 x 10° 6,0 x 10° <1
104 <1 3,3x 10° <1 2,6 x 10* 1,3 x 10* 1,3 x 10* 1,8 x 108 1,5x10° <1
10-5 7,0 x 10° <1 6,6 x 10* <1 3,3x10% <1 2,3 % 106 8,0 x 10° <1
101 1,9 x 10* 51x10° 1,4 x 10? 1,0 x 10* 4,4 x 10° 7,3x10° 1,1 x 10° 1,0 x 10* 2,4 x 10*
TSA + 107 1,0 x 10° 1,3 x 10? 2,9x10° 1,8 x 10* 1,7 x 10* 1,3 x 10° 4,6 x10° 2,4 x10° 2,8 x10*
Sangue 103 2,4 x 10* 3,3 x 10? <1 2,8 x 10* 1,5x 10* 2,1x10* 5,4 x 10° 1,1 x 108 1,0 x 10°
10 3,3x10° <1 3,3x 108 2,3 x 10 4,3 x 10* 3,3 x 10 6,0 x 10° 1,6 x 108 6,6 x 10°
10-5 3,3x10* <1 <1 <1 3,3x10* 6,6 x 10* 1,7 x 108 1,0 x 108 <1
101 7,3 x 10* 8,0 x 10! 1,1 x 10? 9,5x 10° 4,9x10° 9,0x10° 9,5x 10* 3,7x10* 2,3 x 10*
107 1,9 x 103 5,2 x 10° 1,2 x 10° 79x10° 9,3x10° 1,1 x 10* 3,1x10° 2,0x10° 4,3 x 102
BHI 103 3,3x10° 7,7 x 10* 3,3x10? 1,9 x 10* 8,6 x 10° 4,0 x 10 2,6 x 108 8,2 x10° <1
104 2,6 x 10* 4,0 x 10* 3,3x 108 1,3 x 10* 1,3 x 10* 5,3 x10* 1,8 x 106 6,1 x 10° <1
10-5 1,6 x 10° 6,3 x 10° 3,6 x 10° <1 6,6 x 10* 3,3x10° 8,6 x 10° 5,0x10° <1
10t 2,5 x 102 1,2 x 102 2,0 x 10! 8,4 x 103 6,6 x 10° 7,1x 108 2,0 x 10! <1 3,3x10
107 8,6 x 102 4,0 x 10° 5,6 x 102 9,7 x 108 9,8 x 10° 8,9 x10° <1 <1 <1
MRS 103 <1 3,3x10° 3,3 x 10? 1,1 x 10* 9,6 x 103 3,8x10% <1 <1 <1
104 <1 <1 <1 3,3x10% 1,3 x 10 3,6 x10* <1 <1 <1
10-° <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
101 2,0 x 10* 4,6 x 10t 7,0 x 10t 1,5 x 10* 1,1 x 10* 1,5 x 10* 3,4 x 10° <1 <1
107 8,6 x 102 5,6 x 102 3,1x10° 1,9 x 10* 2,7 x 10° 1,4 x 10° <1 <1 <1
SDA 103 1,0 x 10° 1,6 x 10° 2,6 x 10° 9,1x10* 4,0 % 10° 3,6 x 10* <1 <1 <1
104 <1 <1 <1 3,3x10° 2,5 x10° 3,3x10° <1 <1 <1
10-5 <1 <1 <1 <1 <1 3,3x10* <1 <1 3,3x10°
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3.2 Caracterizacao dos isolados bacterianos

As bactérias obtidas dos isolamentos foram analisadas segundo as suas caracteristicas
macroscopicas e microscopicas com auxilio da técnica de coloracdo de Gram, que permite
direcionar o processo de identificagdo, como resultado foram obtidas trinta e quatro bactérias
Gram-negativas e quarenta e duas Gram-positiva (Tabela 3).

Da Colbnia 1 obteve-se dez bactérias isoladas em anaerobiose, oito bactérias em
microaerofilia e 11 bactérias em aerobiose. Sendo os meios de cultura com maior nimero de
microrganismos crescidos o &gar BHI, seguido de TSA+Sangue, e ndo se isolou
microrganismos em agar MRS. J& na Colbnia 2, foram obtidas 12 bactérias isoladas em
anaerobiose, 10 bactérias em microaerofilia e 15 bactérias em aerobiose, sendo o agar SDA o
gue obteve maior nimero de bactérias isoladas e 0 meio agar MRS o menor numero. Por sua
vez, da colbnia 3 obteve-se 0 menor nimero de microrganismos isolados, sendo 1 bactéria em
anaerobiose, 4 em microaerofilia e 5 em aerobiose, sendo 0 meio SDA o0 que obteve maior

numero de isolados bacterianos e agar MRS o menor nimero (Figura 12).

Figura 12. Quantitativo de coldnias obtidas frente as condi¢Ges e meios de cultivo bacteriano.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Identificacdo da Forma Borda Elevacio Densidade Cor Aparépc?a da Aparénciado Texturado Muco Coloragéo de Morfologia
amostra colbnia muco muco Gram

C1M1D2AN 1  Circular Regular  Plana  Transparente Creme Homogénea Homogénea Viscoso Pouco - Bastonetes
C1M1D5AN 2  Circular Regular  Plana  Transparente Salmon Homogénea Homogénea Viscoso Pouco + Bastonetes
C1M2D1AN 3  Irregular Regular  Plana  Transparente Creme Heterogénea Homogénea Viscoso ~ Moderado - Bastonetes
C1M2D1AN 4  Circular Regular  Plana Opaca Branca Heterogénea Homogénea Viscoso Pouco + Estafilococus
C1M2D1ANS5  Irregular Regular  Plana  Transparente Branca Heterogénea Homogénea Viscoso Pouco - Bastonetes
C1M3D2AN 6  Circular Regular  Plana  Transparente Creme Homogénea Homogénea Viscoso Pouco - Bastonetes
C1M3D2AN 7  Circular Regular  Plana  Transparente Creme Homogénea Homogénea Viscoso Pouco - Bastonetes
C1M3D2AN 8  Circular Regular  Plana  Transparente Creme Homogénea Homogénea Viscoso Pouco - Bastonetes
C1M3D2AN9  Circular Regular  Plana Opaca Branca Homogénea Homogénea Leitosa Pouco - Bastonetes
CLM5D1AN 10 Irregular Regular  Plana  Transparente Creme Homogénea Homogénea Viscoso Pouco + Bastonetes
C1M2D1IMI 11  Irregular lrregular  Plana Opaca Branca Heterogénea Heterogénea Viscoso Muito + Bastonetes
C1M2D1MI 12  Circular Irregular  Plana Opaca Creme Homogénea Homogénea Viscoso ~ Moderado - Bastonetes
CIM2D2MI 13 Circular Irregular ~ Plana Opaca Branca Homogénea Homogénea Viscoso Muito - Bastonetes
CIM3D1MI 14  Circular Regular  Plana  Transparente Creme Homogénea Homogénea Viscoso ~ Moderado + Bastonetes
C1M3D1MI 15  Circular Regular  Plana  Transparente Creme Homogénea Homogénea Viscoso ~ Moderado + Bastonetes
C1M3D1MI 16  Circular Regular Elevada Opaca Branca Homogénea Homogénea Viscoso ~ Moderado - Bastonetes
C1M5D1IMI 17  Irregular Irregular  Plana Opaca Creme Homogénea Homogénea Viscoso Pouco + Bastonetes
C1M5D1MI 18  Circular Regular  Plana Opaca Creme Homogénea Homogénea Viscoso Pouco + Bastonetes
C1IM1D1AE 19 Circular Regular Elevada Opaca Branca Homogénea Homogénea Viscoso Pouco + Diplococos
C1M2D2AE 20  Circular Regular  Plana  Transparente Creme Homogénea Homogénea Viscoso ~ Moderado - Bastonetes
C1IM1D2AE 21  Irregular Regular  Plana Opaca Creme Homogénea Homogénea Viscoso Pouco Bastonetes
C1IM2D1AE 22  Circular Regular  Plana Opaca Branca Heterogénea Homogénea Viscoso Pouco - Bastonetes
C1M2D2AE 23  Irregular Regular  Plana  Transparente Creme Homogénea Homogénea Viscoso Pouco + Cocos
C1M2D2AE 24  Circular Regular  Plana Opaca Branca Heterogénea Homogénea Viscoso Pouco - Bastonetes
C1M3D1AE 25 Circular Regular  Plana  Transparente Amarela ~ Homogénea Homogénea Viscoso Pouco + Cocos
CI1IM3D2AE 26  Circular Regular  Plana  Transparente  Rosa Homogénea Homogénea Viscoso Pouco + Bastonetes
C1IM3D2AE 27  Irregular Regular Elevada Opaca Creme Homogénea Homogénea Leitosa Pouco + Bastonetes
C1M3D2AE 28  Circular Regular  Plana Opaca Creme Homogénea NA Seca NA + Bastonetes
CIM5D2AE 29  Irregular Irregular  Plana Opaca Creme Homogénea Homogénea Viscoso Pouco - Bastonetes
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C2M1D2AN 30
C2M1D3AN 31
C2M2D2AN 32
C2M2D2AN 33
C2M2D2AN 34
C2M2D3AN 35
C2M3D3AN 36
C2M3D3AN 37
C2M3D3AN 38
C2M5D3AN 39
C2M5D3AN 40
C2M5D3AN 41
C2M4D2MI 42
C2M2D2MI 43
C2M2D4MI 44
C2M3D2MI 45
C2M3D2MI 46
C2M5D3MI 47
C2M5D3MI 48
C2M5D3MI 49
C2M4D1MI 50
C2M4D1MI 51
C2M1D3AE 52
C2M1D3AE 53
C2M2D3AE 54
C2M2D3AE 55
C2M3D2AE 56
C2M3D2AE 57
C2M3D3AE 58
C2M5D3AE 59

C2M5D3AE 60
C2M5D3AE 61

Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Irregular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular

Irregular
Regular
Irregular
Regular
Regular
Irregular
Irregular
Regular
Irregular
Regular
Regular
Regular
Regular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Regular

Regular
Regular
Regular

Plana
Plana
Plana
Elevada
Plana
Plana
Plana
Elevada
Plana
Elevada
Elevada
Plana
Elevada
Plana
Elevada
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Elevada
Plana
Plana
Plana
Elevada
Plana
Plana

Plana
Elevada

Transparente
Transparente
Transparente
Opaca
Opaca
Transparente
Transparente
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Transparente
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Transparente
Transparente
Transparente
Opaca
Transparente
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca

Creme
Creme
Creme
Branca
Creme
Creme
Creme
Creme
Creme
Branca
Creme
Branca
Branca
Creme
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Creme
Branca
Branca
Branca
Branca
Amarela
Branca

Creme
Branca

Homogénea
Homogénea
Homogénea
Heterogénea
Heterogénea
Homogénea
Heterogénea
Heterogénea
Homogénea
Heterogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Heterogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea

Homogénea
Homogénea
Homogénea

NA
Homogénea
NA
NA
Heterogénea
Homogénea
NA
NA
Homogénea
NA
Homogénea
NA
Homogénea
Heterogénea
NA
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
NA
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
NA
Homogénea
Homogénea

Seca
Viscoso
Seca
Seca
Viscoso
Viscoso
Seca
Seca
Viscoso
Seca
Viscoso
Seca
Leitosa
Leitosa
Seca
Viscoso
Viscoso
Viscoso
Viscoso
Viscoso
Viscoso
Viscoso
Viscoso
Leitosa
Seca
Leitosa
Viscoso
Leitosa
Leitosa
Seca
Leitosa
Viscoso

NA
Pouco
NA
NA
Pouco
Pouco
NA
NA
Moderado
NA
Pouco
NA
Pouco
Moderado
NA
Moderado
Moderado
Moderado
Pouco
Pouco
Pouco
Pouco
Pouco
Moderado
NA
Pouco
Pouco
Moderado
Moderado
NA

Pouco
Pouco

+ +

Bastonetes
Bastonetes
Bastonetes
Cocos
Bastonetes
Bastonetes
Bastonetes
Bastonetes
Bastonetes
Bastonetes
Bastonetes
Cocos
Cocos
Bastonetes
Cocos
Bastonetes
Bastonetes
Bastonetes
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Bastonetes
Bastonetes
Cocos
Bastonetes
Cocos
Bastonetes
Cocos
Cocos

Bastonetess
Bastonetes
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C2M4D2AE 62
C2M4D2AE 63
C2M1D2AE 64
C2M1D2AE 65
C2M1D2AE 66
C3M1D1AN 67
C3M1D2MI 68
C3M2D2MI 69
C3mM2D2MI 70
C3M5D1MI 71
C3M1D1AE 72
C3M2D4AE 73
C3M3D2AE 74
C3M3DI1AE 75
C3M4D1AE 76

Circular
Circular
Irregular
Irregular
Circular
Irregular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular

Regular
Regular
Irregular
Irregular
Regular
Irregular
Irregular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Irregular
Regular

Plana
Elevada
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada

Opaca
Opaca
Opaca
Transparente
Transparente
Transparente
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Transparente

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Creme
Creme
Azul
Azul
Azul
Amarela
Rosa
Branca
Branca
Creme

Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Heterogénea
Heterogénea
Heterogénea
Heterogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Heterogénea
Homogénea

Homogénea
NA
Homogénea
NA
Homogénea
Homogénea
Heterogénea
Heterogénea
Heterogénea
Heterogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
NA

Viscoso
Seca
Leitosa
Seca
Viscoso
VisSCcoso
Leitosa
Seca
Seca
Seca
Leitosa
Leitosa
Leitosa
Leitosa
Seca

Pouco
NA
Moderado
NA
Pouco
Pouco
Moderado
Moderado
Pouco
Pouco
Pouco
Pouco
Pouco
Pouco
NA

+ +

+ o+ o+ +

+ o+ o+ + + o+

Cocos
Cocos
Bastonetes
Cocos
Bastonetes
Bastonetes
Bastonetes
Bastonetes
Bastonetes
Bastonetes
Cocos
Bastonetes
Estafilococos
Bastonetes
Cocos

Fonte: Elaborado pela autora
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Para complementar as analises morfoldgicas foram realizadas provas bioquimicas,
utilizadas na rotina do laboratorio de microbiologia. Foram realizadas a técnica do KOH 3%,
para a confirmacdo do teste Gram das bactérias e o teste de catalase para verificacdo da
capacidade de decomposicdo de perdxido de hidrogénio (H202). Vinte e trés bactérias foram

catalase negativa e 53 bactérias catalase positiva (Tabela 4).

Tabela 4. Caracterizagdo bioquimica das coldnias bacterianas isoladas.
Identificacdo da amostra KOH 3% Catalase Identificacdo da amostra KOH 3% Catalase

C1IM1D2AN 1 - + C2M5D3AN 39 - +
C1M1D5AN 2 + + C2M5D3AN 40 - +
C1IM2D1AN 3 - + C2M5D3AN 41 + -
C1M2D1AN 4 + + C2M4D2MI 42 + -
C1M2D1AN 5 - + C2M2D2MI 43 - +
C1IM3D2AN 6 - + C2M2D4MI 44 + -
C1IM3D2AN 7 - + C2M3D2MI 45 - +
C1M3D2AN 8 - + C2M3D2MI 46 - +
C1M3D2AN 9 - + C2M5D3MI 47 - +
C1M5D1AN 10 + + C2M5D3MI 48 + -
CiM2D1MI 11 + + C2M5D3MI 49 + -
CiM2D1MI 12 - + C2M4D1MI 50 + -
CIM2D2MI 13 - + C2M4D1MI 51 + -
CIM3D1MI 14 + - C2M1D3AE 52 + +
C1M3D1MI 15 + - C2M1D3AE 53 - +
C1M3D1MI 16 - + C2M2D3AE 54 + -
C1M5D1MI 17 + + C2M2D3AE 55 - +
C1M5D1MI 18 + + C2M3D2AE 56 + -
C1M1D1AE 19 + - C2M3D2AE 57 - -
C1M2D2AE 20 - + C2M3D3AE 58 +

C1M1D2AE 21 - + C2M5D3AE 59 +

C1M2D1AE 22
C1M2D2AE 23
C1M2D2AE 24
C1M3D1AE 25
C1M3D2AE 26
C1M3D2AE 27
C1M3D2AE 28
C1M5D2AE 29
C2M1D2AN 30

C2M5D3AE 60
C2M5D3AE 61
C2MA4D2AE 62
C2M4D2AE 63
C2M1D2AE 64
C2M1D2AE 65
C2M1D2AE 66
C3M1D1AN 67
C3M1D2MI 68

+

+ o+ o+ o+
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C2M1D3AN 31 + C3M2D2MI 69 - +
C2M2D2AN 32 + C3M2D2MI 70 - +
C2M2D2AN 33 - C3M5D1MI 71 + +
C2M2D2AN 34 + C3M1D1AE 72 + +
C2M2D3AN 35 + C3M2D4AE 73 + +
C2M3D3AN 36 + C3M3D2AE 74 + -
C2M3D3AN 37 + C3M3D1AE 75 + +
C2M3D3AN 38 - + C3M4D1AE 76 + -

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3 Analise molecular dos isolados obtidos

A extracdo de DNA foi realizada e visualizada em gel de agarose 0,8%, como
exemplificado na Figura 13, utilizando 14 amostras como exemplo de uma extragdo bem
sucedida. Com as amostras extraidas pode-se seguir para a etapa de amplificacdo do gene 16S
rRNA.

Figura 13. Foto da extragdo DNA genémico em gel de agarose 0,8%.

Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 14 mostra que o resultado da amplificacdo do DNA de 22 amostras bacterianas
utilizadas neste trabalho, usando os oligonucleotideos P027F e 907R, que foram capazes de
amplificar de forma satisfatéria 0 DNA bacteriano. Apos, as amostras foram purificadas e

utilizadas para a reacdo de sequenciamento.
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Figura 14. Foto da amplificacdo do gene 16S rRNA por PCR em gel de agarose a 0,8%, mostrando o tamanh&o do
fragmento de 1,000 pb. Controle positivo (C+): E.coli ATCC 25922. (C-): 4gua deionizada. Marcador 1Kb
Bioscience (M).

Fonte: Elaborada pela autora.

A identificacdo molecular foi realizada com os 76 microrganismos isolados, a partir do
alinhamento comparativo entre espécies obtidos a partir do banco de dados do BLAST (Tabela
5). Foram encontrados 3 filos bacterianos: Actinobactérias, Proteobactérias e Firmicutes,
divididos em 11 familias bacterianas: Staphylococcaceae, Streptococcaceae, Enterococcaceae,
Bacillaceae, Corynebacteriaceae, Enterobactereriaceae, Erwiniaceae, Lactobacillaceae,
Microbacteriaceae, Micrococcaceae e Paenibacilaceae.  Pertencentes a familia
Enterobactereriaceae (41%), sendo esta a mais representativa, onde foram identificadas 18
bactérias do género Escherichia spp., 12 Enterobacter spp., 2 Klebsiella sp., 3 Kluyvera sp., 3
Morganella sp., 2 de Salmonella spp., e 1 uma Serratia sp. A segunda familia mais abundante
é Enterococcaceae (18%), com 14 bactérias do género Enterococcus spp. Seguido da familia
Bacillaceae (16%), com 12 bactérias do género Bacillus spp. Familia Paenibacillaceae (5%)
com 4 bactérias do género Paenibacillus spp., Familia Leuconostocaceae (5%) com 4 bactérias
Weissella sp. Familia Erwiniaceae (4%) com 3 bactérias Pantoea sp. Familia
Staphylococcaceae (3%) com 2 bactéria do género Staphylococcus spp. Familia
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Micrococcaceae (3%) com o género Micrococcus spp. Familia Corynebacteriaceae (3), 2
bactéria Corynebacterium sp., e 1% das familias Microbacteriaceae e Streptococcaceae com 1

bactéria, cada, Microbacterium sp. e Lactococcus sp, respectivamente (Figura 15).



Figura 15. Percentual de identifica¢cdo molecular do gene 16s rRNA por Filo,

Percentual de identficagio molecular (Género)

Micrococcus sp.
3%

Corynebacterium sp.| Microbacterium sp.

3% 1%

)

Bacillus sp.
16%
Salmonella sp.
3%
Klebsiella sp.
3% S

Lactococcus sp. / Paenibacillus sp.
1% 5%

Staphylococcus sp.
3%

Fonte: Elaborada pela autora.
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Das 11 familias estudadas foi possivel identificar 56 bactérias em nivel de espécie,
sendo 1 uma possivel Pantoea dispersa CLM3D2AN 7, que obteve apenas 41% de cobertura
com 98,33% de identidade e outra possivel Escherichia coli C2M5D3AN 39 com 75% de
cobertura e 97,57% de identidade e as demais obtiveram >95% de cobertura e identificacdo
taxonémica. Foram identificadas 20 bactérias a nivel de género, sendo duas bactérias do género
Salmonella sp. C3M2D2MI 69 e C3M2D2MI 70 com 99% de cobertura e 93,02%, 93,23% de
identificacdo, respectivamente, e o restante obteve cobertura e identificagdo taxonémica >95%
(Tabela 5).

Tabela 5. Identificagdo molecular dos microrganismos de acordo com identidade de sequencias via banco de dados
do GenBank por meio da ferramenta BLASTn do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Identificagdo da Microrganismo Cobertura ID (%) NuUmero de Acesso
amostra (%)
Ci1M1D2AN 1 Enterobacter cancerogenus 100% 99,76% MF457527.1
C1M1D5AN 2 Paenibacillus sp. 100% 99,76% OKO067440.1
C1M2D1AN 3 Enterobacter hormaechei 100% 99,88% CP083472.1
C1M2D1AN 4 Staphylococcus warneri 100% 100,00% MT642942.1
C1M2D1AN 5 Kluyvera ascorbata 99% 98,95% AP022665.1
C1M3D2AN 6 Enterobacter sp. 100% 90,95% JF513187.1
C1M3D2AN 7 Pantoea dispersa? 41% 98,33% KM402116.1
C1M3D2AN 8 Enterobacter sp. 99% 99,28% KM242536.1
C1M3D2AN 9 Enterobacter hormaechei 99% 99,30% CP083472.1
C1M5D1AN 10 Paenibacillus taichungensis 98% 99,08% JX010963.1
CiM2D1MI 11 Bacillus sp. 100% 99,88% KX622635.1
CiM2D1MI 12 Serratia marcescens 100% 100,00% MG516125.1
CIM2D2MI 13 Enterobacter hormaechei 99% 99,75% CP083472.1
CIM3D1MI 14 Paenibacillus sp. 98% 99,75% KJ725141.1
CiM3D1MI 15 Enterococcus sp. 100% 99,05% MK617519.1
C1M3D1MI 16 Enterobacter hormaechei 98% 97,12% KY859831.1
C1M5D1MI 17 Bacillus licheniformis 100% 99,36% MT487695.1
C1M5D1MI 18 Paenibacillus sp. 100% 99,75% KJ725141.1
Ci1M1D1AE 19 Lactococcus lactis 100% 99,76% MT645510.1
C1M2D2AE 20 Pantoea dispersa 100% 99,88% MH465010.1
C1M1D2AE 21 Enterobacter sp. 97% 98,96% KM242536.1
C1M2D1AE 22 Kluyvera ascorbata 96% 98,57% KT260530.1
C1M2D2AE 23 Enterococcus sp. 95% 99,76% MZ562888.1
C1M2D2AE 24 Kluyvera ascorbata 99% 98,70% KT260530.1
C1M3D1AE 25 Enterococcus termitis 96% 98,71% MT760127.1
C1M3D2AE 26 Bacillus sp. 100% 100,00% MT571639.1
C1M3D2AE 27 Microbacterium imperiale 95% 97,06% MT803959.1
C1M3D2AE 28 Corynebacterium nuruki 97% 99,51% MH429848.1
C1M5D2AE 29 Pantoea dispersa 100% 100,00% HM583993.1
C2M1D2AN 30 Morganella morganii 100% 99,76% CP068145.1
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C2M1D3AN 31
C2M2D2AN 32
C2M2D2AN 33
C2M2D2AN 34
C2M2D3AN 35
C2M3D3AN 36
C2M3D3AN 37
C2M3D3AN 38
C2M5D3AN 39
C2M5D3AN 40
C2M5D3AN 41
C2M4D2MI 42
C2M2D2MI 43
C2M2D4MI 44
C2M3D2MI 45
C2M3D2MlI 46
C2M5D3MI 47
C2M5D3MI 48
C2M5D3MI 49
C2M4D1MI 50
C2M4D1MI 51
C2M1D3AE 52
C2M1D3AE 53
C2M2D3AE 54
C2M2D3AE 55
C2M3D2AE 56
C2M3D2AE 57
C2M3D3AE 58
C2M5D3AE 59
C2M5D3AE 60
C2M5D3AE 61
C2M4D2AE 62
C2M4D2AE 63
C2M1D2AE 64
C2M1D2AE 65
C2M1D2AE 66
C3M1D1AN 67
C3M1D2MI 68
C3M2D2MI 69
C3M2D2MI 70
C3M5D1MI 71
C3M1D1AE 72
C3M2D4AE 73
C3M3D2AE 74
C3M3D1AE 75
C3M4D1AE 76

Escherichia coli

Bacillus licheniformis
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Morganella morganii
Bacillus sp.

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Enterococcus faecalis
Weissella paramesenteroides
Escherichia coli
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Escherichia coli

Klebsiella oxytoca
Enterococcus faecalis
Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides
Enterococcus faecalis
Bacillus sp.

Escherichia coli
Enterococcus faecalis
Escherichia sp.
Enterococcus faecalis
Klebsiella oxytoca
Micrococcus luteus
Enterococcus faecalis
Corynebacterium nuruki
Morganella morganii
Enterococcus faecalis
Weissella paramesenteroides
Escherichia coli
Enterococcus sp.

Bacillus sp.

Bacillus licheniformis
Bacillus sp.

Salmonella sp.

Salmonella sp.

Bacillus licheniformis
Micrococcus sp.

Bacillus infantis
Staphylococcus epidermidis
Bacillus sp.

Enterococcus faecalis

100%
100%
100%
99%
97%
91%
100%
99%
75%
99%
100%
100%
100%
99%
100%
100%
97%
100%
99%
99%
100%
100%
100%
100%
99%
99%
99%
100%
99%
98%
99%
100%
99%
100%
100%
98%
100%
100%
99%
99%
100%
100%
97%
99%
100%
98%

99,15%
99,38%
100,00%
99,31%
99,64%
96,04%
98,85%
99,17%
97,57%
99,53%
99,76%
99,29%
99,63%
100,00%
99,19%
99,30%
95,22%
99,88%
99,24%
99,24%
100,00%
99,06%
99,39%
100,00%
99.52%
99,60%
96,53%
99,88%
99,88%
99,87%
98,48%
99,76%
99,41%
99,14%
100,00%
99,66%
98,85%
100,00%
93,02%
93,23%
99,28%
99,88%
99,53%
98,52%
99,88%
99,32%

KM200314.1
MT487695.1
MT611694.1
CP053296.1
MN807694.1
MK757660.1
KP789334.1
CP025739.1
KP789329.1
HM584002.1
MT158863.1
MT613634.1
OK175786.1
MT211551.1
MT180571.1
CP069438.1
CP072914.1
MT611645.1
KX246785.1
KX246785.1
MT611694.1
0K325876.1
CP076305.1
OK135660.1
gi[2103567832|0K326499.1
MT611694.1
MK000711.1
MH669309.1
MT158863.1
MH429848.1
CP068145.1
KM609191.1
MH431814.1
KY367386.1
LC484732.1
HM543459.1
MK327813.1
MW092690.1
MT729821.1
MT729821.1
CP065943.1
MT634725.1
KT758480.1
MH447044.1
MN784678.1
MK333650.1

Fonte: Elaborada pela autora.
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Das bactérias identificadas a nivel de espécies, 20 foram espécies diferente, sendo
Escherichia coli a mais abundante, seguida de Enterococcus faecali. Além disso, foram
encontrados sete géneros ndo identificando a nivel de espécie as bactérias, sendo: Bacillus sp.,
Enterobacter sp., Enterococcus sp. Microcococcus sp., Escherichia sp., Salmonella sp.,
Paenibacillus sp., representados como outros na figura 16. Desta, foram encontrados 27 tipos

bacterianos diferentes, divididos em 20 espécies e 7 géneros.

Figura 16. Bactérias encontradas em intestino de abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta.
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Os 27 tipos bacterianos encontrados foram colocados e agrupados em mapa de calor
(heat map) para observar a abundancia dos microrganismos em cada (Figura 17). Neste grafico,
é possivel notar que a coldnia 1 obteve maior diversidade de microrganismos isolados, ja a
colbnia 2 obteve maior abundancia de microrganismos, sendo em maior quantidade as familias
Enterobactereriaceae e Enterococcaceae, enquanto a colénia 3 obteve menor diversidade e

abundancia.

Figura 17. Mapa (heat map) de calor dos 27 filotipos bacterianos mais abundantes - OTUs (Linha) e Coldnias de
abelhas (coluna).
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As médias dos tratamentos apresentados pela letra “a” (maior valor), as letras diferentes ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Cores chaves do histograma

Repetighes
0

0 2 4 6 8 10
Valores

Bactilus ngftnitis

Baciifus licheniformis
Bactilus sp.
Conynebacterium mmruki
Enterobacter cancerogenmis
Enterobacter hormaechei
Enterobacter sp.
Enterococcus jfaecalls
Enterococcus sp.
Enterococcus termitis
Escherichia coli
Escherichia sp.
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Lactococcus lactis
Microbacterium imperiale
Micrococcus luteus
Micrococcus sp.
Morganeila morganii
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Paenibaciiius taichiumngensis
Fantoea dispersa
Salmonella sp.

Serratia marcescens
Stapiylococcus epidermidi
Stapiplococcus warneri
Weissello paramesenteroides

Colénia 1 Colbnia 2 Colénia 3

Mapa de calor (heat map) a escala de cor varia de vermelho escuro ao amarelo claro, indicando a abundancia e
diversidade dos microrganismos presentes em cada col6nia de abelhas. Desse modo, a coloragdo vermelha escura
indica que um microrganismo esta mais presente em uma colénia do que em outra e, a maior variedade de tons de
vermelho indica maior diversidade por colénia.

Assim, os 27 tipos bacterianos foram agrupados em um conjunto de col6nias (Figura
18), onde é possivel notar quais as bactérias que elas compartilham entre si. O diagrama mostra
que as trés coldnias (C1, C2, C3) compartilham 2 bactérias, sendo elas Bacillus licheniformis e
Bacillus sp. Ja a col6nia 1 (C1) e col6nia 2 (C2) compartilham 4 bacteérias, sendo exclusivo 2
bactérias, Corynebacterium nuruki e Enterococcus sp. As colénias C1 e C3 compartilham 2 e
nenhum microrganismos exclusivo. J& a colénia C2 e C3 compartilham 3 bactérias, sendo

apenas 1 bactéria exclusiva dessas duas coldnias, Entererococcus faecalis.
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Figura 18. Diagrama de Venn-Euler com o nimero de fil6tipos compartilhados entre as trés coldnias de abelhas
estudadas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A arvore filogenética foi realizada utilizando o método de Neighbour-Joining e a
distancia evolutiva foi calculada pelo método de Maxima Verossimilhanca (Figura 19). A
andlise envolveu 76 sequéncias de nucleotideos, num total de 963 posi¢Ges no conjunto final.
Foi desenhada em escala, com os comprimentos dos ramos nas mesmas unidades das distancias

evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética.

Figura 19. Arvore filogenética das bactérias produtoras de pigmento isoladas do Intestino de abelhas sem ferrdo
Scaptotrigona polysticta.
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4 DISCUSSAO

Os insetos vivem em associacdo com VArios microrganismos por meio de interacGes
simbionticas, o que provavelmente contribuiu para seu sucesso evolutivo e adaptativo
(KWONG et al., 2017). Além disso, em insetos eussociais, essas interagdes simbiodnticas estdo
relacionadas a uma diversidade de beneficios ao hospedeiro, que em troca de abrigo e alimento,
obtem protecdo contra patdgenos, metabolismo de agucares toxicos, nutricdo, entre outros
(KE§NEROVA et al., 2017; RAYMANN; MORAN, 2018; WU et al., 2020; MORAN et al.,
2012).

Em abelhas a associagdo entre microrganismos e hospedeiro pode estar associada a
diversos fatores do estilo de vida, como: alimentacéo, reproducao e interacdes sociais (KHAN,
et al., 2020; KWONG; MORAN, 2016). A eussocialidade das abelhas pode estar diretamente
relacionada ao desenvolvimento e a manutencdo de uma microbiota core, como ja comprovado
para 0 género Apis, mostrando que ao longo dos anos esses microrganismos foram sendo
adquiridos e repassados aos seus descendentes por interagdes sociais entre as abelhas, o que
ndo € observado em insetos solitarios (MARTINSON et al., 2011; MCFREDERICK et al.,
2012; KWONG et al., 2017). Entretanto, essa teoria ndo € comprovada com as abelhas sem
ferrdo, havendo a necessidade de mais estudos que nos guie quanto a composi¢do do
microbioma de meliponini.

Neste trabalho nos concentramos em uma espécie de abelha sem ferrdo amplamente
distribuida na Amazénia legal, com grande valor social e econémico na meliponicultura,
Scaptotrigona polysticta, esta espécie até o momento ndo detém informagdes sobre sua
microbiota intestinal.

Aparentimente, nossos resultados sugerem que o ambiente ao qual as abelhas estdo
expostas podem afetar a microbiota bacteriana, particularmente na abundéncia e na diversidade,
0 que corrobora com os estudos conduzidos por Jones et al. (2017). De acordo com Yun et al.,
(2014), a composicao relativa de bactérias no intestino de insetos varia de acordo com 0s
habitats em que estdo inseridos. A floresta a amazdnica detém uma das maiores biodiversidade
do mundo, com uma flora extremante variada, com arvores de grande porte totalizando 2.5 mil
espécies e sdo mais de 30 mil espécies de plantas (MMA, 2019), o que acarreta uma diversidade
alimentar, pélen e néctar, portanto, uma maior abundancia floral para forrageamento, o que

pode direcionar a composicdo da comunidade intestinal bacteriana.
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A microbiota core descrita para a maioria das abelhas eussociais, (Gilliamella,
Bifidobacterium, Lactobacillus Firm-4 e Lactobacillus Firm-5, Snodgrassella, Frischella
perrara, Bartonella apis e Acetobacteraceae) ndo foi observada nesse estudo, por outro lado,
as familias relatadas ja foram descritas relacionados a abelhas, podendo ser encontrado em
larvas, intestino, tegumento, potes de mel, mel e em polén, como demonstrado na tabela 6
(KWONG; MORAN, 2016; ELLEGAARD et al., 2015; KWONG; MORAN, 2013; ENGEL;
KWONG; MORAN, 2013; KESNEROVA; MORITZ; ENGEL, 2016; CORBY-HARRIS et al.,
2014).

Tabela 6. Comparagdo das familias bacterianas encontradas no intestino de abelha sem ferrdo Scaptotrigona
polysticta com estudos da microbiota de abelhas.

Familia Género Origem Hospedeiros Referéncia
Corynebacteriaceae  Corynebacterium sp. :Qg;isntwlgr?tg Apis mellifera ANJUEAAeSt :ISI 22001185 AYO-
SApis
Micrococcaceae MiCrocoCCUs S Intestino e mellifera , ANJUM et al., 2018; AYO-
- tegumento  Apis mellifera FASASI, 2018.
Adansonii
MORAN et al., 2012;
Escherichia spp., SABREE; HANSEN;
Enterobacter spp., MORAN, 2012; CORBY-
Klebsiella sp., Intestino e Apis mellifera, HARRIS; MAES;
Enterobacteriaceae Kluyvera sp., tequmento Apis mellifera  ANDERSON, 2014; BUDGE
Morganella sp., g Adansonii et al., 2016; RAYMANN et
Salmonella spp., € al., 2018; AYO-FASASI,
Serratia sp. 2018; ANJUM et al., 2018;
LAKMAN et al., 2021
Intestino e . . ANJUM et al., 2018; AYO-
Staphylococcaceae Staphylococcus sp. tegumento Apis mellifera EASASI 2018
. . Intestinos e o EVANS; ARMSTRONG,
Bacillaceae Bacillus sp. larvas de Apis mellifera 2006: KHAN et al. 2020
abelhas ' N
. Apis mellifera AN et al, 2017: ANJUM
Enterococcaceae Entererococcus sp. Intestino jemenitica e et al. 2018
Apis mellifera N '
Microbacteriaceae Microbacterium sp. Intestino A?é;rgﬁiltl;z;ra KHAN et al., 2017

Mel e larvas de

Paenibacillaceae Paenibacillus sp. abelhas Apis mellifera GENERSH et al., 2006
Pélen, favos de
Erwiniaceae Pantoea sp. merleiénrflt_:tar Apis mellifera LONCARIC et al., 2009
armazenado
Pdlen, alimento
larval, favos de Melinona
. armazenamento 1P PRAET et al., 2015; NACIF-
Leuconostocaceae Weissella sp. de polén e seminigra e MARCAL, 2017
0€ PO Bombus sp. '
intestino de
abelhas.
Streptococcaceae Lactococcus sp. Pélen Melipona NACIF-MARCAL, 2017

seminigra
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Foi observado também a variancia na composic¢édo bacteriana nas coldnias estudadas. A
coldnia 1 foi coletada e analisada no periodo chuvoso, més de mar¢o, obteve maior diversidade
de bactérias intestinais, além de estarem recebendo suplementacdo alimentar com xarope de
acucar, quando comparadas as coldnias 2, que obteve maior abundancia de microrganismos e a
colbnia 3 que teve menor abundancia e diversidade de bactérias, essas foram coletadas na
transicdo do periodo chuvoso para o periodo seco (final do més de maio e inicio de junho,
respectivamente), e ndo estavam recebendo suplementagéo.

Na coldnia 1 foram encontradas as seguintes bactérias: Enterobacter cancerogenus,
Paenibacillus sp., Enterobacter hormaechei, Staphylococcus warneri, Kluyvera ascorbata,
Enterobacter sp., Pantoea dispersa, Paenibacillus taichungensis, Bacillus sp., Serratia
marcescens, Enterococcus sp., Bacillus licheniformis, Lactococcus lactis, Enterococcus
termitis, Microbacterium imperiale, Corynebacterium nuruki. Na colonia 2: Morganella
morganii, Escherichia coli, Bacillus licheniformis, Enterococcus faecalis, Bacillus sp.,
Weissella paramesenteroides, Klebsiella oxytoca, Micrococcus luteus, Corynebacterium
nuruki, Enterococcus sp., Bacillus sp. E na colbnia 3 as bactérias: Bacillus licheniformis,
Bacillus sp., Salmonella sp., Micrococcus sp., Bacillus infantis, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis.

De acordo com nossos resultados, atraves do grafico de Veen-Euler (Figura 18),
percebe-se que as espécies Bacillus licheniformis e Bacillus sp. foram encontradas nas 3
coldnias estudadas. J& as espécies Bacillus licheniformis, Bacillus sp, Corynebacterium nuruki
e Enterococcus sp., foram encontradas nas coldnias C1 e C2 sendo as duas Ultimas exclusivas
dessas coldnias. As colnias C1 e C3 compartilham apenas Bacillus licheniformis, Bacillus sp.
E por fim a col6nia C2 e C3 compartilham Bacillus licheniformis, Bacillus sp., Entererococcus
faecalis. Sendo assim, foram encontrados 27 tipos de bactérias que se diferiam entre género e
espécie, totalizando 11 familias.

A familia Bacillacea esta presente em todas as col6nias estudadas, sendo representada
pelo género Bacillus, que sdo bastdes gram-positivas, aerobicos facultativos, que apresentam
catalase positiva. Esse género ja foi detectado em intestino de abelhas, tendo cepas que em
estudos conseguiram inibir os patégenos de abelhas, causador da doenca de giz, Ascophaera
apis, além da inibicdo contra Paenibacillus larvae (EVANS; ARMSTRONG, 2006; KHAN et

al., 2020). Essas bactérias “ambientais” podem colonizar apenas o intestino da abelha de forma
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oportunista, mas, no entanto, podem ter papéis importantes a desempenhar na digestdo dos
alimentos ou no controle de patogenos (KHAN et al., 2020).

J& na familia Enterococcaceae, representada nesse estudo pelo género Entererococcus,
sd0 cocos gram-positivo, anaerdbicas facultativamente, catalase negativa (MANERO;
BLANCH, 1999). Este género foi observado nos estudos com abelhas Apis mellifera jemenitica
desenvolvidas por Khan et al., 2017, e com abelhas Apis mellifera e nos estudos de Anjum et
al., (2018).

Na familia Corynebacteriaceae temos a espécie Corynebacterium nuruki, bastonetes
gram-positivos, catalase positiva e aerobicas (COLLINS et al., 2004; SHIN et al., 2011). Este
género é amplamente distribuido na natureza e sdo em sua maioria inofensivos (COLLINS et
al., 2004), entretanto alguns incluem patdgenos, como Corynebacterium difteria e
Corynebacterium minutissimum e algumas espécies fermentativas de valiosa importancia
industrial, como Corynebacterium glutamicum, que cresce aerobicamente com uma variedade
de carboidratos e acidos organicos (GRANOK et al., 2002; DALAL; LIKHI, 2008; WAGNER
et al., 2012; ANDERSON et al., 2013; CORBY-HARRIS; MAES; ANDERSON, 2013; LEE
et al., 2016). Entretanto ndo ha estudos que correlacione Corynebacterium nuruki em intestino
de abelhas, mas, em abelhas do género meliferas do norte do Paquistéo foi relatado a presenca
de Corynebacterium sp. em sua microbiota intestinal (ANJUM et al., 2018).

Quanto a familia Paenibacillaceae, bastdes gram-positivos, anaerobicos facultativos,
representado pelo género Paenibacillus, sdo bactérias amplamente distribuidas em diversos
ambientes, como solo, aguas residuais, intestino de minhoca, amostras clinicas humanas,
sedimento marinho, composto e larvas de abelhas meliferas (YOON et al., 2005; MEEHAN,
BJOURSON, MCMULLAN, 2001; HORN et al., 2005; ROUX; FENNER; RAOULT, 2008;
LEE et al., 2013; UEDA; YAMAMOTO; KUROSAWA, 2013; GENERSCH et al., 2006).
Neste género encontra-se o patégeno de abelhas Paenibacillus larvae causador da foulbrood
em abelhas americanas (GENERSH, 2010; FUNFHAUS; EBELING; GENERSCH, 2018). E
neste estudo foi encontrado o género Paenibacillus e a espécie Paenibacillus taichungensis,
sendo este ultimo, bastdo gram positivo e catalase positiva, ainda ndo descrita em intestino de
abelhas, porém ja descrita em solos de acordo com estudo realizados por LEE et al., (2008).

J& a familia Erwiniaceae, neste estudo, representada pela espécie Pantoea dispersa,
gram-negativas em forma de bastonete, catalase positiva. O género Pantoea ja foram isolados
de uma variedade de ambientes de solo e 4gua, bem como em associacdo com diferentes
hospedeiros (WALTERSON; STAVRINIDES, 2015). Este género ja foi descrito em intestino
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insetos, exercendo papel na decomposicdo de substancias toxicas, fixacdo de nitrogénio,
nutricdo e digestdio (STAVRINIDES; NO; OCHMAN, 2010; SOOD; NATH, 2002,
MACCOLLOM et al. 2009).

Na familia Leuconostocaceae encontramos Weissella paramesenteroides bactérias
gram-positivas em forma de cocos, catalase negativa (LIBONETTI et al., 2019; BAUGH et al.,
2021). O género Weissella pertence a um grupo de bactérias acido-lacticas fermentativas (LBA)
comumente associadas a alimentos, e encontradas em pdlen, alimento larval e em favos de
armazenamento de polén e intestino de abelhas sem ferrdo Melipona seminigra e abelhas
Bombus sp. (PRAET et al., 2015; NACIF-MARCAL, 2017).

Foram encontradas bactérias do género Escherichia spp., Enterobacter spp., Klebsiella
sp., Kluyvera sp., Morganella sp., Salmonella spp., e Serratia sp. pertencentes a familia
Enterobactereriaceae. As cepas pertencentes a Enterobacteriaceae sdo frequentemente
associadas a doengas gastrointestinais em mamiferos (MAHNIC, et al., 2020; PILLA,
SUCHODOLSKI, 2020). Em abelha, estdo correlacionadas com a disbiose intestinal e coldnias
insalubres (KWONG; MORAN, 2016; BUDGE et al., 2016; RAYMANN et al., 2018;
LAKMAN et al., 2021).

As familias Staphylococcaceae e Micrococcaceae, foram representadas nesse estudo
pelas bactérias Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus warneri, Micrococcus sp. e
Micrococcus luteus. Este estudo ndo encontrou associacdo das espécies Staphylococcus
epidermidis e Staphylococcus warneri em intestino de abelhas, porém, foram encontradas
associacdes outras espécies Staphylococcus sp. em abelhas meliferas. Observamos também a
presenca no intestino de nossas abelhas estudadas as bactérias Micrococcus sp. e Micrococcus
luteus, encontradas também em abelhas Apis melliferas (ANJUM et al., 2018, AYO-FASASI,
2018).

Na familia Streptococcaceae encontramos Lactococcus lactis, bactéria anaerdbica
facultativa e cocos gram-positiva, originalmente isolada de plantas onde se acreditava estar
dormente, e s0 se tornou ativa e se multiplicou no trato gastrointestinal apos ser consumida por
ruminante (BOLOTIN et al., 2001). O presente estudo ndo encontrou associacao entre esse
microrganismo com o intestino de abelhas, porém Nacif-Marcal (2017) relata sua presenca no
polén coletado de ninhos de Melipona seminigra, dessa forma esse microrganismo pode ter sido
adquirido através de interacdes sociais e contato com material da coldnia.

Por fim, temos a familia Microbacteriaceae, representada neste estudo pela bactéria

Microbacterium imperiale, sdo bactérias bastdes gram-positiva, produtoras de catalase,
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aerobica, podendo sobreviver em baixas concentracdes em oxigénio (COLLINS; JONES;
KROPPENSTEDT, 1983). Este género, Microbacterium sp., ja foram relatadas em intestino
abelhas meliferas, porém a espécie M. imperiale, encontrada nesse estudo até o presente
momento n&o foi relatada em intestino de abelhas (KHAN et al., 2017).

5 CONSIDERACOES FINAIS

As coletas de abelhas sem ferrdo foram bem sucedidas e o cultivo dos intestinos permitiu
a identificacdo de 76 microrganismos, 0s quais se reunem em vinte e sete tipos bacterianos
(classificados em género e/ou espécie) e onze familias pertencentes a trés filos bacterinas.

As bactérias obtidas foram identificadas a nivel molecular pelo gene 16S rRNA e foi
possivel verificar que em Scaptotrigona polysticta, neste estudo, ndo houve a presenca de
nenhuma bactéria core (Gilliamella, Bifidobacterium, Lactobacillus Firm-4
e Lactobacillus Firm-5,  Snodgrassella,  Frischella perrara, Bartonella apis e
Acetobacteraceae) estabelecido para Apis mellifera e, como ja visto em outras espécies de

abelhas.
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RESUMO

Uma fonte de obtencdo enzimética ainda pouco explorada é microbiota intestinal de insetos.
As abelhas abrigam a maior parte da comunidade bacteriana na secdo distal de seu intestino,
essa microbiota é adquirida principalmente através de interagdes sociais e estdo envolvidas nos
processos conversao, fermentacao e/ou preservacdo o mel. O objetivo desse capitulo é verificar
o potencial de producdo de enzimas hidroiticas por isolados bacterianos obtidos do intestino de
abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta. Assim, as bactérias obtidas no capitulo | foram
testadas para producdo de proteases, amilases, lipases e celulases, através do o indice
enzimatico. Dos 76 isolados bacterianos, 26 apresentaram producdo de enzimas. Proteases e
amilases foram as enzimas mais produzidas, sendo selecionadas 17 bactérias promissoras para
producdo de enzimas hidroliticas. As abelhas sem ferrdo S. polysticta possuem uma microbiota
intestinal capaz de produzir enzimas hidroliticas, no entanto sdo necesséarios mais estudos para
compreender melhor como estas atuam, sendo indispensavel a otimizacdo das condicGes de
cultivo para melhor producédo dessas enzimas.

Palavras-chave: Enzimas, potencial de producdo, abelha sem ferréo, biotecnologia.
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ABSTRACT

An unexplored source of enzymatic obtainment is the intestinal microbiota of insects. Bees
harbor most of the bacterial community in the distal section of their intestine, this microbiota is
acquired mainly through social interactions and are involved in the processes of conversion,
fermentation and/or honey preservation. The aim of this chapter is to verify the potential of
hydrolytic enzyme production by bacterial isolates obtained from the intestine of stingless bees
Scaptotrigona polysticta. Thus, the bacteria obtained in Chapter | were tested for the production
of proteases, amylases, lipases and cellulases, through the enzymatic index. Of the 76 bacterial
isolates, 26 showed enzyme production. Proteases and amylases were the most produced
enzymes, with 17 promising bacteria being selected for the production of hydrolytic enzymes.
S. polysticta stingless bees have an intestinal microbiota capable of producing hydrolytic
enzymes, however further studies are needed to better understand how they work, being
essential to optimize the cultivation conditions for better production of these enzymes.

Keywords: Enzymes, production potential, stingless bee, biotechnology.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a maior parte das enzimas utilizadas é importada, embora possua uma enorme
potencial para produzi-las. Potencialidade essa, demonstrada por sua grande diversidade
bioldgica pouco estudada, que possibilitaria a obtengdo de novos organismos de interesse
biotecnolégico e pela quantidade de matéria orgénica que poderia ser utilizada como substrato
de baixo custo para as fermentacdes (BON et al., 2008).

Uma dessas fontes de obtencdo enzimatica sdo 0s microrganismos provenientes da
microbiota intestinal de insetos. Esses microrganismos apresentam caracteristicas Unicas no
sentido de que podem prosperar no ambiente hostil do intestino, resistindo a extremos de pH e
composicdo idnica, caracteristicas esses importantes para a producdo de enzimas (CASH,;
HOOPER, 2005).

Esses microrganismos contribuem para a reproducgéo de insetos, nutricdo, producédo de
feromdnios, degradacdo de pesticidas, desintoxicacdo de aleloquimicos vegetais e exclusdo
competitiva, possuindo propriedades metabdlicas que estdo ausentes nos insetos (KHAN et al.,
2020; LUNDGREN; LEHMAN, 2010). Nos cupins, por exemplo, foi observado que a
microbiota bacteriana intestinal secreta celulases e lignases que fornecem glicose e acidos
graxos ao hospedeiro como fonte de energia (BREZNAK; BRUNE, 1994). Em insetos como
Helicoverpa armigera foi observado a existéncia de Bacillus subtilis RTSBA 6, isolados do
intestino, produtor de proteases que podem estar, provavelmente, auxiliando o hospedeiro na
digestdo de alimentos proteicos e adaptacdo a inibidores de protease de plantas hospedeiras
(SHINDE et al., 2012).

As abelhas, assim como na maioria dos animais, abrigam a maior parte da comunidade
bacteriana na secdo distal do intestino (ileo e reto), isso se da devido a presenca abundante de
alimentos ndo digeridos pelo hospedeiro, depositados nessa regido, tornando-se fontes
acessiveis de energia, carbono e nitrogénio disponiveis para a microbiota, formando o lar de
uma comunidade relativamente simples, porém altamente especifica (BONILLA-ROSSO;
ENGEL, 2018). Estes microrganismos utilizam principalmente carboidratos complexos com
substrato para a sua sobrevivéncia, sendo o pdlen e o néctar os principais componentes da dieta
das abelhas e principal fonte de aminoacidos, gordura, vitaminas e minerais (FRIAS et al.,

2016). A maioria desses nutrientes é absorvida no intestino médio do hospedeiro, deixando
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apenas 0s compostos complexos para serem digeridos pela comunidade microbiana intestinal
no intestino posterior (ZHENG et al., 2018).

Os microrganismos intestinais sdo adquiridos principalmente através de interacGes
sociais, atraveés da alimentacdo boca a boca, boca anus, contato com fezes frescas,
forrageamento e contato com material da colmeia (ONCHURU et al., 2018; KHAN et al.,
2020). Dessa forma esses microrganismos intestinais também estdo presentes no ambiente de
colmeia, e envolvidos nos processos fermentativos do mel. GILLIAM et al. (1990), observou
que esses microrganismos presentes no mel de abelhas sem ferrdo Melipona fasciata
conseguiam secretar enzimas proteoliticas, glicoliticas e lipoliticas, sendo responsaveis por
converter, fermentar e/ou preservar o mel. Dessa forma, cré-se que microrganismos intestinais
também possuam a capacidade de producéo de enzimas.

Assim, apesar da grande variedade existente de enzimas e seus substratos no mercado
mundial, é necessaria a realizacdo de estudos que busquem novas enzimas com diversas
aplicabilidades. Desta forma, o objetivo desse capitulo € identificar enzimas produzidas por

isolados bacterianos obtidos do intestino de abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Ensaio Enzimatico Semiquantitativo

Os cento e vinte e um isolados bacterianos obtidos no capitulo 1, foram avaliados quanto
ao potencial de producdo das seguintes classes de enzimas hidroliticas: proteases, amilases,
celulases e lipases. Para a verificacdo do potencial enzimatico, os isolados bacterianos foram
repicados em meio Luria Bertani e incubados a 35 °C, até o aparecimento de células bacterianas.
Todas as bactérias foram cultivadas em aerobiose a fim de verificar a tolerancia a oxigénio das
bactérias anaerdbicas e microaerofilicas. Cada ensaio enzimético foi realizado em quadruplicata
e a producdo enzimatica foi considerada positiva quando houve a formacédo de halos ao redor
das coldnias.

Os halos e as coldnias foram medidos com o auxilio de um paquimetro digital (mm) e
aqueles que apresentaram indice Enzimatico (I.E) > 2,0 foram considerados como tendo

potencial biotecnoldgico. Para o célculo do I.E, o didmetro médio dos halos de degradacéo (dh)
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foi dividido pelo diametro médio das coldnias (dc), representado na equacdo I.E = dh/dc
(HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975; LEALEM; GASHE, 1994).

2.1.1 Proteases

A avaliacdo da producdo de proteases por isolados bacterianos intestinais de abelhas foi
realizada a partir do crescimento das mesmas em placas de Petri contendo meio de cultura a
base de leite em pd desnatado 2 g/L (Itambé®) e gelatina sem sabor 1 g/L (ROYAL®), como
fontes proteicas, 2 g/L de extrato de levedura e 15 g/L de agar, com pH 7. (HANKIN;
ANAGNOSTAKIS, 1975). As placas foram incubadas a 35 °C por 48 horas e a atividade
enzimatica foi visualizada a olho nu pela formacéo de halo de degradacéo dos polimeros, o qual

gera um contraste de cor ao redor da colonia.

2.1.2 Amilases

A atividade amilolitica foi verificada por meio do crescimento dos isolados bacterianos
em placas de petri contendo meio &gar-LB modificado composto por 2,5 g/L de peptona, 1,25
g/L de extrato de levedura, 1,25 g/L de NaCl, 15 g/L de agar, enriquecido com 10 g/L de amido
soltvel, pH 7.0. As placas foram incubadas a 35 °C por 48h, sendo a atividade enzimatica
verificada por meio da formacéo de halos de degradacéo do polimero, revelados por coloracéo
com vapor de iodo (modificado de ASTOLFI-FILHO et al., 1986).

2.1.3 Lipase

Para a producéo de lipases foi usado meio cultura composto por 3 g/L de peptona, 2 g/L
de extrato de levedura, 2 g/L fosfato de potassio dibasico, 2 g/L cloreto de célcio, 1 g/L Sulfato
de magnésio, 10 g/L polissorbato, 80, 2 mg/L de rodamina B, 18 g/L de agar e 20 g/L de Azeite
de Oliva Extra Virgem (Terrano®), pH 8. As placas foram incubadas durante 7 dias e a
avaliacdo do surgimento de halos de inibi¢do enzimética foram avaliadas a olho nu (KOUKER;
JAEGER, 1987).

2.1.4 Celulase



85

A atividade celuloliticas foi avaliada em meio de cultura LB modificado composto por
1,7g/L de peptona, 0,8 g/L de extrato de levedura, 0,8 g/L de NaCl, 15 g/L de &gar, enriquecido
com 10 g/L de carboximetilcelulose (CMC, ACROS ORGANIC), pH 7. As placas foram
inoculadas e incubadas a 35 °C por 7 dias, apds esse periodo a formacao dos halos de degradagéo
enzimatica foi avaliada. A revelacdo do halo de degradacdo do polimero foi realizada a partir
da incubacéo das placas cotendo 10 mL de solucéo corante de vermelho Congo (1%) em tampé&o
Tris HCI 0,1 M, pH 8,0, ap6s 30 min a solucdo foi descartada e as culturas bacterianas foram
lavadas com 5 mL de solucdo de NaCl 0,5 M, por 5 min (TEATHER; WOOQOD, 1982).

3 RESULTADOS

O potencial de producdo de enzimas hidroliticas (proteases, amilases, lipases e
celulases), dos 76 isolados bacterianos foi avaliado a partir da visualizacdo de halos de
degradacéo de polimeros. Os resultados obtidos demonstram que 26 dos isolados realizaram ao
menos dois tipos de atividade enzimatica, enquanto que 50 isolados ndo apresentou qualquer
potencial enzimatico.

Dos isolados bacterianos que se repetem em duas das quatro enzimas hidroliticas
investigadas encontram-se: Bacillus sp. CIM2D1MI 11, Bacillus sp. CIM3D2AE 26, Bacillus
sp. C2M1D2AE 66, Bacillus sp. C3M1D2MI 68, Bacillus infantis C3M2D4AE 73,
Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76 (protease e amilase) e Staphylococcus epidermidis
C3M3D2AE 74 (protease e lipase). Assim, do total de 26 isolados bacterianos que apresentaram
producdo de enzimas, 52% deles exibiram atividades proteoliticas, 42% amiloliticas, 6%
lipidicas e nenhum demonstrou a habilidade de degradar celulose (Figura 20).

Figura 20. Potencial de produgdo de enzimas hidroliticas por isolados bacterianos analisados.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A producdo geral de enzimas extracelulares pelos isolados é apresentada na Tabela 7.
Proteases e amilases foram as enzimas mais produzidas e com maiores indices enzimaticos
(1.E), enquanto que a producéo de lipases foi menor (1.E < 2,0).

Nos resultados apresentados na Tabela 7, observa-se que as bactérias testadas exibiram
variacdo quanto ao potencial de producdo enzimatica, destacando-se a atividade proteolitica,
que apresentou maior numero de isolados com indices > 2,00, sendo eles: Enterococcus faecalis
C3M4D1AE 76 com I.E = 5,30; Enterococcus faecalis C2M5D3MI 48 e Enterococcus faecalis
C2M4D1MI 51 L.E = 4,18; Enterococcus faecalis C2M2D4MI 44 |.E = 4,11; Enterococcus
faecalis C2M2D3AE 54 |.E = 4.06; Enterococcus faecalis C2M5D3AN 41 |I.E = 4,04;
Escherichia coli C2M3D2MI 45 1.E = 4,01; Enterococcus faecalis C2M5D3AE 59 |.E = 3,78;
Enterococcus faecalis C2M3D2AE 56 |.E = 3,53; Weissella paramesenteroides C2M4D2AE
63 I.E = 3,46; Enterococcus faecalis C2M2D2AN 33 |.E = 3,00; Bacillus infantis C3M2D4AE
73 |I.E = 2,45; Bacillus sp. C3M1D2MI 68 I.E = 2,32; Bacillus sp. CIM3D2AE 26 |.E = 2,29;
Bacillus sp. CIM2D1MI 11 L.E = 2,21 e Staphylococcus epidermidis C3M3D2AE 74 |.E =
2,02. Verificou-se ainda que o isolado Bacillus sp. C2M1D2AE 66, apresentou producéo
enzimética (1.E = 1,45), ndo conseguindo alcancar o I.E >2,00.

Quanto ao potencial de producdo de amilases, destacaram-se os isolados (I.E > 2,00):
Bacillus sp. CIM3D2AE 26 |.E =4,39; Paenibacillus sp. CIM1D5AN 2 L.E = 4,30; Bacillus
sp. CLIM2D1MI 11 L.E = 2,17 e Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76 |I.E = 2,04. Os isolados
Bacillus infantis C3M2D4AE 73 |I.E = 1,77; Escherichia coli C2M1D3AE 53 |.E = 1,76;
Micrococcus luteus C2M3D3AE 58 I.E = 1,67 e Escherichia coli C2M5D3AN 39 I.E = 1,63,
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apresentaram indices enzimaticos intermediarios apresentando valores muito préximos a 2,00,
porem ndo sao considerados considerados como potenciais produtores de enzima e,
Micrococcus sp. C3M1D1AE 72, Bacillus sp. C3M1D2MI 68, Enterobacter sp. CLM1D2AE
21, Bacillus sp. C3M3D1AE 75, Bacillus sp. C2M1D2AE 66 e Escherichia sp. C2ZM2D3AE
55 se demonstraram producdo enzimatica inferior, variando de 1,34 a 0,82 (1.E).

Ja os dois isolados que apresentaram atividade enzimatica para lipase: Staphylococcus
warneri CLIM2D1AN 4 |.E = 1,75 e Staphylococcus epidermidis C3M3D2AE 74 |.E = 1,56,
embora tambem tenham apresentado valores intermediarios, ndo alcangaram o o valor
determinado como critério do indice enzimatico.

Com excecdo de alguns isolados bacterianos que ndo cresceram em meios de cultura
especificos: Bacillus licheniformis C3M1D1AN 67 (protease), Bacillus sp. C3M1D2MI 68
(celulase), Salmonella sp. C3M2D2MI 69 (amido, protease e celulase) e Bacillus licheniformis
C3M5D1MI 71 (protease, lipase e celulase), todos os demais isolados cresceram nos quatro
diferentes meios de cultura, porém ndo produziram halos de degradacdo. Sugerindo que
produziram apenas a quantidade necessaria da enzima para 0 seu crescimento no meio de
cultura. Na Figura 21, é possivel observar as colbnias crescidas nas quatro diferentes fontes

enzimatica e a producéo de halos de degradacdo para protease, amilase e lipase.

Figura 21. Teste semiquantitativo de producdo de enzimas hidroliticas pelas bactérias isoladas de intestinos de
abelhas sem ferrdo: (A) protease = Enterococcus faecalis C2M5D3AE 59; (B) amilase = Bacillus sp. CIM3D2AE
26 (C) lipase = Bacillus sp. CIM2D1MI 11e (D) celulase = Bacillus sp. CSM3D1AE 75.

Bacillus sp.
CIM3D2AE 26

A Enterococcus faecalis B
C2MSD3AE 59 3

T o R
Bacillus sp. . Bacillus sp.
CIM2DIMI 11 C3M3DIAE 75

Fonte: Elaborada pela autora.
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Conforme os resultados expostos, foi possivel selecionar 16 isolados bacterianos com
potencial biotecnoldgico para producdo de proteases (Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76,
Enterococcus faecalis C2M5D3MI 48 e Enterococcus faecalis C2M4D1MI 51, Enterococcus
faecalis C2M2D4MI 44, Enterococcus faecalis C2M2D3AE 54, Enterococcus faecalis
C2M5D3AN 41, Escherichia coli C2M3D2MI 45, Enterococcus faecalis C2M5D3AE 59,
Enterococcus faecalis C2M3D2AE 56, Weissella paramesenteroides C2M4D2AE 63,
Enterococcus faecalis C2M2D2AN 33, Bacillus infantis C3M2D4AE 73, Bacillus sp.
C3M1D2M1I 68 Bacillus sp. CLM3D2AE 26, Bacillus sp. CLM2D1MI 11 e Staphylococcus
epidermidis C3AM3D2AE 74) e, quatro isolados com potencial para producdo de amilases
(Bacillus sp. CLM3D2AE 26, Paenibacillus sp. CLM1D5AN 2, Bacillus sp. CIM2D1MI 11 e
Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76). Os isolados Bacillus sp. CLM3D2AE 26, Bacillus
sp. CIM2D1MI 11 e Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76 foram os de maior diversificacdo
enzimatica, produzindo simultaneamente, [.LE > 2,00 para protease e amilase. Ao todo foram
selecionadas 17 bactérias que serdo mais detalhadamente estudadas no Capitulo 3, deste
trabalho.



Tabela 7. Teste semiquantitativo de producdo de enzimas hidroliticas pelas bactérias isoladas de intestinos de abelhas sem ferréo.
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e ) Protease Amilase Lipase Celulase

Identificacdo Bacteriana
sxndh **dc  |*1LE|  Dh dc IE dh Dc LE | dh dc IE

Enterobacter cancerogenus
opreropacter ¢ 0,00 6024099 |000| 000 |421+030|000] 000 | 6244092 |0,00|000|671+071 |0,00
Paenibacillus sp. CLMIDSAN 2 0,00 503+047 |000]|1871+182| 4354061 |430| 000 | 4524038 |0,00|000| 546034 |0,00
Enterobacter hormaechei 22,10 + 33,52 +
e 0,00 Toos 000 000 |532:011]000| 000 | 14972628 [000/000) S2o5F 0,00
Staphylococcus warneri 16,41 + 10,42 +
S MDIAN 4 0,00 7232224 (000 000 | 444%037 |000| ‘OOLF | 936067 |175]000| 992 000
Kluyvera ascorbata CIM2D1AN 5 0,00 1119+303 [000| 000 |586+035|000| 000 |11,95+396 |0,00 0,00 161'3561 0,00
Enterobacter sp. CIM3D2AN 6 0,00 9057+424 |000| 000 |350+030 (000 000 | 12,18+475 |0,00]|0,00 1‘§i‘éi 0,00
Pantoea dispersa C1IM3D2AN 7 0,00 11,14+283 [000| 000 |609+102|000| 000 |1137+159 |0,00 0,00 1?";21 0,00
Enterobacter sp. CIM3D2AN 8 0,00 7024206 |000| 000 |497+042 000 0,00 6,00 +1.23 | 0,00 | 0,00 122'157; 0,00
Enterobacter hormaechei
e o 0,00 7004148 |000| 000 |561+034|000] 000 | 660+090 |0,00|000|776%154 |0,00
Paenibacillus taichungensis
e 0,00 817+108 |000| 000 |898+050|000| 000 | 7.46+078 |0,00|000|843+109 |0,00
Bacillus sp. CIM2D1MI 11 3299+129 | 1492082 |2.21|1471£129| 679+081 |217| 000 | 8.93+046 |0,000,00] 895046 |0,00
Serratia marcescens CIM2D1MI 12 0,00 565+021 |000| 000 |519+021|000| 000 | 550+015 |0,00]|000| 580016 |0,00
Enterobacter hormaechei
Serobacter 1 0,00 7674067 |000| 000 |872+035|000| 0,00 817 0.24 |0,00|0,00| 7,92+ 0,74 | 0,00
Paenibacillus sp. CIM3DIMI 14 0,00 5204039 |000| 0,00 1‘;'?181’-' 000 000 | 495+037 0,00 0,00] 495+039 000
Enterococcus sp. CIM3DIMI 15 0,00 3124043 |000| 000 |299+034|000| 000 | 363+024 |000]|000| 287+031 0,00
Enterobacter hormaechei 14,68 + 19,28 +
oeropacter 0,00 1720+232 [000| 0,00 1o ooo| 000 | 14712260 [000(000 To21F 0,00
f;‘c'”us licheniformis C1M5DIMI 0,00 9204014 |000| 000 |920+014 |000| 000 | 9094023 |0,00|000|911+024 |0,00
Paenibacillus sp. CLM5D1MI 18 0,00 2604014 |000| 000 |260+014|000| 000 | 2644012 |0,00|000| 258010 |0,00
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Lactococcus lactis CIMIDIAE 19 0,00 1423+037 [000| 0,00 1‘823?;* 000 000 |1455+032 0,00 0,00 1‘8‘;%* 0,00
Pantoea dispersa CLM2D2AE 20 0,00 154+012 [000| 0,00 1,80+0,36 |0,00| 0,00 1,70+ 0,05 |0,00]0,00 120'86%i 0,00
Enterobacter sp. CLM1D2AE 21 0,00 573+120 |000| 429+145 | 366+015 |117| 0,00 581+1,15 |0,00|0,00| 7,99 +0,25 | 0,00
Kluyvera ascorbata CLIM2D1AE 22 0,00 670+130 |000| 0,00 401+027 (000| 0,00 6,76+ 1,37 |0,00|0,00| 9.81+0,86 | 0,00
Enterococcus sp. CLM2D2AE 23 0,00 247+044 |000| 0,00 1,74+021 |000]| 0,00 2.67+0,52 |0,00]0,00| 344 +0,53 |0,00
Kluyvera ascorbata CIM2D2AE 24 0,00 6,89+152 [000| 0,00 462+023 0,00| 0,00 6,41+1,28 |0,00|0,00| 9,33+0,62 | 0,00
ggtemcocc”s termitis CIM3DIAE 0,00 224+022 |0,00 0,00 1,88+0,12 [0,00| 0,00 274+053 |[0,000,00]| 2,99 +0,45 | 0,00
Bacillus sp. CLM3D2AE 26 31,48+052 | 13,76 0,76 | 2,29 | 17,17+ 0,44 | 3,92+059 |439| 0,00 3,62+0,75 |0,00|0,00| 5,12 +0,95 | 0,00
Microbacterium imperiale

CLIMALOAL 97 0,00 504+083 |000| 0,00 452+0,09 (0,00| 0,00 6,10+ 0,80 |0,00|0,00| 7,37 +0,18 | 0,00
Corynebacterium nuruki

CIMBDAAE 23 0,00 525+043 |000| 0,00 527+0,39 |000| 0,00 528+0,14 |0,00|0,00 | 546 +0,39 | 0,00
Pantoea dispersa CLM5D2AE 29 0,00 776+181 |000| 0,00 495+0,20 (0,00] 0,00 750+ 1,59 | 0,00 0,00 1%'26%1 0,00
%Orga”e"a morganii C2M1D2AN 0,00 587+019 |000| 000 |579+036[000| 000 | 11,46+059 |0,00]000|11,53+0,14 | 0,00
Escherichia coli C2M1D3AN 31 0,00 853+0,47 |0,00| 0,00 7.99+0,34 |000| 0,00 15,80 + 0,95 | 0,00 | 0,00 1%21%i 0,00
Bacillus licheniformis

COMADIAN 30 0,00 216+0,23 |0,00| 0,00 240+0,30 |0,00| 0,00 1,43+0,21 |0,00|0,00| 1,98+ 0,18 | 0,00
Enterococcus faecalis 12,20 +
CoMIDIAN 33 19,28+0,97 | 6,44+0,74 |3,00| 0,00 588+0,24 |0,00| 0,00 10,07 £092 | 0,00/ 0,00 G50 0,00
Escherichia coli C2M2D2AN 34 0,00 842+049 |000| 0,00 784+0,28 (000 0,00 14,34+1.04 | 0,00 0,00 122'8631 0,00
g”sorga”e”a morganii C2M2D3AN 0,00 546+021 |0,00| 0,00 6,58+0,29 [0,00] 000 | 11,44+0,48 |0,00 0,00 %'%%i 0,00
Bacillus sp. C2M3D3AN 36 0,00 1,48+048 [000| 0,00 277+0,60 |0,00| 0,00 1,42+0,07 |0,00|0,00]| 1,73+0,29 | 0,00
Escherichia coli C2M3D3AN 37 0,00 822+034 |000| 0,00 6,26+ 0,37 |0,00| 0,00 18,95+ 1,91 |0,00|0,00| 9,63+ 0,33 | 0,00
Escherichia coli C2M3D3AN 38 0,00 9,40+0,75 |000| 0,00 737+024 |000| 0,00 11,86+ 1,75 | 0,00| 0,00 1%1%1 0,00
Escherichia coli C2M5D3AN 39 0,00 7.34+045 |000| 931+091 | 571+061 |1,63| 0,00 13.99+ 1,67 |000|000| 1E203% 1500

0,32
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Escherichia coli C2M5D3AN 40 0,00 7.84+042 [000| 0,00 8,86+0,70 |0,00| 0,00 20,80 + 2,44 | 0,00 | 0,00 120"2971 0,00
Enterococcus faecalis 16,84 +

COMBD3IAN 41 12,33+0,72 | 3,06+0,30 |4,04| 0,00 330+0,10 |0,00| 0,00 1hos  |000[000514+061 0,00
Weissella paramesenteroides

CoOMADIM. 4o 0,00 2504041 [000| 0,00 226+0,35|000| 0,00 3,68+0,30 |0,00|0,00| 2,08+ 0,04 | 0,00
Escherichia coli C2M2D2MI 43 0,00 525+075 |000| 0,00 788+0,69 |000| 0,00 6,57+1,09 |0,00|0,00| 358+0,32 |0,00
i‘terococ"us faecalis C2M2DAMI | 1299 4 073 | 4214018 411 0,00 1257022* 000 000 | 523+056 |0,00| 0,00 S%é%i 0,00
Escherichia coli C2M3D2MI 45 16,02+051 | 4,00+0,24 | 4,01 0,00 3,09+0,60 |000| 0,00 5,04+0,36 |0,00|0,00| 4,59+0,25 | 0,00
Escherichia coli C2M3D2MI 46 0,00 8,60+0,78 |0,00| 0,00 724+0,38 |000| 0,00 16,68+ 1,27 | 0,00 | 0,00 1%3;821 0,00
Klebsiella oxytoca C2M5D3MI 47 0,00 571+0,28 |000| 0,00 712+0,39 |000| 0,00 15,93+ 2,53 | 0,00 | 0,00 120'975;1 0,00
Egtemcoccus faecalis C2MSD3MI | 1) 55 4 070 | 3364023 | 4,18 0,00 423+076 |000| 0,00 512+0,45 |0,00/0,00]| 6,13+0,12 | 0,00
Weissella paramesenteroides 13,21 +
CoMBDAMI 40 0,00 7.92+057 |000| 0,00 6,44 +0,40 |0,00| 0,00 1479067 |0,00( 0,00 %50 0,00
Weissella paramesenteroides

CoMADIMI 20 0,00 2214012 [000| 0,00 1,90+0,16 |0,00| 0,00 1,96+0,26 |0,00|0,00| 3,15+ 0,08 | 0,00
g{‘temcocc“s faecalis C2MADIMI | 15904 062 | 3804026 |418| 000 | 259+036 [000| 000 | 6,04+061 |0,00|0,00| 480038 |0,00
Bacillus sp. C2M1D3AE 52 0,00 360+045 [0,00| 0,00 234+025(000| 0,00 486+0,45 |0,00|0,00| 4,18 +0,02 | 0,00
Escherichia coli C2M1D3AE 53 0,00 7.62+0,71 | 0,00 16(524?8 * 1923+099 [1,76| 000 16,02+ 0,66 | 0,00 | 0,00 110,%(311 0,00
Enterococcus faecalis

COM2D3AE 54 15,37 +0,26 | 379+054 |4,06| 0,00 382+054 |000| 0,00 4.46+054 |0,00|0,00| 4,89 +029 |0,00
Escherichia sp. C2M2D3AE 55 0,00 8,05+0,30 |0,00| 7,78 +453 | 952+1,15 |0,82| 0,00 14,83+ 2,61 | 0,00 0,00 1%'%211 0,00
Enterococcus faecalis

O MIDOAE 56 14,65+0,72 | 415+0,34 |353| 0,00 441+028 (0,00 0,00 13,77 +2,18 | 0,00|0,00| 4,53+ 0,20 | 0,00
Klebsiella oxytoca C2M3D2AE 57 0,00 8,02+045 [000| 0,00 6,94+0,11 |0,00| 0,00 15,33+ 0,61 | 0,00 | 0,00 110'%1 0,00
Micrococcus luteus C2M3D3AE 58 0,00 427+0,44 |0,00| 7,04+079 | 421+023 [1,67| 000 6,12+0,68 |0,00|0,00| 2,67 +0,25 | 0,00
Enterococcus faecalis C2MSD3AE | 19501 193 | 5184056 |378| 000 | 318+023 |000| 000 | 942+209 000|000 4,77 +023 | 0,00
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CoTEDAAE 60 0,00 385+0,35 [0,00| 0,00 485+0,37 (0,00] 0,00 3,57+0,29 |0,00|0,00| 7,80+ 0,31 | 0,00
Morganella morgantl C2MSD3AE 0,00 579+051 |000| 000 | 493+051|000| 000 |1414%123 000000 2H* 000
Enterococcus faecalis
COMADIAE 63 0,00 388+052 [0,00| 0,00 315+033 (0,00 0,00 3,71+030 |0,00|0,00| 4,71 +0,10 | 0,00
Weissella paramesenteroides
COMADIAE 63 13,87 +0,35 | 401+020 |346| 0,00 404+052 [0,00] 0,00 498+0,38 |0,000,00| 445019 |0,00
Escherichia coli C2M1D2AE 64 0,00 838+046 |000| 0,00 775+0,39 |000| 000 | 17,26+1,15 |0,00]|0,00 1%%921 0,00
Enterococcus sp. C2M1D2AE 65 0,00 496+025 |0,00| 0,00 409+0,36 (0,00 0,00 6,90+ 1,04 |0,00|0,00| 4,39 +0,14 | 0,00
Bacillus sp. C2M1D2AE 66 4121+137 | 28,46 +128 | 1,45| 28,01 + 1,59 2%%%1“ 111 000 | 2757+188 |0,00|0,00 42’%‘31 0,00
Bacillus licheniformis
CaMIDIAN 67 0,00 0,00 000 0,00 1,59+0,26 |0,00| 0,00 1,63+058 |0,00|0,00]| 1,74+0,19 |0,00
Bacillus sp. C3M1D2MI 68 3042£102 | 1697073 232 | 27.072027| 2% |122| 000 | 2734+063(000[000| 000 |00
salmonella sp. C3M2D2MI 69 0,00 0,00 000| 0,00 000 |000| 000 1,38+031 [0,00[/000| 000 |0,00
salmonella sp. C3M2D2MI 70 0,00 068+012 |0,00| 0,00 1,98+0,75 |000| 0,00 1,38+0,55 |0,00|0,00| 6,02+ 0,57 |0,00
Bacillus licheniformis

aMEOIM| 71 0,00 0,00 000 0,00 1,88+0,98 |0,00| 0,00 0,00 000000 000 |0,00
Micrococcus sp. C3M1D1AE 72 0,00 7.61+055 |000| 885+117 | 6,58+0,75 |1,34| 0,00 | 12,33+1,49 | 0,00|0,00 | 5,29 0,20 | 0,00
Bacillus infantis C3M2D4AE 73 9,51+068 | 387+041 |245|1040+025|586+049 [1,77| 000 | 3.90+113 |0,00 0,00 3%1? 0,00
Staphylococcus epidermidis 10,83 +
CAOOAL 74 1055+0,35 | 524031 |202| 000£000 | 417010 |0,00 ¢y 6,96+0,25 | 1,56 0,00 | 0,89 +0,35 | 0,00
Bacillus sp. C3M3D1AE 75 0,00 17,30+ 1,15 | 0,00 | 29,34 + 1,08 Z%Z%i 113 000 |2214+127 0,00(0,00| 1,55+022 |0,00
Enterococcus faecalis 2480+077 | 468+041 |530| 828+0,73 | 407+0,31 |2,04| 0,00 6,13+ 1,00 |0,00/0,00| 0,33+0,19 | 0,00

C3M4D1AE 76

Valores de *I. E (indice enzimatico) > 2 apresentam potencial biotecnoldgico, **dc (diametro médio das col6nias) + erro padrdo da média, ***dh (diametro médio do halo

de degradacdo) + erro padrdo da média.

Fonte: Elaborada pela autora.



93

4 DISCUSSAO

A habilidade de microrganismos produzirem enzimas extracelulares com elevado
potencial, em meio sélido, é avaliada através de diferentes metodologias. Entre elas, o indice
enzimatico é uma ferramenta simples que avalia a degradacdo de macromoléculas, uma vez que
h& uma relacdo direta entre tamanho do halo e capacidade de degradacdo realizada pelos
microrganismos (LIN; CHANG; SHEN, 1991; TEN et al., 2004).

Autores como Santos; Filho e Teixeira (2016), ao estudarem somente o potencial de
producdo de protease, isolaram 30 bactérias de solo, género Bacillus spp., e determinaram que
46,7% delas apresentaram alta atividade proteolitica. E Araujo; Guabertto e Silva (2012), ao
estudarem sete bactérias da rizosfera de Brachiaria brizantha (capim-marandu), também
pertencentes ao género Bacillus, observaram que 100% dessas foram capazes de produzir
proteases.

Quanto a atividade amilolitica, Oliveira et al. (2007) obteve sete (36,8%) de um total de
19 isolados de rizobios com L.LE > 2,1 em meio YMA modificado, o que permite considera-los
bons produtores de amilase, sendo que o isolado INPA R-926 alcancou o maior indice
enzimatico com |.E= 3,1. Ao comparar os resultados obtidos com o presente estudo, embora a
quantidade de isolados que produziram amilase seja menor, a producdo enzimatica foi superior
para as bactérias Bacillus sp. CIM3D2AE 26 e Paenibacillus sp. CIM1D5AN 2, LE = 4,39 a
4,30, respectivamente.

Ao analisar a producdo de enzimas hidroliticas por 113 bactérias isoladas de provisGes
alimenticias de col6nias de abelhas sem ferrdo Melipona seminigra, Nacif-Marcal (2017),
obteve atividades enzimaticas semelhantes ao presente estudo, de 42% para protease e 9%
amilase e também observou altos indices para celulase (35%) e lipase (9%). Resultados
semelhantes foram encontrados por Oliveira et al. (2006), ao analisar 64 isolados de rizdbios,
35,9% destes foram produtores de proteases, 29,7% de amilase e 4,9% de lipases, em
diferentes pHs.

Ao considerar os isolados que apresentaram maior quantidade de I.E > 2,00. O género
Enterococcus que foi predominante dentre as bactérias com potencial para producdo de
proteases, com indices enzimaticos (I.E variando de 3,00 a 5,30). O que pode ser explicado por
sua multiplicacdo rapida e a capacidade de se desenvolver em temperaturas de 10 a 45 °C em
pH 9,6 (PARADELLA; KOGA-ITO; JORGE, 2007). Alem disso, Giazzi et al. (2020), ao

analisar isolados dos géneros Lactococcus e Enterococcus que apresentaram atividade
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proteolitica, observou que a temperatura na qual o experimento foi incubado (20 °C e 37 °C),
pode ter contribuido com a atividade da enzima realizada.

J& 0 género Bacillus € comumente capaz de produzir altos rendimentos de enzimas
proteoliticas e amiloliticas neutras e alcalinas com especialidades como: elevada estabilidade a
temperaturas extremas, pH, solventes organicos, detergentes e compostos oxidantes (RAO et
al., 1998; PANDEY et al., 2000; CONTESINI; MELO; SATO, 2018).

Quanto a ndo producdo de celulases bacterianas no presente estudo, pode ter si devido
a possivel existencia de celulases enddgenas, pois segundo Kunieda et al. (2006) abelhas
possuem o gene GHF9, o qual mostra semelhangas impressionantes com as endo-beta 1,4-
glucanases de cupins, que contribuem com a degradacdo de celulases presentes no intestino
destes individuos provenientes de sua alimentacéo rica em celulases.

As enzimas hidroliticas podem ser produzidas por varias espécies de microrganismos,
sendo frequentemente utilizadas por sua diversidade bioquimica, possibilidades de
manipulacdo genética e, suas vantagens econémicas e técnicas (LAXMAN et al., 2015),
podendo oferecer uma alta variedade de compostos para biocatalises. No entanto, fatores como
composicdo de meio, pH, temperatura, aeracdo, entre outros sdo essenciais para a que 0S
microrganismos expressem sua potencialidade enzimética (ABIDI et al., 2011).

Assim sendo, as abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta possuem uma microbiota
intestinal capaz de produzir enzimas hidroliticas, no entanto sdo necessarios mais estudos para
compreender melhor como esta microbiota atua, sendo indispensavel a otimizagdo das

condigdes de cultivo para melhor producdo das enzimas desejadas.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstram das 76 bactérias, 52% deles exibiram atividades
proteoliticas, 42% amiloliticas e 6% lipidicas, com o maior nimero de isolados com esses perfis
enzimaticos sendo dos géneros Enterococcus e Bacillus.

Foram selecionados 17 isolados com I.E > 2,00, Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76,
Enterococcus faecalis C2M5D3MI 48 e Enterococcus faecalis C2M4D1MI 51, Enterococcus
faecalis C2M2D4MI 44, Enterococcus faecalis C2M2D3AE 54, Enterococcus faecalis
C2M5D3AN 41, Escherichia coli C2M3D2MI 45, Enterococcus faecalis C2M5D3AE 59,
Enterococcus faecalis C2M3D2AE 56, Weissella paramesenteroides C2M4D2AE 63,



95

Enterococcus faecalis C2M2D2AN 33, Bacillus infantis C3M2D4AE 73, Bacillus sp.
C3M1D2M1I 68 Bacillus sp. CLM3D2AE 26, Bacillus sp. CLM2D1MI 11 e Staphylococcus
epidermidis C3M3D2AE 74) exibiram os maiores indices proteoliticos, enquanto que 0s
isolados Bacillus sp. CIM3D2AE 26, Paenibacillus sp. C1M1D5AN 2, Bacillus
sp. CIM2D1MI 11 e Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76 exibiram os maiores indices
amiloliticos.

Os isolados Bacillus sp. CLM3D2AE 26, Bacillus sp. CIM2D1MI 11 e Enterococcus
faecalis C3M4D1AE 76 foram os de maior diversificagdo enzimatica, produzindo protease e
amilase, com L.E > 2,00.

Os isolados obtidas da microbiota intestinal de Scaptotrigona polysticta sdo capazes de
produzir elevados indices enzimaticos, no entanto sdo necessarios mais estudos para

compreender melhor como estas agem nas abelhas.
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RESUMO

A producdo de enzimas é um vasto campo de estudo quando se trata de processos
biotecnolégicos, devido a sua especificidade para as reagdes que catalisam. Entre as enzimas
encontram-se as proteases e as amilases, enzimas multifuncionais, com diversas
aplicabilidades, com grande mercado industrial que estima crescer a uma taxa anual de 6,3%.
Dessa forma a procura por fontes enzimaticas vem se intensificando, tornando-se fundamental
a busca por novas fontes produtoras de enzimas de interesse comercial com aplicabilidade em
diversas areas da industria biotecnoldgica. Com isso o objetivo deste capitulo € a quantificacdo
enzimatica de proteases e amilases produzidas a partir de bactérias intestinais de abelhas sem
ferrdo Scaptotrigona polysticta que obtiveram halo de degradacéo enzimatica >2, no capitulo
I. Foram selecionadas 17 bactérias com potencial para producdo enzimatica e a metodologia
constituiu-se no crescimento bacteriano em meio liquido suplementado com 10% de amido para
amilase e, 1% gelatina e 2% leite desnatado para protease, e inoculado a 150 rpm, na
temperatura de 35 °C. A intervalos de tempo determinados (6h, 12h e a cada 24h até 120h para
amilase e 24h, 48h e 72h para protease), foram retirados frascos contendo amostras para
determinacéo de crescimento, enzimética e pH. A determinagdo da atividade enzimatica foi
realizada pelo método de Miller (1959) para amilase e, Leighton et al. (1973) para protease.
Como resultados, das 17 bactérias selecionadas apenas 7 bactérias tiveram producao
enzimatica. Bacillus sp. CIM3D2AE 26, apresentou maior producao de a-amilase com 7,677
+ 0,111 U/mL, e as cepas Bacillus sp. CLM2D1MI 11, Bacillus sp. CLM3D2AE 26 e Bacillus
sp. C3M1D2MI 68 obtiveram maiores atividades proteoliticas com 11,700 £ 0,002 U/mL,
11,733 = 0,004 U/mL e 12,067 + 0,001 U/mL de proteases, respectivamente, ndo tendo
diferenca estatistica entre si. Assim, concluimos que bactérias intestinais de abelhas sem ferrdo
S. polysticta possuem a capacidade de producdo de enzimas amiloliticas e proteoliticas, sendo
necessarios mais estudos que busquem a otimizacdo, caracterizacdo, producdo e purificacao,
além das possiveis aplicaces que essas enzimas venham a ter.

Palavras-chaves: Protease, amilase, enzimas hidrolitica, bactérias intestinais.
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ABSTRACT

The production of enzymes is a vast field of study when it comes to biotechnological processes,
due to their specificity for the reactions they catalyze. Among the enzymes are proteases and
amylases, multifunctional enzymes, with different applications, with a large industrial market
that is estimated to grow at an annual rate of 6.3%. Thus, the search for enzymatic sources has
been intensifying, making the search for new sources of enzymes of commercial interest with
applicability in several areas of the biotechnology industry essential. Thus, the objective of this
chapter is the enzymatic quantification of proteases and amylases produced from intestinal
bacteria of stingless bees Scaptotrigona polysticta that obtained a halo of enzymatic degradation
>2, in chapter 2. 17 bacteria with potential for enzymatic production and the The methodology
consisted of bacterial growth in liquid medium supplemented with 10% starch for amylase, 1%
gelatin and 2% skimmed milk for protease, and inoculated at 150 rpm, at a temperature of 35
°C. At determined time intervals (6h, 12h and every 24h up to 120h for amylase and 24h, 48h
and 72h for protease), vials containing samples were removed for determination of growth,
enzymatic and pH. The determination of enzymatic activity was performed by the method of
Miller (1959) for amylase and, Leighton et al. (1973) for protease. As a result, of the 17 bacteria
selected, only 7 bacteria had enzymatic production. Bacillus sp. CLIM3D2AE 26, showed the
highest production of a-amylase with 7,677 £ 0,111 U/mL, and Bacillus sp. CLM2D1MI 11,
Bacillus sp. CIM3D2AE 26 and Bacillus sp. C3M1D2MI 68 had higher proteolytic activities
with 11,700 = 0,002 U/mL, 11,733 = 0,004 U/mL and 12,067 = 0,001 U/mL of proteases,
respectively, with no statistical difference between them. Thus, we conclude that intestinal
bacteria from stingless bees S. polysticta have the capacity to produce amylolytic and
proteolytic enzymes, requiring further studies that seek optimization, characterization,
production and purification, in addition to the possible applications that these enzymes may
have.

Keywords: Protease, amylase, hydrolytic enzymes, intestinal bacteria.
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1  INTRODUCAO

Enzimas sdo conhecidas industrialmente como biocatalisadores, sendo formadas por
longas cadeias de aminoacidos com ligagOes peptidicas, sintetizadas por células vivas, atuando
em quase todas as reacdes quimicas do metabolismo dos organismos vivos; aceleram processos
e convertem assim, uma substancia conhecida como substrato, em outra denominada produto
(CHAPMAN et al., 2018).

A producdo de enzimas € um vasto campo de estudo quando se trata de processos
biotecnoldgicos, devido a sua especificidade para as reacdes que catalisam (SAYALI et al.,
2013). Elas constituem um dos mais importantes grupos de produtos biologicos de necessidade
humana, possuindo varias aplicacBes nas mais diversas areas de processos industriais e
biotecnoldgicos, sendo ferramentas Uteis em analises clinicas, analises de alimentos, anélises
quimicas, de contaminacdo ou poluicdo de ambientes (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO,
2004).

Segundo relatério da BBC Research (2021), o mercado global de enzimas industriais
deve crescer de US $ 6,4 bilhdes em 2021 para US $ 8,7 bilhdes em 2026, a uma taxa de 6,3%
de crescimento anual para o periodo. Dessa forma, a procura por fontes enzimaticas vem se
intensificando, tornando-se fundamental a busca por novas fontes produtoras de enzimas de
interesse comercial com aplicabilidade em diversas areas da inddstria biotecnologica
(SHELDON; VAN PELT, 2013).

Entre as enzimas encontram-se as proteases e as amilases, enzimas multifuncionais, com
diversas aplicabilidades, sendo utilizadas frequentemente em industrias de detergentes, couro,
produtos farmacéuticos, alimentos e biotecnologia, téxteis, papel e outros (RAVEENDRAN et
al., 2018).

Essas enzimas podem ser obtidas de animais, plantas e microrganismos, sendo este
Gltimo, um dos principais produtores devido as suas vantagens econdmicas e técnicas, além de
sua diversidade bioguimica e a possibilidade de manipulacdo genética (LAXMAN et al., 2015).
Para isso, 0s microrganismos devem apresentar as seguintes caracteristicas: ser seguro do ponto
de vista bioldgico; ter alta capacidade de sintese e excre¢do de enzima; suportar condicdes
ambientais adversas (pH, temperatura, pressao, entre outras); ser tolerante a substancias toxicas
que podem ser geradas nos processos de tratamento da matéria-prima ou pelo proprio
metabolismo celular (BON et al., 2008).
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Com base no exposto, o objetivo deste capitulo é a quantificacdo enzimatica de
proteases e amilases produzidas a partir de bactérias intestinais de abelhas sem ferrdo

Scaptotrigona polysticta que obtiveram halo de degradacdo enzimatica >2, no capitulo 2.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Ensaio Enzimatico Quantitativo

Os microrganismos que apresentaram potencial biotecnoldgico, indice Enzimatico (1.E)
>2, no capitulo 2, foram avaliados quanto ao crescimento em meio liquido e determinacédo da
atividade enzimatica. Para isso, as colonias foram reativadas em meio agar LB e incubadas a

35 °C, até seu crescimento.

2.1.1 Controle de crescimento em meio liquido

Apos crescimento em placa, as bactérias foram transferidas para tubo de ensaio e
padronizadas até a ordem 10°, de acordo com a escala de MacFarland e semeadas erlermayer
contendo 100ml de caldo LB, pH 7, em triplicata, e inoculado em incubadora horizontal
(SOLAB Cientifica) operando a 150 rpm, a temperatura de 35 °C. A intervalos de tempo
determinados (6h, 12h e a cada 24h até 120h), foram retirados frascos contendo amostras para
determinacédo do crescimento, pH.

A concentracao celular foi medida por turbidimetria. A turbidez do meio foi medida em
espectrofotdmetro de microplacas iMark™ Microplate Reader (BIO-RAD), utilizando

comprimento de onda de 595 nm.

2.2 Ensaio enzimatico

As bactérias ja crescidas, foram padronizadas a 10° de acordo com a escala de
MacFarland e semeadas em triplicata, em erlermayer contendo 100 mL de caldo (2,5 g/L de
peptona, 1,25 g/L de extrato de levedura, 1,25 g/L de NaCl, enriquecido com 10 g/L de amido
soltvel, pH 7.0), para atividade amilolitica e caldo (leite em p6 desnatado 2 g/L (Itambé®) e

gelatina sem sabor 1 g/L (ROYAL®), 2 g/L de extrato de levedura, com pH 7), para atividade
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proteolitica. E inoculado em incubadora horizontal (SOLAB Cientifica) operando a 150 rpm, a
temperatura de 35 °C. A intervalos de tempo determinados (6h, 12h e a cada 24h até 120h para
amilase e 24h, 48h e 72h para protease), foram retirados frascos contendo amostras para
determinacdo de crescimento, enzimatica e pH. E a concentragdo celular, para determinagdo do
crescimento, foi medida por turbidimetria em espectrofotdmetro de microplacas iMark™
Microplate Reader (BIO-RAD), a 595 nm.

2.2.1 Quantificacdo da produgdo enzimatica em meio liquido

A determinacéo da producgdo enzimética de amilase e protease, foi realizada atraves da
remocdo das células do meio de cultura, por centrifugacdo a 4500 rpm por 15 minuto, a 4°C,

em centrifuga modelo Heraeus Megafuge 16R Centrifuge (Thermo Scientific).

2.2.1.1 Amilase

A quantificacdo dos agUcares redutores (glicose) presente nas amostras, foram
realizadas utilizando o método de Miller (1959). Foi realizada uma mistura contendo 250 pL
da preparacdo enzimatica (sobrenadante livre de células), 250 uL de solucdo de amido 5 g/L
em tampdo Tris-HCI (0,05 M) pH 8,5 e mais 100 uL do mesmo tampéo Tris-HCI (0,05 M) pH
8,5, foi incubada a 90 °C por 10 minutos.

Em seguida, a reacdo foi paralisada pela adi¢cdo de 500 pL de acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) e colocadas incubada a 100 °C por 10 minutos e, em seguida, resfriada em banho de
gelo. A absorbéncia da mistura foi medida em espectrofotdmetro, Biospectro
Espectrofotdmetro SP-220, a 540 nm, de acordo com a figura 22. O mesmo procedimento foi
realizado com o controle, sendo o DNS adicionado juntamente com a soluc¢ao de amido 5 g/L.
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Figura 22. Esquema da técnica de Miller (1959).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Uma curva padrédo de calibracdo glicose foi realizada para a determinacdo de agucares
redutores nas concentrag@es de 100, 50, 25 e 10%, onde meu 100% equivale a 10 g/L, com o
coeficiente de determinacio (R?) maior do que 0.99, onde U (Unidade da atividade da enzima)
foi definida como foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol

de acucar redutor por minuto a partir do amido soltvel, nas condi¢des do ensaio (Figura 23).

Figura 23. Curvas padréo de calibragdo com glicose de Miller (1959) em espectrofotdmetro a 540 nm.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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2.2.1.2 Protease

A atividade proteolitica foi determinada utilizando substrato de azocaseina, seguindo o
método de Leighton et al. (1973). Foram adicionados 100 ul da preparacdo enzimatica a 200 pl
de azocaseina 1%, e 200 ul tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2, encubando-as em 37 °C, por 30
minutos, na auséncia de luz. A reagdo foi interrompida pela adicdo de 1000 ul de &cido
tricloroacético 10% (TCA) (p/v) e, em seguida as amostras foram centrifugadas por 10 minutos,
15000 rpm a 4 °C, para precipitacdo das proteinas. Posteriormente, homogeneizou-se 0
sobrenadante em 200 pl de NaOH 1,8 N. Em espectrofotdmetro, leu-se a absorbancia das
amostras a 420 nm, figura 24. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a
quantidade da enzima requerida para produzir um aumento de abs 0,01 a 420 nm nas condic¢des
de tempo e temperatura de incubagdo. Um controle para cada amostra foi realizado preparando
da mesma forma que a amostra reacional, porém o TCA foi imediatamente adicionado a reacédo,

bloqueando a atividade enzimatica. Realiza-se a leitura numa absorbancia de 420 nm.

Figura 24. Esquema da técnica de Leighton et al. (1973).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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3 ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média * erro padrdo, com medicdes independentes
e foram tratados com o programa IBM SPSS Statistics, versdo 27.0.1. Os resultados obtidos
foram submetidos a um teste de homogeneidade das variancias por meio do teste de Levene,
seguido da verificacdo da normalidade com o teste de Shapiro-Wilk. Utilizou-se uma analise
de variancia de uma via (ANOVA) com os dados e uma analise post hoc de Tukey com nivel

de significancia de 95%.

4 RESULTADOS

As bacteérias selecionadas neste capitulo sdo provenientes do capitulo 2, com indice
enzimatico > 2,0. Um total de 17 bactérias foram escolhidas, sendo 4 com potencial amilolitica
e 16 com potencial proteolitica.

O controle de crescimento em meio liquido Luria Bertani, tabela 8, na absorbancia de
595nm, foi observada Bacillus sp. CAM3D2AE 26 obteve maior crescimento celular nas
primeira 6 horas de incubacdo, seguido de Bacillus sp. CIM2D1MI 11, os demais
microrganismos embora apresentem diferenca estatistica obtiveram baixo crescimento celular,
enguadrando-se fase de laténcia.

Ja em 12 horas de crescimento, ao compararmos com as primeiras 6 horas, esses
comecaram a se desenvolver, ja adaptados ao meio de cultura, dando inicio a sua fase
exponencial. As demais horas, 24, 48 e 72, a maioria dos microrganismos enquadrou-se na fase
estacionaria e 96 e 120 horas o declinio celular.

Quando comparamos ao pH das amostras, nas primeiras 12h o pH manteve-se estavel,
entre 6,6 a 7,4, mostrando pouca variacdo entre microrganismos, crescendo em um pH mais
neutro. No decorrer das horas, as bactérias Enterococcus faecalis C2M5D3AN 41,
Enterococcus faecalis C2M2D4MI 44, Escherichia coli C2M3D2MI 45, Enterococcus faecalis
C2M5D3MI 48, Enterococcus faecalis C2M2D3AE 54, Enterococcus faecalis C2M3D2AE 56,
Enterococcus faecalis C2M5D3AE 59, Weissella paramesenteroides C2M4D2AE 63,
mantiveram-se crescendo em pH neutro de 6,0 a 7,0, as demais bactérias alteraram seu meio

para um pH mais alcalino, tabela 9.



Tabela 8. Resultado dos ensaios de crescimento celular em meio de cultura liquido Luria Bertani, usando comparag@es dos subconjuntos homogéneos.
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Identificac8o Bacteriana 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Paenibacillus sp. CLMID5AN 2 0,006 + 0,001 gfe 0,449 0,001 ih 0,439 +0,003dc 0,738 £0,008 dc 0,706 + 0,004 c 0,549+ 0,003d 0,634 + 1,922 a
Bacillus sp. .

SN 0,349+0003b  0,386+0002i 0412+0,00ledc 0526+0,002e 0447 +0,001ed 0,420+0,001e 0,393+ 0,008 a
Bacillus sp.

S 0429+0001a 0493+0028hg 0495+0004c 0749+000lcd 0518+0,010d 0,404+0,003e 0,399 +0,005a
Eperococeus faecalis CZM2D2AN 4 514 4 0003 gfedc  1,163+0,010a  0,935+0017a 0,792 +0,003c 0,732+0003¢ 0,771+0,042¢ 0,668 % 0,008 a
i‘temcocc”s faecalis COMSD3AN p3 40001 dc 0,712 40,023 ch 0,388 +0,010fed 0,322 +0,022g 0,307 +0,029 gf 0,283 + 0,016 ¢ 0,233 % 0,024 a
iterococc”s faecalis C2M2DAMI 4 517 4 0,003 gfedc 0,583 +0,018 fe 0,371 +0,009 fed 0,317 +0,007g 0,294 +0,015gf 0,288 +0,005f 0,193 + 0,021 a
Escherichia coli C2M3D2MI 45 0,030+0001c  0,665+0,009dc 0,354+0,012fed 0289+0004g 0304+0,021gf 0,280+0,007f 0,223+ 0,006a
g erococeus faecalis C2MSD3MI - 54 40,003 dc 0,663 +0,004dc 0,388 0,013 fed 0,302 +0,006g 0,296 + 0,006 gf 0,341 + 0,011 fe 0,272 % 0,017 a
cyerococeus faecalis C2MADIMI ) 439 4+ 0,005 gfed 0,512 +0,002 hgf 0,647 £0,039b  1,155+0014a 1,105+0048a 0971+0,04b 0,694+ 0,004 a
Cyerococeus faecalis COM2D3AE 4 5164 0007 gfedc  0,245+0,004]  0291+0,005f 0,469 +0,023fe 0,308 +0,027 gf 0.275+0,027f 0,236 % 0,012 a
perococcus faecalis COM3D2AE 559 4+ 0,002 edc 0,546 +0,020 gfe 0,304+ 0,012f 0,308 +0,004g 0,303 +0,008gf 0252+ 0,021 f 0,249 + 0,004 a
Egterococcus faecalis C2MSD3AE ) 119 4+ 0,001 fedc 0,609 +0,011ed 0,324 +0,006 fe 0,314 +0,003g 0318+ 0,008 gf 0297 0,007 f 0,246 + 0,009 a
\é\’;'\;ze[')'g Apgrgg“ese”tem'des 0,023+£0,006 dc 0,688 +0,015cb 0,301 +0,009f 0,293+0,008g 0,252+0,009g 0,246=0,016f 0,204+ 0,004 a
Bacillus sp. C3M1D2MI 68 0,007+ 0,003 gfed 0741+0019b 1,020+0004a 0004+0,006b 0883+0,009b 1,113+0,008a 0,619 +0,005a
Bacillus infantis C3M2D4AE 73 0,011+0,002gfed 0013+0002k 0422 +0,009 edc 0,746+ 0,021 dc 0819+0,007b 1154+0035a 0,641+ 0010a
ggfﬂhgl'joz‘ﬁ%‘:‘;ze‘”derm'd's 0,003+0,004g  0,026+0013k 0,440 +0,023dc 0,421 +0,022f 0,368+ 0,014fe 0,270 +0,014f 0,152 + 0,007 a
Enterococcus faecalis CSMADIAE 405 4 0003 g.f 0,398 40,009i 0,678+0,056b 0,710+0,011d 0,842+0,001b 0,944 +0,003b 0,742+ 0,009 a

76

As médias dos tratamentos apresentados pela letra “a” (maior valor), as letras diferentes ndo diferem estatisticamente entre Si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 9. Resultado da leitura de pH em meio de cultura liquido Luria Bertani

Identificag8o Bacteriana 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Paenibacillus sp. CIM1D5AN 2 6,9 7,4 7,8 8,3 8,6 8,7 8,7
Bacillus sp. CIM2D1MI 11 6,6 7,4 7,6 8,4 8,5 8,3 8,5
Bacillus sp. CAM3D2AE 26 6,6 7,3 7,7 8,1 8,4 8,6 8,6
Enterococcus faecalis C2M2D2AN 33 6,8 7,3 8,1 8,8 8,6 8,9 8,8
Enterococcus faecalis C2M5D3AN 41 6,7 6,7 6,7 6,5 6,5 6,5 6,5
Enterococcus faecalis C2M2D4MI 44 7,0 6,4 7,0 6,9 6,9 6,9 7,0
Escherichia coli C2M3D2MI 45 6,9 6,9 6,9 6,9 6,9 6,9 6,9
Enterococcus faecalis C2M5D3MI 48 7,0 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 7,0
Enterococcus faecalis C2M4D1MI 51 6,8 6,6 7,3 8,3 8,5 8,7 9,0
Enterococcus faecalis C2M2D3AE 54 6,9 6,2 6,7 6,6 6,7 6,6 6,5
Enterococcus faecalis C2M3D2AE 56 6,9 6,2 6,7 6,6 6,7 6,6 6,5
Enterococcus faecalis C2M5D3AE 59 6,7 6,8 6,8 6,6 6,7 6,6 6,7
Weissella paramesenteroides C2M4D2AE 63 6,7 6,1 6,8 6,6 6,3 6,5 6,6
Bacillus sp. C3M1D2MI 68 6,9 7,0 7,5 8,0 8,6 8,6 8,8
Bacillus infantis C3M2D4AE 73 6,8 7,4 7,5 8,1 8,3 8,5 8,9
Staphylococcus epidermidis C3IM3D2AE 74 6,9 6,8 7,5 8,0 8,0 8,0 8,4
Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76 7,0 7,1 7,3 8,2 8,3 8,4 8,8

As médias dos tratamentos apresentados pela letra “a” (maior valor), as letras diferentes ndo diferem estatisticamente entre Si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Fonte: Elaborada pela autora
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A maior atividade amilolitica ocorreu em 12 horas de incubacdo, de acordo com a tabela
10, com 7,677 £ 0,111 U/mL de amilase, produzida por Bacillus sp. CLM3D2AE 26, com
crescimento celular de 0,337 £ 0,011 UA em meio contendo 10% de amido, em uma pH de 5,6.
A segunda maior produgdo enzimética foi por Paenibacillus sp. CLM1D5AN 2, em 120 horas,
com 2,536 + 0,08 U/mL, que apesar de ndo haver significancia estatistica ao nivel de 95% de
probabilidade quando comparamos aos demais tratamentos, esta obteve a maior diferenca
numeérica em relagdo as demais isolados, com crescimento celular de 0,479 + 0,078 UA, em pH
7,1. E aterceira atividade amilolitica foi por Bacillus sp. CLM2D1MI 11, com 2,241 + 0,071
U/mL de amilase, com crescimento celular de 0,394 £ 0,012 em pH de 5,4 (Tabela 11). Assim,
é possivel notar que a maiores producdes enzimaticas de amilases acorreram na fase
exponencial e as bactérias Bacillus sp. modificaram o pH do meio de cultura de neutro para
acido (Tabela 12).
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Tabela 10. Resultado da quantificagcdo amilolitica em meio liquido suplementado com 1% de amido, usando comparagdes dos subconjuntos homogéneos.

Identificaco Bacteriana 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Paenibacillus sp. CLIM1D5AN 2 0,000 a 0,000 ¢ 0,098 +0,027b 0,806 +0,386a 0,739+0,186a 1,501+0,080a 2,536 +0,080a
Bacillus sp. CIM2D1MI 11 0,000a 2,241+0,071b 0,000 b 1,650+0,199a 0,911+0,069a 0,394+0,097a 0,023+ 0,084 a
Bacillus sp. CIM3D2AE 26 0,000a 7,677+0111a 0,656+0,022a 0,598+0,205a 1,841+0274a 1,273+0,085a 0,372+0,059 a
Enterococcus faecalis CSM4D1AE 76 0,000 a 0,000 ¢ 0,000 b 0,000 a 0,000 a 0,534 +0,534 a 0,000 a

As médias dos tratamentos apresentados pela letra “a” (maior valor), as letras diferentes ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 11. Crescimento celular em meio liquido suplementado com 1% de amido, usando comparagdes dos subconjuntos homogéneos.

Identificacdo Bacteriana 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas

Paenibacillus sp. CIM1D5AN 2 0,154 +£0,011¢ 0,198 +0,008b 0,116 £0,023b 0,257 £0,074b 0,438 +0,113a 0,421+0,036b  0,479+0,078 b
Bacillus sp. CIM2D1MI 11 0,321+£0,018a 0,394+0,012a 0,430+0,057a 0,634+0,031a 0,684+0051a 0,746+0,034a 0,803 +0,072 a
Bacillus sp. CLIM3D2AE 26 0,229+0,002b 0,337+0,011a 0422+0,012a 0,552+0,015a 0,561+0,019a 0,655+0,011a 0,638 +0,020 ab

Enterococcus faecalis
C3M4D1AE 76
As médias dos tratamentos apresentados pela letra “a” (maior valor), as letras diferentes ndo diferem estatisticamente entre Si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
Fonte: Elaborada pela autora.

0,067 £0,002d 0,171+0,001b 0,377+0,002a 0,174+0,009b 0,118+0,006b 0,040 + 0,034 c 0,146 + 0,027 ¢

Tabela 12. Resultado da leitura de pH do crescimento celular em meio liquido suplementado com 1% de amido pH 7,0.

Identificagdo Bacteriana 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Paenibacillus sp. CLM1D5AN 2 6,9 7.8 7,5 7,5 7,6 7.3 7.1
Bacillus sp. CIM2D1MI 11 6,3 5,4 5,3 6,2 6,2 6,8 7,3
Bacillus sp. CIM3D2AE 26 7,2 5,6 5,3 6,1 6,8 6,2 6,2
Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76 7,5 7,0 7,2 7.5 7,0 7.1 7,2

As médias dos tratamentos apresentados pela letra “a” (maior valor), as letras diferentes ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Quanto a producédo de proteases bacteriana, as bactérias de mais produziram foram as
do género Bacillus, em 48 horas de incubacdo, com 12,067 + 0,001 U/mL por Bacillus sp.
C3M1D2MI 68, 11,733 + 0,004 U/mL por Bacillus sp. CLM3D2AE 26 e 11,700 + 0,002 U/mL
Bacillus sp. CIM2D1MI 11, que estatisticamente ndo diferiram entre si. E a segunda maior
producéo foi por Enterococcus faecalis C2M2D2AN 33, em 72 horas, com 9,633 +0,004 U/mL
de protease (Tabela 13).

Tabela 13. Resultado da quantificagdo proteolitica com Azocaseina 1% em meio liquido suplementado com
gelatina 1% e leite desnatado 2%, usando comparacfes dos subconjuntos homogéneos.

Identificagio Bacteriana 24 horas 48 horas 72 horas
Bacillus sp. CIM2D1MI 11 1,567 + 0,003 ¢ 11,700 +0,002a 7,333 £0,001 c,b
Bacillus sp. CIM3D2AE 26 8,833 +0,005b,a 11,733+0,004a 6,967 £ 0,004 ¢
Enterococcus faecalis C2M2D2AN 33 8,600 + 0,001b 8,700 £ 0,001 b 9,633 +0,004 a
Enterococcus faecalis C2M5D3AN 41 0,000d 0,000d 0,000 e
Enterococcus faecalis C2M2D4MI 44 0,500 +0,002d,c 0,267 +£0,001 d 0,000 e
Escherichia coli C2M3D2MI 45 0,000 d 0,000 d 0,000 e
Enterococcus faecalis C2M5D3MI 48 0,00 d 0,000d 0,000 e
Enterococcus faecalis C2M4D1MI 51 0,000 d 7,933 +0,002 c 7,700 +£ 0,001 b
Enterococcus faecalis C2M2D3AE 54 0,000 d 0,000 d 0,000 e
Enterococcus faecalis C2M3D2AE 56 0,000 d 0,000 d 0,000 e
Enterococcus faecalis C2M5D3AE 59 0,000 d 0,000 d 0,000 e
Weissella paramesenteroides C2M4D2AE 63 0,000 d 0,000d 0,000 e
Bacillus sp. C3M1D2MI 68 9,967 + 0,007 a 12,067 +0,001a 5,933 +0,002d
Bacillus infantis CSM2D4AE 73 0,000 d 0,000 d 0,000 e
Staphylococcus epidermidis CIM3D2AE 74 0,000 d 0,000d 0,000 e
Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76 0,000 d 0,000 d 0,000 e

As médias dos tratamentos apresentados pela letra “a” (maior valor), as letras diferentes ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Elaborada pela autora.

O comportamento celular das bactérias Bacillus sp. CLM2D1MI 11 e Bacillus sp.
C3M1D2MI 68 foram semelhantes, apresentando maior crescimento celular e enzimatico em
48 horas, por sua vez, Bacillus sp. CLM3D2AE 26 apresentou maior crescimento celular em 72
horas. Quanto a Enterococcus faecalis C2ZM2D2AN 33 apresentou maior crescimento celular

em 24 horas de incubacdo e producdo enzimatica ja no declinio celular (Tabela 14).

Tabela 14. Crescimento celular em meio liquido suplementado com gelatina 1% e leite desnatado 2%, usando
comparagOes dos subconjuntos homogéneos.

Identificagdo Bacteriana 24 horas 48 horas 72 horas
Bacillus sp. CIM2D1MI 11 0,478 £0,023 b 0,763 £ 0,005 b 0,731 +0,011 b
Bacillus sp. CLM3D2AE 26 0,212 £ 0,040 c 0,524 + 0,007 c 0,601 +£0,015¢
Enterococcus faecalis

C2M2D2AN 33 0,548 + 0,014 b 0,466 + 0,004 ¢ 0,444 + 0,003 d
Enterococcus faecalis 0,251 + 0,022 ¢ 0,194 + 0,013 fe 0,072 + 0,011 f

C2M5D3AN 41
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Enterococcus faecalis
C2M2D4MI 44

Escherichia coli C2M3D2MI
45

Enterococcus faecalis
C2M5D3MI 48
Enterococcus faecalis
C2M4D1MI 51
Enterococcus faecalis
C2M2D3AE 54
Enterococcus faecalis
C2M3D2AE 56
Enterococcus faecalis
C2M5D3AE 59

Weissella paramesenteroides
C2M4D2AE 63

Bacillus sp. C3M1D2MI 68
Bacillus infantis C3M2D4AE
73

Staphylococcus epidermidis
C3M3D2AE 74
Enterococcus faecalis
C3M4D1AE 76

0,185 + 0,007 c
0,247 0,012 ¢
0,188 + 0,023 ¢
0,230 £ 0,008 c
0,166 +£ 0,021 c
0,201 £ 0,004 c
0,246 £ 0,015¢

0,220 £ 0,023 ¢
0,768 £ 0,077 a
0,165+ 0,017 c

0,263 + 0,009 c

0,145+0,016 ¢

0,089 + 0,006 g,h
0,244 +0,021
0,059 + 0,008 h
0,326 % 0,004 d

0,095 + 0,004 g,h

0,103 + 0,007 g,h

0,131+ 0,021 f.g

0,116 + 0,016 g,h
0,865+ 0,011 a
0,100 + 0,025 g,h

0,130 0,019 f,g

0,133+ 0,013 f,g

0,094 + 0,004 f
0,105+ 0,028 f
0,091 +0,016 f
0,248 £ 0,002 e
0,098 = 0,007 f
0,090 = 0,008 f
0,105+ 0,019 f

0,122 + 0,024 f
0,809 + 0,004 a
0,084 £ 0,017 f

0,118 + 0,004 f

0,097 0,12 f

As médias dos tratamentos apresentados pela letra “a” (maior valor), as letras diferentes ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Elaborada pela autora.

Quanto as mudancas de pH, as bactérias Bacillus sp. CAM2D1MI 11, Bacillus sp.
C1M3D2AE 26, Bacillus sp. C3M1D2MI 68 e Enterococcus faecalis C2M2D2AN 33,

variaram o pH entre 7,2 a 7,8, tabela 15.

Tabela 15. Resultado da leitura de pH do crescimento celular em meio liquido suplementado com gelatina e leite

desnatado, pH 7,0.

Identificagio Bacteriana 24 horas 48 horas 72 horas
Bacillus sp. CIM2D1MI 11 7,6 7,7 75
Bacillus sp. CLM3D2AE 26 7,2 75 7,7
Enterococcus faecalis C2M2D2AN 33 75 7,2 7.4
Enterococcus faecalis C2M5D3AN 41 7,1 7,0 7,2
Enterococcus faecalis C2M2D4MI 44 7,2 7,6 75
Escherichia coli C2M3D2MI 45 7,0 7,2 71
Enterococcus faecalis C2M5D3MI 48 7,0 7,1 71
Enterococcus faecalis C2M4D1MI 51 6,9 7,1 75
Enterococcus faecalis C2M2D3AE 54 7,2 7,6 75
Enterococcus faecalis C2M3D2AE 56 7,1 6,2 7,0
Enterococcus faecalis C2M5D3AE 59 75 7,2 7.3
Weissella paramesenteroides C2M4D2AE 63 7,1 6,9 7,0
Bacillus sp. C3M1D2MI 68 7,3 7,4 7,8
Bacillus infantis CSM2D4AE 73 7,3 7,6 7,4
Staphylococcus epidermidis CIM3D2AE 74 7,2 7,5 7,8
Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76 7,6 7,5 7,6

As médias dos tratamentos apresentados pela letra “a” (maior valor), as letras diferentes ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Elaborada pela autora.
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As bactérias Enterococcus faecalis C2M5D3AN 41, Enterococcus faecalis C2M5D3MI
48, Enterococcus faecalis C2M2D3AE 54, Enterococcus faecalis C2M3D2AE 56,
Enterococcus faecalis C2M5D3AE 59, Escherichia coli C2M3D2MI 45, Weissella
paramesenteroides C2M4D2AE 63, Bacillus infantis C3M2D4AE 73 e Staplylococcus

epidermidis C3M3D2AE 74 nédo obtiveram producdo enzimatica neste estudo.

5 DISCUSSAO

As bactérias do género Bacillus sp. sdo produtores de enzimas extracelulares
especificas, como proteases, amilases, fosfatases, lipases e esterases. Essas enzimas sao
importantes nos ciclos biogeoquimicos de nutrientes e também tém potenciais aplicacdes
industriais e biotecnologicas (GEETHANJALI; SUBASH 2011; MANDIC-MULEC,;
STEFANIC; VAN ELSAS, 2015; MOHAMMAD et al., 2017). Séo considerados biofabricas,
devido a capacidade de resistir a condicdes fisicas extremas, possuindo 50 a 60% do mercado
global de enzimas, com excelente capacidade de producdo de enzimas hidroliticas
(SCHALLMEY et al., 2004; KIRAN et al., 2015; DASH et al., 2015; GHAZALA et al., 2016;
MA et al., 2016).

Neste estudo, o género Bacillus sp. apresentou maior atividade enzimatica, quando
comparados a outros géneros estudados, os quais produziram pouco ou nenhuma atividade
amilotitica e/ou proteolitica. A cepa Bacillus sp. CLM3D2AE 26 apresentou maior producao as
12 horas de a-amilase, 7,677 + 0,111 U/mL, quando comparados a Bacillus sp. CIM2D1MI
11, Paenibacillus sp. CIM1D5AN 2 e Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76. Por outro lado,
no estudo conduzido por Rajesh e Gummadi (2020), que quantificou a-amilase de Bacillus sp.
PMO6, foi notada uma maior producdo que as observadas nesse estudo (31 + 1,15 U/mL, em
48 horas). Ja no estudo de Apun, Jong e Salleh (2000), foi observado resultados inferiores na
quantifica¢do da atividade de a-amilase produzida por Bacillus amyloliqufaciens, isolado do
residuo medular da Palmeira-sagu, 2,30 IU/mL, em 72 horas, quando comparado a Bacillus sp.
C1M2D1MI 11, Paenibacillus sp. CIM1D5AN 2 e Bacillus sp. CIM3D2AE 26 e superiores a
Enterococcus faecalis C3M4D1AE 76.

O género Bacillus € um importante produtor de proteases industriais e neste estudo
Bacillus sp. CIM2D1MI 11, Bacillus sp. CIM3D2AE 26 e Bacillus sp. C3M1D2MI 68

obtiveram maiores atividades proteoliticas em 48 horas, com 11,700 + 0,002 U/mL, 11,733 +
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0,004 U/mL e 12,067 £ 0,001 U/mL de proteases, respectivamente. Esses valores sdo inferiores
ao estudo conduzido por Lima et al., (2015) com atividade de 64,29 U/mL apds 24 horas de
fermentacdo, que a partir da otimizacdo enzimatica obteve 86,27 U/mL de proteases,
semelhante ao estudo de Moorthy e Baskar que também aumentaram sua producdo apos
otimizacdo, de 470,35 U / mL para 2.992,75 U / mL de proteases. Desta forma, cré-se que se
tivéssemos otimizado nossa producdo poderiamos obter maiores atividades da enzima, ao ate,
as cepas que nao obtiveram producdo quando quantificados, mas apresentaram halos no
capitulo 2, conseguissem produzir enzimas a fim de quantificarmos.

Apesar de saber que a otimizagdo enzimatica poder aumentar significativamente o
rendimento das enzimas produzidas, este estudo objetivou apenas quantificar a enzima a partir
dos meios enriguecidos com gelatina e leite para proteases e amido para amilase, com isso, sdo
necessarios mais estudos que possam nos dizer se ha aumento enzimatico e/ou producédo se
mudarmos as fontes de carbano e nitrogénio, temperatura, pH, substrato enzimatico, entre

outros.

6 CONSIDERACOES FINAIS

As cepas selecionadas para a realizacdo deste capitulo, um total de dezessete bactérias,
apenas sete destas apresentou producao enzimatica. As bactérias Bacillus sp. CLM3D2AE 26,
apresentou maior producdo de a-amilase, 7,677 + 0,111 U/mL, e as cepas Bacillus sp.
C1M2D1MI 11, Bacillus sp. CIM3D2AE 26 e Bacillus sp. C3M1D2MI 68 obtiveram maiores
atividades proteoliticas com 11,700 + 0,002 U/mL, 11,733 = 0,004 U/mL e 12,067 £+ 0,001
U/mL de proteases, respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica entre si. Assim,
concluimos que bactérias intestinais de abelhas sem ferrdo Scaptotrigona polysticta possuem a
capacidade de producao de enzimas amiloliticas e proteoliticas, sendo necessarios mais estudos
que busquem a otimizacdo, caracterizacdo, producdo e purificacdo, além das possiveis
aplicacdes que essas enzimas venham a ter.

Estudos futuros, devem ser realizados para avaliar a inclusdo de Enterococcus faecales
em producdo de enzimas de interesse biotecnologico, sua utilizacao e a influencia na qualidade

de um produto final.
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APENDICE

Apéndice A- Coloracao de gram

Para realizacdo do teste serd adicionada uma gota de 10pL de solugdo salina (0,85%)
em laminas de vidro, com auxilio de uma alca bacteriol6gica sera retirada uma coldnia
bacteriana de culturas crescidas em placa de Petri e em seguida cada colbnia sera friccionada
para homogeneizagao sobre uma lamina com solugéo. Posteriormente sera feita a fixacdo por
aquecimento do material em bico de Bunsen. Ap6s a lamina sera tratada por 15 segundos com
o reagente Violeta Genciana e em seguida deixar dgua destilada sobe a Idmina por 45 segundos.
Na segunda etapa do processo as laminas serdo novamente cobertas por 1 minuto com o
reagente Lugol Fraco e lavado com agua destilada, em seguida descoradas com Solugédo
descorante por aproximadamente 15 segundos seguido de lavagem em &gua destilada. E
finalizando o processo, serd adicionada solucdo de Fuccina sobre as laminas durante 30
segundos, novamente as laminas serdo lavadas em agua destilada e deixadas para secar em
posicéo vertical em temperatura ambiente e visualizadas em microscépio optico (CONJUNTO
PARA COLORACAO DE GRAM, 2009).

Referéncia: CONJUNTO PARA COLORACAO DE GRAM. Responsavel técnico: Elisa
Hizuru Uemura. Pinhais: Laborclin, 2009. Bula de kit para coloracéo laboratorial.



Apéndice B- Receituario dos meios de cultura

o Tryptic Soy Agar Difco™ (Triptona de soja), pH 7,3 +/- 0,2.
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TSA
Componente Concentragéo
Digestdo pancreatica da caseina 15,0 g/L
Digestao papaica da farinha de soja 5009/L
Cloreto de sddio 5,009/L
Agar 15,0 g/L

o Lactobacillus MRS Agar Difco™ pH 6,2 +/- 0,2

MRS
Componente Concentracao

Peptona 10,0 g/L
Extrato de carne 10,0 g/L
Extrato de levedura 5,009/L
Dextrose 20,0 g/L
Polisorbato 80 1,0 g/L
Citrato de amonio 2,0 g/L
Acetato de sodio 5009/L
Sulfato de magnésio 0,1g/L
Sulfato de manganés 0,05 g/L
Fosfato dipotassio 2,0 g/L
Agar 15 g/L

o Sabouraud Dextrose Agar Difco™, pH de 5,6 + 0,2

SDA
Componente Concentracéo
Hidrolisado pancreético de caseina 5,00/L
Hidrolisado péptico de tecido animal 5,09/L
Dextrose 40,0 g/L
Agar 15,0 g/L

o Ldria Bertani Agar, pH 7,0 +/- 0,2

LB
Componente Concentragéo
Triptona 10,0 g/L
NaCl 10,0 g/L
Extrato de levedura 5,09/L

Agar 15,0 g/L




o Brain Heart Infusion (BHI) Agar Difco™ |, pH 7,4 +/- 0,2
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BHI
Componente Concentracao
Infusdo cérebro-coracao 8,0 g/L
Digestdo péptica de tecido animal 5,009/L
Digestdo pancreatica da caseina 16,0 g/L
Cloreto de sédio 5,009/L
Dextrose 2,0 g/L
Fosfato disddio 2,59/L
Agar 13.5 g/L
o Agar Amilase pH 7,0 +/- 0,2
AMILASE
Componente Concentracao
Triptona 2,59/L
NaCl 2,59/L
Extrato de levedura 1,25¢/L
Amido de milho 10,0 g/L
Agar 8,0 g/L
o Agar Protease pH 7,0 +/- 0,2
PROTEASE
Componente Concentracao
Gelatina 1,0 g/L
Leite desnatado 2,0 g/L
Extrato de levedura 2,0 g/L
Agar 15,0 g/L
o Agar Celulase pH 7,0 +/- 0,2
CELULASE
Componente Concentracao
Triptona 1,66 g/L
NaCl 1,66 g/L
Extrato de levedura 0,83 g/L
Carboximetilcelulase 10,0 g/L

Agar 8,0 g/L




o Agar Lipase pH 8,0-8,5 +/- 0,2
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LIPASE
Componente Concentracéo
Triptona 3,09/L
Extrato de levedura 2,0 g/L
K2HPO4 2,0 g/L
CaCl2 2,0 g/L
MgSO4 1,0g/L
Twen 80 10,0g/L
Azeite de oliva 20,0 g/L
Rondamina B 0,002¢g/L
Agar 18,0 g/L




ANEXOS

Anexo 1: Protocolo extragédo de DNA (Kit QIAmp® DNA Mini Kit)
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Quick-Start Protocol April 2018

QlAamp® DNA Mini Kit

The GlAcmp DA Mini Kit [cat. nos. 51304 and 51308] can be siored ot room fempensiure
115-25C] for up to 12 months.

Further information

Qidamp DMA Mini and Blood Mini Handbook: www . qiogen.com /HB-0329
Safery Dam Sheets: www.qiogen_com, safety
Technical assistance: support.giogen.com

Motes before starting

_ Ty
— Sample to Insight QIAGEN

Perform all centrifugation sseps af room temperature [ 15-25°C).

Use carrier DMA if the somple consains < 10,000 genome equivalents. Refer 1o the
handbook for required equipment and procedure.

If a precipitate has formed in Buffer ATL or Buffer AL, dissolve by incubating at 56°C.
Add ethanal to Buffer AW 1 and Buffer AW2 concentrates, as indicated on the bottle.
Equilibrate samples to room temperature |1 5-25°C).

Heat two water baths or heating blocks: one to 56°C for use in sep 1 and one o 70°C
for wse in step 3.

Refer to the handbook for profocols for swabs, dried Bood spots, csttured cells, fixed
fissue, boceria, yeast or ather maerial.




122

1. Cut tissue (€25 mg] into small pieces and place in a 1.5 ml microcentrifuge tube. Add
180 pl Buffer ATL and 20 gl Proteinase K, mix by vortexing and incubate at 56°C unil
completely lysed (1-3 h). Vortex occasionally during incubation.

2. Add 200 pl Buffer AL. Mix thoroughly by vortexing for 15 s.

3. Incubate at 70°C for 10 min. Briefly centrifuge the tube to remove drops from the lid.

4. Add 200 pl ethanol (96-100%]. Vortex for 15 s. Briefly centrifuge the tube 1o remove
drops from the lid.

5. Pipet the mixture onto the QIAamp Mini spin column (in a 2 ml collection tube). Centrifuge
at 6000 x g (8000 rpm) for 1 min. Discord the flow-through and collection tube.

6. Place the QlAamp Mini spin column in o new 2 ml collection tube and add 500 pl
Buffer AW 1. Centrifuge at 6000 x g (8000 rpm) for 1 min. Discard the flow-through
and collection tube.

7. Place the QlAamp Mini spin column in a new 2 ml collection tube and odd 500 yl
Buffer AW2. Cenfrifuge at full speed (20,000 x g; 14,000 rpm) for 3 min. Discard the
flow-through and collection tube.

8. Recommended: Place the QlAamp Mini spin column in a new 2 ml collection tube (not
provided] and centrifuge ot full speed for 1 min. This eliminates the chance of possible
Buffer AW2 carryover.

9. Ploce the QlAamp Mini spin column in a new 1.5 ml microcentrifuge tube (not provided),
add 200 pl Buffer AE or distilled water and incubate at room temperature for 1 min.
Centrifuge ot 6000 x g (8000 rpm] for 1 min to elute the DNA.

10.Optional: Repeat step 10 for increased DNA yield with o further 200 pl Buffer AE or
distilled water.

Scan QR cede for handbook.

For up-to-date licensing information and product-specific disclaimers, see the respective
QIAGEN kit handbook or user manual.

Trocemarts QAGEN® Sorple ko insche® Cliceo® CWAGEN Gousl 1173752 04/ 20TEHE 2320001 € 2013 QIAGEN o roms reservect

Ordering www.giogen.com/shop | Technical Suppor support.giogen.com | Websde www. giogen.com



Anexo 2: Protocolo de Purificagdo do produto de PCR ( NucleoSpin® Gel and PCR Clean-

up)

NuclecSpin® Gel and PCR Clean-up

5
5.1

The following protocol is suitable for PCR clean-up as well as DNA concentration and

Protocols

PCR clean-up

removal of salts, enzymes, etc. from enzymatic reactions (S0DS < 0.1 %).

Before starting the preparation:

Check if Wash Buffer NT3 was preparad according to section 3.

Adjust DNA binding condition

For very small sample wolumes <« 30ul adust the
volume of the reaction mixture to 50—100 ul with water.

It is not necessary to remove mineral oil.

Mix 1 volume of sample with 2 volumes of Buffer NTI
(e.g., mix 100 pL PCR reaction and 200 pL Buffer NTI).

Note: For removal of small fragments like primer dimers
dilutions of Buffer NTI can be used instead of 100 %
Buffer NTI. Please refer to section 2.3

+ 2 vol NTI per
1 vol sample

Bind DNA

Place a NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column
inta a Collection Tube (2 mL) and load up to 70O pL
sample.

Centrifugs for 30 s at 11,000 x g. Discard flow-through
and place the column back into the collection tube.

Load remaining sample if necessary and repeat the
centrifugation step.

E‘ Load sample
>

11,000 x g
s

Wash silica membrane

Add 700 uL Buffer NT3 to the MucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up Column. Centrifuge for30sat 11,000 X g.
Discard flow-through and place the column back into the
collection tube.

Hecommended: HRepeat previous washing step to
minimize chaotropic salt carry-over and improve A.../
Aoqp values (see section 2.7 for detailed information).

g +700 uL NT3
€3

11,000 x g
a0s

‘g‘ + 700 pL NT3
]

£ 11.000xg
- 30s
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MucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

Dry silica membrane

Centrifuge for 1 min at 11,000 x g to remove Buffer NT3
completely. Make sure the spin column does not come in
contact with the flow-through while removing it from the
centrifuge and the collection tube.

Note: Residual ethanol from Buffer NT3 might inhibit
enzymatic reactions. Total removal of ethanol can be
achieved by incubating the columns for 2-5 min at 70 °C
prior to elution.

¥

11.000x g
1 min

Elute DNA

Place the NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column
into a new 1.5 mL microcentrifuge tube (not provided).
Add 15-30 pL Buffer NE and incubate at room
temperature (18-25°C) for 1 min. Centrifuge for 1 min
at 11,000 x g.

Note: DNA recovery of larger fragments (= 1000 bp) can
be increased by multiple elution steps with fresh buffer,
heating to 70 °C and incubation for 5 min. See section
2.6 for detailed information.

!

+15-30 uL NE
RT
1 min

11,000x g
1 min
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